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INTRODUCTION GENERALE



Introduction geénérale

Le diabete sucré est une maladie complexe tant @@ mécanismes
physiopathologiques que par son déterminisme ggredtainsi que la genése de ses
complications. C’est un groupe hétérogéne de medadinétaboliques dont la
caractéristique principale est une hyperglycémisultént d’'un défaut de sécrétion,
d’action de I'insuline ou de ces deux anomalie®eciges (Sharmat al. 2008).

Cette maladie chronique prend les proportions d'wégitable épidémie. Sa
prévalence au sein de la population mondiale ¢sh@s de 425 millions de patients (FDI
Atlas 2017). Elle est responsable de 9% de la mort#ditéle, tuant chaque année 4
millions de malades (OMS 2016). L'évolution du naomhde diabétiques s’accroit de
maniere exponentielle et, selon les prévisions@kI$, plus de 622 millions d’individus
seront diabétiques en 2040 (FDI 2017).

Le cout humain et financier de la maladie en faitprobléeme de santé publique
majeur en Algérie et dans les pays en voie de dppementElle est responsable de
complications chroniques liées aux conséquencesulaaes de la maladi¢elles que
l'infarctus du myocarde, l'athérosclérose, la néplathie et la neuropathie. Ces
complications sont longtemps supposées liées avBébn chroniqgue du glucose et au
stress oxydant (Baynes 1991).

La multiplicité des sources de formation de radkcdibres fait du diabete une
maladie particulierement sujette au stress oxydaes. concentrations élevées de glucose
extra- ou intra-cellulaires induisent un stressdant par plusieurs mécanismes comme il a
pu étre montré dans le diabéete expérimental clagunial (Asayamaet al. 1989) et dans
les diabétes de type 1 et de type 2 chez les pa{idaurooz-Zadelet al. 1997;Szaleczky
et al. 1999). L’équilibre glycémique joue donc un rdléstrimportant dans la balance

prooxydant/antioxydant (Bonnefont-Roussedbal. 2000)

L'utilisation des plantes, a des fins thérapeutijuest rapportée dans les littératures
antiques arabe, chinoise, égyptienne, hindoue, qgeecet romaine. Le pouvoir
thérapeutique des plantes était connu par nos rascée facon empirique. Ainsi, on
ignorait tout de la composition chimique des rensédélisés tous les jours par de
nombreuses populations, pour les soins de santé [Ba pays en voie de développement,
entre 70 et 95% de la population a recours auxtggamédicinales pour les soins primaires

par manque d’accés aux meédicaments prescrits mas parce que les plantes ont pu
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démontrer une réelle efficacité. Il est estimé guizoins 25% de tous les médicaments
modernes sont dérivés, directement ou indirectemeemtartir de plantes médicinales,

principalement grace a lapplication des techne®gmodernes aux connaissances
traditionnelles (Robinson & Zhang 2011). De ples kffets secondaires induits par les
médicaments inquietent les utilisateurs qui sentenir vers des soins moins agressifs pour
l'organisme. On estime que 10 a 20% des hosptialisasont dues aux effets secondaires

des médicaments chimiques (Flet 1984)

Le traitement moderne du diabéte fait appel a elusifamilles d’hypoglycémiants
oraux comme les biguanides et les thiazolidinediané agissent sur I'insulino-résistance
et les sulfamides et les glitinides qui agissenstémulant I'insulino-sécrétion. Cependant
aucun des médicaments utilisé pour le traitemerdidibéte n’agit simultanément sur les
deux facteurs pathogéniques du diabete ou amediassi les anomalies du métabolisme
lipidique associées le plus souvent au diabetgue i. Le contréle adéquat quotidien de
la glycémie est tres difficile a atteindre dangligpart des cas, ce qui conduit a long terme
a I'émergence de complications trés sérieusessbragcent de la phytothérapie offre une
opportunité pour trouver des molécules naturellasceptibles d’exercer des effets
bénéfiques sur la régulation du métabolisme glqaiglien évitant les effets secondaires
des substances synthétiques (Eddatlksd. 2007) .

L’Algérie, riche par sa biodiversité et son climast une plate-forme géographique
tres importante qui mérite d’étre explorée danddmaine de la recherche de molécules
hypoglycémiantes originaires de plantes qui ontr paugtemps servi a une grande tranche

de population comme moyen incontournable de méditat

Sachant que le diabéete constitue un véritable fldans notre pays, le nombre
d’études en matiere de recherche de nouvelles niecapable de prévenir ou méme de

retarder I'apparition des complications liées aabédie, reste trés limitée.

Plusieurs plantes sahariennes, fréquemment uslisdans la pharmacopée
traditionnelle, se sont vues reconnaitre un effiérapeutique contre plusieurs maladies
telles que le diabéte qui a connu une émergereelavchangement de mode de vie et des
régimes alimentaires de la population algérienriesgece que nous avons étudié est
Anvillea radiata Coss. & Dur. de la famille des Asteraceae. Cetntpl est surtout
reconnue en thérapeutique traditionnelle pourdraies pathologie broncho-pulmonaires,
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digestives, les troubles gastro-intestinaux, Iyegtion et les maladies du foie (Hammiche
& Maiza 2006). Les poussedAnvillea radiata en infusion a froid ou a chaud, sont
utilisées comme remede contre le diabete (Ghaatrral. 2013;Fakchich & Elachouri
2014).

Le présent travail s’insére dans le cadre du progra destiné a la valorisation de la
flore algérienne par la recherche de nouveaux ceggou principes actifs. Cette thése est
subdivisée en deux grandes parties, 'une bibliglgicue et I'autre expérimentale. La
synthese bibliographique comporte un rappel sulidédete de type 2, les mécanismes
toxiqgues de I'hyperglycémie chronique, le stressidaxt, phytothérapie et l'intérét
thérapeutique des biomolécules. Aprés la mise ewepl des procédures d'extraction
d’Anvillea radiataet afin d’améliorer la standardisation de composés adifspartie

expérimentale a permis la réalisation des étudearsies.

» Un fractionnement des composés phénoliques paaieatent avec différents
solvants organiques.

» La quantification des composés phénoliques et flaides présents dans les
différents extraits.

» La détermination de la composition chimique detraits méthanoliques par
chromatographie liquide a haute performance (HPLIADD

» L'identification et la caractérisation de la cap&acntioxydante de différentes
fractions en utilisant plusieurs méthodes déf@=mt la détermination de leurs
propriétés de cytotoxicités vis-a-vis des cellules culture normales et
cancereuses.

» L'évaluation pour la premiere foisn vitro, des activités inhibitrices dead'
amylase et ded-glucosidase des extraits.

» L'étude de l'effet protecteur des extraits sur debules p de rat en culture
exposées a des conditions d'hyperglycémie.

» La détermination de [l'effet de I'administration lerade deux extraits
potentiellement pharmacologiques sur I'hyperglyegnte stress oxydatif, les
biomarqueurs métaboliques et inflammatoires du &&lle type 2 et I'obésité

induit par le régime enrichi en gras (HDF) chezanodele des souris C57 / BL6J.
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Chapitre 1 : Diabete et stress oxydant

|. Le diabete
1. Définitions et généralités

Le diabete est une maladie fréquente, connue démtilongtemps, treés répandue en
ce début de XX siécle. C'est une pathologie chronique, caradéripar une
hyperglycémie. L'OMS le définit par une glycémigpsrieure a 1.26 g/l a jeun. Cette

maladie est incurable, mais peut néanmoins éfitédrafficacement.

Le diabéte est un désordre du métabolisme lipidigleidique et protéique attribué
a la production diminuée de l'insuline ou a unéstésce anormale a cette hormone qui

entraine une hausse du taux de glucose.
2. Types de diabéte

2.1.Diabeéte insulinodépendant (DID)

Le diabéte insulinodépendant concerne le plus sdules enfants, mais il peut
survenir a tout age. Il est lié a un déficit enulivee. Les cellules qui sécretent l'insuline
sont détruites jusqu'a 90% de leur quantité norm@auses auto-immunes ou

idiopathiques).
2.2. Diabete non insulinodépendant (DNID)

Le diabéte de type 2 est une maladie multifacterié'hyperglycémie est due a une
altération de la sécrétion d’'insuline en réponselagose par les cellulgs du pancréas
endocrine, et une diminution de la sensibilité uigse principalement des muscles
squelettiques, du tissu adipeux et du foie auxtsefie I'insuline, ce qui se traduit par une

insulinorésistance.
2.2.1.Ll'insulinorésistance (IR)

L'IR peut étre définie par la nécessité d’'un exd@ssuline pour obtenir une réponse
équivalente a la normale. Elle se traduit par uneindre efficacité de la réponse

biologique a I'insuline sur ses tissus périphérgyugen que les effets de I'insuline sur les
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cellules cibles (adipeuses, musculaires, hépatjquesit multiples, le terme
d’insulinorésistance se réfere presque exclusivemdeffet de I'insuline sur le maintien

de 'homéostasie du glucose.

2.2.2.Lien physiopathologique entre insulino-résistancepbésité et diabéte de
type 2

L’existence d’'une prédisposition géenétique est prxbable, I'histoire familiale et
I'appartenance a un groupe ethnique sont des factleurisques majeurs de développer un
diabéte de type 2. Il est maintenant admis quesudlinorésistance a une composante
génétique, mais qu’elle peut également étre acqueas l'action de facteurs

environnementaux.

L’IR est fortement corrélée a 'accumulation de at@lites toxiques des acides gras
dans les tissus cibles (Dumast al. 2009) ainsi qu'a de nombreux défauts et
dysfonctionnements affectant par exemple le nordbreécepteurs de I'insuline, la baisse
d’'activité de kinases, la concentration et la phosglation des substrats du récepteur
d’insuline IRS-1, la translocation des transpoiede glucose et l'activité d’enzymes
intracellulaires (Saltiel & Kahn 2001). Les anorealidans la régulation des transporteurs
de glucose (GLUT4) peuvent conduire a l'insulingstce car I'insuline est responsable
de la migration des vésicules intracellulaires enaht du GLUT4 vers la membrane pour
augmenter le nombre de transporteurs membranagregudose. Il a été montré que le
stress oxydant inhibe la translocation du réceptiuglucose GLUT4 de la membrane
plasmique dans la lignée cellulaire 3T3-L1 (ligmésdipocytes de rat), induisant ainsi une
augmentation de la résistance a l'insuline danselsles (Tirostet al. 1999).

De nombreuses études ont également montré desomslaétroites entre les
dysfonctionnements mitochondriaux et linsulinosé@nce, que ce soit au niveau
musculaire (Befroyet al. 2007) ou hépatique mais également dans le tispewd les
vaisseaux et le pancréas (Brownlee 2005;Ashradtaal. 2007;Nisoli et al. 2007). La
guestion est de déterminer si les dysfonctionnesnamtochondriaux observés sont la

cause ou la conséquence de la survenue de l'iosédiistance (Dumast al. 2009).

Certains travaux ont montré que l'augmentation @ecdncentration en insuline
induite par l'insulinorésistance, ainsi que celles dacides gras libres et des glucides,
accroit la production de radicaux libres, induisaimsi un stress oxydant, et active les
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voies métaboliques génératrices de ces radicauguicen retour aggrave les défauts de
sécrétion d’insuline, et de ce fait, elle accélénstallation du diabete de type 2 (Evaets
al. 2003). L’attaque radicalaire modifie aussi la s@iption des transporteurs du glucose
(Bloch-Damti & Bashan 2005);le taux de GLUT1 esgmenté alors que le GLUT4 est
réduit, empéchant ainsi I'incorporation du glucdses les cellules. C’est ainsi que I'excés
d’acides gras libres diminue I'apport de glucosg eellules musculaires, entrainant une
diminution de la synthése de glycogéne et de I'axigth du glucose, introduisant la notion

de lipotoxicité musculaire (Griffiet al. 1999).

Le développement de I'obésité abdominale partiiapgement a I'insulinorésistance;
Une perte ou un gain de poids sont étroitementlEsra des variations de sensibilité a
I'insuline, ce qui est un argument fort en favetune relation de cause a effet entre

obésité et insulino-résistance.

Chez les obéses on observe une augmentation d#essagias libres issus de la
lipolyse des triglycérides du tissu adipeux. Un esxa’acides gras libres circulants
contribue a la diminution de [lutilisation du glm par les cellules. De plus, une
augmentation des métabolites des acides gras [glyasrol, acyl-CoA) au niveau des
muscles stimule la phosphorylation des récepteliasline par la protéine kinase C et
inhibe les mécanismes de la signalisation insuli@joceci entrainant une réduction du

transport du glucose dans la cellule (Poitout & &tdon 2008).

Le tissu adipeux contient difféerents éléments stroasculaires en sus des
adipocytes : matrice du tissu conjonctif, tissuveax, cellules immunitaires (Frat al.
2003). Malgré cela, ces composants fonctionnentnoemne unité intégrée, ce qui fait du
tissu adipeux un vrai organe hautement actif datpae vue métabolique et endocrine; par
conséquent capable de sécréter des hormones eareocdomme la leptine et
I'adiponectine, ainsi que de nombreuses autregipest. Ces substances peuvent conduire
a linsulinorésistancevia de nombreux mécanismes parmi lesquels on peut kte
sécrétion de cytokines (TN} (Drewset al. 2010), la diminution de I'adiponectine et la

libération d’acides gras libres dans la circulafiBjorndalet al.2011).
3. Epidémiologie du diabéte de type 2

Le mode de vie des pays riches ou en voie de ddévefoent entraine une

sédentarisation des personnes et une alimentatisrriphe en graisse et en sucre rapide,

6
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ceci induisant une augmentation des pathologiedicca&asculaires ainsi qu'une

augmentation des cas de diabéte de type 2.

Le diabete de type 2 représente 90% des cas deteidans les pays riches. Il est
estimé que 314 millions de personnes dans le mauidfrent a I'heure actuelle
d'intolérance au glucose. En 2007 le nombre deopees diabétiques dans le monde était
estimé a 246 millions ce qui représente 5,9% dgolaulation agée de 20 a 80 ans. En
Europe on estime a 53 millions le nombre de pemsratteintes par le diabete (WHO
2016). La prévalence du diabéte de type 2 (DT2)de$,4 % dans le monde, et de 12,3 %
en Algérie (TAHINA 2007). L’Algérie, en phase dansition épidémiologique, appartient
au groupe des pays ou l'augmentation attendue thbreode diabétiques au cours des 25
prochaines années est I'une des plus éleveées. neegue 333 millions de personnes
dans le monde seront atteintes du diabéte de t@pe2D25 ce qui est un chiffre dangereux
pour la santé publiqgue (WHO 2016).

4. Les complications du diabéte

Dans le diabéte, I'hyperglycémie chronique provolpgparition de complications
aigués (coma, acidocétosique ou hypoglycémiqueh anoyen et long terme, des
complications chroniques. Ces dernieres consigtenine altération de la structure et des
fonctions des microvaisseaux (microangiopathie), eates macrovaisseaux
(macroangiopathie). La microangiopathie est eneadass la rétinopathie, la néphropathie
et la neuropathie diabétiques tandis que la magiopathie est responsable des accidents
cardio-vasculaires, vasculaires cérébraux et diwah des membres inférieurs.
L'apparition des ces complications justifie unenmalisation glycémique la plus précoce

possible.

Il. Les mécanismes toxiques de I'hyperglycémie chroniguet

stress oxydant

1. Stress oxydant

Il est admis que le stress oxydant résulte d’ureqidiibre entre la génération des
especes reactives de l'oxygene (ROS) et le poteatidoxydant de I'organisme.

Différentes études ont montré que le diabéete sestéassocié a une augmentation de la
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production des radicaux libres d'une part, et d'aiminution du potentiel antioxydant

d’'une autre part.
1.1.Les radicaux libres

Les radicaux libres, se référent a un atome ounmiécule, la plupart du temps trés
réactive, qui contient un nombre impair d'électrdass sa derniére couche électronique.
C'est la présence de cet électron «célibataire»cqufére une grande réactivité a ces
especes, généralement nommeéespeces reactives de I'oxygemdTableau 1) (Delattre
et al. 2005). Il faut cependant noter qu’il existe dedicaux libres relativement (radical
ascorbyle), voire trés persistants (radical DPRid}te stabilité étant apportée par des

mécanismes d’hyperconjugaison, ou liée a un farberbrement stérique.

Tableau 1 Radicaux libres centrés sur I'oxygéene.

0, radical superoxyde
HO, radical perhydroxyle
"OH radical hydroxyle
RO, radical peroxyle

RO’ radical alkoxyle

La production excessive de radicaux libres asso@ée développement de
nombreuses maladies peut induire et/ou entretenuésequilibre entre la formation des
composés oxydants et le niveau des molécules oymmsz ayant une fonction
antioxydante dans la cellule, ceci entrainant dggratiations des molécules assurant la
structure et les fonctions cellulaires. Un état diit stress oxydantest alors généré
(Rasilaineret al. 2002).
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1.2. Espéces réactives dérivées de I'oxygene (ROS)

Le métabolisme de l'oxygéne dans l'organisme sesepadans des situations
normales, par sa réduction quasi-totale en ealisami quatre électrons dans la chaine
respiratoire. L'oxygene (P que nous respirons est métabolisé dans notres aomme
suit: environ 85 a 90% sont utilisés par les mitoadries, a travers la chaine respiratoire,
et les 10 a 15% restants sont utilisés par divergraes oxydases et oxygénases et aussi

par réactions chimiques d’oxydation directe.

O, + 46 + 4H" —— 2 H,0 + energie

L'anion superoxyde () est un radical chargé négativement provenantade |
réduction monovalente de I'oxygene moléculairecgyite un électron. La dismutation de
cet Qe entraine la formation d'oxygene fondamental epel®xyde d'hydrogene ¢B,).
L'H.0, n'est pas un radical libre au sens propre mastiextrémement réactif et possede
un fort pouvoir oxydant. De plus, sa capacité aerser les membranes biologiques fait
gu'il peut se retrouver a une grande distance ddisa de production. Selon la réaction de
Fenton, HO, se décompose, en présence d'ions ferreuX)(Fem un ion OHet un radical
hydroxyle (¢OH) (Gutteridge & Halliwell 1992;Delattet al. 2005)

Réaction de Fenton: Fe?t + H,0, — Fe3* + ¢OH + OH~

Cette réaction s'interrompt rapidement par épuiserda fer ferreux, excepté en
présence d'anion superoxyde,(Dqui régénére Fé& en Fé* selon la réaction d'Haber-

Weiss.

Réaction de Haber — Weiss: Fe3* + 0,°” — Fe?* + 0,
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Ainsi, la présence simultanée de peroxyde d'hydredébO,), d'anion superoxyde
(Oz*) et de fer permet la production de radical hydlexyOH).

L'*OH avec une demi-vie de I'ordre de la nanoseegrgt la plus instable et la plus
réactive de toutes les especes dérivées de I'orydendiffusion limitée de ce radical lui
permet de réagir avec de nombreuses espéces nadlésube trouvant a proximité
(protéines, lipides, ADN...) entrainant ainsi de nplits dommages cellulaires. L'«OH
apparait comme I'espéce radicalaire ayant un r@geun dans la cytotoxicité des ROS
(Gutteridge & Halliwell 1992).

1.3. Sources de radicaux libres

Toute réaction biochimique faisant intervenir I'gggne moléculaire est susceptible
d’étre a l'origine d’'une production de radicauxréb. En tant que résidus de réactions
éenergétiques ou de défenses immunes, les raditaes kont naturellement présents dans
'organisme, et sont générés essentiellement parndécanismes physiologiques. Ces
mécanismes sont soit enzymatiques soit non enzguesti Les sources enzymatiques sont
liées aux processus de phagocytose ou de détdiificaau niveau du réticulum
endoplasmique, des peroxysomes ou de la membrasmigue. Elles incluent les
NADPH oxydases (NOX), localisées a la membranepddmucléaires, des macrophages
et des cellules endothéliales (Vignais 2002), etaeygénases cellulaires dépendantes du
cytochrome P450 (Coon et al. 1992).

La conversion de la xanthine déshydrogénase erhik@nbxydase constitue une
autre source enzymatique de superoxyde et@Helle a été impliquée dans divers
processus deélétéres in vivo (Yokoyama et al. 1908)voie des lipoxygénases (LOX) et
des cycloxygénases (COX) génére également des R@hI( Jr. & Egan 1980).

Les sources non enzymatiques de superoxyde sordsegjiées par la respiration
mitochondriale et les réactions d’oxydo-réductider,(cuivre). Ces réactions procedent
d'un transfert direct d'électron sur l'oxygéne pdes coenzymes réduits ou des
groupements prosthétiques, ou encore des xénalnstiq

10
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2. Systemes de défenses antioxydants

On appelle antioxydant toute molécule ayant lallfécde diminuer ou d’empécher
I'oxydation d’autres substances. Dans cette déimitonctionnelle, on admet par ailleurs,
que la concentration de l'antioxydant est inférgelproportionnellement au substrat
oxydable. Les systemes antioxydants assurent unbleldigne de défense et I'on peut
schématiquement scinder en deux grandes famillelgnsquiils (i) préviennent
directement la formation radicalaire (antioxydaptgnaires) ; ou (ii) épurent les ROS

(antioxydants secondaires).

Dans les conditions physiologiques normales, lalgpebon de radicaux libres est
parfaitement contrdlée par une riposte antioxyddini et polymorphe (a I'image de la
diversité des formes et des lieux de productionRIBS), autorisant une adaptation subtile
aux niveaux de radicaux générés (Halliwell 1994insA un équilibre permanent de la
balance pro-/anti-oxydants est assurée. Les sieat@mtioxydantes sont nombreuses et
mettent en jeu des systéemes d'une remarquablet&api@ysico-chimique, a la fois
enzymatiques et non enzymatiques, dans tous lepartiments organiques (intra/
extracellulaires, mitochondriaux, membranairesy\Fé 1). Le recours séquentiel a ces
différents systemes assure des défenses tout @islagdondantes, complémentaires et
synergiques, dans la prise en charge des ROS. begposés antioxydants non
enzymatiques regroupent des petites molécules tetdiposolubles chargées de piéger les
especes radicalaires, alors que les enzymes adtintgs dégradent les superoxydes et les
peroxydes (Halliwell 1994).

11
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lysosome
(vit. C, vit. E)
noyau —s
{Grx, GSH,Trx) ¢ mitochondrie
; {cytc, GPx,
Grx, GSH,
SOD, Trx,
. UbH,, vit. C, vit. E)
reticulum
endoplasmique
(GPx, GEH, vit. E)
peroxysome
- (catalase)
cyoplasme --.‘... J
(GPx, Grx, GSH,
SOD, Trx, \ membrane cellulaire
vit. C, vit. E) (vit. E, UbH,)

Figure 1. Distribution des antioxydants dans la cellule dfiea 2009).Les systémes
antioxydants intégrent I'ensemble de l'espace [aiie. GPx, glutathion peroxydase; Gr,
glutaredoxine; GSH, glutathion réduit; SOD, supgdex dismutase ; Trx,thioredoxine; vit,

vitamine.
2.1. Les systéemes de défenses enzymatiques

2.1.1. Les superoxydes dismutases.

Les superoxydes dismutag&OD) sont des métalloprotéines. Elles sont en premiére
ligne dans le systeme de défense du stress oxyléag.assurent la dismutation de I'anion
superoxyde en peroxyde d’hydrogene et en oxygéeaidte trois isoenzymes de la SOD:
la Cu/Zn-SOD1 présente dans le cytosol, la Mn-S@itdchondriale et la Cu/Zn-SOD3
(Soulere et al. 2002). La SOD3 est sécrétée parelbdes musculaires lisses et représente
le systeme de défense majeur dans la paroi deesarteexpression de la SOD3 est
augmentée par les facteurs vasoactifs comme Ithie® I'endothéline | et I'angiotensine

I, et diminuée par 'homocystéine (Fridovich 1995)

12
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2.1.2. Les glutathions peroxydases

Les gluthations peroxydases (GPxs) sont des séiégtéapes. Elles réduisent les
peroxydes lipidiques formés par I'oxydation deslasigras polyinsaturés. Le taux de
GPxs est effondré en cas de déficit en séléniuparfir d’'un taux élevé en sélénium la
concentration en GPxs atteint un plateau. Le dodagésPxs ne peut étre utilisé comme
marqueur d’'une intoxication au sélénium. La synthiess GPxs étant rénale et hépatique,

I'insuffisance rénale et/ou hépatique peuvent faiger leurs taux (Delattret al. 2005).

2.1.3. Le systéme thiorédoxine

La thiorédoxine est I'antioxydant majeur qui mant les protéines intracellulaires
a I'état réduit. Elle est régénérée par le NADPHsskaction de la thiorédoxine réductase
et contient un groupement sélénocystéine dansitoaciif. De plus, elle intervient dans la
dégradation des peroxydes lipidiques et du peroxbigdrogene. Elle permet également
la régénération du radical ascorbyl en acide aspoel(Hattori et al. 2003).

2.1.4. La catalase

La catalase est une enzyme héminique constituégude sous-unités contenant
chacune un groupement héminique’’Fé au site actif. Elle est localisée dans les
peroxysomes et les hématies. La réaction que esatadgtte enzyme consiste en une

dismutation du peroxyde d’hydrogéne,(d) en oxygene et eau (Putnam et al. 2000).
2.2. Les systemes de défenses non enzymatiques
2.2.1. Le glutathion et les protéines-thiols

Le gluthation est formé par la condensation destagides aminés (acide glutamique,
cystéine et glycine). Il est le thiol (-SH) majaire dans la cellule ou il est présent sous
forme réduite (GSH). En condition physiologique male, sa forme oxydée (GSSG) est
présente en tres faible concentration. Le rapp&tt&SSG est un excellent marqueur de
la peroxydation lipidique. Ce rapport tend a dinginiors d’'un exercice physique intense
et au cours du vieilissement. Le glutathion possdthutres propriétés antioxydantes

comme: cofacteur de la GPx, chélateur de métaukahsition, régénérateur final des

13
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vitamines E et C. Toutes les protéines qui contehrdes groupements thiols, dont
I'albumine, participent aux défenses antioxydartestre les ROS (Rahman & MacNee
2000).

2.2.2La vitamine E (a-tocophérol)

La vitamine E est présente dans les huiles végétptencipalement dans I'huile de
germe de blé, de tournesol, de soja, d'arachid#adive. Elle se trouve aussi en moindre
quantité dans les céréales, les amandes, les |&guents, le beurre, la margarine et les
poissons gras. C'est le principal antioxydant d&aaille des tocophérols et le principal
antioxydant contenu dans les LDL. Chaque LDL caoriten moyenne 6 a 12 molécules
d'a-tocophérol. La Vit. E est incorporée dans cesi@ads au cours de leur métabolisme,
grace a une protéine appelédocophérol transfer protein (Lopez et al. 2005gtt€
vitamine permet, lors de linitiation de la peroatidn lipidique suite a une attaque
radicalaire, d'inhiber la propagation radicalaire a&dant un de ses atomes d'hydrogene
situé sur le noyau phénolique. Cette action pewheetéduire le radical R-@ La Vit. E
peut aussi réagir avec les radicaux *OH et @éme si ces réactions, en théorie
réalisables, restent peu probables au vu de letede Enfin, la Vit. E peut réguler a la
hausse les enzymes antioxydantes (SOD, GPx, CADiduGST et NADPH réductase)
(Lopezet al. 2005).

2.2.3La vitamine C (acide ascorbique)

La vitamine C est I'un des principaux antioxydamgdrosolubles présents dans les
milieux intra- et extracellulaires (compartimentglfophiles) ou elle se retrouve sous la
forme d'anion ascorbate. Il agit principalemenfpégeant directement les ROS avec une
préférence pour le radical,©Oet le ONOQ. Il est aussi capable de recycler la Vit. E de
maniere a agir en synergie avec cette derniére @Famsévention de la peroxydation
lipidique (Kaliora et al. 2006).

2.2.4Les polyphénols

Les polyphénols végétaux regroupent une grandé€teade composés comprenant
entre autres les flavonoides, les anthocyanes ¢amens. Ce sont des composés ubiquistes
que I'on retrouve dans les plantes. lIs attireatt&ntion depuis quelques années a cause de

leurs propriétés antioxydantes. En effet, ils stapables de piéger des radicaux libres,
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d’inhiber la peroxydation lipidique en réduisans ledicaux hydroxyles, superoxydes et
peroxyles. lls sont aussi capables de piéger les noétalliques, car ils ont des propriétés
chélatrices (Delattre et al. 2005). Les plus w@gisont la quercétine, le resvératrol et la
curcumine. Les composés phénoliques regroupent aste vensemble de substances
chimigues comprenant au moins un noyau aromatitjueneplus d'autres constituants, un
ou plusieurs groupes hydroxyle tels que les flaide® contenus dans les Iégumes, les
fruits, le thé, le vin ont des effets protecteuis-a+vis du diabéte et des maladies

cardiovasculaires.
2.3.Les oligoéléments
2.3.1. Le sélénium

Le sélénium est un cofacteur de la GPX, il est dortoxydant de facon indirecte.
On retrouve le sélénium organique dans I'alimeamtsous forme d'un acide aminé, la
sélénocystéine. Le sélénium organique est mieuwrb®Bs il subit une métabolisation

hépatique conduisant a des intermédiaires nécessala synthése de la GPx.
2.3.2. Le cuivre

A concentration physiologique le cuivre est le ctéar d'une SOD, cependant, il
peut jouer un rdle dans la production des ROS figracde Fenton) lorsque sa

concentration est élevée.
2.3.3. Le zinc

Le zinc est un cofacteur essentiel de la SOD.dtgme les groupements thiols des
protéines. Il peut inhiber les réactions de fororatiles ROS induites par les métaux de
transition comme le fer ou le cuivre (Delattre le2Q05).

3. Sources des radicaux libres aux cours des états gimerglycémie

Plusieurs mécanismes semblent impliqués dans Ea#ement d'un stress oxydant
en présence de concentrations élevées en glucaato-oxydation du glucose, la
glycation des protéines, la voie des polyols, leevtes PKC, la voie des hexosamines et

I'activation de I'angiotensine II.
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3.1. Auto-oxydation du glucos:

Le glucose, sous sarme enediol, et en présence de métate transition, donne
naissance an radical anionique e-diol ; celuici, en réduisant I'oxygene moléculai
libére des anions superoxydO.*), au cours de cette réaction, il y a formal
concomitante d'un compé carbonyle. L'anion superoxyde peut se dismutgrezoxyde
d'hydrogéne. Ce dernier, en présence de métauxadesition, produit des radical

hydroxyle (*OH qui sont extrémement réac (Huntet al. 1990).

Hydroxyaldehyde

H
Produit d "Amadori HOQ ©
R—g—C—H

H_
N-C-C-R
HH
Cétoaminomethylol
L
R @
R-C-C-H = R-C=C-H

Cétoaldehvde Radical anion énediol

Figure 2: Contribution de l'aut-oxydation du glucose et de la production de radi

hydroxyles a l'altérabn des protéines induites par le gluc@idantet al. 1988)

3.2.Glycation des protéine

La glycation des protéines résulte de la foron d'une liaison covalente entre
fonction aldéhydique du glucose et les groupemamnties libres des protéines (fonct
amine N terminale et/ou fonction amine de la chdaérale des lysines). Cette liais
donne naissance a des produits dits d'fori qui présentent la particularité de posse

un groupement cétol (fonction cétone et fonctioooal secondaire portées par de
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carbones contigus). Cette fonction cétol peut,résgnce de métaux de transition, céder un
électron a I'oxygéne moléculaire, conduisant atmétion d'anions superoxyde (Gillezt
al. 1988;Sakurai & Tsuchiya 1988).

Depuis cette observation originale, les recheraiéadisées dans ce domaine ont
montré que de nombreuses interrelations existdrs @nstress oxydant et la glycation des
protéines et qu'elles sont extrémement complexesadivelles définitions ont vu le jour

telles que la glyco-oxydation (Kennedy & Lyons 1097

Le terme de glyco-oxydation a été proposé par (BayiB91) pour caractériser les
modifications des protéines pour lesquelles destig¥es d'oxydation sont associées a la
glycation. Ainsi, certains produits terminaux deagition avancée (AGE) sont formés a
partir des produits d’Amadori, soit par une voia aydative, soit par une voie oxydative
faisant intervenir les radicaux libres oxygénés.glyro-oxydation concerne la deuxieme
voie. Une fois formés, les AGE peut influencerféection cellulaire en se liant a
plusieurs sites membranaire, y compris leur récedf®AGE). L'interaction des AGE au
RAGE conduit a la génération intracellulaire deslicaux libres de l'oxygéne et,

parallelement, I'épuisement des antioxydants (Baldeet al. 2005).
3.3.Voie des polyols

Dans le diabéte, le glucose excédentaire ne pasatgiie métabolisé par la glycolyse
et la voie des pentoses phosphates. Il est prisharge par la voie des polyols. Sous
I'action de l'aldose réductase, il est réduit ebisad qui est alors oxydé en fructose par la
sorbitol déshydrogénase. L'aldose réductase réga@mnme cofacteur, le NADPH. De ce
fait, un flux excessivement élevé de la voie dedygl® entraine une déplétion
intracellulaire de NADPH. Or, des enzymes anti-@es comme la glutathion réductase,
qui régénere le glutathion réduit, agissent engmés de NADPH. Ainsi, la déplétion
intracellulaire de ce cofacteur, en diminuant iRaigt de la glutathion réductase, conduit a
une diminution du taux intracellulaire de glutathioéduit, un facteur important de
protection vis-a-vis des dommages crées par lasaax libres oxygénés (Tesfamariam
1994). La déplétion intracellulaire en NADPH entiun autre effet déelétére, celui de
diminuer la synthése du monoxyde d'azote (N@&n effet, le NADPH est le cofacteur de
la NO synthase dont le réle est de synthétiserdeaxyde d'azote a partir de L- arginine.

De plus, le métabolisme du NOpeut étre également altéré par une productionnaaler
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d'anions superoxyde, conséquence d'une concentratiacellulaire anormalement élev
en glucose. En effet, les anions superoxyde sorpligoés dans linactivatio
physiologique de NU; ils réagissent avec ce-ci pour former du peroxynitrite (OON)
qui est luiméme un agent oxydant potentiellement puissané suga décomposition
dioxyde d'azote (N@ et en radical hydroxyle ‘OH) (Tesfamariam 199. Une
concentration intracellulaire anormalement élevegldicose semble donc étre a I'orig
de plusieurs anomalies du meétabolisme du monoxydeot®. Ainsi, il a € émis
I'nypothese que ces anomalies pourraient étre ragifie de certaines complicatio
vasculaires rencontrée dans le dia (Tanget al. 2012;Kaiserovat al 2008).

T Glucose ?ARt’ TScwbiml ?S-[%b TFruv.:u‘:usa:

NADPH* - NADP* NAD‘¢ NADH

HK
TGIW-G—P NADP* GSH H,0,
t Fructose-6-P NADP! GSSG e
PFK l s KO,
@Fruclo-sc 1.6-diP ® Voie des polyols AR: Aldolase Reductase; SDH: Sorbitol Deshydrogenase
l @ Voie des pentose-phosphates

Glyceraldehyde 3-P

NAD* @ Cycle redox du glutathion
GAPDH

P ——
NADH B0,
1,3-Diphosphoglycecrate
@ Voie de la glycolyse HK: Hexokinase; PFK: Phosphofructokinase;
l GAPDH: Glyceraldehyde-3-Phosphate desydrogenase
Lactate

Figure 3: Voie des polyols et autres voies métaboliquesited par I'hyperglycém

3.4.La voie de la protéine kinase C

La biotransformation augmentée du glucose en giydényd-3-phosphate et sa
conversion en DHAP (dihydroxyacétone phosphate) pessii une concentration accr
en substrat entrainant la formation de L[ (diacylglycérol) L’augmentation de |
concentration en (DAG) dans la cellule conduit activation de PKi (Ways & Sheetz

2000). Lesconséquences vasculaires de cette activation sdatiplas
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» Modification de la réactivité vasculaire; dés Iddéde la maladie, il a été montré
une modification des flux sanguins en raison d’'anemalie de I'autorégulation

qui résulterait :

*d’une hyperexpression de I'endothéline, puissasoconstricteur.
* d’'une modification de la réponse a I'oxyde nitreg
* d’'une augmentation de I'activité du systeme rénaimgiotensine et de la sensibilité

vasculaire a I'angiotensine Il

» Inhibition de [l'activit¢ de la pompe Na+/K+-ATPasenpliquée dans les
mouvements ioniques participant au maintien dedgnité cellulaire.

» Activation des NADPH oxydases, ce qui favorise ledopction d'especes
réactives de lI'oxygene

3.5.La voie des hexosamines

Lorsque les concentrations de glucose intracetkilsbnt élevées, la majorité de ce
dernier est métaboliséga la glycolyse. Cependant, une partie du fruct@sphosphate
est détournée de cette voie et est convertie esoggumine-6 phosphate par la glutamine
fructose-6 phosphate aminotransférase. Celui-arsiite converti en uridine diphosphate
N-acétylglucosamine (Kolm-Littyet al. 1998), qui va modifier différents facteurs de
transcription conduisant a I'expression de génea & synthése de protéines tels que
Transforming Growth Factor-B (TGF)}et Plasminogen Activator Inhibitor-1 (PAI-1) (Du
et al. 2000).

Le glucosamine-6-phosphate produit par la voiehde®samines inhibe I'activité du
glucose-6-phosphate déshydrogénase (G6PD), enzyéhedec la voie des pentoses
phosphate (Brownlee 2001). L’activation de la G684 couplée par la réduction de
NADP+ en NADPH+, ensuite I'activation de la voiesdhéxosamines provoque la baisse
du rapport NADPH+/NADP+ (Brownlee 2005).
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UDPGIcNAC

Figure 4: le flux de la voie des hexosamines (Brownlee 2005

3.6.Production des radicaux libres par la mitochondrie

La source principale des radicaux libres au coessétats d’hyperglycémie est bien
la mitochondrie par l'intermédiaire de sa chaingpimatoire. Le taux élevé du glucose
favorise un gradient électrochimique (de protons)niveau de la membrane interne
mitochondriale suite a une activation des donneliéectrons du cycle des acides
tricarboxyliques, ce qui induit une forte produatide I'anion superoxyde (Brownlee
2005;Kashiharat al. 2010). Elle produirait en effet 90 % des ROS deitas.
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Figure 5: production de I'anion superoxyde par la mitoch@m¢{Kashiharaet al. 2010)

En 2000, I'équipe de Brownlee (Oat al. 2000;Nishikaweet al. 2000) ont formulé
une hypothese biochimique reliant directement I&SRroduits par la mitochondrie, plus
particulierement I'anion superoxyde, a la voie ge$yols, a I'activation de la PKC, la
formation d’AGE dérivés du méthylglyoxal, la voiesdhexosamines et I'activation de NF-
kB (figure 6). Les auteurs démontrent en effet, Guaormalisation de la production de
I'anion superoxyde mitochondrial (au moyen d’agbldquant de la chaine respiratoire
mitochondriale, de mimétiques de la SOD ou en gumant la SOD mitochondriale)
abolit les différentes voies métaboliques induppes I'hnyperglycémie dans les cellules
endothéliales aortiques bovines,, suggérant queseel soient sous contrdle de I'anion

superoxyde généré en exces.
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Figure 6: la mitochondrie : le lien unificateur entre le&ents mécanismes

pathogéniques proposés dans les complicationsiéssau diabete (Brownlee 2005).

4. Altération des défenses antioxydantes au cours dul2

4.1. Marqueurs circulants

De nombreuses corrélations cliniques permettersisd@er le stress oxydant et la
toxicité de I'hyperglycémie. La fréquence de margeedu stress oxydant en est la
manifestation dans l'espace cellulaire et extralzte. Par exemple, les niveaux circulants
de marqueurs qui reflétent I'oxydation des basdsA@N (8-OHdAG) (Shinet al. 2001) et
des lipides (TBARS, 8-epi-PGER (Turk et al. 2002;Gopaukt al. 1995) sont accrus, de
méme que la présence des ROS, chez les sujets@iEk (et al. 2002). L'oxydation et la
nitration des protéines est une autre manifestatlenl'hyperglycémie. En effet, la

nitrotyrosine est détectée au niveau artériel ponge a I'hyperglycémie chez le sujet DT2
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et I'animal diabétique (Ceriellet al. 2002) . Divers marqueurs de stress oxydapOgHet
MDA) peuvent néanmoins régresser suite a un traitenntensif de I'hyperglycémie
(Wierusz-Wysockat al. 1995).

