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Introduction

Les maladies cardiovasculaires (MCV) représentent la premiére cause de morbi-
mortalité des patients diabétiques : 80 % des déces de ces malades sont en rapport direct avec
une maladie vasculaire (OMS, 2015). Les anomalies métaboliques du diabéte sucré
constituent non seulement des signes biologiques informatifs, mais aussi des facteurs de
complications dégénératives (Kautzky-Willer et al., 2016). Le diabéte est aujourd’hui une
maladie métabolique grave menagant, d’une maniére croissante la santé publique dans le
monde (Kebiéche et al., 2011).

Le diabéte de type 1 (DT1) autrefois appelé diabete insulino-dépendant (ou encore le
diabéte juvénile) apparait le plus souvent de maniere brutale chez I'enfant ou chez le jeune
adulte. Le DT1 est une maladie auto-immune dans 90% des cas (10% idiopathiques)
aboutissant a une destruction totale des cellules  des ilots de Langerhans (Smith et al.,
2017). La prévalence du DT1 est en constante augmentation, il s'agit d'un défaut primaire de
sécrétion d'insuline par le pancréas, dont I'étiopathogénie est plurifactorielle. Méme traité par
I'insuline exogéne, le diabéte de type 1 induit, au fil de son évolution, un grand nombre de
complications (métaboliques, cardiovasculaires, neurologiques...) (Chilleli et al., 2013).

L’Organisation Mondiale de la Sant¢ (OMS) estimait a 415 millions le nombre
d’individus affectés en 2015. En Algérie, La prévalence nationale du diabéte s’établit a 6,9%,
selon les données du nouveau rapport 2017 de la Fédération internationale du diabéte (FID).
La marge d’incertitude statistique pour les personnes atteintes de diabéte en Algeérie s’établit
entre 1,25 et 2,45 millions, correspondant a un taux de prévalence nationale compris entre 4,9
et 9,5% (FID, 2017).

La dyslipidémie associée au diabéte constitue un facteur de risque des maladies
cardiovasculaires (MCV) et contribue significativement a la morbidité et a la mortalité
cardiovasculaire (Feher, 2004). Par ailleurs, les anomalies du métabolisme des lipides au
cours du diabéte sont caractérisées par des concentrations élevées en triglycérides, cholestérol
total, C-LDL, et réduites en C-HDL (Wilbert, 2014). Ces altérations représentent 1’une des
complications les plus communes du diabéte, observées chez environ 40% des patients
diabétiques (Ravi et al., 2005).

L’hyperglycémie induit un stress oxydant, défini comme un déséquilibre de la balance
entre la production de dérivés instables de 1’oxygene (radicaux libres) et/ou une neutralisation
insuffisante par les antioxydants (vitamines, oligoéléments, enzymes) (Asmat et al., 2016).
Kebiéche et al., (2011) ont étudié¢ le role du stress oxydatif dans ’apparition et le
développement des troubles chez les diabétiques,. éventuellement wia. la formation des
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radicaux libres oxygénés. Ces derniers sont responsables des altérations biologiques, ils
inhibent, entre autre, la sécrétion d’insuline et interférent avec différentes étapes du couplage
stimulus/sécrétion (Bonnard et al., 2008). Plusieurs études sur des lignées cellulaires in vitro
ont démontré que le stress oxydatif inhibe la transduction du signal de I’insuline (Kammoun
et al., 2009). Les effets déléteres du stress oxydant sur les molécules permettent de
comprendre son réle dans un grand nombre de pathologies majeures (Haskins et al., 2003).

Plusieurs études ont montré une augmentation de la peroxydation lipidique au cours
diabete, due au stress oxydatif, dont résulte une déplétion des systémes protecteurs
antioxydants (Mishra et al., 2013). Cependant, d’autres travaux ont indiqué qu’une
supplémentation avec des antioxydants, réduit le stress oxydant, chez 1’animal rendu
diabétique (Wu et al., 2006) et chez les patients diabétiques (Jain et al., 2000).

Néanmoins, les cing types d’antidiabétiques oraux actuellement utilisés pour le
traitement du diabete de type 2 ne semblent pas améliorer le profil lipidique des patients
(Fisman et al., 2004) et certains de ces médicaments possedent méme des effets secondaires.
De méme, I’insulinothérapie, traitement substitutif du déficit en insuline dans le diabéte de
type 1, garde des limitations importantes (Mosnier-Pudar, 2000).

Ainsi, de nouveaux agents thérapeutiques, relativement non toxiques, seraient
nécessaires pour traiter I’hyperglycémie et corriger la dyslipidémie associée, et par
conséquent, réduire le risque de complications cardiovasculaires dues au diabéte.

Depuis toujours, les plantes médicinales ont été utilisées pour prévenir ou traiter
diverses pathologies, dont le diabéte (Rai et al., 2007 ; Asif, 2014 ; Michel & Sapana, 2017).
La recherche sur les substances naturelles est un theme porteur depuis quelques années et les
laboratoires pharmaceutiques, toujours a la recherche de nouveaux composes actifs, se
tournent vers 1’identification et la caractérisation de molécules naturelles pour la synthése de
nouveaux médicaments.

Selon des études ethnopharmacologiques, plus de 1200 plantes sont utilisées a travers
le monde, en médecine traditionnelle, pour leurs activités hypoglycémiantes. L’effet
hypoglycémiant de certaines de ces plantes et/ou de leurs produits a été étudié et confirmé
dans de nombreuses études, chez des animaux rendus diabétiques (Jasmine & Daisy, 2007 ;
Krouf et al., 2008 ; Taleb-Senouci et al., 2009 ; Zennaki et al., 2009 ; Baragob et al.,
2014 ; Kumar et al., 2015 ; Mousavi et al., 2016) ainsi que chez des patients diabétiques
(Ludvik et al., 2003 ; Herrera-Arellano et al., 2004; Jayawardena et al., 2005).
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Parmi les plantes antidiabétiques, certaines possedent des propriétés hypolipémiantes
(Xie et al., 2005 ; Taniguchi et al., 2006 ; Ramesh et al., 2013 ; Kazemian et al., 2015),et
d’autres, des effets antioxydants (Ardestani &Yazdanparast, 2006 ; Yazdanparast et al.,
2007).

Dans ce travail, nous nous sommes proposé d’étudier les activités biologiques de la
graine Linum usitatissimum (Lu.). Cette plante connue sous le nom de «Zeriat El Kitten» au
Maghreb est utilisée en médecine traditionnelle dans le traitement de nombreuses pathologies,
dont le diabéte. Des travaux antérieurs ont rapporté I’effet hypoglycémiant (Arumugam et
al., 2013 ; Tjeck et al., 2017) et hypolipémiant (Ciocoiu et al., 2009 ; Guenzet et al., 2013)
de certaines plantes, chez le rat rendu diabétique par la streptozotocine (STZ).

Le modele expérimental utilisé dans cette étude est le rat Wistar rendu diabétique par
injection de STZ, agent chimique largement employé pour I’induction du diabéte de type 1,
par destruction sélective des cellules B des ilots de Langerhans.

Dans cette étude, nous nous sommes fixes quatre objectifs :

Le premier objectif concerne ’effet de la graine de Lin Linum usitatissimum sur les
marqueurs du diabéte tels que, la glycémie, 1’insulinémie et I’hémoglobine glycosylée.

Le deuxiéme objectif porte sur le métabolisme des lipides et des lipoprotéines ainsi
que I’activité des enzymes qui y sont impliquées, afin de vérifier si le traitement avec les
graines de lin corrige la dyslipidémie associée au diabete et d’essayer de comprendre les
mécanismes mis en jeu.

Le troisieme objectif porte un intérét particulier a 1’évaluation du statut redox,
puisque la relation entre stress oxydant, genése du diabéte et ses complications, est certaine.
L’effet protecteur ou non de la graine de lin vis-a-vis de I’attaque radicalaire sera donc
examing.

Le quatrieme objectif porte sur I’impact de la supplémentation dans les régimes de la
graine de lin sur les altérations histopathologiques tissulaires au cours du diabéte expérimental
induit par la streptozotocine. De plus, les propriétés anti-inflammatoires de cette graine et sa

capacité a moduler le fonctionnement du systeme immunitaire, est étudié.

Les résultats sont précédés d’une revue bibliographique concernant le diabéte et ses
conséquences sur le métabolisme des lipides d’une part, et sur les statuts du stress oxydant et
de I’inflammation, d’autre part. De plus, I’effet des plantes médicinales dans la régulation de

la glycémie et le traitement du diabéte et de ses complications est également abordé.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kazemian%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26445712
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1. Etude du diabete

Le diabéte sucré résulte d’un dysfonctionnement partiel ou total de I’hormone
antidiabétique 1’insuline sécrétée en totalité par le pancréas.

1.1. Le pancréas

Le pancréas est une glande abdominale, annexée au tube digestif, appartenant a la
cavité péritonéale située derriére I'estomac, devant et au-dessus des reins. Chez I'homme, le
pancréas avoisine les 15 cm de long pour une masse allant de 70 a 100 g. C’est la deuxiéme
glande la plus grosse en volume apres le foie. Le pancréas comporte deux parties distinctes
tant au niveau anatomique que fonctionnel : une partie exocrine et une partie endocrine (Fig.
1) (Papin, 2009).

canal cholédoque (bile)

canal
pancréatique

ot de
Langerhans

acini (pancréas exocrine:
Enzymes digestives)

vaisseau sangui canal

(Hormenes de la excréteur
glycemie)

Fig. 1. Représentation schématique du pancreéas (porcher, 2014).

1.1.1. Le pancréas exocrine
Le pancréas exocrine est 1’organe qui sécrete la grande quantité d’enzymes par rapport
a sa masse ; ces enzymes responsables de la dégradation des aliments en éléments simples
(oligopeptides; oligosaccharides et monoglycérides) qui peuvent étre digérés et absorbés par
I’intestin (Reichert & Rustji, 2011).
La suppression de cette fonction entraine des désordres graves de la digestion et de

I’absorption intestinale, le pancréas exocrine représente 90% de la masse parenchymateuse
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comme les glandes salivaires ; il est composé de cellules glandulaires groupées en acini a
I’intérieur des lobules. Ces cellules zymogenes responsables de sécrétion des enzymes
pancréatiques (Garcia et al., 2008).

Le produit de sécrétion est déversé dans des canaux excréteurs (cellules canalaires
responsables de la majeure partie de sécrétion hydro électrolytiques du pancréas) dont le

principal est celui de Wirsung qui se jette dans le duodénum (Reichert & Rustji, 2011).

1.1.2. Le pancréas endocrine
Langerhans a décrit les Tlots pour la premiére fois en 1869 et indique que c’est un
amas de cellules polygonales d’aspect homogene. Mais, ¢’est 1’histologiste francgais Laguesse

en 1893 qui a montré son rdle endocrine (Cabrera et al., 2006).

1.1.2.1. Histologie

Le rble endocrine du pancréas est dévolu a des amas de cellules disséminés dans
I’organe, les ilots de Langerhans. Chaque ilot, de forme plus ou moins sphérique, mesure
environ 200 a 400 um de diametre et contient plusieurs milliers de cellules. Le pancréas
contient environ un million d’1lots dispersés dans toute la glande, mais plus nombreux dans la
queue de I’organe (Brissova et al., 2006).

Les ilots de Langerhans sont entourés d’une fine enveloppe de réticuline qui ne les
sépare qu’a peine des acini. Leur structure est celle d’une glande endocrine trabéculée. Ils
sont tres richement vascularisés par un réseau capillaire trés dense (Cabrera et al., 2006).

Les colorations histologiques traditionnelles montrent de discrétes différences de taille
entre les cellules, dont certaines contiennent des granulations basophiles (cellules B) et les
autres des granulations acidophiles (cellules A) (Cabrera et al., 2006).

La microscopie €lectronique et surtout I’immunocytochimie révelent 1’existence de
quatre types cellulaires dans les Tlots de Langerhans : les cellules A, B, D et PP (Cabrera et
al., 2006).

e Les cellules A: qui constituent environ 20% de la population, sont grandes et

contiennent des granulations a insolubles dans 1’alcool. En microscopie électronique,

il s’agit de vésicules de 230 nm de diamétre contenant un volumineux granule dense,

les cellules A sont situées surtout en périphérie des Tlots (Garcia et al., 2008).

e Les cellules B: sont les plus nombreuses (75%), plus petites, elles occupent le

centre de 1’flot. Leurs granulations B sont solubles dans 1’alcool et en microscopie
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électronique, apparaissent comme des veésicules de 270 nm de diamétre contenant des
granulations cristallines irrégulieres (Reichert & Rustji, 2011).

e Lescellules D : peu fréquentes (5 %), contiennent de grosses granulations (330nm)
peu denses, encloses dans une membrane (Reichert & Rustji, 2011).

e Les cellules PP : récemment mises en évidence par immunocytochimie, sont tres
mal connues. Leurs vacuoles sont de petites tailles (150nm) et ont un contenu dense.
Elles sont responsables de la sécrétion du peptide pancréatique (Reichert & Rustji,
2011).

1.2. Physiologie de la cellule p et sécrétion d’insuline

1.2.1. Insuline
L'insuline est produite dans les cellules B qui constituent 75% des ilots de Langerhans
du pancréas (Sambo, 2005). C’est la seule hormone hypoglycémiante de 1’organisme, elle
favorise la disparition du glucose du milieu extracellulaire ainsi que sa captation par les tissus.
Les perturbations de sa sécrétion entrainent une intolérance aux glucides et conduit au diabéte
(Amadou, 2006).

1.2.2. Définition et biosynthese

L’insuline est un polypeptide hormonal, formé par deux chaines peptidiques A (acide)
et B (basique) réunies par des ponts disulfures et secrété par les cellules B des ilots de
Langerhans (pancréas endocrinien) sous forme de pré-pro-insuline. Ce précurseur est une
molécule de 98 acides aminés (AA). Par élimination des 16 AA du peptide signal en position
N-terminal, le précurseur se transforme en pro-insuline (poids moléculaire (PM) = 12000
Daltons) qui est également une longue chaine aminoacidique comprenant trois parties de
I’extrémité N-terminale a ’extrémité C-terminale : une chaine de 30 AA dites de chaine B ;
un peptide de 31AA ou peptides de connexion (peptide C) et une chaine A. Par coupure
enzymatique, le peptide C est détaché de I’ensemble et les deux chaines sont reliees par deux

ponts sulfures, ce qui constitue la molécule d’insuline définitive de PM 6000 (Amadou,
2006).

1.2.3. Actions physiologiques de I’insuline
L’insuline stimule le processus anabolique et la mise en réserve de 1’énergie. Elle agit

essentiellement sur 3 organes cibles et sur le métabolisme glucidique et lipidique des divers
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tissus périphériques. Son action métabolique générale s’exerce en favorisant 1’entrée de
certains substrats dans les cellules et en agissant sur le métabolisme cellulaire de ces substrats
(Fig. 2) (Idelman, 2000).

o Effet sur le foie

Le foie est le siege de la néoglucogenese (Verne & Hebert, 1964). Le glucose y est
produit a partir de précurseurs issus du catabolisme protidique et lipidique. L’insuline stimule
la synthése de la glucokinase, qui est une hexokinase spécifique du foie, favorisant la
formation du Glucose 6 Phosphate (G6P) et sa transformation en glycogéne (augmentant son
effet hypoglycémiant) ou son utilisation (glycolyse). Elle stimule aussi la lipogenése
hépatique et inhibe 1’effet cétogeéne du glucagon (Soman & Felig, 1977). L’insuline posséde
également sur les protides une action a la fois anabolique et anti-catabolique. De plus, des
¢tudes ont mis en question 1’insulino-sensibilité du foie en mettant en évidence que la
production hépatique de glucose diminuait lentement quand 1’insulinémie systémique, et non
portale, augmentait (Bergman, 2000).

o Effets sur le tissu adipeux

Le tissu adipeux constitue le principal réservoir d’énergie de 1’organisme et la source
des acides gras libres (AGL). Par ailleurs, ces derniers, dont la diminution de concentration
plasmatique est fortement corrélée a la suppression de la production hépatique de glucose,
sont connus pour stimuler la gluconéogenese (Van kempen et al., 2006). Enfin I’insuline,
diminue la libération des AGL par le tissu adipeux en inhibant la lipolyse et en favorisant la
lipogenese (Mittelman & Bergman, 2000). Ainsi, le mode de contr6le de la production
hépatique de glucose par I’insuline peut étre d’une part indirect, par la régulation de la
libération des acides gras non estérifiés a partir des adipocytes et d’autre part, direct, via la
néoglucogenese (Ishiki & Klip, 2005).

o Effets sur le muscle strié (squelettique et cardiaque)

L’insuline stimule la synthése du glycogene par stimulation de I’hexokinase, mais elle
stimule surtout la glycolyse. Elle inhibe la protéolyse et la lipolyse musculaires et favorise le
transport actif de certains acides aminés a travers la membrane cellulaire (Idelman, 2000).

o [Effets périphériques (adipocytes et muscles)

L’insuline stimule le transport du glucose par I’intermédiaire des transporteurs du
glucose. Parmi les différentes formes de transporteurs actuellement identifiées : Glut 1 a Glut
6, seul le Glut 4, présent principalement dans les tissus adipeux et musculaires, voit son

activité et sa synthése accrues par I’effet de I’insuline (Scheepers et al, 2004 ; Ishiki & Klip,
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2005). Les Glutl ubiquitaires sont, pour 1’essentiel, régulés par la concentration du glucose
assurant ainsi un apport énergétique aux tissus dont la fourniture en glucose est vitale
(systeme nerveux et le placenta) en particulier (Wiernsperger, 2005).

Les Glut 2, présents dans le foie et les cellules f pancréatiques, sont régulés par la
glycémie et non par I’insuline (Milburn et al., 1993). Le glucose est transformé ensuite en
G6P dont les 3 voies métaboliques (glycolyse, voie des pentoses phosphates et
glycogénogenése) sont stimulées par I’insuline. De plus, en stimulant la lipogenése, 1’insuline
augmente la cholestérolémie. Enfin sur les protéines, I'insuline exerce un double effet

anabolique et anti catabolique (Timmerman, 2008).

Pancréas
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Fig. 2. Transduction cellulaire aprés fixation de I’insuline (Huang & Czech, 2007).
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2. Définition et diagnostic du diabéte sucré

Le diabéte sucré est un groupe de maladies métaboliques, d'étiologie diverse,
caractérisées par une hyperglycémie chronique, accompagnées d'une perturbation des
métabolismes glucidique, lipidique et protéique, résultant d’un défaut de la sécrétion de
I’insuline ou de [D’action de [I’insuline ou de ces deux anomalies associées. Cette
hyperglycémie provoque des complications métaboliques aigues et chroniques dégénératives
(Rodier, 2001 ; ADA, 2008).

Une personne est diagnostiqguée comme étant diabétique quand elle présente une
glycémie a jeun de 126 mg/L et plus ou 7,00 mmol/L, avec des symptomes du diabéte
associées avec une glycémie plasmatique occasionnelle de 200 mg/dL (11,1 mmol/L); ou une

glycémie de 200 mg/dL (11,1 mmol/L) 2h apres une charge de 75 g de glucose prise par voie
8
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orale (ADA, 2008). Il y a quelques symptdmes communs associés avec le diabéte, incluant la
polydipsie (soif excessive), polyurie (urines abondantes), polyphagie (faim excessive),
fatigue, perte de poids inhabituel, infections vaginales pour les femmes atteintes de cette
maladie, irritabilité, vision floue. Dans son dernier rapport, le Comité d’expert ADA,
recommande aussi I’utilisation du test de 1’hémoglobine glyquée (HbA1C>6.5 %), comme
critere pour le diagnostic du diabéte sucré (Rodier, 2001).

2.1. Epidémiologie

Le nombre des personnes atteintes de diabete ne cesse d'augmenter. Il est passé de 108
millions en 1980 a 422 millions en 2014. Ce chiffre devrait continuer de croitre pour atteindre
622 millions en 2040. La prévalence mondiale du diabéte chez les adultes de plus de 18 ans
est passee de 4,7% en 1980 a 8,5% en 2014 (OMS, 2016).

En 2012, on a estimé que 1,5 million de décés étaient directement di au diabéte et que
2,2 millions de décés supplémentaires devaient étre attribués a 1’hyperglycémie. Prés de la
moiti¢ des décés di a ’hyperglycémie surviennent avant 1’age de 70 ans. L’OMS prévoit
qu’en 2030, le diabéte sera la septieme cause de décés dans le monde avec un coft
économique de 612 milliards d'US dollar durant I'année 2014 (OMS, 2016).

Cependant, environ 1,8 million de personnes sont atteintes de diabéte en Algérie, avec
une prévalence nationale du diabete établie a 6,9%, selon les données du nouveau rapport
2017 de la Feédération internationale du diabéte (FID), «1’Atlas du diabéte», publié dans le
cadre de la journée mondiale du diabete. Dans le détail, la marge d’incertitude statistique pour
les personnes atteintes de diabéte en Algérie s’établit entre 1,25 et 2,45 millions,
correspondant a un taux de prévalence nationale compris entre 4,9 et 9,5%. Ce chiffre pourrait
atteindre jusqu’a 2 millions 850 milles en 2030, avec une augmentation de 6 1milles nouveaux
cas recensés par an.

A 1’échelle mondiale, prés d’un demi-milliard de personnes souffrent actuellement de
diabete. 327 millions de diabétiques ont entre 20 et 64 ans, tandis que 123 millions ont plus de
65 ans. Chez les pays voisins, environ 1,65 million de personnes sont atteintes de diabete au
Maroc tandis que 762.000 personnes sont diabétiques en Tunisie. La prévalence mondiale,
déclarée par la FID peut augmenter a plus 9,3% en 2030 (Whiting, 2011).

Pour le diabéte de type 1, 42 500 cas ont eté diagnostiques chez les enfants et les
adolescents en Algérie en 2017. 3800 nouveaux cas de diabete de type 1 sont apparus en
Algérie durant cette méme année chez les enfants et adolescents de moins de 20 ans, dont
2900 cas chez les enfants et adolescents de moins de 15 ans. Statistiquement, 26 nouveaux cas

de diabete de type 1 sont décelés chez les personnes de moins de 20 ans par tranche de

9
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100.000 habitants. « L’Algérie (42.500), 1’ Arabie saoudite (35.000) et le Maroc (31.800) sont
les pays qui comptent le plus grand nombre de cas de diabete de type 1 chez les enfants et les
adolescents (0-19 ans) en 2017 », explique le rapport de la FID, qui indique en outre que ces
pays enregistrent également le plus grand nombre de nouveaux cas de diabete de type 1 chez
les enfants et les adolescents.

Dans la région de Tlemcen, 1’¢tude épidémiologique réalisée par Zaoui et al., 2007 sur
un échantillon de population de 7656 personnes, a révélé une prévalence globale de diabéte de
14,2%.

Le diabete de type 1 est environ 10 fois moins fréquent que le diabéte de type 2 (200
000 diabétiques de type 1 versus 2 millions de diabétiques de type 2 en France). Son
incidence augmente, suggérant ’implication de facteurs environnementaux. Il concerne
essentiellement les sujets jeunes, et il est découvert le plus souvent sur un mode aigu
(syndrome cardinal, acido-cétose). A 1I’échelle mondiale, le nombre de patients diabétiques est

en augmentation spectaculaire ces dernieres années.

2.2. Classification

L’association Américaine du diabéte a classé le diabéte en 4 catégories importantes
depuis 1997, le diabete de type 1, le diabéte de type 2, le diabéte gestationnel et les autres
types spécifiques de diabete (ADA, 2015).

2.2.1. Diabete de type 1

Autrefois appelé diabete insulino-dépendant (DID, ou encore diabete juvénile), cette
maladie est une forme de diabéte sucré qui apparait le plus souvent de maniére brutale chez
I'enfant ou chez le jeune adulte. Il se caractérise par une émission d'urine excessive (polyurie),
une soif intense (polydipsie) et un appétit anormalement augmenté (polyphagie). Il a aussi
pour conséquence un amaigrissement malgré une prise de nourriture abondante, une
hyperglycémie supérieure a 2 g/L (la limite supérieure étant de 1,26 g/L a jeun) avec parfois
présence d'acétone dans les urines et d'une haleine «de pomme reinette» caractéristique
(Forouhi & Wareham, 2014).

Le diabete de type 1 est di a une destruction auto-immune des cellules insulino-
sécrétrices dites cellules B. L'hyperglycémie apparait lorsqu'il ne reste plus que 10 a 20% de
cellules B fonctionnelles. Le processus auto-immun responsable d'une «insulite» pancréatique
se déroule sur de nombreuses années (5 & 10 ans voire plus, avant I'apparition du diabéte).

Cette reaction auto-immune survient sur un terrain de susceptibilité génétique a la suite de
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facteurs déclenchant et peut étre dépistée avant I'apparition de I'hyperglycémie par des

dosages sanguins d'auto-anticorps (Notkins & Lernmark, 2001).

2.2.2. Diabete type 2

C’est la forme de diabéte la plus répandue représentant pres de 90% des cas
diagnostiqués. Il survient le plus souvent chez I'adulte. Le diabéte de type 2 est caractérise par
une altération de 1’insulino-sécrétion et des anomalies des effets de 1’insuline sur ses tissus
cibles (insulino-sensibilité). Il résulte de la conjonction de plusieurs genes de susceptibilité,
dont I’expression dépend de facteurs environnementaux comme la consommation excessive
de graisses saturés, de sucres rapides, la sédentarit¢ et 1’obésité. L’histoire familiale et
I’appartenance a un groupe ethnique a risque sont des facteurs de risques majeurs de

développer un diabéte de type 2 (Haffner, 1998).

2.2.3. Diabete gestationnel
Cette forme de diabete est généralement transitoire et disparait dans les semaines
suivant ’accouchement. Les femmes qui ont souffert du diabete gestationnel risquent

davantage de développer un diabéte type 2 par la suite (Naylor et al., 1997).

2.2.4. Autres types de diabete : diabete secondaire (spécifique)

Un diabete sucré peut étre secondaire a une pancréatopathie (pancréatite chronique ou
aigué, tumeur, I’hémochromatose), a diverses endocrinopathies (phéochromocytomes,
acromégalie, syndrome de Cushing, hyperthyroidie, tumeurs endocrines pancreatiques et
digestives) a des dysfonctionnements d’origine génétique des cellules p (diabéte MODY:
Maturity Onset Diabetes of the Young) et diabéte mitochondrial (Sivitz & Yorek, 2010).

3. Diabeéte et dyslipidemie

Le diabéte est associé a un risque de 3 a 4 fois plus élevé de maladie cardiovasculaire
(MCV) et les événements cardiovasculaires aigus sont responsables de la moitié des déces
chez les patients diabétiques (Shen, 2010).

L’hypercholestérolémie est I'un des facteurs de risque majeur des maladies
cardiovasculaires (MCV) et il est bien établi que la dyslipidémie ainsi que I’incidence de

I’athérosclérose sont augmentées dans le diabéte (Noriega-Cisneros et al., 2012).
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3.1. Anomalies lipidiques du diabétique

Quantitativement, les perturbations des teneurs des lipides sériques qui caractérisent la
dyslipidémie diabétique sont dues a une surproduction de triglycérides par les VLDL (Very
Low Density Lipoprotein) et une diminution du cholestérol HDL (High Density Lipoprotein)
(Bruno, 2007). Cependant, les anomalies qualitatives, particulierement athérogénes,
comprennent une augmentation des VLDL enrichies en triglycérides, et une oxydation

excessive des LDL (Low Density Lipoprotein) (Adiels et al., 2006).

3.1.1. Métabolisme des lipoprotéines de tres faible densité (VLDL)

En situation de deésequilibre glycémique et d'insulinopénie relative, du fait de la
lipolyse, une accumulation de substrats est observée au niveau du foie, et est
responsable d'une synthese accrue de VLDL et donc d'une hypertriglycéridémie. En
situation de décompensation acido-cétosique lorsque l'insulinopénie  est majeure,
intervient essentiellement le déficit de la lipoprotéine lipase (LPL) insulinodépendante,
responsable d'un défaut de clairance meétabolique des chylomicrons et des VLDL
responsables de [I'hyperlipémie chez le diabétique (Lewis et al., 2004).

La surproduction des VLDL peut-étre due a deux facteurs: ’incapacité de I’insuline a

réduire leur synthése hépatique et un flux accéléré d’acides gras en provenance du tissu
adipeux vers le foie. Une résistance a I’insuline en serait la cause dans les deux cas.
Un autre aspect de ’hypertriglycéridémie diabétique (qualitatif) est ’augmentation de la taille
de la particule VLDL. Le mécanisme implique un transfert de triglycérides des VLDL vers les
LDL et HDL, en échange de cholestérol par I’intermédiaire de la protéine de transfert des
esters de cholestérol (CETP) (Fried & Rao, 2003).

L’enrichissement des LDL et des HDL en triglycérides (TG) peut modifier leur
comportement. En effet, ce type de lipoprotéines contribue au développement de la plaque
d’athérome. De plus, I’hydrolyse des TG par la lipase hépatique transforme les LDL et les
HDL en particules plus petites et plus denses qui représentent une forme de lipoprotéine
athérogene (Fig. 3).
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Fig. 3. Echange de triglycérides et de cholestérol entre les sous-classes de lipoprotéines et

transformation des LDL et des HDL en particules plus petites, chez le diabétique (James, 2002).

3.1.2. Métabolisme des lipoprotéines de faible densité (LDL)

Les LDL proviennent de la transformation des VLDL par la lipoprotéine lipase, dont
I’activité est réduite, et il en résulte une diminution de LDL. Un deuxiéme facteur a prendre
en considération est le fait que les concentrations de LDL sont exprimées en fonction de leur
teneur en cholestérol. Ainsi, un échange important de cholestérol et de TG entre les LDL et
les lipoprotéines riches en TG via la CETP, se traduit par une diminution apparente des LDL
et de leur diametre.

La particule LDL enrichie en TG devient alors un substrat pour la lipase hépatique
(LH) qui hydrolyse les TG, tout en transformant les LDL en particules plus petites et plus
denses (Carr et al., 2002 ; Broedl et al., 2004). Ce type de LDL appelé "small dense LDL ou
sdLDL" caractérise également la dyslipidémie diabétique et représente une forme de
lipoprotéine particulierement athérogéne (Lamarche et al., 1999).

En effet, les sdLDL ont une faible affinité pour le récepteur des LDL et seraient ainsi
dégradées moins rapidement (Nigon et al., 1991). Cela aurait pour effet d’augmenter leur
demi-vie dans le plasma, et par conséquent leur potentiel athérogéne, puisqu’elles se

retrouvent alors exposées plus longtemps aux espéces réactives de 1’oxygene (ERO). De plus,
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les sdLDL peuvent s’accumuler au niveau des parois des vaisseaux sanguins pour I’initiation
et le développement de la plaque d’athérome.

Par ailleurs, il a également été démontré que les LDL de petite taille sont plus
susceptibles aux modifications chimiques (oxydation, peroxydation, glycosylation), ce qui
accentue davantage leurs propriétés physiopathologiques (Ohmura et al., 2002). Chez des
sujets diabétiques de type 2, une relation inverse significative a été montrée entre la taille des

particules LDL et leur niveau d’oxydation (Scheffer et al., 2003).

3.1.3. Métabolisme des lipoprotéines de haute densite (HDL)

Au cours de la dyslipidémie diabétique, la diminution du taux des HDL (HDL:
essentiellement) est en partie la conséquence des liens métaboliques entre les HDL et les
lipoprotéines riches en TG.

En effet, le transfert de constituants libérés lors du catabolisme des VLDL et des
chylomicrons par la LPL, contribue a la réduction des HDL sériques et leur taux est abaissé
lorsque le métabolisme des VLDL/chylomicrons est ralenti.

D’autre part, le transfert de cholestérol des HDL vers les VLDL en échange de TG,
entraine une diminution apparente du taux des HDL et stimule I’activité de la lipase hépatique
qui transforme ainsi les HDL en particules plus petites.

Plus récemment, d’autres modifications fonctionnelles des HDL ont été révélées chez
le patient diabétique. De nombreuses études ont démontré le r6le antioxydant des HDL.
Cependant, la capacité antioxydante des HDL du diabétique, et notamment la protection des
LDL contre I’oxydation est diminuée (Hedrick et al., 2000). Les causes de cette déficience ne
sont pas encore établies, mais elles pourraient étre liées, en partie, a une réduction de la

paraoxonase, enzyme antioxydante (Boemi et al., 2001).

3.2. Oxydation et glycosylation des lipoprotéines

Les modifications oxydatives des lipoprotéines sont considérées comme étant la cause
principale de leur transformation en particules athérogénes (Steinberg, 1997). Ces altérations
chimiques donnent également les propriétés inflammatoires aux LDL.

Le patient diabétique semble soumis a un stress oxydatif plus important, en raison non
seulement d’une production plus importante de molécules ou de dérivés prooxydants, mais
¢galement d’une diminution ou d’une altération des mécanismes de défense antioxydants
(Giugliano et al., 1996). Plusieurs études ont noté un taux de LDL oxydées éleve chez le sujet
diabétique (Nourooz-Zadeh et al., 1995).
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Winer & Sowers, (2004) ont rapporté que 1I’hyperglycémie provoque une importante
modification des lipoprotéines par peroxydation et glycation, due a la présence d’une grande
quantité d’especes réactives de I’oxygene. La glycation des apolipoprotéines (Al, All, B, C et
E) peut modifier la structure et les fonctions des lipoprotéines (Halimi, 2000).

4. Diabete et stress oxydant

Plusieurs études indiquent que I’augmentation du stress oxydatif et la production
excessive de produits de glycation avancée au cours du diabete, conduisent a un
dysfonctionnement endothéliale qui contribue au développement des complications
diabétiques (Michel et al., 2008 ; Durackova et al., 2008).
Il a été montré que les patients diabétiques présentent un stress oxydant important et des
systémes de défense antioxydante altérés, qui semblent contribuer a D’initiation et a la
progression des complications chroniques associées au diabéte (Kang et al., 2005 ; Jin et al.,
2008).