Concernant les défenses circulantes, elles sorgrgement corrélées aux taux
d"hémoglobine glyquée (Maxwaedt al. 1997). De plus, la concentration en GSH, |'adivit
des enzymes catalase, ainsi que le transport deks,tlsont diminués (Turket al.
2002;Dinceret al. 2002;De et al. 1998;Yoshidaet al. 1995). Agent anti-diabétique
(Yoshidaet al. 1995) ou perfusion de GSH (B al. 1998) sont néanmoins en mesure
d'améliorer ces parameétres. Ces déséquilibres ogmagnent également, au niveau
circulant, d'une diminution des taux d'acide urigued'acide ascorbique (Maxwealt al.
1997) .

Le taux de la vitamine E est diminué dans les pttga des diabétiques de type 2
par rapport aux plaguettes de sujets contréles, Qiee les taux de vitamine E mesurés
dans les plasma soient identiques (Wolff 1993).

La diminution des antioxydants pourrait s’expliquemtre autres, par la glycation des
enzymes qui entrainerait leur inactivation commla eeété décrit pour la GPx1 et la SOD
érythrocytaires ainsi que pour la SOD plasmatigdiautres études ont montré que la
glycation de la catalase et de la glutathion réahec€tait possibie vitro.

La diminution de la réserve antioxydante au couss dibbéte peut étre aussi
expliquée par une carence de la disponibilité elDRKA,H+, un cofacteur requis pour le
recyclage de la GSH a partir de la GSSG et abaint#i a la génération du stress oxydant
dans de nombreux tissus et contribuer donc a ldopgahése des complications
diabétiques. Cette diminution en NADPH est ind@itét par I'activation de la voie des
polyols, soit par réduction de la voie des pentgtessphate et de la glycolyse, soit par
I'inhibition de la G6PD par le glucosamine-6-phoafgh La diminution de la disponibilité
de NADPH+ diminue également l'activité de la catelacnzyme responsable de la
conversion de I'HO, en HO (Mohoraet al. 2007).

L'ensemble de ces anomalies explique vraisemblarierde moindres capacités
fonctionnelles de défenses au niveau circulant (@ptal. 1999). Signalons aussi que,
dans le cadre des complications secondaires liéediabete, on associe facilement la
genese de la plague d"athérome au stress oxydastue les radicaux jouent un réle clé
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dans l'oxydation des LDL (Steinberg al. 1989), qui transforment les monocytes en

cellules spumeuses.
4.2. Margueurs pancréatiques

Les données rapportant |'état de stress oxydanéstissus frais humains saqiasi
inexistantes. Parallelement & [I'existence d'une senfiscellulaire réduite, quelques
marqueurs de dommages oxydatifs ont néanmoins aggortés chez les sujets DT2.
Notamment Sakuraba at. qui ont montré que le 8-OHdG est corrélé a Ialéamasse-
cellulaire et les HNE sont accrus, tandis que IFegpion de SOD-1 est réduite (Sakuraba
et al.2002).

Il. Types de traitements du diabéte type 2
1. Mesures hygiéno-diététiques
1.1. Les mesures nutritionnelles

Selon 'OMS « Une mauvaise alimentation et la sé#@@ comptent parmi les
principales causes de maladies non transmissitdgsunes, y compris les maladies cardio-
vasculaires et le diabéte de type 2». En génémalégime équilibré associé a une activité
physique réguliere permet de maintenir un poidsnabrPar ailleurs, éviter la cigarette et
la sédentarité permett d'éliminer l'atteinte dubéi@ de type 2 (Schulze & Hu 2005). Des
études ont montré que les régimes a index glycémiais ont plus d’effets bénéfiques que
les régimes a index élevé sur le LDL-cholestérolleetHDL cholestérol, I'insulino-
résistance et sur l'inhibiteur de I'activateur dagminogene 1. Le régime contenant les
glucides complexes que I'on retrouve dans lessfrlés légumes et les graines entiéres (des
aliments satiétogenes), permet un apport de nu®nsalories que les aliments riches en
graisses. Les aliments riches en vitamines, mixéeduibres sont également conseillés
aux diabétiques. Ce régime a toujours montré et sffr la réduction de la mortalité chez
les patients a haut risque (Astrup 2001). Il esbmemandé de maintenir a 'age adulte un
poids normal avec un indice de masse corporel (IM@#2 activité physique réguliere et de
prévenir I'obésité abdominale. Les graisses sasudéé/ent également étre inférieures a 7
% de I'énergie totale (Steyat al. 2004).

Un régime riche en graisses induit plus une obégit celui riche en glucides et
pauvre en graisses, ces deux régimes étant assogiesseédentarité (Shepatdal. 2001).
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Augmenter I'activité physique et réduire la consaamtion de graisses est en effet plus
efficace pour la prévention de 'augmentation didp@t de I'obésité (Astrup 1999).

1.2. Activité physique

L’activité physique réguliére est recommandée depongtemps aux patients
diabétiques. Elle améliore les anomalies du syndrométabolique : augmentation de la
sensibilité a I'insuline, diminution de la massagge, modification du profil lipidique dans
un sens moins altéragene, augmentation de la diyga, diminution de la pression
artérielle et diminution de l'incidence du diabgtpe 2 (Perez-Martiet al. 2001;Balkalet
al. 2008).

Il a été montré que l'exercice physique réduisatg taux du cholestérol, des
triglycérides et de la glucose-6-phosphate déshyarase (Hebert & Lopez 1975).

Ces résultats semblent en relation avec l'augmientate |'expression des
transporteurs du glucose et/ou la stimulation depfession des récepteurs 1 a l'insuline
au niveau du muscle induite par I'exercice physidqiet exercice permet d’augmenter la
dépense énergétique et par conséquent la réduaionpoids corporel (Dohm
2002;Henriksen 2002).

2. Traitement pharmacologique (antidiabétiques oraux)

Les antidiabétiques oraux, associés a des mesyg&Enb-diététiques constituent le
traitement initial et essentiel du diabéte de t®pEn cas d'échec thérapeutique témoignant
d'un déficit majeur de l'insulino-sécrétion, l'itine doit étre envisagée (I'insulinothérapie
ne sera pas développée ici). Les antidiabétiquascqreuvent étre classés en cing familles

pharmacologiques selon leur site d'action :

v les sulfamides et les glinides stimulent la séorétl'insuline par la cellulg,

v la metformine agit essentiellement en diminuantptaduction hépatique de
glucose mais potentialiserait aussi l'action asliline au niveau musculaire,

v’ les glitazones augmenteraient la captation museuthi glucose par la baisse des
triglycérides et acides gras libres circulants,

v' les inhibiteurs des alphaglucosidases (acarbosglital)i diminuent I'absorption
par la muqueuse intestinale des sucres apportésaparentation, et ont donc

essentiellement une action sur la glycémie posteiede.
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Sulfamides, glinides, glitazones et metformine dimeint I'insulino-résistance.
2.1. Sulfamides hypoglycémiants

Les sulfamides hypoglycémiants ou sulfonyluréesépé@tdécouverts en 1942 et leur
utilisation a débuté avec le carbutamide en 1985dérivé le plus récent est le glimépiride
(1996), efficace avec une seule prise quotidie@teellade & Mooradian 2000;Campbell
2000).

2.1.1 Pharmacodynamie

Les sulfamides hypoglycémiants agissent principalg en stimulant la libération
d'insuline par les cellules 3 des ilots de Lang&hmancréatiques. Cet effet repose sur une
augmentation de la réponse de ces cellules aulasmhysiologique qu'est le glucose. lIs
se lient a une protéine membranaire qui est legept&ur spécifique, provoquant la
fermeture des canaux potassiques dépendants dé BAThiveau de la membrane de la
cellule B. La fermeture de ces canaux potassigodsiti une dépolarisation de la
membrane, entrainant une augmentation de I'enteéeaitium dans la cellule (par
ouverture des canaux calciques). L'augmentation ladeconcentration du calcium
intracellulaire stimule la libération d'insuline rp@xocytose des granules d’insuline. De
plus, les sulfonylurées semblent exercer des effeimpancréatiques par amélioration de
la sensibilité des tissus périphériques a l'ingubh diminution de la captation d'insuline
par le foie (Chatterjee & Davies 2015;Waldhaus|&)99

2.1.2. Effets indésirables

Des effets indésirables sont observés chez 3 a de&opatients recevant des
sulfamides hypoglycémiants : réactions cutanéds¥), troubles gastro-duodénaux (1 a 3
%) ; les complications hématologiques sont rared, % (anémie hémolytique,
thrombopénie, agranulocytose). L’hypoglycémie €sffdt secondaire le plus grave
associé a l'utilisation des sulfamides hypoglycémisurtout chez les sujets agés et les
patients avec une insuffisance rénale sont lesgipesés aux accidents hypoglycémiques
(Krentzet al. 1994).

Les autres facteurs de risque de survenue d’adsidgipoglycémiques identifiés
sont la prise de boissons alcoolisées, la suppresfun repas, un exercice physique

inhabituel, la malnutrition, la prise de médicansepbtentialisateurs, une hyperglycémie
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modérée avant traitement, un non respect de larat@jp progressive des doses de
sulfamides hypoglycémiants et une hépatopathie. Hygglycémies apparaissent plus

nombreuses et plus séveres avec le glibenclamidan(ket al. 1994).
2.2. Biguanides (metformine)

Commercialisées depuis les années 50, les bigwmamidat aujourd’hui pour seul
représentant que la metformine, depuis le retrais Ma fin des années 1970 de la
phenformine et de la buformine en raison d'un resgmportant d'acidose lactique
(Chehade & Mooradian 2000;Campbell 2000).

2.2.1 Pharmacodynamie

Contrairement aux sulfamides, la metformine ne @gnpas la sécrétion d'insuline :
elle n'a pas d'effet hypoglycémiant chez le sugat diabétique ; chez le diabétique, elle
permet de réduire I'hnyperglycémie sans entrairaacitlent hypoglycémique (sauf en cas
de jeline ou d'association synergique). Le modeiatapériphérique de la metformine est
une diminution de la production hépatique de glagqo®oglucogénése) a partir du lactate
et du pyruvate, ainsi qu'une augmentation de |gils#ité périphérique a l'insuline et de
l'utilisation cellulaire du glucose par une actisar les substrats IRS du récepteur de
I'insuline. Elle entraine également un ralentisggnde |'absorption intestinale du glucose.
Elle aurait des effets favorables sur le métabddidipidique, en réduisant le cholestérol
total et le LDL-cholestérol, ainsi que les triglyices totaux (Campbell 2000;DeFroneb
al. 1991) .

2.2.2 Effets indésirables

Les principaux effets secondaires rencontrés etigpea courante sont digestifs
(anorexie, nausées, troubles du transit, diarrpeét métallique dans la bouche). lls sont
prévenus par la majoration progressive des posssogfi la prise de metformine avec des

aliments ou juste apres les repas.

L’effet indésirable le plus grave des biguanidesi’asidose lactique. Son incidence
était élevée avec la phenformine actuellementéetotu marché : 0,4/ 1000 patients -
anneée ; l'incidence de cet accident est faible aaenetformine : 0,024 / 1000 patients —

année (1 patient-année = 1 patient traité pendataanée par 1 molécule donnée).
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La metformine n'est pas métabolisée par biotransdtions; elle est présente dans le
plasma sous forme libre et est éliminée par le. ilBonc, en cas d'insuffisance rénale, la
metformine risque de s'accumuler et donc une camdiieation a sa prescription (Krendt
al. 1994).

2.3. Thiazolidinediones ou glitazones

Le premier représentant des thiazolidinedionestrdglitazone, a été mis sur le
marché japonais puis américain et anglais en 1@9%Hade & Mooradian 2000;Day
1999).

2.3.1. Pharmacodynamie

Les thiazolidinediones semblent améliorer la selitgitpériphérique a l'insuline au
niveau des tissus adipeux, du muscle et du foilesEtimulent l'adipogénése ce qui
conduit a une diminution des acides gras libresutants. La captation du glucose est ainsi
améliorée. Elles diminueraient l'insulino-résis&par action sur les récepteurs activateurs
de la prolifération des peroxysomes dénomnp&soxisomal proliferator activated
receptorgamma(PPARy). Ces derniers modulent la transcription des gémpliqués
dans le métabolisme du glucose (activation des GLUT et diminution de la
gluconéogenese hépatique) et dans le métabolisne ligedes (stimulation de
I'adipogenése et augmentation du stockage dessagids) disponibles dans les adipocytes
et les myocytes, ou restent a explorer telles quéirhinution du TNE ou de la leptine
(Day 1999).

2.3.2. Effets secondaires

Les glitazones augmentent le poids corporel (X@) $ar accumulation de lipides au
niveau sous cutané (augmentation de la lipogeneselipogénese, et diminution de la
lipolyse), ce qui pourrait étre problématique pol@s personnes souffrant déja
d’embonpoint. Elle est aussi responsable de lactemude la masse osseuse qui pourrait
augmenter I'incidence de fracture des membres myyér(main, humérus) et inférieurs
(pieds, chevilles) surtout chez les femmes postopg@asées sous traitements de glitazone.
De plus, plusieurs études ont rapporté que la pmleseosiglitazone augmente le risque
d’insuffisance cardiaque en induisant une rétentierfluide avec cedéemes chez certains

patients et par conséquent pourrait induire leugsd’infarctus du myocarde. En Europe,
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'EMA (Agence européenne du médicament) a évalugapport bénéfices/risques de la
prise de la rosiglitazone dans le traitement dibéta de type 2 et a recommandé la
suspension des autorisations de mise sur le matebéces meédicaments en raison de

'augmentation du risque cardiovasculaire enge(@eimpbell 2000;Krentet al. 1994).

La rosiglitazone est donc prescrite avec le comeseant du patient et en dernier lieu,
lorsqu’aucun autre antidiabétique ne suffit pountc@ler adéquatement la glycémie

sanguine.
2.4. Les inhibiteurs de I'alpha-glucosidase
2.4.1. Pharmacodynamie

Les a-glucosidases intestinales, sont des enzymes quatsmivent au niveau de la
surface des villosités de lintestin gréle. lls sossponsables de I'hydrolyse des résidus
d'amidon, d'oligosaccharides et de disaccharides dé libérer du glucose. Cette
hydrolyse est nécessaire a I'absorption digesties dlucides, puisque seuls les
monosaccharides (glucose ou fructose) peuvent g @bsorbés. L'inhibition de cette
enzyme par l'acarbose (Glucobay®), le miglitol @&ool®) ou I'émiglitate réduit ou
ralentit I'absorption digestive intestinale du gige, aboutissant donc a une baisse des
glycémies postprandiales. Cette classe de médidareshpar contre moins puissante que
les autres antidiabétiques oraux et leur efficaciest pas démontrée a long terme. Elles
sont utilisées pour les patients ayant une léggperglycémie postprandiale (Johnsin
al. 1998;Hotteet al. 1993).

2.4.2. Effets secondaires

Les principaux effets secondaires des inhibite@s alphaglucosidases intestinales
sont digestifs, liés a I'arrivée d’oligosaccharid#mns le colon, favorisant la croissance
bactérienne et a la présence de substance osnmgqteactives dans la lumiére
intestinale; les manifestations cliniques, qui e#at dans certaines séries jusqu’'a 50 %
des patients, sont représentées par des flatulennesiétéorisme et de la diarrhée. La
majoration progressive de la posologie limite cist® secondaires. L’acarbose peut étre
utilisé chez linsuffisant rénal lorsque le débd filtration glomérulaire est > 25 ml/min.

L’acarbose et le miglitol n'induisent pas d’hypogynie lorsqu’ils sont utilisés seuls.
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L’acarbose et le miglitol sont contre-indiqués duiia grossesse et 'allaitement (Dossiers
d’Autorisation de Mise sur le Marché) (Krerdizal. 1994).

Chapitre 2 : Phytothérapie et principes actifs deplantes
|. Phytothérapie

1. Introduction

Le traitement actuel du diabéte est efficace dammisse de la glycémie, cependant
le contr6le adéquat quotidien de la glycérag tres difficile a atteindre dans la plupart
des cas, ce qui conduit a long terme a I'émergafeeomplications tres sérieuses.
L’essor récent de la phytothérapie offre une oppoté pour trouver des molécules
naturelles susceptibles d’exercer des effets bgnési sur la régulation du métabolisme
glucidique en évitant les effets secondaires ddsstances synthétiques. L’Algérie
(comme le Maroc!!), riche par sa biodiversité en scimat, est une plate-forme
géographique tres importante qui mérite d’étre @da dans le domaine de la recherche
de molécules hypoglycémiantes originaires de ptagte ont pour longtemps servi a une

grande tranche de population comme moyen incon&dlerde médication.

L’humanité” n’a pas attendu la seconde moitie” d¥® Xiécle pour se soigner.
Depuis des millénaires, tous les peuples ont éatles médecines selon leur intelligence,
leur génie, leur conception culturelle de la saetede la maladie et les rapports qu'ils
entretenaient avec leur environnement. L'utilisatides plantes médicinales a des fins
thérapeutiques est une pratique aussi vielle goistdire de I'humanité”. D’aprés les
données archéologiqgues et anthropologiques, cetwiqpe remonterait a I'age

paléolithigue moyen il y a quelque soixante miths.a

L'expression « médecine traditionnelle » se rampaatix pratiques, méthodes,
savoirs et croyances en matiere de santé qui iogligl'usage a des fins médicales de
plantes, de parties d’animaux et de minéraux, éeathies spirituelles, de techniques et
d’exercices manuels, séparément ou en associgon,soigner, diagnostiquer et prévenir

les maladies ou préserver la samMi8H0O 2002)
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2. La phytothérapie dans le monde

La phytothérapie est une thérapie médicale quisaties plantes pour élaborer des
remedes destinés a améliorer le bien-étre généra soigner. Nombre de plantes
contiennent des principes actifs qui peuvent aves mémes propriétés que des
médicaments de synthese. Au contraire de l'allapaihi utilise des principes actifs purs
pour produire des médicaments, la phytothérapikseitia plante ou ses extraits. Les
plantes meédicinales sont faciles a utiliser, sataigotentiellement efficaces et peu
colteuses. Le mode de préparation et d’administratont des facteurs déterminants dans

un traitement.

Actuellement, selon les estimations de I'Organatinondiale de la santé (OMS),
plus de 80 % de la population mondiale, surtousdes pays sous-développés, ont recours
aux traitements traditionnels pour satisfaire Iduesoins en matiere de santé et de soins
primaires (Farnswortlet al. 1985). Il est aujourd’hui largement reconnu quemende
végétal constitue la source majeure de médicamgréise a la richesse des produits dits
du métabolisme secondaire. Les plantes sont unecesanépuisable de substances
biochimiques : tanins, glucosides, polyphénolsydieides, saponines, etc., et qui
procurent des propriétés curatives appréciablegugducune chimie synthétique et

combinatoire ne peut nous offrir.

L’échec des traitements pharmaceutiqgues converglsnisurtout dans le cas des
maladies chroniques, la forte incidence des effedgsirables qui leur sont associés et
I'insuffisance des infrastructures sanitaires diasspays en voie de développement font
gu’'une large tranche de la population mondiale dédpessentiellement de la médecine

naturelle, complémentaire ou paralléle pour sersigvoir tab. 2)(Eddoukst al. 2007).
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Tableau 2. Importance de [l'utilisation de la médecine tramitielle et complémentaire
dans le monde (Eddoulks al.2007)

Pays ou région

Importance de l'utilisation de la médecine traditielle

Afrique Utilisée par 80 % de la population locale pourdems primaires.

Australie Utilisée par 49 % d’adultes.

Chine Intervient pour 30 a 50 % dans les systemes dé.s@ompletement
intégrée dans les systemes de santé. 95 % desadnopnt des
unités de médecine traditionnelle

Inde Largement utilisée. 2 860 hopitaux ont des unitésnitdecine
traditionnelle.

Indonésie Utilisée par 40 % de la population totale et 70 &dlal population
rurale

Japon 72 % des médecins pratiquent la médecine tradigitean

Thailande Intégrée dans 1 120 centres hospitaliers

Vietnam Completement intégrée dans les systemesadie”. 30 % de la

population se soignent par la médecine traditidanel

Pays occidentaux

La médecine traditionnelle ou démentaire n’est pas intégrée
dans les systémes de soin moderne.
* France : 75 % de la population a recours a ladenie
traditionnelle au moins une fois.
* Allemagne : 77 % des cliniques pratiquent I'acogiure.
*Etats-Unis : de 29 a” 42 % de la population wdilisla médecine

complémentaire.
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3. La phytothérapie en Algérie

Pendant longtemps, les remedes naturels et slemplantes médicinales ont été le
principal, voir I'unique recours de la médecine. Agérie, les plantes médicinales et les
remedes n'ont jamais été totalement abandonnéssagdns n’ont jamais cessé de faire
appel a la médecine traditionnelle, ce qui a cdraunaintenir une tradition thérapeutique

vivante malgré le développement spectaculaire decldecine moderne.

Les plantes médicinales trouvent encore leurs atidias thérapeutiques dans le
traitement de plusieurs maladies en Algérie, y amsnpe diabéte. Des enquétes
ethnobotaniques récentes effectuées dans le buépkrtorier les plantes médicinales
antidiabétiques dans I'Ouest Algérien (Alleli al. 2008) et I'Est Algérien (Hamzat al.
2015), soulignent I'mportance qu’occupe ce patimovegeétal dans la pharmacopée
traditionnelle et surtout dans le traitement dubdia. Dans la région de Tlemcen, les
informations ethnobotaniques recueillies par Beraneim 2000 confirment I'importante
dépendance de la population locale vis-a-vis laatps médicinales pour traiter le diabete.
Plus de 80 especes de plantes médicinales onggégtariees dans cette région et sont

utilisées seules ou en combinaison avec les méeéitanae synthéses (Benmehdi, 2000).

De nombreuses plantes utilisées en Algérie sontitéép posséder une action
antidiabétique avec un usage fréquent dans unelgnaartie de la population. Parmi ces
plantes, certaines ont un effet déja mis en évigléeltes que : Ajuga iva (Boudjelat al.
2015;Taleb-Senouat al. 2009)Trigonella foenum-graecurgfHamzaet al. 2015;Mowlaet
al. 2009),Artemisia herba-albgHamzaet al. 2015;Boudjelalet al. 2015)Nigella sativa
(Alimohammadi et al. 2016), Zygophyllum album (Mnafgui et al. 2016), Globularia
alypum (Jouad et al. 2002) . Cependant, un grand nombre de plantesté&pu
antidiabétiques n’a pas encore fait I'objet d’étd&périmentales.

4. Ethnopharmacologie

L’approche ethnopharmacologique, qui vise I'évabratscientifique de I'ensemble
des pratiques traditionnelles relatives a la mdidicapar les plantes et les substances
d’'origine naturelle et la mise en évidence de lepirgpriétés curatives, constitue la
principale voie de découverte de nouvelles molécosndidates a servir de médicaments

(Fabricant & Farnsworth 2001;Farnsworéh al. 1985). Ainsi, sur 252 meédicaments
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considérés comme essentiels par 'OMS, plus de Ebsbexclusivement produits a partir
de plantes médicinales (Rates 2001).

Plusieurs enquétes ethnopharmacologiques ont étéane travers le monde pour
recenser les plantes antidiabétiques utilisées dmss différentes pharmacopées
traditionnelles (Jouadt al. 2001;Wang & Ng 1999;Minaiyast al. 2011;Ostovaret al.
2017). Les informations ethnobotaniques recueiltless plusieurs régions du monde
estiment que plus de 1 200 espéces veégétalesplaside 725 genres appartenant a 183
familles, sont utilisées pour leurs propriétés hgipoémiantes et antihyperglycémiantes
(Bailey & Day 1989;Marles & Farnsworth 1995). Lesnvestigations
ethnopharmacologiques sont actuellement centréedasualidation expérimentale des
propriétés curatives, traditionnellement attribuéeses remedes. Dans 81 % des cas, les
indications traditionnelles de plantes antidiahé&t®ont été expérimentalement confirmées
(Marles & Farnsworth 1995). Certaines de ces pfardent I'activité pharmacologique a
été confirmée sur des modeéles animaux, ont égatefagnl’objet de plusieurs études
cliniues (Ernst 1997). Pour plusieurs plantes, desnposés actifs responsables de
I'activité” pharmacologique ont été identifie’s isblés et les mécanismes cellulaires et
moléculaires impliqués dans les effets thérapeatiqont été partiellement ou

complétement élucidés.

L’approche ethnopharmacologique est d’'une grandsoitance dans ce domaine,
elle pourrait conduire a la découverte de nouvemeédicaments pour le traitement
pharmacologique du diabete (Ouleteal. 1997). L'exemple classique est celui@alega
officinalis, une plante largement utilisée dans le traitemént diabéte en Europe
médiévale. Les premieres investigations ont rél@&l@résence de guanidines en forte
concentration dans cette plante (Oube¢ al. 1997). Plus tard, les propriétés
hypoglycémiantes des guanidines ont été misesvatenze, ce qui a conduit a la

découverte de la troisieme génération des guarsdine
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Tableau 3. Plantes antidiabétiques les plus utilisees erdég Hammiche & Maiza 2006;Azet al. 2012)

Famille Nom latin Nom vernaculaire Nom francais Partie utilisée mode de préparation

Atriplex halimus L. El gtaf Atriplex Feuilles Décoc
Amaranthaceae Allium sativum L. Toum All Bulbe Cru

Allium cepa L. Elbesla Onion Bulbe Cru

Khella, Ammi
Ammi visnaga Lam.
Bachnikha Céleri Fruit Décoc

Apium graveolens L. Krafess Graine,Partie aérienne Décoc, cru

Apiaceae Petroselinum crispum (Mill.) Fuss Maadnous Persil Grai-ne, Pz-slrtie aérienne Décoc, cru
NOnkha Ptychotis Partie aérienne Infu

Ammoides pusilla (Brot.) Breistr. Aligne Partie aérienne Infu

Pituranthos chloranthus B. artd Guezeh Not found Partie aérienne Infu

Pituranthos scoparius B and L

Not found

Apocynaceae Nerium oleander L Defla Laurier rose Feuille Décoc, infu,macera

Periploca laevigata Ait Hallaba Not found Partie aérienne, graine Décoc
Asclepiadaceae

Solenostemma oleifoliuB. and B ardjel Not found Partie aérienne, feuille Décoc

Anacyclus pyrethrum (L.) Link Tagandass Pyréthre Racine Décoc

Matricaria chamomilla L. Babounidj Camomille sauvage | Racine, feuille, fleure Infu

Artemisia absinthium L. Chiba Absinthe Partie aérienne Infu
Asteraceae Artemisia herba-alba Asso Chih Armoise blanche Tige, Partie aérienne, Poud, décoc, infu

Helianthus annuus L. Nouarat chamess Tournesol racine Poud

Taraxacum officinale F.H. Wigg. Garnina Pissenlit officinal Racine Décoc, poud

Dittrichia viscosa (L.) Greuter Magramane Aunée visqueuse Racine, feuille Décoc
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Arctium lappa L. Arkitoun Bardane Racine, feuille, fleure Décaoc, infu
Anvillea radiata C. and D. Nougd Not found Partie aérienne Décaoc, infu
Astericus graveolens (Forsk.) DC. Amayou Tournesol Partie aérienne Décoc
Pulicaria crispa Schultz. Arfedj Not found Partie aérienne Décoc
Pulicaria undulata (L.) Not found Not found Partie aérienne Décoc
Berberidaceae Berberis vulgaris L. Elghris L'épine-vinette Racine, feuille Décoc, infu
Lepidium sativum L. Hab err-chad Resson alenoise Graine Décoc
Brassicaceae Raphanus sativus L. Jirjir, fidjel Radis Graine Infu
Brassica oleracea L. Kroumb Chou Partie aérienne Décoc, jus
Cactaceae Opuntia ficus-indica (L.) Mill. Hindiya Figuier de Barbarie Fleure Décoc
Caryophyllaceae Paronychia arabica L souifa Not found Partie aérienne Infu
Capparaceae Capparis spinosa L. Kebbar Céaprier Partie aérienne, fruit Décoc
Cucurbitaceae Citrullus colocynthis (L.) Schrad. Handal, lahded;] Coloquinte Fruit Mecera, usage externe
Cupressaceae Tetraclinis articulata (Vahl) Mast. Araér Thuya Feuille Macera
Lupinus albus L. Termas mur Lupin blanc Graine Décoc
Fabaceae Trigonella foenum-graecum L. Halba Fenugrec Graine Décoc, macera, poud
Retama raetam (Forssk.) Webb R'tum Retam Feuille Décoc
Gentianaceae Centaurium erythraea Rafn Merréaret lehnech Petite centaurée Partie aérienne Infu
Geraniaceae Geranium robertianum L. Laatarcha Géranium Robert | Feuille, fleure Infu
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Ajuga iva (L.) Schreb. Halhal Ivette, petit if Partie aérienne Décoc
Lavandula stoechas L. . Lavande Feuille Décoc, infu
Marriwa
Marrubium vulgare L. Marrube blanc Partie aérienne Décoc
] Mentha pulegium L. Fliou Pouliot Partie aérienne Infu
Lamiaceae ] ] ]
Origanum compactum Benth. Origan Feuille Infu
. . Zatar L .
Origanum majorana L. Marjolaine Feuille Infu
Rosmarinus officinalis L. Bardakouche Romarin Partie aérienne, feuille Décoc, infu
Salvia officinalis L. Sauge Feuille Infu
Yazir, barakella
Mrimra, salmiya
Cinnamomum cassia Lour. El Korfa Cannelle Partie aérienne Décoc
Lauraceae Laurus nobilis L. Rand Laurier Feuille Infu
Marrubium deserti De Noe. Meriout Not foud Feuille Infu
Lawsonia inermis L. Hanna Henné Feuille Décoc
Lythraceae . . i i
Punica granatum L. Rommane Grenadier Precarpe Décoc, poud
Moraceae Ficus carica L. Karmouss Figuier Feuille, fruit Décoc, Cru
Eucalyptus globulus Labill. Kalitouss Eucalyptus Feuille, fruit Décoc
Myrtaceae o ] ]
Maerua crassifolia Forsk Rihan Myrthe Feuille Infu
Oleaceae Olea europaea L. Zitoun, Zebouj Olivier Feuille, fruit Décoc, infu , huile
Orobanchaceae Cistanche tinctoria (Desf.) Beck. Danoun Not found Partie aérienne Décoc
Pedaliaceae Sesamum indicum L. Jenjlen Sésame Graine Infu
Plantaginaceae Globularia alypum L tasselgha Globulaire Feuille Décoc, infu
Ranunculaceae Nigella sativa L. Sanouj, El haba Sawda  Nigelle Graine Décoc, poud
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Rhamnaceae Ziziphus lotus (L.) Lam. Sadra Jujubier Feuille Décoc
Crataegus laevigata (Poir.) DC. Zaérour, Ain Bagra Aubépine Fruit Décoc
Rosaceas Eriobotrya japonica (Thunb.) Lindl Lmzah Néflier Feuille Décoc
Prunus dulcis (Mill.) D.A.Webb Louz mur Amandier Graine Décaoc, infu
Salvadoraceae Salvadora persic&arcin Missouak Arabe brosse a dent Cortex Décoc
Salicaceas Populus nigra L. Safsaf Peuplier noir Feuille Décoc
Solanaceae Capsicum frutescens L. Felfel har Chili pepper Graine Cru
Theaceae Camellia sinensis (L.) Kuntze Tay thé vert Feuille Infu, décoc
Urticaceae Urtica dioica L. Harriga Ortie Partie aérienne Infu
Verbenaceae Aloysia citriodora Palau Louiza Verveine Feuille Infu, décoc
Xanthorrhoeaceae | Aloe vera (L.) Burm.f. Morw sbar, Siber Aloés Feuille Infu
Zingiberaceae Zingiber officinale Roscoe Zenjabil,Skingebir Gingembre Rhizome Macera
Zygophyllum album L. Aggaya Not found Feuille Infu
Zygophyllaceae Peganum harmala L. Harmel Harmel Graine Macera
Balanites aegyptiaca Del Zekkoum Acacia dattier Feuille Décoc

Décoc: décoction; Infu: infusion; Macera: macénatio
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5. Modes d’actions des plantes antidiabétiques

Une trés grande variété de mécanismes est implidaée la baisse du niveau de
glucose dans le sang. Ceci est dU a la grandetéval@éclasses chimiques des constituants
hypoglycémiants provenant des plantes. L’activitiediabétique des plantes peut dépendre

de plusieurs mécanismes (Cefatwal. 2011).

v Réduction de la résistance a I'insuline ;

v' Stimulation de la sécrétion d’insuline a partir detlulesp ou/et inhibition du
processus de dégradation de I'insuline ;

v Apport de quelques éléments nécessaires comme leiu@a le Zinc, le
Magnésium, le Manganése et le Cuivre pour les leslp;

v' Régénération ou/et réparation des cellules parniguesp [ésées ;

v’ Effet protecteur de la destruction des cellfiles

v" Augmentation le nombre de cellulgslans les ilots de Langerhans ;

v" Inhibition de la réabsorption rénale du glucose ;

v" Inhibition dep-galactosidasey-glucosidase ei-amylase ;

v' Prévention du stress oxydatif, qui peut étre im@iglans le dysfonctionnement
des cellule$ ;

v’ Stimulation de la glycogenese et de la glycolygmatigue ;

ll. Principes actifs hypoglycémiants des plantes médiales

Les principes actifs d’'une plante médicinale sa@d# Mmétabolites naturellement
présents qui lui conferent son activité thérapeigtigCes composants sont souvent en
quantité extrémement faible en ce qui concernariésbolites secondaires. Les plantes
sont une source inépuisable de substances phaogapods (alcaloides, polyphénols,
terpenes, polysaccharides, etc.) qui procurenpagsiétés curatives appréciables.

1. Polyphénols

Les polyphénols sont des agents réducteurs, cdseales molécules qui possedent
des propriétés antioxydantes et antidiabétiquess dolyphénols végétaux regroupent une
grande variété de composants comprenant entresdardlavonoides, les anthocyanes et

les tanins. lls pourraient contribuer aux propséatidiabétiques.
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Diverses études expérimentales ont mis en éviddeseactivités hypoglycémiantes
de certains polyphénols (Peungvidttaal. 1998). Les polyphénols pourraient favoriser la
captation du glucose plasmatique par les cellutesneaugmenter son utilisation, deux
éléments qui améliorent la sensibilité a l'insulifdus précisément, les polyphénols ou
leurs métabolites en circulation agiraient direaatn en modulant lactivité ou
I'expression de différentes molécules impliquéessdas voies de signalisation cellulaire
de linsuline afin de stimuler la captation du gise par les transporteurs GLUT4 ou
GLUT1 (Kim et al. 2016). Ainsi, I'acide 4-hydroxybenzoique, les axtyanes mais aussi
un extrait de thé vert administré oralement cheatialiminuent le pic de glycémie apres
un test de tolérance au glucose ou aprés la conatomd’'un régime riche en maltose
(Peungvichaet al. 1998;Sabwet al. 2002). De tels effets pourraient s’expliquer pae u
inhibition de glucosidases ou de transporteurs hieoge au niveau de la barriere

intestinale qui limiterait ainsi I'absorption intewle du glucose.

Une hypothése explique les effets hypoglycémiargs g@olyphénols par une
augmentation de la captation du glucose par Isadipériphériques. Cet effet est démontré
par une augmentation de I'absorption du glucosedear cellules musculaires, ou des
adipocytes de rats ou de souris mises en culturegprésence d'acide caféique ou
d’épigallocatéchine gallate (RA & Polansky 2002).

L’administration orale de I'acide férulique a dessds faibles produit une activité
hypoglycémiante significative dans le diabéte gty (induit chez la souris par la STZ)
et dans le diabéte de type 2. Certains polyphépolgraient avoir une action sur la
glycémie en modifiant la réabsorption rénale dwcgde, comme cela avait déja été mis en
évidence avec la phloridzine, ou démontré par ugimé supplémenté en pommes

lyophilisées, chez le rat rendu diabétique parTla @imitrakoudiset al. 1992).

Deux essais cliniques ont été réalisés, I'une porsar des sujets atteints d'un
diabéte de type 2 recevant par voie orale un compiéextrait d’orange rouge (50 mg/j)
pendant 2 mois (Boninat al. 2002). La deuxieme tenant sur des patients dipesi de
type 1 recevant un extrait enrichi en flavonoidebespéridine (Keenogt al. 1999). Les
résultats de ces deux études montrent que le nraite des patients diabétiques avec
différentes classes de polyphénols pourrait étretfigue sur le plan thérapeutique afin de
protéger contre les complications du diabéte.
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2. Flavonoides

Les flavonoides sont des pigments quasi universkds végétaux, souvent
responsables de la coloration des fleurs et dets.fills existent le plus souvent a I'état
naturel sous forme d’hétérosides. Les flavonosited trés largement répandus dans le
regne vegeétal (les fruits, les légumes, les gramesncore les racines des plantes); tous
(plus de 6000 structures) possedent le méme éléstreictural de base , le noyau flavane
constitué de deux noyaux aromatiques A et B et digtérocycle oxygéné central C
(Vinayagam & Xu 2015).

Les propriétés des flavonoides sont largement &sdilans le domaine médical ou
on leur reconnait des activitets hypocholestérolate® antiinflammtoires,

antihypertensives et antidiabétiques (Kaial. 2004).

Les flavonoides peuvent empécher le diabéte ou dimare réduire en inhibant
'enzyme aldose réductase. C'est le cas de la itpecqui posséde un effet

hypoglycémiant chez les animaux diabétiques (On¢h&o 2000) .

Les flavonoides peuvent agir de différentes fagtanss les processus de régulation
du stress oxydant : par capture directe des esgeO&S par chélatation de métaux de
transition et par inhibition de certaines enzymesponsables de la production des ROS
(Fiorucciet al.2006).

La (-)-épicatéchine posséde un effet protecteur rdés Wistar contre l'action
diabétogéne de I'alloxane. Ce flavanol agit en nminfaction de 'insuline dans son action
sur la membrane érythrocytaire acétylcholinestér@ss effet « insuline-like » est tres

prononceé chez les patients diabétiques de typéz®i(& Zaid 2001).

Certains flavonoides tels que la quercétine, tangénine et le chrysine augmentent
significativement la sécrétion d'insuline a padies ilots de Langerhans isolés de rats.
L’administration intrapéritonéale de la quercétipeur des rats normaux et rendus
diabétiques par la streptozotocine, induit une cédo des taux de glucose sanguin des

rats diabétiques; ceux des rats hormaux ne sortbpakés par cette action.

La quercétine diminue également les taux de glucbsz des rats diabétiques en
réponse a un test de tolérance au glucose. Ellgt rgignificativement le cholestérol et les
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triglycérides plasmatiques, augmente I'activité gesokinases hépatiques probablement
par 'augmentation de la sécrétion d’'insuline, atipales flots pancréatiques des rats
diabétiques (Vessail al. 2003).

3. Alcaloides

Plusieurs alcaloides isolés a partir de plantesiaim&des ont montré une action
hypoglycémiante sur différents modeles animaux.maxe d’action est di en partie a
I'inhibition de l'a-glucosidase et a la diminution du transport ducgbe a travers la
barriére intestinale. D’autres alcaloides tels daecatharanthine, la vindoline et la
vindolinine isolés a partir d€atharanthus roseudiminuent également le taux de glucose
sanguin chez des rats normaux rendus diabétiquda §aZ (Chattopadhyay 1999;Tiong
et al.2013).

Parmi les alcaloides étudiés récemment, il apparalusieurs propriétés sont
attribuées a la Berbérine : réduction de la pradoate glucose dans le foie, amélioration
de la sensibilité a l'insuline, stimulation de $atption par les cellules du glucose sanguin
etdiminution du taux de sucre dans le sang. Aielig réduit de facon importante les
problémes potentiellement graves menacant la v di@bétiques en risquant de leur
causer de terribles complications, comme l'insaffce rénale (Chang 2017).