4.1. Hyperglycémie et stress oxydant

L hyperglycémie induit un stress, définit comme un déséquilibre de la balance entre la
production de dérivés instables de 1’oxygéne (radicaux libres) et /ou une neutralisation
insufisante par les antioxydants (vitamines, oligoéléments, enzymes) (Barbosa et al., 2008).
Par ailleurs, le stress oxydant peut étre a 1’origine du diabéte de typel. Kebiéche et al., (2011)
ont examiné le role du stress oxydatif dans I’apparition et le développement des troubles chez
les diabétiques, éventuellement via la formation de radicaux libres oxygénés (Fig. 4).

Des concentrations anormalement élevées en glucose circulant peuvent induire un
stress oxydant par le biais de divers mécanismes. En effet, I’hyperglycémie peut entrainer une
suractivation de la chaine de transport des électrons dans la mitochondrie, dont résulte une
surproduction d’anions superoxydes (Oz¢") (Brownlee, 2001). L’altération de la chaine

respiratoire mitochondriale est une premiére cause de I’augmentation du stress oxydant.
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Tableau I. Exemples de radicaux libres (Barbosa et al., 2008)

Radicaux libres oxygénés

Radical superoxyde Oz
Radical hydroxyle "OH
Radical peroxyle RO,
Radical alkoxyle RO
Radical perhydroxyle HO.
Radicaux libres azotés

Monoxyde d’azote ‘NO
Dioxyde d’azote ‘NO;

Un autre mécanisme par lequel I’augmentation du glucose peut générer un stress
oxydant est I’auto-oxydation du glucose en présence de métaux de transition (cuivre, fer),
ainsi que la production d’especes réactives de 1’oxygene (ERO) au cours du processus de
glycation (Wolff et al., 1989). La formation de produits d’Amadori et de glycation avancée
(AGE : advanced glycation end products) a partir d’une base de Schiff, est accompagnée de
réactions générant des ERO (Kennedy & Lyons, 1997 ; Yim et al., 2001). Une fois formés,
les AGE peuvent se lier a leurs récepteurs (RAGE) et produire des ERO, en particulier I’anion
superoxyde (Chappey et al., 1997 ; Wautier et al., 2001). Il a été rapporté que les AGE sont
fortement impliqués dans les complications micro- et macrovasculaires du diabéte (Delattre
etal., 2001).

Par ailleurs, I’hyperglycémie active la voie des polyols entrainant une formation
accrue d’anions superoxydes. En effet, le glucose a des concentrations intracellulaires
anormalement élevées, est préférenticllement métabolisé en sorbitol par 1’aldose réductase,
enzyme qui utilise le NADPH pour son activité (Ramana et al., 2003).

Il a été egalement proposé que le stress carbonylé, qui implique les sucres et les lipides
est a ’origine du stress oxydant au cours du diabete (Baynes & Thorpe, 1999). Le stress
carbonylé est le résultat d’une augmentation des composés carbonylés réactifs. Celui-Ci peut
entrainer une importante modification chimique des protéines et a un état plus avancé un
stress oxydant et des dommages tissulaires. Un défaut de détoxification des dérivés

carbonylés par les enzymes de la voie des glyoxalase et de 1’aldose réductase est supposé étre
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en partie responsable du stress carbonylé et du stress oxydant qui en résulte (Bhor et al.,
2004).

En plus de I’hyperglycémie, d’autres facteurs sont susceptibles de générer un stress
oxydant. Chez les patients diabétiques de type 2, I’hyperinsulinémie peut induire un stress
oxydatif selon des mécanismes divers: I’insuline peut stimuler la production de peroxyde
d’hydrogene (H202) qui peut indirectement activer les réactions d’oxydation.

L’insuline stimule aussi le systéme nerveux sympathique, ce qui entraine 1’activation
de neurotransmetteurs et de leurs systémes enzymatiques, certains d’entres eux induisant un
stress oxydatif (McCarty, 2002). A c6té de I’insuline, il a été rapporté que la leptine est
également une hormone qui stimule le stress oxydant (Yamagishi et al., 2001).

L’ augmentation des concentrations plasmatiques en triglycérides, en cholestérol et en
acides gras libres est une caractéristique du diabéte qui stimule la génération d’espéces
réactives de 1’oxygéne (Inoguchi et al., 2000). Au niveau des parois vasculaires, 1’afflux ou la
formation de LDL oxydées représente un mécanisme central impliqué dans la pathogenése de
I’athérosclérose et de la dysfonction endothéliale (Gl et al., 2003).

Le monoxyde d’azote (NO) est a la fois un piégeur et un prooxydant lorsqu’il est
attaqué par les radicaux libres oxygénés lesquels le transforment en peroxynitrite (ONOO")
(Pratico, 2005). Le ONOO" est un agent oxydant potentiel trés puissant, capable d’attaquer
diverses molécules de 1’endothélium vasculaire, du muscle lisse et du myocarde induisant une
dysfonction cardiovasculaire (Durmus et al., 2008), en raison de sa rapide décomposition en
dioxyde d’azote (NO2) et en radical hydroxyle ("OH) (Fonovich de Schroeder et al., 1998).
Des teneurs elevées en NO ont été rapportées deés le début du diabéte et contribuent de fagon

significative au stress oxydant (Wiernsperger, 2003).
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Fig. 4. Relation entre hyperglycémie et stress oxydant (Bonnefont-Rousselot, 2002).

4.2. Hyperglycémie et peroxydation lipidique

Plusieurs études ont montré une augmentation de la peroxydation lipidique au cours du
diabete (Jin et al., 2008), due au stress oxydatif résultant de la déplétion des systémes
protecteurs antioxydants. En effet, L’augmentation des espéces réactives de I’oxygeéne (ERO)
stimule la production de peroxydes lipidiques qui se traduit par une élévation du
malondialdéhyde (MDA) (Roy et al., 2008). Cette peroxydation est suivie d’un changement
structural des membranes biologiques ou d’autres éléments contenant des lipides (Stark, 2005
; Al-Mutairi et al., 2007). Par ailleurs, Tweeddale et al., (2007) indiquent que la
peroxydation lipidique est un mécanisme en chaine de dégradation des acides gras
membranaires qui conduit a la formation d'hydroperoxydes instables, responsables de la
diminution de la fluidité membranaire entrainant ainsi une inhibition des activités
enzymatiques, soit par oxydation directe par les radicaux libres, soit par modification
chimique médiée par les produits finaux de la peroxydation lipidique tels que le MDA et le 4-
hydroxynonenal (Pekiner et al., 2002).

De plus, le glucose peut induire une lipoperoxydation par activation des

lipooxygénases (Bhor et al., 2004).

18



Revue bibliographique

4.3. Hyperglycémie et potentiel antioxydant

L’hyperglycémie augmente non seulement la production des especes réactives de

I’oxygene (ERO) mais réduit aussi le potentiel antioxydant.

Dans les conditions physiologiques normales, des systemes de défenses antioxydantes

non enzymatiques, tels que le glutathion (GSH), I’albumine, la transferrine, les vitamines C

et E et enzymatiques comme la superoxyde dismutase (SOD) et la catalase (CAT), protegent

I’organisme contre les effets délétéres des radicaux libres (Fig. 5).

Tableau I1. Antioxydants non enzymatiques (Suryanarayana et al., 2007).

Les protéines thiols

Réagissent avec les espéces réactives de 1’oxygene
(cas de I’albumine).

L’acide urique

Peut interagir avec especes réactives de 1’oxygene, en
particulier avec le radical *OH.

Endogeénes — — — -
La vitamine C (ascorbate) Piégeur des ERO. Peut inhiber I’oxydation des LDL.
Inhibe la propagation de la peroxydation lipidique au
La vitamine E (tocophérols) riveau_des memkgranes et des lipoprotéines en piégeant
es radicaux RO>".
Capte les radicaux HO", "OH et 10,
Capteurs de radicaux ‘OH et RO;" et donc inhibiteurs
Les caroténoides de la peroxydation lipidique. Piégeurs de 1’oxygene
singulet (*O,).
Exogénes Inhibent la peroxydation lipidique en piégeant les
Les polyphénols radicaux RO,’et "OH. ) -
Chélateurs de métaux susceptibles de générer des
radicaux libres (Fe, Cu).
. Capteur des radicaux “OH et du H,O..
Endogénes/ Le glutathion Substrat de la GSH-Px.
exogenes Capteur des radicaux libres et inhibiteur de la

Le coenzyme Q10

peroxydation lipidique.

Tableau I11. Antioxydants enzymatiques (Suryanarayana et al., 2007).

Superoxydes dismutases (Cu-ZnSOD) et (MnSOD)

Assure I’¢limination de I’anion superoxyde.

Catalase (CAT)

Décompose le H,0; produit par la SOD.

Glutathion peroxydase (GSH-Px)

Reéduit le H,O et les peroxydes lipidiques.

Glutathion réductase (GSSH-Red)

Régéneére le glutathion réduit & partir du glutathion
oxydé formé par la GSH-Px.

Glutathion S-transférase

Intervient avec le glutathion dans le métabolisme des
xénobiotiques.

Thiorédoxines (TRx)

Réduit le H,O et les hydroperoxydes lipidiques.

Thiorédoxine réductase (TRxRed)

Réduit la TRx oxydée. Dégrade les peroxydes
lipidiques et le H,0s.
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Le statut antioxydant cellulaire détermine la susceptibilité aux dommages oxydatifs, et
est habituellement altéré en réponse a un stress oxydant (Bhor et al., 2004). En effet, la
production accrue de radicaux libres oxygénés au cours du diabete est due & une diminution
de la disponibilité des antioxydants enzymatiques et non enzymatiques (Kang et al., 2005).

De nombreuses études ont montré une altération des enzymes antioxydantes durant le
diabéte (Genet et al., 2002 ; Preet et al., 2005). L hyperglycémie peut inactiver ces enzymes
par le biais des espéces réactives de 1’oxygeéne et/ou par glycation (Morgan et al., 2002). De
plus, le stress oxydant agit sur les signaux de transcription et via le facteur NF-kB affecte
I’expression de certains genes. De ce fait, I’expression des enzymes antioxydantes peut étre
réduite.

Dans le diabete, la diminution des activités de la superoxyde dismutase (SOD) et de la
catalase (CAT) peut entrainer une accumulation de 1’anion superoxyde (O2+") et du peroxyde
d’hydrogéne (H202) capable de générer des radicaux hydroxyles ("OH).

La glutathion peroxydase (GSH-Px) a un réle important dans la réduction du H202 en
présence de glutathion réduit (GSH) et protége ainsi les membranes et les protéines cellulaires
contre le stress oxydatif. Cette enzyme a un rble clé dans les systemes de défense
enzymatiques et réduit les peroxydes organiques en leurs alcools correspondants. Dans le
diabéte, la diminution de I’activité de la GSH-Px est due a son inactivation par les ERO qui
sont augmenteées.

La réduction de cette activité enzymatique peut aussi étre due a une diminution de son
substrat, le glutathion (GSH) (Jin et al., 2008). En effet, il est bien admis que 1’¢1évation de la
concentration en glucose altére le métabolisme du GSH et réduit les défenses antioxydantes
naturelles telle que la vitamine C (Prakasam et al., 2004).

Le glutathion est principalement synthétisé par le foie et représente le premier systeme
de défense antioxydant non enzymatique des cellules. Il intervient dans la synthese
d’importantes macromolécules et avec la glutathion peroxydase dans la protection contre les
especes réactives de I’oxygene (Yue et al., 2003). La diminution de la concentration en GSH
dans le diabéte est probablement due a la génération des ERO d’une part, et a son importante
utilisation, d’autre part (Tunali &Yanardag, 2006). En éliminant ces especes, le GSH est
oxydé en glutathion disulfure (GSSG), lequel est recyclé en GSH en présence de la glutathion
réductase (GSSH-Red) et du NADPH.

En effet, les concentrations anormalement-élevées en.glucose circulant peuvent induire

un stress oxydant par le biais de divers mécanismes. L hyperglycémig, a comme traduction
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immédiate la production de radicaux libres qui réduisent 1’activité d’une des enzymes de la

glycolyse, la glyceraldéhyde-3-phosphate-dehydrogénase (GAPDH) (Fig. 5) (Leverve, 2009).
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Fig. 5. Régulation des ERO par les les antioxydants (Pincemail et al., 2002).

5. Diabete et inflammation
Le DT1 est une pathologie multifactorielle. En effet, trois principaux facteurs sont

impliqués dans 1’apparition de la maladie: un facteur immunologique, a une absence de la
tolérance naturelle du systéme immunitaire vis-a-vis des cellules 3, qui est responsable du

déclenchement d’une réponse auto-immune dirigée contre elle, des facteurs génétiques, et des

facteurs environnementaux (Geenen et al., 2005) (Fig. 6).
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Fig. 6. Etiologie du diabéte de type 1 (Yoon & Jun, 2005).
CPA: cellule présentatrice d’antigéne, CTL: lymphocyte T cytotoxique, IL: interleukine,
LTh : lymphocyte T helper. NO: monoxyde d’azote, TNF: facteur de nécrose tumorale,
CMH: complexe majeur d’histocompatibilité, TCR: récepteur de la cellule T.

5.1. Implication des cytokines dans le diabéte de typel

L’étape déterminante de la pathogénie du DTI est la migration des cellules
mononucléées vers les Tlots pancréatiques. Au cours de cet événement, les molécules
d’adhésion (sélectines et intégrines), jouent un réle important dans 1’extravasation des cellules
vers les sites inflammatoires. D’aprés Yang et al., (1996), un traitement des souris NOD
(non-obese diabetic)  par des anticorps dirigés contre ces molécules prévient le
développement de I’insulite, et par conséquent le DT1.

Une autre étape critique dans le processus pathogénique du DT1 est la reconnaissance
des auto-antigenes pancréatiques par le récepteur des cellules T (TCR, T cell receptor) (Bach,
2002). Les lymphocytes Th sont activés suite a I’interaction du TCR avec le complexe peptide
pancréatique-CMH II exprimé par les DC au niveau des PLNs. D un autre c6té, les CTLs sont

22



Revue bibliographique

activées suite aux interactions de leurs TCR avec les auto-antigenes pancréatiques, présentés
par les molécules du CMH I au niveau des cellules pancréatiques (Aribi, 2011).

Le mécanisme destructeur mis en place lors du DT1 semble étre initié principalement
par une production excessive des cytokines proinflammatoires (Chatzigeorgiou et al., 2010).
Ces cytokines interviennent essentiellement dans 1’expression des molécules d’adhésion, le
recrutement et 1’activation des cellules inflammatoires (Dubois-Laforgue, 2007). En effet, les
lymphocytes T CD8+ et les macrophages infiltrés sont activés par certains cytokines
notamment 1’IL-2, le TNF-B et 'ITFN-y produites par les lymphocytes Thl activés (Aribi,
2011). Les cellules inflammatoires impliquées dans 1’insulite produisent I’IL-1, I’IFN-y, le
TNF-a et le TNF-B qui peuvent endommager les cellules p (Campbell et al., 1998). Ces
cytokines semblent étre également impliquées dans 1’augmentation de la production des
radicaux libres par les cellules inflammatoires (Kolb & Kolb-Bachofen, 1992).

Les molécules toxiques, telles que le peroxyde d’hydrogene, le monoxyde d’azote, les
perforines (Mukherjee & DilLorenzo, 2010), et les cytokines proinflammatoires
essentiellement I’IL-1B (Aribi et al., 2007), le TNF-a (Lee et al., 2005), I’IL-6 (Kristiansen
& Mandrup-Poulsen, 2005), le TNF-B, I'IFN-y, I’'IL-18 (Szeszko et al., 2006), I’IL-12
(Giulietti et al., 2004) ,et I'IL-8 (Erbagci et al., 2001), sont fortement impliquées dans le
processus destructeur des cellules B pancréatiques.

Les principales cytokines jouant un role majeur dans la réaction inflammatoire :
e Le TNF-alpha

Est une cytokine pro-inflammatoire produite par de nombreuses cellules et
principalement par les macrophages et les lymphocytes. Il est aussi produit par le tissu
adipeux mais probablement en faible quantité chez I’lhomme (Lacquemant Corinne et al.,
2003). Le TNF-alpha a été largement impliqué comme acteur majeur de la physiopathologie
de I’insulinorésistance chez le rongeur (Hotamisligil et al., 1993).

Un des principaux mécanismes d’action de cette cytokine passerait par la
phosphorylation anormale sur des résidus sérine d’IRS (insulin receptor substrate), empéchant
ainsi son interaction avec le récepteur de 1’insuline (Bastard et al., 2004).

Le TNF-alpha accélére 1’athérosclérose expérimentale, en particulier en induisant 1’expression
de molécules d’adhésion au niveau des cellules endothéliales et des cellules musculaires lisses

vasculaires, ou encore en favorisant I’apoptose des cellules endothéliales (Choy et al., 2001).
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o L’interleukine-6

L’interleukine-6 est une cytokine produite par de nombreuses cellules (fibroblastes,
cellules endothéliales, monocytes), et également par la fraction stroma-vasculaire du tissu
adipeux composé notamment par les macrophages (Bastard et al., 2002).

Il est maintenant bien établi que la quantité d’IL-6 produite par le tissu adipeux,
surtout viscéral, est augmentée en cas d’obésité (Bastard et al., 2002).

Des études récentes suggerent que I’IL-6 pourrait étre impliquée dans
I’insulinorésistance et ses complications. L’IL-6 est une cytokine multifonctionnelle qui agit
sur de nombreux tissus et cellules (Lacquemant Corinne et al., 2003). Un des effets
importants de 1I’'TL-6 est le contréle de la production hépatique de CRP (Hillaire & Valla,
1996).

6. Diabete expérimental induit par la streptozotocine

La streptozotocine ou lzostazin ou Zanosar (STZ) ou estreptozocina, ou,
streptozocinium. La streptozotocine est un antibiotique isolé a partir de Streptomyces
achromogenes de bouillon de fermentation (Akbarzadeh et al., 2007). C’est une glucosamine
nitrose, qui entraine un effet cytotoxique sélectif des cellules B des ilots de Langerhans
(Povoski et al., 1993). La STZ est un analogue du glucose pour le récepteur GLUT2. Elle
pénétre ainsi spécifiquement dans les cellules B ou son pouvoir alkylant induit de nombreux
dommages. Elle est ainsi utilisée dans le traitement des insulinomes (Akbarzadeh et al.,
2007).

Le mécanisme d’action de cet agent diabétogéne reste encore mal connu. Cependant,
les études antérieures ont montré son action sur les flots de Langerhans, en réduisant la masse
des cellules B et par conséquent une insulinopénie caractéristique d’une hyperglycémie
chronique ou transitoire (Aughsteen, 2000).

Le glucose qui constitue la molécule de la STZ, permet sa pénétration dans les cellules
B pancréatiques a travers les transporteurs de glucose GLUT2. A I’intérieur de la cellule, la

STZ provoque :

la libération d'oxyde nitrique (NO).

la production des especes réactives de I'oxygene (ROS).
I’alkylation de I’ADN.

- I’épuisement de I’ATP des cellules B.

I'inhibition de Il'enzyme N-acétyl glucosamine sélective N-glycosylation des

protéines acétyl-BD-glucosaminidase et irréversible (Szkudelski, 2001).
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La STZ génere egalement des espéces réactives de I'oxygéne, qui contribuent aussi a la
fragmentation de I'ADN et d'autres changements déléteres dans les cellules (Szkudelski,
2001).

Les radicaux libres jouent un rdle essentiel dans le mécanisme de dommages a I'ADN
et la cytotoxicité par la STZ. Tout d'abord, il a été constaté que la STZ améliore la production
des radicaux O2 * par le systeme de la xanthine oxydase du pancréas et stimule la production
de H20: et causes fragmentation de I'ADN dans les Tlots pancréatiques isolés de rat. En outre,
Des études ont démontré la génération de radicaux OH par STZ chez les rats diabétiques. Il
est généralement admis que la toxicité de streptozotocine est dépendante de l'activité
d'alkylation de I'ADN de son groupement méthylnitrosourée, en particulier a la position O6 de
guanine. Le transfert du groupe méthyle a partir de streptozotocine de la molécule d'ADN
provoque des dommages, qui le long d'une chaine d'événements définis, entraine la
fragmentation de I'ADN, ce qui active la poly (ADP-ribose) polymérase, enzyme clé de la
réparation de I’ADN. Cette réaction consomme le NAD et ’ATP comme cofacteurs
enzymatiques conduisant a leur déplétion et a la nécrose de la cellule p.

La glycosylation des protéines peut étre un facteur préjudiciable supplémentaire
(Lenzen, 2008). En plus de son impact sur le métabolisme des hydrocarbures qui est bien
étudié, la STZ provoque une altération du métabolisme glucidique, lipidique et protéique due
a la défaillance en insuline (Szkudelski, 2002).

Plusieurs travaux réalises en vue de mieux comprendre le mécanisme pathogene de la
STZ, ont montrée que ce produit diminue la défense antioxydante de la cellule,
particulierement une inhibition de 1’activité de la superoxyde dismutase (Rajasekaran, 2005).
La dose choisie de la STZ est variable selon la voie d’administration a 1’animal et surtout
selon la pathologie souhaitée. Par exemple, dans les essais préliminaires, il est important de
garder la vitalit¢ de 1’animal ou on injecte de faibles doses de STZ (dose inférieure ou égale a
60 mg/kg). De plus, I’injection de la STZ est a 1’origine d’une chute de poids (Junod et al.,
1969).
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Tableau 1V. Caractéristiques de la streptozocine (Bolzan & Bianchi, 2002)

Streptozotocine

Nom chimique 2-Deoxy-2-([(methylInitrosoamino)carbonyl]amino)- D-
glucopyranose
Structure chimique Groupement méthyInitrosourée cytotoxique (N-méthyl- N-

nitroso-urée) fixé a I'glucose (2désoxyglucose) molécule ;
dérivé glucosamine

Les propriétés chimiques Hydrophile, béta-glucose cellule toxique analogique
Relativement stable apH 7,4 et 37° C
(& moins jusqu'a 1 h)

Réactivités chimiques Agent d'alkylation de I'ADN
Agent alkylant en protéines
donneur de NO

Mode de toxicité Alkylation de I'ADN

6.1. Streptozotocine et stress oxydant

La streptozotocine (STZ) est une substance communément utilisée pour induire le
diabete de type 1 chez I’animal, par destruction rapide et sélective des cellules B
pancréatiques sécrétrices d’insuline (Tomlinson et al., 1992). Le principal mécanisme
impliqué dans 1’action diabétogéne de la streptozotocine (STZ) est une génération accrue
d’anions superoxyde (O2¢) et de radicaux hydroxyles ("OH) qui induisent des dommages
tissulaires et augmentent la peroxydation des lipides (Prakasam et al.,, 2004). Des
concentrations élevées en espéces réactives de 1’oxygene ont été notées dans le pancréas, le
foie et d’autres tissus d’animaux rendus diabétiques par la STZ.

D’autres mécanismes tels que I’alkylation de ’ADN, la déplétion du NAD" et la
génération d’espéces réactives de 1’azote semblent étre impliqués dans la destruction des
cellules B (Roy et al., 2008). De méme, I’inhibition des enzymes responsables de la
détoxification des radicaux libres, serait responsable de I’effet cytotoxique de la STZ
(Coskun et al., 2005).

Par ailleurs, la streptozotocine agit comme un donneur de monoxyde d’azote (NO)
dans les cellules pancréatiques (Latha et al., 2004). Le NO est un radical libre fortement
oxydant qui peut traverser les membranes par simple diffusion (Chandra et al., 2000).

Le NO participe a la toxicité induite par la STZ dans la genese du diabete (Murata et
al., 1999). Les cellules P sont particuliérement sensibles aux dommages induits par le NO et

les radicaux libres, en raison de leur faible contenu en enzymes antioxydantes (Spinas, 1999).
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Dans le diabéte, les interactions entre les especes réactives de 1’oxygene et le monoxyde
d’azote, aboutit a la production de peroxynitrite (ONOQO"), produit particulierement toxique
(Brown & Borutaite, 2001).

D’autre part, le NO est connu comme un médiateur multifonctionnel, produit par et
agissant sur presque toutes les cellules de I’organisme (Kolb & Kolb-Bachofen, 1992). Ce
radical est un facteur relaxant, un neurotransmetteur et une molécule de défense majeure des
cellules immunitaires tels que les macrophages et les neutrophiles (Moncada et al., 1991).
Cependant, le NO est un important destructeur et/ou médiateur de D’insulite durant le

développement du diabéte de type 1 (Raza et al., 2000).

7. Diabéte et plantes médicinales

7.1. Dans le monde

Plusieurs enquétes ethnopharmacologiques et ethnobotaniques ont été menées a
travers le monde pour recenser les plantes antidiabétiques utilisées dans les différentes
pharmacopées traditionnelles.

Dans ce contexte, plus 1123 espéces de plantes recensees par les ethno
pharmacologues, sont expérimentées contre le diabéte de type 2. Ces plantes représentent 725
genres et 183 familles (Bailey & Day, 1989 ; Marles & Farnsworth, 1995). Ces plantes
recensées sont généralement présentées dans des tableaux qui résument le nom scientifique de
la plante, la famille, les noms vernaculaires courants utilisés dans la région étudiee, la partie
utilisee (plante entiére, partie aérienne, tige, racines feuilles, fruits, etc.), parfois le principe
actif (alcaloides, glycosides, saponosides, flavonoides, etc.), les méthodes de préparation
traditionnelle (infusion, décoction, macération, etc.), les animaux utilisés pour les tests (rats,
souris, lapin, chien, chat, etc.), voie d’administration (orale, intrapéritonéale, intraveineuse,
sous cutanée, etc...) type de diabete et agent diabétogene (alloxane, streptozotocine, etc...).

7.2. En Algérie

L’Algérie, de par sa situation géographique, bénéficie d’un climat tres diversifié, les
plantes poussent en abondance dans les régions cotieres, montagneuses et également
sahariennes. Ces plantes constituent des remedes naturels potentiels qui peuvent étre utilisés
en traitement curatif et préventif (Khitri et al., 2016).

Les plantes médicinales trouvent encore leurs indications thérapeutiques dans le
traitement de plusieurs maladies en Algérie, y compris le diabéte. Des enquétes

ethnobotaniques récentes effectuées dans le but de répertorier les plantes medicinales
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antidiabétiques dans 1’Ouest Algérien et I’Est Algérien (Allali et al., 2008), soulignent
I’importance qu’occupe ce patrimoine végétal dans la pharmacopée traditionnelle et surtout
dans le traitement du diabete.

Dans la région de Tlemcen, les informations confirment I’importante dépendance de la
population locale vis-a-vis les plantes médicinales pour traiter le diabete. Plus de 80 espéces
de plantes médicinales ont été répertoriées dans cette région et sont utilisées seules ou en

combinaison avec des médicaments de syntheses (Benmehdi, 2008).

7.3. Modes d’actions des plantes antidiabétiques
Une trés grande variété de mécanismes est impliquée dans la baisse du niveau de
glucose dans le sang. Ceci est d0 a la grande variété de classes chimiques des constituants
hypoglycémiants provenant des plantes. Certains de ces composés se révelent véritablement
hypoglycémiants et pourraient avoir un potentiel thérapeutique, alors que d’autres produisent
simplement une hypoglycémie comme effet parallele de leur toxicité, particuliérement
hépatique (Jarald et al., 2008).
L’activité antidiabétique des plantes peut dépendre de plusieurs mécanismes (Jarald
et al., 2008 ; Kashikar & Kotkar , 2011 ; Singh et al., 2012):
- Réduction de la résistance a I’insuline ;
- Stimulation de la sécrétion d’insuline a partir des cellules B ou/et inhibition du processus
de dégradation de I’insuline ;
- Apport de quelques éléments nécessaires comme le Calcium, le Zinc, le Magnésium, le
Manganese et le Cuivre pour les cellules B;
- Régénération ou/et réparation des cellules pancréatiques plésées ;
- Effet protecteur de la destruction des cellules B;
- Augmentation le nombre de cellules Bdans les Tlots de Langerhans ;
- Inhibition de la réabsorption rénale du glucose ;
- Inhibition de B-galactosidase, a-glucosidase et a-amylase ;
- Prévention du stress oxydatif, qui peut étre impliqué dans le dysfonctionnement des
cellules B;
- Stimulation de la glycogenese et de la glycolyse hépatique ;

- Diminution des activités du cortisol.
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Tableau V. Modes d’actions de quelques plantes antidiabétiques
(Kashikar & Kotkar, 2011 ; Sudha et al., 2011 ; Singh et al., 2012).

Noms scientifiques Familles Partie Utilisée Modes d’action et références

Catharanthus roseus Apocynacées Feuilles Stimule la sécrétion d'insuline
a partir des cellules P des ilots
de Langerhans du pancréas
(Nammi et al., 2003).

Citrullus colocynthis Cucurbitacées Graines Stimule la sécrétion d’insuline
(Nmila et al., 2002).

Coccinia grandis Cucurbitacées Fruits Stimulation de la glycogenése
hépatique
(Shibib et al., 1993).

Punica granatum Lythracées Fleurs Inhibition a-glucosidase (Li et
al., 2005).

Ervatamia microphylla Apocynacées Feuilles Stimule la différenciation des

cellules progénitrices
pancréatiques (Kojima &
Umezawa, 2006).
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Tableau VI. Effets de quelques plantes hypoglycémiantes et/ou de leurs produits chez des

animaux rendus diabétiques (Frode & Medeiros, 2008).

Plan_te Matériel Traitement quele Résultats Références
(Famille) animal
|Glucose,
|HbAlc, Tpeptide
Aeglemarmelos Extrait . . : C, Ttolérance .
(Rutaceae) éthanolique/feuilles i.p, 14 ] Rat-STZ glucose, Narendhirakannan et al., (2006)
Tglycogene,
tinsuline
- Extrait . |Glucose, .
Aloevera (Liliaceae) éthanolique/feuilles v.0,21j Rat-STZ Ulipides Rajasekaran et al., (2006)
Amaranthus "
esculantus PIant_e entiere, V.0, 21j Rat-STZ l(jlucqse, Kim et al., (2006)
fraction lipidique tinsuline

(Amaranthaceae)

1Glucose,

lipides,
Annona squamosa Extrait aqueux, a0 . lperoxydation Gupta et al., (2005) ; Kem et al.,
(Annonaceae) éthanolique/feuilles v-0,10-30] Rat-STZ lipidique, (2006)

Ttolérance

glucose

e Extrait aqueux,
Averrhoa bilimbi g o1 FroAc) V.0, 14] Rat-STZ lGlucose, - . et al., (2005)
(Oxalidaceae) Hex/feuilles lipides
Baccharis trimera Extrait aqueux,
EtOH, BuOH/ V.0, 7] Souris-STZ 1Glucose Oliveira et al., (2005)

(Myrtaceae) feuilles
Bryophyllum . v.o/i.p
pinnatum E);tirl?étsaqueux/ traitement Rat-STZ 1Glucose Ojewole, (2005)
(Crassulaceae) intensif
Canarium .

. Extrait . .
schweinfurth MeOH/CH,Cly/tiges v.0, 14 j Rat-STZ 1Glucose Kamtchouing et al., (2005)
(Burseraceae)

Chamaemelum .
nobile Ext.ralt aqueux/ v.0,15]j Rat-STZ 1 Glucose Eddouks et al., (2005a)
feuilles
(Asteraceae)
|Glucose,
Coscinium Extrait alcoolique/ LHbALc,
fenestratum . g v.0,12j Rat-STZ lglycogéne, Shirwaikar et al., (2005)

- tiges e
(Menispermaceae) llipides, |stress

oxydant

BuOH: fraction n-buthanolique, CH:Cl,: extrait chlorure de méthylene, CHsCI: extrait chloroformique, EtOAcC :
fraction acétate d’éthyle, EtOH : extrait éthanolique, Hex : fraction hexanique, i.p : voie intra péritonéale, i.v : voie

intra veineuse, MeOH : extrait méthanolique, v.o : voie orale, STZ : streptozotocine.

30



Revue bibliographique

7.4. Principes actifs a effets antidiabétiques

Les plantes ont une importance capitale pour la survie de ’homme et des différents
écosystemes. Elles renferment une part importante des composés qui interviennent dans
I’ensemble des réactions enzymatiques ou biochimiques ayant lieu dans 1’organisme. On
distingue ainsi deux groupes de métabolites: les métabolites primaires et les métabolites
secondaires (Hartmann, 2007).

Il existe plus de 200 000 métabolites secondaires, dont plus de 200 présentent une
activité hypoglycémiante (Marles & Farnsworth, 1995 ; Lamba et al., 2000 ; Sanjay,
2002). Ainsi un certains nombres de groupes, tels que des alcaloides, des saponines, des
flavonoides des glycosides, des polysaccharides, des peptidoglycanes, acides aminés et
d'autres obtenus a partir de diverses sources végétales, semblent avoir des effets, d'une
importance particuliere, dans le traitement du diabéte (Mukherjee et al.,, 2006 ;
Soumyanath, 2006).

7.4.1. Les flavonoides

Le terme flavonoide rassemble une tres large gamme de composés naturels
appartenant a la famille des polyphénols. Leur fonction principale semble étre la coloration
des fleurs, des fruits et parfois des feuilles (au-dela de la chlorophylle, des caroténoides et des
bétaines), assurant ainsi la protection des tissus contre les agressions des ultraviolets
(Harborne, 2000 ; Rajnerayanama et al., 2001).

Les flavonoides sont des dérivés du noyau flavone ou 2-phenyl chromone portant des
fonctions phénols libres, éthers ou glycosides. Le noyau flavone est lui-méme un dérivé du
noyau flavane de base (Harborne, 2000).

Les flavonoides sont des polyphénols complexes dont la structure est constituée de
deux noyaux aromatiques (noyaux A et B) et d’un hétérocycle oxygéné, cycle C (Harborne,
2000). Les flavonoides se répartissent en quinze familles de composés, dont les plus
importantes sont les suivantes : flavones, flavonols, flavanones, flavanonols, isoflavones,

isoflavanones, chalcones, aurones et anthocyanes (Harborne, 2000 ; Kuresh et al., 2002).
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Tableau VII. Les flavonoides a effet antidiabétique.

Plante Familles Partie utilisée Activité sur Références

Glycyrrhiza glabra Fabacées Racines Souris Nakagawa et al., 2004
diab. obése

Eugenia jambolana Myrtacées Graines Souris diab. STZ  Sharma et al., 2008

Eriobotryajaponica Rosacées Feuilles Souris diab. STZ Li et al., 2009

Coreopsis tinctoria Astéracées Fleurs Rats diab. STZ Dias et al., 2010

Selaginella tamariscina

Selaginellacées

Plante entiéere

Rats diab. STZ Zheng et al., 2011

Diab : diabétiques ; STZ : Streptozotocine

7.4.2. Les saponosides

Les saponosides constituent un vaste groupe d’hétérosides trés fréquents chez les

végétaux. Ils sont caractérisés par leurs propriétés tensioactives. Ils se dissolvent dans I’eau en

formant des solutions moussantes. La plupart des saponosides présentent des propriétés

hémolytiques. Les saponosides peuvent étre classés en deux groupes selon la nature de leur

génine: saponosides a génine stéroidiques et saponosides a génine triterpéniques (Harborne,

2000).
Tableau VI11. Les saponosides a effet antidiabétique.
Plante Familles Partie et Activité Références
principe
Active

Beta vulgaris Chénopodiacées Racines Rats diab. Murakami et al., 1999
Surcharge-en
glucose

Anabasis articulate Chénopodiacées Feuilles Souris diab. Kambouche et al., 2009
Alloxane

Panax notoginseng Araliacées Racines Souris Yang et al., 2010

Citrullus colocynthis  Cucurbitacées Graines Rats diab. Benmehdi et al., 2011
STZ

Entada phaseoloides ~ Légumineuses Graines Rats diab. Zheng et al., 2012
STZ

Diab: diabétiques ; STZ

. Streptozotocine
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7.4.3. Les alcaloides

Les alcaloides sont des substances organiques d’origine naturelle, le plus souvent
végetales, azotés, basiques, douées, a faible dose, de propriétés pharmacologiques marquées
(Paris & Hurabielle, 1981).

Les alcaloides sont des composés présents essentiellement chez les Angiospermes (peu
nombreux chez les Monocotylédones et tres répandus chez les dicotylédones).
IIs sont exceptionnels chez les bactéries, assez rares chez les champignons, existent chez les
animaux et se trouvent également chez les organismes marins (les éponges) (Bruneton,
1999).

Tableau IX. Les alcaloides a effet antidiabétique.

Plante Familles Partie et Activité sur Références
principe
active

Tecoma stans Bignoniacées Feuilles Lapins diab. Hammouda & Amer,

1966
Trigonella foenum Fabacées Graines Rats diab. Shani et al., 1974
graecum alloxane
Lupinus termis Fabacées Graines Rats diab. Shani et al., 1974 ;

Bobkiewicz et al., 2007
Ervatamia Apocynacées Feuilles Cellule Kawakami et al., 2010
microphylla pancréatique

porcine
Capparis decidua Capparidacées Fruits Rats diab. STZ  Sharma et al., 2010
Ziziphus oxyphylla Rhamnacées Cyclopeptide In vitro Choudhary et al., 2011
inhibiteur

a-glucosidase

Diab: diabétiques ; STZ: Streptozotocine ; HGPO: Hyperglycémie provoquée par voie orale

7.4.4. Les glycosides (Hétérosides)

Les glycosides sont des substances organiques complexes qui résultent de
I’établissement d’une composante osidique et d’une composante non osidique (aglycone ou la
génine) (Bruneton, 1999).

Il existe un trés grand nombre d’hétérosides végétaux. Certains sont treés répandus tandis que
I’existence d’autres est limitée a quelques centaines d’especes ou méme a un seul genre ou a

une seule espéce (Guignard et al., 1985).
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e Types et classification des glycosides

La nature des glycosides est tres diverse, tant en raison du mode de liaison entre la
génine et le (s) ose(s) :
-O-hétérosides : liaison entre la fonction réductrice de 1’ose et un groupement hydroxyle
(alcoolique ou phénolique) de 1’aglycone.
-S- hétérosides : liaison entre fonction réductrice de 1’ose et un thiol.
-N-hétérosides: liaison entre la fonction réductrice de I’ose et un groupement aming.
-C-hétérosides: chez quelques oses, la liaison entre la génine et I’ose se fait de carbone a
carbone (Guignard et al., 1985).

e Les oses des hétérosides

Les oses qui entrent dans la constitution des glycosides sont divers : fréqguemment
c’est le D-glucose (d’ou le nom de glucosides), mais ils peuvent étre un autre hexose
(fructose, galactose, mannose), un pentose (arabinose, Xxylose, ribose) tres souvent un
méthylpentose (rhamnose) et, chez les hétérosides cardiotoniques, un désoxyose (digitoxine,
cymarose, digitalose).

La disposition des sucres peut se faire differemment : les oses sont rattachés isolément
a la genine en plusieurs points ou le plus souvent en un seul point (dans ce cas, ils forment
une chaine polyosidique langue de 2 oses (primevérose, rutinose, gentiobiose), 3 o0ses
(strophanthotriose, scillatriose), de 4 oses, parfois méme jusqu’a 7 oses disposés les uns des

autres (Guignard et al., 1985).

Tableau X. Les glycosides a effet antidiabétique.

Plantes Familles Partie et Activité Références
principe active

Ficus bengalensis Moracées Ecorce de tige ~ Rongeurs sains Brahmachari &
Augusti, 1964

Eriobotrya japonica Rosacées Feuilles Souris diab. De- Tommasi et al.,

1991

Polygonatum Asparagées Bulbe Rats Choi & Park, 2002

odoratum pancréatectomie

Aralia elata Avraliacées Ecorce des racines Rats HGPO Yoshikawaet al.,1995

Citrullus colocynthis  Cucurbitacées Graines Rats diab. STZ Azzi et al., 2009

diab: diabétiques ; STZ : Streptozotocine ; HGPO : Hyperglycémie provoquée par voie orale.
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7.5. Toxicité des plantes antidiabétiques

Un toxique, est une substance capable de perturber, immédiatement ou a terme, de
facon passagere ou durable, le fonctionnement normal d'un organisme vivant, pouvant aller
jusqu’a sa suppression compléte et amener la mort (Viala & Botta, 2007).

La toxicité des plantes médicinales peut étre liée a des mélanges de composeés actifs
qu'elles contiennent, leurs interactions avec d'autres herbes, les médicaments et les
contaminants.

Les plantes contiennent des mélanges complexes de terpénes, alcaloides, des
saponines et autres substances chimiques. Ce qui augmente le risque de réactions indésirables
par leurs effets additifs ou synergiques des interactions chimiques (Trevoux et al., 2000 ;
Saad et al., 2006).

Plus de 377 especes associées au traitement de diabéte sucré sont considérées toxiques
(Marles & Farnsworth, 1995), ces plantes peuvent entrainer une chute trop brutale de la
glycémie avec malaise hypoglycémique, voire coma, au méme titre que I’insuline ou les
autres médicaments hypoglycémiants, surtout si ces plantes sont associées a un traitement
déja existant et qui équilibrait le diabéte. L'hypoglycémie provoquée est accompagnée d'un
effet B-bloquant adrénergique et d'une hépatotoxicité (Marles &Farnsworth, 1995).

La toxicité est une notion relative et varie en fonction de la partie de la plante extraite
ou consommeée selon les quantités prises. Cependant, il est essentiel que les composés de
I'extrait brut soient testés pour leur toxicité, bien que la plupart des tests ne mesurent
actuellement que la toxicité aigué. Ces tests ne fournissent pas d'informations sur les réactions
indésirables qui pourraient résulter de I'exposition a long terme de ces especes (Soumyanath,
2006).

La toxicit¢ d’une substance au niveau de ’organisme dépend de la nature de la
substance, de la dose et de la durée d’exposition, des différents facteurs liés a I’individu (sexe,
age, €tat nutritionnel et hormonal), des facteurs environnementaux et de [’exposition
simultanée ou antérieure a d’autres produits chimiques. Les facteurs propres a chaque
individu peuvent modifier 1’absorption, la distribution, 1’excrétion, les transformations

métaboliques et la sensibilité du récepteur dans 1’organe cible (Soumyanath, 2006).

7.6. Effets des plantes médicinales sur la dyslipidémie associée au diabéte
Les altérations du métabolisme des lipides et des lipoprotéines plasmatiques

représentent 1’une des principales complications du diabéte, et sont notées chez environ 40%
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des diabétiques (Ravi et al., 2005). La dyslipidémie induite par I’hyperglycémie constitue un
facteur de risque important des MCV (Rajasekaran et al., 2006). Ainsi, le traitement idéal du
diabete devrait avoir, en plus du contrdle glycémique un effet favorable sur le profil lipidique.

Chez le rat rendu diabétique par la STZ et traité avec un extrait de Momordica
charantia pendant 10 semaines, Ahmed et al., (2001), ont noté une diminution de la
concentration plasmatique en cholestérol total (CT), en cholestérol libre (CL), en triglycérides
(TG) et en phospholipides (PL), avec un C-HDL augmenté.

Le traitement avec un extrait aqueux de Taraxacium offinal (2,4 g/kg de régime),
pendant 4 semaines, entraine une diminution de la glycémie, des concentrations en cholestérol
total et en triglycérides du foie et du sérum et une augmentation du C-HDL. De plus, ces
auteurs ont rapporté une réduction du rapport d’athérogénicité C-VLDL-LDL/C-HDL (Cho et
al., 2002).

Par ailleurs, une diminution des teneurs sériques et hépatiques en CT, TG et PL a été
notée avec des extraits aqueux de Boerhavia diffusa et de Helicteresisora chez le rat rendu
diabétique par 1’alloxane (Pari &Satheesh, 2004) ou par la STZ (Kumar & Murugesan,
2008). Les résultats de Kumar&Murugesan, (2008) ont également montré une diminution
du C-VLDL et du C-LDL et une augmentation du C-HDL.

Chez le rat rendu diabétique par la STZ, I’administration d’un extrait éthanolique de
Zingiber officinale (200 mg/kg de PC) pendant 20 jours, réduit la glycémie et les teneurs
sériques en CT et en TG et augmente le C-HDL (Bhandari et al., 2005). Des résultats
similaires ont été retrouvés chez le rat rendu diabétique par la STZ et traité avec un extrait de
Trigonella foenum-graecum (fenugrec) (50 mg/kg de PC) pendant 21 jours (Abou EI-Soud et
al., 2007).

L’étude de Jothivel et al., (2007) a rapporté que le traitement avec un extrait
méthanolique de costus pictus (120 mg/kg), pendant 21 jours induit un effet hypoglycémiant
avec une diminution des concentrations sériques en CT, TG, PL, C-VLDL et C-LDL et une
augmentation du C-HDL.

Les mécanismes proposés pour expliquer D’effet hypolipémiant des plantes
médicinales utilisées dans le traitement du diabéte impliquent I’insuline puisque cette
hormone, en plus de son role hypoglycémiant réduit et normalise les concentrations
plasmatiques en lipides chez le rat rendu diabétique par la STZ (Pepato et al., 2005). De plus,
la sensibilisation des récepteurs de I’insuline serait aussi un mécanisme possible.

Par ailleurs, une stimulation de I’activité lipolytique via I’insuline, par inhibition de la

lipase hormono-sensible (Al-Shamaony et al., 1994) ou des enzymes de la lipogenése (Pari

36



Revue bibliographique

&Venkateswaran, 2004) et/ou I’activation de la lipoprotéine lipase (Ahmed et al., 2001) ont

également été suggerées.

7.7. Effets des plantes médicinales sur le stress oxydant associé au diabéte

Plusieurs études ont rapporté une association entre le diabéte et le stress oxydant, qui
est dii a une génération accrue d’especes réactives de I’oxygene (ERO) et a une diminution
des défenses antioxydantes (West, 2000).

Par ailleurs, il a été suggéré que les antioxydants piégeurs des ERO peuvent atténuer
I’hyperglycémie et prévenir et/ou ralentir le développement des complications du diabete
(Imaeda et al., 2002).

De plus, les antioxydants procurent aux organismes vivants une protection contre les
dommages causés par la peroxydation lipidique qui représente 1’une des caractéristiques d’un
diabete chronique (Gupta et al., 2008).

De nombreuses plantes contiennent des composés antioxydants qui protegent les
cellules contre les effets délétéres des espéces réactives de I’oxygene (Dasgupta & De, 2004 ;
David et al., 2004). De méme, de nombreux metabolites secondaires des plantes possedent
des activités antioxydantes, qui atténuent les effets du stress oxydant (Gupta et al., 2008).

Santhakumari et al., (2003) ont montré que 1’administration orale d’une suspension
aqueuse de Piper betle (75 et 150 mg/kg de PC) pendant 30 jours entraine une diminution
significative des substances réactives a 1’acide thiobarbiturique (TBARS) du plasma, du foie
et du rein et une augmentation du glutathion et des activités de la superoxyde dismutase
(SOD), de la catalase (CAT) et de la glutathion peroxydase (GSH-Px) dans le foie et le rein,
chez des rats rendus diabétiques par la STZ compares a des rats diabétiques non traités.

D’autre part, chez le rat rendu diabétique par la STZ comparé au non traité,
I’administration d’un extrait aqueux de Scoparias dulcis (200 mg/kg/PC) induit un effet
hypoglycémiant, une diminution des TBARS pancréatiques et une augmentation de 1’activité
de la SOD et de la CAT du pancréas et de la concentration du glutathion (GSH), aprés 15
jours de traitement (Latha et al., 2004).

L’évaluation de I’effet d’un extrait éthanolique de Puerariae radix sur le stress
oxydatif induit par la streptozotocine, a montré chez le rat diabétique traité (500 mg/kg)
comparé au non traité, une diminution de la glycémie et de la concentration hépatique du
MDA et une augmentation de ’activité de la CAT du foie (Kang et al., 2005).

Par ailleurs, les résultats de Gupta et al., (2008) ont montré que I’extrait aqueux
d’Annona squamosa a la dose de 350 mg/kg, possede une activité antioxydante chez des rats
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rendus diabétiques par la STZ, qui se traduit par une augmentation de 1’activité de la SOD, de
la CAT, de la glutathion réductase (GSSH-Red) et de la glutathion-S-transférase (GST) dans
différents tissus. De plus, le glutathion réduit est augmenté, alors que les teneurs en
malondialdéhyde (MDA), marqueur de la peroxydation lipidique sont réduites.

Quine & Raghu, (2005) ont montré que 1’administration par voie intrapéritonéale
d’un flavonoide, 1’épicatéchine aux doses de 15 et 30 mg/kg pendant 35 jours, a des rats
rendus diabétiques par la STZ, entraine un effet hypoglycémiant ainsi qu’une diminution des
TBARS et des hydroperoxydes et une augmentation de la concentration en glutathion et des
activités de la catalase, de la superoxyde dismutase et de la glutathion peroxydase du foie, du
rein et du ceceur.

De méme, il a été rapporté que la quercétine (flavonoide antioxydant) administrée par
voie intra-péritonéale (15 mg/kg/jour) pendant 1 mois, réduit la glycémie ainsi que la teneur
en MDA dans les érythrocytes et le pancréas d’une part, et augmente 1’activité pancréatique
de la SOD, de la GSH-Px et de la CAT d’autre part, chez le rat rendu diabétique par la STZ
compare au non traité (Coskun et al., 2005).

D’autres auteurs ont montré une diminution de la glycémie et des concentrations
sériques en MDA et en fructosamine, chez des rats rendus diabétiques et traités avec un
anthocyane, la pélargonidine (3 mg/kg PC), comparés aux non traités (Roy et al., 2008). De
plus, une augmentation de 1’activité de la SOD et de la CAT sériques a été notée.

L’effet d’un iridoide, I’aucubine, sur la peroxydation des lipides et I’activité des
enzymes antioxydantes a été déterminé chez le rat rendu diabétique par la STZ. Les résultats
obtenus ont montré que le traitement par injection intra-péritonéale d’aucubine (5 mg/kg de
PC) pendant 15 jours réduit la glycémie et la concentration du malondialdéhyde (MDA) et
augmente 1’activité de la catalase, de la glutathion peroxydase et de la superoxydedismutase
au niveau du foie et du rein (Jin et al.,2008). De plus, les rats diabétiques traités comparés

aux non traités montrent une régenération des cellules  du pancréas.

8. Choix du matériel végétal et du modele expérimental

8.1. Matériel végetal
8.1.1. Description
Le lin est une Angiosperme dicotylédone annuelle de la famille des Linaceae du genre
Linum qui compte environ 200 especes (Shim et al., 2014). Sur la base de critéres
morphologiques, Linnaeus (1753) a distingué 4 variétés de lin cultivé parmi lesquelles
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Linumusitatissimum est la plus cultivée aujourd’hui. L’espéce usitatissimum regroupe deux
grands types de variétés destinées a la production de graines ou de fibres (Millam et al.,
2005). Les variétés de lins graines ont une tige relativement courte a ramifications
secondaires nombreuses, tandis que les variétés de lin fibres possédent une tige plus élevée et
moins ramifiée.
8.1.2. Morphologie et anatomie

L’inflorescence est en forme de cyme qui porte plusieurs fleurs bleues ou blanches.
Les fleurs sont pour la plupart hermaphrodites, le nombre de fécondation croisée est
généralement inférieur a 1%. La pollinisation du lin par les insectes est possible mais rare, le
pollen étant collant. Aprés fécondation, 1’ovaire se transforme en un fruit, ou capsule,
constitué de cing loges contenant au maximum 10 graines. Ces graines, de forme ovale, ont

une surface lisse colorée du brun rouge au jaune clair et une longueur de 3 a 6,4 mm (Fig. 7).

Fig. 7. Fleurs de lin, capsules a maturité et leur contenu en graines (Nolin, 2009).

8.1.3. Caractéristiques botaniques de Linum usitatissimum

Tableau XI. Caractéristiques botaniques de Linum usitatissimum (Nolin, 2009).

Nom vernaculaire El kitten

Nom francais Lin

Nom anglais Common flax

Nom latin Linum usitatissimum

Famille Linacées

Constituants Mucilages - Oméga (3)- Glucosides cyanogéniques
Parties utilisées Graines mdres et séches - Huile des graines
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8.1.4. Bienfaits et potentiels du lin sur la santé

Les graines de lin sont une source riche en acide alpha linolénique (ALA), lignanes et

fibres alimentaires (Day et al., 2005). Les lignanes sont des phytoestrogenes, composés qui

agissent comme les cestrogenes chez les animaux et I’homme.

De plus, Le lin abaisse les concentrations en cholestérol total sérique et contribue a

réduire le risque des maladies cardio et cérébro-vasculaires, en partie grace aux actions de

I’ALA (Mozaffarian, 2005).

Par ailleurs, la consommation quotidienne du lin augmente I’apport en ALA. Les fibres

alimentaires du lin exercent un effet laxatif et aident au bon fonctionnement de 1’intestin. Le

godt de noisette agréable du lin le rend un ajout idéal aux céréales chaudes et froides, aux laits

frappés aux fruits, aux biscuits et autres produits de boulangerie, au pain de viande, aux pates

et a la soupe (Zhang et al., 2008).

Tableau XI1. Bienfaits potentiels du lin pour la santé (Zhao, 2004 ; Zhang, 2008).

Composés des graines de lin Bienfaits potentiels pour la santé

Graine entiére ou broyée -

Réduction du cholestérol total et du cholestérol-LDL
Réduction de la réponse glycémique postprandiale

Diminution de I’inflammation et du risque du cancer

Fibres solubles -

Fibres insolubles -

Réduction de la cholestérolémie et de la glycémie

Reégulation de la fonction intestinale

Acide alpha-linolénique -
(ALA)

Reéduction de la cholestérolémie et des concentrations de
biomarqueurs inflammatoires
Réduction du risque de coronaropathie, d’accident vasculaire

cérébral et de cancer

Lignagnes (SDG) -

Traitement de I’hypertrophie de la prostate

Prévention du cancer (cancers du sein, du c6lon et du poumon,
leucémie)

Maitrise de la néphropathie lupique (insuffisance rénale)
Réduction des risques liés aux maladies cardiovasculaires, aux
maladies inflammatoires chroniques de I’intestin, a la polyarthrite
rhumatoide et au diabete

Effet antitumorigene sur certains cancers Effets

hypocholestérolémiants
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8.2. Modéle expérimental

Le diabéte peut étre induit chez plusieurs especes animales, par le biais de
manipulations pharmacologiques, chirurgicales ou encore genétiques (Frode & Medeiros,
2008). La grande majorité des études expérimentales est realisée chez les rongeurs (rat et
souris) (Rees & Alcolado, 2005).

Dans les ¢études ethnopharmacologiques, I’induction chimique du diabete chez ces
animaux, se fait essentiellement par la streptozotocine (STZ, 60%) ou 1’alloxane (30%). Ces
modéles diabétiques servent de référence pour 1’¢tude et la compréhension de la genese et des
complications de cette pathologie (Frode & Medeiros, 2008).

La STZ et I’alloxane exercent leur action diabétogeéne lorsqu’elles sont administrées
par voie intraveineuse, intrapéritonéale ou sous-cutanée. La dose de ces deux substances,
nécessaire pour induire le diabéte, dépend de 1’espéce animale, du mode d’administration et
de I’état nutritionnel. De plus, selon la dose utilisée, des symptomes similaires a ceux du
diabéte de type 1 ou de type 2 ou d’une intolérance au glucose peuvent étre induits (Mythili et
al., 2004).

Dans notre étude, le modéle utilisé est le rat Wistar rendu diabétique par injection
intrapéritonéale de STZ, a la dose de 60 mg/kg de poids corporel. Cette dose, la plus utilisée
chez le rat adulte, permet d’induire un diabéte insulino-dépendant (Patel et al., 2006), par
destruction des cellules B des lots de Langerhans du pancréas (Mythili et al., 2004).
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Matériel & Méthodes

1. Matériel végétal

Les graines brunes du lin ont été récoltées a Adrar (Sud algérien) au mois d’avril 2015.

1.1. Préparation de la poudre de lin

Les graines sont nettoyées, broyées puis tamisées. La poudre fine est préte a étre utilisée.

Graine
brune de lin
Lu

Nettoyage

. Broyage

tamisage

Poudre de graine de Lu

1.1.1. Preparation de la poudre pour le dosage
100g de la matiere vegétale sont mis en contact avec I'éther de pétrole, le benzene,
l'acétate d'éthyle, le méthanol et le butanol. 250mL de chaque mélange est placé dans un
extracteur de soxhlet pendant 24h (Tiwari et al., 2011). Les extraits sont filtrés, puis
concentrés dans un évaporateur rotatif (Blchi Labortechnink AG, Postfash, Suisse). Les
extraits concentreés ont étés utilisés pour I'estimation des phénols et flavonoides totaux et

I’activité antioxydante in vitro.

1.1.2. Criblage phytochimique des extraits de la graine de lin
Les techniques analytiques décrites dans les travaux de Tiwari et al. (2011) ont été
utilisées. Chaque extrait est utilisé pour les phytoconstituants suivants: alcaloides, saponines,
terpénoides, flavonoides, glycosides, protéines, glucides et composés phénoliques, selon des

réactions colorées spécifiques.
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e Alcaloides
Les alcaloides ont été mis en évidence dans les extraits avec les réactifs de

Dragendorff et de Wagner: Dans le premier tube, sont ajoutées 2 gouttes de reactif de
Dragendorff. L’apparition d’un précipité rouge orangé ou brun-rougeétre indique un test
positif. Dans le deuxiéme tube, sont ajoutées 2 gouttes de réactif de Wagner. L’ apparition
d’un précipité brun indique un test positif.
e Saponines

Les saponines ont étés révélés par le test de mousse. Le tube a essai est agité
vigoureusement. La formation d’une mousse (hauteur supérieure a 1 cm) stable, persistant
pendant 1h indique la présence abondante de saponines.
e Terpenoides

Les terpenoides ont été mis en évidence par la réaction de Mayer. Une aliquote de
résidu est dissoute du HCL (50%), puis reprise dans un tube a essai dans lequel est ajouté le
réactif de Mayer. L'apparition de précipité blanc traduit la présence des terpenoides.
e Flavonoides

Les flavonoides ont étés mis en évidence par la réaction a la cyanidine. A une aliquote
de résidu dissout dans 5 ml d’éthanol chlorhydrique (2:1, v/v) sont additionnés deux a trois
copeaux de Mg (ou 30-50 mg de poudre de Zn) et quelques gouttes d’isopentanol.
L’apparition d’une coloration intense rose-orange ou violacée (rouge ou rouge-orangé avec le
Zn) indigue une réaction positive.
e Glycosides

Les glycosides ont été mis en évidence par le test de Keller Killiani. A 1 mL de
solution aqueuse est ajouté 1 mL d'acide acétique glacial et 1 mL de H2SO4 concentré, puis 2
a 3 gouttes de FeCls 2% sont ajoutées au melange. L'apparition d'une coloration bleu vert
indique un test positif.
e Protéines

Les protéines ont été mises en évidence par la réaction du Biuret. A un aliquot de
résidu dissout dans 2 ml de NaOH aqueux a 20% dans un tube a essai, sont ajoutées 2 —3
gouttes d’une solution aqueuse de CuSOs4 a 2%. L’apparition d’une coloration violette,
quelquefois avec une teinte rougeatre, indique une réaction positive.
e Hydrates de carbone

Les hydrates de carbone ont été mis en évidence par le test de Molisch. A 2 mL de

chacun des échantillons sont ajoutées 3 gouttes du réactif de Molisch. Puis 2 a 3 mL d’acide
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sulfurique concentré. La formation d’une coloration violette (anneau violacé) a I’interface des
2 liquides, indique la présence des glucides.
e Composées phénoliques

Les composées phénoliques ont été mises en évidence par la réaction au chlorure
ferrique (FeCls). A 2 mL de chaque extrait, sont ajoutées une goutte de solution alcoolique de
chlorure ferrique a 2%. L’apparition d’une coloration bleu-noiratre ou verte plus ou moins

foncée indique la présence des composées phénoliques.

1.2. Mesure du potentiel antioxydant

1.2.1. Dosage des composés phénoliques
1.2.1.1. Polyphénols totaux
La concentration en polyphénols totaux des extraits de graines de lin est déterminée
selon la méthode de Folin-Ciocalteu (McDonald et al., 2001). Cette technique est basée
principalement sur la réduction du réactif acide phosphotungstique phosphomolybdique
(réactif de Folin) dans une solution alcaline. A 0,5mL d’échantillon est ajouté 0.1 mL du
réactif de Folin (0.5N) et 2,5mL d’une solution de carbonate de sodium (7,5%). Apres
agitation, une coloration se développe a l'obscurité. La coloration bleue est mesurée au
spectrophotomeétre a 760 nm. Les résultats sont exprimés en microgramme d’équivalent en
acide gallique par gramme d’extrait sec (1g/g).
1.2.1.2. Flavonoides
Le dosage des flavonoides est effectué selon la méthode colorimétrique de chlorite
d’aluminium (Singleton & Rossi, 1965). 1mL de de 1’échantillon a analyser est additionné a
0,5mL d’une solution de chlorure d’aluminium (AICI3) (1,2%) et 0.5mL d’acétate de
potassium. La coloration jaune de I’échantillon est mesurée a 415 nm. Les teneurs en
flavonoides sont déterminées a partir de la gamme étalon de quercétine et exprimées en

microgramme d’équivalent en quercétine par gramme d’extrait sec (ug/g).

1.2.2. Evaluation de ’activité antioxydante des graines de lin
1.2.2.1. Test au DPPH
L’activité antioxydante des différents extraits des graines de lin est évaluée par le test
DPPH, en utilisant I’acide ascorbique comme standard et exprimée en g/L d’acide ascorbique

(Shen et al., 2010). Cette méthode spectrophotométrique utilise le radical DPPH (1,1-
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diphenyl-2-picrylhydrazil) de couleur violette comme réactif, qui vire au jaune, en présence
de capteurs de radicaux libres, et se réduit en 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazine. 3mL de chaque
extrait a différentes concentrations (50, 100, 200, 400 et 800ug/mL) est homogénéisé avec 3,9
mL de DPPH a 0,1 mM. Apres une période d’incubation de 30 minutes, les absorbances a 517
nm ont été enregistrées.
L'activité antioxydante est exprimée en pourcentage d’inhibition | (%) du radical DPPH, en
utilisant la formule suivante:
I (%) = [Absorbance C - Absorbance échantillon/Absorbance C] x 100
AC : absorbance du contrdle négatif (méthanol)

L’¢tude de la variation de ’activité antiradicalaire en fonction de la concentration des

extraits permet de déterminer la concentration qui correspond a 50% d’inhibition (ICso). Une

faible valeur de I’ICso correspondant a une grande efficacité de 1’extrait.

1.2.2.2. Piégeage du radical superoxyde (O2")

Le systeme (méthosulfate de phénazine/Nicotinamide Adénine Dinucléotide)
(PMS/NADH) utilisé permet la formation, de 1’anion superoxyde (O2"). Ce dernier réduit le
nitro-blue tétrazolium (NBT) en Formazan. L’activité est basée sur la méthode décrite par
Srinivasan et al. (2007). Les anions sont générés dans un mélange d’une solution de 0,5mL
B-NADH a 0, 936mM, 0,5mL d’une solution de NBT a 0,3mM et ImL de chaque extrait a
différentes concentrations (50, 100, 200, 400 et 800 ug/mL). La réaction est initiée par
I’addition de 0,5mL d’une solution de PMS a 16 pM au mélange réactionnel et apreés 5 min
d'incubation a 25°C. L'absorbance est mesurée a 560 nm contre un blanc ne contenant pas de
PMS. Les résultats permettent de calculer le pourcentage d’inhibition de la formation du
formazan et d’exprimer cette activité en ICso comme décrit précédemment pour le DPPH".
L’activité des extraits testés est comparée a celle de 1’acide ascorbique.

L'activité antioxydante est exprimée en pourcentage d’inhibition | (%) du radical superoxyde
(O27), en utilisant la formule suivante:
I (%) = [Absorbance C - Absorbance échantillon/Absorbance C] x 100
AC : absorbance du controle négatif (méthanol)

1.2.2.3. Pouvoir réducteur du fer
L’activité réductrice des extraits est évaluée par la réaction d’oxydo-réduction entre

I’extrait et les ions métalliques de transition, notamment le fer (FRAP). Le ferricyanure de
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potassium KsFe(CN)s fournit des ions Ferriques (Fe®") qui seront réduits en ions Ferreux
(Fe?*) par les antioxydants présents dans les différents extraits végétaux. Le pouvoir réducteur
est déterminé selon la méthode décrite par Kumar & Hemalatha (2011).

Cette méthode consiste a mélanger 1 ml de chaque extrait a différentes concentrations
(50, 100, 200, 400 et 800 pg/mL) avec 5 mL de tampon phosphate 0,2 M a pH 6.6 et 5 mL
d’une solution de KsFe(CN)sa 1% (m/v). Le mélange obtenu est incubé pendant 20 minutes a
50°C, puis 5 mL d’acide trichloracétique (CCIsCOOH) a 10% sont ajoutés pour arréter la
réaction. Le mélange est centrifugé a 1000g pendant 10 mn a 5°C et 5mL du surnageant sont
additionnés de 5 mL d’eau distillée et 0,5 ml de chlorure de fer (FeCls) a 0.1%. La lecture de
I’absorbance se fait a 700nm contre un blanc.
L’activité des extraits testés est comparée a celle de 1’acide ascorbique.

1.2.2.4. Calcul des ICsp

Pour chaque extrait nous avons déterminé la valeur 1Csg qui est la concentration de
I’échantillon testé nécessaire pour réduire 50 % de radical DPPH. Les 1Cso sont calculées a
partir de 1’équation des graphes tracés ; pourcentages d’inhibition en fonction de différentes

concentrations des fractions testées et les standards.

2. Animaux et régimes

Trente rats males Wistar (Iffa Credo, 1’ Arbresle, Lyon, France) (n=30), pesant 267+5g
sont utilisés dans cette étude. Les animaux sont maintenus dans une animalerie dans des
conditions environnementales standard (23+1°C, 60% d’humidité et un cycle de lumiére de
12h jour/nuit) et sont soumis a un régime standard (ONAB). Les conseils pour la protection et
I’utilisation des animaux de laboratoire sont suivis (Council of European Communities,
1987).

2.1. Induction du diabéete
Le diabéte est induit par injection intrapéritonéale d’une dose unique de
streptozotocine (STZ) (Sigma, St Louis, USA) a raison de 60 mg/kg de poids corporel. La
STZ est diluée dans du tampon citrate 0,05 M pH 4,5 juste avant son utilisation.
L’hyperglycémie est confirmée 48 heures apres injection de STZ, sur un prélévement
sanguin effectué au niveau de la veine de la queue en utilisant un glucometre (Glucotrend,
Meylan, Germany). Seuls les animaux dont la glycémie a jeun est supérieure a 2,50 g/L

(13,87 mmol/L) sont considérés comme diabétiques.
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2.2. Traitement avec la graine de Lin

Les rats diabétiques (n = 12) sont répartis en 2 groupes de 6 rats chacun : Un groupe
non traité consommant un régime a 20% de caséine (D) et un groupe traité soumis au méme
régime supplémenté avec la poudre de Linum usitatissimum (D-Lu) a raison de 10g/kg de
régime, pendant 56 jours. Durant tout le protocole expérimental, un groupe (n=6)
consommant un régime a 20% de caséine a été utilisé comme témoin (T) (Tableau XIII).

La nourriture et 1’eau de boisson sont données a volonté. La consommation
alimentaire est mesurée quotidiennement et le poids des rats une fois par semaine.

Durant les trois derniers jours de I’expérimentation, SiX rats de chaque groupe,
témoins, traités et non traités sont placés individuellement durant toute 1’expérimentation dans
des cages a métabolisme. Les animaux et la quantité de nourriture ingérée sont pesés chaque
jour. Les urines sont recueillies sur un antiseptique (thymol-isopropanol a 10%) puis filtrées
et conservées a 4°C.

Tableau XI11. Composition des régimes (g/kg régime)*

Ingrédients T D D-Lu
Caséine? 200 200 200
Amidon de mais® 590 590 580
Huile de tournesol* 50 50 50
Saccharose® 50 50 50
Cellulose? 50 50 50
Vitamines® 20 20 20
Sels minéraux’ 40 40 40
Poudre Linum usitatissimum?® - - 10

!Les régimes sont isoénergétiques (17,80 MJ/Kg de régime), donnés sous forme de poudre et préparés
au Laboratoire de Nutrition Clinique et Métabolique (LNCM).

’Prolabo (Paris, France).