Le mécanisme d’action de la berbérine releve esdiement de la régulation de
'AMPK (Adenosine Monophosphate activated Proteimaée). Cette protéine kinase,
activée par I'AMP, est une enzyme ubiquitaire fandatale, qui participe a
la normalisation du métabolisme énergétique etradalation de la prise alimentaire et de
la sensibilité des tissus. Elle joue donc un r@é¢ dans certaines pathologies métaboliques
comme le diabete, l'insulino-résistance, I'obésite les complications liées au diabete
(Zhao et al. 2012). Il a été démontré que les ca@pauivants, 'harmane, le norharmane,
le pinoline et les beta-carbolines, sont connug pwoir une action insulinosécrétrice par
I'activation de I'imidazoline 13, site de fixaticau niveau des cellulgspancréatiques. Ces

composeés augmentent la sécrétion d’'insuline de detrois fois a partir des flots de

Langerhans isolés justifiant leur activité hypoglygante (Coopegt al. 2003).
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4. Tanins

En 1962, Bate-Smith et Swain donnent aux tanirgefanition suivante : « Ce sont
des composants phénoliques solubles dans I'egupide moléculaire compris entre 500 et
3000 Dalton, et ayant, outre les propriétés habisieles phénols, la capacité de précipiter
les alcaloides, la gélatine et autres protéine®m.distingue habituellement chez les
végeétaux supérieurs deux groupes de tanins basédesudifférences structurales, les

tanins hydrolysables et les tanins non hydrolysglda tanins condenseés.

Les tanins agissent sur le diabéte lui-méme au nivedlulaire en favorisant
I'action de l'insuline (en diminuant la résistan&d’insuline) et sur les complications du
diabéte par leur pouvoir antioxydant et anti enzyoo@, neutralisant I'effet des radicaux
libres et limitant la réaction inflammatoire dares Idifférents tissus (Velayuthaet al.
2012). Les proanthocyanidines exerceraient un afféhyperglycémiant possiblement da
a lactivité insulinomimétique d’'une part et d'amtpart en stimulant l'utilisation du

glucose au niveau des cellules insulinosensitivedtio (Pinentet al. 2004).
5. Terpénes

Les terpénoides et terpénes sont des composeéstapoesgresents dans des milliers
d’especes de plantes, et sont a l'origine desréififés saveurs et parfums. Les triterpenes
sont des composants bioactifs présents naturelkedesms plusieurs plantes ayant une
activité hypoglycémiante connue. Un triterpenoidpaine isolé a partir dglomordica
charantiaa un effet « insuline-like » responsable de I'atdihypoglycémiante notamment
dans le diabete de typeir2 vitro (Koneri et al. 2014) . L’andrographolide (diterpenoide
lactone) isolé a partir Andrographis paniculataxercein vitro également une activité
hypoglycémiante significative (Nugrohet al. 2014). Les cucurbitanes glycosides
(momordicosides Q, R, S, et T) pourraient augmelidetivité d’AMP-Kinase, une voie
clé qui favorise I'absorption du glucose. En ouigs,cucurbitanes améliorent I'oxydation
des acides gras et I'élimination du glucose auscdas tests de tolérance au glucose chez
les souris insulino-sensibles et insulino-résigantCes résultats indiquent que les
triterpénoides dé&lomordica charantigpeuvent fournir des pistes en tant que classe de
produits thérapeutiques pour le diabéte et 'ob€Fanet al. 2008).
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6. Polysaccharides

Plusieurs plantes hypoglycémiantes indiennes cumtiet des polysaccharides tels
gue :Aloes veraOcimum sanctum, Alpinia galangdn polysaccharide « protein-bound »
isolé a partir du potironQucurbita maxima posséde une activité hypoglycémiante a
différentes doses (500 et 1000 mg/kg de poids) aex rats rendus diabétiques par
l'alloxane. Les résultats des études indiqguent gee polysaccharides augmentent
I'insulinémie, en réduisant la glycémie et en aorélint la tolérance au glucose (Quanhong
et al. 2005).

[1l. Anvillea radiata Coss & Dur

Le choix de la planténvillea radiatadans notre étude a été guidé par son usage
dans la pharmacopée traditionnelle et par les étptigtochimiques répertoriées dans la

littérature.
1. Données botaniques

Les Asteraceae sont une famille cosmopolite congmieplus de 1500 genres et plus
de 25 000 espéces décrites dont 750 endémiqustspuakes principalement dans les
zones tempérées du globe. C’est I'une des fanmé@eglus importantes des angiospermes,
la seconde en importance derriére celle des Orcbia

Les Asteraceae sont des arbustes a feuillage fzersisles sous-arbrisseaux, des
plantes herbacées vivaces, des plantes herbacéeslles ou bisannuelles. Les caracteres
décrits ci-dessous sont ceux rencontrés le plupig®ment mais il faut étre conscient de
la grande hétérogénéité de cette famille. Les lEmugont simples, alternes ou opposées.
Elles sont lobées ou dentées. Les canaux résisitardaticiferes sont caractéristiques de
la famille. Il en est de méme pour l'inflorescerare capitule qui est un assemblage de
nombreuses petites fleurs indépendantes entoundesngolucre de bractées. L’ensemble
donne l'impression d’'une fleur unique. Les capsukont généralement distribués en
cymes, voire en épis ou en capitules composés.alieecse transforme trés souvent en
aigrette avec des poils ou des barbes. Le fruiteagraine est souvent coiffé de l'aigrette.

Cette immense famille est utile dans de nombreuraioes: plantes alimentaires
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(tournesol); plantes insecticides (pyrethre); maniédicinales (camomille) (Barkely et
al,2006).
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Figure 7. Aspects morphologiqudAnvillea radiataCoss. & Dur(Photo prise par
Benhouhou 2005).

2. Répartition géographique

Local: Nord et le centre du Sahara algérien (principaignies montagnes
Tassili).

Régional: Afrique du Nord.

Mondial: Endémique du Sahara dans les dépressions sabledasyi

3. Description morphologique

Anvillea radiataCoss. & Dur est une plante endémique sahariennespati sous
formed'arbrisseau de 20 a 50 cm de hauteur, tréswa a tiges et rameaux ligneux a la
base. Les feuilles vert bleuté ont une forme dangfie allongée et a bord denté. Les
inflorescences disposées en larges capitules jamaegé sont entourées de feuilles
rayonnantes qui passent progressivement aux bsact#@aces et piquantes. La plante
dégage un léger parfum agréable. Les partieséadgisont les capitules, les feuilles et les
graines (Boullard 2001;Quezel 1963).
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4. Classification

D’aprés Quezel et Santa (Quezel 1963), Guignafdugiont (Guignard 2007) la

classification qu’occup@nvillea radiataCoss. & Dur est la suivante

Regne : Plantae

Embranchement : Spermatophytes

Classe : Eudicots

Ordre : Asterales

Famille : Asteraceae

Genre : Anvillea

Espece : Anvillea radiataCoss. & Dur.
Nom vernaculaire en arabe : Nougd

5. La médecine traditionnelle et les connaissances kies

Selon la tradition locale, I'infusion ou la macévat des feuilles et des tiges d'
Anvillea radiata est utilisée dans le traitement des pathologiendito-pulmonaires,
digestives, troubles gastro-intestinaux, indiges&t les maladies du foie (Hammiche &
Maiza 2006). Les pousses d’Anvilleadiata en infusion a froid ou a chaud, sont utilisées
comme remede contre le diabete (Ghoetral. 2013;Fakchich & Elachouri 2014)

6. Constituants

Anvillea radiata a fait Il'objet de quelques études phytochimiques e
pharmacologiques. En 2004, El Hassany et son equipesolé a partir de la partie
aérienne dAnvillea radiatale germacranolide, 8 et le %i-epoxyparthenolide, avec deux
composés connusphydroxyparthenolide et parthenolid-9-one (Destanetaal. 2015;El
Hassanyet al. 2004). D'autres équipes ont identifié a partkrdiillea radiatales tanins, de
l'oxalate de calcium, la saponine, les pectinelg ketictone sesquiterpénique (Lakhdaal.
2013;Hamada & Ladjel 2015).
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Vingt cing composés phénoliques ont été caracgriaé partir de [I'extrait
méthanoliqgue dAnvillea radiata,dont sept composés correspondant aux dérivés d'acid
chologinique et d'acide dicaffeoylquinique. Dix-hflavonoides (dont cing aglycones et
treize glycosides) ont également été identifies ui@wis et al. 2016). Le @-
hydroxyparthenolide a été testé pour ses actitéogiques. Il a été démontré que ce
composé possede une activité cytotoxique contrg tgnées de cellules cancéreuses
humaines et un pouvoir antibactérien corBi&cillus cereusEscherichia coli Proteus

vulgaris et Streptococcus @Vloumouet al.2014;El Hassangt al. 2004).

Dendougui etal ont identifié 13 composes de flavonoides dont rguaglycones et
neuf flavonol glycosides (Dendougeti al. 2006).

O i}
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Patuletin Nepetin Isorhamnetin
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& CHl

Jaceosidin Spinacetin

Figure 8. Structure des flavonoides aglycones identifiés darait méthanolique
d’ A radiata(Boukhris et al. 2016)

Enfin, la caractérisation de l'huile essentielletraite de la partie aérienndA.
radiata a fait 'objet d'une seule étude de (El Hanbalak 2007). L’analyse chimique de
celle huile révele une prédominance en 6-oxocylivel (66,6%) et en 6-
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hydroxycyclonérolidol (11,4%). Ces auteurs rappurteéégalement que ces huiles
essentielles possedent une excellente activité mamtbienne vis-a-vis des
microorganismes testées. A lissue de cette rebketubliographique, il est révéler
aisément que les flavonoides et les sesquiterdanemes constituent principalement la
majorité des métabolites secondaire que renferrtte ptante. Ces composes possedent
des activités biologiques intéressantes (antifamgig@ntibactérienne, anti-inflammatoires
anticancéreuse, antioxydante, ...) qui sont touitayfpiques des plantes de la famille des

Asteraceae en général.
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Materiel et Méethodes

1. Matériel végétal

Les parties aériennes (fleurs et feuilleshndillea radiata Coss and Dur. a été
récoltée de région d’El Oued (altitude, 69 m),naois d'avril 2013. Les informations
principales (nom locale, partie de plante collectééthode de préparation traditionnelle,
usages medicinaux habituels et administrationgétdbbtenus aupres des habitants locaux
ayant une connaissance ancestrale des propriétasves de la plante. La plante a été
identifiée par le Prof. N. Khalfallah (Laboratoirde Geénétique, Biochimie et
Biotechnologies Végétales, Université Freres Memt@uFM), Constantine, Algérie. Un
voucher spécimen (LBE13/ 01) a été déposé dasrbidr de la Faculté des Sciences de la
Nature et de la Vie a 'TUFM. Le matériel végétalueilli a été séché a une température
ambiante a 'ombre pendant 30 jours et stocké darendroit sec avant utilisation.

2. Préparation des extraits

1.1. Extrait aqueux lyophilisé

Le matériel végétal séché (10 g) a été mis en ssgpedans 200 ml d'eau chaude et
agité pendant 30 minutes. Apres filtration, I'ektiea été congelé dans l'azote liquide puis
lyophilisé (CryotecModele lyophilisant Cosmos, $dB#€ly-du-Fesc, France) a -80 °C.
L’extrait aqueux lyophilisé (AQL) a été obtenu awat rendement de 15% p/p et a été

stocké a -20 °C jusqu'a utilisation.
1.2. Extraction par les solvants

Un diagramme schématique pour la préparation digtorganiques &. radiataest

représenté sur la Figure 9.

Le protocole extractif a été effectué selon la mééh(Koleveet al. 2002;Bammouet
al. 2015) et comporte les étapes suivantes. L'extraci été réalisée par macération de
200 g de matériel végétal dans 1200 ml de méthaoak agitation magnétique pendant
24 h. Le mélange est filtré sur papier filtre Whah n°1. La macération est renouvelée
deux fois sur le résidu récupéré avec renouvellénaen solvant pour permettre la
solubilisation maximum des composés. Les trois maecéltrés sont réunis pour donner
I'extrait méthanolique brut. Celui-ci est évap@éec sous pression réduite a 37°C au

Rotavaporet pesé pour déterminer son rendement. Le résduest repris dans I'eau
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distillée bouillante (300 ml) qui solubilise profionnellement les flavonoides. La solution
obtenue est laissée décanter pendant 24 heureSljpéessur tissu et papier filtre n° 1 afin

d’éliminer les substances non phénoliques (imparegéaisses, cires etc.). La solution
agueuse ainsi obtenue est soumise a une extraagiole-liquide avec les solvants

organiques suivants. La premiere extraction ediséga I'éther de pétrole (4X100 ml) qui

permet d’entrainer les graisses ainsi que les aonbss lipophiles; la deuxieme avec
I'acétate d’éthyle (4X100 ml) et la troisieme avedutanol (4X100 ml)

Le fractionnement est réalisé pendant 20 minutd®eération est répétée quatre
fois. Les trois phases organiques ont été réuniésaporées a sec sous pression réduite,
puis pesées. La phase aqueuse résiduelle est égallgophilisée. Cing fractions sont a la
fin récupérées : fraction méthanolique (25,75 g8%2p/p), fraction éther de pétrole (1,9
g, 0.95% p/p), fractions acetate d’éthyle (2,8.4% p/p), fractiom-butanolique (2,9 g,
1,4% plp) et fraction aqueuse résiduelle (12 gpddh. Les fractions ont été conservées a -
20 °C jusqu'a utilisation.
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Anvillea radiata
(aerial parts) 200 g

Extraction with methanol at rt (3 x 1.2 L; 24 h)
Evaporation to dryness at 37 °C

Methanol extract
(25.8 g; 12.8 %)

+ hot water (300 mL)

Filtration

Extraction with petroleum ether (4 x 1:3, v/v, PE:water)
Evaporation to dryness at 37 °C

|

Petroleum ether extract Water layer
(1.99;0.95 %)

Extraction with ethyl acetate (4 x 1:3, v/v, EtOAc:water)
Evaporation to dryness at 37 °C

, |

Ethyl acetate extract Water layer
(2.89;1.4 %)

Extraction with n-butanol (4 x 1:3, v/v, n-BuOH:water)

Evaporation to dryness at 37 °C Lyophilization
Y
n-Butanol extract Water residual extract
(299,14 %) (12 9;6 %)

Figure 9. Schéma du protocole d’extractidiAnvillea radiataCoss & Dur.
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3. Dosage des polyphénols totaux et flavonoide®osage des

polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux dans les extdaifs radiata est effectué selon la
méthode de Folin Ciocalteu (Singleteh al. 1999). Le réactif utilisé est constitué d’'un
mélange d’acide phosphotungstique et d’acide phmaplybdique de couleur jaune. Le
principe de la méthode est basé sur I'oxydationaesposés phénoliques par ce réactif
qui entraine la formation d’'un nouveau complexexgdes meétalliques de tungstene et de
molybdene de couleur bleue. L'intensité de la aiion est proportionnelle a la quantité

de polyphénols présents dans les extraits végétaux.

Le protocole du dosage est effectué comme suit 112@e chaque extrait dissous
dans le méthanol (0,1 mg/ml) sont ajoutés a 10@urieactif de Folin Ciocalteu (dilué 10
fois dans de l'eau distillée). Apres 5 min d’inctiba a température ambiante, 8Dde
Na&Cos; (7,5 g/l) dilué également dans l'eau distilléents additionnés au mélange.
L’ensemble préalablement agité est incubé a l'alarila lumiere pendant 2 heures.
L’absorbance est ensuite mesurée a 760 nm paragtrgphotometre UV-visible (Tecan
M 200). La concentration des polyphénols totauxrpzhaque échantillon est calculée a
partir de I'équation de régression d’une gammeatbéinage en milieu aqueux (0 a 25
png/ml), établie avec I'acide gallique dans les m&egunditions opératoires que les extraits
(Annexel). Les résultats sont exprimés en milligrees equivalents d’acide gallique par

gramme d’extrait (mg GAE/g d’extrait).
3.2.Dosage des flavonoides

La méthode du trichlorure d’aluminium (Ordonet al. 2006) est utilisée pour
déterminer les flavonoides dans les difféerentsaéstr 100 pul de chaque échantillon
(0,5mg/ml) dilués dans I'éthanol, est ajouté a Qe la solution d’AIH (2% dans
I'éthanol). Aprés 1 h d’'incubation, I'absorbance les a 420 nm par un spectrophotométre
UV-visible. Les concentrations des flavonoides difiérents extraits sont déduites a partir
de la gamme d’étalonnage (0-4@/ml), établie avec la Rutine (annexe 2), et sont
exprimées en microgrammes équivalents de rutineniligramme d’extrait (ug RUE/mg

d’extrait).
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3.3.Analyse des composés phénoliques par HPLC-DAD

Les composés phénoliquasontété étudiés par HPLC sur un systéme Merck
Hitachi composé d'un module d'interface LaChromOD& et un détecteur de matrice de
photodiode L-7455 controlé par le logiciel de gmstsoftware de chromatographie I'EZ
Chrome. Pour chaque fraction (2 mg / mL dans leharé@l), les quantités moyennes de
composés phénoliques ont été calculées a partircdasbes d'étalonnage standards
obtenues aux absorbances UV maximales des flavesi@iddes hydroxybenzoiques et des
composeés hydroxycinnamiques, et ont été quantietant que GAE, équivalents d'acide

caféique (CAE) et RUE / g de poids d'extrait, resipement.

La HPLC en phase inverse a été réalisée a tempéraimbiante sur une colonne
Htec RP-18 (250Mm x 4 mm; pm; Macherey-Nagel, France) en utilisant un gradient
avec un deébit de 0,8 ml / min. Le gradient se amepcomme suit: solvant A (0,05%
d'acide phosphorique dans I'eau, pH 2,6), solvafih&hanol): 0-45 min, 30-60% B; 45-
50 min, 60% B; 50-51 min, 30% B; 51-57 min, 30% B.

4. Evaluation des capacités antioxydantes

La majorité des tests d'évaluation de capacitéomydiante se base sur les
mécanismes de transfert d'hydrogéne (HAT) ou diéledET). Contrairement aux tests
HAT basés sur des réactions compétitives entrédigrant et un substrat, vis a vis d'un
radical libre généré thermiquement, les tests g tET mesurent la capacité d'un
antioxydant a réduire un oxydant. Ces tests emmiaie antioxydant qui, en présence d'un
oxydant-sonde, change de coloration apres rédudtemtests HAT utilisent des méthodes
de dosage colorimétrique et fluorimétrique. De raenigénérale, ils mettent en ceuvre un
générateur thermique de radical donnant un fluxiliégde radicaux peroxyles dans une
solution saturée en air. L'usage d'une sonde maiéeypermet de suivre la réaction par

fluorescence ou détection UV.
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4.1.Chélation du fer

La capacité chélatrice des extraits de la plantelé®rminée selon la méthode de
(Ambigaipalanet al. 2016). La méthode est basée sur linhibition ddotanation du

complexe Fe(Il)-Ferrosine aprés le traitement dbsudtillons avec les ions Fe

Un volume de 200 pl des solutions methanolique desaits a différentes
concentrations (0.3—2.4 mg/ml) ou du chélateurdsteth(EDTA) sont additionnées & 10 pl
de chlorure de fer (Feg@l(2 mM). Aprés 5 min d'incubation, 100ul de femas(5 mM)
sont ajoutés, et le mélange est agité et laissgirreandant 10 min pour permettre la
compléxation du fer résiduel. L'absorbance du cemslFé* ferrosine est mesurée a 562
nm et la courbe d'étalonnage est construite aveLAED'activité chélatrice est exprimée

en pourcentage en utilisant I'équation ci-dessous:
Activité chélatrec(%) = [100 x (A-A)/Aq]

Ao : absorbance du contrdle.

A : absorbance de I'échantillon ou standard.

Les résultats sont exprimés en micromoles d’EDTAiNGlents (EDTAE) par
gramme d'échantillon (umoles d’'EDTAE.g-1)

4.2.Inhibition de dégradation du désoxyribose

Dans la technique de mesure de linhibition de atfmfion du désoxyribose, le
systéme implique l'auto oxydation du complexé"FeEDTA dans un milieu aqueux pour
former Q qui est rapidement dismuté en®d a pH 7,4. Apres, ce dernier interagit avec
Fe’* pour former les radicaux OH en présence de |'aa@®rbique comme catalyseur
(réaction de Fenton). La dégradation du désoxyeilpas les radicaux OH dégage certains
produits estimés en malonaldéhyde (MDA), un chroemegrose lors du chauffage avec
I'acide thiobarbiturique dans un milieu acide. Lrdsgnce des anti-radicaux protege et
diminue la production des MDA (Aruons al. 1987;Halliwellet al. 1987).

Le mélange réactionnel contient les réactifs sus/a®m00 pl des différentes
concentrations en AQL, AR-BuOH et Mannitol sont ajoutés au mélange réacgbnn
contenant, 0,1 ml de la solution tampon phospt#ienfM, pH = 7.4), 0.1 ml de 'EDTA
(100 uM), 0,2 ml de Fegk100 uM) et 0,1 ml de 2- désoxyribose (2,8 pM).réaction
est commencée par l'addition de 0,1 ml d'aciderbipee (100 uM) et 0,1 ml de,bb (1
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mM). Apres l'incubation a 37°C pendant 1 heure,l%5le I'acide thiobarbutirique (TBA)
(10 g/l) est ajouté dans le milieu réactionnel spiar 0,5 ml de l'acide acétique. Les
mélanges sont placés au bain marie a 100°C peddamin et puis sont refroidi avec de
I'eau. L'absorbance des solutions est mesurée arb3/ec le spectrophotometre contre le
blanc. La capacité du piégeage du radical hydrogglerésence ou absence d’EDTA est

évaluée selon la formule suivante :
Inhibition (%) = [100 x (A¢-A)/Aq]

Ao: représente I'absorbance du contrdle sans extrait,

A : représente I'absorbance de I'extrait.

4.3.Préparation des LDL

Les LDL sont isolées a partir de plasmas humainsygmant de sujets sains, par
ultracentrifugation différentielle sur gradient deomure de potassium. Les LDL séparées
du surnageant sont purifiées par dialyse contre saohation de PBS (Phosphate Buffer
Saline) (Mirandaet al. 2000) Ensuite, l'inhibition de I'oxydation des LDL paslextraits a
été testée dans des microplaques, en incubant ‘a@@®des solutions LDL (50 pug de
protéines par ml) dans du PBS en présence de £(ZS@OM) et des extraits dissous dans
I'éthanol pour atteindre une concentration findenade 5 -5Qug/ml et un volume final de
200 pl / puits. L'oxydation des LDL a été mesuréeyme surveillance continue de 6 h de
formation d'hydroperoxyde de diene conjugué a 284 contre des blancs appropriées
(PBS au lieu de LDL et de sulfate de cuivre). Agddseures d'incubation, on ajoute dans
chaque puit un mélange d'acide trichloroacétiquieei BA (1% dans NaOH a 0,5%), les
échantillons ont été chauffés a 90 ° C pendant R) puis centrifugés et la quantité de
TBARS a été mesurée a 534 nm avec un lecteur demhacjues.

4.4.Test du DPPH

Le test du DPPHe (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl)nstste en une mesure de la
capacité d'un composé antioxydant a réduire lecaadibre persistant DPPHe (0.19 mM)
par spectrophotométrie visible (Alenczgtral. 2008). Le DPPHe est un radical stable d'une
coloration violette, due a la présence d'un électnon apparié sur l'atome d'azote,

possédant un maximum d'absorption dans le visib&lA nm en solution alcoolique.

55



Materiel et Méethodes

L'absorbance de la solution du DPPHe diminue enndoh une couleur jaune, voire
incolore, quand I'électron célibataire sur l'atasitezote du DPPHe est réduit par un atome
d'hydrogene provenant du produit antioxydant (FBgyr La capacité antioxydante

augmente d'autant plus que la substance reduiP RHD.

| NO, NO, Q
. , H '
ON NN ¢ AH——— A OzNQNN

N02 N02

Figure 10. Réaction de réduction du radical DPPH

Une solution de DPPH a 75 mg.l-1 (0.19 mM) est arée dans le méthanol
(MeOH) et laissée en agitation durant 2 h a I'deria lumiére. Des solutions meres des
extraits a tester sont préparées dans du MeOH ¢/@ImL00 pl des SM des composés a
analyser sont placés dans une plaque, des dilutiortascade sont effectuées dans le but
d'obtenir une gamme de concentrations finales ceepentre 20 et 660 pg/ml. Le DPPH
(200 pul) est ajouté de maniere simultanée dansuehpgit. La plague est placée dans le
spectrophotometre et agitée pendant 1 min. L'absceb du DPPH est enregistrée 3-90
min apres addition du DPPH\Aa= 517 nm. Chaque mesure de I'absorbance esté@alis
triplicata. L'ensemble des valeurs de RLU enreggstrpermettent d'obtenir une courbe
reflétant la réduction du DPPHe par le produit ®us@ antioxydant testé permettant la
détermination de I'lég du composeé. L'absorbance a 517 nm de la solugaontenant que

du DPPHe non réduit représente une valeur egal®&d.

L'activité DPPHe scavenger est exprimée en pouacgnen utilisant I'équation ci-

dessous:
Inhibition (%) = [100 x (A o-A)/AJ]

Ao : absorbance du contrble.

A : absorbance de I'échantillon ou standard.
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La capacité mtioxydante d'un composé est d'autant plus éleméeselCsg est petite.
L’indice 1Cso montre les concentrations de l'antioxydant qui soétessaires pour fai
décroitre la concentration initiale du DPPHe avé®®t (ug/ml). Le temps requis pot
atteindre la 1G, est définie par Tlso dont, dépendamment de la valeur, I'antioxydant
catégorisé de la maniére suivante ; inférieur airftutas : rapide ; entre 5 et 30 minute

intermédiaire et plus de 30 minutes: le
4.5. Test TRAP

Le test TRAP (Total Reave Antioxidant Potential) est basé sur la protec
conférée par un antioxydant sur la dégradation wirol (5-aminc-2,3-dihydro-
phthalazine-1,4lione) lors d'une réaction de peroxydation décléagbar thermolyse, ¢
présence d'oxygene et dun initur radicalaire: I'AAPH (2,-Azobis(2-methyl
propionamidine) dihydrochlorid. Ainsi, l'oxydation du Iluminol par le peroxy:

d'hydrogéne peut étre résumée peFigure(11) ci-dessous.

N oxidant N' oxidant

Luminol (LH) Luminol radical (LH’, L") Diazaquinone (L)

HO, l

NH, O NH, O
N —_— OH + N, + hv

N co,
(H)- 0" ~O0H 3

a-Hydroxy-hydroperoxide Aminophthalate
(L'OOH or LHOOH)

Figure 11. Mécanisme d'cydation du luminol en présence de peroxyde d'hyle.

L'activité antioxydante du composé testé est éealp@r la durée de la pério
d'inhibition de la luminescence, dite "temps d'icttin”. Le temps d'induction de

substance antioxydante testée comparé a celui du Trolox, analogue hydrosolubldac

57



Materiel et Méethodes

vitamine E, comme antioxydant de référence (Casstiexh. 2016). La solution d'AAPH a
150 mM est préparée dans une solution de tampanal®,1 M tamponné a pH 7,4 avec
une solution de HCI 1 N. Cette solution est pladaes I'étuve a 37 °C pendant 30 min
pour initier la réaction radicalaire. La solutiorema de luminol (4,19 mM) est préparée
dans une solution de tampon Tris-HCI et consenatss de noir a 4 °C. La solution meére
de luminol est diluée pour obtenir une concentreficale a 81.qM).

Les solutions des extraits a tester sont prépaftées le DMSO ou dans I'eau, a une
concentration initiale de 200 mg/ml, pour effectdes dilutions dans le tampon Tris-HCI.
Dans un volume réactionnel de 3 mL, sont introdRiteL d’AAPH (233 mM), 0,5 mL de
luminol (13 uM) et 0,5 mL du produit antioxydant a tester dil@é différentes

concentrations dans Tris-HCI (gamme de concentrditiale de 0,4 pg /ml a 25 pg/ml).

Une gamme étalon est réalisée dans les mémes icosdiivec différentes
concentrations de Trolox (16.6 a 0.52 uM final€)aque concentration est effectuée en
duplicata. Le tube contenant le mélange est placd t& luminometre (Titertek-Berthold
Sirius luminometer, Pforzheim, Germany) et la luesicence suivie pendant deux heures.
Un tube contenant 2 mL d’AAPH, 0,5mL de luminol @bmL du tampon Tris-HCI
constitue le blanc et sa luminescence est suivies das mémes conditions que

I’échantillon a tester.

Le résultat est exprimé en micromoles de Troloxivadents (ET) par gramme
d'échantillon (umoles de TE.g-1), en mesurantfi@réince d’aire sous la courbe (DAUC),

de la luminescence en fonction du temps, entré#gtllon et le blanc.).

_ [Trolox AAUC, e
B [Samplk A'A‘Uc:rrolox

AAUCSample(Troon) = AUCBlank - AUCSample(Trolox)

Oou
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4.6. Test ORAC-FL

La méthode ORAC-FL (Oxygen Radical Absorbance Ciéyp&duorescein) permet
une mesure globale du pouvoir antioxydant de sobstpures ou en mélange. Ce test
fournit une meilleure mesure directe de la capamitéoxydante des composeés lipophiles et
hydrophiles (Huang, 2002). Le test ORAC est basd'ishibition de I'oxydation, initiée
par décomposition thermique, de radicaux peroxyddsits par les composés azoiques
tels que 'AAPH. La génération de ROS a partiralddcomposition thermique de I'AAPH,
"quench/éteint au cours du temps le signal proneda la fluorescéine. La réaction du
radical peroxyle avec la fluorescéine de sodium) (§lit un mécanisme HAT. L'addition
ultérieure d'un antioxydant permet de produire igna de fluorescence plus stable
(Figure 12). La stabilité du signal est fonctionldeapacité antioxydante du produit testé
(Davaloset al.2004) .

ROS [Reactive Oxygene Species]

Fluorecent Probe Fluoracent Probe Fluorescent Probe
L] L] ]
Buffer Trolox® Sample

l i ¢

Loss of flusrescence  Loss of fluorescence Loss of fluprescence

l ! :

EL”T.a'ul 5um 2 ] ELIITt':i"n:

Antioxidant Capacity relating to Trolox® = [Sum.,, - Sum,,, | / [Sum,, ..~ Sumg,.)

Figure 12 Principe du test ORAC

Les extraits sont directement dissoutes dans du OMS& dans l'eau, a une

concentration de 200 mg/ml puis diluées a diffaentoncentrations dans du tampon
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phosphate 100 mM tamponné a pH 7,4 avec une solatioeuse d'HCl a 1 N. L'AAPH
est dissous dans du tampon phosphate pour comatiteesolution a 153 mM, puis placée
a l'étuve (37 °C) a I'abri de la lumiére. La sauotd’AAPH est instable dans le temps. La
FL est diluée dans du PBS 1X a pH 7,4 pour avaer eoncentration de 82,1 nM et placée
a l'abri de la lumiére. Une solution stock de Txo{@00 mM) est dissous dans du DMSO
puis diluée dans du PBS 1X a pH 7,4 a différenmscentrations selon l'activité du

produit.

Des dilutions successives de ces solutions permettiobtenir les autres
concentrations a tester (de 0,94 a 7,5 pg/ml dg)alLe test s'effectue dans une
microplagque 96 puits spécifique pour le fluorimétrepolystyréne noir. Dans chaque puits
sont introduits 25 pl des différentes concentratide I'échantillon (concentration finale de

0.94 a 7,5 pg/ml), 150 ul de fluorescéine de sodiconcentration finale 60 nM).

La microplaque est incubée pendant 15 min a 37a de fluorimétre a plaques,
puis 25 pl d'AAPH sont ajoutés de maniére simultad@ns chaque puits (concentration
finale 19 mM). L'intensité de la fluorescence edevée en utilisant une longueur d'onde
d'excitation {ex) de 485 nm et une longueur d'onde d'émissiem) de 530 nm sur un
temps de 70 min avec mesure toutes les 2 min. @neng étalon est réalisée dans les
mémes conditions avec différentes concentrationsiméox (0,4 & 12,5 puM finales).
Chaque concentration est effectuée en duplicataesidtat est exprimé en micromoles de

Trolox équivalents (ET) par gramme d'échantillpmfles de TE.g-1).

Les valeurs ORAC sont calculées en tenant comptaide sous la courbe (AUC) de
chaque échantillon et du standard (Trolox) pourskenble des concentrations étudiées.

L'AUC est calculé de la maniére suivante.

i=70
AUC = 1+ Z f. /%o
i=1

Ou fy est la lecture de la fluorescence initiale a 0 minfi est la lecture de

fluorescence au temps i.
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Les valeurs relatives d'ORAC sont exprimées envadgrit Trolox (TE). Ces valeurs
sont issues de la projection de la valeur de I'AdlCchaque composé (AldSantiion —
AUCiang sur la courbe de tendance (type de régressiaidinissue des valeurs des AUC
du Trolox® (AUGsiox — AUChiand.

4.7.Test d'inhibition de la xanthine oxydase

Lors de I'oxydation de la xanthine (X) par I'enzymxanthine oxydase, la production
d’acide urique est caractérisée par un maximumsdigdtion a 295 nm, qui s’accompagne
d’une libération conjointe de radical superoxyda présence d’un inhibiteur de I'enzyme
XO dans le milieu réactionnel aura pour effet lmidution de la concentration en acide

urique et du radical superoxyde.

La capacité de I'antioxydant a inhiber la xanthixgdase est évaluée en mesurant la
quantité d’acide urique formée par spectrophotam&ll/. Dans un premier temps, nous
mesurons un signal témoin avec I'enzyme uniguentarguite, nous rajoutons le composé
a tester et nous suivons I'évolution de la dimiowtde ce signal (Cost al. 1998). La

réaction de production d'acide urique par la XOasuivante:

Xanthine + 20, + H,0 — Acide urique + 205" + 2H*

Xanthine + 0, + H,0 — Acide urique + H,0,

Le test s'effectue dans une microplaque UV 96 piSCAN infinite M200,
Switzerland). Les solutions employées sont lesasuas: tampon phosphate a 0,2 M (pH
7,5), solution de Xanthine a 500 uM dans le tamgwrsphate, solution d'EDTA a 0.1 mM
dans le tampon phosphate, solution de XO diluées tmampon phosphate pour obtenir
une concentration de 23,32 mU-Intles solutions de produits & tester depuis desicos
stocks a 200 mg/ml dans le DMSO. Dans les puit$ saroduits 150 pl de produits a
tester (concentration finale de 18,5 a 600 pg/mlde tampon phosphate pour les puits
témoins, 25 pl d'EDTA (concentration finale de M)u25 pl de Xanthine (concentration
finale de 50 pM) et 50 pl de XO (concentration lénde 23,32 mU.nT) ou de tampon

phosphate pour les puits du blanc.
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La plaque est incubée pendant 30 min a 37 °Chetdi@ance UV est mesurée a T=
30 min ax = 295 nm. La production d'acide urique est cakeyléur chaque concentration

comme la différence d'absorbance entre I'échamtidigec XO et le blanc sans XO.
4.8.Protocole expérimental du test du quenching du supexyde

Ce test permet de mesurer la capacité d'un congppeger certaines ROS telles que
le HO, et/ou le radical & en fonction du pH de la solution employée lorgehi. Un pH
de 7,4 favorisant la formation de ces deux espet@s que I'emploi d'un pH 10,2
favorisera seulement la formation du radical supgie. En présence d'allopurinol, la XO
entraine une génération des ROS ainsi que la fawmatoxypurinol. La présence de ces
composés en solution va favoriser une inhibitiorsigmal de chimiluminescence engendré
par la présence de lucigénine en solution (Steical. 2011). Cette réaction peut étre

caractérisée selon la Figure .

H
N i I
z \
r ‘ . N _> Inhibiton de la Xanthine Oxidase
HN /
0

allopurinol

hv

N-méthylacridone

Lucigénine

Figure 13. Principe du test du quenching

Le test s'effectue dans des tubes en polystyrenenouerre. Dans le tube sont
introduits 1,7 ml de tampon glycine (TG) a 6,25 ngipH 7.4), 2.4 a 48 pl des extraits
testés (200 pg/ml), 300 pl dallopurinol a 100 udhslle TG (concentration finale 12,5
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M), 100 pl de XO (concentration finale 0,458 mUYmén agitant puis on ajoute 300 pl
de lucigénine & 100 uM dans le TG (concentratinalé 12.5 pM).

La luminescence est relevée a 25 °C avec une gugtie 4 min. Une mesure du
blanc est effectuée avec tous les réactifs en absén composé a tester. La SOD est
utiisée comme référence. Toutes les mesures séfettieées en triplicata. Une
comparaison de l'aire sous la courbe (ASC ou AUML Is calcul de l'intégrale de la
fonction issue de la courbe) entre la réaction sammsposé (Blanc) et avec le composé
étudié permet de déterminer la capacité du pradsie. Le calcul de I'AUC de chaque
courbe est réalisé jusqu'a une valeur définie'palidateur (par exemple 150 s). L'AUC du
blanc représente une valeur égale a 100 % de gnendtle rapport entre les valeurs issues
du calcul des différents AUC face a la valeur danblpermet d'obtenir le graphe suivant

ainsi que la détermination de l3§3u composeé.

4.9. Etude par ESR des radicaux libres peu persistantde spin trapping)

La technique du Spin Trapping permet d'étudier @decaux libres instables en
faisant réagir le radical instable avec une mokqiége initialement introduite dans le
milieu. Il s'ensuit la formation d'un nouveau radi@ppelé adduit de piégeage stable
thermodynamiquement et observable par RPE darlatditions physiologiques (tempé-
rature et pH).

La spectrométrie EPR a été utilisée selon lesopobdés décrit par (Alencast al.
2009) L'activité de piégeage deOH des extraits sélectionnés a été déterminée en
mesurant l'inhibition dose pendante de son adaugpin DMPO a température ambiante.
Des aliquots des extraits testés (0,01-10 mg/mhceotration finale) dissous dans le
tampon KHPQO, (20 mM, pH 7,4) contenant du DTPA (1 mM) et du DM mM) ont
été incubés pendant 80 s avec un mélange,@e (9,5 MM) et FeS® (0,5 mM).

Les échantillons ont été placés immédiatement dasscapillaires en verre et des
spectres EPR de bande X (9,81 GHz) ont été enmégjistir un instrument Bruker ESP 300
(Karlsruhe, Allemagne) en utilisant les parameswisants: fréquence de modulation, 100
kHz; Puissance de micro-onde, 10 mW,; Largeur daylagje, 0,07 mT; Résolution d'axe de
champ, 2048 points; Gain du récepteur, 8x103; A de modulation, 0,05 mT;
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Constante de temps, 5,12 ms et taux de balaya®fen0l / s. Les intensités de signal EPR
| et 10 (tampon au lieu de la fraction testé) ot guantifiées par double intégration des
spectres simulés comme décrit (Baityal. 2014) En outre, les constantes de vitesse de
piégeage relatif ont été estimées en comparamieletes deyl/ | aux courbes de régression

linéaire de concentration selon une méthode prétédEinkelstein et al., 1980).

5. Inhibition des enzymes hydrolysant les glucides

Tous les essais décrits ci-dessous ont été réaliggartir de solutions stock des
extraits a 200 mg/ml dissout dans de l'eau distilpéire (fraction AQL et AR) ou en
présence de DMSO a 4% (autres extraits). Dans eedeas, la concentration finale de
DMSO dans les échantillons testés était < 1% etéagit pas avec le test.okamylase
pancréatique porcine (EC 3.2.1.1, type VI-Bkdlucosidase d8accharomyces cerevisiae
(SC, EC 3.2.1.20, type 1), la poudre d'acétonestimale de rat (RIP), le 2-chloro-4-
nitrophénol e-D-maltotrioside (CNPG3) et le p-nitrophénydb-glucopyranoside (pNPG)

ont été achetés chez Sigma-Aldrich.
5.1.Test d'inhibition de I'a-amylase pancréatique

Le test a été effectué dans des microplagues kBsantile CNPG3 comme substrat
selon la méthode décrite par (Gediaal. 1997). Les solutions akamylase pancréatique
porcine (PPA, 0,5 U/ ml) et de CNPG3 (60 mM) sorétparées dans le tampon KH2PO4
(40 mM, pH 6,9), contenant 2,25 mM de NaCl et 1 sldICaC}. La solution enzymatique
(30 uL / puits) est ajoutée a la solution de I'extréid 1L/ puits) dissout dans le solvant
approprié (0,5-40@g /ml, concentration finale). Apres 10 min d'inctiba a 37 ° C, on a
ajouté 120 pL / puits de CNPG3 et le plaque esihiée par la suite a 37 ° C pendant 10
min. L'absorbance de chaque puits est mesurée amG&vec un lecteur de microplaque
(TECAN) et le pourcentage d'activité inhibitrice ealculé en utilisantdquation (1).