3ONAB (Sidi Bel Abbgs, Algérie).

*CEVITAL (Bejaia, Algérie).

*ENASUCRE (Sfisef, Algérie).

SUAR 200 (Villemoisson,91360, Epinay/S/Orge, France), mélange vitaminique (mg.kg™ de régime) :
Vit A, 39600 Ul; Vit D3, 5000Ul, Vit By, 40; Vit By, 30; Vit Bs, 140; Vit Be, 20; Vit B7, 300; Vit By,
0,1; Vit C, 1600; Vit E, 340; Vit K, 3,80; Vit PP, 200; choline, 2720; Acide folique, 10; Acide para-
aminobenzoique (PAB), 180; Biotine, 0,6; cellulose, gsp, 20g.

"UAR 205 B (Villemoisson, 1360, Epinay/S/Orge, France), mélange minéral (mg/kg) de régime)
CaHPO,, 17200; KCI, 4000; NaCl, 4000; MgO., 420; MgSO., 2000; Fe,0Os, 120; FeSO,, 7H-0, 200;
MnSOa, H2SO4, H20, 98; CuSOs, 5H,0, 20; ZnSO4, 80; CuSO4, 80; CuSOs, 7H20; KI, 0,32.

8préparé dans notre laboratoire comme décrit précédemment.
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3. Préléevement des échantillons sanguins et des organes

Aprés 56 jours d’expérimentation, les 3 groupes de rats sont anesthésiés apres 12h de
jeline, par injection intrapéritonéale d’une solution de pentobarbital sodique (60mg/100g de
poids corporel). Le sang est prélevé par ponction de 1’aorte abdominale dans des tubes
contenant 0,1% d’EDTA-Naz et centrifugé a 1000 x g pendant 20 min & 4°C. Le plasma et le
culot contenant les érythrocytes sont récupéres.

Les organes (foie, reins, coeur, muscle, cerveau et pancréas) sont soigneusement
prélevés, rincés avec une solution fraichement préparée de NaCl froid a 0,9 % et pesés. Le
plasma et les organes sont conserveés a -70°C.

4. Analyses biochimiques

4.1. Détermination de la glycémie
A JO, J7, J14, J21, J28, J35, J42, J49, et J56 de I’expérimentation, la glycémie est
mesurée en utilisant un glucométre (Accu-Chek® Active).

4.2. Dosage de l’insuline plasmatique

Les teneurs sériques en insuline est déterminée par un dosage immuno-enzymatique,
EIA de type compétitif (Grassi & Pradelles, 1991) (kit Spi-Bio, Bertin group, Montigny le
Bretonneux, France). Le principe de la méthode est basé sur la compétition entre 1’insuline
libre de rat et I’insuline conjuguée a 1’acétylcholinestérase (AChE) (Fig. 8). L’activité
enzymatique est révélée avec le réactif d’Ellman (DTNB [5-5'-dithiobis-2 nitrobenzoate]).
L'intensité de cette coloration est déterminée a 1’aide d’un lecteur Elisa a A = 405 nm, Les
résultats sont exprimés en ng/L aprés estimation de la concentration a 1’aide d’une gamme

étalon de I’insuline de rat (solution mere a 10 ng/L).

Incubation Lavages Composé coloré;\ ‘ff jaune
r . . Lk !
Lol > LRS- [ - &2
s Ly YTy -
Puits recouverts d’anticorps  Réaction enzymatique Réactif d’Ellman Lecture de la microplaque (lecteur Elisa)
(anti-cochon d’inde) A=405nm

Fig. 8. Principe du dosage de I’insuline par la méthode EIA de type compétitive

@ Insuline libre de rat (standard ou échantillon) @ AChE: marqueur de I'insuline de rat Antisérum de l'insuline de rat
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4.3. Détermination de ’hémoglobine glycosylée

La mesure du degré de glycosylation de 1’hémoglobine est réalisée avec 1’acide
trinitrobenzeéne sulfonique (TNBS) qui réagit avec la lysine libre et les résidus-NH2 des acides
aminés pour former des dérivés trinitrophényls (Nivoit et al., 2003). Sur une microplaque,
sont déposés 40 uL. d’hémolysat (hématies diluées au 1/100) + 40 pL de sérum physiologique
ou 80 uL d’hémolysat déconjugué (40 uL d’hémolysat + 40 pL de glucosidase). Aprés 1h
d’incubation a 37°C, 80 uL de tampon bicarbonate (NaHCOz3 & 4%, pH 8,4) et 80 pL de
TNBS (0,1%) sont ajoutés. La plaque est recouverte d’un papier adhésif et incubée a 37°C, a
I’obscurité pendant 2h. Le nombre de résidus lysine libres sur la molécule d’Hb est déterminé
a partir d’une gamme étalon de lysine. La valeur de I’hémoglobine glycosylée est donnée par

rapport a la valeur obtenue avec la déconjugaison.

4.4. Détermination des teneurs plasmatiques et urinaires en urée, créatinine et acide
urique

La détermination de 'urée plasmatique et urinaire est effectuée par une méthode
enzymatique colorimétrique (Kit Biocon, Germany). L’urée présente dans 1’échantillon donne
en présence d’uréase et de nitroprussiate un indophénol coloré quantifiable par
spectrophotométrie. La lecture se fait & une longueur d’onde A = 600 nm.

La teneur en créatinine plasmatique et urinaire est déterminée par une méthode
cinétique colorimétrique (Kit Biocon, Germany). La créatinine présente dans 1’échantillon
réagit avec le picrate en milieu alcalin pour donner un complexe coloré. La lecture se fait a
une longueur d’onde A = 500 nm.

L’acide urique présent dans 1’échantillon donne en présence d’uricase un indophénol
coloré quantifiable par spectrophotométrie (Kit Spinreact, Girona Spain). La lecture se fait a
une longueur d’onde A = 510nm.

4.5. Activités des transaminases et de la phosphatase alcaline plasmatiques

L’aspartate amino-transférase (ASAT) connue sous le nom de glutamate-oxalo-
acetatetransaminase (GOT) est une transaminase qui catalyse le transfert du groupe aminé de
L-aspartate vers 1’a-cétoglutarate pour donner du L-glutamate. La lecture se fait par
spectrophotométrie a une longueur d’onde A = 340 nm.

L’alanine amino-transférase (ALAT) est une transaminase connue sous le nom de
glutamate-pyruvate-transaminase (GTP). L’ALAT catalyse le transfert du groupe aminé de la
L-alanine vers 1’a-cétoglutarate pour donner du L-glutamate. La-lecture se fait par

spectrophotométrie a une longueur d’onde A = 340 nm.
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La phosphatase alcaline (PAL) catalyse I’hydrolyse du p-nitrophénlyphosphate
libérant du p-nitrophénole et du phosphate (Kit Spinreact, Girona Spain). La lecture se fait par

spectrophotométrie a une longueur d’onde A = 340 nm.
4.6. Détermination des teneurs en protéines totales et en lipides du foie et du plasma

4.6.1. Dosage des protéines
Les concentrations en protéines totales du plasma et du foie sont déterminées par la
méthode de Lowry et al., (1951). Le sérum albumine bovine (SAB) est utilisée comme
standard (Sigma ChemicalCompany, USA). En milieu alcalin, le complexe Cu?*-protéine est
réduit par le réactif de Folin. Il se développe une coloration bleue dont I’intensité est
proportionnelle a la quantité de protéines présente dans 1I’échantillon. La lecture se fait & une
longueur d’onde A=750 nm. Les résultats tes teneurs en protéines totales dans le foie sont

exprimés en mg/g et ceux du plasma en g/L.
4.6.2. Dosage des lipides du foie et du plasma

4.6.2.1. Extraction des lipides du foie

Les lipides totaux du foie sont extraits avec un mélange chloroforme:méthanol (2:1,
v:V), selon la technique de Folch et al., (1957). 1 g de foie est homogénéisé a 1’ultraturax avec
5 mL de mélange chloroforme:méthanol. Apres 2h de contact, 4 mL de HCI (0,05 N) et 1 mL
de NaCl (saturé a 35%) sont ajoutés a la suspension. Une centrifugation a 1200 x g pendant 5
min permet de séparer la phase aqueuse de la phase chloroformique qui contient les lipides.

Le solvant (chloroforme) est évaporé sous vide (Rotavapor Blichi) a 48°C. Apres
séchage du ballon, I’extrait lipidique est pesé plusieurs fois, jusqu’a poids constant. La
quantité de lipides totaux de 1’échantillon exprimée en % est déterminée par la différence
entre le poids final du ballon et le poids initial.

Les lipides sont repris dans 10 mL d’isopropanol pour le dosage des différents

composants lipidiques.

4.6.2.2. Teneurs en cholestérol total, libre et esters de cholestérol
Le cholestérol total (CT) plasmatique et hépatique sont déterminés par une méthode
enzymatique colorimétrique (Kit Biocon, Germany). Au niveau du plasma et du foie les

résultats sont exprimés respectivement en mmol/L et pmol/g.
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Les teneurs en cholestérol libre (CL) sont dosées par une méthode colorimétrique
enzymatique (Kit CHOP-PAP, Biolabo, France). La lecture se fait a une langueur d’onde A =
500 nm.

Le cholestérol estérifié est obtenue par la différence entre CT et le CL. Les esters de
cholestérol (EC) correspondent au cholestérol estérifié multiplié par 1,67 (poids moléculaire

moyen d’un acide gras qui estérifie le cholestérol).

4.6.2.3. Teneurs en triglycérides
Les concentrations en triglycérides (TG) du plasma et du foie sont dosées par une
méthode enzymatique colorimétrique (kit Biocon, Germany). La lecture se fait a une longueur

d’onde A =500 nm. Les résultats sont exprimeés respectivement en mmol/L et umol/g.

4.6.2.4. Teneurs en phospholipides
Les concentrations en phospholipides (PL) du plasma et du foie sont déterminées par
une méthode enzymatique colorimétrique (kit Cypress Diagnostics, Belgium). La lecture se
fait a une longueur d’onde A = 505 nm. Les résultats sont exprimeés respectivement en mmol/L

et umol/g.
4.7. Séparation et analyse des différentes fractions de lipoprotéines

4.7.1. Séparation des lipoprotéines plasmatiques

La séparation des différentes fractions de lipoprotéines est réalisée par précipitation,
selon la technique de Burstein et al., (1970 ; 1989). Les lipoprotéines de trés faible et faible
densité (VLDL et LDL-HDL:1) sont précipitées en présence du phosphotungstate (Sigma-
Aldrich Chemie, Germany) et du MgCl> (Merck, Germany) alors que les lipoprotéines de
haute densité (HDL2 et HDL3) sont précipitées avec du sulfate de dextran (Wt 500000) (Sigma
Chemical Company, St Louis, MO, USA) et du MgClz. Toutes les centrifugations sont
effectuées a 3000xg pendant 30 min a 20 °C.

La Fig. 9 résume les principales étapes de la séparation des differentes fractions de

lipoprotéines.

4.7.2. Purification des preécipités
Afin de minimiser la contamination par les protéines sériques, les différentes fractions
de lipoprotéines sont solubilisées dans une solution contenant du citrate trisodique
(NasCsHsO7) (Sigma-Aldrich Chemie, Germany) et du NaCl & 0,01M. Elles sont ensuite
purifiées par des lavages successifs. Les fractions VLDL et LDL+HDL1 sont purifiées avec
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du sulfate de dextran 0,05% et du MgClz a 0,05M, et les HDL: et HDL3 avec de I’oxalate de
potassium a 0,5M et 1M, respectivement (Fig. 10).

4.7.3. Analyse des différents constituants des lipoprotéines

Les contenus en apolipoprotéines (apos) et en lipides (cholestérol total et libre, esters
de cholestérol, triglycérides et phospholipides) des VLDL, LDL-HDL1, HDL, et HDL; sont
déterminés selon les méthodes décrites précédemment.

La masse de chaque fraction de lipoprotéine correspond a la somme de leurs contenus

en apos, CL, EC, TG et PL et est exprimée en g/L.

4.7.4. Détermination des teneurs en apolipoprotéines (Apo A-l et Apo B) plasmatiques

et rapport d’athérogénicité

Les teneurs en apolipoprotéines A-l (apo A-1) et B (apo B) sont mesurées dans le
plasma par immuno-turbidimétrie (kit Orion Diagnostica, Spain). La variation de turbidité,
mesurée par spectrophotométrie a 340 nm est proportionnelle a la quantité d’apo A-I ou d’apo
B presente dans le plasma.

Les rapports d’athérogénicité (CT/C-LDL-HDL31, CT/C-HDL, C-LDL-HDL41/C-HDL,
C-VLDL-LDL-HDL41/C-HDL, TG/C-HDL et Apo B/A-I sont calculés.
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2 mL de sérum
25 pL de phosphotungstate
100 pL de MgCl, (2 M)

pH=7,6

Homogénéisation, incubation (20 °C, 30 min)

Centrifugation a 3000xg (30 min a 20°C)

A 4

Précipité I=VLDL"

Surnageant |

100 pL de
phosphotungstate

Conditions précédentes  —

\ 4

Précipité 1lI=LDL-HDL,

80 pL de sulfate de dextran (5%)

Surnageant

100 pL de MgCl2 (2M)

Homogénéisation, incubation une

A 4

Précipité 111=HDL,

pH=7,6

nuit a 20 °C.
A 4

A 4

HCI (1 N)
—

pH=5,4

Précipitation immédiate

A 4

Précipité IV=HDL;

Centrifugation & 3000%g (30 min & 20 °C).
A4

Surnageant V™"

Fig. 9. Séparation des différentes fractions de lipoprotéines selon la méthode de
Burstein et al., (1989)

* Fraction de lipoprotéine apparait sous forme d’un anneau a la surface du tube

** Surnageant correspond aux protéines sériques
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Précipité | et 11

1 mL de tampon Tris
alcalin

Précipité Il

654 pL de tampon
Tris alcalin

Précipité IV

65 uL d’oxalate de

Précipitation avec Ajustemant pH 9,5 avec

NaOH (1 N)

Précipitation avec 40 pL de
sulfate de dextran (0,05%)
65 pL de MgClz (2 M)
50 uL de MgCl2 (0,05%)

A

Homogénéisation, incubation (20 °C, 30 min)

Centrifugation a 3000xg (30 min a 20 °C)

\ 4 \ 4 A 4

Surnageants Précipités Surnageant Précipité

Complexe
non soluble

HDLs3
purifiées

65 uL d’oxalate de

. 20 puL d’oxalate de
potassium (0.5 M)

potassium (0,5 M)

A 4
Homogénéisation, incubation (20 °C, 30 min)

Centrifugation a 3000xg, 30 min a 20 °C
[

HDL.
purifiées

Complexe
non soluble

VLDL et
LDL-HDL1
purifiées

Complexe
non soluble

Fig. 10. Purification des différentes fractions de lipoprotéines selon la
méthode de Burstein et al., (1989)
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4.7.5. Determination de I’activité de la lécithine: cholestérol acyltransférase (LCAT)
L’activité de la LCAT (enzyme intervenant dans le transport inverse du cholestérol
libre en cholestérol estérifié) est mesurée par une methode endogéne (Chen & Lacko, 1986).
Aprés 4h d’incubation a 37°C, a partir d’un acide gras et de la 1écithine principalement dans
les lipoprotéines de haute densité (HDL). Le CL est dosé par la méthode cité précédemment.
L’activité de la LCAT est exprimée en nanomoles de cholestérol estérifi¢/h/mL de

plasma. Elle est calculée selon la formule suivante :

Activité LCAT= (CLioh — CLuan)/4h

4.8. Evaluation du statut redox
4.8.1. Dosage des substances réactives a I'acide thiobarbiturique (TBARS)

4.8.1.1. TBARS du plasma et des érythrocytes
Les teneurs en TBARS sont déterminées par la méthode de Quintanilha et al., (1982).
A 1 mL de plasma ou d’érythrocytes dilués avec de 1’eau distillée (1:1, v:v) sont ajoutés 2 mL
de mélange réactionnel contenant de 1’acide thiobarbiturique 0,017 mM et 3,36 uM de
buthylhydroxy-toluéne (BHT). Le mélange est incubé pendant 15 min a 100°C. Apres
refroidissement dans un bain glacé et centrifugation 10 min a 1000 x g, ’absorbance du
surnageant est mesurée a 535 nm. Le malondialdéehyde (MDA) est utilisé comme standard.

Les résultats obtenus sont exprimés en nmol de TBARS/mL.

4.8.1.2. TBARS tissulaires

Au niveau tissulaire, la mesure des TBARS est déterminée selon la méthode de
Ohkawa et al., (1979). 100 mg de tissu sont homogénéisés a I’ultraturax avec 0,9 mL de
tampon KCl (1,15 %). A 0,2 mL d’homogénat sont ajoutés 0,2 mL de sodium dodécyl sulfate
(SDS a 8,1 %), 1,5 mL d’acide acétique a 20 % (pH 3,5) et 1,5 mL d’une solution aqueuse
d’acide thiobarbiturique (TBA a 0,8 %). Le volume du mélange est ajusté a 4 mL avec de
I’eau distillée et chauffé dans un bain-marie a 95°C, pendant 60 min. Apres refroidissement,
1 mL d’eau distillée et 5 mL d’un mélange n-butanol:pyridine (15:1, v:v) sont ajoutes. Apres
une agitation vigoureuse et centrifugation a 1000 x g pendant 10 min, 1’absorbance de la
phase supérieure (butanolique) est mesurée a 532 nm. Le MDA est utilisé comme standard.

Les résultats obtenus sont exprimés en nmol de TBARS/g de tissu.
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4.8.2. Détermination de Dactivité des enzymes antioxydantes érythrocytaires et
tissulaires

4.8.2.1. Préparation des érythrocytes
Aprés centrifugation du sang a 1000 x g pendant 20 min a 4°C, le culot contenant les
érythrocytes est récupéré et lavé 2 fois. 2 mL d’érythrocytes sont ajoutés a de 1’eau distillée
glacée (1:4, v:v) et la suspension obtenue est centrifugée a 1000 x g pendant 6 min a 4°C. Sur
le lysat est réalisé un dosage de protéines par la méthode a 1’acide bicinchoninique (kit Sigma,

USA) dont le principe est identique a celui de la technique de Lowry et al., (1951).

4.8.2.2. Préparation des homogénats tissulaires

Les homogénats tissulaires sont obtenus apres addition de tampon phosphate 200 mM
(pH 7,8) pour la détermination des activités enzymatiques de la superoxyde dismutase (SOD),
0,12 mM (pH 7,2), de la glutathion peroxydase (GSH-Px), de la glutathion réductase (GSSH-
Red) et celle de la catalase 50 mM (pH 7).

La teneur en protéines des différents tissus est déterminée selon la méthode décrite
précédemment.

L’activité des enzymes antioxydantes est exprimée en U/g de protéines au niveau des

érythrocytes et en U/mg de protéines au niveau des différents tissus.

4.8.2.3. Activité de la superoxyde dismutase (SOD, EC 1.15.1.1)

L’activité de la SOD est mesurée en utilisant un chromogene, le nitroblue tetrazolium
afin de détecter les radicaux libres de la SOD générés, suite a 1’action de la xanthine oxydase
et I’hypoxanthine (Kit Cayman, USA) (Maier & Chan, 2002). Cette méthode consiste a
déterminer la capacit¢ de I’enzyme a inhiber la réduction de 1’anion superoxyde par du
nitroblue tetrazolium. Une unité de SOD est définie comme étant la quantité nécessaire a
I’inhibition de 50% de la dismutation du radical superoxyde. Cette technique permet de
mesurer les trois types de SOD (Cu/Zn, Mn, et Fe). La lecture se fait a une longueur d’onde A

=560 nm.

4.8.2.4. Activité de la glutathion peroxydase (GSH-Px, EC 1.11.1.9)

L’activit¢ de la GSH-Px est déterminée selon la méthode colorimétrique (Kit
Cayman, USA) (Ursini et al., 1985). L’activité la GSH-Px est mesurée indirectement par une
réaction couplée a la glutathion réductase (GRed). Le glutathion oxydé (GSSG), produit aprés
réduction de ’hydoxyperoxyde par la GSH-Px est recycle sous sa forme réduite par la GSSH-
Red et le NADPH :
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GSH-Px
ROO-H + 2GSH » R-OH + GSSG + H20

GSSH-Red
GSSG + NADPH + H* » 2GSH + NADP*

L’oxydation du NADPH en NADP™ se traduit par une diminution de I’absorbance a A =
340 nm. Cette réduction est directement proportionnelle a 1’activit¢é de la GSH-Px de

I’échantillon.

4.8.2.5. Activité de la glutathion réductase (GSSH-Red, EC 1.6.4.2)

L’activité de la GSSH-Red est déterminée par la mesure du taux d’oxydation du
NADPH, en présence de glutathion oxydé par méthode colorimétrique (Kit Cayman, USA)
(Calberg & Mannervik, 1985). L’unité¢ d’activité de cette enzyme est définie comme la
quantité d’enzyme capable d’oxyder 1 mmole de NADPH par minute. Cette activité est

mesurée par rapport a 1’activité d’'une GSSH-Red de référence.

GSSH-Red
GSSG + NADPH + H* » 2GSH + NADP*

4.8.2.6. Activité de la catalase (CAT, EC 1.11.1.6)

L’activité de la catalase est déterminée selon la méthode de Aebi, (1974), par la
mesure du taux de décomposition du H202. Le dosage s’effectue sur 250 ul de surnageant
bpour les érythrocytes et 250 ul d’homogénat tissulaire (100 mg de tissu broyé dans 0,9 ml de
KCI). Deux cent cinquante ul d’H202 (30 mmol dans du tampon phosphate a 50 mmol.L™) et
250 pL de tampon phosphate sont rajoutés, la solution est ensuite agitée et incubée pendant 5
min. Apres addition du Titanium sulfate (TiOSOs), la lecture est réalisée par

spectrophotométrie a une longueur d’onde A = 420 nm.

4.9. Evaluation du statut inflammatoire
4.9.1. Dosage du facteur de nécrose tumorale (TNF-a) et de I’interleukine-6 (I1L-6)

La détermination des teneurs de TNF-a et IL-6 plasmatiques s’effectue selon les
techniques immuno-enzymatiques, ELISA (Kit RayBio, Norcross GA, USA) basées sur

I’utilisation de 2 anticorps polyclonaux spécifiques a I’antigéne présent dans le sérum de rat.
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La coloration du milieu est directement proportionnelle a la concentration de
I’antigéne de 1’échantillon et du standard. La réaction est stoppée apres addition d’H2SO4 et
I’absorbance est mesurée a une longueur d’onde A =450 nm.

Les concentrations plasmatiques en TNF-a et IL-6 sont déterminées a ’aide de
gammes étalons etablies & partir de solutions méres de TNF-o (1000 pg/mL) et d’IL-6
(10ng/mL).

5. Etude histologique des organes

Sur le foie, le pancréas et le rein sont réalisées des coupes histologiques selon la
technique de (Sheehan et al., 1980). Une portion de 1g de chaque tissu prélevé et immergé
dans du paraformaldéhyde a 4% dans du PBS. Les tissus sont ensuite fixés pendant 48h dans
du formol a 10%. Aprés déshydratation dans des bains d’alcools a degrés croissants de 1h
chacun, les fragments sont récupérés dans un appareil a inclusion contenant de la paraffine
liquéfiée a 56°C pour réaliser le montage des blocs qui sont ensuite congelés a -5°C afin de
pouvoir réaliser des coupes sériées de 5Sum d’épaisseur sur microtome. Les lames sont
délipidées avec du toluéne pendant 30 secondes puis placées dans un bain d’hématoxyline de
Harris pendant 5min afin de colorer les noyaux puis rincées a 1’eau distillée et ensuite dans un

bain d’éosine pour colorer le tissu conjonctif.

6. Analyse statistique

Pour I’analyse du matériel végétal (graine de Lin) in vitro, I’analyse statistique est
réalisée par le test de comparaisons multiples de Tukey a 1’aide du logiciel STATISTICA
(Version 6.0, Statsoft, USA). Les moyennes portant des lettres (a, b, ¢, d) sont

significativement différentes (P<0,05).

Les résultats réalisés chez 1’animal sont présentés sous forme de moyenne * erreur
standard (MzES) de 6 rats par groupe. Aprés analyse de variance, la comparaison des
moyennes entre les trois groupes de rats est réalisée par le test Dunnett, a 1’aide du logiciel
STATISTICA (Version 10.0, Statsoft, USA). Les moyennes portant les indices (*, #) sont

significativement différentes (P<0,05).
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1. Analyse phytochimique

1.1. Etude phytochimique

Les résultats des tests phytochimiques effectués sur les extraits de graines de Linum
usitatissimum (Lu) sont représentés dans le tableau XIV.
Le screening phytochimique qualitatif basé sur des réactions colorées ou de précipitations par
des réactifs chimiques spécifiques sur les différents extraits de la graine (Lu) a montré la
présence de flavonoides, de composés phénoliques, de glycosides, d’alcaloides, de
terpénoides, de protéines et d’hydrates de carbone. Les saponines n’ont été détectées dans
aucun extrait, alors que les tests ont révélé la présence de flavonoides uniquement dans les

extraits méthanoligue et butanolique.

Tableau XIV. Composition phytochimique des différents extraits de la graine de lin (Lu)
préparés dans différents solvants a polarité différente

Phytoconstituants Test Extrait Extrait Extrait Extrait Extrait
phytochimique méthanolique butanolique  d’éther de  d’acétate de
pétrole d’éthyle  benzéne
Flavonoides Test alkaline + + - - -
Composes Test Chlorure + + + + +
phénoligues ferrique
Glycosides Test Keller + + + + +
Kiliani
Terpenoides Test Salkowki + + + + +
Test de Mayer + + + + +
Test de + + - + -
Alcaloides Wagner
Test de + + + + -
dragendorff
Hydrate de Test de + + + + +
carbone Molisch
Saponines Indice de - - - - -
mousse
Protéines Test de Millon + + + + +

+: détecté ; — : non détecté

1.2. Dosage des polyphénols et flavonoides totaux

Les résultats d’estimation quantitative des polyphénols et flavonoides totaux sont
présentés dans le tableau XV.

Comparé au standard (acide gallique), les résultats du dosage des polyphénols totaux
des différentes extraits révelent des quantités importantes de composés phénoliques obtenus

apres extraction par du méthanol et du butanol (47,01+5,40 et 43,33+2,77 ug d’équivalent
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d’acide gallique (EAG)/g) respectivement, tandis que des faibles teneurs sont obtenues avec
I’extrait de benzéne (14,41+1,3ug d’équivalent d’acide gallique/g). En outre, nos résultats
montrent que les teneurs en flavonoides des extraits méthanoliques et butanoliques de L.
usitatissimum sont de 30,89 + 0,09 et 29,55 + 0,15 pg d’équivalent de quercétine (EQ)/g,

respectivement (tableau XIV).

Tableau XV. Teneurs en polyphénols et flavonoides totaux des différents extraits de la graine

de lin (Lu)
Extrait de la graine (Lu) Polyphénols totaux (ug Flavonoides totaux (ug QE/Q)
EAG/g)
Ether de pétrole 30,22+1,17° -
Acétate d’éthyle 23,41+2,24° -
Butanol 43,33+2,77% 29,55+0,15°
Benzéne 14,41+1,33¢ -
Méthanol 47,01+5,40% 30,89+0,09°

Chaque valeur est exprimée en moyen + ES (n = 3). La comparaison des moyennes est réalisée par le
test Tukey pour les comparaisons multiples.

Les moyennes portant des lettres différents (a, b, ¢, d) sont significativement différentes (p<0,05).

EAG: Exprimé en pg d'équivalents d'acide gallique ; EQ: Exprimé en pg d'équivalents de

quercétine.

1.3. Evaluation du potentiel antioxydant des extraits de la graine (Lu)
1.3.1. Activité anti-radicalaire par le test au DPPH®
Les pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH pour tous les extraits testés :
éther de pétrole, de benzéne, d’acétate d'éthyle, de méthanol et de butanol de la graine (Lu) a

différentes concentrations sont présentés dans la figure 11.

A 800 pg/mL d’extrait, I’activité de piégeage du radical libre DPPH- de 1’extrait
butanolique et méthanolique de L. usitatissimum est de 96,2% et 93,1%, respectivement. A
cette concentration, tous les extraits montrent une grande efficacité antiradicalaire. Si on
classe nos extraits selon la capacité de piegeage du radical libre DPPH: par rapport a I'acide
ascorbique, on obtiendra I’ordre suivant: Butanol>Méthanol> Acétate d'éthyle> Ether de

pétrole>Benzene.
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Fig. 11. Pouvoir piégeur du radical DPPH par les différents extraits de L. usitatissimum et de

I’acide ascorbique

Chaque valeur est exprimée en moyen £ ES (n = 3). La comparaison des moyennes est réalisée par le

test Tukey pour les comparaisons multiples.
Les moyennes portant des lettres différents (a, b, ¢, d) sont significativement différentes (p<0,05).

1.3.2. Piégeage du radical superoxyde (O2°)
L’activité de piégeage du radicale superoxyde (O2°) des extraits d’éther de pétrole, de

benzéne, d’acétate d'éthyle, de méthanol et de butanol de L. usitatissimum a différentes

concentrations est présentée dans la figure 12.

L’extrait méthanolique, butanolique et éther de pétrole de L. usitatissimum a une
concentration de 800 pg/mL montrent une augmentation de I’activité de piégeage du radical
superoxyde (87,1%, 96,24%, et 93,5%, respectivement) alors que 1’extrait d'acétate d'éthyle a
différentes concentrations montre une baisse d’activité¢ antiradicalaire. La capacité de
piégeage du radical superoxyde par rapport a lI'acide ascorbique est présenté selon cet ordre :

Butanol> Méthanol> Ether de pétrole> Benzéne> Acétate d’éthyle.
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Fig. 12. Pouvoir piégeur du radical superoxyde (02°) par les différents extraits de L.
usitatissimum et de 1’acide ascorbique

Chaque valeur est exprimée en moyen + ES (n = 3). La comparaison des moyennes est réalisée par le
test Tukey pour les comparaisons multiples.
Les moyennes portant des lettres différents (a, b, c, d) sont significativement différentes (p<0,05).

1.3.3. La capacité de réduction des ions ferriques en ions ferreux
Le pouvoir réducteur des différents extraits de L. usitatissimum et le standard acide

ascorbique est illustré dans la figure 13.

Les résultats obtenus montrent que la capacité des extraits a réduire le fer est
inférieure a celle de I’acide ascorbique. Parmi tous les différents extraits étudiés, 1’extrait
butanolique montre une capacité réductrice tres élevee en comparant avec le standard acide

ascorbique.
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Fig. 13. Pouvoir réducteur du fer des différents extraits de L. usitatissimum et de I’acide
ascorbique.

Chaque valeur est exprimée en moyen + ES (n = 3). La comparaison des moyennes est réalisée par le
test Tukey pour les comparaisons multiples.

Les moyennes portant des lettres différents (a, b, ¢, d) sont significativement différentes (p<0,05).

1.3.4. Calcul des concentrations inhibitrices (IC) a 50%

Comparée a I’activité du positif de l'acide ascorbique, la capacité antioxydante de
nos différents extraits est déterminée a partir des I1Cso. C’est la concentration en extrait
nécessaire pour réduire 50% du radical DPPH et celui du superoxyde. Les valeurs des 1Cso
trouvées pour tous les extraits testés sont representées dans le tableau XVI.

L’évaluation quantitative du pouvoir piégeur des extraits vis-a-vis du DPPH confirme que les
extraits butanolique et méthanolique sont les plus actifs, avec des 1Cso de I’ordre de 203,73 et
220,05 pg /mL, respectivement. Alors que celle du pouvoir piégeur des extraits vis-a-vis du
radical superoxyde est de 241,90 et 262,89 ug/mL, respectivement. Ces résultats se
rapprochent de l'activité du contrdle positif, de l'acide ascorbique 179,84 et 222,13 pg /mL.
Pour I'extrait d'éther de pétrole, les valeurs des 1Cso du DPPH et du piégeage de radical
superoxyde sont 345.06 et 287.18 pg/mL, respectivement. Les extraits d’acétate d'éthyle et de
benzéne présentent des ICso de 333.20 et 351,69 ug /mL, respectivement pour DPPH et
419,03 a 376,88 pg /mL respectivement pour le radical superoxyde. Ces résultats sont réduits

d'environ 50% par rapport a I'extrait butanolique de L. usitatissimum.
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Tableau XVI. Valeurs des ICso des différents extraits de la graine de lin (Lu)

Extrait de la graine (Lu) 1Cso
(pg/mL)

DPPH Superoxyde

Ether de pétrole 345.06+13.11° 287.18+5.11°
Acétate d’éthyle 333,20+10,12° 419,90+19,55%
Butanol 203,73+14,13° 241,90+19,55°
Benzéne 351,69 +12,44° 376,88+25,55%
Méthanol 220,05+14,22° 262,89+9,22°

Acide ascorbique 179,84 +24 55" ¢ 222,13+16,11°

Chaque valeur est exprimée en moyen + ES (n = 3). La comparaison des moyennes est réalisée par le
test Tukey pour les comparaisons multiples.

Les moyennes portant des lettres différents (a, b, c) sont significativement différentes (p<0,05).

2. Analyse biologique

2.1. Croissance pondérale des animaux et nourriture ingéréee

La croissance pondérale des trois groupes de rats (T, D, D-Lu) est indiquée sur la
figure 14. Distinctement, une différence significative est notée entre la croissance des rats
diabétiques (D) et celle des rats normaux (T). En effet, une diminution significative du poids
corporel est notée chez les rats diabétiques (D) de -23%, -33%, -38%, -37%, -37% et 41% a
J21, J28, J35, J42, JA9 et J56, respectivement comparé & celui des rats témoin (T). Des la
troisieme semaine de traitement des rats diabétiques par la graine de lin (D-Lu), une
augmentation significative de poids corporel est notée. En effet, les valeurs sont augmentées
de +18%, +28%, +34%, +33,5%, +33% et +40% chez le groupe D-Lu vs D, aux jours J21,
J28, J35, J42, J49 et J56, respectivement.

Néanmoins, aucune différence significative n’est observée dans la quantité¢ de

nourriture ingérée (exprimée en g/j'rats) chez les trois groupes de rats (Fig. 14).
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Fig. 14. Croissance pondérale des animaux et nourriture ingérée

Chaque valeur représente la moyenne + ES de 6 rats par groupe. La comparaison des
moyennes est réalisée par le test de Dunnett.

T: groupe témoin, D: groupe diabétique non traité, D-Lu: groupe diabétique
supplémenté avec Lu. Les moyennes sont significativement différentes si p<0,05.

DvsT:*D-Luvs D

2.2. Poids relatif des organes

Les poids relatif des organes (poids de 1’organe/poids corporel du rat x 100) sont
présentés dans le tableau XVII. Une augmentation du poids relatif du foie (+18%) est notée
chez les rats diabétiques par rapport aux rats témoins. Alors que les poids relatifs des reins, du
cceur, du muscle et du cerveau ne présentent aucune différence significative. Le traitement des
rats diabétiques avec la graine de lin induit une augmentation significative de +15% et de
+34% des poids relatifs du foie et du muscle, respectivement comparés aux rats diabétiques
non traités. Par ailleurs, aucune différence significative n’a été notée au niveau des reins, du

cceur et du cerveau chez les trois groupes de rats.
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Tableau XVII. Poids relatif des organes

Organes T D D-Lu
Foie 3,01+0,25 3,67+0,337 4,3+0,27
Reins 0,72+0,06 0,64+0,12 0,61+0,02
Ceeur 0,54+0,19 0,35 0,02 0,33+ 0,03

Muscle 1,49+0,21 1,02+ 0,30 1,54+ 0,37

Cerveau 0,85+0,19 0,81+ 0,11 0,78+ 0,05

Chaque valeur représente la moyenne + ES de 6 rats par groupe. La comparaison des
moyennes est réalisée par le test Dunnett.

T: groupe témoin, D: groupe diabétique non traité, D-Lu: groupe diabétique
supplémenté avec Lu. Les moyennes sont significativement différentes si p<0,05.

*DvsT;*D-Luvs D
Poids relatif = Poids de 1’organe/poids corporel du rat x 100

2.3. Evolution de la glycémie, I’insulinémie et hémoglobine glycosylée

L’évolution de la glycémie au cours du temps est rapportée sur la figure 15.

Aprés 7, 14, 28 et 56 jours d’expérimentation nous constatons une augmentation
respective de +83%, +83,5%, +84% et +85% des concentrations plasmatiques en glucose chez
les rats diabétiques non traités comparées a ceux recevant le régime témoin. Le groupe
diabétique traité avec la graine de lin entraine une diminution significative de la glycémie dés
le 14°™ jour de traitement. En effet, les valeurs sont 2,4-, 1,9-, 3-, 4-, 5- , 5- et 6- fois plus
faibles chez le groupe D-Lu vs D & J14, J21, J28, J35, J42, J49 et J56, respectivement.

Cependant, une diminution significative du taux d'insuline plasmatique (-27%) a été
observée chez les rats diabétiques non traités par rapport aux rats témoins apres 56 jours. En
revanche, le traitement par la graine de lin a augmenté le niveau d'insuline plasmatique
presque a la normale (+29%), alors que le pourcentage de I’hémoglobine glycosylée augmente
de +41% chez le groupe diabétique non traité par rapport au groupe témoin. La
supplémentation du régime en graine de lin induit une baisse du pourcentage de
I’hémoglobine glycosylée de -55% chez les rats diabétiques traités vs non traités (Tableau
XVII).
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Fig. 15. Evolution de la glycémie

Chaque valeur représente la moyenne + ES de 6 rats par groupe. La comparaison des
moyennes est réalisée par le test Dunnett.

T: groupe témoin, D: groupe diabétique non traité, D-Lu: groupe diabétique
supplémenté avec Lu. Les moyennes sont significativement différentes si p<0,05.

*Dvs T ; *D-Luvs D

Tableau XVIII. Insulinémie et hémoglobine glycosylée (HbALc)

T D D-Lu
Insulinémie (pmol/L) 60.27+4,11 44,13+4,10* 61,85 + 6,22*
HbAlc (%) 7,36+0,36 12,47 + 1,077 5,58+ 0,32*

Chaque valeur représente la moyenne + ES de 6 rats par groupe. La comparaison des
moyennes est réalisée par le test Dunnett.

T: groupe témoin, D: groupe diabétique non traité, D-Lu: groupe diabétique
supplémenté avec Lu. Les moyennes sont significativement différentes si p<0,05.

DvsT:*D-Luvs D
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2.4. Concentrations plasmatiques et urinaires en urée, créatinine, et acide urique

Les marqueurs de la fonction rénale comme 1'urée, la créatinine, et I’acide urique sont
significativement élevés au niveau plasmatique chez les rats diabétiques par rapport aux rats
témoins. Les taux en urée et créatinine sont réduits de -32% et -36%, respectivement chez les
rats diabétiques traités (D-Lu), comparés aux rats diabétiques non traités. Le taux d’acide
urique plasmatique est également réduit de -25% chez le groupe D-Lu comparé a celui du
groupe D.

Cependant, au niveau urinaire, aucune différence significative n’est notée dans les
teneurs en urée et créatinine chez le groupe D comparé au groupe T, alors que les teneurs en
urée et en créatinine sont respectivement 1,3- et 1,1-fois plus élevées chez le groupe D-Lu

compareé au groupe D (Tableau XIX).

Tableau XIX. Concentrations plasmatiques et urinaires en urée, créatinine et acide urique

plasmatique
T D D-Lu
Plasma

Urée (mmol/L) 7,44+0,35 8,69 + 0,58" 5,88 =1,20*

Créatinine (umol/L) 38.44+2,44 64,53 + 0,34" 41,57 +1,99*

Acide urigue (mmol/L) 289,91 +1,05 376,04 +0,597 280,84 +0,41*

Urine

Urée (mmol/L) 69,95+4,1 56,47 £ 2,70 73,67 £2,82*

Créatinine (mmol/L) 199,84+26,01 192,49 + 26,36 222,39 + 50,84*

Chaque valeur représente la moyenne + ES de 6 rats par groupe. La comparaison des
moyennes est réalisée par le test Dunnett.

T: groupe témoin, D: groupe diabétique non traité, D-Lu: groupe diabétique
supplémenté avec Lu. Les moyennes sont significativement différentes si p<0,05.

*Dvs T ; *D-Luvs D

2.5. Activité des transaminases et de la phosphatase alcaline plasmatiques

Les activités plasmatiques de 1’aspartate aminotransférase (ASAT), [’alanine
aminotransférase (ALAT) et la phosphatase alcaline (PAL) sont respectivement augmentées
de +44%, +46% et +42% chez le groupe diabétique non traité comparé au groupe témoin. Le
traitement des rats diabétiques avec la graine de Linum usitatissimum induit une réduction
significative des activités ASAT (-42%), ALAT (-51%) et PAL (-48%) au niveau plasmatique
(Tableau XX).
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Tableau XX. Activités enzymatiques des transaminases et de la phosphatase alcaline

T D D-Lu
ASAT (UI/L) 51,23+3.27 91,43+ 3,09 52,83+2,63*
ALAT (UI/L) 46,82+ 3,24 86,01+ 2,47* 42,43+4,12*
PAL (UI/L) 103,3543,43 178,32+3,25" 92,07+3,68*

Chaque valeur représente la moyenne + ES de 6 rats par groupe. La comparaison des
moyennes est réalisée par le test Dunnett.

T: groupe témoin, D: groupe diabétique non traité, D-Lu: groupe diabétique
supplémenté avec Lu. Les moyennes sont significativement différentes si p<0,05.

*Dvs T ; *D-Luvs D

2.6. Teneurs en protéines et en lipides du foie et du plasma

Les concentrations en protéines totales et en lipides du foie et du plasma chez les trois
groupes de rats sont illustrées dans la figure 16.

Au niveau du plasma, les teneurs en protéines totales sont diminuées de -24% chez le
groupe des rats diabétiques (D) comparées au groupe des rats témoins (T). Une augmentation
des concentrations plasmatiques en esters de cholestérol (EC) (+44%), en triglycérides (TG)
(+66%), en cholestérol libre (CL) (+36%) et en phospholipides (PL) (+66%) est constatee
chez le groupe diabétique (D) comparé au groupe témoin (T). Chez les rats diabétiques traités
(D-Lu) vs non traités (D) les teneurs plasmatiques en esters de cholestérol (EC), en
triglycérides(TG), en cholestérol libre (CL) et en phospholipides (PL) sont diminuées de -
57%, -49%, ,-32% et -61%, respectivement. A 1’inverse, les teneurs plasmatiques en protéines
totales sont augmentées de +30% chez les rats traités (D-Lu) vs non traités (D).

Au niveau du foie, les teneurs en esters de cholestérol, et en phospholipides sont
augmentés de +26% et +11% chez le groupe des rats diabétiques comparés au groupe des rats
témoins. Alors qu’aucune différence significative n’est notée dans les teneurs en triglycerides.

En revanche, les teneurs en protéines hépatiques sont diminuées de -18% chez le
groupe des rats diabétiques (D) comparées aux rats témoins (T).

Cependant, le traitement avec les graines de lin induit une augmentation des teneurs en
protéines de +14%. A I’inverse, le traitement a diminué significativement les teneurs en esters
de cholestérol (EC) (-34%), en triglycérides (TG) (-33%) et en phospholipides (PL) (-22%)
chez les rats diabétiques traités comparés aux non traités. Cependant, aucune différence
significative n’est notée dans les teneurs en cholestérol libre (CL) chez les trois groupes de
rats (Fig. 16).
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Fig. 16. Teneurs en protéines et en lipides du foie et du plasma

Chaque valeur représente la moyenne + ES de 6 rats par groupe. La comparaison des
moyennes est réalisée par le test Dunnett.

T: groupe témoin, D: groupe diabétique non traité, D-Lu: groupe diabétique supplémenté
avec Lu. Les moyennes sont significativement différentes si p<0,05.
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2.7. Teneurs et composition en apolipoprotéines et en lipides des différentes
lipoprotéines plasmatiques (VLDL, LDL-HDL: HDL,et HDL5)

2.7.1. Répartition du cholestérol total plasmatique entre les différentes lipoprotéines

Apres 56 jours d’expérimentation, les teneurs plasmatiques en cholestérol des VLDL,
desLDL-HDL1 et des HDL3 sont augmentées de +61%, +63% et +50%, respectivement chez
le groupe des rats diabétiques non traités (D) comparé au groupe des rats témoins (T).
Inversement, les teneurs en C-HDL:2 sont diminuées de -21%. De plus, chez le groupe
diabétique non traité, le transport du CT se fait essentiellement par les LDL-HDL1 (45%),
alors que chez le groupe témoin, le cholestérol est essentiellement porté par les HDL2 (48%).
Cependant, la plus faible part de cholestérol est portée par les VLDL (11% et 7% chez les
groupes D et T, respectivement), alors que le cholestérol porté par les HDL3 est de 20% chez

le groupe diabétique non traité vs 17% chez le groupe témoin (Tableau XXI).

Le traitement avec la graine de Linum usitatissimum entraine, chez le groupe
diabétique traité comparé au groupe non traité une diminution des teneurs en cholestérol des
VLDL (-65%), des LDL-HDL: (-64%) et des HDL3 (-55%). Cependant, les teneurs en C-
HDL.2 sont augmentées de +17%. De plus, chez le groupe traité, le transport du CT se fait
essentiellement par la fraction HDL et plus particulierement par les HDL2 (48%), alors que
chez le groupe non traité, le cholestérol est essentiellement porté par les LDL-HDL1 (45%).

Par ailleurs, la plus faible part de cholestérol est portée par les VLDL (7% et 11% chez
les groupes D-Lu et D, respectivement), alors que le cholestérol porté par les HDL3 est de

16% chez le groupe traité vs 20% chez le groupe non traité (Tableau XXI).
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Tableau XXI. Teneurs en cholestérol total plasmatique et répartition au niveau des
lipoprotéines (mmol/L)

T D D-Lu

CT plasma 1,21+0,15 2,01+0,21% 1,12+0,25"

C-VLDL 0,09 +0,35 0,23+0,1* 0,08+0,26"
(7%) (11%) (7%)

C-LDL-HDL; 0,34+0,31 0,92+0,31% 0,33+0,20"
(28%) (45%) (29%)

C-HDL, 0,57+0,40 0,45+0,45% 0,54+0,19"
(47%) (23%) (48%)

C-HDL3 0,20+0,28 0,40+ 0,28" 0,18+0,13"
(17%) (20%) (16%)

Chaque valeur représente la moyenne + ES de 6 rats par groupe. La comparaison des
moyennes est réalisée par le test Dunnett.

T: groupe témoin, D: groupe diabétique non traité, D-Lu: groupe diabétique
supplémenté avec Lu. Les moyennes sont significativement différentes si p<0,05.

*Dvs T ; *D-Luvs D

2.7.2. Répartition des triglycérides plasmatiques entre les différentes lipoprotéines

Au niveau du plasma, les teneurs en triglycérides des VLDL, desLDL-HDL: et des
HDL.: sont augmentées significativement (+70%, +78% et +62,5%, respectivement), chez le
groupe diabétique non traité (D) comparé au groupe témoin (T). Alors qu’aucune différence
significative n’est notée au niveau des HDLs. Par ailleurs, la répartition des TG entre les
différentes fractions montre que la plus grande part est portée par les VLDL, chez les deux
groupes de rats. En effet, elle représente 45% chez le groupe diabétique non traité et 40%
chez le groupe témoin. Cependant, les TG portés par les LDL-HDL1, HDL2 et HDLs
représentent respectivement 28%, 17% et 10% chez le groupe D vs 18%, 18% et 24% chez le
groupe T.

Chez le groupe diabétique traité avec la graine de Linum usitatissimum comparé au
non traité, les teneurs en triglycérides des VLDL, des LDL-HDL: et des HDL:2 sont
significativement réduites (-65%, -59% et -37,5%, respectivement), alors qu’aucune
différence significative n’est notée au niveau des HDLs.

Cependant, la répartition des TG entre les différentes fractions montre que la plus
grande part est portée par les VLDL, chez les deux groupes de rats. En effet, elle représente

27% chez le groupe traité avec la graine de lin et 45% chez le groupe non traité. Cependant,
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les TG portés par les LDL-HDL1, HDL2 et HDLs3 représentent respectivement 22%, 20% et
31% chez le groupe D-Lu vs 28%, 17% et 10% chez le groupe D (Tableau XXII).

Tableau XXII. Teneurs en triglycérides plasmatiques et répartition au niveau des
lipoprotéines (mmol/L)

T D D-Lu
TG plasma 0,33+0,09 0,96+0,02* 0,49+0,06"
TG-VLDL 0,13 0,15 0,43+0,07* 0,15+0,04"

(40%) (45%) (31%)

TG-LDL-HDL; 0,06+0,03 0,27+0,05" 0,11+0,01"

(18%) (28%) (22%)
TG-HDL: 0,06+0,02 0,16+0,03" 0,10+0,01"

(18%) (17%) (20%)
TG-HDLs 0,08+0,03 0,10+ 0,02 0,13+0,02

(24%) (10%) (27%)

Chaque valeur représente la moyenne + ES de 6 rats par groupe. La comparaison des
moyennes est réalisée par le test Dunnett.

T: groupe témoin, D: groupe diabétique non traité, D-Lu: groupe diabétique
supplémenté avec Lu. Les moyennes sont significativement différentes si p<0,05.

DvsT:*D-Luvs D

2.7.3. Teneurs et composition en lipides et apolipoprotéines des VLDL

La masse des VLDL (exprimée en g/L) qui représente la somme du contenu en
apolipoprotéines (apos), cholestérol libre (CL), esters de cholestérol (EC), triglycérides (TG)
et PL (phospholipides) des VLDL est augmentée de +45% chez le groupe diabétique non
traité (D) comparé au groupe témoin (T). Les concentrations en CL, EC, TG et PL sont
augmentées de +71%, +73%, +83% et +87%, respectivement (Fig. 17).

Chez les rats diabétiques traités vs non traités, la masse des VLDL est 1,5-fois plus
faible en raison d’une diminution des teneurs en lipides. En effet, les valeurs du CL, des EC,
des TG et des PL sont respectivement 2,3-, 2,2-; 3,6- et 3,7- fois plus faibles chez le groupe
D-Lu comparé au groupe D.

Cependant, aucune différence significative n’est notée dans les teneurs en

apolipoprotéines chez les trois groupes de rats.
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Fig. 17. Teneurs et composition en lipides et en apolipoprotéines des VLDL

Chaque valeur représente la moyenne + ES de 6 rats par groupe. La comparaison des
moyennes est réalisée par le test Dunnett.

T: groupe témoin, D: groupe diabétique non traité, D-Lu: groupe diabétique supplémenté
avec Lu. Les moyennes sont significativement différentes si p<0,05.

DvsT:*D-Luvs D
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2.7.4. Teneurs et composition en lipides et apolipoprotéines des LDL-HDL 4

Apres S6jours d’expérimentation, les teneurs en CL, EC et TG sont augmentées de
+64%, +67% et +78%% chez le groupe diabétique non traité (D) comparé au groupe témoin
(M.

Cependant, nous constatons une augmentation de +37% de la masse des LDL-HDL1
chez le groupe D compareé au groupe T.

Chez le groupe traité vs non traité, la masse des LDL-HDL.: est 1,2-fois plus faible.
Cette diminution est concomitante avec celle des contenus en CL (-46%), en EC (-48%) et en
TG (-67%), alors qu’aucune différence significative n’est observée dans les teneurs en apos et

en PL chez les trois groupes de rats (Fig.18).
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Fig. 18. Teneurs et composition en lipides et en apolipoprotéines des LDL-HDL1
Chaque valeur représente la moyenne + ES de 6 rats par groupe. La comparaison des
moyennes est réalisée par le test Dunnett.

T: groupe témoin, D: groupe diabétique non traité, D-Lu: groupe diabétique supplémenté
avec Lu. Les moyennes sont significativement différentes si p<0,05.

*DvsT;*D-Luvs D
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2.7.5. Teneurs et composition en lipides et apolipoprotéines des HDL;
La masse des HDL: est similaire chez les trois groupes de rats. Ainsi, les teneurs en
EC restent similaires chez le groupe D vs groupe T, alors que le contenu en TG est 2,1-fois
plus élevé chez le groupe diabétique non traité (D) comparé au groupe témoin (T) (Fig. 19).
Cependant, le contenu en EC est 1,7-fois plus élevé et celui en TG est 1,4-fois plus
faible chez le groupe diabétique traité (D-Lu) comparé au groupe non traité (D).
Qualitativement, les teneurs en apos, en CL et en PL ne montrent aucune différence

significative chez les trois groupes de rats.

2.7.6. Teneurs et composition en lipides et apolipoprotéines des HDL 3

La masse des HDL3 est augmentée de (+34%) chez le groupe D par rapport au groupe
T par augmentation de leurs concentrations en apos, en CL, en EC et en PL +27%,+69%,
+68% et +77%, respectivement. Le contenu en TG est similaire chez les deux groupes de rats.

En revanche, le traitement avec la graine de Linum usitatissimum n’entraine aucune
différence significative dans la masse des HDLs (Fig. 20). Cependant, chez le groupe traité
comparé au non traité, les teneurs en CL, EC et PL sont diminuées de -54%, -50% et -64%,
respectivement. Par ailleurs, aucune différence significative n’est retrouvée dans les contenus

en apo et en TG chez les deux groupes.
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Fig. 19. Teneurs et composition en lipides et en apolipoprotéines des HDL 2

Chaque valeur représente la moyenne + ES de 6 rats par groupe. La comparaison des
moyennes est réalisée par le test Dunnett.

T: groupe témoin, D: groupe diabétique non traité, D-Lu: groupe diabétique supplémenté
avec Lu. Les moyennes sont significativement différentes si p<0,05.

*DvsT;*D-Luvs D
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Fig. 20. Teneurs et composition en lipides et en apolipoprotéines des HDL3
Chaque valeur représente la moyenne + ES de 6 rats par groupe. La comparaison des
moyennes est réalisée par le test Dunnett.

T: groupe témoin, D: groupe diabétique non traité, D-Lu: groupe diabétique supplémenté
avec Lu. Les moyennes sont significativement différentes si p<0,05.

*Dvs T ; *D-Luvs D
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2.8. Concentrations en apolipoprotéines A-1 et B du plasma
Chez le groupe diabétique comparé au groupe témoin, les concentrations plasmatiques
en apo A-l sont 1,8-fois plus faibles, alors que celles de I’apo B sont 2,2-fois plus élevées
(Tableau XXI11).
Inversement, chez le groupe traité vs non traité, les concentrations plasmatiques en apo

A-1 sont 2,8-fois plus élevées, alors que celles de 1’apo B sont 1,7-fois plus faibles.

2.9. Rapports d’athérogénicité
Aprés 2 mois de consommation des régimes, les rapports CT/C-HDL,C-VLDL+LDL-
HDL.1/C-HDL et apo B/apo A-1 sont significativement plus élevés de +36%, +61% et +76%,
respectivement chez les rats diabétiques non traités comparé aux témoins (Tableau XXII1).
Le traitement avec la graine de Linum usitatissimum induit une diminution
significative des indices d’athérogénicité. En effet, les rapports CT/C-HDL, C-VLDL+LDL-
HDL.1/C-HDL et apo B/apo A-I sont réduits de -40%, -62% et -80%, respectivement chez les

rats traités vs non traités.

Tableau XXI11. Concentrations plasmatiques en Apo A-I et Apo B (g/L) et rapports
d’athérogénicité

T D D-Lu

Apo A-I 1,150,25 0,61+0,29% 1,71+0,31"

Apo B 0,59+0,31 1,29+0,15% 0,74%0,27"
CT/C-HDL 1,09+0,09 1,69+0,07% 1,01+0,06"
C-VLDL+LDL-HDL4/C-HDL 0,38+0,06 0,97+0,06" 0,37+0,07"
Apo B/apo A-1 0,51+0,05 2,11+0,02% 0,43+0,04"

Chaque valeur représente la moyenne + ES de 6 rats par groupe. La comparaison des
moyennes est réalisée par le test Dunnett.

T: groupe témoin, D: groupe diabétique non traité, D-Lu: groupe diabétique
supplémenté avec Lu. Les moyennes sont significativement différentes si p<0,05.

DvsT:*D-Luvs D
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2.10. Activité de la lécithine: cholestérol acyltransférase (LCAT)
L’activité de la lécithine: cholestérol acyltransférase, enzyme qui assure
I’estérification du cholestérol des HDLs, est 1,1-fois plus faible chez les rats diabétiques non

traités vs témoin.

Inversement, 1’activité de la LCAT est 1,7-fois plus élevée chez les rats traités avec la

graine de Linum usitatissimum vs non traités (Tableau XXIV).

Les concentrations en apo-HDLs, dont 1’apo majeure est 1’apo A-l, cofacteur
activateur de la LCAT ne montrent aucune différence significative chez les trois groupes de
rats. Cependant, le contenu en PL-HDLs, substrat de I’enzyme et la teneur en CL-HDLs,
accepteur du groupement acyl de la lécithine sont augmentés (+77% et +69%,
respectivement), alors que les teneurs en EC-HDL2 qui sont les produits de la réaction
enzymatique ne présente aucune différence significative chez le groupe D comparé au groupe
T.

En revanche, le contenu en PL-HDLs3 et la teneur en CL-HDL3 sont diminués (-64% et
-54%, respectivement), alors que les teneurs en EC-HDL2 sont augmentées de +41% chez le

groupe D-Lu comparé au groupe D (Tableau XXIV).

Tableau XXIV. Activité de la Lécithine: Cholestérol AcylTransférase (LCAT) et teneurs en
apo- HDLs, PL-HDL3, CL-HDL3 et EC-HDL2

T D D-Lu
LCAT (nmol/h /mL) 7,41+0,92 6,29+0,95% 11,01+0,81"
Apo- HDL; (g/L) 2,100,22 2,59+0,06 2,84+0,62
PL-HDL; (mmol/L) 0,13+0,02 0,56+0,08" 0,20+0,32"
CL-HDL 3 (mmol/L) 0,04+0,02 0,13+0,01% 0,06+0,02"
EC-HDL, (mmol/L) 0,27+0,03 0,24+0,09 0,41+0,06"

Chaque valeur représente la moyenne + ES de 6 rats par groupe. La comparaison des
moyennes est réalisée par le test Dunnett.

T: groupe témoin, D: groupe diabétique non traité, D-Lu: groupe diabétique
supplémenté avec Lu. Les moyennes sont significativement différentes si p<0,05.

DvsT:*D-Luvs D
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2.11. Statut redox

2.11.1. Concentrations en substances réactives a I’acide thiobarbiturique (TBARS) du
plasma et des érythrocytes
Les concentrations en TBARS des érythrocytes et du plasma sont illustrées dans la
figure 21. Nos résultats indiquent que les concentrations en TBARS du plasma et des
érythrocytes sont plus élevées chez le groupe diabétique comparé au groupe témoin (Fig. 21).
Le traitement avec la graine de lin entraine une diminution de la concentration en
TBARS des érythrocytes (-32%) et du plasma (-54%).
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Fig. 21. Concentrations en substances réactives a 1’acide thiobarbiturique (TBARS) des
érythrocytes et du plasma

Chaque valeur représente la moyenne + ES de 6 rats par groupe. La comparaison des
moyennes est réalisée par le test Dunnett.

T: groupe témoin, D: groupe diabétique non traite, D-Lu: groupe diabétique
supplémenté avec Lu. Les moyennes sont significativement différentes si p<0,05.
*DvsT;*D-Luvs D
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2.11.2. Concentrations en TBARS tissulaires
Les concentrations en TBARS du foie, des reins, du cceur, du muscle et du cerveau

sont présentées dans la figure 22.

Les concentrations en TBARS sont significativement élevées de +65%, +31%, +39%,
+16% et +37% respectivement au niveau du foie, du rein, du cceur, du muscle et du cerveau
chez le groupe diabétique non traité (D) comparé au groupe témoin (T). Inversement, les rats
traités avec la graine de Linum usitatissimum (D-Lu) comparés aux non traités (D), montrent
une réduction significative des teneurs en TBARS au niveau du foie, du rein, du cceur, du
muscle et du cerveau. En effet, les valeurs sont 1,9-, 1,6-, 1,5- 1,2- et 1,8-fois plus faibles,

respectivement (Fig. 22).
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Fig. 22. Concentrations en TBARS tissulaires

Chaque valeur représente la moyenne + ES de 6 rats par groupe. La comparaison des
moyennes est réalisée par le test Dunnett.

T: groupe témoin, D: groupe diabétique non traité, D-Lu: groupe diabétique
supplémenté avec Lu. Les moyennes sont significativement différentes si p<0,05.

*Dvs T ; *D-Luvs D
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2.11.3. Activité des enzymes antioxydantes (SOD, GSH-Px et GSSH-Red)
érythrocytaires
L’activité érythrocytaire de la glutathion peroxydase (GSH-Px) et de la glutathion
réductase (GSSH-Red) est diminuée de -37%, et -32% respectivement, chez le groupe
diabétique non traité comparé au groupe témoin. Cependant, le traitement avec la graine de
Linum usitatissimum induit une augmentation significative de ces activités enzymatiques. En
effet, ’activité de la glutathion peroxydase (GSH-Px) est améliorée de (+43%) et celle de la
glutathion réductase (GSSH-Red) de +28% comparées a celle du groupe non traité (D). Par
ailleurs, aucune différence significative n’est retrouvée dans D’activité de la superoxyde

dismutase (SOD) chez les trois groupes de rats (Fig. 23).
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Fig. 23. Activité des enzymes antioxydantes érythrocytaires (SOD, GSH-Px et GSSH Red)

Chaque valeur représente la moyenne + ES de 6 rats par groupe. La comparaison des
moyennes est réalisée par le test Dunnett.

T: groupe témoin, D: groupe diabétique non traité, D-Lu: groupe diabétique
supplémenté avec Lu. Les moyennes sont significativement différentes si p<0,05.

DvsT:*D-Luvs D
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2.11.4. Activité des enzymes antioxydantes tissulaires
L’activité des enzymes antioxydantes (SOD, GSH-Px, GSSH-Red, CAT) du foie, rein

cceur, muscle et cerveau est présenté dans la figure 24.

Chez les rats diabétiques non traités (D) comparés aux rats témoins (T), nos résultats
mettent en évidence une diminution de 1’activité de la SOD au niveau du foie (-42%), du rein
(-33%), du ceeur (-13%), du muscle (-16%) et du cerveau (-19%). De plus, I’activité de la
GSH-Px est diminuée au niveau du foie (-36%), du rein (-42%), du cceur (-11%) et du muscle
(-11%) mais elle est augmentée au niveau du cerveau (+15%). Par ailleurs, I’activité de la
GSSH-Red n’est réduite qu’au niveau du foie (-46%), alors qu’aucune différence significative
de cette activité n’est notée au niveau du rein, du cceur, du muscle et du cerveau chez les rats
diabétiques non traités comparés aux rats témoins. Chez le groupe (D) comparé au témoin,
I’activité de la catalase (CAT) est similaire au niveau du foie et du rein alors qu’elle est
significativement diminuée de -35% au niveau du cceur et de -41% au niveau du cerveau alors

qu’elle est augmentée de +24% au niveau musculaire (Fig. 24).

Chez le groupe diabétique, la consommation du régime supplémenté en graine de lin
pendant 56 jours induit une augmentation significative de I’activité de la SOD qu’au niveau
du foie (+46%) et du muscle (+17%) alors qu’aucune différence significative de cette activité
n’est notée au niveau du rein, du cceeur et du cerveau. Par ailleurs, 1’activité de la GSH-Px est
augmentée uniquement au niveau du foie, du rein, et du ceeur +36%, +39%, et +11,
respectivement. Alors qu’aucune différence significative n’est notée au niveau des autres
organes. La consommation de la graine de Linum usitatissimum n’a amélioré 1’activité de la
GSSH-Red qu’au niveau du rein (+23%) et du muscle (+25) et celle de ’activité de la catalase

(CAT) au niveau du rein (+25%), du ceeur (+39%) et au niveau du cerveau (+41%).
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Fig. 24. Activité des enzymes antioxydantes tissulaires (SOD, GSH-Px, GSSH-Red et CAT)

Chaque valeur représente la moyenne + ES de 6 rats par groupe. La comparaison des
moyennes est réalisée par le test Dunnett.

T:groupe témoin, D: groupe diabétique non traité, D-Lu: groupe diabétique supplémenté
avec Lu. Les moyennes sont significativement différentes si p<0,05.

*DvsT:*D-Luvs D
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2.12. Statut inflammatoire

2.12.1. Concentration plasmatiques en facteur de nécrose tumorale (TNF-a) et en
interleukine-6 (I1L-6)

Chez le groupe diabétique (D) comparé au groupe témoin (T), les concentrations

plasmatiques en TNF-a sont 1,7-fois plus élevées (Fig. 25).

Inversement, chez le groupe traité vs non traité, les concentrations plasmatiques en
TNF-a sont 1,5-fois plus faibles.

De méme, les concentrations plasmatiques en IL-6 sont 2-fois plus élevées chez les
rats diabétiques non traités comparés aux rats témoins.
Le traitement avec la graine de Linum usitatissimum induit une réduction des

concentrations plasmatiques en IL-6 (1,6-fois) comparées aux rats diabétiques non traités.
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Fig. 25. Concentrations plasmatiques en facteur de nécrose tumorale (TNF-a) et en
interleukine-6 (IL-6)

Chaque valeur représente la moyenne + ES de 6 rats par groupe. La comparaison des
moyennes est réalisée par le test Dunnett.

T: groupe témoin, D: groupe diabétique non traite, D-Lu: groupe diabétique
supplémenté avec Lu. Les moyennes sont significativement différentes si p<0,05.
*DvsT; *D-Luvs D
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2.13. Examen histologique des organes

L’examen histologique du foie, du pancréas et du rein des trois groupes de rats (T, D,

D-Lu) est illustré dans la figure 26.

L’examen histologique du foie révéle une structure compacte, des cellules hépatiques
normales avec un cytoplasme, un noyau et une veine centrale bien conserves et aucune fibrose
n’est observée chez les rats témoins. Chez le groupe des rats diabétiques (D), la présence des
altérations caractérisées par une dilatation des sinusoides, des hépatocytes sont de tailles
différentes, certaines sont hypertrophiées, et la veine centrale est congestionnée. Cependant,
le foie du groupe D-Lu révéle un aspect histologique normal, la structure des lobules

hépatiques est réguliere, absence de Iésions hépatiques et de stéatose.

L’examen histologique du pancréas souligne des acini et des cellules normales qui
sont observés dans les Tlots de Langerhans du pancréas du groupe témoin (T). En revanche,
des lésions étendues et des dimensions réduites des Tlots de Langerhans sont observées chez le
groupe diabétique, tandis que la structure cellulaire normale est conservée chez les rats

diabétiques traités par la graine Lu.

Au niveau du rein, chez le groupe témoin la structure semble normale. En revanche,
chez le groupe D une nécrose massive est observée au niveau des glomérules et des tubules.
Cependant, I’examen histologique n’indique aucune variation morphologique chez les rats
diabétiques traités par la graine de Linum usitatissimum. Les glomerules et les tubules ont un
aspect et une structure normaux et maintenus. Absence de fibrose et d’infiltrats

inflammatoires.
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Résultats

Fig. 26. Etude histologique des organes

a: groupe témoin ; b: groupe diabétique non traité ; c: groupe diabétique supplémenté avec

la graine de Linum usitatissimum.
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Discussion

Les analyses phytochimiques des extraits des plantes medicinales est une étape
préliminaire et d’une grande importance, puisqu’elle révele la présence des constituants
bioactives responsables des vertus thérapeutiques.

Les tests phytochimiques effectués sur les différents extraits de Linum usitatissimum
(Lu) révele la présence de flavonoides, des composés phénoliques, des glycosides,
d’alcaloides, de terpénoides, de protéines et d’hydrates de carbone, selon le solvant
d’extraction. Cependant, les tests sur les saponines sont négatifs. L’usage de solvants de
polarité différente semble influencer sur la qualité du composé extrait. De plus, les
terpénoides sont présents quelque soit le solvant utilisé, ces composés combinés forment des
glycosides (hétérosides).