Inhibition (%) = [100 x (A -A)/Ad]

Ao: représente I'absorbance du contrdle sans extrait,

A : représente I'absorbance de I'extrait.
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5.2.Dosage d'inhibition de la-glucosidase

Le test a été effectué dans des microplaques &sauntile pPNPG comme substrat
selon (Okiet al. 1999) avec une Iégére modification. Les solutions de pNRGnM)
stockées dans le tampon KH2PO4 (0,1 M, pH 7) swaiittiement préparées. Dans le test,
en utilisantl' e-glucosidase de SCles échantillons (4fl/puits) dissouts dans le solvant
approprié (0,45-2@g/ml, concentration finale) sont incubés pendanti®a 37 ° C avec
25 ul/puits de I'enzyme (0,034 U/ml) et 1Q0/puits de solution de pNPG (0,8 mM,
concentration finale). La réaction est arrétée gutant 80 pL/puits de sodium de
carbonate (0,2 M).

Dans le dosage, en utilisahi-glucosidase de RIPla poudre (10 mg) est mise en
suspension dans 2 ml de tampon de maléate (0,HNs,9). La solution est soumise a une
sonication dans un bain de glace (12 cycles decaton 30 s suivis de 30 s repos) puis
centrifugée a 5600 g a 4 °C pendant 15 min. Le ageant (40ul /puits) est
immeédiatement ajouté a un mélange d'extraitu4uits) dissout dans le solvant approprié
(25-1500ug/ml, concentration finale) et 40L/puits de tampon (0,1 M, PH 6,9), suite
d'une incubation. Apres incubation a 37 °C penda&nnin, on ajoute 80l /puits de pNPG
et on incube la plaque a 37 ° C pendant 30 min.

La réaction est arrétée en ajoutant 80 ul / pwtJis base (0,5 M). Dans les deux
tests, I'absorbance est mesurée a 405 nm avectenree microplaque et le pourcentage
d’inhibition est calculé en utilisant I'équatioroli Ay est I'absorbance du témoin (tampon

au lieu de I'extrait)

6. Culture cellulaire

Il a été utilisé des flasques de culture de 25 %etni? a col incliné avec des
capuchons filtrants (0,2 um) de BD falcon de D. dober (Strasbourg, France), des
microplaques stériles 96 puits NUNE & fond plat, traités avec leur couvercle (VWR,
Fontenay-sous-Bois, France). Les flacons de cultetellaire proviennent de la Société
Greiner Bio-One (Allemagne). Les microplaques 9sopNUNC™ a fond plat non stériles

opaques blanches et noires (Termo Scientific, Dekma
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Le sérum de veau feetal (SVF) et la solution de qiléne / streptomycine (PS)
contenant 10 000 Unités.rilde pénicilline et 10 mg.nit.de streptomycinine viennent de
PAA Laboratoires (France). Le Hank’s Balanced Saitution (HBSS), le bleu trypan
0,4 %, le Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (BPBwvec C& et Md™ et le
GlutaMAX® sont achetés a Invitrogen (Villebon-suvette, France). Le milieu de culture
Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM), la tryps-EDTA 0,05 % Gibco arrive de
Life technologies Inc. (Gaithersburg, MD, USA).

Une solution aqueuse de PBS (phosphate-bufferede¥yah pH 7,4 contenant
137 mM de NaCl, 2,7 mM de KCI, 8,1 mM de N®PO;, 1,47 mM de KHPQO, a été
préparée. Dans certains cas, 0,1 mM de £aClL mM de MgGl ont été rajoutés pour
obtenir du PBS (préparation du PFA). Les solutions sont ensulteéis (0,2 um) sous la

hotte a flux laminaire pour les maintenir stériles.
6.1. Culture des cellules A549, NHLF et INS-1E

Les cellules épithéliales alvéolaires A549 (ATCCCCL-185) proviennent d’'un
adénocarcinome pulmonaire humain. Elles ont éténfes par notre collaborateur Herve
Kovacic du Laboratoire de Biophysique, Faculté @iarfhacie, Aix-Marseille Université
(UMR INSERM 911 CROZ2). Les cellules sont décongeldans un milieu de culture
complet supplémenté a 12,5 % de SVF. Elles sohséds de leur passage P 20 a P 36.
Elles sont ensemencées & une concentration conemtige8.10et 5.1 cellules.cri# pour
une période de croissance comprise entre 2 a 4.j&lies sont cultivées dans du RPMI
supplémenté avec 10 % de SVF (préalablement imgctat 1% de solution de
pénicilline/streptomycine (PS) de 10 000 U'mtle peniciline et 10 mg.nl de

streptomycinine (PAA). Leur milieu de culture eshouvelé 2 a 3 fois par semaine.

Les fibroblastes sont des cellules, dites deisoutiu tissu conjonctif qui participe
au remodelage des voies aériennes. Pour nos atadssavons utilisé des cellules de type
A549 et NHLF (

Figurel4) étant respectivement des cellules issues dédgycellulaires et de culture
primaire. Les cellules NHLF sont isolées a paréirpdirenchyme pulmonaire humain. Ces
cellules sont non immortalisées et non transforméasantage de ce type cellulaire réside
dans le fait que ces cellules diploides, consertent les caracteres des cellules
"normales”. Ces fibroblastes, de type adhérent,étdtmis en culture dans des flasques
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plastiques stériles contenant du milieu de culameplet FBM contenant les facteurs de
croissance suivant: facteur de croissance de fibsstdbhumain de type B (hFGF-B, 0,1 %),
insuline (0,1 %), sérum feetal bovin (SFB, 2 %)fatel de Gentamicin + Amphotenicin-B

(GA, 0.1 %)..

Les cellules béta pancréatiques INS-1E de rat @ntdtivées dans du milieu RPMI
1640 contenant du glucose (11 mM), du sérum baeitaf (10%), de la glutamine (2 mM),
du pyruvate de sodium (1 mM) HEPES (10 mM) Blenercaptoéthanol (0,05 mM), la
pénicilline et la streptomycine selon les procédw@ablies par (Mergleet al. 2004). Les
cellules ont ensuite été exposées a un milieu nantaune concentration de glucose élevée
(25 mM) ou normale (5 mM) pendant 84 h dans degyda a 96 puits en présence
d'extraits (2-20Qug /mL) ou 0,1% de DMSO dans le milieu de culture. rhilieu a été
renouvelé tous les jours jusqu'a l'analyse de &biMée (dosage MTT), de l'activité

métabolique (teneur ATP intracellulaire) et dedjatpse (activité caspase-3).

L’aspect morphologique des cellules est controléssmicroscope avant et apres
chaque manipulation. La centrifugation des cell@siseffectuée a 1 200 trs.nfipendant
5 minutes et aprés chaque trypsination des cel(trigssine- EDTA 0,05 %). Les cellules
peuvent étre conservées par congélation a -80 fC gpockées dans I'azote liquide dans
une solution contenant 95 % de milieu de culturaget et 5 % de DMSO.

La phase de croissance exponentielle des cellatega@isée a 37 °C, en atmospheére
humide contenant 5 % de Gé&t 95 % d’humidité.
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Scale Bar = 100pm

Low Density Scale Bar = 100um High Density

Figure 14.(A) A549 et (B) NHLF a faible et forte densité ATCC, 2017)

6.2. Protocole de mise en culture et d'exposition desltdes

Les cellules utilisées ont été précédemment coagdkizote liquide) dans le milieu
de culture complet supplémenté a 12,5 % de SFBeed &6 DMSO. Le milieu est re-
suspendu dans 5 ml (T25) & 10 ml (T75) de miliecwwe&ure complet puis centrifugé. Le
culot est repris dans 1 ml de milieu de culturesgl@cé dans une flasque avec le milieu de
culture correspondant. Pour les A549 le milieu dikuce complet est supplémenté a 12,5
% de SFB lors du premier passage puis la suppléti@mtest diminuée pour revenir a une
valeur de 10 %. Les cellules sont ensemencées dismdlasques a une concentration
comprise entre 2.2t 1.18 cellules.cr® et elles sont incubées pendant la nuit & 37 °C
sous une atmospheére contr6lée a 5 % de &€®5 % d'humidité. L'adhérence des cellules
est controlée le lendemain, et si besoin le mitiepplémenté est renouvelé. Une fois les
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cellules arrivées a confluence (entre 24 - 48é)nllieu est éliminé par aspiration et les
cellules sont rincées avec du PBS (-/-). L'ajoubdal d'une solution de trypsine-EDTA
1X permet aux cellules de se détacher suite aviditin de ce dernier par incubation (2 - 6
min a 37 °C). Son action est arrétée par ajout ae de SFB. 13 ml de PBS (-/-) est ajouté
a la suspension puis centrifugée 5 min a 20 °C26tQ@, le surnageant est éliminé et les
cellules sont remises en suspension avec 10 mlikikumi_es cellules obtenues peuvent
étre ensemencées a nouveau dans de nouvelleseftatj@ ml de suspension cellulaire +
13 ml de milieu) ou dans les microplagues 96 paoitscongelées avec 95 % de milieu
(DMEM + 12.5 % SFB) et 5 % de DMSO. Les cryotubastplacés au -80 °C durant 24 h
puis placés dans l'azote liquide. Les cellulessétls pour les tests de cytotoxicité sont
ensemencées dans des microplaques 96 puits & nsiéédae 1.5x1Dcellules.cri? avec

un volume final de 100 ul de milieu dans chaquéspui

Les différents extraits sont testés en présenc®.?2e% de DMSO (v/v). Les
solutions méres des composés et des produitgstitismme référence sont préparées dans
100 % de DMSO. Puis des dilutions successives atisées dans le milieu de culture
jusqu'a l'obtention d'une solution a concentrafinale en DMSO de I'ordre de 0.2 %. A
partir de cette solution est réalisée une gamnmodeentration par dilution dans du milieu
de culture additionné a du DMSO a 0.2 % (v/v). this les cellules arrivées a confluence,
le milieu est éliminé et dans chaque puits esbdhiit le milieu contenant les extraits a
tester (200 ul). Chaque expérimentation représameeserie compléte contenant: des puits
contréles (milieu de culture), des témoins véhisulmilieu de culture + DMSO 0.1 %),
des puits témoins positif (milieu de culture aséo&ides composés de référence) et les
puits contenants les différentes concentrationsedésits a tester (5 pg/ml a 500ug/ml).
Les cellules sont incubées en présence des pradiwigat 48 et/ou 72 h. A la fin de la

période d'incubations la cytotoxicité est évaluéecde test adéquat.
6.3. Comptage des cellules adhérentes

Une fois les cellules arrivées a confluence. Ladiee est rincée avec du HBSS. Les
cellules sont détachées de la boite par incubati®n °C avec 1 a 2 mL de trypsine-EDTA
0,05 % pendant 2 min. La réaction est arrétée yegsede substrat en ajoutant du RPMI
contenant 10 % de SVF. Les cellules sont misesuspegsision dans un volume final de
5 mL et un aliquote est prélevé et mis au 1 : 2tsdh bleu de trypan (BT a 0,2 % dans du

PBS). Les cellules viables non colorées au BT soniptées a l'aide d’'une cellule de C-
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Chip. Le nombre obtenu de cellules est rapportél aaéreaux (Nbre cellulgg. Cette
surface équivaut dans la cellule de C-Chip a 0,f minpar conséquent a iénL. Pour
déterminer le nombre de cellules totales contedaes la suspension cellulaire, le calcul
général suivant est effectué :

Nbre cellules totales:( Nbre cellulesg, + 4 )x facteur dilution avec BT x10* x Volume final suspension

Le nombre de cellules que I'on veut réensemenassgye cellulaire) est déterminé.

Puis le volume a introduire dans les flasquesastt® selon le calcul suivant :

Nombrecellulestotales _—
= Facteurdilution
Nombrecellulessoulues

5mL
Facteurdilution

=Volumesuspensiomellulairea prélever

6.4. Dosage de la cytotoxicité

Il est utilisé pour ces dosages : le dimethylsutfexDMSQO) de pureté > 99 % de
Fisher Scientific (lllkkirch, France), la fluoresnéi diacétate (FDA) et le Triton (octyl
phenoxy polyethoxyethanol) X-100, de Sigma-Aldr{@aint-Quentin-Fallavier, France),
le cristal violet de RAL Kuhlmann (RAL DiagnosticBrance), le MTT de Calbiochem
(Merck, Allemagne), de I'éthanol 96 ° du LaboragoPharmaceutique API (Vailhauques,
France). une solution de Triton a 10 % w / v petamgtla lyse cellulaire. Les résultats des
différents tests réalisés en triplicate sont ésakdilon une courbe dose (UM) / réponse (%)
avec le logiciel Prism. L’'absorbance moyenne dets pghicules est considérée comme le
100 %, et le % des cellules qui croit dans chaquits pest calculé (logiciel Excel) et

exprimé en % des valeurs du veéhicule (contréle +SOMD,2%).
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6.4.1. Test FMCA

Le test FMCA (fluorometric microculture cytotoxigiassay) (Figure. 15) est un test
fluorométrique permettant d’étudier la cytotoxicitkes microcultures (Lovborgt al.
2009;Larssoret al. 1993).

\I(O 0] OY HO 0 0
N0OON L

COOH > COOH
hydrolyse
excitation : 485 nm
émission : 553 nm
Fluorescéine diacétate (FDA) Fluorescéine

Figure 15.Schéma du mécanisme de réaction du FDA.

Ce test est basé sur la mesure de la fluorescedwérée par I'hydrolyse de la
fluorescéine diacétate (FDA) dans les cellules alex membranes plasmiques vivantes.
Les cellules qui ont été incubées avec la FDA simicées puis lysées avec du Triton (t-
octylphenoxy-polyethoxylethanol). L’émission de flaorescence de la fluorescéine est
mesurée a 553 nm, suite & son excitation a 485Liimensité est dépendante de la
guantité de cellules intactes et elle est aingp@riionnelle au nombre de cellules vivantes
dans les puits.

Ce test est fréquemment utilisé pour I'évaluaties domposés chimiothérapeutiques
(Larssonet al. 1993). Il nécessite I'utilisation d’'un marqueundtescent ce qui lui permet
d'éviter toutes interférences avec les élémentisilegks lors des mesures, mais il rend
obligatoire de travailler dans I'obscurité. Ce tag#té utilisé dans notre présent travail sur
les cellules A549 et NHLF.

La solution stock de FDA & 2,420/ (soit 10 mg.mL) dissoute dans du DMSO est

conservée a -20 °C, protégée de la lumiere. Ldisalfille de FDA a 4,8 uM est obtenue
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par dilution de la solution stock de FDA dans duSKRB/u & Ho 2006;Larssoret al.
1993;Cassiesmt al. 2016).

Apreés linduction des cellules A549 et NHLF, la moiplaque est rincée au PBSII
est ajouté dans chaque puits 200 puL de la solud®r-DA diluée. Puis la plaque est
incubée dans I'étuve pendant 30 min a 37 °C. Oautajalors 80 pL du Triton a une
concentration finale de 3 % v /v, puis la plagse iacubée 5 min. Ensuite, 200 uL de
cellules lysées sont collectées et déposées damsnigroplaque noire. La fluorescence
générée par chaque puits est mesurée par un détetefluorescence, la longueur
d’excitation est de 485 nm et celle de I'émissist de 535 nm. Les fluorescences
obtenues, proportionnelles au nombre de celluleantes, sont exprimées en % de
viabilité cellulaire. La G, est définie comme la concentration permettanteifatre un
index de survie (IS, c.a.d. un nombre de celluieantes) égal a 50 % de la valeur de RFU

des puits controles.
Le test MTT basé sur un parametre colorimétriquiel'eslisation simple
6.4.2. TestMTT

Le test du MTT est un test de la viabilité celledaperformant qui mesure l'activité
des cellules vivantes via l'activité du métabolism@tochondrial (Putnamet al.
2002;Weyermanet al. 2005) . C’est le test le plus utilig® vitro (résistance et sensibilité
aux anti-cancéreux, toxicité sur les cellules gbal(Razafimanjatet al. 2011;Ulukayaet
al. 2008).
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sel de tétrazolium de MTT formazan de MTT
A =550 nm

Figure 16.Schéma du mécanisme de réaction du MTT.

Ce test repose sur la capacité des cellules vigsamteapturer et réduire le sel de
tétrazolium de MTT (3-[4,5-diméthylthiazol-2-yl]&-diphényltétrazolium bromide)
soluble de couleur jaune par la succinate déshydiage mitochondriale en un précipité
de formazan de MTT insoluble coloré en bleu-magdiigure 16). Les cristaux de
formazan sont ensuite dissouts dans du DMSO. Lighiso du formazan dissout se fait a
550 nm dans la région visible. Elle est corréléeecale nombre de cellules vivantes
intactes (Razafimanjaket al. 2011;Ulukayeet al. 2008)

Le test MTT est le moins colteux et le plus frégoemt employé (Ulukayat al.
2008;Weyermanret al. 2005;Chibaet al. 1998). Cependant la production maximale du
MTT-formazan est différente selon les lignées daitas, et la quantité de MTT doit étre
adaptée. Certains fibroblastes ont une faible ié&tde leur succinate déshydrogénase et le
test MTT ne pourra pas étre utilisé (Vieinal 1995). La formation de formazan peut aussi
étre significativement influencée par les nuclésgigyridines, le pH et la concentration en
D-glucose du milieu de culture, (Chibaal. 1998). Certains composés testés, comme des
agents réducteurs et inhibiteurs de la chaine regspie mitochondriale, peuvent

également interférer avec le MTT et conduire afdes négatifs (Ulukayat al. 2008).

Apres l'incubation des cellules, le milieu de cudtest enlevé. Le test MTT est
réalisé (Culcasét al. 2012). Dans la microplaque, il est ajouté 10 pLMIET (5 mg.mi*
dans du PBS) et incubée 3 h, puis révélée par d@di00 uL de DMSO pour solubiliser
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les cristaux formés. Les plagues sont ensuiteeg){& min) jusqu'a homogénéisation de la
coloration dont I'absorbance est mesurée a 570 vec an lecteur de plaques a UV-

visible (Multiskan, Labsystem, France). L’absor@an@) mesurée est directement

proportionnelle au nombre de cellules vivantes. Lésultats sont exprimés en

pourcentage de survie par rapport aux cellulesiteslavec seulement du DMSO a 0,2%
(véhicule) correspondant a 100 % de viabilité sédoiormule suivante :

A, . —A
% Vlablllté = ( échantillo n blanc) X 100

controle blanc

La ICso est définie comme la concentration permettantaitaire un index de survie
(IS, c.a.d. un nombre de cellules vivantes) édz0 & de la valeur d'absorbance moyenne

des puits controles.
6.4.3. Test ATP bioluminescence

La compréhension et la caractérisation de la r@acte bioluminescence ont permis
le développement de techniques basées sur laramiEéCette technique est utilisée pour la
quantification de composeés qui sont liés a la pcadao d’ATP ou participant a la réaction
lumineuse (Marques & Esteves da Silva 2009). Edfeasissi utilisée dans de nouvelles
applications avec l'introduction de marqueurs hialuescent dans des génes pour étudier
des molécules biologiques (Zamaraetal. 2005) etin vivo pour la bio-imagerie (Rodet
al. 2003) .

Le test ATP (adénosine triphosphate) bioluminesegmermet d’estimer I'activité
métabolique cellulaire par la quantification de TR cellulaire par une technique de
bioluminescence. Il est connu pour étudier la oxité de molécules et la prolifération
cellulaire des cellules d’eucaryotes telles que deflules animales et des cellules
procaryotes comme les bactéries (Lafendl. 2010). La quantification de I'ATP est une
procédure fondamentale dans les industries alirmeataen vue d’indiquer la
contamination bactérienne pour garantir la sécgatdtaire. Ce test permet, depuis 1984,

d’étudier la chémosensibilité des lignées cellelaiet des tumeurs (Andreadtial. 1995).
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La réaction de bioluminescence (Figure 17) indyite le complexe luciferin-
luciférase permet de quantifier la quantité d’ATRacellulaires présente (Razafimanjato
et al.2011) .

0
D-luciférine lucife I
COOH ~ uctierase 0-AMP

C-0-
ATP-Mg”* N N

D == (AT e
S S

noyau benzothiazole noyau thiazoline- luciférine adényl
acide carboxylique

ol *
02 /C[Hf +H + AMP+ COQ—%—> /C[H

oxyluciférine
oxyluciférine - état excité luminescence

Figure 17 .Schéma du mécanisme de réaction de la lucifériag €Dal. 2004).

La D-luciférine (.LHy) [acide (S)-2-(6’-hydroxy-2’benzothiazolyl)-2-ihazoline-4-
carboxylique] avec I'ion magnésium (MYt le métabolite ATP présent naturellement
dans les cellules vivantes, en présence d'une emzian luciférase (luciferine 4-
monooxygénase) forme un complexe ternaire. Le grazgsboxylique du carbone, Gu
noyau thiazoline de la.LH, effectue une substitution nucléophile avec le geoup
phosphate de I'ATP. Et il aboutit au départ du pyasphate inorganique (PPi) et a la
fixation de l'adénylate de transferts (5-AMP) darp.LH,. Cette réaction d’adénylation
produit un anhydride mixte la luciféryl-adénylatel H,-AMP). L’attaque nucléophile par
la molécule d'oxygene entraine une succession d&wents qui aboutit, apres
I'abstraction d’un proton, la libération de 'TAMRdénosine monophosphate) et de,GD
la formation de la molécule d’oxyluciférine en étatité électroniquement (sigulet). Puis
la relaxation d’'un photon produit une réaction dhjme de décomposition de I'état excité
vers |'état inférieur initial de base qui est mé&spar le luminomeétre (Marques & Esteves
da Silva 2009;Nakatset al. 2006;Nakatset al. 2006;Dayet al. 2004).

L’ATP des cellules étudiées est extrait par une lgg Triton dans un milieu sans

calcium ni magnésium et a température ambiante @dime pas activer les ATPases
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(adénosine triphosphatases) qui hydrolysent I'ATER Bell Y. 1981). L'intensité
lumineuse mesurée est linéaire a la concentrat®hRI(Weyermanret al. 2005).

Ce test basé sur la luminescence (technologie a@earat sur I'action enzymatique
permet des mesures de toxicité vitro spécifiques et trés sensibles (Ulukastaal.
2008;Marques & Esteves da Silva 2009). Le taux dPASEt relativement constant dans les
cellules viables pour chaque type de cellules. Gapet, 'ATP est rapidement dégradé par
les ATPases lorsque le cycle respiratoire cellelast perturbé par une molécule toxique
ou se déroule en aérobie. vitro, le complexe luciféerasglLH,-AMP peut réagir dans le
noir avec l'oxygene, et produire du dehydrolucifékiP et du peroxyde d’hydrogene
(H20,). De plus, le temps de luminescence est limitdaduciférase est une enzyme

sensible au pH (Marques & Esteves da Silva 2009).

L’ATP contenu dans les cellules est une mesuraentd de la mesure de leur état de

croissance ou de mort.

La solution de Triton a 1 % est réalisée a pagitadsolution stock de Triton a 10 %.
Le réactif luciférine-luciférase dilué, conservéd &C, est obtenu a partir du tampon pour
'ATP bioluminescence et le réactif luciférine-ltariase x 50 est conservé a -20 °C.
(Lafond M. et al. 2010)

La microplaque 96 puits, contenant les cellules-ISbeta induites, est vidée puis
rincée avec du PBS Les cellules sont ensuite lysées par additiod@epL de Triton a
1 %. Apres une incubation de 5 min a températurgiame, 50 pL de cellules lysées sont
collectées et transférées sur une plague opaquehadale mélange est homogénéisé et
incubé 30 sec. Puis il est rajouté rapidement 106equréactif luciférine-luciférase (Biofax

A®, Yelen, Ensues la Redonne , Franb&p://www.yelen-analytics.coydilué dans les

puits. La luminescence émise est quantifiee apm@én5a 25 °C pendant 1 sec avec un

luminometre & microplague mono-tube (Infinite M2EOTECAN).

L’intensité de la bioluminescence obtenue est ex@ei en unité relative (RLU) et
elle est proportionnelle & la concentration d’AEBtant dans les cellules. Puis ces résultats
sont exprimés en % des valeurs initiales du véeitedntrole + DMSO 0,2%). Une courbe
d'étalonnage a été obtenue a partir d'échantilliB standard en utilisant 50L de

solutions ATP 0,01-10QM. Pour chaque extrait de test, des courbes dgsmisé ont été
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établies et des valeurs IC50 ont été obtenuesntmtee concentration inhibant 50% de la

luminescence.
6.4.4. Test d'activité caspase-3

Pour la mesure de la caspase-3, l'activité enzgmmatintracellulaire des lysats
cellulaires a été mesurée fluorimétre & microplgdpfnite M200 de TECAN) utilisant un
dosage de kit de microplaque commercial (Fische&nftic, France). Le principe est le
suivant : Le substrat synthétigue est couplé a lalécnle d’AFC (7-amino-4-
trifluoromethyl coumarin). Le clivage du substraangqué, DEVD-AFC pour la caspase 3
permet la libération d’AFC. L'activité de I'enzynest ensuite corrélée a la quantité d’AFC

présente dans le milieu.
7. Animaux et conception d'étude

Le régime standard (SD, 11% d'énergie par graetse)régime high-fat (HFD, 60%
d'énergie par graisse) ont été achetés chez Safgy(AFrance). Tous les régimes
contiennent 20% de protéines. Les soins animalesgirocédures expérimentales ont été
réalisés conformément aux regles du Conseil dadiueuropéenne (Directives révisées
2010/63 / UE). Ce protocole a été soumis a l'exachercomité local d'éthique de la
recherche animale et a été approuvé pour le prgEXER-AdiabaOx (2008, N ° 13851).
L'Université Aix Marseille et le CNRS ont une licen pour le logement et
I'expérimentation animale (accord C13-055-06) @utle était sous la supervision d'un
vétérinaire au CNRS. Cent soixante huit souris flsee€57BL / 6J de 4 semaines ont été
achetées aupres du CERJ (Janvier Labs, Le Genbsdé Sfrance) et maintenues dans des
conditions classiques avec une température copt(@# + 3 ° C) et une lumiére de 12 h /

Cycle sombre et accés aux aliments et a Beblibitum

Un environnement enrichi, en utilisant des rouess tlinnels et des jouets, a été
promu activité physique et sociale. Apres une seena’adaptation, les souris ont été
assignées au hasard a trois protocoles expérimedéauits ci-apres. Un premier protocole
a examiné la toxicité aigué par voie orale de AQHesl'extrait de butanol a 2000 mg / kg
chez les animaux ayant recu un régime standardapéid® semaines (n = 4/groupe) selon
la procédure de (Yamanakéal.1990. Les extraits dissouts dans une suspension aqueuse
de carboxymeéthylcellulose a 0,5% (en tant que wibjcont été administrés par voie orale

dans la limite de 0,1 ml / 10 g de poids corpddel.deuxieme protocole consiste une étude

77



Materiel et Méethodes

de l'activité hypoglycémiante aigué des extraitezcles animaux ayant recu un régime

High Fat pendant 16 semaines par rapport au gliaemnde (n = 6 / groupe) comme

deétaillé ci-dessous. Dans une troisieme série dBstules effets antidiabétiques et

antihyperglycémiques a long terme des extraitsétdtévalués sur les 84 souris restantes

qui ont été divisées au hasard en six groupes iexpéraux (n = 12):

Tableau 4.Répartition des souris en groupes experimentaux

Groupes Régimes
Groupe SD SD est donné pendant 28 semaines.
Groupe HFD HFD est donné pour 28 semaines.

Groupe [HFD + AQL]

HFD est administré pendant 16 semaines, suivi
d'une HFD complétée par AQL (150 mg / kg)

pendant 12 semaines.

Groupe [HFD + AQL75]

HFD est donné pendant 16 semaines, suivi d'une
HFD complétée par AQL (75 mg / kg) pendant 12

semaines.

Groupe [HFD + n-BuOH]

HFD est administré pendant 16 semaines, suivi d'un
HDF complété par I'extrait butanolique (150 mg /

kg) pendant 12 semaines.

Groupe [HFD + Met]

HFD est administré pendant 16 semaines, suivie
d'une HFD complétée avec de la metformine (150

mg / kg) pendant 12 semaines

Groupe [HFD + Met75 + AQL75]

HFD est administré pendant 16 semaines, suivi
d'une HFD complétée par un meélange de
metformine (75 mg/ kg) et AQL (75 mg / kg)
pendant 12 semaines.
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Les mesures hebdomadaires des poids et les esm®ajuotidiennes de l'apport
alimentaire et des signes cliniques de souffrateceerte de poids et la morbilité ont été

enregistrées.

A la semaine 16 (avant incorporation d'extraitfisdde Nourriture) et 28, des
échantillons de sang ont été prélevés a traversite de la queue sous anesthésie locale
induite par une application de lidocaine a 0,25%sda pommade. La concentration de
glucose sanguin a été mesurée a l'aide d'un aoalgséomatique de glycémie complete
(Freestyle Optium Neo, Abbott).

7.1. Activité hypoglycémique aigué des extraits

Dans cette série d'expériences, des doses unitgesad de butanol (25, 75, 150 et
250 mg / kg) ou de glibenclamide (15 mg / kg) dissdans le véhicule (voir ci-dessus) ont
été administrées par voie orale a travers une miacele souple. La concentration de
glucose a été surveillée dans des échantillonsudg &uL) recueillis a partir de la veine
de queue a 0, 0,5, 1, 3 et 4 h aprés administrdtimrroncentration de glucose sanguin a

été mesurée par un auto-analyseur de glucose satmuimercial.

7.2. Test oral de tolérance au glucose (OGTT) chez leswsis traitées a long

terme

Au bout de 28 semaines de traitements, 'OGTT a#é&&tué sur n = 6 animaux /
groupe jelne préalablement pendant 8 h. Une camulee a été insérée par voie orale et a
permis I'administration a chaque animal de 3 g d&golution de glucose (20% p / v dans
une solution saline normale, Laboratoire Lavoistegnce) dans la limite de 0,1 ml /10 g
de poids corporel. Le sang de queual(p a été recueilli a 0, 20, 40, 60, 90 et 120 min
aprés application de lidocaine a 0,25% dans la pahemLa concentration de glucose

s rr

sanguin a été mesurée, une courbe dans le tem@garerée et I'AUC a été calculée.

A la suite de I'é¢tude OGTT, les souris ont été meaimes dans leurs régimes
respectifs pendant cing jours supplémentaires, jplise pendant la nuit et profondément
anesthésié a l'aide de sévoflurane (2-4%) livr& avemélange O2 / air dans une chambre

anesthésique (Abbott, Rungis, France) avant lef&&cpar dislocation cervicale.

Le sang a été retiré par ponction cardiaque orbitei a été immédiatement testé
pour le taux de glutathion réduits (GSH) et ddaghion oxydé (GSSG) en utilisant un kit
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commercial de dosage de glutathion (Caymann ChénBeatin Pharma, France). Des
échantillons d'hémolyzates de sang ont été utipeés la détermination de I'hémoglobine
(Hb) et de I'hémoglobine glycosylée (HbA1C, exprned pourcentage de la teneur totale
en Hb) comme décri(Dey et al. 2015. Les échantillons de plasma ont été isolés par
centrifugation (1650 g pendant 15 min a 3 ° Cltetlgs a -80 ° C pour analyser les taux
de glucose , d'insuline , des protéines carbongfiqet des marqueurs inflammatoires (voir
ci-dessous). Les tissus et les organes ont étdameint disséqués, lavés avec une solution

saline et stockés a -80 ° C pour une analyse plpofondie.
8. Dosage biochimique

Les dosages ont été réalisés a l'aide des kital®idMaizy, France) contenant les

réactifs, les standards ainsi qu'un protocole peamiela réalisation des tests.
8.1. Dosage du cholestérol total

Le dosage du cholestérol total (méthode CHOD-PARB)é réalisé a 37 °C sur le
plasma décongelé, récupéré sur héparine de litlunEDTA. La méthode utilisée est

basée sur les étapes réactionnelles suivantes:

3 L e cholestérol estérase ;
cholestérol estérifié cholestérol + AGL

cholestérol oxydase

cholestérol + 0, cholesten 4 one 3 + H,0,

POD
H,0, + phénol + PAP — quinonéimine (complexe de couleur rose) + 4 H,0

La formation de quinonéimine peut alors étre qdigeti par une lecture de
I'absorbance qui est, proportionnellement reliéla guantité de cholestérol initiale de
I'échantillon dosé selon (Allaiet al. 1974)
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8.2. Dosage du glucose

Le dosage de la glycémie est réalisé par le Kit GO$SE GOD-PAP de BIOLABO.
Le principe du test, est basé sur la méthode dedéri(Trinder, 1969); le glucose est
oxydé par la Glucose Oxydase en acide gluconiquél,€, réagit en présence de
peroxydase avec le chloro-4-phénol et la 4-amirtgparine pour  former une

quinonéimine (chromogéne rose).

GO
Glucose + 0, — Acide gluconique + H,0,

, . . . Peroxydase . L.
H,0, + chloro — 4 — phénol + 4 — amino — antipyrine ———— quinonéimine

+4 H,0

La concentration du complexe coloré, proportioreallla concentration du glucose

dans les échantillons, est mesurée par spectrapitiie a 500 nm.

8.3. Le dosage de l'insuline

Le test est réalisé par le Kit EIA & 96 puits (MAJSNSULIN ENZYME
IMMUNOASSAY KIT). Les puits sont aliquotés par desticorps de type IgG produits
par des cochons d’inde; a cela on ajoute un antiséspécifiquement dirigé contre
I'insuline de souris. L'insuline contenue dans éehantillons ou les standards est ajoutée
et la derniere composante est le deuxieme anticapt-insuline lié a une enzyme
I'acétylcholinestérase (AChE). Aprés incubation, lamage des puits est nécessaire pour
I'élimination de I'excés d’anticorps. Le réactif 8iman contenant le substrat spécifique a
I'AChE est ajouté aux 96 puits de la plaque, leokaion jaune apparait apres 1,5 heure
d’agitation a température ambiante. La lectureasieplar spectrophotométrie, utilisant un

lecteur de plaque entre 404-414 nm.
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8.4. Dosage du GSH / GSSG

Le kit de dosage GSH de Cayman utilise une métdedecyclage enzymatique, en
utilisant la glutathion réductase pour la quandiiicn de GSH. Le groupe sulfhydryle de
GSH réagit avec le DTNB (acide 5,5'-dithio-bis-2-oibenzoique, Ellman's Réactif) et
produit un acide 5-thio-2-nitrobenzoique coloréngyTNB). Le disulfure mélangé, le
GSTNB (entre GSH et TNB) produit de maniére condante, est réduit par la glutathion
réductase pour recycler le GSH et produire plugNB. Le taux de production de TNB
est directement proportionnel a cette réactionedggalage qui, a son tour, est directement
proportionnelle a la concentration de GSH danéédgatillon. La mesure de I'absorbance de
TNB a 405 ou 412 nm fournit une estimation prédgeGSH dans I'échantillon. Le GSH
est facilement oxydé au dimere disulfure GSSG.dson de l'utilisation de la glutathion
réductase dans le kit de dosage Cayman GSH, G&8E8G sont mesurés et le dosage
reflete le glutathion total. Le kit peut égaleméirte utilisé pour mesurer uniqguement le
GSSG en suivant un protocole alternatif.

8.5. Dosage du Hb/HbAc-1

Le kit de dosage Hb/HbAc-1 de Cayman est baséasuédction de phénol-acide
sulfurique avec les glucides. Les hémolyzates tintraités avec l'acide oxalique dans Hcl,
les protéines ont été precipités avec de l'acidldroacétique et les sucres libres et
I'nydroxymeéthyl furfural dans le surnageant exem@tprotéines ont été traités avec du

phénol et de 'acide sulfurique pour former la eoul.
8.6. Dosage du Glycogene

Le glycogéne est un polysaccharide qui constitygitecipale forme de stockage du
glucose dans les cellules animales et humaineglylcegene est principalement constitué
par le foie et les muscles, mais il peut égalen&tre realisé par glycogenese dans le
cerveau et lI'estomac. Cayman's Glycogen Assay itounnoutil simple, reproductible et
sensible pour le dosage du glycogene a partirigesst Dans ce dosage, le glycogéne est
hydrolysé par I'amyloglucosidase pour former @uD-glucose, qui est ensuite
spécifiguement oxydé en D-glucoddactone par du peroxyde d’hydrogene contenant de
la glucose-oxydase dans le procédé. Le peroxydelrdfene, en présence de peroxydase,

réagit avec la 10-acétyl-3,7-dihydroxyphénoxaziddKIP) pour générer le resorufin
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produit hautement fluorescent qui est mesuré alamgueur d'onde d'excitation de 530-
540 nm et une longueur d'onde d'émission de 585685

8.7. Dosage des marqueurs inflammatoires (cytokine / chekine)

Le dosage des marqueurs inflammatoires chez lassont été réalisés avec un kit
Millipore a facon (RECYTMAG-65K; Miliplex Map, Meic France) sur un Magpix
(Luminex Corporation) couplé au logiciel Xponenad centre d'immunophénomique du
CIPHE, en suivant le protocole du kit. La Techn@obguminex™ est une technologie
récente qui repose sur le principe de la cytoméreflux en alliant l'utilisation de
microsphéres fluorescentes et une double lecturesagxcitation par deux lasers. Les
billes utilisées peuvent étre couplées a leur saravec des sondes oligonucléotidiques,
des peptides ou des anticorps, permettant aindétection d'alléles, d'anticorps ou de
peptides. Nous avons testé 4 marqueurs: diNE6, MCP-1, Leptine. Les plasmas
prélevés sur EDTA sont dilués de moitié dans latgmi de dilution du kit ayant subi
moins de deux cycles de congélation/décongélaties. concentrations des échantillons
sont obtenues a partir des courbes expérimentasarant l'intensité fluorescente médiane

(MFI) en fonction de la concentration en pg’ml
9. Dosage des protéines de carbonyles

Les protéines de protéines de plasma ont été dameegtilisant une méthode
fluorimétrique basée sur la dérivatisation avec 7éhydrazino-4-nitrobenzo-2,1,3-
oxadiazole (NBDH, Sigma-Aldrich) (Stocket al. 2015). Les échantillons de plasma ont
été dilués avec 4 vol de PBS 0,1X avant analyssui 100uL d'échantillons dilués ont
été placés dans des microplaques a 96 puits eeagt pendant 15 minutes a température
ambiante avec une aliquote (100) du kit de dosage NBDH (Carbofax®, Yelen). La
concentration des carbonyles a base de NBDH agé¢endinée par fluorescence (émission
déterminée a 560 nm en utilisant une longueur @atiexcitation a 480 nm) par rapport
aux courbes d'étalonnage standard construitestia garsérum albumine bovine oxydée.
Les teneurs en carboxyle des protéines ont étéléak par rapport a la teneur totale en
protéines obtenue a I'aide du kit de dosage deokgipe Pierce BCA (Fisher Scientific) et

exprimées en nmol par mg de protéines.
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10.L’activité de la NADPH oxydase dans le muscle veritulaire et

le muscle squelettique

La production d'O2 déclenchée par NADPH oxydases dantissu musculaire du
ventricule cardiaque et du squelette a été suéeesphar chimiluminescence en présence de
NADPH (Yokotaet al.2009). En bref, le corps récidive et le tissu nilece des membres
postérieurs ont été congelés instantanément avét2diquide et homogénéisés dans un
tampon contenant 250 mM de saccharose et 10 mM ElRESS. Aprés centrifugation
(12000 g, 10 min & 3 ° C), 4 du lysat ont été mélangés dans chaque puits 20@gL
de tampon contenant (en mM): NaCl (98), NaHQ@5), KCI (4.7), KHPO, (1,5),
MgSO4 (1,2), glucose (11) et HEPES-Na (20). La doiminescence a été surveillée
apres addition de pM de lucigenine et 100M de NADPH pour le début de la réaction.
Dans tous les groupes, des expériences de contrbgé effectuées en présence de l'acide
02-4-dihydroxy-1,3-benzéne-disulfonique permeéahblx aellules (Tiron, 20 mM) ou
I'inhibiteur de la flavoprotéine diphényléeneiodamiDPI, 10uM).