L'extrait polaire butanolique de Lu montre la présence d’une quantité de flavonoides
plus importante que les extraits apolaires, ceci peut étre attribué a la différence du degré de
polarité des flavonoides dont les flavonoides polaires qui représentent la fraction la plus
élevée.

L’utilisation de différents solvants a polarité différente permet de séparer les composés
selon leur degré de solubilité dans le solvant d’extraction. Cette méthode d’extraction menée
sous agitation continue et a courte durée, permet d’extraire le maximum des composants
bioactifs et de prévenir leur dénaturation ou modification probable (Hagermann et al., 2000).
Nos résultats concordent avec un grand nombre de travaux de recherche qui ont montré que
les principaux composés bioactives de Portulaqua oleracea et Zygophyllum gaetulum sont les
flavonoides, les coumarines et les alcaloides (El Hamsas-El Youbi et al., 2010 ; El-Sayed,
2011 ; An Sook et al., 2012).

Les polyphénols possédent un effet de rétention du potassium ; ils manifestent donc
une activité diurétique (N’guessan, 2009). Les flavonoides, ont une action vasodilatatrice au
niveau du systéme cardiovasculaire en favorisant la libération du nitroxyde d’azote (NO) a
partir des cellules endothéliales, I’inhibition de la cyclooxygénase, de la lipooxygénase et de
I’agrégation plaquettaire, la diminution du cholestérol sanguin et la régulation de 1’expression
de génes (Roberfroid, 2008). Les stérols et polyterpénes ont des propriétés bactéricides
(N’guessan, 2009).

Plusieurs facteurs peuvent influencer sur les teneurs en composés phénoliques. Des
études ont montré que les facteurs extrinseques tels que les facteurs géographiques et
climatiques, les facteurs génétiques, mais également la méthode d’extraction et la méthode de
quantification peuvent également influencer I’estimation de la teneur des phénols totaux (Lee

et al., 2003 ; Khadri et al., 2008 ; Kusznierewicz et al., 2008).
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Des travaux ont montré que plus le contenu en polyphénols dans les aliments était
important, plus grande était la capacité antioxydante totale de ces aliments (Stratil et al.,
2006 ; Sies, 2010). Toutefois, il est difficile de comparer ces résultats avec ceux de la
bibliographie car I'utilisation de différentes méthodes d’extraction réduit la fiabilité d’une
comparaison entre les études. Une étude récente a révélé ’existence de différents types de
polyphénols dans les grains de L. usitatissimum, comme les lignanes, 1’acide phénolique et les
flavonoides (Kasote, 2013).

Le DPPH (1,1-Diphényl 2-PycrilHydrazil) a été largement utilisé pour 1’étude de
I’activité antiradicalaire des différents extraits végétaux (Sanchez-Moreno, 2002). Ce
composé chimique est I’'un des premiers radicaux libres utilisé pour étudier la relation
structure-activité antioxydante des composés phénoliques (Blois, 1958 ; Brand-Williams et
al., 1995). Il posséde un électron non apparié sur un atome du pont, d'azote.

Dans la présente étude, le pouvoir réducteur du radical DPPH des différents extraits
de Lu augmente avec l'augmentation des concentrations des extraits de 50-800 pg/mL, cela
pourrait étre dd a leur pouvoir donateur de 1’atome d’hydrogéne. De nombreuses études ont
montré que les extraits préparés dans des solvants a polarité élevée présentent une importante
activité, ce qui indique que les variétés de polyphénols et des flavonoides piégent ce radical et
peuvent jouer un role important dans ces activités. Nos résultats sont en accord avec les
travaux de Tepen et al., (2005) et Battu et al., (2011) pour Salviato Mentosa et Euphorbia
Heyneana, respectivement.

L’anion superoxyde (Oz") est une espece réactive de I'oxygene. Il est naturellement
produit dans toutes les cellules aérobies et plus particulierement dans les mitochondries.
L’anion superoxyde Oz~ est instable en solution aqueuse : il dismute spontanément en
oxygene Oz et peroxyde d’hydrogéne H202 (Gulgin et al., 2011).

Cependant, dans les conditions physiologiques, la vitesse biomoléculaire de cette
réaction est faible et le temps de vie du superoxyde est suffisamment long pour qu'il puisse
soit oxyder les constituants des cellules, soit générer d'autres especes reactives oxygénees
(ERO) bien plus toxiques que lui-méme. Ces especes sont toxiques et hautement réactives et
capables de traverser les membranes cellulaires (Korycka-Dahl & Richardson, 1978).

Nos données révelent que les différents extraits de L. usitatissimum montrent une
puissante activité de piégeage du radical superoxyde par rapport a I'acide ascorbique. Cela
peut étre di a I’efficacité des flavonoides a piéger le radical superoxyde. Des résultats

similaires de piégeage du radical superoxyde sont observés dans les espéces suivantes :
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Acalypha fruticosa (Thambiraj et al., 2012), Naregamia alata (Joseph et al., 2010) et
Leucasciliate (Qureshi et al., 2010).

La réduction du fer est une méthode de mesure de la capacité des substances de nos
extraits a réduire le fer ferrique Fe®" en fer ferreux Fe?* C’est une technique rapide, facile et
reproductible (Karagozler et al., 2008).

Dans notre travail, nous avons testé les différents extraits de L. usitatissimum par la
méthode de FRAP (Ferric Reducing-Antioxidant Power). On remarque que la capacité de
réduction du fer est proportionnelle a 1’augmentation de la concentration des échantillons
(Ozturk et al., 2007 ; Su et al., 2008).

Tous nos extraits de L. usitatissimum présentent des activités antioxydantes nettement
inférieures que celles de la référence (acide ascorbique), pour ce dernier, la réduction est
presque totale a partir d’une concentration de 800ug/mL.

La capacité réductrice d’un composé peut servir comme un indicateur significatif de
son activité antioxydante potentielle (Yang et al., 2008). Des travaux antérieurs ont indiqué
qu’il y a une relation directe entre les activités antioxydantes et la puissance de réduction des
composants de quelques plantes (Yildirim et al., 2001).

La capacité antioxydante de nos différents extraits a été déterminée a partir des 1Cso.
C’est la concentration en extrait nécessaire pour réduire 50% du radical DPPH et 1’anion
superoxyde. L’ICso est inversement proportionnel a la capacité antioxydante d'un compose,
parce qu’il exprime la quantité d'antioxydant requise pour diminuer la concentration du
radical libre de 50%. Plus la valeur d’ICso est petite, plus I'activité antioxydante d'un composé
est grande (Prakash et al., 2007). En comparant les ICso des différents extraits testés de L.
usitatissimum par rapport a celle de I’acide ascorbique, nous remarquons que l’activité
antiradicalaire de tous nos extraits est inférieure a la capacité du piégeage du radical DPPH® et
I’anion superoxyde de la substance de référence (acide ascorbique). Cette capacité est plus
importante dans 1’extrait butanolique.

Il est évident que la forte activité de 1’extrait butanolique est attribuée a sa richesse aux
composés phénoliques, qui posséde les plus fortes teneurs en molécules dosées (polyphénols
et flavonoides) qui sont responsables de ’activité antioxydante selon de nombreuses études
(Khady et al., 2009). Les autres extraits, présentent une activité inférieure a l'extrait
butanolique, malgré que le contenu en composes phénoliques soit plus important. Ceci est dd

généralement a la synergie entre les différents composés antioxydants existants (Attou, 2011).
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Une étude faite par Kang et al., (2003) a suggéré que les molécules polaires présentes
dans les extraits végétaux contribuent a I’augmentation de 1’activité antiradicalaire.

Des extraits méthanoliques de feuilles d’olivier sauvage et cultivé a montré un pouvoir
antiradicalaire relativement élevé vis-a-vis de DPPH et proche de celui de la vitamine E avec
des 1Cso de 0,29 ug/mL, 0,30ug/mL et 0,24ug/mL, respectivement (Arab et al., 2013). Par
ailleurs, deux autres études ont montré que 1’extrait éthanolique des feuilles d’olivier réduit le
DPPH avec des 1Cso de 231,62 ng/mL et 204,27 pg/mL, respectivement (Kaeidi et al., 2011
;Kaskoos et al., 2013).

Les composés phénoliques peuvent exercer leur effet antioxydant selon différentes
voies incluant: le piégeage des especes oxygénées activées, I’inhibition de I’enzyme
responsable de la production des anions superoxyde et de la génération des ERO, la chélation
de métaux de transition impliquées dans la formation de ces radicaux et le blocage du
processus de la peroxydation par la réduction des radicaux alcoxyl (RO") et peroxyl (RO2)
(Biesaga, 2011).

L’activité antioxydante des polyphénols et plus particulierement celle des flavonoides,
dépend généralement de leurs structures chimiques, nombre de groupements hydroxyles et
leur distribution (Popovici et al., 2010). Selon Turkmen et al., (2007), les polyphénols
semblent étre des donateurs efficaces d'hydrogene au radical DPPH, en raison de leurs
structures chimiques idéales.

De nombreuses études ont rapporté les effets bénéfiques des produits naturels tels que
les plantes et/ou leurs extraits sur le diabéte et ses complications (Taleb-Senouci et al., 2009 ;
Guenz et et al., 2013).

La présente étude a pour but de voir si le traitement avec les graines de lin. Schreber
(Lamiaceae) Linum usitatissimum (Lu) peut corriger 1’hyperglycémie, la dyslipidémie,
I’inflammation et le stress oxydatif, chez les rats rendus diabétiques par injection de
streptozotocine (STZ).

La grande majorité des études expérimentales sont realisees chez les rongeurs (rat et
souris). Ces modeles rendus diabétiques servent de référence pour 1’étude et la compréhension
de la genése et des complications de cette pathologie (Frode& Medeiros, 2008).

La streptozotocine représente 1’une des substances chimiques utilisées pour induire le
diabéte (type 1 ou 2) chez I’animal, en particulier les rats et les souris (Hayashi et al., 2006).
La STZ engendre une nécrose des cellules B pancréatiques et une carence sévére en insuline

avec une hyperglycémie diabétique établie dans les deux jours suivants (Ruzaidi et al., 2005 ;
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Akbarzadeh et al., 2007). Les effets toxiques de cette substance semble étre associés a une
production accrue des radicaux libres (Bedoya et al., 1996). De plus, l'injection de la STZ est
a l'origine d'une chute de poids chez les rats rendus diabétiques (Junod et al., 1969).

Cependant, le poids corporel des rats diabétiques non-traités diminue du 14°™ au56°m
jour de I’expérimentation par rapport au poids initial. Shirwaikar et al.,(2006) ont noté une
perte de 17,6 % du poids corporel, deux semaines aprés 1’injection intrapéritonéale de 60
mg/kg de STZ. Nagappa et al., (2003) ont obtenus une diminution pondérale de I’ordre de
27,5 % du poids corporel trois semaines apres 1’injection de 150 mg/kg d’alloxane par voie
intra-péritonéale aux rats Wistar. Cette perte de poids des animaux diabétiques est
probablement due a une carence en insuline, conséquence de 1’état diabétique qui conduit a
une diminution de [’absorption des acides aminés par les tissus avec une réduction
conséquente de la synthése des protéines d’ou arrét de la croissance et une fonte musculaire
provoquée par la streptozotocine (Pari & Latha, 2005 ; Vasudevan & Sreekumari, 2007).

Par ailleurs, de nombreuses études suggerent que la perte du poids corporel chez les
rats diabétiques peut étre expliquée par une augmentation du catabolisme des lipides et des
protéines suite a un manque des carbohydrates utilisés comme source d’énergie
(Sathishsekar & Subramanian, 2005).

Le traitement des rats diabétiques avec les graines de lin (Linum usitatissimum) (10
g/kg de régime) entraine une prise de poids dés le 14°™ jour de 1’expérimentation. Ce résultat
indique une amélioration du poids corporel chez le groupe traité (D-Lu) comparé au groupe
non-traité (D) et laisse suggérer que la consommation des graines de lin pourrait protéger
contre la baisse de poids en réduisant probablement le catabolisme des lipides et des
protéines.

La capacité des graines de lin a protéger les rats diabétiques de la perte massive du
poids corporel semble étre due premiérement, a sa capacité de réduire le taux des lipides et
deuxiémement, a son effet hypoglycemique (Al-Shamaony et al., 1994 ; Chen et al., 1998 ;
Tastekin et al., 2006) et donc, a sa capacité de renverser la néoglucogenese et de contréler
cette perte protéique (Rajagopal & Sasikala, 2008).

Ces résultats vont dans le méme sens que ceux de El-Hilaly et al., (2006) qui ont
rapporté une augmentation du poids corporel (PC) chez le rat rendu diabétique par la STZ et
traité par voie orale avec un extrait aqueux d’Ajuga iva (10mg/kg de PC), pendant 21jours.
Aussi, ces mémes résultats sont en accord avec ceux publiés par Tastekin et al., (2006) qui
ont constaté qu’un traitement de 15 jours par un extrait aqueux d’Artemisia herba alba avec

une dose journaliere de 390 mg/kg provoque une augmentation significative du poids
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corporel, chez des rats rendus diabétiques par 1’alloxane. Dans 1’étude portant sur les effets
des propriétés antioxydantes des especes de millet sur le statut glycémique et le stress
oxydatif chez les rats rendus diabétiques par 1’alloxane, Prashant et al.,(2005) ont trouvé au
28°™ jour, une augmentation de 28 % du poids corporel, chez le groupe des rats diabétiques
sous régime millet. En revanche, Taleb-Senouci et al., (2009) n’ont trouvé aucune différence
significative du PC chez des rats diabétiques traités avec un extrait aqueux d’Ajuga iva(5g/kg
de régime), pendant 28 jours. Alors que, Ben Abid et al., (2007) ont constaté une diminution
significative du poids corporel pendant neuf semaines. Cela est peut étre dd a la durée du
traitement qu’ils ont choisi.

Aprés 56 jours de traitement avec la poudre de lin (1g/kg de régime), la consommation
alimentaire des rats diabétiques (D) est similaire a ceux des rats diabétiques non-traités (D-
Lu). Les résultats de la consommation de la nourriture concordent parfaitement avec ceux de
Cho et al., (2002). De méme, Taniguchi et al., (2006) ont montré chez des rats rendus
diabétiques par la STZ, que la consommation d’un lyophilisat de Raphanus sativus aux doses
de 2,5% et 5%, pendant 21 jours n’a aucun effet sur la nourriture ingérée.

Au cours du diabéte, les poids relatifs du foie et du muscle diminuent par
augmentation des processus cataboliques (glycogénolyse, lipolyse et protéolyse) qui résultent
d’une carence en insuline et/ou en glucose dans I’hépatocyte (Meyer et al., 1998).

Par ailleurs, chez le rat diabétique traité avec la graine de Linum usitatissimum
comparé au non-traité, les poids relatifs du foie et du muscle sont augmentés, alors que celui
du rein, du cceur et du cerveau sont similaires chez les trois groups de rats. Ainsi, le traitement
avec les graines de lin semble prévenir 1’altération du foie et du muscle puisque leurs poids
sont augmentés. Nos données concordent avec ceux de Murata et al., (2004) et Hwang et al.,
(2005). Cependant, Cho et al., (2002) n’ont rapporté aucune différence significative du poids
relatif du foie, du rein et du cceur, chez des rats diabétiques traités ou non avec un extrait
aqueux de Taraxacium offinale.

De plus, les résultats de la présente étude montrent une diminution de la glycémie qui
se manifeste dés le 7°™ jour de I’expérimentation chez le groupe traité par la graine de lin par
rapport au groupe non-traité. Cet effet hypoglycémiant est constaté jusqu’au 56°™ jour,
indiquant ainsi 1’efficacité des graines de lin dans la réduction de I’hyperglycémie induite par
la streptozotocine.

Des études expérimentales ont montré que plusieurs espéces de plantes appartenant a
la famille des Linaceae telle, que la poudre de Phalaris canariensis, de Trigonella foenum

graecum et de Camellia sinensis induisent un effet hypoglycémiant (Charnot & Faure, 1945
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; Garnier et al., 1961). Ainsi, nos résultats concordent avec les premiéres conclusions de
Benmehdi et al., (2011) qui ont constaté que 1’administration des graines de Citrullus
colocynthis provoque une diminution hautement significative de la glycémie. De méme,
Meral et al., (2001) et Ali mohammadi et al., (2013) ont noté que les graines de Nigella
sativa entrainent une réduction de la glycémie, avec une augmentation significative des
niveaux d'insuline. De méme, une activité hypoglycémiante de 1’extrait aqueux de Portulaqua
oleraceae est constatée chez des rats rendus diabétiques par I’alloxane (Fayon et al., 2009;
Fenglin et al., 2009 ; Dawei et al., 2010) ainsi que chez les rats rendus diabétiques par la
streptozotocine (Sharma et al., 2008).

Plusieurs hypothéses ont été proposées quant a I’effet hypoglycémiant de certains
extraits de plantes médicinales chez des rats rendus diabétiques. L’augmentation de la
sensibilité des récepteurs de I’insuline expliquerait la diminution de la glycémie (Pari &
Latha, 2004 ; Megalli et al., 2006). D’autres auteurs suggérent une augmentation dans la
synthése du glycogéne au niveau du foie (Hannan et al., 2006 ; Hannan et al., 2007),
I’inhibition de 1’absorption intestinale du glucose et I’amélioration de la motilit¢é (Hannan et
al., 2006). Cependant, Pushparaj et al.,(2007) ont observé que I’extrait éthanolique de
Cichorium intybus réduit l'activité au niveau du foie, de la glucose-6-phosphatase diminuant
ainsi la production de glucose, qui a alternativement comme conséquence la réduction de la
glycémie. Ceci laisse suggérer que I’effet hypoglycémiant de Linum usitatissimum serait dd a
un mécanisme extra-pancréatique. Ces résultats confirment ceux rapportés par El-Hilaly &
Lyoussi, (2002), chez le rat rendu diabétique par la STZ et traité par voie orale avec un extrait
aqueux d’Ajuga iva (10 mg/kg de PC), pendant 21 jours.

D’autre part, I’effet hypoglycémiant noté avec la graine de lin serait probablement
directement lié a son activité antioxydante. En effet, 1’étude phytochimique des différents
extraits de cette graine révéle la présence des flavonoides et des triterpénes, composés
naturels connus pour leurs propriétés antioxydantes (Badami et al., 2003 ; Soto et al., 2003 ;
Pari & Latha, 2004). De plus, cette graine contient des teneurs tres élevées en composes
phénoliques, les lignanes qui ne sont pas des polysaccharides mais des polymeres phénoliques
lipophiles qui peuvent fixer les acides biliaires, et qui permettraient un bon controle de la
glycémie (Molena-Fernandes et al., 2010).

En effet, certaines flavonoides, qui ont été isolées des plantes, inhibent les
transporteurs du glucose dans les intestins, diminuent 1’expression des génes qui contrdlent la
néoglucogenese, augmentent le stockage du glucose dans le foie et réduisent la dégradation du
glycogene (Shimizu et al., 2000 ; Waltner-Law et al., 2002 ; Li et al., 2004 ; Sarkhail et
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al., 2007). Un grand nombre de travaux de recherche ont montré 1’effet hypoglycémique de
plusieurs plantes contenant des polysaccharides, des terpénes, des flavonoides ainsi que
plusieurs d’autres composés (Sarkhail et al., 2007), selon plusieurs mécanismes.

Alvarez et al., (2004) ont rapporté que les antioxydants permettent la régénération des
cellules B et la protection des ilots de Langerhans contre les effets cytotoxiques de la STZ.
Ainsi, il peut-étre suggéré que la graine de Linum usitatissimum par I’intermédiaire de sa
capacité antioxydante, protégerait les cellules B du pancréas contre la toxicité induite par la
STZ.

D’autre part, la diminution de la sécrétion d'insuline chez le groupe diabétique non
traité comparé au groupe témoin pourrait étre attribué a I'hyperglycémie qui a entrainé des
anomalies dans l'action et la sécrétion d'insuline (Evans et al., 2003). L'hyperglycémie est
également associée aux conséquences de I'hyperinsulinémie, de la résistance a I'insuline et de
I'intolérance au glucose dans le diabéte (Kaur et al., 2002).

Cependant, nos résultats concordent avec ceux enregistrés par Karthik et al., (2014)
qui indiquent qu’une dose de 150 mg/kg d’alloxane provoque apres 15 jours, une diminution
significative des taux d’insuline plasmatique, détruit efficacement la cellule f du pancréas et
diminue I’insuline plasmatique. Cela peut étre di a la durée du traitement choisi (15jours). De
méme, il a été souligné par Sayed et al., (2011), qu’une diminution significative du taux
sérique basal d’insuline aprés I’injection de STZ est peut étre di également a la durée du
traitement qui a été de 4 semaines. D’autres travaux de Kaur et al., (2011) ; Daisy et al.,
(2013) ; Luke et al., (2013) ; Saini & Sharma, (2013) montrent que la STZ provoque une
réduction massive de la libération d’insuline par la destruction des cellules B des Tlots de
Langerhans.

Bhaskar et al., (2008) ont étudié¢ I’effet hypoglycémiant d’un extrait aqueux de
Mucuna pruriens (200 mg/kg) chez des rats rendus diabétique par la STZ et ont rapporté
qu’un certain nombre de minéraux essentiels tels que les micronutriments seraient associés a
un mécanisme de libération de I’insuline et a une stimulation de son activité. En effet, les
graines de lin contiennent les fibres solubles ou insolubles qui sont généralement associées a
de grandes quantités de magnésium et de chrome, deux minéraux favorisant 1’action de
I’insuline (Zhang, 2008).

En plus du dosage de la glycémie et de I’insulinémie, la détermination du pourcentage
de I'hnémglobine glycosylée (HbA1C) est un indice tres utile pour évaluer le contréle de la
qualité glycémique. C'est le dosage de référence pour-juger.de l'équilibre du diabete, car

I'HbA:iC est le témoin du niveau moyen du glucose dans le sang, ‘c'est-donc bien plus
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intéressant que la glycémie a jeun d'une part et c'est le témoin de la glycation des protéines,
d’autre part. I1 faut rappeler que I’hémoglobine glycosylée est formée au cours du diabete par
fixation non enzymatique d'oses (exces de glucose) sur I'hnémoglobine. L'HbA1C ne représente
qu'une partie des hémoglobines glyquées, méme si elle en constitue la forme majeure, puisque
d'autres sites que I'extrémité N-terminale des chaines p peuvent étre glyques et que d'autres
oses peuvent se fixer sur I'némoglobine (Goldstein et al., 2004).

Chez le groupe diabétique traité avec la graine de Linum usitatissimum comparé au
non traité, une diminution significative de I’hémoglobine glycosylée (HbA1C) est notée. Ce
résultat serait dd a la réduction des résidus glucose circulants puisqu’un effet hypoglycémiant
est retrouvé chez ce groupe. Ces résultats concordent avec ceux obtenus avec les graines de
Nigella sativa (Bamosa et al., 2010), les extraits méthanoliques de Globularia alypum
(Zennaki et al., 2009) et Phyllanthus niruri L (Okoli et al., 2010), chez des rats rendus
diabétiques par injection de streptozotocine.

De plus, des études ont montré que le traitement avec certains antioxydants peut
prévenir la glycosylation de I’hémoglobine causée par 1’hyperglycémie (Jain & Lim, 2000).
Ainsi, il est possible que le faible pourcentage en HbA1C noté chez le groupe diabétique traité
avec la graine Lu résulte d’une importante capacité antioxydante de la graine. Par ailleurs, une
réduction significative de I’'HbA1C a été obtenue avec les extraits aqueux de la graine de
Momordica charantia (Sekar et al., 2005) et la feuille de Piper betle (Santhakumari et al.,
2006), chez le rat rendu diabétique par la streptozotocine et avec 1’extrait aqueux de la feuille
de Boerhavia diffusa, chez le rat rendu diabétique par 1’alloxane (Pari & Satheesh, 2004).

Il est bien établi que le diabete, entraine a long terme, des altérations de la fonction
rénale dues essentiellement a une accumulation des produits de glycation avancée des
protéines (AGE) (Yue et al., 2003) et en partie, des anomalies du métabolisme des lipides
(Pari & Satheesh, 2004). L’hyperglycémie induite par le diabéte provoque une ¢lévation des
teneurs plasmatiques en urée et en créatinine, qui peuvent étre considérées comme des
marqueurs du dysfonctionnement rénal, résultant de la toxicité de I’alloxane et de la
streptozotocine (Orskov et al., 1965).

Cependant, chez le groupe diabétique traité avec la graine de Linum usitatissimum
comparé au non traité, les concentrations plasmatiques en urée et en créatinine sont
diminuées. Ces résultats sont en accord avec ceux de Protus & Ofogba, (2012) qui ont
montré une réduction des teneurs plasmatiques en urée et en créatinine, chez des rats rendus
diabétiques par I’alloxane et traités avec un extrait aqueux de la feuille de Momordica

charantia (400 mg/kg de poids) par voie orale, pendant 28 jours. Ainsi, Prakasam et al.,
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(2004) ont montré une diminution des teneurs plasmatiques en urée et en créatinine, chez des
rats rendus diabétiques par la streptozotocine et traités avec un extrait de racines de Casearia
esculenta (200 et 300 mg/kg de poids) par voie orale, pendant 45 jours. De plus, Yamabe et
al., (2007) ont noté que Corni Fructus, un constituant de Hachimi-jio-gan réduit 1’urémie et la
créatinémie chez les rats rendus diabétiques.

L’acide urique est I’un des plus importants antioxydants, capable d’éliminer jusqu’a
60% des radicaux libres (Oliver, 2007 ; Madero et al., 2009). Bien que l'acide urique puisse
agir comme un antioxydant, I'exces au niveau plasmatique est souvent associé aux maladies
cardiovasculaires, et agirait dans ce cas, comme prooxydant (Heinig & Johnson, 2006). Le
traitement avec la graine de Linum usitatissimum, entraine une diminution de 1’urée
plasmatique qui est concomitante avec son élimination au niveau urinaire, ce qui témoigne
d’une amélioration de la fonction rénale.

A J56, nos résultats montrent une réduction des protéines plasmatiques et hépatiques
chez les rats diabétiques non traités comparés aux rats témoins. Ces résultats concordent avec
ceux Daisy et al., (2009) ; Sayed et al., (2011) et Luke et al., (2013), qui ont constaté une
diminution significative de la protéinémie. Ainsi, Sayed et al., (2011) suggérent que la
diminution du taux de protéines totales peut étre due a plusieurs raisons, comme une
augmentation du taux de conversion des acides aminés en glucose, diminution de I'absorption
des acides aminés et une augmentation du taux de conversion des acides aminés glycogenes a
CO:2 et H20. De méme, Sayed et al., (2011) ont expliqué la diminution du taux des protéines
totales par la diminution de la quantité, de la disponibilité de ARNm et de la réduction de la
syntheése des protéines ribosomales en raison de la carence en insuline.

Chez le groupe diabétique traité vs non traité, nos résultats indiquent une augmentation
des protéines plasmatiques et hépatiques. Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus avec
les graines de Portulaca oleracea (El-Sayed, 2011) et I’extrait éthanolique d’Eryngium
carlinae (Noriega-Cisneros et al.,, 2012), chez des rats rendus diabétiques par
streptozotocine.

L'insuline est un facteur physiologique, qui joue un rdle important dans le maintien de
I'équilibre des protéines, car non seulement stimule l'absorption des acides aminés et la
synthése des protéines, mais aussi inhibe la dégradation des protéines (Daisy et al., 2009).

D’autre part, 1’augmentation des taux plasmatiques des transaminases apres
I’administration de la STZ est la preuve d’une atteinte hépatique sévere. L’étendue des
dommages est évaluée par le niveau des transaminases cytoplasmiques (ALAT et ASAT) en

circulation (Patrick-lwuanyawu et al., 2007 ; Sangare et al., 2014 ).
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L’aspartate amino-transférase (ASAT), ’alanine amino-transférase (ALAT) et la phosphatase
alcaline (ALP) sont des marqueurs importants du fonctionnement hépatique. De plus,
I’activité de ces transaminases est altérée au cours du diabéte (Abdollahi et al., 2010). Dans
notre travail, I’activité¢ plasmatique de I’ASAT, ’ALAT et la PAL est diminuée chez le
groupe diabétique traité avec la graine Lu (D-Lu) comparé au groupe non traité (D). Cette
diminution du taux des enzymes hépatiques par les graines de lin est un indicateur des effets
hépatotropes. Qui est également le signe des capacités a réduire les effets dommageables ou a
préserver les mécanismes du fonctionnement du foie contre les perturbations d’une
hépatotoxine (Sangare et al., 2014). De méme, chez des rats rendus diabétiques par injection
de la streptozotocine, il a été noté que les extraits de Coriolus versicolor (Byung-Keun et al.,
2008), de feuilles de Globularia alypum (Zennaki et al., 2009) et des fruits de Momordica
charantia (Abdollahi et al., 2010), entrainent une diminution significative des activités
plasmatiques de I’ALAT et de ’ASAT. De plus, EI-Sayed, (2011) a constaté que les graines
de Portulaca oleracea entrainent une réduction de I’activité des transaminases, chez des
patients diabétiques. Ainsi, Al-Ghaiti et al., (2004), ont trouvé que I’administration orale de
I’extrait aqueux des graines de Citrullus colocynthis chez les rats normaux et rendus
diabétiques par STZ réduit significativement le taux d’ASAT (Aspartate amino transferase) et
provoque une diminution significative du taux des PAL (phosphatase alcaline). En revanche,
Atole et al. (2009) ont constaté que ’administration de 1’extrait aqueux de Citrullus
colocynthis (50 et 100mg/kg P.C) chez les rats diabétiques ne présente aucune différence
significative des parametres biochimiques sériques (PAL, créatinine, urée, aloumine). De
plus, Al-Qarawi & Adam (2000) ont trouvé que le mélange de Citrullus colocynthis (5%) et
Capsicum frutescens (5%) dans le régime, provoque chez les rats, une Iésion des organes
vitaux accompagnée par une anémie, une leucémie et une perturbation de I’activité
enzymatique des PAL, ASAT, ALAT ainsi qu’une modification de la concentration des
protéines totales, albumine, urée et d’autres constituants de serum.

Le diabéte est associé a des desordres du métabolisme des lipides et des lipoprotéines
plasmatiques, caractérisés par des concentrations élevées en cholestérol total, C-LDL,
triglycérides, et des teneurs réduites en C-HDL (Ahmed et al., 2001). Cette dyslipidémie joue
un role important dans 1’apparition et le développement d’une athérosclérose précoce,
responsable des maladies cardiovasculaires (MCV), dans le diabete de type 1 et 2. Les MCV
sont la cause majeure de mortalité chez les patients diabétiques (OMS, 2015).

Le diabete, induit expérimentalement chez le rat par 1’alloxane ou la streptozotocine,

entraine une augmentation de la cholestérolémie (Pari & Satheesh, 2004 ; Bhandari et al.,
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2005 ; Abou EI-Soud et al., 2007 ; Kumar & Murugesan, 2008). Le cholestérol
plasmatique représente un facteur de risque important des MCV et le degré de
I’hypercholestérolémie est directement proportionnel a la sévérité du diabéte (Tunali &
Yanardag, 2006). Cette augmentation peut s’expliquer par la dégradation des composés
lipidiques des tissus adipeux. Ce qui est accompagné par une forte activité enzymatique de
lipase en présence du glucagon. Ces résultats ont été confirmés dans les travaux de Sckade et
al., (1996).

Dans notre étude, une augmentation significative de la concentration plasmatique du
cholestérol total est notée chez les rats rendus diabétiques par STZ. Le niveau élevé du
cholestérol total dans le sang représente un facteur de risque majeur dans le développement
des maladies coronaires (Brown et al., 1993). Ces résultats sont en accord avec ceux publiés
par Eddouks et al., (2005), Ravi et al., (2005) et Sharma et al., (2008) qui suggerent que la
forte concentration des lipides sériques observée chez les sujets diabétiques est
essentiellement due a I’augmentation de la mobilisation des acides gras a partir des tissus
adipeux (Ravi et al., 2005). En effet, Betterridge et al., (2002) indique que la carence en
insuline ou I’insulino-résistance peuvent étre responsables d’une hyperlipidémie, car
I’insuline, a une action inhibitrice sur 3-hydroxy-3-méthyle-glutaryl coenzyme A réductase
(HMG-COA réductase), une enzyme clé dans la biosynthese du cholestérol endogéne. D’autre
part, le glucagon, les catécholamines ainsi que d’autres hormones augmentent la lipolyse. Au
cours du diabéte, I’hyperlipidémie peut étre considérée comme un résultat de la non-inhibition
de I’action des hormones lipolytiques du tissu adipeux (Goodman et al., 1985).

Le traitement avec la graine de Linum usitatissimum chez le rat diabétique comparé au
rat diabétique non traité (D) a induit une réduction de la concentration du cholestérol total
plasmatique (-44%) en particulier, celui du cholestérol libre (-32%). Cette diminution est
concomitante a la réduction de 64% du CT-LDL-HDL.1. Cette effet hypocholestérolémiant de
la graine de lin serait du probablement a une augmentation de la concentration de I’ARNm du
récepteur LDL du foie qui contribue probablement a I’augmentation du catabolisme des LDL-
HDL1 (Shukla et al., 2006). De plus, la diminution des teneurs en cholestérol total du foie
pourrait intervenir dans cet effet hypocholestérolémiant. Ces résultats refletent un profil
lipidique anti-athérogene, et laissent suggérer un effet protecteur de la consommation de la
graine de Lin vis-a-vis du risque d’hypercholestérolémie induite par le diabéte.