11.Dosage des protéines totales

Le dosage des protéines totales (méthode tBiaresté réalisé sur le plasma
récupéré sur héparine de lithium ou EDTA décondedécomposition globale en protéines
d'un sérum ou d'un plasma doit étre étudiée parm@iation du contenu en protéines

totales. La méthode utilisée est basée sur laio@act

solution alcaline
liaisons peptidiques des proteines + Cu’* —————— complexe coloré

La formation de complexe coloré peut alors étrentifiée par une lecture de
I'absorbance (a 550 nm) qui est, proportionnelldmiehée a la quantité de protéines
totales de I'échantillon dosé.
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12. Analyse des données

Les traitements statistiques sont effectués aveclotgciel GraphPad Prism
(GraphPad Software, La Jolla, CA). Les différenemst considérées comme significatives
lorsque P<0.05 [ns= non significatif (p>0.05); %graficatif (p<0.05); **= tres significatif
(p<0.01); ***= hautement significatif (p<0.001)].els données sont présentées sous la
forme moyenne % écart type a la moyenne. Les @aiioéls entre les données des analyses
antioxydantes ont été calculées en utilisant lesficients de corrélation de Pearson (r?).
Pour les autres expérimentations, les différersssels des traitements ont été analysées en
utilisant le test de Mann-Whitney ou I'analysesvdeiance a une voie (ANOVA 1) suivie
lorsqu'un effet significatif apparait d'un test cmparaison multiple (Test de Newman-

Keuls ou de Tukey).
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Resultats et discussion

1. Analyses TPC, TFC et HPLC

Les composés phénoliques sont des composés phyiqaes antioxydants avec des
effets bénéfiques bien documentés sur la santé Relet al. 2013) et dans les plantes
désertiques / steppiques commeradiata ils sont censés fournir une protection renforcée
contre les conditions sévéeres de stress oxydantoamementales. Pour augmenter le teneur
des polyphénols totaux (TPC) de I'extrait aquelophilisé (AQL) obtenu par lyophilisation
d'un extrait d'eau chaude des parties aériennés plante similaire a l'infusion / décoction
traditionnelle, une procédure d'extraction orgaeigm plusieurs étapes utilisant d'abord du
méthanol, suivie d'une séparation en trois étapda ghase aqueuse avec du éther de pétrole,
de l'acétate d'éthyle et du n-butanol a été réalisgure 9). Le TPC, le TFC et le rapport TFC
ITPC de I'AQL, I'extrait méthanolique et ses fraot dérivées sont résumés dans le tableau 5.
Comme montré sur le tableau 5 ci-dessus, il yavaniabilité dans la teneur des polyphénols
totaux dans nos différents extraits. Selon leslta@suprésenté dans le tableau 5, la fraction
acétate d’éthyle de la partie aérienne présenteamnsair de polyphénols de 158,9 mg EAG/g
de matiere seche, suivie par la fraction n-butaeda méme partie avec un taux de 122,5 mg
EAG/1g de matiére séche, tandis que dans on notrible teneur 36,9 mg EAG/1g de
matiere seche, 29,9 mg EAG/1g de matiére sechelddraction aqueux résiduelle (AR) et
d’éther de pétrole (PE) respectivement. Le classeme TPC dans ces extraits est comme

suit : acétate d’éthyle > n-butanol > AQL> méthanAR fraction>PE.

Nos résultats ont démontré une teneur élevée epasia phénoliques et flavonoides
pour l'extrait AQL et de méthanol qui représenteniayenne des valeurs indiquées pour les
extraits hydroalcooliqued'A. radiata p. Ex., 57 mg GAE / g dans (Hamada & Ladjel 2015)
ou 100-200 mg GAE / g dans (Bammetual. 2015), reflétant éventuellement une variabilité
géographique ou saisonniére, ou des différencesldamprocédures de séchage des plantes.

Les differences marginales trouveées entre lesiexaigueux et de méthanol concernant
TPC et TFC ne sont pas surprenants car ces solpantent dissoudre également une grande
partie des composés phénoliques polaires (Daneshfat. 2008). Cependant, I'utilisation
d'extrait de méthanol comme matiére de départ pouractionnement supplémentaire a été
jugée plus pertinente puisqu'elle a significativatfavorisé la récupération des flavonoides,

c'est-a-dire, une augmentation de 40 a 75% du ragpeC / TPC entre les extraits a été
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enregistrée (tableau 5). Comme prévu, les extdarsitate d'éthyle et de butanol ont montré

les TPC et TFC les plus élevés par rapport a dextréthanolique.
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Tableau 5.Teneur totale en phénol (PTC), teneur totale erofiaides (TFC) et concentrations de composés piaéiesidans les extraitd'A.
radiata détectés par HPLC-DAD

Principaux composés phénoliques

Extract ;rrEé:GAEC/ 9) ;rnngUE ) TRCITPC E;dnr\éiilcinnamique DI E;dnr\(/)?(?/benzoique
(mg CAE/qg) (g U=, (mg GAE / g)

AQL 77.4 + 3.5% 32.5+0.3* 0.42 +0.03 17.89 H1* 13.28 + 1.23* 1.41 + 0.09*

MeOH-ext 65.8 + 1.8* 48.4 +0.9* 0.74 + 0.04* 20.1 1.44* 29.01 +2.63 3.05+0.20

PE-ext 299+12 15.5 + 0.8 0.51 + 0.04 4.05+0.38 1.73+0.18 0.47 +0.08

EtOAc-ext 158.9+53 63.1+1.8 0.40 + 0.05 90.91 +5.16 66.82 + 13.81 nd’

n-BuOH-ext 122.5+3.2 50.6 + 1.1 0.48 £0.02 56.38 + 3.20 39.65 + 2.85 3.6+0.23

AR 36.9+1.3 8.3+0.% 0.22 +0.0% 6.68 + 0.4 nd nd

Statistiques: Les mémes symbolgs * ou* indiquent que les valeurs sont significativemefiérentes P <0,02) des autres par test ANOVA &
un facteur suivi du test des comparaisons multigéeslewman-Keuls.

% Les valeurs sont exprimées par gramme d'extraépeésentent la moyenne + SEM de 3-6 expériemcEpendantes réalisées en triplicata

® AQL, extrait aqueux lyophilisé; MeOH-ext, extraitthanolique; PE-ext, extrait éther de pétrole;Aft@xt, extrait acétate d’éthyle:BuOH-
ext, extraitn-butanolique AR fraction, fraction aqueux résideell

¢ GAE, équivalents d'acide gallique; RUE, équivasate rutine; CAE, équivalents d'acide caféique.

9 hd: non-détecté.
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Récemment, l'utilisation d'une procédure de partitie I'eau similaire avec de l'acétate
d'éthyle et du n-butanol a conduit & un TPC optmés partir d'extraits d'hexane de
Rhododendron anthopogonoid€ginget al. 2015). DO au plus faible TPC et TFC récupérés
dans les fractions PE et AR, les résultats ongunélique les composés phénoliques totaux des
parties aérienned’ A. radiatapourraient étre enrichis dans les fractions hyldomiques et

acétate d'éthyle.

Comme le TPC et le TFC ont eté déterminés plus taviddentification et la
guantification du profil phénolique dans les sixraisd A. radiataa été réalisée par HPLC
en utilisant un détecteur a matrice de diodes (DARE chromatogrammes représentatifs
sont représentés sur la Figure 18. L'analyse qtigbt et quantitative de chaque extrait est
présentée dans le tableau 5. Les dérivés hydraxgmiiques et flavonoides, qui sont présents
en quantités significatives dans les extraits ttdedl'éthyle et de butanol avec une gamme de
composeés tout a fait difféerente (figure 18), ontae été trouvés avec de bons rendements
dans l'extrait AQL et méthanol, alors qu'ils ord ékcupérés en faibles quantités ou méme
traces dans les fractions PE et AR. Selon leur rpp@laplus élevée, les dérivés
hydroxybenzoiques sont apparus en tant que coast#umineurs dans les extraits
hydroalcooliques. Ces classes de composés phéeslignt été facilement identifiées par
comparaison avec les temps de rétentiah €t les spectres UV d'échantillons standards
authentiques d'acides galliqueg £ 4,2min) et caféiquesg(t= 13,4min), et de rutineqt=

28,2min) aux longueurs d'onde d'absorption maxirdal280, 320 et 350 nm, respectivement.

L'AQL et I'extrait méthanolique présentent des {soHPLC-DAD proches, qui ne
différent que par quelques flavonoides supplémestai L'efficacité du schéma de
fractionnement!’ A. radiata(figure 9) est illustrée par le fait que la fractiAR ne contenait
gue des traces de dérivés hydroxycinnamiques €id®). De plus, la fraction butanol a
conserveé une teneur en flavonoides de ~ 40 mg RgJEEdrrespondant a celui rapporté par
(Dendouguiet al. 2006) qui extrait une quantité similaire de matiéeched’A. radiata en
utilisant du méthanol. Parmi les contenus phytodies, des corrélations fortes ont été
obtenues entre les TPC et les dérivés hydroxyciimaes (f = 0.956,P <0.001) ou les
flavonoides ¢ = 0.892,P<0.01), alors que les composés hydroxybenzoiquesone pas
corrélés P> 0.05) (Tableau 7).
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AQL

MeOH-ext

HC
HC

PE-ext

HC

EtOAc-ext
n-BuOH-ext
M AR fraction
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55
Minutes

Figure 18 Chromatogrammes HPLC-DAD des composés phénolididesadiatadétectés a

280 nm dans divers extraits.

AQL, extrait aqueux lyophilisé; MeOH-ext, extraitéthanolique; PE-ext, extrait éther de
pétrole; EtOAc-ext, extrait acétate d’éthyleBuOH-ext, extraitn-butanolique AR fraction,
fraction aqueux résiduelle; HB, dérivés de l'adigdroxybenzoique; HC, dérivés de l'acide
hydroxycinnamique; F, dérivés de flavonoides.
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2. Propriétés antioxydantesin vitro

L'activité antioxydante des extraits a été évajpeireune série d'essais qui different par

leurs parametres, c'est-a-dire, les mécanismesgugsl et / ou les cibles.
2.1. DPPH, ORAC et TRAP

Les résultats de DPPH (réalisée dans le métharmakstirant globalement l'activité de
réduction des radicaux libres (Ambigaipaketnal. 2016;Foti 2015)), ORAC et TRAP (tous
deux effectués en tampon et mesurant le piégeaggdmux peroxyles) sont montrés dans le
tableau 6. Dans le test DPPH, ou une valeys plus faible indique une activité accrue, les
extraits d'acétate d'éthyle et de butanol ont ptédéactivité la plus élevée (4~ 45 pg/ml)
(tableau 6). La fraction AR et l'extrait de PE étdi 5-10 fois moins puissants et la
metformine médicament antidiabétique standardt sseglée inactive (16> 500ug / mL).

Un tel effet scavenger de DPPH plus élevé pouéttde d'éthyle et le butanol contre les
extraits de méthanol ont déja été observés (Bemmanet al. 2009;Jinget al. 2015). En
comparaison avec la littérature (Bamneiwal. 2015), la méthode développée dans la présente
étude pour préparer des extraits de AQL, de métheind'acétate d'éthyld’ A. radiataa
significativement amélioré l'activité scavengerePH. Une analyse de la relation entre les
données TPC, TFC et DPPH a indiqué de bonnes atiorés P <0,05) entre ces parameétres,
avec les coefficients de Pearsém 10,672 pour TPC ef = 0,678 pour TFC (tableau 7).

Les composés phénoliques acide caféique, quercétineide galligue ont montré des
activités beaucoup plus fortes dans le test DPRét; des valeurs Kgde 4,71 + 0,05, 1,71 +
0,39 et 1,26 + 0,0ig/mL, respectivement (tableau 6). Etant une réacidase d'électron
unique avec des intermédiaires radicaux phénoxidedésactivation du DPPH est favorisée
dans les composés phénoliques contenant du catémbime dans l'acide caféique et la
guercétine) ou du pyrogallol (comme dans l'acidéiogee) moieties (Alovet al. 2015;Foti
2015). Ceci pourrait expliquer les activités plisvées observées dans les extraits d'acétate
d'éthyle et de butanol qui sont enrichis en camatits hydroxycinnamiques structurellement
apparentés (Tableau 5 et Figure 18) ayant desiptéprantioxydantes connues (Shahidi &
Chandrasekara 2010). Une bonne corrélation a @ede entre les données de DPPH et les

teneurs en hydroxycinnamique$0,534,P <0,05) (tableau 7).

Enfin, les valeurs TIg ont été déterminées pour caractériser le comperieninétique

des extraits dans le piégeage de DPPH. Selon sserteent antérieur (Sanchez-Morehal.
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1998), l'acide caféique est un scavenger rapid€s(= 8,8 min), les extraits AQL, acétate
d'éthyle et butanol ont montré des propriétés wjnés intermédiaires similaires a celle de
I'acide gallique ( Tlg = 29,8 min), tandis que les extraits de méthahdeePE, et la fraction

AR étaient les pieges les plus lents, comparablagjaercétine (TI€>60 min) (tableau 6).

Tableau 6.Capacités antioxydantes dans les tests DPPH, ORARAP,

e rach DPPH ORAC TRAP

ICso (Mg/mL)  TICso(min)* pmole TE/ g umole TE/ g
AQL 130.3 + 4.3* 23.7* 1390 + 50* 512.4 + 21.2*
MeOH-ext 140.3 + 5.2* 46.1 1475 + 95* 498.5 + 19.9
PE-ext 518.7 +35%7  42.7 363 +11 15.3+4.3
EtOAc-ext 435+ 041 22.6* 3900 + 20 935.0 +44.07
n-BuOH-ext 47.9+2% 24.6* 3315+ 98 787.7 452
AR 283.3+258  59.3 503 + 69 32.9+6.8

Statistiques: Les mémes symbole$ * ou* indiquent que les valeurs sont significativement
différentes P <0,02) des autres par test ANOVA & un facteur sdiiviest des comparaisons
multiples de Newman-Keuls

& Valeurs représentent la moyenne + SEM de 3-6respees indépendantes réalisées en
triplicata.

P AQL, extrait aqueux lyophilisé; MeOH-ext, extraiéthanolique; PE-ext, extrait éther de
pétrole; EtOAc-ext, extrait acétate d’éthyheBuOH-ext, extrain-butanolique AR fraction,
fraction aqueux résiduelle

“Temps d'atteindre I'état d'équilibre &4C

dEquivalent Trolox.

La capacité antioxydante déterminée par ORAC et FRAconstamment montré une
augmentation significative pour les extraits datgtd'éthyle et de butanol par rapport a
I'extrait initial AQL et de méthanol (tableau 6)e® corrélations tres significatives ont été
trouvées entre ORAC4= 0,950,P <0,001) ou TRAP {r= 0,821,P <0,01) et les teneurs en
dérivés hydroxycinnamiques (tableau 7). Les catighs sont restées fortes concernant les
teneurs en flavonoides, avec les coefficients des@a f = 0,893,P <0,01 pour ORAC ef’r
= 0,832, P<0,05 pour TRAP (tableau 7). Encore une fois, latfoneine s'est avérée
inefficace dans les tests TRAP et ORAC.
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Tableau 7. Coefficients de corrélation deearsonf) entre I'activité antioxydante et le contenu pleyiioniqued’A. radiata.

TPC TFC :g:;g’;i’e ?;:;Z’géte Flavonoid DPPH ~ ORAC  TRAP gi_enching MCC
TPC 1 0.8107 0.658 0.956 0.891° 0.672 0.978"  0.925 0.711 0.434
TFC 1 0.987 0.760 0.860  0.678 0.893°  0.832 0.776 0.294
Hydorxybenzoate 1 0.784 0.988 0.688 0.748 0.763 0.593 0.845
Hydorxycinnamate 1 0.955  0.534 0.950" 0.821 0.556 0.405
Flavonoid 1 0.575 0.893  0.832 0.448 0.640
DPPH 1 0.657  0.801 0.926" 0.657
ORAC 1 0.915 0.410 0.464
TRAP 1 0.557 0.384
O, quenching 1 0.689
MCC 1

Statistiques: Les valeurs sont significativemeffédentes (*P <0,05, ** P <0,01 et *** P <0,001) par coefficient de corrélation de Pearso
MCC, capacité de chélation des métaux

93



Reéesultats et discussion

2.2. Effet scavenger des radicaux superoxydes et effetshibiteurs sur les pro-

oxydants

Pour limiter le stress oxydatif, linhibition deO}: et/ou de certaines sources
biologiques et conditions de production pourrait &iertinente pour l'utilisation médicinale
d’ A. radiata Les résultats de l'inhibition de XO (en mesuranproduction d'acide urique
selon (Coset al. 1998), le piégeage de,O (par une méthode de fluorescence (Cassiel.
2016)) et la détermination de MCC (par le ferroz{Aenbigaipalanet al. 2016) effectuées
dans du méthanol) sont indiquées dans le table&euds les extraits de AQL, de méthanaol,
d'acétate d'éthyle et de butanol ont montré unélefaiactivité inhibitrice de XO
(ICs0>10Qug/mL) par rapport & des inhibiteurs assez puisdatitspurinol et quercétine) ou
modéreés (acides caféique et gallique).

Le tableau 8 montre que les mémes extraits démuntnae inhibition appréciable
contre XO possédent des activités de piégeage feb€ucoup plus fortes (c'est-a-dire
environ 1000 fois), comme indiqué par des valewd@, significativement inférieures a
0,3ug/ml. De fortes corrélations positivé€s<0,05) ont été obtenues entre le piégeagetde O
et TPC (f = 0,711), TFC = 0,776) et les dérivés hydroxycinnamiqués=(10,556), mais
pas avec les dérivés hydroxybenzoiques (tableasugpérant la participation des composeés

phénoliques des extraits (et en particulier desdytinnamates).

La valeur MCC, indice de la capacité des composéhiber la peroxydation lipidique
induite par le fer en formant des complexes avét, Peésente de fortes variations entre les
extraits, dans l'ordre décroissant: PE> AQIlméthanol> acétate d'éthytefraction AR~
butanol (tableau 8). Globalement, les activitéseétafaibles a modérées par rapport aux
composés de référence, mais des corrélations goificatives ont été trouvées entre le MCC
des extraits et TPC, TFC, ou l'une des activitépidgeage des radicaux peroxyle (TRAP,
ORAC) et Q, indices testés ci-dessus & 0,294 - 0,464) (tableau 7). une corrélation
inverse a été observée entre l'activité réductlieeMCC et DPPH fr= 0,657,P <0,05)
(tableau 7), en accord avec les observations peatésl (Zhaet al. 2008), suggérant que les
extraits ayant une capacité MCC plus élevée pantavoir une activité de piégeage plus
faible. Notamment, une corrélation négative a étdiviee entre MCC et la teneur en
flavonoides déterminée par HPLC (r = -0,8%3<0,05) (tableau 7) suggére que dans la
plupart des extraits, les flavonoides peuvent ptiecipalement sous forme de complexe
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métal-flavonoide, avec une faible capacité de tio@lanais des propriétés anti-oxydantes

accrues (Liu & Guo 2015), plutét que des conjugglgsosidiques.

Tableau 8.Inhibition de la xanthine oxydase (XO), quenchingsiiperoxyde et capacité de

chélation des métaux (MCT)

Extrait XO inhibition Superoxide quenching MCC

ou compose ICs0(ug/mL) ICs0(ng/mL) umol EDTAE/d
AQL 531.0 + 6.1* 0.222 + 0.005* 40.1 + 4.3
MeOH-ext 309.3+8.71 0.267 + 0.007* 35.4 + 4.7*
PE-ext > 2409 1.740 + 0.039 70.9 £ 9.2*
EtOAc-ext 120.3+ 82 0.145 + 0.005 15.2+0.9
n-BuOH-ext 352.0 +8%7 0.186 + 0.009 100+ 1.4
AR > 2400 0.554 + 0.005 19.0+0.7
Acide caffeique 19.5 + 271 0.013 + 0.000 123.4+1.9
Quercetine 4.2 +072 0.083 + 0.006 102.1+1.2
Acide gallique 41.12 +1 0.002 + 0.000 88.2+1.8
Allopurinol 1.1+0.1 —_— —
Metformine > 1000 >100 —

Statistiques: Les mémes symbolgd * ou* indiquent que les valeurs sont significativement
différentes P <0,05) des autres par test ANOVA a deux facteur sl test des
comparaisons multiples de Newman-Keuls.

&Valeurs représentent la moyenne + SEM de 3-6 éxpégs indépendantes réalisées en
triplicata.

P AQL, extrait aqueux lyophilisé; MeOH-ext, extraiéthanolique; PE-ext, extrait éther de
pétrole; EtOAc-ext, extrait acétate d’éthyheBuOH-ext, extrain-butanolique AR fraction,
fraction aqueux résiduelle

‘Equivalents d’'EDTA.
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2.3. Activité de piégeage des radicaux hydroxyles desteaits hydrosolubles

L'activité inhibitrice HO a d'abord été déterminée en utilisant un dosage
radiomimétique (avec EDTA) et spécifique au sitenésEDTA) de désoxyribose dans un
tampon phosphate, pH 7,4. Tous les trois extraitg$es dans I'eau présentent une inhibition
de dégradation oxydative du désoxyribose dépendamtéa concentration dans les deux
conditions, avec un pic a environ 0,25 mg/mL et phes grande activité observée dans le
dosage radiomimétique (figure 19A). Le pouvoir dsgpage de HOibres estimé par dosage
radiomimétique (Halliwellet al. 1987) entre les extraits est dans l'ordre suiviamtanol~
AQL> fraction AR. Le pouvoir de chélation du ferstiené par le test spécifique au site
(Aruoma et al. 1987), a diminué entre les extraits dans l'ordre@amt: butanol> AQL~
fraction AR, une divergence avec les données M@Rldau 8) peut provenir des différences
de solvant et de pH. A une concentration de 0,3nhdbus les échantillons présentent une
augmentation marquée de l'absorbance, en particldies des conditions radiomimétiques
(figure 19A). Un tel effet pro-oxydant dans le dgsau désoxyribose est commun & plusieurs
polyphénols et flavonoides dérivés de plantesdgeésla quercétine (Puppo 1992), et la forte
activité observée dans l'extrait de butanol perg Bte a ses teneurs élevées en TPC et en
TFC (Tableau 5).

En outre, le taux constant relatif de piégeage @ Ipar les extraits a été estimé en
déterminant les pentes de la courbe dAssi/contre la concentration dans le dosage
radiomimétique (figure 19B). En utilisant cette hae, un taux constant de 1,9 ¥ M* s*

a été obtenu pour le mannitol, en accord avec ¢eméks de la littérature (Halliwedk al.
1987). Ainsi, les taux constants apparents calcps I'extrait de butanol, AQL et la
fraction AR sont respectivement de 11,2 X, 805 x 1§ et de 6,3 x 1I0M™* s,

Dans une seconde série d'expériences, 'EPR sppHig a été utilisé comme méthode
alternative pour mesurer l'activité inhibitrice H®'. Les radicaux hydroxyles générés dans
un systéme Fé -H,0, ont été piégés par le spin trap DMPO pour fornes addduits qui
peuvent étre détectés par EPR. Le signal est iahila& les piégeurs de HQui sont en
compétition avec le DMPO pour HOLes résultats ont confirmé les fortes activités d
piégeage du HOobservées dans le dosage radiomimétique du délsozgr avec une
inhibition dépendant de la concentration des signaBR obtenus jusqu'a 10 mg/mL pour
chaque extrait. Il doit étre souligné que danse®ues expériences avec l'extrait de butanol,
aucun signal supplémentaire n'a été détecté, man@e, des adduits centrés sur le carbone
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secondaire provenant de la réaction de’ ld@ec du n-butanol résiduel. En utilisant une
méthodologie établie (Finkelsteat al. 1980), les taux constants apparents pour le pi&gea
de HO ont été estimés a partir des pentes des counbésiaries compétitives montrées sur la
figure 19C. Comparé a la puissance de pieégeagexdealt de butanol, d'autres extraits sont
apparus moins efficaces dans le test EPR (-62% AQIL et -79% pour la fraction AR) par
rapport au dosage radiomimétique de désoxyribd&€4-pour AQL et -44% pour la fraction
AR).
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Figure 19.Radicaux hydroxylés piégés par des extraits hydinbtesd'A. radiata

Les valeurs représentent les moyennes + SEM (n6¥ 8A) Effet concentration-dépendant des
extraits sur [F&-ascorbate-bD,] la dégradation du désoxyribose en présence (raniétique) ou
absence (spécifique au site) de 'EDTA. (B) Détaatibn des constantes de vitesse pour le piégeage
HO'. Les absorbances a 532 nrAszf) ont été mesurées dans le dosage radiomimétique de
désoxyribose. (C) Les courbes de compétition @nés pour le piégeage sur DMPO de’[FB,0,]-

HO' généré en présence d'extraits. AQL, extrait aqlyphilisé; n-BuOH-ext, extrain-butanolique;

AR fraction, fraction aqueux résiduell, et | représentent les intensités du signal EPR dans le
controle sans extrait #&chantillon, respectivement.
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3. Activités inhibitrices contre les enzymes digestie

La surveillance des taux de glucose sanguin posdpk utilisant des inhibiteurs
d'enzymes hydrolysant les carbohydrates provenantsalirces naturelles est considéré
comme une approche thérapeutique économiquemegrtessinte dans le traitement du
diabete de type 2 puisque l'utilisation de drogyeghétiques est souvent associée a des effets

indésirables gastro-intestinaux.

Les activités inhibitrices des extrait$A. radiata contre lh-amylase pancréatique et
deux sources d'glucosidase (SC et RIP) ont été évaluées. Leditehis, le voglibose, le
miglitol et I'acarbose, et les flavonoides de dtrreesimilaire, la lutéoline et la myricétine, ont
éte utilisés comme témoins positifs. Deux dosagegldcosidases ont été realisés parce que
les enzymes d'origines différentes sont connus mbiférer fortement dans les essais
d'inhibition en raison de leur structure différef@ki et al. 1999). Le tableau 9 montre les
valeurs I et les concentrations d'échantillons associés Ewédition maximale atteinte.
Les activités inhibitrices deaFamylase ont diminué entre les extraits dans koslrivant :
acétate d'éthyle> butanol> méthanolAQL, tandis que l'extrait de PE et la fraction AR
étaient inactifs (non représentés). Il est a mui&jne inhibition plus forte de l'activité de'
amylase a été rapportée pour l'acétate d'éthyle butanol contre les extraits de PE de
feuilles de Phyllostachys eduliset les auteurs ont conclu que les niveaux élewes d
flavonoides contenus dans les fractions polaires/grg agir en retardant la digestion de
I'enzyme carbohydrate et en interagissant direatemneec I'amidon (Yangt al. 2014). Les
effets prononcés de l'acarbose et des deux flagdeadhdiqués dans le tableau 9 sont en
accord avec des déterminations antérieures danscaeditions similaires (Okiet al.
1999;0laokuret al. 2013;Taderat al. 2006) et, en relation avec les constituants flavdes
des quatre extraits actifs, une bonne corrélatiait #ouveé entre leur capacité d'inhibition de
l'a-amylase et leurs TPC?(= 0,912,P <0,05), TFC ( = 0,973,P <0,01) et contenu
hydroxycinnamique ¢=0,988,P <0,01).

Les activités inhibitrices dasFglucosidase SC et RIP ont diminué entre les dstdans
l'ordre suivant. acétate d'éthyle AQL> butanol> méthanol, et butanol> acétate diéthy
AQL >> méthanol, respectivement (tableau 9). Dassdeux dosages, l'extrait de PE et la
fraction AR étaient de nouveau inactifs (non repnéss). Dans le test SC, aucungyl€a été
trouvée pour les extraits, le miglitol et le vaglse, tandis que l'acarbose et les deux

flavonoides, présentent des efficacités au moinx deis meilleures. Dans le test RIP, les
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deux flavonoides étaient de faibles inhibiteursl'daylucosidase alors que le voglibose, le

miglitol et l'acarbose présentent des propriétés fbrtes (tableau 9), en accord avec des
mesures antérieures (O&i al. 1999). En utilisant un test SC, Silva et al. (8t al. 2016)

ont signalé une forte activité inhibitrice de-glucosidase SC pour les extraits d'acétate
d'éthyle d'Eremanthus crotonides(Asteraceae) et identifié plusieurs constituants
polyphénoliques actifs tels que la quercétine,Uarcgtine-3-méthyléther, la lutéoline et les

dérivés de l'ester n-butylique de l'acide caféoylique. Cependant, dans les deux dosages
d'a-glucosidase effectués dans la présente étudenawnrrélation n'a été trouvée entre la

puissance d'inhibition et le TPC et le TFC desastdr

La plupart des études sur les extraits de plantele® phytoconstituants qui peuvent
contribuer au traitement du diabéte ont focalisé I$ohibition de la-amylase et de d*
glucosidase, qui catalysent la digestion des gascieh glucose (Sales al. 2012;Etxeberria
et al. 2012). Plusieurs membres appartenant a la faméke Asteraceae ont été proposeés
comme agents antidiabétiques fonctionnels (Sidh@h&arma 2013;Silvat al. 2016), une
propriété associée au potentiel inhibiteur enzymouatide leurs constituants polyphénoliques,

en particulier les flavonoides (Siled al. 2016).
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Tableau 9. Activités Inhibitrices contre d-amylase pancréatique porcine (PPA) etdeglucosidases d&. cerevisiagSC) et de la poudre

intestinale d'acétone de rat (RfP)

Extrait ou o-amylase (PPA) o-glucosidase (SC) o-glucosidase (RIP)
composB ICs0(ng/mL) inhibition (%)  1Cso(ug/mL) inhibition (%)’ ICs0(ng/mL) inhibition (%)
AQL nme 27.7 £2.4* Nm 34.6 £ 1.7* 992 + 40* 50.5 + 1.0*
MeOH-ext nm 35.9 +2.9* Nm 17.7+31 nm 18.3+0.4
EtOAc-ext 135.7 +12%  89.3+3.5 Nm 38.3+6.1* 837+ 25 73.2+7.8
n-BuOH-ext 254.7 +572 55.2 +1.2 Nm 248 +3.1 561 + 53 64.5+2.1
Acarbose 0.57 +0.03 > 99 114.4 +3.9 63.7 £2.2 910.1 62.4+2.6
Luteoline 4.58 +0.52 > 99 3.8+0.4 84.6 +0.8 nm 17.1+1.9
Myricetine 7.31+0.54 61.2+2.8 3.2+04 89.5.6 nm 253+1.1
Miglitole nm 249 +4.6 Nm 20.6 £2.2 19.6 + 0.1 B% 1.8
Voglibose nm 235+2.9 Nm 12.5+3.0 0.35 +0.05 097 1.1

#Valeurs représentent la moyenne + SEM de 3-5 expegs indépendantes réalisées en triplicata.

"AQL, extrait aqueux lyophilisé; MeOH-ext, extraitthanolique; EtOAc-ext, extrait acétate d’éthylBuOH-ext, extrain-butanolique.

¢ Concentration donnant un pouvoir inhibiteur maxineatraits, 28Gug/mL; acarbose, 6.2g/mL;luteolin et myricetin, 421,g/mL; miglitol et voglibose, 62
ng/mL. ¢ Concentration donnant un pouvoir inhibiteur mastireatracts, 1.4 mg/mL; acarbose, 37g¥mL; luteolin and myricetin, 4g/mL; miglitol et
voglibose, 2Qug/mL.°Concentration donnant un pouvoir inhibiteur maxinextracts, 1.0 mg/mL; acarbose, | @¥mL;miglitol et voglibose, 3ig/mL.°non
mesurable

Statistiques: Les mémes symboled ou” indiquent que les valeurs sont significativemeiffétentes P <0,05) des autres par test ANOVA &
deux facteurs suivi du test des comparaisons nhestigee Newman-Keuls.
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4. Etudes de cytotoxicité

Les propriétés cytotoxiques des quatre extraitsgmi@ant les activités les plus élevées
dans les tests antioxydants et les dosages dliomil@nzymatique ont été criblés contre des
cellules A549 et NHLF en mettant en ceuvre la vigbides cellules FMCA et MTT, et des
dosages de l'activité métabolique. Les cellulesé&étincubées dans du DMEM contenant
0,2% de DMSO comme véhicule pendant 48 h. Avanéxggriences, on a vérifié que l'ajout
de 0,2% de DMSO dans le milieu de culture nindueacune perte de viabilité des cellules
confluentes aprés une incubation de 48 h (non septée). Les résultats ont montré des effets
cytotoxiques tres faibles de I'AQL et de I'extdetbutanol, avec des valeursd€250ug/mL
dans les deux lignées cellulaires, NHLF étant méiement plus sensible (Tableau 10). Une
viabilité cellulaire beaucoup plus faible a été ebée pour les extraits de méthanol et
d'acétate d'éthyle et, pour cette derniere fractionpeut proposer que la cytotoxicité puisse
étre liee a la présence de constituants faiblepelaires tels que les conjugués flavonoides,
les alcaloides, les saponines ou les tanins quvepguinterférer avec les membranes

cellulaires a des concentrations élevées.

Au total, les extraits plus solubles AQL et de bola qui présentent des propriétés
antioxydantes optimisées, inhibitrices enzymatigetesytotoxiques faibles comparables a la

metformine (Tableau 10), ont été jugé appropriér autres essain Vivo.
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Tableau 10.Cytotoxicité contre les cellules cancéreuses durmouhumain (A549) et les

fibroblastes normaux (NHLF)

MTT FMCA

Extrait ou compogé ICs0 (MG/ML)° ICs0 (Hg/mL)

A549 NHLF A549 NHLF
AQL 360 + 12* 270 + 13* 365 + 21* 252 + 6*
Methanol 143+ % 35+3 123+ 2 23+ P
Ethyl acetate 118 2 24+ T 108 + 7 17+7
n-butanol > 400 > 400 > 400 > 400
Metformine > 400 > 400 > 400 > 400

Statistiques: Les mémes symboles, ou” indiquent que les valeurs sont significativement
différentes P <0,05) des autres par test ANOVA a deux facteunsi sidu test des
comparaisons multiples de Newman-Keuls.

% Valeurs représentent la moyenne + SEM de 4-8 expeas indépendantes réalisées en
triplicata.

PAQL, extrait aqueux lyophilisé; MeOH-ext, extraitthanolique; EtOAc-ext, extrait acétate

d’éthyle; n-BuOH-ext, extrain-butanolique.

¢ ICso est définie comme la concentration de I'échamtiliésultant en 50% de viabilité
cellulaire aprés 48h et calculée a partir des @sidoncentration-réponse.
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5. Effet protecteur sur I'oxydation des LDL

Les dommages oxydatifs des molécules lipidiques wo@a des premiéeres étapes dans le
développement de [l'athérosclérose et des maladiediocasculaires provoquées par
I'hyperlipidémie et sa prévention par les antioxydapeut étre une approche thérapeutique
efficace. Les LDL humaines ont été oxydéesitro par des ions cuivre en présence de 5-
30ug/mL d'AQL, d'extrait de butanol ou de metformirideedegré d'oxydation des LDL a été
évalué en surveillant la production de dienes aquigs (a 234 nm) pendant 6h a 37°C et
formation de TBARS (a 532 nm) immédiatement aphésubation. Les deux extraits, a
5ug/mL, mais pas la metformine, inhibent significativent la formation de diénes conjugués
par rapport aux LDL oxydés sans extrédt<0,05 par ANOVA a deux voies), et les profils
cinétiques indiquent un temps de latence différd (® pour la formation de diene maximal
qui atteint un pic a 4 h dans le témoin (figure PORelativement a l'oxydation des LDL
témoins, les taux de TBARS sont significativemantidués par I'AQL et I'extrait de butanol
d'une maniére dépendante de la concentration @igQaB), avec des valeurssiCde 7,1
ug/mL et 4,2 ug/mL, respectivement. Dans ces expeériences, lesritEides quercétine
(IC50=0,32ug/mL) et la lutéoline (I = 0,98 ug/mL), mais pas la naringénine sont des
inhibiteurs plus puissants, conformément aux dosm&ela littérature (Mirandat al. 2000).
Encore une fois, la metformine est inefficace comamtioxydant dans la réduction de

I'oxydation des LDL par rapport aux extraits.
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Figure 20. Oxydation de la LDL humaine (50 ug de protéinelapkes incubation avec du

CuSQ (2 mM) dans du PBS.

(A) Au cours du temps de la formation de diénegumgurés en l'absence ou la présence de
composeés testés (5 ug / ml). (B) Taux de TBARSsapré d'incubation en I'absence ou en
présence de composeés testés: quercétine et lwé@ipng/mL), narigénine (25ug/mL),
metformine (25ug/mL) ou des extraits A: radiata(5 ou 15ug/mL). Les valeurs représentent
les moyennes + SEM (n = 3-6). Statistiques: 0,001 vs Ct* (témoin) par ANOVA &

un facteur suivi de tests de comparaisons multiples
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6. Effet protecteur sur des cellules béta-pancréatiqugede rat en culture

dans des conditions de glucose élevé

Dans cette étude, on a évalué si I'extrait d’AQLdetbutanol peuvent favoriser la
viabilité et l'activité métabolique des cellulestdb8NS-1E du rat exposées a un milieu
hyperglycémique imitant les conditions du diab&emme prévu, la viabilité cellulaire et
I'activité métabolique ont été significativementlué#es a environ 50% des valeurs témoins
lorsque les cellules béta ont été exposées peddahta un taux de glucose élevé (figures
21A et B). Les cellules exposées a la concentrdéigrius élevée de glucose de 25 mM sont
apoptotiques comme en témoigne une augmentatiowidia 1,5 fois de l'activité de la
caspase-3 par rapport aux conditions normalesréigiC). Les dommages cellulaires induits
par I'hyperglycémie ont été prévenus de facon dépendante par I'application de 1-
15ug/mL de chaque extrait (Figure 21), ce qui sugggrds peuvent étre efficaces comme
agents anti-apoptotiques et protecteurs a des dom@patibles avec les concentrations
plasmatiques aussi bas qued@mL. En outre, ces effets des extraits sont coaipas a ceux
de 3ug/mL de quercétine, ce qui suggere que la fragiioénolique de I'extrait peut étre au

centre de l'activité protectrice.

Bien que les données des tableaux 6 et 8 soienpatdstes avec une faible propriété
antioxydante et piegeante de la metformine, ellésiéanmoins exercé un effet protecteur sur
les cellules béta a Ag/mL, possiblement en corrigeant les anomalies diabolisme
calcique intracellulaire dans les tissus insulienosibles (Violletet al. 2012). Un fait
intéressant est que I'ajout deadmL de AQL a fortement renforcé cet effet protactde la

metformine sur la survie des cellules béta (figae

106



Resultats et discussion

A B
s §
100 5 = S
—~ T lik;ikl ‘2100-' *il*ilz
20 804 T ] 3% g O T T
5 | T EE 1M T
'28 60 < g 601
-5 ] 8% 7
R - wv -
201 8 204
- E -
0-\IIIIIII - 0_\IIIIIII
S O OO OO L S O OO OO0
L ESOET S ESOE
S U999 S FO 9SS
NN NN NEO D
NS NN\ X QW00
N A YA O\ \Q\/
O ALE AR QA
8 L NRQIR clOge
LIS L X
ERRN x@ LN x§¥
C
1] = ;
£ 140] =
53 1201 BEIRERES
T E 1004
3 .
5o 80
= 807
s 607
2% 40]
(8] 20_-
O_\IIIIIII
O OO0 00
IR FH Y
SN
S F oL 9Y
N
Q v o
O X v
Ny N x
(\'@Q?\) XVQ’;\'
& N

Figure 21.Effet protecteur des extraitA. radiatacontre la toxicité induite par le glucose

élevé dans les cellules béta.

La viabilité cellulaire et I'apoptose ont été ééas par (A) l'activité métabolique a base de
MTT, (B) la teneur en ATP intracellulaire, (C) taxité de la caspase-3 cytosolique.

Les cellules INS-1E ont été incubées dans du miEMI 1640 contenant du glucose normal
(ttmoin, 5 mM) ou du glucose (HG, 25 mM) pendanth8dn I'absence ou en présence de
composeés testés: quercétinqufmL), AQL et extrait au butanol (5 ou 1H/mL) ou [Met +
AQL] (a 2 et 5ug/mL, respectivement).
Statistiques: *P <0,05 et *** P <0,001 vs contrble, ® <0,01 et tP <0,001 vs HG et
P<0,05 vs [Met + AQL], par ANOVA a un facteur suipar les tests de comparaisons

multiples de Tukey.
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7. Toxicité orale aigué d'extraits sur des souris C57B/ 6 J

Aucun des animaux recevant par voie orale 2000 gnd/kKQL ou d'extrait de butanol
n'‘est mort jusqu'a 10 jours, et n'a montré aucgimesde douleur, de détresse et de souffrance,
il a été considéré que la DL50 estt000 mg / kg dans les deux cas. Selon (Yamaatkh
1990), les extraits ayant une toxicité aussi faildenécessitent pas de tests supplémentaires
pour détecter des effets |étaux. Par conséquenpriechaines études pharmacologiques ont
éte réalisées en utilisant la gamme de dose nogquexie 25 a 250 mg/kg de poids corporel,
ce qui est pertinent pour l'utilisation de la ptaein médecine traditionnelle (Ghoueti al.
2013).

8. Effet antidiabétique sur des souris C57BL / 6 J nauies a la graisse

Le potentiel des plantes exercant des activiteogiypémiques et/ou mimeétiques de
I'insuline a se développer en tant qu'antidiabésquaturels est de plus en plus exploité. Leurs
activité biologique repose sur differents mécansmetamment l'inhibition des enzymes
hydrolysant les hydrates de carbone, I'inhibitiom ld réabsorption rénale du glucose, la
stimulation de la sécrétion dinsuline ou la rémctde la résistance a linsuline,
'augmentation du nombre et de la taille des cefiidans les ilots de Langerhans, l'inhibition
de la production de glucose et régulation a la $eudes transporteurs de glucose ou de
I'activité antioxydante (Riost al.2015). Méme sA. radiatafait depuis longtemps partie de
la médecine traditionnelle saharienne pour traieer maladies liées a I'hyperglycémie
(Bnouhamet al. 2006;Hammiche & Maiza 2006;Ghouet al. 2013) on en sait tres peu sur
l'utilité de la plante dans le traitement du diabeéxpérimental. Compte tenu du fort pouvoir
antioxydant, du piégeage radicalaire, des promi#étRibitrices des enzymes et de l'activité
protectrice des lipoprotéines et des cellules patirtues de I'AQL et de I'extrait de butanol
établis ci-dessus, leur potential vivo a été étudié chez des souris C57BL/6 J nourries au
HFD pour déterminer (i) leur activité dose-répohgpoglycémiante aigué dans le sang dans
les 4 h, et (ii) leur activité anti-hyperglycémigeteantidiabétique apres traitement oral a long

terme, dans le but de délimiter les mécanismesijsoests.
8.1. Activité hypoglycémiante aigué des extraits: étudde détermination de la dose

Les souris sous HFD pendant 16 semaines ont regexteaits par voie orale a 25, 75,

150 et 250 mg/kg ou 15 mg/kg de glibenclamide stthux de glucose sanguin ont été
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surveillés jusqu'a 4 h aprés le traitement. Lexdaetraits ont montré une puissante propriété
hypoglycémique atteignant un maximum a 150 mg/kgcaun effet comparable a celui du

glibenclamide a la dose de 15 mg/kg (figure 22A9r Ponséquent, la dose 150 mg/kg est
sélectionnés pour des études in vivo a long teumdes extraitgl'A. radiata.
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Figure 22.Effet hypoglycémiant aigu et test de tolérancelaaage par voie orale (OGTT)

chez des souris ayant recu des extdis radiata

(A) Niveaux de glucose dans le sang aprés un tnaité oral aigu.

(B) les niveaux de glucose dans le sang pendantffOGT

(C) Zone sous la courbe des niveaux de glucoseldaasng pendant OGTT.

Traitements: contrdle, souris nourries avec unmeégstandard; HFD, souris en alimentation
riche en graisses pendant 28 semaines ; + n-Bu@QHissen HFD pendant 16 semaines, puis
extrait HFD + butanol (150 mg/kg) pendant 12 semsirt AQL, souris sur HFD pendant 16
semaines, suivi de HFD + AQL (150 mg/kg) pendansd@aines; + AQls, souris sur HFD
pendant 16 semaines, suivi de HFD + AQL (75 mgfi@)dant 12 semaines; + Met, souris
sur HFD pendant 16 semaines, suivi de HFD + meifer(i50 mg/kg) pendant 12 semaines;
+ Met;s + AQL7s, souris sur HFD pendant 16 semaines, suivi par HEDetformin + AQL]
(tous les deux a 75 mg/kg) pendant 12 semaines.

Statistiques: *P <0,05, ** P <0,01 et ** P <0,001 vs témoin; B <0,01 et TP <0,001 vs
HFD et ¥ P <0,05 vs [Mefs + AQL7s], par ANOVA a un facteur suivi des tests de
comparaison multiple de Tukey.
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8.2. Etude a long terme sur les souris diabétiques: pris de nourriture, poids
corporel et poids de la graisse corporelle

Au début des traitements, le poids corporel moyeit de 17,1 £ 1,1 g (n = 84). Le
tableau 11 montre que, aprés 28 semaines, les axiduagroupe HFD ont montré une prise
de poids significativement plus élevé (+ 242%, egpondant & 0,85 g/semaine) par rapport
au groupe contréle SD (+ 175%, correspondant a §/dé&maine). Une fois l'induction de
l'obésité a été caractérisée a 16 semaines, actlist- que les poids moyens sont de 30,7 *
0,2g dans le groupe HFD et de 22,5 £+ 0,1g dansdepg SD, cing sous-groupes d'animaux
du groupe HFD sont distribués dans [HFD + AQL], [HF AQLys], [HFD + n-BuOH],
[HFD + Met] et [HDF + Mets + AQL7s] et ont recu en supplément 150 mg/kg de poids
corporel du composeé test correspondant pendaritZesemaines restantes a l'exception des
groupes [HFD + AQLs] et [HDF + Mets + AQL7s] ou les doses de AQL et Met sont de 75
mg/kg. Alors que pendant cette période le groupP ldEontinué a montrer un poids corporel
plus élevé comparé au groupe SD, cette tendanamidede poids a été significativement
prévenue dans les groupes traités a 150 mg/kg,degeprises de poids final comparables de
+200%, +198% et +199% dans les groupes [HFD + AQHED + n-BuOH] et [HDF +
Met], respectivement (correspondant & environ §/68maine) (Tableau 11).

A la dose la plus faible de 75 mg/kg, I'AQL prévid¢aujours le développement de
l'obésité (+ 206%) et I'ajout de metformine ame&ionéme la réduction de poids (+ 191%
dans le groupe [Me$ + AQL-g]). A la fin du traitement, le pourcentage de magsasse
corporelle a été de 10% dans le groupe SD, qurtarfent augmenté jusqu'a 22% dans le
groupe HFD, significativement diminué a seulem&%ldans les groupes [HFD + n-BuOH]
et [HFD + Mets + AQLys] et est resté dans les 14-16% dans les autrepegouaites.
Comme aucun changement n'a été observé parmidapag concernant l'apport alimentaire
(Tableau 11), la difféerence d'apport calorique dengroupe HFD (c'est-a-dire environ 1,5
fois par rapport au groupe SD) est probablememoresable du gain observé dans la masse

corporelle et la masse grasse.

Les résultats du groupe HFD sont en accord aveajgsorts précédents sur la sensibilité de
la souche C57BL /6J a développer une hyperglycéume, hyperinsulinémie et une obésité
lors de I'administration de HFD contenant 30-60%gd&sse. Ces caractéristiques ont été
rapportées pour les études de l'action curativentiEicaments traditionnels dans le diabéte
insulino-résistant de type 2 (Gallou-Kabanal. 2007;Yokotaet al. 2009;Hamzaet al. 2012).
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Ainsi, il a été conclu que les deux extraits tesp@irraient significativement réduire

l'augmentation induite par le HFD du poids corpaede l'adiposité sans affecter I'apport
calorique.
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Tableau 11.Effets antidiabétiques, antioxydants et anti-inflaatoires des traitements chez les souris C57BR / 6J

® Groupes expérimentaux

Paramétres

Control SD HFD [HFD+AQL] [HFD+AQls] [HF+n-BuOH] [HFD+Met] [HFD+Mets+tAQL 5]
Poids corporel (g) 29.8+0.8 41.9+1.0* 34.99*  358+1.0% 33.6+0.9% 33.9 + 0.4% 31.7+0.7
Apport alimentaire (g 286 + 6 279 +12 281+9 282 + 4 285 + 8 283+1  285+3
Masse grasse totale (g) 2.91+0.03 899+0.12* 874.0.04® 531+0.08% 4.07=+0.18* 461+0.07% 3.71+0.08
Glucose (mg/dL) 85.9+1.3 260.4%7.4% 135744% 1435+38 137.0+19.8% 1242+25% 107.5+23
Insuline (ng/mL) 1.8+0.2 4.8 + 0.5%** 31+04 3.3+0.3% 27+0.2 25+0.3 22+0.2
HbAc (%)¢ 5.1+0.1 8.6 + 0.3*** 59+073 6.3+ 0.2% 5.8+0.1 5.8+0.2 5.3+0.2
Leptine (ng/mL) 71+1.2 36.8+23* 158+18* 187+1.7% 153z%25 240+1.9% 14311
T-cholestérol (mg/dL) 53.8+58 115.8+6.5* Ba1.2*" 88.0+3.8*° 67.8+2.3 85.4+3.7%"  80.1+3.9*
Triglycérides (mg/dL) 64.9+2.1  111.7+9.5* 8251 89.8+3.9*%  69.8+3.6 78323 72.7+3.9
Triglycérides du foie (mg/g)  0.69+0.04 6.96 +@¥ 2.59+0.45  293+0.31% 1.99+0.29 2.09+0.23  1.71+0.24
Glycogéne du foie (mg/100g) 49.2+2.9  19.1+2.9* 38.3+3.5 35.4+6.1% 31.4+6.1% 40.3+3.5 453+41
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GSH/GSSG

PC (nmol/mg proteins)
IL-6 (pg/mL)

MCP-1 (pg/mL)

TNF-a (pg/mL)

3.01+£0.07 2.08 +0.16***

2.99 + 0.05

0.99+0.11 1.67 £0.12** 18+0.123

99+10

482 +5.3

435+19

23.1 £0.9**

55.7+4.4

87.3 +4.9**

14.0 +1'9
453+7.2

56.3+3.5

2.68 +0.09

1.26 +0.1%

16.6 + 2.1*%

5181

61.4 +6.1%

2.65+0.18
1.23+0.18
146 +2.0
56.0 + 8.1

65.4 +6.1*

2.19+0.11%

1.48 +0.05

16.9 + 1.3%
48.3+22

59.9+6.3

3.12+0.08

1.09 +0.03

12.1+1.0
50.0 + 4.1

51.4+6.%

Statistiques: Les valeurs sont significativemeffédéntes des témoins P <0,05, ** P <0,01 et *** P <0,001), HFD (& <0,05 et P <0,001) et

1 P <0,05 vs [ Mets + AQL7g], par ANOVA a un facteur suivi du test de compswoai multiple de Tukey.

% Les valeurs représentent la moyenne + SEM de éxp2riences indépendantes réalisées en triplicatadosages ont été effectués dans du
Elasma sanguin sauf indication contraire.
Groupes et traitements: SD, souris témoins naiaiec un régime standard; HFD, souris nourries amerégime riche en graisses (60% de
matieres grasses); AQL, extrait aqueux lyophilis@8uOH, extrait de butanol, Met, metformine. Dedraixs et de la metformine ont été
administrés a 150 mg/kg/jour pendant 12 semainesémutives a une induction de HFD de 16 semaiae$,pour les groupes avec Aglet
Metzs pour lesquels les doses étaient de 75 mg/kg/jour.
 Nourriture moyenne consommeée par souris mise gmum sur 12 semaines.
4 Abréviations: HbAc, hémoglobine glycosylée; T-cholestérol, cholestéotal; GSH / GSSG; rapport du glutathion réduibxydé; PC,

protéines carbonyles;
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8.3.Effet sur la glycémie et linsuline, tolérance au lgcose, glycation de

I'hnémoglobine, hyperleptinémie et hyperlipidémie

Au début des traitements, les taux initiaux de gbacet d'insuline a jeun étaient
respectivement de 80,4-82,6 mg/dL et de 1,2-1,6nbgline augmentation de ~300% et
~270%, respectivement, a été observée a la ser@8inbez les souris HFD (tableau 11).
Le traitement avec I'AQL ou I'extrait de butanolaadose de 150 mg / kg et, dans une
moindre mesure, a 75 mg / kg de AQL, a réduit §igativement la glycémie et
I'nyperinsulinémie modérée par rapport au groupeDHBe maniere prévisible, la
metformine sensibilisatrice a linsuline a montrée dpuissantes propriétés
antihyperglycémiques a 150 mg/kg, avec un effetofgiyzémiant légerement meilleur,
mais non significatif, par rapport a 'AQL et atiit de butanol a la méme dose (Tableau
11).

Comparativement aux souris SD, les animaux sous étiDiéveloppé un diabéte de
type 2 avec des caractéristiques de résistancesalihe comme indiqué par le test OGTT.
Le taux de glucose sanguin observé a 90 min esifis@fivement réduit par un traitement
avec AQL seul (150 mg/kg) ou un mélange de metfoengt AQL (tous les deux a 75
mg/kg) d'une maniere dépendante de la dose (figRB). L'amélioration de l'exposition
globale au glucose a été évaluée dans les growpggémentés par AQL et extrait de
butanol en calculant TAUC qui a diminué de 34%%322%, 48% et 55% dans I'AQL,
butanol (150 mg/kg) , AQls, Met (a 150 mg/kg) et [Mes + AQL7s], respectivement
(figure 22C).

Comme le montre le tableau 11, la teneur en HbAL1C gdoupe HFD est
significativement augmentéP €0,001) par rapport au groupe SD, en conséquentaugde
élevés de glucose circulant a long terme qui réagisavec I'hnémoglobine et d'autres
protéines. Tous les traitements ont significativetn@iminué le taux d'HbA1C vers la
valeur témoin, avec une meilleure efficacité préserpar la combinaison d'AQL et de
metformine (les deux a 75 mg/kg), un effet compatdvec la propriété améliorée de ce

mélange dans la normalisation de la glycémie d¢hgiperinsulinémie (figures 22B et C).
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De plus, les données du tableau 11 ont égalemesdéréjue les traitements
améliorent significativement le métabolisme etdianulation des lipides chez les souris
diabétiqgues. L'hyperleptinémie a été réduite de8-84,1%, les taux circulants de
cholestérol et de triglycérides ont diminué respeatent de 24,0-41,5% et de 19,6-37,5%,
et I'accumulation de triglycérides dans le tisspdii@ue a été considérablement réduite de
57,9-75,4%. Il convient de noter que les traiterme@nbase d'AQL ou d'extrait de butanol
ont fortement diminué la masse du tissu adipewnetamené les taux de cholestérol et de
triglycérides a des valeurs normales, suggérants goburraient exercer une activité
lipolytique et/ou anti-adipocytaire. Chez les pemtmeédicinales, I'amélioration de
l'efficacité anti-obésité et anti-dislipidémie & diée a une teneur élevée en dérivés de
I'acide hydroxycinnamique (Alanet al. 2016), caractéristique de l'extrait de butanol

développé ici (Tableau 5).

Enfin, la teneur en glycogéne hépatique des sadR® est significativement
appauvrie P <0,01) par rapport au groupe SD (Tableau 11) |aéwéine augmentation des
activités des enzymes gluconéogéniques en raistaatien altérée de l'insuline. Tous les
traitements et la metformine ont fortement protiégggerte de glycogene hépatique, résultat
qui peut étre lié a la capacité de l'antidiabétiguéduire la gluconéogenese hépatique et a
améliorer I'absorption du glucose et la protectdms cellules des ilots pancréatiques
(Viollet et al. 2012). Cette hypothese semble confirmée pourdigxQL et de butanol en

raison des résultats de I'étude sur les cellules (figure 21).

8.4. Les marqueurs de stress oxydatif et les niveaux decytokines

inflammatoires

Il existe un consensus selon lequel I'hyperglycé&hrenique chez les diabétiques de
type 2 induit une cascade d'événements pathologjisqnaeamment la formation de ROS, la
consommation d'antioxydants, l'augmentation destaxydation lipidique, I'oxydation des
protéines et le dysfonctionnement des cellules lf@iacco & Brownlee 2010;Meigs
2010). Un tel état de stress oxydatif accru a étéaté dans le groupe HFD qui a démontré
des niveaux abaissés de GSH/GSSG dans le sangrate80% et une augmentation de
70% de la formation de protéines carbonyles papodpau groupe SD. Les deux
traitements @\. radiataont complétement rétabli les niveaux normaux (deuapport du
glutathion réduit ou oxydé) ou partiellement (oxyoia des protéines) (Tableau 11),

suggérant l'implication de mécanismes antioxydaets que ceux trouveés in vitro
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(Tableaux 6 et 8). Des études cliniqgues ont ragparte bonne corrélation entre des
niveaux élevés de protéines carbonyles et un mawamtréle glycémique (c.-a-d. quand
Hbac1> 7), une déplétion en GSH, une altération desoadigments et une peroxydation
lipidique (Whitinget al. 2008). Bien que 150 mg/kg de metformine a produoé réduction
substantielle de I'hyperglycémie et de hidbelle n'a pas affecté de maniére significative
les marqueurs de stress oxydatif fournis par lgsagx d'A. radiata a la méme dose
(Tableau 11). Comme dans I'étude cellulaire, uetefynergique de la metformine avec 75
mg/kg d'AQL a conduit a une normalisation du rap@BH/GSSG sanguin et du taux de
protéines carbonyles.

Le stress oxydatif associé au diabete affecte ivegaent (i) la fonction et la
structure du myocarde, conduisant a une cardionf@pdiabétique et a une insuffisance
cardiaque, et (ii) la respiration mitochondriale dwscle squelettique, entrainant une
altération de la tolérance a l'effort (Yokata al. 2009;Meigs 2010). En particulier, la
libération de I'G" consécutive a l'activation de la NADPH oxydase & iécriminée
comme déclencheur de la physiopathologie des nsisaelio-vasculaire et squelettique
induite par le diabete, car des taux élevés deogkjcd'acides gras ou d'insuline sont
responsables des Iésions mitochondriales et dér#iibn de la capacité contractile dans
les cellules musculaires (Yokataal.2009;Meigs 2010).

En conséquence, le myocarde et le muscle du mepus®rieur des souris qui
consomment un régime HFD pendant 28 semaines ontrénone forte augmentation de
I'activitt NADPH oxydase détectée par la lucigérnumainescence (figure 23), qui a été
aboli lorsque le tissu a été traité avec l'inhilnitdlADPH DPI ou I'Q-" scavenger Tiron
(données non montrées). Cette production de NAD&peddante a I'© dans les deux
types de tissus d'animaux diabétiques est fortetimaitée par un traitement a 150 mg/kg
de chaque extrait ou de metformine, ce derniert &ignificativement moins actif dans le
myocarde (figure 23B). Un effet dose-dépendantéatréiuvé lorsque la dose AQL a été
abaissée a 75 mg/kg et une fois de plus une metliegyponse globale a été obtenue dans
les groupes [Met + AQL7s] par rapport a AQgs.

Une autre caractéristique du syndrome métaboligasocié a l|'obésité est
I'établissement d'un état inflammatoire chronigégdre), avec la libération de médiateurs
inflammatoires qui pourraient jouer un réle crudahs la résistance a l'insuline (Akah
al. 2013). Le tableau 11 montre que les deux niveauxytbkines IL-6 et TNk, mais pas
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MCP-1, ont été fortement modifiés chez les sowigupe HFD pendant 28 semaines.
Parmi les extraits testés, AQL a démontré une i&tianti-inflammatoire légerement
supérieure caractérisée par une meilleure actiolesiNF-w. Des études récentes ont
rapporté que les extraits de plantes peuvent sdeviolouble matériel hypoglycémique et
anti-inflammatoire (Heymaret al. 2014), ou peuvent étre utilisés comme traitements
hypolipidémiques agissant éventuellement sur legesvaellulaires impliquées dans

I'expression de I'adipogenese (legal.2014).

(RLU/min/ 100 p g protein)

NADPH oxidase activity (SM)
(RLU/min/ 100 p g protein)
NADPH oxidase activity (MYO)

Figure 23.Activité de la NADPH oxydase dans (A) le muscleealgttique des membres
postérieurs et (B) homogénats myocardiques chegaless soumises a un regime HFD
traitées avec des extrad®\. radiata.

Traitements: voir la légende de la Figure 22.

Statistiques: *P <0,05 et *** P <0,001 vs témoin; B <0,01 et 1P <0,001 vs HFD et
1P<0,05 vs [Mets + AQL7s], par ANOVA a un facteur suivi des tests de comjsam
multiple de Tukey.
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Conclusion générale et perspective

Notre travail a été motivé d'abord, par le soucivdlriser et de promouvoir les
plantes médicinales de I'Algérie afin de facilit&accés des populations a des remedes
traditionnels améliorés a moindre colt. Mais apasila nécessité de la valorisation d’'une
plante d’Asteraceae algériennAnvillea radiata Coss. & Dur., par la recherche des
composés qui peuvent avoir une utilisation théragee. Il s'agit de renforcer la
connaissance phytochimique de ces extraits deepidrde mettre en évidence des traceurs
spécifigues pour cette plante en vue de [l'utilmatiultérieure de ses extraits dans

I'industrie pharmaceutique.

Le diabete de type 2 étudié dans le présent trasilune maladie métabolique
largement répandue, qui voit sa prévalence augmeapaement dans le monde, puisque
son incidence augmentera, selon les données deS;@M 40-45 % (51 a 72 millions de

personnes) entre 1995 et 2025. Son impact socioeéugue est donc considérable,

La découverte des relations étroites entre I'oBg$éts maladies cardiovasculaires,
I'insulinorésistance et les dégradations métabekguse développant en relation avec
I'installation d’'un stress oxydant, nous a condaitconsidérer I'apport potentiel de
composeés naturels qui pourraient étre a la foigogydants, insulino-sensibilisateurs et
hypoglycémiants, comme des facteurs de choix danstiatégie de prévention ou
d’amélioration des conséquences de ces pathologies.

En résumé, il s'agit de la premiere étude a rdigaral'utilisation traditionnelle
d'Anvillea radiatapour le traitement de I'hyperglycémie et des carapibns diabétiques.
L’extrait aqueux lyophilisés AQL eb-butanol de la partie aérienne de la plante ont
démontré une forte activité antihyperglycémique,tingperlipidémique et anti-
inflammatoire, et retardés les dommages myocardigtienusculaires induits par le stress
oxydatif chez les souris C57/BL6J parce qu'ils feuat d'un diabete de type 2 semblable a
celui des humains suivant un régime riche en gresdé & Medeiros 2008). Les extraits
de cette plantes sélectionnées, administrées par amale journalierement durant 12
semaines de traitement, réduisent la glycémie dbgzsouris HDF diabétiques apres
traitement, de maniere significative, ce qui suggeet confirme [lactivité

antihyperglycémiante de ces extraits chez ce maigiteal de diabéte de type 2.

L’apport de ces produits a un effet sur la prismahtaire. On observe parallelement

une amélioration de la glycémie, I'insulinémie 'gtdulinorésistance. Etant donné, que ce
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modéle animal génétiguement modifié présente coesai limites, des études
supplémentaires ont été réaliséas vitro pour étudier les mécanismes d'action
moléculaires potentiellement complémentaires quivpet soutenir |'efficacité de la plante
chez 'homme. Parmi ceux-ci, l'inhibition dex-Bmylase et de d-glucosidase, I'effet
antioxydants et de piégeage des radicaux libresmbtection des cellulgspancréatiques
ont été identifiés. Les deux extraits présenterdleigent des effets puissants insulino
sensibilisants comparables a ceux de la metfornhie® résultats actuels seront utiles pour
évaluer l'intérét des extraitsAd' radiatadans le traitement de la neuropathie diabétique,
une complication majeure associée au dysfonctioenemitochondrial, au stress oxydatif
et aux lésions induites par l'inflammation dans tesirones et les cellules gliales.
(Sandireddyet al. 2014;Singhet al. 2013). Pour ce but, des protocoles plus spécsique
permettant la surveillance de la vitesse de commluaterveuse et de la Iésion derf
périphériquesont indispensables (Yadat al. 2014;Yanget al. 2015). Généralement, on
pense que le matériel dérivéAd’radiata est particulierement approprié pour développer
un nutraceutique pour le management du diabétemke 2 et de I'obésité ou pour une

thérapie additionnelle avec la metformine.

Outre ces études expérimentales, les résultatsisageant de cette these améneront
sans doute a effectuer d’autres travaux pour é&udets cibles moléculaires de cette plante
au niveau des cellules béta pancréatique. Il seuai important de déterminer I'action de
cette plante sur les transporteurs de glucose itatifst(Glutl) et ceux insulinodépendants
(Glut4) afin de bien comprendre les modalités paqlelles les extraitsAhvillea radiata
potentialisent le transport de glucose chez letulesl de muscle squelettique et les
adipocytes.

Un développement futur de ce travail pourrait cstesien une étude phytochimique
visant l'identification et la purification des pdipes actifs de cette plante. Ainsi, il est
intéressant d’étudier leur biodisponibilité aprésnaistration orale, en mettant en ceuvre
des techniques analytiques dans les fluides bigpleg, ainsi que leurs probables modes
d’action dans le traitement de la neuropathie digbé. Il est bien recommandé de mener
une étude sur laction du régime en gras au cowstamps sur la respiration
mitochondriale, un vecteur trés important dangiiésanismes aboutissant aux dommages

du myocarde aprées ischémie/reperfusion.
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Annexe 1.
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Annexe 2.

Courbe d’étalonnage de Rutine
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Résumé

Pertinence ethnopharmacologique Selon la médecine traditionnelle saharienne,
Anvillea radiataCoss. & Dur. (Asteraceae) a été évalué pour ietn@nt d'une variété de
maladies telles que les maladies gastro-intesspdlépatiques et pulmonaires, et a pris
conscience de son effet bénéfiqgue sur I'hyperglieédustprandiale. Cependant, a notre
connaissance, aucune étude détaillée des effatifsuantidiabétiques de cette plante n'a

encore été réalisée.

Objectif de I'étude: Pour déterminer I'effet hypoglycémique et antidiique de la
supplémentation alimentaire en extraits ArVillea radiata sur I'obésité et
I'insulinorésistance induites par HFD chez des iso@57BL/6J en relation avec les
propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires, lat@ction des cellule pancréatiques et

des muscles squelettiques, et les activités inttieg des enzymes digestives.

Matériel et méthodes Six extraits (hydrosolubles et organiques) destigs
aériennes de la plante ont été analysés phytochénignt (TPC et TFC) et criblésvitro
pour le piégeage du superoxyde (par chimiluminesgeret du radical hydroxyle (
piégeage par résonance paramagnétique électronaptexydant (tests DPPH, TRAP et
ORAC), xanthine oxydase, chélatant les métauxpitéur dea-amylase eti-glucosidase,
et effets protecteurs de I'oxydation des lipopr@siinduite par le cuivre. On a ensuite
évalué la toxicité de certains extraits hydroalmpms et aqueux sur delbroblastes
humains pulmonaires norma@XHLF) et des cellules cancéreuses A549 en utilisies
dosages FMCA et MTT. Deux extraits hydrosolubleardyles meilleures propriétés
globales ont été évalués pour leur (i) effet pretec & 1-15ug /mL sur l'activité
métabolique de cellules INS-1 dérivées d’insulieorde rat exposées a un milieu
hyperglycémique, et (ii) effet hypoglycémique aichez des souris diabétiques induit par
HFD de 16 semaines. Ensuite, des souris diabétigpierecu de HFD complétée par des
extraits (jusqu'a 150 mg/ kg/ jour) pendant 12 seesmsupplémentaires en utilisant un
régime standard comme témoin et le médicamentiabétique, la metformine (150 mg /
kg) comme contrbéle positif. Ensuite, l'activité idr@bétique, anti-inflammatoire et

antioxydante des extraits a été déterminée.

Résultats Parmi les extraits hydroalcooliques et d'acéwditghyle enrichis en

polyphénols, I'extrait aqueux lyophilisés (AQL) letitanol ne sont pas toxiques pour les
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cellules en culture (400g/mL) ou lorsqu'ils sont administré par voie orelfez des souris
normales £2000 mg/kg), ont exercé une action hypoglycémidonse-dépendante chez les
souris diabétiques, qui est maximale a la dose5@emg / kg. Apres I'administration de
cette dose pendant 12 semaines, les deux extraissgmificativement ameélioré la capacité
de contrbéle du poids corporel, amélioré les tawasmlatiques de glucose et d'insuline,
réduit le stress oxydatif dans le sang, dans lecangle et dans les muscles squelettiques et
I'amélioration du statut hyperlipidémique et inflaatoire. De plus, les complications liées
au diabete ont été améliorées de maniere optinalaupe thérapie orale basée sur des

doses divisées en deux (75 mg/kg) d'un mélangeld#&@e metformine.

Conclusions L'enquéte actuelle soutient ['utilisation médaten traditionnelle
d'Anvillea radiataet suggere que les deux bio-extraits facilemenéssgibles et a faible
colt ont la capacité de développer un agent argitgfycémique, antihyperlipidémique et
protecteur contre la dysfonction des cellules @tanusculaire a des doses compatibles
avec les pratigues courantes de peuples autochtpoes la gestion des troubles

métaboliques.

Mots clés : Anvillea radiata plantes médicinales, phénoliques totaux, cellbits-
pancréatiques, souris C57 / BL6J, diabéte de type 2
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Abstract

Ethnopharmacological relevance: According to Saharian traditional medicine,
Anvillea radiata Coss. & Dur. (Asteraceae) has been valued fottitiggaa variety of

ailments such as gastro-intestinal, liver and pulang diseases, and has gained awareness

for its beneficial effect on postprandial hypergigma. However, to best of our knowledge,

no detailed study of the antidiabetic curative &@Beof this plant has been conducted yet.

Aim of the study: To determine the hypoglycemic and antidiabetie@fbf dietary
supplementation witlnvillea radiataextracts on high-fat-diet (HFD)-induced obesitg an
insulin resistance in C57BL/6 J mice in relationthwantioxidant, anti-inflammatory,
pancreatic beta-cells and skeletal muscle protectamd digestive enzyme inhibiting
properties.

Materials and methods: Six extracts (water soluble and organic) from aguarts
of the plant were analyzed phytochemically (toteaemolic and flavonoid content) and
screened for in vitro superoxide (by chemilumineseg and hydroxyl radical (by electron
paramagnetic resonance spin-trapping) scavengntigxaant (DPPH, TRAP and ORAC
assays), xanthine oxidase, metal chelatingamylase anda-glucosidase inhibitory
property, and protective effects on copper-indulipdprotein oxidation. Then selected
hydroalcoholic and aqueous extracts were assessetbXicity in normal human lung
fibroblasts and A549 cancer cells using FMCA and TMdssays. Two water-soluble
extracts having the best overall properties wesessed for their (i) protective effect at
1-15 ug/mL on metabolic activity of rat insulinoma-derivdNS-1 cells exposed to
hyperglycemic medium, and (ii) acute hypoglycemife@ on 16-weeks HFD-induced
diabetic mice. Then diabetic mice were administé#&® supplemented by extracts (up to
150 mg/kg/day) for 12 additional weeks using statidket as control and the antidiabetic
drug, metformin (150 mg/kg), as positive contrdheh the antidiabetic, anti-inflammatory

and antioxidant activity of extracts were deterrdine

Results: Of the highly efficient polyphenolics-enriched hgdicoholic and ethyl
acetate extracts, the lyophilized aqueous (AQL) lautdnol extracts were not toxic in cells
(< 400 ug/mL) or when given orally in normal micec 000 mg/kg), exerted a dose-
dependent hypoglycemic action in diabetic mice,clwvhivas maximal at the dose of 150

mg/kg. Upon administering this dose for 12 weekghlextracts significantly ameliorated
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body weight control capacity, recovery of plasmacgke and insulin level, reduced
oxidative stress in blood, myocardial and skeletakcles, and improved hyperlipidemic
and inflammatory status. Moreover, diabetes-relatennplications were optimally

ameliorated by oral therapy based on halved doggsm(g/kg) of a mixture of AQL
andmetformin.

Keywords: Anvillea radiata, Medicinal plants, Total phenolics, Pancreatic beta-
cells, C57/BL6J mice, Type 2 diabetes
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Ky words: Ethnopharmocologioal relevance: According to Saharian traditional medicine, Arvillee rodiata Coss. & Dur,
Amrillea radiata (Astermcene) has been valued for treating o variety of silments such m goetrointesting], liver arnd pulmonary
Meclicinal plants dise ases, and has pained awareness for its bene ficial effect on postprandial hyperg lycemia. However, 1o best of
Toral phenolies our knowledge, oo detailed study of the antidiabetic curative effects of this plant has been conducted et

Pancreatic heta-cells
CET/BLAT mice
Type 2 diabetes

Aine uff the study. To detennine the hypoglycemic and antidiabetic effecl of dictary supplementation with
Anvillea radiata extracls on high-fal-diet (HFD)-induced obesity and insulin resistance in C57BL/6 J mice in
relation with antiosd dant, anti-inflamm story, pancreatic beta-cells and sheletal muodle protection, and digestive
enzyme imhibiting properbes.

Materiale ond methodsr Siv exteacks (water soluhle and orpanic) from acsdal parts nf the plant wens anslyzsd
phytochemically (ftal phenolic and Gavonvid content) and sersened for in vitre sopemde (by chemi bom ioes-
cence) and hydroxyl redical (by electron paramugnetic resonance spin-trapping) scavenging, antioddant
(DPTPH, TRAT and ORAC asnys), xanthine oddase, metal chelating, a-amyloe and a-plucosidase inhibitory
property, and protective effects on copper-induced lipoprotein oxidition. Then selected hydmaleoholic and
aqueons extracts were sssessad for toxeity in norm ol buman lung fibmblagks and A540 concer cells wsing FMCA
and MTT assays. Two water-solihle extracts hiving the best overall properties were assessed for their ()
protective effact at 1-15pg/ml. on metabolic activity of eat ingili nmaddedved TNS.1 relle s b
Iy prevgl yoemic mediom, and {ii} acule lln.a;lsljtmuil. effect oo 1o-weeks HFD-iduced diabetic mice, Tlen
diabetic mice were administered HFD supplemented by extracts (up to 150 mg/ke/day) for 12 additonal weeks
using stamdard dict 89 control and the antidinbetic drug, metformin (150 mg/ke), 83 positive control. Then the
antidiabetic, anti-infdammatory and antioadant actvty of extracts were debemmimed.

Results: Of the highly efifici ent polyphenolics-enrched hydroaleoholic and ethyl scetabe extracts, the lyophilized
aquesis (AQL) and butanol extracs were Bot toxe in cells (< 400 pg/mL) or when given orally in normal mice
(= 2000 mopSkp), sxertad 8 doge=depesdent hypoplyeemic action in dishetic mice, which was maximal st the
dose of 150 g, kg, Upon adminisberiog this dose for 12 weeks, bolh extacts ai_x;uifn.lntll)' amelivrated LM.[J'
weight control capacity, recovery of plasme gluese and insulin level, reduced oxidative stress in blood,
myocardial and skeletal muscles, and improved hyperlipidemic and inflammstory status, Moreover, disbeotes-
related complications were optimally amehorated by oml therapy based on halwed doses (75 mg/ke) of a
mbtiire of AQL and metformin,

Conclusions: Current investigation supports. the traditivmal mediciml wsape of Anvilleo rudiote amd sup pests
that hoth readily aceessible and loweeost hinstracts have the potency to develop an antibyperplyeemie,
antibyper lip demic amd protective agenl against beta-cells aid moscle dysfumtion at doses compatible with the
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common pracices of indigenous people for the management of metabolic disorders.

1. Introduction

For centuries, plants have been exploited as remedies, the knowl-
edge on their pharmacological activities being primarly hased om
empirical findings. Over the recent past, interest in identifying
droggable metabolites from plants has also inspired the design of
modern synthetic lead drugs for the treatment of nonrtommunicable
diseases, meluding cancer, cardiovascular disease and diabetes mellitus
{Balley and Day, 1989; Gurib-Fakim, 2006). For instance, it is
estimated that more than 70% of the population in developed or
developing countries currently use medicinal plants alone or i
combination with allopathic drugs (Gurib-Takim, 2006; Lesgards
et al., 2014) and that almost 80% of diabetics worldwide still depend
exchusively on herbal folk medicine (Rios et al., 2015).

Survevs of traditional Saharian medicines have been conducted
with tha help of lneal prpnlations, leading tn inventories of dozens of
indigenous medicinal plants and ther therapeutic ndications
(Hammiche and Maiza, 2006; Boudielal et al., 2013; Fakchich and
Elachouri, 20014). Notably, Anvillea radiata Coes. & Dur (Asteraceas),
which is mainly distributed in northern Africa, is used by populations
and traditional healers in infusions or decnctions of the lesves and
luwers W treal a variely of ailoenls such vs chest cold, gastooin best-
inal, liver and pulmonary disorders. and postprandial hvperglveemia
(Hammiche and Maiza, 2006; Chourn ct al,, 2013; Fokchich and
Elachouri, 2014). Previous phytochemical reports identified two main
families in A, mdintn aerial parts, i@, germacrannlides such as G-
|1J'Lhuxy].urlhclmlidr and Bu, Ju-epusypartbenolide bolaied i didone-
form extracts, and a less abundant fraction of phenolics (e.g., deriva-
tivea of dicaffeoylquinic acid), including flavonoids (both glycosides
and aghyeones) in aqueousyaleoholic extracts (Dendoungui et al., 2006;
Moumou et al | 2014; Destandau et al, 2015; Boukhris et al, 2016).
Aside [romn iese active compownds, saponios, s, flly acids, and
various fypes of secondary metabolites, including sterols, terpenoids,
cte. were found in A, radiata exracts using polar sobvents (Lakhdar
et al., 2013; Hamada and Ladyel, 2015), many of them having potential
biological and antioxidant activities. Germacranolides from A. radiata
demonstrated antimumoral, ant-inflimmatory and antibacterial prop-
erties (Moumou & al., 2014) and up to now laboratory investigation of
the biological activitics of whole material preparations of the plant has
tocused on the amtimicrobial (Bammou et al, 20015; Hamada and
Ladjel, 2015) and antifungal (Lakhdar et al, 2013) properties of
aqueous and organic extracis,

Plant-derived phenolics and terpencids such as those prevailing in
A. radiata polar extracts are known antioxidan ts acting by terminating
free radical chains and/or inactivating metal 1on catalysis of lipid
peroxidation, and their presence & of great pharmacological and
therapeutic interest in several pathologies where overproduction of
reactive oxvgen species ( ROS) has been implicated ( Pietri et al. 1997,
Del Rioet al. 2013). In this regard, A, radiota decoctions ot as dried
powder are commonly mgested n Sahaman fraditbonal medicine
against dizbetes (Hammiche and Maiza, 2006; Ghourri <t al., 2013;
Fakehich and Elachouri, 2014), a pathology associared with the serting
of sustained oxidative stress and altered antioxidant levels (Giacco and
Brownlee, 2010). This role of ROS formation in the pathogencsis of
fype 2 diabetes mellitus complications such as cardiovascular and renal
dysfunction, and neurological damage is well established (Meigs.
2010). Antioxidant and antihyperglycemic therapeutic sirategies based
on natural compounds are emerging which can provide long-lasting
control of ghycemia with minimal side effects (Glacco and Drownles,
2010; Rios et al, 2015). In conmection, studies on experimental
diabetes in le have ad the hypoglyeemic action of extracts

25

or isolated tlavone constifuents in other species belonging to the
Asteraceae family, the efficiency being however strongly depending
on e chwive of the model and admipistration procedure (Booulim
et al., 2006).