En effet, il a été montré que de nombreuses plantes et/ou leurs produits possedent, en
plus de leurs effets hypoglycémiants, des propriétés hypocholestérolémiantes, chez le rat
rendu diabétique par la STZ (Herrera-Arellano et al., 2004 ; Luo et al., 2004 ; Pari &
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Venkateswaran, 2004 ; Ruzaidi et al., 2005 ; Xie et al., 2005) et traité par Dodonaea
viscosa (Veerapur et al., 2010), Portulaca oleracea (An Sook et al., 2012) et Zygophyllum
album (EI Ghoul et al., 2012). En revanche, Benlahcene., (2010) a noté que I’injection intra-
péritonéale de I’extrait hydro-méthanolique (100mg/kg) de graines broyées et dégraissés de
Citrullus colocynthis, ne provoque aucune modification de la cholestérolémie et la
triglycéridemie chez les rats males Wistar rendus diabétiques par la streptozotocine. Ces
résultats rejoignent ceux de I’étude menée par Zeggwagh et al.,(2006) sur ’extrait aqueux
d’Inulaviscosa qui ont noté que le bilan lipidique reste inchangeable ; ceci pourrait étre due a
la dose administrée par cette équipe (20 mg/kg). Kumar & Murugesan, (2008) ont montré,
chez le rat rendu diabétique par la STZ et traité avec un extrait de Helicteresisora, que la
diminution du cholestérol total sérique résulte d’une réduction du C-VLDL et du C-LDL,
alors que le C-HDL est augmenté. De méme, une diminution du CT et une augmentation du
C-HDL ont été notées avec des extraits de Momordica charantia (Ahmed et al., 2001), de
Taraxacium officinale (Cho et al., 2002) et de Zingiber officinale ( Bhandari et al., 2005).
Cependant, Pushparaj et al., (2000) n’ont noté aucune différence significative des teneurs en
CT ou C-LDL avec toutefois, une augmentation du C-HDL et du rapport C-HDL/CT.

Le mécanisme par lequel la graine de lin exerce son effet hypocholestérolémiant
pourrait étre dd & une diminution de I'absorption intestinale du cholestérol, par liaison avec
des acides biliaires dans l'intestin et par augmentation de 1’excrétion biliaire de 1’excés du
cholestérol (Kelly & Tsai, 1978 ; Kritchevsky, 1978). En effet, les travaux de Zhang et al.,
(2006) ont montré que I’activit¢é hypocholestérolémiante de Dittrichia viscosa est
probablement due a certains constituants qui peuvent agir comme inhibiteurs de certaines
enzymes telles que 1’hydroxy méthyl glutaryl-CoA «HMG CoA» réductase ; enzyme cle de la
synthese du cholestérol. En outre, la graine de lin peut diminuer le cholestérol sérique en
modifiant le métabolisme des lipoprotéines: le renforcement de I'absorption des LDL par
I’augmentation des récepteurs aux LDLs (Slater et al., 1980).

L’effet hypocholestérolémiant obtenu avec la graine de Linum usitatissimum est
concomitant avec la diminution des teneurs en cholestérol total hépatique chez le groupe
diabétique traité. Ces résultats concordent avec ceux de plusieurs travaux réalisés avec
d’autres extraits de plantes tels que Boerhavia diffusa (Pari & Satheesh, 2004) et Helicteres
isora (Kumar & Murugesan, 2008).

Le foie, dont le réle dans le maintien de I’homéostasie du glucose et des lipides est

primordial, est séverement altéré au cours du diabéte (Tunali & Yanardag, 2006). En effet,
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une augmentation significative des concentrations en glucose et en lipides du foie a été notée
dans le diabete (Gupta et al., 1999). Chez le rat rendu diabétique par 1’alloxane, Pari &
Satheesh, (2004) ont suggéré que 1’augmentation du cholestérol hépatique est due a une

augmentation de sa synthése. Ainsi, Il a été rapporté qu’au cours du diabéte de type 1,

I’absorption du cholestérol est augmentée et la[synthése est diminuée (Miettinen et al., 2004)

et que ces altérations sont dues non seulement au manque d’insuline mais aussi a une
hypertrophie de I’intestin (Young et al., 1988).

Dans cette présente étude, la graine de Lin diminue le taux de cholestérol du foie par
une réduction probable de I’activité de la HMG-CoA réductase, enzyme impliquée dans la
biosynthese du cholestérol et une diminution de I’absorption du cholestérol du fait de
I’élimination fécale considérable des lipides et du cholestérol, elle résulterait aussi d’une
transformation accrue du cholestérol hépatique en acides biliaires par augmentation de
I’activité du cholestérol 7a-hydroxylase, principale voie d’élimination du cholestérol dans

’organisme.

L’association du diabéte a un risque élevé de développement et/ou d’apparition d’une
athérosclérose précoce semble étre attribuée en partie a des altérations dans le transport
inverse du cholestérol (Tall, 1993). En effet, Dirican et al., (2003) ont rapporté, chez des
patients diabétiques de type 1 et 2, une diminution de I’activité de la 1écithine:cholestérol
acyltransférase (LCAT), enzyme impliquée dans la voie de retour du cholestérol des tissus
périphériques vers le foie. De plus, I’hyperglycémie induite par le diabéte peut entrainer une
glycation des protéines dont 1’apolipoprotéine A-I, cofacteur activateur de la LCAT (Curtiss
& Witztum, 1985).

Chez le groupe diabétique traité avec la graine de lin comparé au non traité, I’activité
de la LCAT est augmentée malgré des teneurs similaires en apolipoprotéines des HDL 3, dont
I’apo majeur est I’apo A-I. Néanmoins, la stimulation de la LCAT par son activateur, 1’apo A-
I montre Dl’intégrité structurale et fonctionnelle de cette apolipoprotéine, et confirme la
réduction du phénomene de glycosylation, secondaire a 1’effet hypoglycémiant de la graine de
lin.

L’efflux du cholestérol a partir des différents tissus fait intervenir les HDLs,
lipoprotéines qui représentent le site majeur d’estérification du cholestérol par la LCAT. Par
son action, cette enzyme intervient fortement dans la modification des teneurs en cholestérol
des HDL (Jonas, 1991) et contribue ainsi dans la régulation des lipides plasmatiques
(Khanna et al., 2002).
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Une augmentation des teneurs en C-HDL: et une diminution de celles en C-HDL3 sont
notées chez le groupe traité comparé au non traité. L’importante concentration en C-HDL2 est
essentiellement due aux valeurs élevées en esters de cholestérol (EC). Ce résultat s’explique
par I’importante activité LCAT notée avec Linum usitatissimum, puisque les EC-HDL: sont le
produit de cette réaction enzymatique. De plus, la diminution des phospholipides (substrat de
I’enzyme) et du cholestérol libre (accepteur du groupement acyl) des HDL3 indique que le
traitement avec la graine de lin stimule la LCAT, et ainsi la conversion des HDLsen HDLzen
vue de leur captation par le foie. En effet, la graine de Linum usitatissimum semble améliorer
la voie de retour du cholestérol, chez le rat diabétique, et par conséquent réduire le risque
cardiovasculaire.

Par ailleurs, il est bien admis que le cholestérol des HDL est un facteur protecteur
contre le développement des maladies cardiovasculaires et qu’un C-HDL bas est associé a un
risque élevé des MCV (Laakso et al., 1993). De plus, les rapports CT/C-HDL et C-LDL/C-
HDL sont des prédicteurs du risque coronarien (National Cholesterol Education Program
Expert Panel, 1994). Les rats diabétiques traités avec la graine de lin présentent des rapports
d’athérogénicité CT/C-HDL, C-VLDL+LDL-HDL1/C-HDL2+C-HDL3 et apoB/apoA-I
significativement réduits. Ces résultats reflétent un profil lipidique anti-athérogéne, et laissent
suggeérer un effet protecteur de la graine vis-a-vis du risque d’hypercholestérolémie induite
par le diabéte. En effet, chez le groupe diabétique traité avec la graine de Linum usitatissimum
comparé au non traité, la diminution de la cholestérolémie est due aux teneurs réduites en C-
VLDL, C-LDL-HDL1et C-HDLs.

De plus, chez le groupe traité avec Lu, la répartition du cholestérol entre les différentes
fractions de lipoprotéines montre que la plus grande part de cholestérol est transportée par les
HDL: (fraction anti-athérogéne), sous forme d’esters de cholestérol essentiellement, alors
qu’une part importante est portée par les LDL-HDL1 (fraction athérogéne) chez le groupe non
traite.

Kumar & Murugesan, (2008) ont montré, chez le rat rendu diabétique par la STZ et
traité avec un extrait de Helicteresis isora, que la diminution du cholestérol total sérique
résulte d’une réduction du C-VLDL et du C-LDL, alors que le C-HDL est augmenté. De
méme, une diminution du CT et une augmentation du C-HDL ont été notées avec des extraits
de Momordica charantia (Ahmed et al., 2001), de Taraxacium offinale (Cho et al., 2002) et
de Zingiber officinale (Bhandari et al., 2005). Cependant, Pushparaj et al., (2000) n’ont
noté aucune différence significative des teneurs en CT ou C-LDL, avec cependant une
augmentation du C-HDL et du rapport C-HDL/CT.
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Le diabete est toujours associé a une hypertriglycéridémie qui résulte essentiellement
d’une surproduction de VLDL par le foie et d’une diminution de leur catabolisme en raison
d’une activité réduite de la lipoprotéine lipase (LPL) (Tavangar et al., 1992). L’altération du
métabolisme des VLDL représente un facteur de risque des MCV (lwasaki et al., 2005). Chez
le rat rendu diabétique par la STZ ou par I’alloxane, I’augmentation des teneurs en TG
sériques serait due a une déficience en insuline, hormone qui stimule la lipoprotéine lipase
(Pari & Satheesh, 2004) qui exerce un effet inhibiteur sur la production hépatique de
triglycérides par diminution du niveau de traduction de I’ARN messager de 1’apo-B qui est la
protéine de transport des VLDL et par inhibition de la lipase hormono-sensible au niveau du
tissu adipeux limitant ainsi les substrats nécessaire a la formation des triglycérides au niveau
du foie (Verges, 2007 ; Kebiéche et al., 2011 ; Saha et al., 2012). Des résultats similaires ont
¢été rapportés par d’autres auteurs, chez le rat rendu diabétique par la STZ (Cho et al., 2002 ;
Kumar & Murugesan, 2008) ou par 1’alloxane (Pari & Satheesh, 2004).

De plus, dans notre étude, nous avons constaté que l'administration journaliére de la
graine de lin pendant huit semaines provoque une baisse significative de la concentration
plasmatique des triglycérides chez le groupe de rats rendus diabétiques par STZ. Cet effet a
été noté auparavant par El-Hilaly et al., (2006 ; 2007). L hypotriglycéridémie notée chez le
groupe diabétique traité avec la graine de lin comparé au non traité est concomitante a la
réduction de leur synthése au niveau du foie. Des résultats similaires ont été rapportés par
d’autres auteurs, chez le rat rendu diabétique par la STZ (Cho et al., 2002 ; Kumar &
Murugesan, 2008) ou par ’alloxane (Pari & Satheesh, 2004). De méme, nos résultats sont
en accord avec ceux obtenus par Al-Shamaony et al., (1994), et Ben Abid et al., (2007). La
réduction des triglycérides plasmatiques observée chez les rats diabétiques traités avec la
graine de lin peut s’expliquer par la diminution de la synthése des acides gras (Bopanna et
al., 1997), la réduction de la masse et des teneurs en triglycérides des VLDL, et des LDL-
HDL.1, ceci serait le résultat d’une faible synthése et sécrétion des VLDL par le foie. En effet,
une baisse des constituants lipidiques (cholesterol libre, esters de cholestérol, triglycérides et
phospholipides) de cette lipoprotéine et de la concentration plasmatique en apo B,
apolipoprotéine nécessaire a la formation des VLDL, est notée chez le groupe traité avec la
graine de lin.

Par ailleurs, chez le groupe traité avec la graine de lin, la faible masse des LDL-HDL.,
laisse suggérer un catabolisme réduit des VLDL puisque ces lipoprotéines sont issues de

I’hydrolyse des VLDL. Ainsi, il apparait que I’effet hypotriglycéridémiant, noté avec la graine
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de lin, ne soit pas le résultat d’une augmentation du catabolisme des VLDL via une
stimulation de I’activité de la LPL.

Toutefois, chez le groupe diabétique traité avec Linum usitatissimum, 1’hypothése
d’une importante captation des VLDL via les récepteurs spécifiques pourrait expliquer les
faibles concentrations plasmatiques de ces lipoprotéines. Iwasaki et al., (2005) ont suggéré
que la diminution de I’activit¢ des récepteurs VLDL, concomitante avec celle de la
lipoprotéine lipase plasmatique, étaient responsables de I’hyperlipidémie chez le rat rendu
diabétique par la STZ.

De plus, chez le rat diabétique traité avec la graine de lin, la diminution des TG
plasmatiques pourrait également s’expliquer par 1’action hypoglycémiante de Linum
usitatissimum, tel qu’il a été suggéré par Cho et al., (2002). En effet, il est bien admis que les
concentrations en glucose sont des déterminants majeurs des TG du plasma et des VLDL
(Lemhadri et al., 2006). Nos résultats concordent avec ceux de Makni et al., (2008) qui ont
démontré que la supplémentation en huile de Lin entraine une diminution significative des
taux seriques en cholestérol et en triglycérides démontrant ainsi, un effet hypolipidémiant de
I’huile de Lin. L’un des mécanismes pouvant expliquer la différence au niveau de la synthése
hépatique des triglycérides entre les rats diabétiques et les rats diabétiques traités est que les
travaux de El Ghoul et al., (2011) ont supposé que I’extrait éthanolique de Zygophyllum
album augmenterait la sécrétion de 1’insuline qui inhiberait la lipolyse au niveau du tissu
adipeux et freinerait la production hépatique des triglycérides.

Les phospholipides (PL) constituants primordiaux des biomembranes sont riches en
acides gras polyinsaturés (AGPI) qui sont la cible des radicaux libres, tels que I’anion
superoxyde Oz¢ et le radical hydroxyle *OH. Des concentrations élevées en PL plasmatique et
tissulaires ont été rapportées, chez le rat rendu diabétique par la STZ (Venkateswaran &
Pari, 2002). Jain et al., (2000) ont suggéré que le niveau du contrble glycémique et les
teneurs réduites en TG seriques et élevées en C-HDL sont corrélés avec les concentrations en
PL.

Dans notre étude, les concentrations en phospholipides du foie et du plasma sont
diminuées, chez le rat diabétique traité avec la graine de lin comparé au non traité. Des
résultats similaires ont eté rapportes par Boopathy et al., (2010) et Kumar & Murugesan,
(2008). La diminution des PL plasmatiques avec la graine de lin résulte d’une réduction des
concentrations en PL au niveau des VLDL et des HDLs probablement due a leur faible
synthése par le foie. De plus, chez le groupe traité, les PL-HDL3 sont diminués en raison de

leur utilisation par la LCAT dont ’activité est élevée.
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Dans le diabéte, le stress oxydant résulte d’un déséquilibre de la balance redox, di a
I’altération du métabolisme des glucides et des lipides, a I’importante production d’espéces
réactives de 1’oxygene (EROS) et a la réduction des défenses antioxydantes (Prakasam et al.,
2005).

La peroxydation lipidique représente un marqueur clé du stress oxydant et elle est
déterminée par la mesure des TBARS. Dans le diabéte, la mesure des produits de la
peroxydation lipidique peut refléter le degré du stress oxydant (Limaye et al., 2003).

Chez les rats diabétiques non traités comparés aux rats témoins, une importante
peroxydation lipidique a été notée au niveau des érythrocytes, du plasma et des différents
tissus tels que le foie, les reins, le ceeur, le muscle et le cerveau.

Plusieurs études réalisées chez I’homme utilisant le dosage des TBARS ont constaté
une importante augmentation du malondialdéhyde (MDA) dans le sang et les tissus (foie,
reins et cerveau) des sujets diabétiques (Baynes, 1991; Kakkar et al., 1998 ; Gul et al.,
2003). Ces mémes résultats ont été constatés dans notre étude ou une augmentation
significative de la concentration des TBARS dans le foie (65%) et les reins (31%) a été notée
chez le groupe de rats rendus diabétiques par STZ par rapport au groupe de rats témoins.
L’augmentation de la concentration TBARS laisse suggérer une augmentation des especes
réactives de ’oxygeéne (Kakkar et al., 1998).

L’augmentation du taux de MDA est le résultat de 1’augmentation des EROs qui
attaquent les acides gras polyinsaturés de la membrane cellulaire et provoque la peroxydation
lipidique (Battacharya et al., 1997). L’augmentation des EROs pourrait étre due, soit a
I’augmentation de leur production, soit a la réduction de leur élimination suite a 1'épuisement
des systémes antioxydants piégeurs telle rapportée par 1’étude de Cho et al., (2002). La STZ
peut également augmenter le niveau des ERO chez les rats diabétiques, en raison de
I’augmentation de la glycémie (Mazunder et al., 2005). Lors d’un diabéte, I’hypoinsulinémie
augmente 1’activité de 1’enzyme acyl-CoA oxydase, qui initie la p-oxydation lipidique des
acides ce qui provoque une augmentation de la peroxydation lipidique (Sivajothi et al.,
2008). L’augmentation de la peroxydation lipidique affaiblit le fonctionnement des
membranes en réduisant la fluidité membranaire et ’activité des enzymes et des récepteurs
lies aux membranes (Pallavi et al., 2003). Ces produits de la peroxydation lipidique sont
nocifs pour les cellules de I’organisme et sont associés a I’installation de I'athérosclérose, a
des dommages au niveau des reins ainsi que plusieurs autres dommages tissulaires (Kakkar
etal., 1998).
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Le traitement avec la graine de Linum usitatissimum entraine une diminution de la
concentration en substances réactives a 1’acide thiobarbiturique (TBARS), qui sont les
marqueurs les plus utilisés de la peroxydation lipidique (Vadde & Rama, 2008), au niveau
des érythrocytes et du plasma. De méme, les concentrations en TBARS sont réduites au
niveau du foie, du cceur, du muscle et du cerveau, chez le groupe diabétique traité (D-Lu)
comparé au non-traité (D). Ces résultats sont probablement dus a une inhibition de la
génération des radicaux libres oxygénés, secondaire a la réduction de la glycémie avec la
graine de Linum usitatissimum d’une part, et a I’importante activité anti-oxydante de cette
graine, d’autre part. Une diminution de la peroxydation lipidique érythrocytaire a été notée
chez le rat rendu diabétique par la STZ et traité avec un extrait de la graine d’Azadir
achtaindica (Gupta et al., 2004), avec la quercétine (flavonoide) (Coskun et al., 2005) ou
avec la curcumine (Suryanarayana et al., 2007). Par ailleurs, une réduction des TBARS
plasmatiques a été retrouvée, chez le rat rendu diabétique par la STZ apres traitement par
différents extraits de plantes (Santhakumari et al., 2003 ; Jung et al., 2005 ; Singab et al.,
2005 ; Abou EI-Soud et al., 2007) ou avec la vitamine E et/ou la stobadine, toutes les deux
des anti-oxydants (Pekiner et al., 2002).

Ainsi, nos résultats concordent avec ceux de plusieurs autres études comme celles
publiées par Pari & Latha, (2005) qui ont constaté chez des rats rendus diabétiques par STZ,
qu’un traitement de 21 jours par un D’extrait aqueux de Scoparia dulcis provoque une
diminution hautement significative des teneurs en MDA hépatique et rénale. Ainsi, EI Ghoul
et al., (2011) qui ont conclu que le décocté de Zygophyllum album réduisait de maniére
significative le stress oxydant au niveau du foie des rats diabétiques traités. Ces résultats
suggerent que la graine de lin protege les tissus hépatiques et rénaux contre le stress oxydant
et contre l'action cytotoxique induite par la STZ, donc elle a pu corriger le stress oxydatif
induit par le diabéete, notamment en diminuant la peroxydation lipidique.

Le stress oxydatif induit par le diabéte est associé a une réduction du statut anti-
oxydant, d’ou une augmentation des effets délétéres dus aux radicaux libres (Ravi et al.,
2004). En effet, les systemes de défense anti-oxydante enzymatiques tels que la superoxyde
dismutase (SOD), la glutathion peroxydase (GSH-PXx) et la glutathion réductase (GSSH-Red),
et non enzymatiques (glutathion, vitamines C et E) sont altérés au cours du diabete (West,
2000 ; Abu-Seif & Youseef, 2004 ; Preet et al., 2005).

Dans notre étude, I’activité érythrocytaire de la glutathion peroxydase (GSH-Px) et de
la glutathion réductase (GSSH-Red) est diminuée de -37% et -32% respectivement, chez le

groupe diabétique non traité comparé au groupe témoin. Par ailleurs, aucune différence
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significative n’est notée dans I’activité de la superoxyde dismutase (SOD). Néanmoins, les
résultats de la littérature concernant I’effet de I’hyperglycémie sur I’activité¢ des enzymes anti-
oxydantes tissulaires sont controversés et montrent soit une augmentation (Yilmaz et al.,
2004 ; Okutan et al., 2005) soit une diminution (Ozkaya et al., 2002 ; Sugiura et al., 2006)
ou alors aucune variation de I’activité des enzymes antioxydantes (SOD, GSH-Px et GSSH-
Red) (Ugochukwu et al., 2003 ; Suryanarayana et al., 2007).

Le traitement avec la graine de Linum usitatissimum montre chez le groupe diabétique
traité (D-Lu) comparé au non-traité (D), une augmentation de ’activité érythrocytaire de la
GSH-Px et de la GSSH-Red, alors que celle de la SOD reste similaire.

La GSH-Px est une enzyme qui permet la conversion du peroxyde d’hydrogene (H202)
et des peroxydes lipidiques en composés non réactifs par oxydation du glutathion réduit
(GSH, substrat de I’enzyme) (Santini et al., 1997). La GSSH-Red permet la régénération du
GSH a partir du glutathion oxydé (GSSG).

Chez le groupe diabétique traité avec la graine de Linum usitatissimum, la stimulation
de la GSH-Px érythrocytaire laisse suggérer une inhibition de la production des especes
réactives de I’oxygene (ERO), responsables de I’inactivation des enzymes anti-oxydantes. De
plus, I’activité élevée de la GSH-Px indique d’une part, la protection des érythrocytes vis-a-vis
de I’attaque radicalaire médi¢e par les ERO et d’autre part, explique la diminution de la
concentration érythrocytaire en TBARS. En effet, les globules rouges étant riches en
hémoglobine (molécule contenant du fer) sont sensibles a 1’oxydation (Subah et al., 2004).

Par ailleurs, chez le rat diabétique traité avec la graine de Linum usitatissimum
compare au non-traité, I’importante activité de la GSH-Px érythrocytaire laisse supposer une
augmentation de la teneur en glutathion (GSH), substrat de cette enzyme. En effet, ’activité
de la GSSH-Red, enzyme qui régénere le GSH est augmentée chez ce groupe. Le glutathion
représente le premier systeme de défense anti-oxydante non enzymatique (Yue et al., 2003) et
joue un réle protecteur contre les effets toxiques de la peroxydation lipidique (Garg &
Bansal, 1996). Des concentrations réduites en GSH ont été rapportées au cours du diabéte
(Stanely & Menon, 1998 ; Baynes & Thorpe, 1999 ; Ugochukwu et al., 2004) et sont
considérées comme indicateur d’un important stress oxydatif (McLennan et al., 1991).

La supplémentation avec la graine de lin réduit le stress oxydatif au niveau des
érythrocytes en stimulant I’activité de la SOD, CAT, GSH-Px et GSSH-Red et en augmentant
les teneurs en GSH. Cela serait probablement di a I’influence des composés bioactifs présents
dans les graines, tels que les flavonoides et leurs pouvoirs antioxydants. D’autre part, les

composés phénoliques sont connus par leurs capacites de recycler la vitamine E et de piéger
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les radicaux libres, ceci peut donc participer directement a une réduction de I'utilisation du
GSH (Babu et al., 2006).

L’étude des parameétres du stress oxydant dans les tissus montre une diminution
significative des teneurs de la SOD, CAT, GSH-Px et GSSH-Red dans les tissus ; foie, rein,
cceur, muscle et cerveau chez les rats diabétiques non traités comparés aux rats témoins, ce
résultat a été confirmé par plusieurs travaux (Venkateswaran & Pari 2002 ; Meral et al.,
2004 ; Murat et al., 2004 ; Nahla et al., 2006 ; Vadde & Rama 2008). Dans les conditions
d’hyperglycémie, le glucose est utilisé par la voie des polyols et se transforme en sorbitol,
cette réaction consomme le NADPH, ce dernier est indispensable pour la régénération des
molécules de glutathion par 1’enzyme glutathion réductase ce qui explique la diminution de la
glutathion chez les diabétiques (West, 2000). De plus, le taux de GSH est diminué en raison
d’une concentration élevée en anions superoxyde et des radicaux libres (Bedwal, 1983 ;
Loven et al., 1986). Le diabéte provoque une diminution de GSH dans le tissu cardiaque ce
qui conduit a un stress oxydatif (Murat et al., 2004). En revanche, chez le groupe diabétique
traité avec la graine de Linum usitatissimum comparé au non-traité, une augmentation de
I’activité de la superoxyde dismutase (SOD) est notée au niveau du foie et du muscle, alors
qu’aucune différence significative n’est notée au niveau des autres organes. Sharma et al.,
(2009) montrent une augmentation des activités de la SOD et CAT. De méme, les
concentrations du GSH au niveau hépatique sont augmentées avec les extraits des feuilles de
Globularia alypum (Zennaki et al., 2009) et Murraya koenigii (Arulselvan & Subramanian,
2007).

La SOD représente la premiére ligne de défense contre le stress oxydant. Cette enzyme
en catalysant la dismutation du radical superoxyde O2¢~ (premiére espéce toxique formee a
partir de I’oxygene) protege les tissus contre les radicaux libres oxygénés responsables de
I’altération des membranes et des structures biologiques (Arivazhagam et al., 2000).

L’activité élevée de la SOD dans le muscle des rats traités avec la graine de Linum
usitatissimum laisse suggérer une importante ¢limination de 1’anion Oz, inhibant ainsi la
formation du radical hydroxyle ("OH), ce qui protégerait cet organe de ses effets délétéres. Par
ailleurs, la SOD convertit 1’anion superoxyde en peroxyde d’hydrogéne (H202) qui est
décomposé en H20 par la GSH-Px et la catalase (CAT). Ce processus peut engendrer une
lipoperoxydation si la destruction du H202 n’est pas immédiate (Gumsulu et al., 2002).

Cependant, bien que les activités enzymatiques de la GSH-Px et celle de la CAT du
muscle ne présentent aucune différence chez les deux groupes diabétiques, elle parait
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suffisante pour inhiber la peroxydation lipidique chez le groupe traité avec la graine Lu,
puisque les concentrations en TBARS sont réduites au niveau de cet organe.

De plus, chez le rat traité avec Lu comparé au non-traité, 1’activité de la GSSH-Red du
muscle est augmentée. Ce résultat laisse supposer une régénération du GSH, important
inhibiteur de la peroxydation lipidique médiée par les radicaux libres d’une part, et conforte
I’hypothése d’une activité efficace de la GSH-Px d’autre part, puisque ces deux enzymes
régulent le métabolisme du glutathion (Soudani et al., 2010).

Le traitement avec la graine Linum usitatissimum diminue les TBARS du foie et du
cceur, ce qui témoigne de sa protection vis-a-vis des altérations tissulaires causées par les
especes réactives de 1’oxygéne. En effet, chez le groupe diabétique traité avec Lu comparé au
non-traité, une augmentation de ’activité de la GSH-PXx est retrouvée au niveau de ces deux
organes. Cette enzyme inhibe les réactions de la lipoperoxydation (Levy et al., 1999).

Les travaux de Gupta et al., (2008) ont rapporté une diminution des TBARS du foie et
du cceur associée a une augmentation des activités de la SOD, de la GSSH-Red et de la CAT,
chez le rat rendu diabétique par la STZ.

Dans notre étude, I’activation de la GSH-Px du foie avec la graine de Linum

usitatissimum est concomitante & celle de la GSSH-Red, ce qui laisse suggérer une sur-
activation du cycle GSH-GSSG et par consequent, une protection de 1’hépatocyte contre les
effets toxiques de la peroxydation lipidigue.
De méme, au niveau du cceur, 'importante activité de la catalase notée chez les rats
diabétiques traités avec Lu, pourrait indiquer une action complémentaire a celle de la
glutathion peroxydase, puisque ces deux enzymes assurent [’élimination du peroxyde
d’hydrogene. Ce dernier peut réagir avec 1’anion superoxyde et former un radical hydroxyle,
entrainant ainsi une augmentation de la peroxydation lipidique et des concentrations élevées
en TBARS.

Chez le rat rendu diabétique par la STZ, Quine & Raghu, (2005) ont rapporté une
augmentation de ’activité de la GSH-Px, concomitante a une diminution des TBARS du foie,
des reins et du cceur, apres traitement avec un flavonoide, 1’epicatéchine. De méme, une
activité élevée de la GSH-Px hépatique et rénale associée a une réduction des TBARS a été
notée avec un iridoide, I’aucubine (Jin et al., 2008).

La graine de Linum usitatissimum possede des composés de la méme nature
(flavonoides) qui seraient, probablement en partie, responsables de la stimulation de la
glutathion peroxydase chez le groupe traité.
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Au niveau des reins, la graine de Lin entraine une stimulation des activités CAT,
GSH-Px et GSSH-Red, alors que celle de la SOD n’est pas influencée par le traitement. De
méme, les concentrations du GSH ne sont modifiées qu’apres addition de Lu dans le régime
des rats diabétiques. Ces résultats concordent avec ceux de plusieurs travaux réalisés avec
d’autres extraits de plantes tels que 1’extrait des feuilles de Portulaca oleracea (Sharma et
al., 2009), Laportea ovalifolia (Theresa &Chinyere, 2010) et Tomentosa bauhinia (Devaki
etal., 2011).

Gupta et al., (2008) ont montré une augmentation de I’activité de ces trois enzymes au
niveau du rein, chez le rat rendu diabétique par la STZ et traité avec un extrait aqueux des
feuilles d’Annona squamosa, pendant 30 jours.

Les éléments minéraux font partie de certaines enzymes. Par exemple, la catalase
contient de fer, la SOD contient du cuivre et du zinc tandis que la glutathion peroxydase est
une enzyme contenant du sélénium. Linum usitatissimum appartient & la famille Linacea, est
riche en minéraux qui sont généralement associées a de grandes quantités de magnésium et de
chrome. Les résultats obtenus chez les rats diabétiques traités avec la graine de lin peuvent
étre une indication de la biodisponibilité de ces substances minérales pour la formation de ces
enzymes (Zhang, 2008).

Le cerveau est un organe sensible au stress oxydatif en raison de son importante
consommation d’oxygene et de sa richesse en acides gras insaturés d’une part, et de son faible
contenu en antioxydants qui le rendent plus vulnérable aux dommages oxydatifs par rapport
aux autres organes de 1’organisme, d’autre part (Hong et al., 2004). Au cours du diabéte, une
diminution des activités de la SOD et de la CAT et une augmentation des TBARS ont été
notées au niveau du cerveau chez le groupe de rats non traités comparé au groupe de rats
témoins. Nos résultats sont en accord avec ceux obtenus par EI-Missiry et al., (2004).

Chez le rat diabétique traité avec la graine de Linum usitatissimum (D-Lu) comparé au
non-traite (D), la réduction des teneurs en TBARS du cerveau est concomitante avec une
activité éleveée de D’activité de la catalase. Cependant, aucune différence significative de
I’activit¢ de la superoxyde dismutase, de la glutathion peroxydase et de la glutathion
réductase n’est notée au niveau de cet organe.

Nos réesultats ne rejoignent pas ceux retrouvés par Siddiqui et al., (2005) qui ont
montré une augmentation de ’activité de la SOD et de la CAT et une diminution de la GSH-
Px au niveau du cerveau, chez des rats rendus diabétiques par I’alloxane et traités avec des
graines de fenugrec (5% dans le régime), pendant 21 jours. De méme, des activités élevées de

la SOD, et celles de la GSSH-Red et de la CAT ont été observées au niveau du cerveau, chez
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le rat rendu diabétique par la STZ et traité avec un extrait aqueux des feuilles d’Annona
squamosa (Gupta et al., 2008). Par ailleurs, Hong et al., (2004) ont rapporté une importante
activité de la SOD et de la GSH-Px du cerveau, chez le rat rendu diabétique par la STZ et
consommant un régime supplémenté en vitamine E.

Néanmoins, chez le groupe traité avec Lu, 1’élévation de I’activité de la catalase du
cerveau semble assez suffisante pour détruire les radicaux H20: et inhiber les réactions de la
peroxydation lipidique, puisque les teneurs en TBARS sont diminuées. En effet, une réduction
des TBARS au niveau du cerveau a été rapportée chez le rat rendu diabétique par 1’alloxane
(Siddiqui et al., 2005) ou par la streptozotocine (Gupta et al., 2008).

D'autre part, lI'inflammation et les cytokines inflammatoires sont présumées étre des
facteurs importants de la pathogenese du diabéete (Haffner, 2003 ; Crook, 2004). En effet,
chez le groupe diabétique non traité (D) comparé au groupe témoin (T), les concentrations
plasmatiques en TNF-a et IL-6 sont augmentées.

Il a été récemment observé que I'immunité innée peut jouer un rdle crucial dans le
développement du DT1 et provoque une cascade de réponses cellulaires pro-inflammatoires
comme la régulation de la production des cytokines (Aribi, 2011).

Les cellules B pancréatiques sont la cible d’une attaque auto-immune dans le diabéte
de typel avec I’invasion des ilots par les cellules mononucléaires dans une réaction
inflammatoire appelée insulite conduisant a la perte de la plupart des cellules f 80 a 90 %
(Leszek, 2014).

Les cellules  peuvent également étre endommagées par des mediateurs solubles tels
que les cytokines pro-inflammatoire INFy, IL-6, IL-1p ainsi des radicaux libres d’oxygéne
sécrétes par le macrophage qui réagissent a des agents pathogénes intracellulaires par la
sécretion des cytokines pro-inflammatoires (TNFa) et IL-1p ,IL-6, IL-8, IL-12 et IL-23 , en
réponse a la phagocytose (Leszek, 2014 ; Aribi et al., 2015).

Le traitement avec la graine de lin entraine une diminution des concentrations
plasmatiques en TNF-a et IL-6. La richesse des graines de Linum usitatissimum en acide
linolénique peut étre la cause de leur pouvoir antioxydant, neutralisant 1’effet des radicaux

libres et limitant la réaction inflammatoire dans les différents tissus (Kaithwas et al., 2011).

Le diabéte de type 1 induit des modifications anormales dans la structure des

différents organes, en particulier celle du foie, le pancréas et le rein.
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Chez le groupe diabétique (D) comparé au groupe témoin (T), I’histologie du foie
indique une dilatation des sinusoides et des hépatocytes qui sont de tailles différentes,
certaines sont hypertrophiées et de petites inclusions lipidiques sont également observées.