To act up Amvillea radiata cxtraction procedures allowing for an
improved standardization of active compounds, the objectves of this
study were thus: (i) to determine the phenolic profiles in nonpolar vs
polar extracts and their associated imhibition propertes towards a
series of determinants of ROS and cytotoxicities in normal and cancer
cultured cells; (i) to assess for the first time the in vitro a-amylase and
a-glucosidase inhibitory activities of the extracts; (in) to evalate their
protective effect on cultured rat beta-cells evposed to hypergheemic
conditions, and (iv) to evaluate the effect of oral adminisration of two
potentially droggable extracts on hyperglycemia, oxidative stress,
metabiolic and inflammatory biomarkers of type 2 diabetes and obesity
in a model of high-fat fed C57/BL6J mice.

2, Materials and methods
21 Standmrds, reagents and el eulare medin

HPLC grade solvents were used throughout, including methanol and
ethyl acetate which ware from Acroe Organics (Fisher Scientific, Ilkirch,
France) and n-butanol and petrolenm ether (40-60 *C) which were from
VWR Chemicals (Fontenay s Bois, Franee). Didomized water ohisi ned
(run at Purelab station (Flga, Fraoce) wis used tiroughoul, Noeosal aud
extract-containing cell culture media were passed through a 2-uM
Millipore fikter beforcuse. 2,2* Azobis(2-amidinopropenc) dihydroch lor
ide (AAPH), allopurinol and phenolic standards (Trolox, quercetin,
naringenin, gallic, cafteie, fermlic and sinapic arids) were purchased
from Awros, Plusphale-boffered  saline (PB3) and  other  buflers,
xanthine, xanthine oxidase (XO; from buttermilk), 2-thiobarbituric acid
(TBA), dicthylendrismincpentancetic acid (DTPA), 3(4,5 dimethyl 2
thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolinm. bromide (M17T), hvdrogen per-
oxide (Ho0),), adenosine triphosphate { ATP), 2-deoxy-p-ribose (deaxyr-
ibuse), e spin o p 5.5 diethyl-1-py rroline N-uside (DMPO) amd all
other reagents were purchased from Sigma-Aldrch (Saint Quentin
Fallovice, Francec). Medin for edl culture were from Gibeo Lifc
‘Technologes (Ihermo Fisher Scientific), mcluding Dulbecco's modihed
Eagle's medium (DMEM), Roswell Park Memorial Institute medium
(EPMI 1640) and Gluladax, or Lowza (Arch Waler Pooducts, Aanbuise,
France), including fibroblast basal medium (FBM) and growth factors
(FGM; Clonctics). Hypoglyermic drugs metformin hydrochloride (Met;
99.9%, pharmagrade; from UniPex Phammaceuticals, France) and glib-
enrlamide (from TCT Enrope, Belginm) were nsed As positive eonfrols in
aulidiabetic studies.

22, Plant material

The aerial parts (flowers and leaves) of Amullea radiata were
collected in april 2013 in the area of El Oued, in the Algerian part of
Sahara (altimde, 69 m). The main information (local name, collected
parts of plant, traditional methods of preparation and usual medicinal
uscs and ndministrafion) were obtained from local inhabitnnts having
ancestral knowledge of the curative properties of t he plant. The sample
was identified by Prof. M. Khalfallah (Laboratoire de Génétique,
Biochimie, et Biotechnologies Végétales, Université Fréres Mentourd
(UFM), Constantine, Algeria). A voucher specimen (LBE13/01) has
been deposited in the herbarium of the Faculty of Natural and Life
Seences at UFM. The plant materal was dned at ambent temperature
in the dark for 30 dayve and stored in a dry place prior to use.
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2.3, Fani material preparation

2.3.1. Lyophilized aguecus extract

The dried plant meterial (10 g) was susperdad in 200 mL of hot
weter and stirred for 30 min. The resulting extract was filtered, frozen
with Equid N2 and lyophilized (Crvotec lyophilizer model Cosmos,
Saint Gely du Fese, Fraree) ot 80 %C. This lyophibized equeons ox
tract (AQL) was chiained in ~15% w/w vield and was stored at -20 *C
until znalyss.

232, Crganic extracts

A schematic diagram for the preparation of crganic axtracts of 4.
radiata is shown in iz, 1. The dried plant meaterial (200 g) was
extracted with 1.2 L of methanol for 24 h at room temperatare. After
filtration of the residue the above procedure was repeated twice and the
combined extrects were eveporated at 37 °C untll dryness usirg a
Totary evaporatar to give the methanol-solublz extract (25.75 g, 12.8%
wiwl. Then the methano! extract was treated with AW mL of hot water
to dissolve polyphkenals, filtered end the resulting amueons solution was
first trezted with petrol=um ether (PE; 42100 mL) to remove lipids and
then suecessively partitioned with ethyl acetate (4x100mL), and n-
butanol (4=100 mL) according to previous proceduras (Koleva e al.,
2002; Bammon et al, 2015). After rotary evaporation under vacuom
the following fractions were obtained: PE-soluble extract (1.5 g, 0.95%
w/w), ethyl acetate-soluble extrect (2.8 g, 1.4% w/w), and n-butanol-
somble extract (29g 14% w/w). The residual aqueons laver was
frozen with liquid M. and lyophilized to yield the agueous residual (AR)
frection (12 g 6% w/w). All these extracts were stored at 20 °C wnril
analves.

2.4. Total phenolic content (TPC) and total flavonoid content (TFC) of
extracts

The TPC of each extract were determiced using a reported
procedure (Singleton et al, 1999] with minor modificaticn. Samples
(20 ul) dissolved in methanol at (.1 mg/mLwere mixad with 100 pL of
a schotion of the Folin-Ciccaltx reagent (Sizme-Aldrich; 02N in
distilled water), the mixtures were vortexed for 5 mic &nd B0 pL of an
agueous sodinm carbonatz soletion (75 g/L) was added. After 2h
inmbztinn at room temperature the absorbance of the supernatant was
read at 760 nm using a UV-visible spectrophotometer. The TPC was
evalnated using a zallic acid calibration corve in methanol and the
results are exprassed as milligmmes of gallic acid equivalents (GAS) per
gram of extract weight.

The TFC of each extract was determined according o a reported
procedure (Urdonez et al, 2006), Samples (100 pl) dissolved in
ethanol at 1.5 mg/mL were mixad with 100 pL of ethanol containing
2% alumininm chloride. After 1 h incubation at rocm temperamre the
abscrbance was read at 420 nm. The TFC was evaluated using a rotin
calibration curve in etharol and the results zre exprassed as milligrams
of rutin equivalents (RUE) per gram of extract weight.

2.5, HPLC analisis of prenolic compounds

Toseparate phenoli: compounds a Merck Hitacki svst=m consisting
ofa LaChrom L-7000 intzrface module znd a L-7455 photediode array
detector controlled by the EZ Chrome chromatography manager soft-
ware was used. For each fractior (2 mgymL in mzthanol), the averaze
amounts of phenolic compounds were caleulatzd from standard
cafibration curves cbtamed at the maxdmum UV absorbances of
flavonoids, hydroxybenziz and hydroxyeinnamic compounds, and
were quantified as GAE, caffeic acd equoivelents (CAE) ard RUE per
gram of extract weight, respectively.

Reverse phese HPLC was cerried out &t room tzmperamre cn a
Hiee EP-18 column (250 mm * 4 mm; 5 pm; Macherey-Nagel, France)
using n gradient with o flow rate of (.8 ml/min. Gradicnt: schent A

he

L
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(0.05% phesphoric acid in water, pH 2.6), solvant B (metharol):
0-45 mn, 30-60% E; 45-50mic, 60% B; 50-51 mm, 30% B;
51-57 min, 30% B.

2.6. Antioxvidant assays

26.1. 22-Diphery'-1-picrylydrazyl (DPPH) rodical scavenging
assay

For zach extract 2 DPPH assay was carried out usirg a reported
procedure (Alencar et al., 2008). Aliguots of each extract dissolved in
methanol (20-660 pg/mL, finzl concertration) were miced with
200 pLl of a fresh DPPID solubon (Sigma-Aldrick; 0126 mM] in
methanol and the final volume wes adjusted to 500 ul. After stirring
the mixtures for 3-90 min at rocm temperzture in th2 dark the
absorbance was monitorsd at 517nm on a microplate reader
(TECAN mfinite M200, Switzerland) urtil a plateav was rezched.
Percent DPPH scavenged was calenlatad using Eq. (1)

Inkibitont%) = [100 x (45 — A4, ] (1)

where Ag 15 the baselins value for neat DPPH in methanol and A isthe
absorbance in the presence of a given conecentratior of the fested
extract. [Csg valies (the concentration resalting in 50% DPPH scaven-
ging) were calculated (in ug/mL) by nonldinear fitticg of dose-response
curves and TICy, values were derived as the time (in mir) required to
reach the stzady state for & concentration equal to [T

2.6.2, Total reactive antioddent potenticl (TRAP)

TRAP was determinad in Trs-HQ bufer (0.1M, pE 74] as
described (Cassien et al, 2016] using fresh stock himinol solutions
kept in the dark at 4 °C until use. Feroxyl radicals were generated by
heating AAPE (150 mM in 10 mL Tris-HCH) at 37 °C for 30 min. Cnce
conled at room tempersture, thissolution ean be used for up to 20 min.
lu this wnder, 2wl of AAPH solutiow, 0.5 ml of luodoo]l suluiion
{13 pMY), and 0.5 mL of a Tris-HCL: DMSO (100k1 v/v) solution of each
extract (0.4-25 pg/ml, final concertration) were added snd the
mixture was stirrec for 20 s at room tempersture. Luminescence was
recorded at room temperature (Tiertek-Eerthold Srius luminometer,
Pforzheim, Germany). In the assay Trolox was the referenca and the
TRAP was obtaired by integrating the zrea onder curve (AUC) for
samplz ard blank solotions (all reactants except test fraction) ard the
results arz axpressed as pmol: Trolox equivalents (TE) per gram of
extract weight or T2 (standards).

Arwites racieta
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2.6.3. Oxygen radical absorbing capacity (ORAC) assay

The assay was performed in microplates according to modifications
of previous methods (Davalos et al., 2004). A fluorescein stock solution
{0.821 mM) was prepared in PBS 1X and stored at 4 °C. Sclutions of
AAPH (153 mM) and flmorescein (821nM) in KH.PO, buffer
(100 mM, pH 7.4) were prepared daily. Samples (25 pL jwell) of tested
extracts dissolved in buffer containing (1.05% v/v DMSO (0.94-7.5 pg/
ml, final concentration) were mixed with 150 pul/well of fluorescein
solation and the mixture was incubated for 10 min at 37 *C. Aliquots of
AAPH solution (25 pl/well, 1912 mM, final concentration) were
added and the flonmseence was rernrded at 2-min intervals for
70min at wavelengths of 485nm for excitation and 530 nm for
emission. Blank was made using PBS instead of test fraction. In each
assay a calibration curve was performed with Trolox (0.4-12.5 pM) as
standard. The ORAC values were caleulated using the neat AUCs and
expressed either as pmole TE per gram of extract weight or TE
(standards).

264, Xanthme oxidase inhebifion assay

Inhibition of XO by the extracts was evaluated in microplates by
measuring the inhibition of XO-catalyzed formation of uric acid from
xanthine as described previously (Cos et al., 1998). Samples (150 pL/
well) dissolved in DMSO (18.5-600 pg/mL, final concentration) were
added to 250 pL/well of a reaction mixture consisting of 25 pL
xanthine sohition at 50 pM and 25 pl. EDTA solution at 10 pM, both
in PBS (0.2 M, pH 7.5) containing 0.31% v/v DMSC. The reaction was
started by addiug o e wiatuees 25 pLdwell ol XO solution (23.3 D)
in PBS. After 30 min incubation at 37 °C uric acid formation was
measured at 290 nm. Enzyme was omitted in the blank controls and
ECs; values (in pg/ml) were determined as the concentration that
halved uric acid formation in the control. Allopurinol and quercetin
were used as standards.

2.6.5. Superavide radical scavenging (057) capacity

The O," scavenging capacities were assayed in glycine buffer
(6.25mM, pH 10.1) at 25°C according to previous procedures
(Cassien et al., 2016). The assay measures inhibition by the extracts
of lucigenin-derived chemiluminescence produced by the allopurinel /
X0 0," generating system. Samples (2.4-48 pL) dissalved in glycine
buffer: DMSO (1000:1 v/v) at 200 pg/mL were diluted in glycine buffer
as to reach a final volume of 1.7 mL To these solutions were added
300 uL of allopurinol solution (12.5 uM) and 100 ul. of X0 solution
(0458 mU/mL}), both in glycine butter. The test tube was shaken,
inserted in a hminometer, 300 pl. of ludgenin solution in glycine
buffer (2.5 tM) was added and liminescence of the sample was
menitored at 1.2-s intervals for a total period of 412 min following
lucigenin addition. The 0" scavenging activity was calculated against
controls (in the absence of extract) from AUCs. The resmlts are
expressed as [Csp values (in pg/mL).

2.6.6. Metal chelating capacity (MCC)

The MOC of the extracts was measured in microplates according to
a published method (Ambigaipalan et al., 2016) with some modifica-
tion. Samples (200 pL jwell) dissolved in methanol at 0.3-2.4 mg/mL
were mixed with 10 pL/well of aqueous ferrous chloride (2 mM). The
mixture was then reacted with 40 pL/well of 5 mM aqueous 3-(2-
pyridyl)-5,6-bis(4-phenylsulfonic  acid)-1,24-triazine  (ferrozine;
Sigma—Aldrich) for 10min at room temperature under vigorous
stirring. The absorbance was read at 562 nm and a calibration curve
was constructed using EDTA as standard. Percent inhibition of
Fe'*—ferrozine complex was caleulated using Eq. (1) where A is the
absorbance of the control (water instead of extract). The results are
expressed as micromoles of EDTA equivalents (EDTAE) per gram of
extract weight.

2
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2,6.7. Infibition of deoxyribose degradation

The ability of AQL, butanol extract and AR fraction to inhibit the
formation of THA reactive substances resulting from the d:gradaiim:l of
deoxyribose by Fenton-derived hydroxyl radical (HO") was evaluated in
a coforimetric assay according to a reported method (Bailey et al,
2014). When ferrous ions (formed by reducing Fe'* by ascorbate) are
used in the Fenton reagent, adding an excess EDTA in the system
allows determining the direct HO® scavenging effect of the extract
(radiomimetic assay) while omitting EDTA in the mixture will measure
the capacity of the fraction to interact with site-specific HO -induced
damage tn deneyribnge (Arnnma et al, 1987; Halliwell &t al | 1987)
The reaction mixture (1 mlL, final volume) contained the tested
compound (500 pl) dissolved in water at 0.025-0.25 mg/ml and
aliquots (100 pL) of the following reagents dissolved in KH.P O, buffer
(20 mM, final concentration; pH 7.4): deoxyribose (2.8 mM), FeCl;
(100 pM), EDTA (100 pM) or buffer, H20» (1 mM) and ascorhate
(100 pM). After incubating the mixtures for 1 h at 37 °C TBA (0.5 mL,
1% v/vin 50 mM NaOH) and acetic add (0.5 mL) were added and the
mixture was heated at 100 *C for 15 min. After cooling, absorbance was
read at 532 nm (Asyz) against a corresponding blank not containing
FeCl,. Mannitol (1-10mM) was used as the reference. Percent
inhibition of deoxyribose degradation by the extract in the presence
or absence of EDTA was calmlated using Eq. (1) where A; is the
ahsorbance of the control (buffer instead of fraction) and A is the
absorbance in the presence of a given concentration of the compound.
Control assays in which deoxyribose or Fenton reagents were omitted,
or test extracts were added after incubating deoxyribose with the
Fenton reagents, but before addition TBA showed no interference with
the assay.

2,6.8. Electron  paramagnetic
analysis

Using EPR spectrometry following reported procedures (Alencar
et al., 2009; Bailey et al, 2014), HO" scavenging activity of selected
extracts was determined by measuring the dose-dependent inhibition
of its DMPO spin adduct at room temperature. Aliquots of tested
extracts (0.01-10mg/mL, final concentration) dissolved in KHoPO,
buffer (20 mM; pH 7.4) containing DTPA (1 mM) and DMPO (5 mM)
were incubated for 80 s with a mixture of Ha0s (0.5 mM) and FeS0y,
(0.5 mM). Samples were immediately placed into glass capillaries and
X-band (9.81 GHz) EPR spectra were recorded on a Bruker ESP 300
instrument (Karlsruhe, Germany) using the following parameters:
modulation frequency, 100 kHz; micro-wave power, 10 mW; sweep
width, 0.07 mT; ficld axis resolution, 2048 points; recciver gain, 8:105;
maodulation amplitude, 0.05 mT; time constant, 5.12 ms and scan rate,
0.33 mT/s. The EPR signal intensities I and I (buffer instead of test
fraction) were quantitated by double integration of the simulated
spectra as described (Bailey et al, 2014). Additionally, the relative
scavenging rate constants were estimated by comparing the slopes of
I/T against concentration linear regression curves according to a
previous method (Finkelstein et al., 1980).

Tesonance

(EPR)  spin-trapping

2.7, Inhibition of carbohydrate hydrolyzing enzymes

All assays described below were carried out starting from stock
solutions at 200 mg/mL dissolved in pure distilled water (AQL and AR
fraction) or in the presence of 4% v/v DMSO (other extracts). In the
latter case the final DMSO concentration in the tested samples was <
1% and did not interfere with the assay (not shown). Porcine pancreatic
a-amylase (EC 3.2.1.1, type VI-B), aglucosidases from Saccharomyces
cerevisiae (SC; EC 3.2.1.20, type [), rat intestinal acetone powder
(RIP), 2-chlore-4-nitrophenol-a-D-maltotrioside (CNPG3) and p-ni-
trophenyl-a-D-glicopyranoside  (pNPG)  were  purchased from
Sigma-Aldrich. Porcine pancreatic a-amylase assay was performed in
microplates using CNPG3 as substrate as described (Gella ek al., 1997)
and the two a-glucosidases assays were performed in using pNPG as
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substrate according to Ok et al (1999) with slight modifications
(Supplementary Methods).

28, Inhibition of G -induced LDL nxidation

Fresh plasma was derived from normolipidic healthy volunteers
after informed consent and LDL was isolated within 1h after sample
collection to obtain an albumin-free LDL preparation according to
Miranda e al (2000). Inhibition of LDL oxidation by extracts was then
assaved in microplates by ineubating at 37 °C LDL solutions (50 pg
protein per mL) in PBS in the presence of CuSO, (2 pM) and extracts
dissolved in ethanol astoreach a final concentration ranging 5-50 pg/
mLand a final volume of 0.2 mL/well. LDL oxidation was measured hy
continuously monitoring for 6h conjugated diene hydroperoxide
formation at 234 nm against appropriate blanks (PBS instead of LDL
and cupric sulfatc) for bu{‘ligmund correction, After 6 hincubation, the
content of each well was added to a mixture of trichloroacetic acd and
TBA (1% in 0.5% NaOH), the samples were heated at 90 °C for 20 min,
then centrifuged and the amount of thicbarbituric acid-reactive sub-
stances (TBARS) was measured at 534 nm with a microplate reader.

2.9, Cell culture and cytotoxicity assays

‘The human hing cancer cell line A54Y (CCL-185, from ATCC, LGU
Standards) and normal human lung fibroblasts (NHLF, from Lonza)
were routinely maintained in (DMEM + GlutaMax) and (FBM + FGM),
respectively as described (Cassien et al., 2016). After reaching 90%
confluence cells were harvested for subculturing. The cells were
trypsinized, seeded in 96-well microplates (density, 2.5x 10" cells pwell)
and incubated in humidified atmosphere with 5% CO. at 37 °C to reach
around 80% confluence in appropriate medium. The medium was
renewed and cells were exposed for 48 b in the presence of extracts (5—
500 pg/mL) or 0.2% DMSO in medium. After 48 h cells were washed
two times with PBS 1X (+/+) for cytotoxicity analysis.

Rat pancreatic INS-1E beta-cells were cultivated at 37 °C and 5%
C0y in RPMI 1640 medium containing glucose (11 mM), fetal bovine
serum (10%), glhitamine (2 mM), sodiom pyruvate (1 mM), HEPES
(10mM), f-mercaptoethanal (0.05 mM), penicillin and streptomycin
according to procedures previously established (Merglen et al | 2004).
Cells were then exposed to medivm containing high (25mM) or
normal (5mM) ghieose concentration for 84 h in %6-well plates in
the presence of extracts (1-200 pg/mL) or 0.1% DMSO in medium.
Medium was renewed every doy until anebysis of viability, metabolic
activity and apoptosis (see helow).

Cytotoxicity was evaluated by two complementary assays performed
according to described procedures, e, a fluorometric microculture
cytoroxdcity assay (FMCA; see Cassien et al, 2016), and the MTT assay
(Culeast et al., 2012), Intracellular ATP content, an index of metabolic
activity, was assaved using a eiferin-huciferase reagent (Biofax A"
Yelen, Ensués la Redonne, France; http://www.yelen-analvtics.com).
Apoptosis was evaluated by assaving caspase-3 activity of cell Iysates
using a commercial fluorescence microplate kit assay (Fischer
Scientific. France). These procedures are detailed in  the
Supplementary Methods section.

210 Animals and study design

Standard diet (SD; 11% energy by fat) and high-fat diet (HFD, 60%
energy by fat) were purchased from Safe (Augy, Framce). All diets
contained 20% proteins. Animal care and experimental procedures
were performed according to the rules of the Buropean Union Council
(Revised Directives 2010/63/ELN. This protocol was subjected to the
scrutinity of the local Animal Research Ethies Committee and was
approved for the project FEDER-AdiabaOx (2008, N® 13851). Aix
Marseille University and the CNRS have a license for animal housing
ane experimen tation {agreement C13-055-406) and the sdy was nnder
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the supervision of a vet at the CNRS. One hundred and twent y-eight 4
weeks-old female C57BL/6 J mice were purchased from CERJ (Janvier
Labs, Le Genest St Isle, France) and maintained under conventional
conditions with controlled temperature (22 = 3 °C) and a 12 h light/
dark cycle and access to food and water ad libitum. An enriched
environment, by using wheels, tunnels and toys, was given to promote
physical and social activity.

After one week acclimatization mice were randomly assigned to
three experimental protocols described in the following. A first protocol
examined the amte oral tovicity of AQL and butanol extract at
2000 mg kg on 16-weeks SD animals (n = 4/group) according to the
procedure of Yamanaka et al. (1000). Extracts, disgolved in a suspen-
sion of 0.5% acqueous carboxymethyl cellulose (as vehicle), were given
orally in the limit of 0.1 mL/10 g body weight. A second protocol
consisted of a dose-response study of the acute hypoglycemic activity of
the cxtracts on 16 wecks HFD animals in comparison with glihcnc]u
mide (n = 6/group) as detailed below. In a third series of studies the
long-term antidiabetic and antihyperglvcemic effects of extracts were
evaluated on the remaining 84 mice which were randomly divided into
seven experimental groups (n = 12): controls given SD for 28 weeks,
HFD group (given HFD for 28 weeks), [HFD+AQL] group, given HFD
for 16 weeks, followed by HFD supplemented with AQL (150 mg/kg)
for 12 weeks; [ HFD+AQL-s] group, given HFD for 16 weeks, followed
by HFD supplemented with AQL (75 mg/kg) tor 12 weeks; | HFD+n-
BulH] group, given HFD for 16 weeks, followed by HDF supplemen-
ted with butanol extract (150 mg/kg) for 12 weeks; [HFD+ Met] group,
given HFD for 16 weeks, followed by HFD supplemented with
metformin (150 mg/kg) for 12 weeks and [HFD +Met-s+AQL-s] group,
given HFD for 16 weeks, followed by HFD supplemented with a
mixture of metformin and AQL (both at 75 mg/kg) for 12 weeks.
Weelly weights measurements and daily estimates of food intake and
clinical signs of suffering, weight loss and moribundity were recorded.
At weeks 16 (before incorporation of extracts in the food) and 28, blood
samples were collected from tail vein under local anaesthesia induced
by 0.25% lidocaine application in ointment. Blood ghicose concentra-
tion was measured using a commercal whole-blood glicose auto

analyzer (Freestyle Optium Neo, Abbott).
211. Acute hypoglyeermic activity of extracts

In this series of experiments single doses of AQL or butanol extract
(25, 75, 150and 250 mg/kg), or glibenclamide (15 mg/kg) dissolved in
vehicle (sec above) were given orally through a thin flexible cannula.
Glucose concentration was monitored in blood samples (5 plL) collected
from tail vein at 0, 0.5,1, 3 and 4 h after administration. Blood ghicose
concentration was measured by a commercial whole-blood glicose

auro-analyzer.
2.12. Oral glucose tolerance test (OGIT) in long term-treated mice

At the end of 28 weeks treatments, the OGTT was performed on n =
6 animals/group fasted for 8 h beforehand. A thin cannula was inserted
orally and allowed the administration to each animal of 3 g/kg ghicose
solution (20% wjv in normal saline solution, Laboratoire Lavoisier,
France) in the limit of 0.1 mL/10 g body weight. Tail blood (6 pL) was
collected at 0. 20, 40, 60, 90 and 120 min after 0.25% lidocaine
application in cintment. Blood glacose concentration was measured, a
curve over time was generated and the AUC was calculated.

Following the OGTT study, mice were maintained on their respec-
tive diets for five additional days, then fasted overnight and deeply
anesthetized using sevoflurane (2-4%) delivered with a mixture O,/air
in an anaesthetic chamber { Abbott, Rungis, France) prior to sacrifice by
cervical dislocation.

Blood was withdrawn by orbital cardiae puncture and immediately
assaved for reduced glutathione (GSH) and oxidized glutathione
(3883) levels nsing a commercial glutathione assay kit (Caymann
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("hemieal, Rertin Pharma, Franee), Samples of hlnad hemiolyzates were
used for hemoglobin (Hb) and glycosylated hemoglobin (HbA,,
expressed as percentage of total Hb content) determination as de-
scribed (Dey etal., 2015). Plasma samples were isolated by centrifuga-
tion (1650g for 15min ot 3 °C) and stored at 80 "C for further
analysis of glucose and insulin levels, and for assaying protein
carbonyls and inflammatory markers (see below). Tissues and organs
were rapidly dissected out, washed with saline and stored at -80 °C for
further analvsis.

2.13. Plasma glucose, insulin and lipid metabolism, and protein
carbonyls assay

Plasma concentrations of total proteins, triglveerides. total choles-
terol and glucose were assayed using commercially available assay kits
(Binlahn Reapents, Maisy, Franee). Plasma inanlin eoneentrations were
measured in blood collected on EDTA using a mouse insulin enzyvme
immunoassay kit (SPI bio, Bertin Pharma, France). Glycogen and
triglyeeride contents were assaved in liver tissues using commercial
assay kits (Caymann Chemical). Plasma protein carbonyls were assayed
using a fluorimetric method based on derivatization with 7-hydrazino-
dvibrobem-2,1, Suxadiaole (NBDH; Sigonu—Akldrich) awcondiong
Stocker et al. (2015). For details see the Supplementary Methods
section.

2.14. Inflammatory biomarkers

The plasma levels of leptin, and cytokines interleukint (IL-6),
monocyie-chemoattractant protein 1 (MCP-1) and tumor necrosis
factor-a (TNF-x) were determined by commercial multiplex assay kit
(RECYTMAG-65K; Milliplex Map, Merck, France) on a Magpix unit
coupled to a xPONENT 4 software (Luminex Corporation) at the
CIPHE (Centre de Luminy, Marscille). Plasma samples on EDTA were
diloted with the kit solution after two freeze/thaw cycles (1:1v/v).
Detenuination of Diviarkers conventealions (pg/ ml) were deawn oo
experimental curves reporting mean fluorescence intensity (MFI) as a
function of concentration.

2.15, NADPH oxidase activity in heart ventricular and sketetal
muscle

NADPH oxidase-triggered O production in heart ventricular and
skeletal muscle tissue was monitored by chemiluminescence in pre-
sence of NADPH according tn Yokota e al (20009) Rriefly, freshly
excised heart and hindlimb muscle tissue were snap-frozen with liquid
M. and homogenized in buffer contaning 250 mM scrose and 10 mM
HEPES. After centrifugation (12,000g, 10 min at 3 °C), 5 pL of the
lysate was mixed in cach well with 200 pl. buffer containing (in mM):

Table 1
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Narl (08), NaHCO, (25), KOl (47), KHoPO, (15) Mg80, (19),
glueose (11) and HEPES-Na (20). Chemiluminescence was monitored
after addition of 5 pM hacigenin and 100 pM NADPH for starting the
reaction. In all groups, control experiments were performed in the
prosence of the cell permeable 0,7 scavenger 4,5 dihydrosy 1,3 ben
zene-disulfonic acid (Tiron, 20mM) or the flavoprotein inhibitor
diphenylenei odonium (DPL, 10 pM).

2.16. Statistical analysis

Statistical analyses of the data were performed using GraphPad
Prism 5 software (La Jolla, CA. USA). The results are presented as
mean = 5D or SEM for the indicated number of independent
EYpRTImEnts Correlatinns among data from anticeadant AREAVE WATE
caleulated using Pearson’s correlation (") coefficients. In binlogical
experimente evaluation of statistical significance was conducted by
Mann-Whitney test when appropriate, or one-way analysis of variance
(ANOWVA) followed, if significant (P < 0.05), by a posteriori Newman-
Keuls or Tukey's tests. Differences between groups were considered
siguifivaul when P < 0.05.

3. Results and discussion
3.1. TPC, TFC and HPLC analysis

Phenolic compounds are antioxidant phytochemicals with well-
dommented heneficial health effets (Del Rin et al | 2013) and in desert/
steppic plants such as A, radinto they are thought to provide enhanced
protection against hareh environmental oxidative stress conditions. To
increase the TPC of AQL obtained by lyophilization of a hot water
extract of aerial parts of the plant similar to traditional infusion/
decoction, a multistep organic extraction procedure first using metha-
nol, followed by a three-siep partitioning of aqueous phase with FE,
ethyl acetate and n-butanol was carried aut (Fig. 1). The TPC, TFC and
THCSIPC ratio of AQL, methanol extract and its derived frachons are
summarized in Table 1 (left panel). The data demonstrated a high
content of phenolics and Havonoids for AQL and methanol extract that
fell in the middle range of valnes reported for hydroaleohalic extracts of
A, radiatn (eg, 57mg GAE/g in Hamada and ladjel, 2015 or
100-200 mg GAEfg in Bammou et al, 2015), possibly reflecting
geographical or seasonal wariability, or differences in plant drving
procedures. The marginal differences found between aqeous and
methanol extracts regarding TPC and TFC are not surprising because
these solvents ean dissolve almnst equally a large portion of polar
phenolic compounds (Daneshfar et al., 2008). However using methanol
extract as starting material for further fractionation was considered
more pertinent since it significantly favoured the recovery of flavo-
noids, i.e,, a 40-75% increase in the TIC/TPC ratio across extracts was

Total phenalic (TEC), total flavonoid [ TR ) contents and concentrations of phenalic compounds® in A. radiata exiracts detected by HPLC-DAD.

Extract” Major phenolie enmpounds
TRC{mg GAESE] TFC {mg RUE/p) TFC/TRC Hydracyeinnamic derivatives (mg Flavonoids (mg RUE/g)  Hydraxybenzoic derivatives (mg
CAE/z) GAE/m)

AQL 774 & 35" 325 + 03 042 + 003 17.89 & 107" 1328 + 123" 141 £ 009

methona| 658 1 1.BF 484 1+ O.0* 074 1+ " 3410 2 L4 2001 1 2E3° ans 1 020*

petroleum ether 209 & 12° 155 + O6° 051 & 004 405 & 038 173 2 0.1¢° 047 2 003

ethyl acetate 1589 + 59 621+ 18° 040 + 005 9091 3 516 6682 &+ 1381 nd’

n-hutanol 1225 4 3.2° 596+ 11° 048 + 002 5638 « 320° 3065 + 2R5* 36 + 0.23°

AR fraction 369 & 137 B3 201} 022 & 001% 668 & 0408 nd nd

Statistics: The same symbola®, !, * or” indicate that values are significantly different (P < 0.02) from others by one-way ANDVA followed hy Newman-Keuls multiple comparisons test.
* Values are expressed per gram of edract and represent the mean ¢ SEM of 36 Independent experiments made in triplicae.

" AQL, lyophilized aqueous extract; AR, aquecus residual
© CAE, gallic acid equivalonts; RUE, rutin squivalents; CAE, eaffeic seid squivalents.
3 nd: not detected.
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recorded (Table 1, left panel). As expected, the ethyl acetate and
butanol extracts showed the highest TPC and TFC compared to the
methanol extract. Recently, using a similar water partition procedure
with ethyl acetate and n-butanol led to optimized TPC from hexane
extracts of Rhododendron anthopogonoides (Jing et al., 2015). Owing
to the weakest TPC and TFC recovered in the PE and AR fractions, the
results indicated that the total phenclics of the aedal parts of A
radiata conld be enriched in the hydroalcoholic and ethyl acetate
fractions.

As the TPC and TFC were determined further, identification and
quantitation of the phenolics profile in the six A, radiata extracts was
carried out by HPLC wusing a diode array detector (DAD).
Representative chromatograms are displayed in Fig. 2. The qualitati-
ve—quantitative analysis of each extract is presented in Table 1 (right
panel). Hydroxycinnamie derivatives and flavonoids, which were pre-
sent in significant amounts in ethyl acetate and butanol extracts with
vet a quite different range of compounds (Fig. 2), were still found in
good vields in the starting AQL and methanol extract, while they were
recovered in weak amounts or even traces in the PE and residual AR
fractions. According to their higher polarity, hydroxybenzoic deriva-
tives appeared as minor constituents in hydroaleoholic extracts. These
classes of phenolics were readily identified by comparison with the
retention times (tz) and UV spectra of authentic standard samples of
gallic (tg = 4.2 min) and caffeic (tg = 13.4 min) acids, and rutin (tz =
28.2 min) at maximal absorption wavelengths of 280, 320 and 350 nm,
respectively.

AQL and methanol extract showed close HPLC-DAD profiles, only
differing by some extra flavonoids. The efficiency of the fractionation

i
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scheme of A, radiata (Fig. 1) is flustrated by the fact that the AR
fraction contained only traces of hydroxyeinnamic derivatives (Fig. 2).
Moreover, the butanol fraction retained a flavonoids content of ~40 mg
RUE/g, corresponding to that reported by Dendougui et al. (2006) who
extracted similar quantity of A, radiata dried material using methanol.
Among the phytochemicals contents, strong correlations were obtained
between the TPC and hydroxycinnamic derivatives (r* = 0,956, P <
0.001) or flavonoids (r* = 0,892, P < 0.01), whereas hydroxybenzoic
compounds did not correlate (P > 0.05).

3.2, In vitro antioxidant properties

Antioxidant activity of extracts was evaluated by a series of assavs
that differ in their endpoints, i.e., the mechanisms implicated and/or
targets.

3.2.1. DPPH, ORAC and TRAP

The results of the DPPH (performed in methanol and globally
measuring free radical reducing activity (Ambigaipalan et al, 2016;
Foti, 2015) ORAC and TRAP (both performed in buffer and measuring
scavenging of peroxyl radicals) assays are shown in Table 2. In the
DPPH assav, where a lower [Cs, valie indicates increased activity,
ethyl acetate and butanol extracts exhibited the highest activity (IG5,
~45 pg/mL). The AR fraction and PE extract were 5-10 times less
potent and the standard antidiabetic drug metformin was found
inactive (IC5; > 500 pg/mL). Such a higher DPPH scavenging effect
for ethyl acetate and butanol vs methanol extracts has been already
observed (Benhammou et al, 2009; Jing et al., 2015). In comparison
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Fig. 2. HFLC-DAD chromatograms of A. radiato phenalic compounds detected at 280 nm in warious extracts; AQL, lyophilized aqueous extract; AR, aqueous residual. Peak labels; HB,

henzoie acid derivatives; HC, hyvdroxyeinnamie acid derivatives; F, flavanoids derivatives.
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Tahle 2
Antioxidant capacities” in the DPPH, ORAC and TRAP assays.

Extract ar DPPH ORAC TRAP
compound

Ko (pg/mL)  TiCs (umale TE /g  (umole TE/g)

{mun)"

AQL 1303 + 43 237 1390 « 50* 5124 & 212°
methanal 1403 + 52° 461 1475 + 95* 4085 4 199"
petrolenm ether 5187 & 357 427 363 4 11 153 4 42§
ethyl acetate 435 £01° 226 3900 « 20" G350 + #40*
n-butanal 479 £ 267 246 3315 & 98°  TRTT & 452°
AR fraction 2833 + 251% 503 503 4 69 29 3+ GRS
metformin = 500 —_ -0.02 =002

Statistics: The same symbols *, %, * ar *indicate that values are significantly different (P
< Q02) from others by oneway ANDVA followed by Newman-Keuls moltiple compar-
i=ons teat.

*Walues represent the mean & SEM of 3—6 independent experiments made in
mipheats,

¥ Time fo reach the steady state at 10,

= Tralax squivalent.

with the literature (Bammou et al., 2015), the method developed in the
present study for preparing AQL, methanaol and ethyl acetate extracts of
A, radiate significantly improved DPPH scavenging activity. An
analysis of the relationship between TPC, TFC and DPPH data
indicated good correlations (P < 0.05) between these parameters,
with Pearson's coefficients r* = 0.672 for TPC and r* = 0.678 for TFC.
The phenolic compounds caffeic acid, quercetin and gallic acid
exhibited much stronger activities in the DPPH assay, with 1Cs; values
ot 471 + (005, 1.71 + 0.3 and 126 = 0.01 pg/ml, respectively.
Being a single electron-based reaction with phenoxyl radical inter-
mediates, DPPH quenching is favoured in phenolics featuring catechal
(as in caffeic acid and cquercetin) or pyrogallol (as in gallic acid)
maieties (Alov et al., 2015; Foti, 2015). This could explain the higher
activities seen in the ethyl acetate and butanol extracts which are
enriched in structurally-related hydroxydnnamic constituents (Table 1
and Fig. 2) having known antioxidant properties (Shahidi and
Chandrasekara, 2010). Consistent, a good correlation was found
between DPPH data and hydroxycinnamic contents (r = 0.534, P <
0.05). Finally, TICs; values were determined to characterize the kinetic
behavior of the extracts in DPPH scavenging. According to a previous
ranking (Sanchez-Moreno et al., 1998), caffeic acid is a rapid scavenger
(TICs; = 8.8 min), the AQ L, ethyl acetate and butanol extracts showed
intermediate kinetic properties similar to that of gallic acid (TICs, =
29.8 min), while methanol and PE extracts, and AR fraction were the
slowest scavengers, comparable to quercetin (T1C5 > 60 min).

Antinxidant capacity determined by ORAC and TRAP consistently
showed significant increase for the ethyl acetate and butanol extracts
compared to the initial AQL and methanol extract (Table 2). Highly
significant correlations were found between ORAC (" = 0.950; P <
0.001) or TRAP (r* = 0.821; P < 0.01) and the hydroxycinnamic
derivatives contents. The correlations remained strong concerning the
flavonoids contents, with Pearson's coefficients 1™ = 0.893, P < 0.0L for
ORAC and 1’ = 0.832, P < 0.05 for TRAP. Again, met formin was found
not effective in both TRAP and ORAC assays.

32.2. Superoxide radical scavenging and inhibitory effects on
prooxidants

To limit oxidative stress, inhibiting 0, and/or some biological
sources and conditions of production could be of relevance for the
medicinal usage of A. radiata. The results of X0 inhibition (by
measuring uric acid production according to Cos ef al. 1998), 0y
scavenging (by a fluorescence method (Cassien et al.. 2016)) and MCC
determination (by the ferrozine assay (Ambigaipalan et al, 2016)
performed in methanol) are shown in Table 3. Only AQL, methanol,
ethyl acetate and butanol extracts demonstrated weak XO inhibitory
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Table 3
XKanthine axidase [X0) inhibition, superoxide quenching, and metal chelating capacity
(MCC)™

Extract or X0 imhibition  Superoxide quenching  MCC
compotnd 1050 fug/mL)  1Cso(pg/mL) (umal EDTAE/ gL
AQL 5310 4 61° 0222 4 0.005° 401 + 43"
methanal 093 + 87 (267 2 0.007° 354 & 47
petralenm ether = 24008 0,694 + 00183 O + 92*
ethyl acetate 1203 + 82° 0,145 £ 0.005* 152 + 0o*
n-butanol 3520 + 877 0,186 2 0.009° 100 + 14*
AR fraction > 400 0554 4 00051 190 & 0.7*
caffee acid 195 + 21° 0013 + 0.000° 1234 4 1O
quercetin 42 £ 02 0083 4+ 0.006° 1021 & L
gallic acid 4114 1 0002 + 0.000° 882 & 18
allopurinal 11 =+ 01 —_ —_
migtfarmin B 1] = 10 —-_—

Statistics: The same symhols *, %, %, * ar "indicate that values are significantly different (P
< (s ) from others by one-way ANMJVA tollowed by Newman-Keuls multple compar-
isons test,

* Valies represent the mean + SEM of 3-6 independent experiments made in
triplicate.

" EDTA equivalent.

activities (ICs; > 100 pg/mL) compared to fairly strong (allopurinol
and quercetin) or moderate (caffeic and gallic acids) inhibitors (see
Cassien et al., 2016 for the two latter compounds). Table 3 shows that
the same extracts demonstrating appreciable inhibition against X0
possessed much stronger 0.7 scavenging activities (Le., ~1000-fold),
as indicated by considerably lower [Csq values < 0.3 pg/ml. Strong
positive corrclations (P < 0.05) were obtoined betwemn 0,7 quenching
and TPC (r" = 0.711), TFC (r" = 0.776) and hydroxycinnamic
derivatives contents (1~ = 0.556), but not with hydroxybenzoic deriva-
tives, suggesting the participation of phenolics constitutes of the
extracts (and particularly hydroxyeinnamates). The MCC walue, an
index of the capacity of compounds to inhibit fron-nduced lipid
peraxidation by forming complexes with Fe™", exhibited strong varia-
tions among extracts, decreasing in the order: PE > AQL = methanol
> ethyl acetate = AR fraction = butanol (Table 3). Globally, the
activities were weak to moderate as compared to reference compounds
and negative, but not significant corrdlations were found between the
MCC of extracts and TPC, TFC, or any of the peroxyl (TRAP, ORAC)
and 05" radicals scavenging activity indices tested above (r*
0.294-0.464) . Of interest, an inverse correlation was observed between
MCC and DPPH reducing activity (r* = 0.657, P < 0.05), in agreement
with previous observations (Zhao et al,, 2008), suggesting that extracts
with higher MCC capacity might have lower scavenging activity.
Notably, a negative correlation was found between MCC and HPLC-
determined flavonoid content (r = —0.853, P < 0.05) suggesting thatin
maost of the extracts, flavonoids could be predominantly in a metal-
flavonoid complex form, with consequently a poor chelating capacity
but increased antioxidant and scavenging properties (Lin and Guo,
2015), rather as glycoside conjugates.

3.2.3. Hydroxyl radical scavenging activity of water sohuble extracts

The HO" inhibitory activity was first determined using a radio-
mimetic (with EDTA) and site-specific (without EDTA) deoxyribose
assay in phosphate buffer, pH 7.4. All the three water soluble extracts
showed concentration-dependent inhibition of deoxyribose oxidative
degradation in both conditions, with a peak at -0.25 mg/mL and a
greater activity observed in the radiomimetic assay (Fig. 3A). The ‘free’
HO' scavenging potencies, as can be estimated by radiomimetic assay
(Halliwell e al., 1987), decreased among extracts in the following
order: butanol = AQL > AR fraction. The iron chelation potencies, as
can be estimated by the site-specific assay (Aruoma e al, 1987),
decreased among extracts in the following order: butanol > AQL = AR
fraction, a discrepancy with the MCC data (Table 3) that could
originate from differences in solvent and pH. At a concentration of
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Fig. 3. Hydrooyl radical scavenging by A. rodiotn water soluble extracts. Valies represent means &+ SEM (n = 3-6). (A) Concentration-dependent effect of extracts on
|Fe*—asearbate-H.0, | deoxyribvse degradation in the presence (radiomimetic) or absence (site-specific] of EDTA (B) Determimation of rate constants for HO® scavenging,
Absorbances at 532 nm (Agss ] were that measured in the radiomimetic demoribose assay. (C) Kinetie com petitio n plots for the trapping on DMPO of IFE"— Hz(:|-generated HO" in the
presence of extracts. I and I represent FPR signal intersities in the adrac-free oontrol and sample, respectively.

0.3 mg/mL all samples exhibited a marked reincrease of absorhance,
especially under radiomimetic conditions (Fig. 3A). Such pro-oxidant
effert in the deovyribnes assay is enmmnn 4o several plant-derived
polyphenols and flavoncids such as quercetin (Puppo, 1992), and the
strong potency seen in the butanol extract may be related to its high
TPC and TFC contents (Table 1.

In addition, the relative rate constants for the HO' scavenging by
extracts were estimated by determining the slopes of plots of 1/A4532
against concentration in the radiomimetic assay (Fig. 3B). Using thar
method, a rate constant of 1.9x10° M~* 57" was obtained for mannitol,
in agreement with literature data (Halliwell et al., 1987). Thas, the
calculated apparent rate constants for butanol extract, AQL and AR
fraction were of 11.2:10°, 9.5%10° and 63x10° M 's™", respactively.

Table 4

In a second set of experiments EPR spin-trapping was used as an
alternative method to measure HO' inhibitory activity. Hwdroxyl
radicals generated m a Fe® —Ha0, system were trapped hy the spin
trap DMPO to form adducts which can be detected by EPR. The signal
isinhibited by HO" scaven gers which compete with DMPO for HO™. The
results confirmed the strong HO" scavenging activities seen in the
deoxyribose radiomimetic assay, with concentration-dependent inhibi-
tion of the EPR signals obtained up to 10 mg/mL for each extract. It
must be pointed ot that in all experiments with the butanol extract no
additional signals were detected, eg., secondary carbon centered
adducts arising from the reaction of HO' with residual n-hutanol,
Using an established methodology (Finkelstein et al, 1980), the
apparent rate constants for HO" scavenging were estimated from the

Inhibitary activities aganst porcine pandreatic g-amyhse {PFA) and a-glucosidases from S ceravisige (SC) and rat intestinal acetone powder {RIF),

Extract ar compound a-amylase [FPA) a-glucosidase (SC) a-ghicosidaze [RIF)
ICap (ug/mL) Inhibition (%) ICan (nz/ml) Inhibition (%] ICan (ug/mL) Intibition (%}

AQL nm’ 7T+ 24 nm 6 o+ LT 002 e 40° 505 + LO"
methano] nm 359 4+ 200 nm 177 + 38 nm 183 + 018
ethyl acetate 1357 & 1243 83 4 3M nm 383 + 61 837 4 25 732 + 78*
n-hutanal 2547 4 52° 552 + 1.2 nm 248 £ 31° 561 & 53° 645 + 21
acarbose 057 + 003 > 99 1144 & 30 637 £ 22 189 4 0.1 624 & 26
luteolin 458 + 052 > 09 88 + D4 B6 + 08 nm 171 + 19
myricetin T3l + 054 612 + 28 52 1+ 04 5 + 16 nm 253 + 11
miglital T MO & 40 nm 046 « 23 196 + 0.1 673 + LB
voglibose nm 5 + 29 nm 125 + 30 035 + 005 709 + L1
metformin Tim 128 £ 17 nm 143 £ 20 nm 112 £ 09

Statistics: The same symbols *, ¥ or * indieate t hat values are signifieantly different (P« (.05) from others by one-way ANOVA followed by Newman-Keuls multiple eomparisons test,
* Vahaes represent the mean 1+ SEM of 3 5 independent experiments made in triplicate.
" Coneentrations giving maximal inhibition: extracts, 286 ug/ml; acathose, 6.2 pg/ml; lutealin and myricetin, 42 pz/ml; miglitol, voglibose and metformin, 62 pe/ml.
* Concentrations giving maximal inkibition; extracts, 1.4 mg/mL; acarhose, 274 yg/mL; lutenlin and myriceting 20 pg/mL; miglitol, voglibose and metformin, 42 jg/ml.
4 Coneentrations giving maximal inhibition: extracts, 1.0 mg/ml; acarhose, 93 pgfmL; miglitol and voglibose, 3 pg/ml., metformin, 42 pg/mL.

* not measurable.
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Tahle 5
Ovtotavietty agamst human hing canear sells (A549) and normal fibrohlasts (NHLF)L

Fxtract or compaund — MTT FRCA

IC5 {ugfmL)’ 1Cso (ug/mL)

ARD NHLF AB40 NHLF
AQL F60 & 127 270 + 13* 365 21 252 + 6*
methanal 143 ¢ 24 33 123 £ 2° a2l
ethyl acotate 118 + 2* 24 +1* 108 & 2° 17 2 2*
n-hatanol = 400 = 400 > 400 > 40
metformin = 400 = 400 = 400 = 400

Statisties: The same symbols *, ¥ or * indieate that values are significantly different (P <
0.05) from others by one-way ANOVA followed by Mewman-Keuls multiple comparisons
test,

* Walses represant the mean + SEM of 4-8 independent experiments made in
triplicate.

" 15y is defined as the concentration of sample resulting in 50% eell vishility after
48 h and ealeulated from eoncentration-response curves.

slopes of the competitive kinetic plots shown in Fig. 3C. Compared to
the scavenging potency of the butanol extract, other extracts appeared
less efficient in the EPR assay (—-62% for AQL and -79% for AR
fraction) vs the radiomimetic deoxyribose assay (-15% for AQL and
—44% for AR fraction).

3.3. Inhibitory activities against digesfive enmymes

The management of postprandial blood ghicose levels using carbo-
hydrate- hydrolyzing enzymes inhibitors from natural sources is con-
sidered an economically attractive therapeutic approach in the treat-
ment of type 2 diabetes since the use of synthetic drugs is often
associated with gastrointestinal adverse effects. Most studies on plant
extracts or phytoconstituents that may contribute to disbetes treatment
have focused on the inhibition of a-amylase and a-gluensidase, which
catalyze carbohydrate digestion into glucose (De Sales et al, 2012;
Etveberria et al., 2012). Several members belonging to the Asteraceae
family were proposed as functional antidiabetic agents (Sidhu and
Sharma, 2013; Silva et al, 2016), a property associated with the
enzyme inhibitory potential of their polvphenolic constituents, parti-
calarly flavonoids (Silva et al., 2016).

A
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The inhibitory activities of A. radiafa extracts against pan creatic a-
amylase and two sources of a-glieostdase (SC and RIP) were evaluated.
The mhibitors, voglibose, miglitnl and acarbose, and the flavonoids of
simifar structure, luteolin and myricetin, were used as positive
controls, Two assavs for a-glucosidases were carried out because
enzymes from different origins are known to strongly differ in inhibi-
tion assays due to their different structure (Ol et al, 1099, Table 4
shows [Cs, values and the concentrations of samples associated with
the maximum inhibition reached. The g-amylase inhibitory activities
decreased among extracts in the following order: ethyl acetate =
butanol > methanol = AQL, while the PE exiract and AR fraction were
inactive (not shown). Interestingly, a stronger inhibition of a-amylase
activity was reported for ethyl acetate and butanol vs PE extracts of
Phyllostachys edulis leaves and the authors comcluded that high
flavonoids levels contained in polar fractions could act by retarding
the enzyme carbohydrate digestion and directly interacting with starch
(Yang ef al, 2014). The pronounced effects of acarbose and both
flavonoids shown in Table 4 were in agreement with previous determd-
nations under similar conditions (Oki et al., 1999; Olackun et al., 2013;
Tadera et al., 2006), and, in connection with the flavonoids constitu-
ents of the four active extracts, a good correlation was found between
their g-amylase inhibitory capacity and their respective TPC (1° =
0.912, P < 0.05), TFC (r* = 0.973. P < 0.01) and hvdroxycinnamic
contents (r* = 0.088, P < 0.01).

The SC and RIP a-ghicosidase inhibitory activities decreased among
extracts in the following order: ethyl acetate = AQL > butanol >
methanol, and butanol > ethyl acetate > AQL > > methanol,
tespectively (Table 4). In both assays the PE extract and AR fraction
were again inactive (not shown). In the SC assay, no ICs; was found for
either active extract, while acarbose and both flavonoids, but not
miglitol and voglibose, showed at least two-fold better efficiencies. In
the RIP assav, both flavonoids were low a-glucosidase inhibitors
whereas voglibose, miglitol and acarbose showed stronger properties
1n line with earlier measurements (Okt et al., 1999), Using a SC assay,
Silva etal. (2016) reported a strong a-ghicosidase SC in hibitory activity
for the ethyl acetate extracts of Eremnonthus erotonides (Asteraceae)
and identified several active polyphenolic constituents such as querce-
tin. quercetin-3-methyl ether, luteolin, and caffeoylquinic acid n-butyl
ester derivatives. However in both a-glicesidase assays performed in
the present study, no correlation was found between the inhibition
potency and the TPC and TFC of the extracts.
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34. Cytotoxicity studies

The cytotoxic properties of the four extracts exhibiting the highest
activities in antioxidant and enzyme inhibition assays were screened
against A549 and NHLF cells by running FMCA and MTT cell viability,
and metabolic activity assays. Cells were incubated in DMEM contain-
ing 0.2% DMSO as vehicle for 48 h. Prior to experiments it was checked
that addition of 0.2% DMS0 in culture medium did not induce any loss
of viability of confluent cells after incubation for 48 h (not shown).
Results showed very low cytotoxic effects from AQL and butanol
extract, with 1Cs; values > 250 pg/mL in both cell lines, NHLF being
understandably more sensitive (Table 5). Much lesser cell viability was
observed for the methanol and ethyl acetate extracts and, for this latter
fraction, it can be proposed that cytotoxicity may be related to the

A
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presence of low polar constitments such as flavonoid conjugates,
alkaloids, saponins or tannins that can interfere with cell membranes
at high concentrations.

Altogether, the more soluble AQL and butanol extract, which
demonstrated optimized antioxidant, enzvme inhibitory and low
cytotoxic properties comparable with metformin (Table 5), were
considered snitable for further in vivo testing.

3.5. Protective gffect on LDL oxidation

Oxidative damage of lipid molecules is one of the initial steps in the
development of atherosclerosis and eardiovascular diseases cansed by
hyperlipidemia and its prevention by antioxidants could be an efficient
therapentic approach. Human LDL was oxidized in vitro by copper ions
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Fig. 5. Protective effect of A rodiata extracts against high-ghicose indoced toeicity in beta-cells. Cell viahility and spoptosi were assessed by [A) MTT-hased metabolic activity, (B)
intracellular ATP content, (C) eytosolic caspase 3 activity. INS-1Ecells were incubated in RPMI 1640 meadium containing normal glucose (eontral, 5 mM) or high-gueoss (HG, 25 mb)
concentration for 84 hin the shsence or presence of test compounds: quercetin (3 pg/mlL), AQL and butanol extract (5 or 15 pg/ml) or [Mat+AQL| {at 2 and 5 pg/mL, respectively).
Statistics; P < 005and P < 0.001 vz contral, *P < 0,01 and P <0001 v2 HG and "P < 0,05 vs [Met+AGL], by ane-way ANOVA followed by Tukey's multiple comparisans tests,
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in the presence of 5-30 pz/mL of AQL. butanol extract or metformin,
and the degree of LDL oxidation was assessed by monitoring the
production of conjugated dienes {at 234 om) for 6h at 37°C and
TBARS formation (at 532 nm) immediately after ncubation. Both
extracts, at 5 pg/mL, but not metformin, significantly nhibited con-
Jugated diene formation relative to LDL oxidized without extract (P <
0.05 by two-way ANOVA), and the kinetic profiles indicated a delayed
fagtime { = 4 h) for mavimal diene formation that peaked at 4 hin the
control (Fig 44) Relative to the contral TDE ovidation TRARS levels
were significantly decreased by AQL and butanol extract in a concen-
tration-dependent manner (Fig. 4B, with ICo; values of 7.1 pg/mL and
4.2 pg/mL, respectively. In these experiments the flavonoids quercetin
(ICsy = 0,32 pg/ml) and huteolin (IC;, — (.98 pg/mL), but not
naringenin were more potent inhibitors, in line with literature data
(Miranda et al., 2000). Again, metformin was insffective as antioxidant
in redudng LDL oxidetion as comparcd to cxtracts.

3.6. Protective effect on cultured rat pancreatic beta-cells in high-
glucose conditions

It was evaluated whether AQL and butanol extract may promote

A
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viability and metabolic activity of rat INS-1E beta-cells exposed to
hvperglveemic medium mimicking diabetes conditions. As expected,
both cell viahility and metabolic activity were significantly reduced to
~50% of control values when beta-cells were exposed for 84 h to high
glucose (Fig. 5A and B). Cells exposed to the highest glucose concen-
tration of 25 mM were apoptotic as evidenced by a ~1.5-fold emhance-
ment of caspase-3 activity ws normal conditions (Fig. 50
Hyperglyremia-indured eell damage was drse-dependently prevented
by applieation of 1-15 pgfml. of each exivact (Fig 5) sugpesting that
they can be effective as anti-apoptotic and protective agents at doses
compatible with plasma concentrations as low as 5 pg/ml
Furthermore, these effects of extracts were comparable to that of
3 pg/ml. quercetin, suggesting that the phenolic fraction of the extract
could be central to the protective activity.

Although data in Tables 2 and 3 are compatible with a poor
antioxidative and scavenging property for metformin it yet cxerted
protective cffect on betn cclls at 2 pg/ml, PDBE“JI;\' by correcting
abnormalities of intracellular calcium metabolism in nsulin-sensitive
tissues (Viollet e al., 2012). Interestingly, adding 5 pg/ml of AQL
strongly enhanced this protective effect of metformin on beta-cell

survival (Fig. 5).
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3.7, Acute oral toxicity of extracts on C57BL/6 J mice

Since none of the animals receiving orally 2000 mg/kg of AQL or
butanol extract died up to 10 days, and did not show any signs of pain,
distress and suffering, it was considered that the LDsg is = 4000 mg/kg
in both cases. According to Yamanaka et al. (2010), extracts with such
low toxicity would not require further testing for lethal effects.
Therefore, next pharmacological investigations were carried out using
the non toxic dose window of 25-250 mg/kg of body weight, which is
relevant to the use of the plant in traditional medicine (Ghourri et al.,
2013).

3.8, Antidinbetic effect on high-fat-fed C57BL/6 J mice

The potential of plants exerting hypoglyeemic and/or insulin
mimetic activities to be developed as natural antidiabetics is increas-
ingly exploited. Their biological activity relies on different mechanisms,
including inhibition of carbohydrate hydrolyzing enzymes, inhibition of
renal ghicose reabsorption, insulin secretion stimmlaton or insulin
resistan ce reduction, increase of the number and the size of cells in the
islets of Langerhans, inhibition of glucose production and upregulation
of ghicose transporters or antioxidant activity (Rios et al, 2015).
Although A radinta has been part for a long time of Saharian
traditional medicine to treat hyperglycemic related diseases
(Boouham et al., 2006; Hammiche and Maiza, 2006; Ghourri et al.,
2013), little is known so far about the usefulness of the plant in treating
experimental diabetes. Given the strong antioxidant, radical scaven-
ging, enzyme inhibitory properties and protective activity on lipopro-
teins and pancreatic cells of AQL and butanol extract established
above, their in vivo potential was investigated in HFD-fed CS7BL/6 ]
mice to determine (i} their dose-response acute hypoglycemic activity
in blood within 4 h, and (ii) their anti-hyperglycemic and antidiabetic
activity after long-term oral treatment. with the purpose to delineate
the underlying mechanisms.
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381, Acute hypoglycemic activity of extracts: dose determination
study

Mice on HFD for 16 weeks were given the extracts orally at 25, 75,
150 and 250 mg/kg or 15 mg/kg glibenclamide and blood glicose
levels were monitored up to 4 b post treatment. The two extracts
showed a potent hypoglycemic property reaching a maximum at
150 mg/kg, with an effect comparable to that of glibenclamide at the
dose of 15 mg/kg (Fig. 6A). Therefore, 150 mg/kg was selected for the
long term in vivo studies on A, radiota extracts.

382, Long-term study on digbetic mice: food intake, body weight
and body fat pad weight
At the onset of treatments the mean body weight was of 17.1 =

1.1g (n=84). Table & shows that, after 28 weeks, the animals from the
HFD group showed significant higher weight gain (+242%, correspond-
ing to (.85 g/week) compared to the control SD group (+175%,
corresponding to (045 g/week). Once the obesity induction was char-
acterized at 16 weeks, i.e., the mean weights were 30.7 + 0.2gin the
HFD group and 225 + (.1g in the SD group, five sub-groups of
animals from the HFD group were distributed into the [HFD+AQL],
[HFD+AQL-5],  [HFD+n-BuOH], [HFD+Met] and [HDF
+Metzs +AQLos] groups and were additionally fed 150 mg/kg body
weight of the corresponding test compound for the remaining 12 weeks
with the exception of [HFD+AQL-s] and [HDF+Metos+AQLs5] groups
where the doses of AQL and Met were of 75 mg/kg. While in this period
the HFD group continued showing higher body weight compared to SD
group, the trend was significantly prevented in 150 mg/kg-treated
groups, with comparable final weight gains of +200%,+198% and
+199% in the [HFD+AQL], [HFD+n-BuOH] and [HDF+Met] groups,
respectively (corresponding to ~0.65 g/week in both gmoups; Table 6).
At the lowest dose of 75 mg/kg, AQL still prevented the development of
obesity (+206%) and adding metformin even improved the weight
reduction (+191% in the [Met:s+AQL-s] group). At the end of
treatment, the body fat mass percentage was of 10% in SD group,
which strongly increased to 22% in HFD group, significantly decreased
to only 12% in the [HFD+n-BuOH] and [HFD+Met-5+AQL-5] groups
and remained within 14-16% in the other treated groups. As no

Tahle 6

Antidiabetic, antindidant and anti-inflammatory effects of treatments in C57BL/G ] mice”.
Parameters Experimental groups”

Control SD HFD [HFD+AQL] [HFD+AQLss]  [HF+n-BulH] [ HFD+Met] [HFD+Metrs+AQ L]

Body weight (g) 29.8 + 08 419 = 1.0 348 & 097 358 + L0*7 336 2 09 33.9 + 047 317 2 07"
Food intnke (g)° 286 4 & 279 4+ 12 281 + 9 282 4 4 285 + 8 283 2 1 285 4 3
Total fat mass (g) 291 + 003 B899 1 0.12 487 + 0045 531 + 008" 407 + 018 461 £ 007 371 + 006
Glucose (mg/dL) 859 + 1.3 2604 4 T4 1357+ 44 1435 + 387 1370 £ 1987 1242a 257 075 & 23
Insulin (ng/mL] L8 £ 02 48 £ 0.5™" 31 4 04 33 4 03" 27 4 02° 25+ 03 22 + 03
Hbage (%7 51 £ 01 B6 £ 0.3 59 2 0.3 63 £ 0.2 58 & 00" 584+ 07 53 & 03
Leptin [ng/mL) 71 =13 368 -+ 2.3 158 + 13" 187 = 17" 153 & 277 240 £ 189%° 143 2 LY
T-cholesteral {mg'dL) 538 4 58 1158 & 65"* 768 + 1.2  BRO 4+ 38°°% G678 s 27 854 & 37" @01 & 30%T
Triglycerides {mg/dL) 6494 2.1 L7 + 95 821 « 517 BO8s 3974 695 + 36 7RI 2+ 22° 727 2 397
Triglycerides in liver tissue (mg/g) 069 + 004 696 + 1.O0"** 250 & 045 2932 03177 199 4 020 209 + 023 171 £ 024
Glyeogen in liver tisme (mg/100g) 492 + 20 19.1 & 2.0% 383 4+ 15 354 4 6.1% 314 + 614 403 + 359 453 & 417
GSH/GSSG 301 + 007  208's 016" 299 « 0.05 268 + 0.09° 265 + 016 219 + 011" 312 2 008
PC (nmol/mg proteins) 099 4 011 167 & 012" 118 & 0.18 126 4 0.11% 123 &+ 0104 148 & 005 109 & 00F
IL-6 (pg/mL) 99 4+ 10 731 4 0.9 140 & 197 166 + 21" 146 + 20° 169 + 137 121 + 19
MCP-1 (pg/mL) 482 + 53 557 2 4.4 453 + 7.2 5L0 4 5.1 560 + B1 483 + 22 50.0 + 4.1
THF- (pg/mL) 435 4+ 1.9 873 4 4.9 563 4 3.5 6L4 4 614 654 + 61 599 + 63 514 4 617

Statistics: Values are significantly different from controls {*P < 0.05,**P < 001 and ***P < 0,001), HFD (P = 005 and 'P < 0.001) and *P < 0.05 vs [Metc+AQL), by one-way
ANOVA followed by Tukey's multiple comparison test.
* Valies represent the mean + SEM of 6-12 independent experiments made in triplicate. Assays were performed in blood plasma unless otherwise noted.

k Groups and treatments: S[y, control mice fed a standard diet; HFD, mice fed a high-fat diet {60% fat); AQL, lyophilized aqueous extract; n-BuOH, butanol extract, Met, metfarmin,
Extracts and metformin were administered at 150 mg/kg/day for 12 weeks consecutive to an HFD induction of 16 weeks, except for groups with ALz and Met;: for which the doses

were 75 mg/kg/day,
= Average food consumed per mouse pooled over 12 weeks,

2 Abbreviations: HbA,e, gheosylated hemoglobin; T-cholesteral, total cholesteral; GSH/GSSG, ratio of reduced-to-exidized glutathione; PC, protein carbonyls; [L, interleuking;

MCP-1, monocyte-chemoattractant pratein 1: TNF-a, tumor necrosis factor-a.
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changes among groups were seen concerning food intake (Table 6), the
difference in caloric intake in the HFD group (ie, -1.5-fold ve 8D
group) is likely responsible for the observed gain in body and fat mass.
Results in the HFD group were in accordance with previous reports on
the susceptibility of the C57BL/6.J strain to develop hyperglycemia,
hyperinsulinemia and obesity when administered HFD containing
30-60% fat. These characteristics have been reported appropriate to
investigations of curative action of traditional medicines in type 2,
insulin resistant diabetes (Gallou-Kabani et al., 2007; Yokota et al,
2009; Hamza et al., 2012). Thus, it was concluded that the two tested
extracts could significantly lower HFD-induced increase in body weight
and adiposity without affecting the caloric intake.

283, Effect on blood glucose and insulin, glucose tolerance,
hemoglobin glycation, hyperleptinemia and hyperlipidemia

At the onset of treatment s the baseline levels of fasting glucose and
insulin were of 80.4-82.6 mg/dL and 1.2-1.6 ng/mL. respectively,
increasing by ~300% and ~270%, respectively at week 281in HFD mice.
Treatment with AQL or butanol extract at the dose of 150 mg/kg and,
to a lesser extent with 75 mg/kg of AQL, sipnificantly reduced blood
glueose and moderated hyperinsulinemia as compared to the HFD
group. Expectedly, the insalin-sensitizing agent metformin showed
potent antihyperglvcemic properties at 150 mg/kg, with a slightly
better, vet not significative hypoglyeemic effect vs AQL and butanol
extract at the same dose (Table 6). Compared to SD mice, animals on
HFD developed type 2 diabetes with characteristics of insulin resis-
tance as indicated by the OGTT assay. The sustained blood glhicose
level seen at 90 min was significantly reduced by treatment with either
AQL alone (150 mg/kg) or a mivture of metformin and AQL (both at
75 mg/kg) in a dose-dependent manner (Fig. 6B). Improvement of the
overall ghicose exposure in groups supplemented by AQL and butanol
extract was evaluated by calenlating the AUC which decreased by 34%.
33%, 22%, 48% and 55% in the AQL, hutannl (hoth at 150mg/ks),
AQL-s, Met (at 150 mg/kg) and [Met-5+AQL;] groups, respectively
(Fig. 6C).

As shown in Table &, the HbAy content of the HFD group is
significantly (P < 0.001) increased compared to the SD group, as a
conseqmence of long-term high levels of circulating glucose that reacts
with hemoglobin and other proteins. All treatments significantly
decreased the HbA, level towards control vale, with a better efficacy
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exhibited by the combination of AQL and metformin (both at 75 mg/
kg, an effect consistent with the improved property of this mixtore in
blood ghicose and hyperinsulinemia normalization (Fig. 6B and C).

Further. data in Table & also revealed that treatments significantly
improved lipid metabolism and accumulation in diabetic mice.
Hyperleptinemia was reduced by 34.8-61.1%, drculating levels of
cholesterol and triglycerides decreased by 24.0-41.5% and
19.6-37.5%, respectively. and trighvceri des accumulation in liver tissue
were dramatically reduced by 57.9-754%. It is noteworthy that
treatments based on AQL or butanol extract both strongly decreased
adipose tissne mass and brought cholesterol and triglyeerides levels
close to normal values, suggesting that they may exert a lipolvtic and/
or antiadipogenic activity. In medicinal plants, improved anti-obesity
and anti-dislipidemia efficacy has been linked to a high content of
Iydroxye moaneic acid derivatives (Alao el al., 2016), a feature of the
butanol extract developed here (Table 1).

Last, the liver glyeogen content of HFD mice was significantly (P <
0.01) depleted compared to the SD group (Table @), revealing an
increase in gluconeogenic enzvmes activities due to the altered action
of insulin. All treatments and metformin strongly protected liver
glveogen loss, a resalt that could be related to the ability of the
antidiabetic drug to reduce hepatic ghiconeogenesis, and improve
glueose uptake and pancreatic islet cells protection (Viollet et al,
20712). This hypothesis appears confirmed for AQL and butanol extract
owing to the results of the study on beta-cells (Fig. 5).

J&4, Onidative stress markers and inflammatory cytokines levels
There is a consensus that chronic hyperglyeemia in type 2 diabetic
subjects induces a cascade of pathological events, including ROS
formation, anticxidant consumption, increased lipid peroxidation,
protein oxidation and beta-cells dysfonction (Giaceo and Brownles,
2070; Meigs, 20110). Such increased oxidative stress status was detected
in the HFD gromp which demonstrated -30% Iowered hinod GSH/
G386 levels and ~70% increased formation of plasma protein carbo-
nyls when compared to the SD group. Both A. radiata treatments quite
completely (for the ratio of reduced to oxidized ghutathione) or partly
(protein oxidation) restored the normal levels (Table 6), suggesting the
involvement of antioxidant mechanisms such as those found in vitro
(Tables 2 and 3). Clinical studies reported a good correlation between
elevated protein carbonyls levels and poor glyeemic control (i.e., when
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Fig. 7. NADPH axidaze activity in (A} hindlimb skeletal muscle and (B) myoeardia homogenates of mice on HFD diet treated with A, rodiara ectracts. Treatments: see lagend of Fig, 6
Statistics; P < 0.05, 7P < 0,01 and =P < 0001vs eontral; 3P < 001 and P < 0,001 vs HFD and P < 0.05 v8 [Metys+AQL-| group, by oneway ANOVA followed by Tukeys

multipls camparisnns testa
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Hbser > 7), GSH depletion, impaired trace elements status and lipid
peraxidation {Whiting et al., 2008). Although 150 mg/kg of metformin
produced substantial reduction in hyperglycemia and Hbyy,., it did not
significantly affect oxidative stress markers as provided by A. radiata
extracts at the same dose (Table 6). As in the cell study, a synergistic
effect of metformin with 75 mg/kg of AQL led to a normalization of
blood GSH/GSSG ratio and protein carbonyls level.

Diabetes-associated oxidative stress adversely affects (i) myocardial
function and structure, leading to diabetic cardiomyopathy and heart
failure, and (i) skeletal muscle mitochondrial respiration, causing
impaired tolerance to exercise (Yokota et al., 2009; Meigs, 2010). In
particular, 0" release consecutive to NADPH oxidase activation has
been incriminated as a trigger of diabetes-induced cardiovascular and
skeletal muscle pathophysiology because high levels of ghicose, fatty
acids or insulin are responsible for mitochondrial damage and im-
paired contractile capacity in muscle cells (Yokota et al., 2009, Meigs,
2010).

In accordance, the myocardium and hindlimb muscle of mice on
HFD for 28 weeks exhibited a strong increase in NADPH oxidase
activity as detected by lucigenin luminescence (Fig. 7), which was
abolished when tissue was treated with the NADPH inhibitor DPI or
0, scavenger Tiron (data not shown). This NADPH-dependent 02"
production in both types of tissues of diabetic animals was strongly
limited by treatment with 150 mg/kg of each extract or metformin, the
latter being significantly less active in the myoeardimm (Fig. 7E). A
dose-dependent effect was found when the AQL dose was lowered to
75 mg/kg and again a better overall response was obtained in the
[Metrs+AQLos] vs AQLys groups.

Another feature of metabolic syndrome associated with obesity is
the establishment of a chronic, mild inflammatory state, with the
release of inflammatory mediators that could play a crucial role in
insulin resistance (Akash et al., 2013). Table 6 shows that both levels of
cytokines IL-6 and TNF-o, but not MCP-1, were strongly altered in 28
weeks-HFD group mice, Of the tested extracts AQL demonstrated a
slightly higher anti-inflammatory activity characterized by a better
action on TNF-a. Recent studies have reported that plant extracts may
serve as dual hypoglyeemic and anti-inflammatory material (Hevman
et al, 2014}, or could be used as hypolipidemic treatments possibly
acting on cellular pathways invalved in adipogenesis expression (Lee
et al., 2014).

4. Conclusion

In summary, this is the first study to rationalize the traditional use
of Anvillea radiata for the treatment of hyperglycemia and diabetic
complications. Lyophilized aqueous and butanol extracts of the aerial
parts of the plant demonstrated strong antihyperglycemic, antthyperli-
pidemic and anti-inflammatory activity, and delayed oxidative siress
induced-myocardial and muscle damage C57BL/6J mice selected
becanse they undergo type 2 diabetes similar to humans upon high-
fat diet (Frode and Medeiros, 2008). Since this genetically modified
animal model has some limitations, additional in vitro studies were
performed to investigate complementary potential molecular mechan-
isms of action that may support the effectiveness of the plant in
humans. Ameng them, inhibition of a-amylase and o-ghicosidase,
antioxidant and free radical scavenging, and protection of pancreatic
beta-cells were identified. The two extracts also exhibited strong insulin
sensitizing effects comparable to that of metformin. The current results
will be useful for assessing the benefit of A. radiata extracts in the
treatment of diabetic neuropathy, a major complication associated with
mitochondrial  dysfunction, oxidative stress and inflammatory
mediated damage in neurons and glial cells (Sandireddy et al, 2014;
Singh et al., 2013). To this purpose, more specific protocols allowing
the monitoring of peripheral nerve conduction velocity and injury are
available (Yadav et al, 2014; Yang et al, 2015). More generally, it is
believed that A, radiato-derived material is particularly suitable for
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developing a nentraceutical for the management of type 2 diabetes and
obesity or for add-on therapy with metformin.
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Glossary

AAPH: azobis( -amidinopropane) dibydrochlaride
AQL: Iyophilized aqueous extract

AR: aqueous residual

CNPG3: Z-chlars-4-nitrophenal-a-D-maltotricside
DMEM: Dulbecco’s modified Eagle's medium
DMPO: 5, 5-dimethyl-1-pyrroline N-oxide

DPFH: 2.2-diphenyl-1 -picrvhydrazyl
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DTPA: diethylenetriaminepentaacetic acid

EPR: dectron paramagnetic resonance

FEM: fibroblst hasdl medinm

FGM: firoblast growth medium

FMCA: flunromisttye microculture cyfatoricity assay
GSH: reduced ghiathdone

G856 awidized glutat hiome

ITh: hemoglohin

HhA ! ghyensylated hemoglobin

HF: high-fat diet

[ interleukin

MOC: metal chelating capacity

MCP-1: momoeyte-chemoattractmt protein I

Met: metformin

MTT: (4 5-dimet hyl-2-thimeohyl) -2, 5-diphenyl-2H-tetrazalium bromide
NEDH: 7-hydrazing-4-nitrobenzo-2,1,3-0 mdiazale
NHLF: lmman normal lung fibroblasts
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OGTT: oral glucose tolerance test

DRAC: nxygen radical absorhing eapacity

PE: petrokum ether

PNPG: p-nitrop heny-a-D-glucopyranoside
PPA: parcine pancreatic a-amylase

RIF: rar Inteatingl acevone powder

ROS: reactive axygen species

RI'MI: Roenwell Park Memorial Institote medinm
SD standard diset

TRA' Pthinharhitoric acid

TBARS: thic harhituric acid-reactive substances
TFC: total flavonaid content

TNFa: tumaor necrosis factor-a

TPC: total phenolic content

TRAP: total radical antioxidant potential

X0 santhine axidase
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Résumé: Pertinence ethnopharmacologiqueSelon la médecine traditionnelle sahariereyillea radiataCoss.
& Dur. (Asteraceae) a été évalué pour le traitentdubhe variété de maladies telles que les malagiessro-
intestinales, hépatiques et pulmonaires, et acpriscience de son effet bénéfique sur I'hyperglye@wstprandiale
Cependant, & notre connaissance, aucune étudiéaéthss effets curatifs antidiabétiques de cdtiatp n'a encors
été réalisée.
Objectif de I'étude: Pour déterminer l'effet hypoglycémique et antididque de la supplémentation alimentaire
extraits dAnvillea radiatasur I'obésité et I'insulinorésistance induites H&D chez des souris C57BL/6J en relat
avec lespropriétés antioxydantes, anti-inflammatoires, latgction des cellulef pancréatiques et des musc
squelettiques, et les activités inhibitrices desyares digestives.

Matériel et méthodes Six extraits (hydrosolubles et organiques) detigmaériennes de la plante ont été analy
phytochimiquement (TPC et TFC) et cribiésvitro pour le piégeage du superoxyde (par chimilumineseeet du
radical hydroxyle ( piégeage par résonance paraétage €lectronique), antioxydant (tests DPPH, TR&tH
ORAC), xanthine oxydase, chélatant les métauxbitéir dea-amylase etr-glucosidase, et effets protecteurs

l'oxydation des lipoprotéines induite par le cuivi®n a ensuite évalué la toxicité de certains @str

hydroalcooliques et aqueux sur digsroblastes humains pulmonaires normaWLF) et des cellules cancéreus
A549 en utilisant des dosages FMCA et MTT. Deuxadte hydrosolubles ayant les meilleures propriétébales
ont été évalués pour leur (i) effet protecteur 851+g /mL sur l'activité métabolique de cellules INSHrivées
d"insulinome de rat exposées a un milieu hypesiyicue, et (ii) effet hypoglycémique aigu chez desrris
diabétiques induit par HFD de 16 semaines. Ensdis, souris diabétiques ont recu de HFD complétéedps
extraits (jusqu'a 150 mg/ kg/ jour) pendant 12 seesmsupplémentaires en utilisant un régime stahdamme
témoin et le médicament antidiabétique, la metfaam{150 mg / kg) comme contrdle positif. Ensuitactlvité
antidiabétique, anti-inflammatoire et antioxydadés extraits a été déterminée.

Résultats Parmi les extraits hydroalcooliques et d'acéwditgdhyle enrichis en polyphénols, I'extrait aque
lyophilisés (AQL) et butanol ne sont pas toxiquesmples cellules en culture<400 ug/mL) ou lorsqu'ils son
administré par voie orale chez des souris norm@e800 mg/kg), ont exercé une action hypoglycémiaiutse-
dépendante chez les souris diabétiques, qui esimabexa la dose de 150 mg / kg. Aprés l'adminignatie cette
dose pendant 12 semaines, les deux extraits amfisaivement amélioré la capacité de controlepdids corporel,
amélioré les taux plasmatiques de glucose et diiresuéduit le stress oxydatif dans le sang, damsyocarde e
dans les muscles squelettiques et I'améliorationsttut hyperlipidémique et inflammatoire. De pliss
complications liées au diabéte ont été amélioré&emdniére optimale par une thérapie orale basédesudoses
divisées en deux (75 mg/kg) d'un mélange d'AQLeetnétformine.
Conclusions L'enquéte actuelle soutient l'utilisation médatetraditionnelled'Anvillea radiataet suggére que le
deux bio-extraits facilement accessibles et aadloliit ont la capacité de développer un agentygailglycémique,
antihyperlipidémique et protecteur contre la dysfam des cellules béta et musculaire a des dasepatibles avec
les pratiques courantes de peuples autochtonedggastion des troubles métaboliques.

Mots clés :Anvillea radiata plantes médicinales, phénoliques totaux, celln&ta-pancréatiques, souris C57 /
BL6J, diabéte de type 2
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