Cependant, chez les rats traités avec la graine de lin, les résultats histopathologiques
du foie montrent que les hépatocytes présentent un aspect normal, une structure des lobules
réguliére, une absence de steatose et des cellules hépatiques de taille moyenne. Nos résultats
concordent avec ceux obtenus par Ghosh et al., (2015).

Le pancréas des rats rendus diabétiques présente des Tlots nécrotiques avec une
destruction des populations cellulaires, notamment les cellules B et par conséquent, une
diminution voire une disparition du nombre des ilots de Langerhans par champ
microscopique. Ceci est di a I'effet cytotoxique de la streptozotocine qui se comporte comme
un agent d'inhibition enzymatique ayant des conséquences négatives sur la sécrétion de
I’insuline par le pancréas au cours du diabete (Douaouya & Bouzerna, 2016). L’analyse
histopathologique du pancréas indique une fibrose et une nécrose des structures épithéliales
chez le groupe de rats diabétique (D) mais beaucoup moins importantes que chez les rats
traités avec les graines de lin (D-Lu). En effet, ces données laissent supposer que la
diminution de la glycémie et celle de la HbAiC avec les graines de lin pourrait résulter d’une
amélioration de 1’histopathologie du pancréas, probablement par régénération de certaines
cellules B des ilots de Langerhans capables de sécréter de 1’insuline (Douaouya & Bouzerna,
2016).

De plus, I’hyperglycémie chronique associée au diabéte induit précocement des
modifications hemodynamiques et un dysfonctionnement endothélial entrainant, notamment,
une vasodilatation rénale favorisant 1’augmentation de débit de filtration glomérulaire (hyper
filtration). L’¢lévation de pression cellulaire capillaire locale qui en découle associée aux
effets vasculaires de I’hyperglycémie induit des modifications morphologiques (Mauer et al.,
1984 ; Young et al., 1995).

Les modifications morphologiques du rein du groupe diabétique non-traité révelent
une nécrose massive au niveau des glomérules et des tubules. Il faut pourtant préciser que les
résultats de notre étude ne permettent pas d’exclure que I’atteinte rénale est liée a
I’hyperglycémie chronique (Haffner, 2003 ; Crook, 2004).

La supplémentation de la graine de lin dans le régime des rats diabétiques montre que
la structure du rein n’est pas altérée et confirme la diminution des teneurs en créatinine

sérique et urinaire et I’inhibition du processus oxydatif.
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Atangwho et al., (2007) ont souligné que les flavonoides des plantes peuvent exercer
un effet protecteur contre les dommages induits par le stress oxydatif au niveau des organes.
Ainsi, Des études menées sur des rats présentant une atrophie et une nécrose du pancréas et
une réduction des cellules B accompagnée d’une sclérose < glomérulaire induites
expérimentalement par ’injection de la streptozotocine ont montre un effet favorable des
polyphénols sur ces altérations tissulaires (Alvarado-vasquez et al., 2003). En effet, la
richesse de la graine de Linum usitatissimum en flavonoides révélés par 1’analyse
phytochimique peut étre la cause de leur pouvoir antioxydant, exercant un effet protecteur

contre les dommages induits par le stress oxydatif au niveau des organes.
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Conclusion et perspectives

Ce travail nous a permis de mettre en évidence les effets de la graine de Linum
usitatissimum (Lu) sur certains paramétres glucidiques et lipidiques d’une part, et les statuts
redox et inflammatoire d’autre part, chez le rat rendu diabétique par injection de

streptozotocine (STZ).

Chez les rats diabétiques, une perte pondérale est notée, alors que le traitement de ces

rats diabétiques avec la graine de lin entraine une prise de poids.

Les résultats concernant les effets de la graine de Linum usitatissimum sur les
marqueurs du diabéte montrent que chez le groupe diabétique comparé au témoin, une
augmentation significative de la glycémie et une diminution de I’insulinémie. Le traitement
avec la graine de lin diminue ’hyperglycémie induite par la streptozotocine, et ce des, la
premiére semaine de I’expérimentation. Cette diminution reste plus significative au bout des
56 jours de I’expérimentation, prouvant 1’efficacité a long terme du traitement par la graine de
lin. De plus, le niveau d'insuline plasmatique est augmenté atteignant une valeur normale vers
la fin de I’expérimentation. Ceci laisse suggérer que I’effet hypoglycémiant de la graine de lin

serait probablement lié & son activité antioxydante.

De plus, ’hémoglobine glycosylée augmente chez le groupe diabétique par rapport au
groupe témoin. La supplémentation du régime a 20% de caséine en graine de lin induit une
diminution significative de 1’hémoglobine glycosylée (HbAI1c), indicateur fiable de
I’évolution du diabéte, probablement par diminution des résidus glucose circulants, puisqu’un

effet hypoglycémiant est observe.

Apres 8 semaines d’expérimentation, les concentrations plasmatiques et urinaires en
urée, créatinine et acide urique, principaux marqueurs du dysfonctionnement rénal, sont
augmentées chez le groupe diabétique non traité par rapport au groupe témoin, ceci témoigne
d’une altération de la fonction rénale, évoluant vers une néphropathie. La supplémentation de
la graine de Linum usitatissimum réduit les concentrations plasmatiques et urinaires en urée,

en créatinine et en acide urique, ce qui témoigne d’une amélioration de la fonction rénale.

Dans notre travail, ’activité plasmatique de I’aspartate amino-transferase (ASAT),
I’alanine amino-transférase (ALAT) et celle de la phosphatase alcaline (PAL) est augmentée
chez le groupe diabétique comparé au groupe témoin, ce qui laisse supposer que I’activité de

ces transaminases est altérée au cours du diabete. Le traitement avec la graine de lin entraine
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une diminution du taux de ces enzymes hépatiques, ce qui indique sa capacité a préserver les
meécanismes du fonctionnement du foie.

Ainsi, il apparait que la graine de Linum usitatissimum (Lu) corrige
Uhyperglycémie induite par la streptozotocine via des mécanismes indépendants de
Uinsuline d’une part, et diminue le pourcentage de I’HbA1C, indiquant un bon contréle de
P’équilibre glycémique, d’autre part. De plus, cette graine améliore la fonction rénale et
hépatique en réduisant les teneurs de ’urée, de la créatinine et de I’acide urique, d’une
part et en diminuant les marqueurs du fonctionnement hépatique ASAT, ALAT et la PAL,

d’autre part.

Dans le but de voir si I’effet hypoglycémiant obtenu avec la graine de Linum
usitatissimum permet de corriger la dyslipidémie associée au diabéte, nous nous sommes
intéressés au métabolisme des lipides et des lipoprotéines ainsi qu’a I’activité des enzymes qui

y sont impliquées.

Nos résultats montrent chez le groupe diabétique 1’apparition d’une hyperlipidémie
caractérisée par des niveaux plasmatiques élevés en cholestérol, triglycérides et
phospholipides comparés au groupe témoin. Il a été également constaté des modifications
défavorables des marqueurs lipidiques caractérisées par une baisse du CT-HDL2, une
augmentation du CT au niveau du plasma, des VLDL, des LDL-HDL1 et des HDLs. De plus,
une élévation des différents rapports d’athérogénicité (CT/C-HDL et C-VLDL+LDL-
HDL1/CT-HDL), est notée.

L’hypertriglycéridémie chez le groupe diabétique est associée avec 1’augmentation de
la masse et des TG des VLDL par rapport au groupe témoin. En paralléle, aucune différence
significative n’est notée dans la masse des HDL2 et de leurs contenus en apos, et une élévation
de leurs contenus en TG est observée. Par ailleurs, la masse des HDL3 est augmentée chez le
groupe D par rapport au groupe T par augmentation de leurs concentrations en apos et en PL.

Le contenu en TG est similaire chez les deux groupes de rats.

Le traitement avec la graine de Linum usitatissimum induit un effet
hypocholestérolémiant concomitant avec une diminution des concentrations hépatiques en
cholestérol total (CT) et plus particulierement, celles des esters de cholestérol (EC).
L’hypocholestérolémie induite par la graine de lin résulte d’une diminution des teneurs en C-

VLDL, C-LDL-HDL: et C-HDLs, fractions athérogénes.
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Par ailleurs, la diminution des rapports d’athérogénicité CT/C-HDL, C-VLDL-LDL-
HDL1/C-HDL et apo B/apo A-I reflete un profil lipidique anti-athérogene et indique ainsi un
effet protecteur de la graine de Linum usitatissimum vis-a-vis du risque de

I’hypercholestérolémie induite par le diabéte.

De plus, la graine de lin stimule I’activité de la 1écithine: cholestérol acyltransférase
(LCAT), enzyme impliquée dans I’efflux du cholestérol des tissus périphériques vers le foie.
Ce résultat est en faveur d’une amélioration du transport inverse du cholestérol, ce qui permet

de suggerer une réduction du risque athérogene.

L’hypotriglycéridémie induite avec Linum usitatissimum est essentiellement due a des
teneurs réduites en TG-VLDL, ce qui laisse supposer une faible synthése et sécrétion des
VLDL par le foie. En effet, les concentrations en TG hépatiques et celles de I’apo B
plasmatique sont diminuées.

Chez le rat diabétique, le traitement par la graine de lin montre que ’augmentation
de la LCAT peut étre considérée comme un mécanisme responsable de [Deffet
hypocholestérolémiant. Ainsi, ’effet hypotriglycéridémiant de la graine de lin résulte d’une
synthése réduite de VLDL et non d’un catabolisme accru de ces lipoprotéines.

Notre étude révele que la graine de Linum usitatissimum supplémenté dans le
régime des rats rendus diabétiques agit favorablement sur le profil des lipides hépatiques et

plasmatiques.

Dans la troisiéme partie de cette étude, nous avons essayé d’élucider les effets
potentiels de la graine de lin sur le stress oxydatif induit par I’hyperglycémie, source de
production d’especes réactives oxygenées (ERO), et sur la diminution des défenses

antioxydantes.

Nos résultats rapportent que chez le groupe diabétique comparé au groupe témoin, un
stress oxydant objectivé par I’augmentation des concentrations en TBARS du plasma, des

érythrocytes et des tissus (foie, reins, coeur, muscle et cerveau).

Ce phénomene est certainement en relation étroite avec la diminution de la défense
antioxydante, en particulier celle de la GSH-Px et de la glutathion réductase (GSSH-Red) au
niveau érythrocytaire et I’activit¢é de la SOD au niveau de tous les tissus. Ainsi, une
diminution de D’activité de la GSH-Px est notée au niveau du foie, du rein, du cceur et du
muscle. Cependant, I’activité de la GSSH-Red n’est réduite qu’au niveau du foie. Par ailleurs,

I’activité de la CAT est significativement diminuée au niveau du cceur et du cerveau.
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Les résultats de cette présente étude révelent que la graine de lin possede des
propriétés antioxydantes contre le stress oxydant et qu’elle atténue la peroxydation lipidique.
Ces effets se manifestent par la réduction des teneurs en TBARS des érythrocytes, du plasma
et des tissus. Ces résultats sont probablement dus a une inhibition de la génération des
radicaux libres oxygénés, secondaire a la réduction de la glycémie d’une part, et a

I’augmentation de 1’activité des enzymes antioxydantes, d’autre part.

En effet, chez le rat diabétique traité comparé au non traité, I’activité enzymatique de
la GSH-Px et celle de la GSSH-Red érythrocytaires est augmentée. De méme, au niveau des
organes, la graine de Linum usitatissimum stimule 1’activité de la SOD du foie et du muscle,
celle de la GSH-Px du foie, des reins et du coeur, de la GSSH-Red des reins et du muscle et de
la CAT au niveau des reins, du cceur et du cerveau.

Ainsi, en stimulant les enzymes antioxydantes la graine de Linum usitatissimum
réduit la peroxydation lipidique et par conséquent protége les érythrocytes et les tissus des
effets délétéres des ERO.

Dans la derniére partie de cette investigation, nous avons mis 1’accent sur I’impact de
la consommation de la graine de lin sur les modifications histopathologiques des organes

induites par la streptozotocine et les propriétés anti-inflammatoires de cette graine.

Les cytokines inflammatoires sont présumées étre des facteurs importants de la
pathogenese du diabéte. En effet, chez le groupe diabétique comparé au groupe témoin, les
concentrations plasmatiques en TNF-o et IL-6 sont augmentées. La supplémentation des
graines de lin dans le régime des rats diabétiques comparé au groupe diabétique non traité
semble réduit efficacement 1’état pro-inflammatoire, en réduisant les concentrations des
cytokines plasmatiques.

D’autre part, les résultats de 1’examen histologique révélent qu’au niveau du foie du
groupe diabétiqgue comparé au groupe témoin, les cellules hépatiques sont de tailles
différentes, certaines sont légerement hypertrophiées. Cependant, aucune modification de
I’aspect morphologique du foie n’est observée chez le groupe diabétique traité avec la graine
de lin.

L’examen histologique du pancréas souligne des Iésions étendues et des dimensions
réduites des Tlots de Langerhans chez le groupe diabétique, tandis que la structure cellulaire

normale est conservée chez les rats diabétiques traités par la graine de Lu.
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En effet, ces données laissent supposer que la diminution de la glycémie et celle de la
HbAlc avec les graines de lin pourrait résulter d’une amélioration de 1’histopathologie du
pancréas, probablement par régenération de certaines cellules 3 des ilots de Langerhans.

D’autre part, les rats diabétiques présentent une nécrose massive au niveau
glomérulaire et tubulaire. Ce qui suggére une atteinte rénale importante. En revanche, les
résultats ne réveélent aucune modification de I’aspect morphologique du rein chez le groupe

diabétique traité avec la graine de lin.

L’ensemble de ces résultats évoque ’existence d’une atténuation des facteurs de
risque métabolique incluant les propriétés anti-inflammatoires de la graine de lin, en
ameliorant le profil des cytokines pro-inflammatoires (TNF-a et IL-6) et les changements
favorables dans Ihistopathologie du foie, du rein et du pancréas, ce qui laisse suggérer un

effet bénéfique de la graine de lin dans le traitement du diabéte de type 1.

En conclusion, la graine de Linum usitatissimum corrige I’hyperglycémie, la
dyslipidémie, le stress oxydant et I’état inflammatoire, chez le rat diabétique de type 1 induit

par la streptozotocine.

En effet, cette graine réduit la glycémie et induit un effet hypocholestérolémiant et
hypotriglycéridémiant, en modulant 1’activit¢ de certaines enzymes impliquées dans le
métabolisme des lipides et des lipoprotéines.

La graine de Linum usitatissimum améliore le statut antioxydant des érythrocytes, du
plasma et des tissus, en réduisant la peroxydation lipidique et en augmentant 1’activité de
certaines enzymes antioxydantes.

De plus, la richesse de la graine de Linum usitatissimum en flavonoides révélés par
I’analyse phytochimique peut étre la cause de leur pouvoir antioxydant, exercant un effet
protecteur contre les dommages induits par le stress oxydatif au niveau des organes et en
limitant les réactions inflammatoires.

Ainsi, il apparait que le traitement avec la graine Linum usitatissimum peut prévenir
et/ou atténuer les complications associées au diabéte.

Il serait intéressant de compléter ces études préliminaires par d’autres études plus
poussées afin de pouvoir approfondir la compréhension des mécanismes d’action de cette

graine, ce travail pourrait étre complété par:
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L'isolement et I’évaluation des effets hypoglycémiants, hypolipémiants et antioxydants des
différents composés bioactifs présents dans cette graine.

La détermination des enzymes tissulaires impliquées dans le métabolisme des lipoprotéines
telles que la 7-a hydroxylase, la lipoprotéine lipase (LPL), la triglycéride lipase hépatique
(HTGL) et la HMG CoA-réductase.

La détermination des marqueurs de 1’oxydation protéique par le dosage des produits de
dégradation protéiques (carbonyls, sulfhydryls).

La détermination des teneurs tissulaires et plasmatiques en monoxyde d’azote (NO).

Le dosage des molécules biologiques antioxydantes comme les oligoéléments (zinc,

sélénium et le cuivre) et les vitamines (vit E, vit C et les caroténoides).
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Annexes

Tableau XXV. Pouvoir piégeur du radical DPPH par les différents extraits de L.

usitatissimum et de 1’acide ascorbique

Concentrations
pMg/mL

Extraits 50 100 200 400 800
Ether de pétrole  16+0,3 32+1,2° 4942 1° 68+3,1° 84+3,0°
Benzéne 18+0,4 36+1,0° 50+3,0° 66+3,2° 80+3,4°
Acétate d’éthyle 18+0,4 32+1,4° 50+2,2° 68+3,1° 87+3,2"
Méthanol 26+0,4 501,22 68+2,92 86+3,4% 93+3,9°
Butanol 28+0,3 48+1,0° 72420 90+3,0° 96+3,0°
Acide ascorbique  31+0,5 52+1,1° 76+2,6° 92435 98+4,0°

Chaque valeur est exprimée en moyen + ES (n = 3). La comparaison des moyennes est
réalisée par le test Tukey pour les comparaisons multiples.

Les moyennes portant des lettres différents (a, b, c¢) sont significativement différentes
(p<0,05).

Tableau XXVI. Pouvoir piégeur du radical superoxyde (O2°) par les différents extraits de L.

usitatissimum et de 1’acide ascorbique

Concentrations

50 100 200 400 800

Extraits
Ether de pétrole  20+0,004  43+0,002? 58+0,001?2 74+0,002% 87+0,001°
Benzéne 16+0,002  30+0,003° 51+0,001° 63+0,001° 76+0,004°
Acétate d’éthyle  14+0,007  25+0,002° 44+0,001¢  58,1+0,003° 74+0,003°
Méthanol 21+0,002 41+0,0072 62+0,003? 78+0,003?2 93+0,002?2
Butanol 25+0,002  40+0,001? 63+0,0022 85+0,003% 96+0,0092
Acide ascorbique 26+0,002  45+0,0072 66+0,002? 88+0,0072 98+0,0092

Chaque valeur est exprimée en moyen + ES (n = 3). La comparaison des moyennes est

réalisée par le test Tukey pour les comparaisons multiples.

Les moyennes portant des lettres différents (a, b, c) sont significativement différentes

(p<0,05).
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Tableau XXVII. Pouvoir réducteur du fer des différents extraits de L. usitatissimum et de

’acide ascorbique

Concentrations

50 100 200 400 800
Extraits

Ether de pétrole  0,20+0,04  0,25+0,03°  0,28+0,02°  0,34+0,01° 0,38+0,01°
Benzene 0,21+0,02  0,27+0,03°  0,35+0,03°  0,39+0,02° 0,45+0,04°
Acétate d’éthyle 0,23+0,07  0,28+0,02°  0,34+0,01°  0,40+0,03" 0,460,03°
Méthanol 0,27+0,02  0,33+0,03*  0,38+0,03*  0,44+0,03" 0,50+0,01°
Butanol 0,25+0,02 0,38+0,01* 0,46+0,02*® 0,55+0,03% 0,62+0,05%
Acide 0,37+0,02 0,44+0,03*  0,51+0,02* 0,58+0,01*  0,63+0,004?

ascorbique

Chaque valeur est exprimée en moyen + ES (n = 3). La comparaison des moyennes est

réalisée par le test Tukey pour les comparaisons multiples.

Les moyennes portant des lettres différents (a, b, c) sont significativement différentes

(p<0,05).

Tableau XXVIII. Croissance pondérale des animaux (g) et la nourriture ingérée (g/rat/jour)

Poids corporel (g) T D D-Lu
JO 264,02+ 5,12 268,67+6,43 265,51+4,51
J7 269,45 +3,4 257,01+4,36 259,01+0,71
Ji4 272,35+7,56 241,33+1,15 248,22+10,7
J21 281,55+5,32 216,3346,51 262,7545,12"
J28 289,78+8,21 193,01+9,85% 267,11+7,04"
J35 290,9945,21 180,31+6,51% 272,70+7,22"
J42 292,01+6,80 182,99+9,52* 275,21+5,93"
J49 295,7846,24 185,33+7,40* 277,75+12,01"
J56 301,2045,70 178,67+6,23% 298,25+10,5"

Nourriture ingérée 28,39+6,07 29,88+0,33 28,58+2,02

(g/rat’jour)

Chaque valeur représente la moyenne + ES de 6 rats par groupe. La comparaison des
moyennes est réalisée par le test Dunnett.

T: groupe témoin, D: groupe diabétique non traité, D-Lu: groupe diabétique
supplémenté avec Lu. Les moyennes sont significativement différentes si p<0,05.

*Dvs T ; *D-Luvs D
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Tableau XXIX. Evolution de la glycémie (mmol/L)

T D D-Lu

JO 5,0240,72 29,53+1,55 27,22+1,01

J7 4,98+0,44 22,87+1,63% 16,57+1,60

J14 4,66+0,55 28,29+1,34% 12,03+1,38"
J21 5,04+0,65 27,66+1,33% 15,01+0,86"
J28 5,17+0,94 32,76+1,22% 10,79+1,33"
J35 4,7840,44 32,7141 45" 8,76+0,78"
J42 4,81+0,68 32,72+1,27% 6,24+1,44"
J49 4,88+0,59 32,78+1,39% 6,01+1,60"
J56 5,01+0,66 32,80+1,21% 5,41+1,54"

Chaque valeur représente la moyenne + ES de 6 rats par groupe. La comparaison des

moyennes est réalisée par le test Dunnett.

T: groupe témoin, D: groupe diabétique non traité, D-Lu: groupe diabétique
supplémenté avec Lu. Les moyennes sont significativement différentes si p<0,05.

*Dvs T ; *D-Luvs D

Tableau XXX. Teneurs en protéines et en lipides du foie et du plasma

T D D-Lu
Foie
Protéines (mg/g) 169,12+22 44 139,11 + 22,62% 161,70 + 30,9
CT (umol/g) 42,32+ 2,55 53,84+1,29% 39,82+1,49"
CL (umol/g) 21,11+2,03 25,01 +2,1* 20,93 +1,01
EC (umol/g) 35,42+2.16 48,14+2,00" 31,54+2,18
TG (umol/g) 35,2242,21 37,46+ 1,82 25,24+1,09*
PL (umol/g) 25,11+1,02 28,33+1,63% 22,11+1,52*
Plasma
Protéines (g/L) 35,11+4,1 26,62+2,89% 38,21+1,2"
CT (mmol/L) 1,21+0,15 2,01+0,21% 1,12+0,25"
CL (mmol/L) 0,6510,12 1,01+0,17* 0,69 + 0,19
EC (mmol/L) 0,93+0,12 1,67+0,11 0,71+0,19"
TG (mmol/L) 0,33+ 0,09 0,96+0,02% 0,49+0,06"
PL (mmol/L) 0,45+ 0,10 1,31+0,07% 0,51+0,03"

Chaque valeur représente la moyenne + ES de 6 rats par groupe. La comparaison des

moyennes est réalisée par le test Dunnett.

T: groupe témoin, D: groupe diabétique non traité, D-Lu: groupe diabétique
supplémenté avec Lu. Les moyennes sont significativement différentes si p<0,05.

DvsT:*D-Luvs D
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Tableau XXXI. Teneurs et composition en lipides et en apolipoprotéines des VLDL

T D D-Lu
Masse (g/L) 0,64+0,14 1,43 +0,06% 0,96 +0,18"
Apolipoprotéines (g/L) 0,51+0,1 0,82+0,07 0,77+0,09
Cholestérol libre (mmol/L) 0,0240,01 0,07+ 0,01% 0,03 + 0,09
Esters de cholestérol (mmol/L) 0,03+0,02 0,11+0,01% 0,05+0,02"
Triglycérides (mmol/L) 0,08 +0,05 0,47+ 0,02 0,13+0,02"
Phospholipides (mmol/L) 0,02+0,1 0,15+0,03" 0,04+0,03"

Chaque valeur représente la moyenne + ES de 6 rats par groupe. La comparaison des
moyennes est réalisée par le test Dunnett.

T : groupe témoin, D: groupe diabétiqgue non traité, D-Lu: groupe diabétique
supplémenté avec Lu. Les moyennes sont significativement différentes si p<0,05.

*Dvs T ; *D-Luvs D

Tableau XXXII. Teneurs et composition en lipides et en apolipoprotéines des LDL-HDL1

T D D-Lu
Masse (g/L) 1,07+0,31 1,70+0,09% 1,39 + 0,07
Apolipoprotéines (g/L) 0,74+ 0,06 1,00+0,09% 1,10+0,04"
Cholestérol libre (mmol/L) 0,10+0,04 0,28+ 0,06* 0,15+0,03
Esters de cholestérol (mmol/L) 0,16+0,04 0,48+0,07* 0,25+0,10
Triglycérides (mmol/L) 0,06 +0,02 0,27+ 0,01 0,09+0,02"
Phospholipides (mmol/L) 0,20+0,06 0,22+0,07* 0,26+0,06"

Chaque valeur représente la moyenne + ES de 6 rats par groupe. La comparaison des
moyennes est réalisée par le test Dunnett.

T: groupe témoin, D: groupe diabétique non traité, D-Lu: groupe diabétique
supplémenté avec Lu. Les moyennes sont significativement différentes si p<0,05.

*Dvs T ; *D-Luvs D
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Tableau XXXI11. Teneurs et composition en lipides et en apolipoprotéines des HDL2

T D D-Lu
Masse (g/L) 1,48+0,06 1,70+0,04 2,01 £0,09
Apolipoprotéines (g/L) 0,95+ 0,02 1,13+0,01 1,22+0,06
Cholestérol libre (mmol/L) 0,16+0,03 0,15+ 0,02 0,20 £ 0,03
Esters de cholestérol (mmol/L) 0,27+0,03 0,24+0,09 0,41+0,06"
Triglycérides (mmol/L) 0,06+0,01 0,13+ 0,017 0,09+0,01"
Phospholipides (mmol/L) 0,38+0,04 0,40+0,03 0,49+0,02

Chaque valeur représente la moyenne + ES de 6 rats par groupe. La comparaison des
moyennes est réalisée par le test Dunnett.

T : groupe témoin, D: groupe diabétique non traité, D-Lu: groupe diabétique
supplémenté avec Lu. Les moyennes sont significativement différentes si p<0,05.

DvsT:*D-Luvs D

Tableau XXXIV. Teneurs et composition en lipides et en apolipoprotéines des HDLs

T D D-Lu
Masse (g/L) 2,1440,19 3,25+0,20% 3,19 +0,23
Apolipoprotéines (g/L) 1,9+0,22 2,59+0,26" 2,84+0,30"
Cholestérol libre (mmol/L) 0,04+0,02 0,13+ 0,01% 0,06+0,02"
Esters de cholestérol (mmol/L) 0,07+0,02 0,22+0,04* 0,11+0,03"
Triglycérides (mmol/L) 0,09+0,01 0,10+ 0,02 0,12+0,01
Phospholipides (mmol.L) 0,13+0,05 0,56+0,03* 0,20+0,04"

Chaque valeur représente la moyenne + ES de 6 rats par groupe. La comparaison des
moyennes est réalisée par le test Dunnett.

T : groupe témoin, D: groupe diabétique non traité, D-Lu: groupe diabétique
supplémenté avec Lu. Les moyennes sont significativement différentes si p<0,05.

DvsT:*D-Luvs D

Tableau XXXV. Concentrations en TBARS (nmol/mL) des éerythrocytes et du plasma

T D D-Lu
Erythrocytes 5,52 +0,69 13,14+0,93 8,91+0,53"
Plasma 5,38 +0,26 12,91+1,43* 5,89+1,38"

Chaque valeur représente la moyenne + ES de 6 rats par groupe. La comparaison des
moyennes est réalisée par le test Dunnett.

T: groupe témoin, D: groupe diabétique non traité, D-Lu: groupe diabétique
supplémenté avec Lu. Les moyennes sont significativement différentes si p<0,05.

*DvsT:*D-Luvs D
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Tableau XXXVI. Concentrations en TBARS tissulaires (nmol/g)

T D D-Lu
Foie 70,64+7,21 199,79+11,29" 103,12+4,91"
Reins 92,01+5,32 132,54+6,45* 81,05+5,71"
Coeur 59,50+9,11 97,6+8,2% 65,23+7,01"
Muscle 56,07+7,10 66,61+8,48" 54,10 +9,17"
Cerveau 179,1248.,9 285,67+10,25% 159,1+6,59"

Chaque valeur représente la moyenne + ES de 6 rats par groupe. La comparaison des
moyennes est réalisée par le test Dunnett.

T: groupe témoin, D: groupe diabétique non traité, D-Lu: groupe diabétique
supplémenté avec Lu. Les moyennes sont significativement différentes si p<0,05.

*Dvs T ; *D-Luvs D

Tableau XXXVII. Activité des enzymes antioxydantes érythrocytaires (SOD, GSH-Px et
GSSH-Red) (U/g protéines)

T D D-Lu
SOD 0,76+0,05 0,73 £0,03 0,79 £ 0,03

GSH-Px 0,19+0,03 0,12 +0,03* 0,21 + 0,02*

GSSH-Red 0,41+0,03 0,28 + 0,05" 0,39 + 0,04*

Chaque valeur représente la moyenne + ES de 6 rats par groupe. La comparaison des
moyennes est réalisée par le test Dunnett.

T: groupe témoin, D: groupe diabétique non traité, D-Lu: groupe diabétique
supplémenté avec Lu. Les moyennes sont significativement différentes si p<0,05.

*Dvs T ; *D-Luvs D
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Tableau XXXVIII. Activité des enzymes antioxydantes tissulaires

T D D-Lu
SOD (U/mg protéines)
Foie 36,20+3,81 20,85+3,11% 38,71+3,18*
Reins 30,29+4,02 20,14+3,56* 22,05+4,08
Coeur 177,72+20,60 154,50+28,00% 165,10+30,11
Muscle 511,50+66,01 430,11+53,52* 520,24+55,06*
Cerveau 498,69+54,70 402,64+65,31* 435,74+63,03
GSH-Px(U/mg protéines)
Foie 401,89+21,00 257,14+27,74% 399,94+36,73*
Reins 898,01+98,22 518,96+99,13% 851,88+87,98*
Ceeur 999,01+111,01 . 890,57+£110,62% 998,63+108,44*
Muscle 896,54+122 796,07+114,61% 812,9+110,7
Cerveau 62,55+22,01 73,65+18,61% 68,86+20,01
GSSH-Red (U/mg protéines)
Foie 76,85+6,50 41,81+7,71* 51,16+8,32
Reins 66,98+11,22 66,47+10,35 86,02+11,74*
Coeur 20,58+4,01 19,01+3,45 19,66+3,98
Muscle 24,3245,51 23,56+6,58 31,49+3,01*
Cerveau 19,09+4,50 18,40+4,10 18,63+3,65
CAT (U/mg protéines)
Foie 3,54+0,90 3,43+0,27 3,24+1,19
Reins 0,94+0,17 0,9740,19 1,30+0,17*
Coeur 5,99+0,31 3,71+0,9% 6,04+0,27*
Muscle 20,02+3,89 26,29+3,09" 23,78+4,98
Cerveau 29,02+0.99 17,10+0,98* 28,99+2 91*

Chaque valeur représente la moyenne + ES de 6 rats par groupe. La comparaison des
moyennes est réalisée par le test Dunnett.

T: groupe témoin, D: groupe diabétique non traité, D-Lu: groupe diabétique
supplémenté avec Lu. Les moyennes sont significativement différentes si p<0,05.

DvsT:*D-Luvs D
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Tableau XXXIX. Concentration plasmatiques en facteur de nécrose tumorale (TNF-a) et en
interleukine-6 (IL-6)

T D D-Lu
TNF- a (pg/mL) 10,31+0,37 18,010,517 11,84+0,48"
IL-6 (ng/mL) 4,07+0,23 8,22+0,38 * 5,11+0,41"

Chaque valeur représente la moyenne + ES de 6 rats par groupe. La comparaison des
moyennes est réalisée par le test Dunnett.

T: groupe témoin, D: groupe diabétique non traité, D-Lu: groupe diabétique
supplémenté avec Lu. Les moyennes sont significativement différentes si p<0,05.

*DvsT;*D-Luvs D
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Abstract

The aim of the present study was to evaluate the phytochemical constituents and free radicals
scavenging activities of flaxseed (Linum usitatissimum) solvents extract. For phytochemical
analysis of extracts, preliminary screening methods of phytoconstitutents were followed in
different solvents. In addition, total phenolic and flavonoids compounds were measured.
In vitro antioxidant activity was determined by 2,2-diphenyl-2-picryl-hydrazyl(DPPH),
superoxide radical scavenging activity and ferric reducing power tests. Phytochemical analysis
provides evidence that both solvents extract of Linum usitatissimum contains an important
amounts of bioactive compounds. Furthermore, using methanolic and butanolic were able to
extract a higher amounts of total phenolic compounds (47.01+£5.40 and 43.33+2.77 ug gallic
acid equivalents/g of extract, respectively) and flavonoids (30.89+0.09 and 29.55+0.15 pg
Quercetin equivalents/g of extract), respectively). In vitro antioxidant activities of petroleum
ether, benzene, ethyl acetate, methanolic and butanolic extracts of flaxseed were evaluated.
Butanolic extract exhibited a higher DPPH radical scavenging activity, whereas petroleum
ether and ethyl acetate extracts showed an important hydrogen peroxides scavenging activity.
Also, an increase of ferric reducing antioxidant power (FRAP) was noted with methanolic
extract.The results of the current study showed that flaxseed contain important amount of
phenolic compounds and higher antioxidant activities rendering them as a potential source for

development of nutraceuticals.

© All Rights Reserved

Introduction

Oxidative stress occurs when redox homoeostasis
within the cell is altered. This imbalance may be
due to either an overproduction of reactive oxygen
species (ROS) or deficiency of an antioxidant system
(Rosenfeldt et al., 2013). ROS have been implicated
in more than 100 degenerative diseases including
cardiovascular, diabetes, cancer, atherosclerosis,
neurodegenerative disorders and arthritis
(Saminathan et al., 2013; Adebayo et al., 2014).
Therefore, antioxidants with free radical scavenging
activities may have great relevance in the prevention
and therapeutics of diseases in which oxidants or free
radicals are implicated (Yamuna ef al., 2013). In this
respect, polyphenolic compounds, like flavonoids
and phenolic acids, commonly found in plants have
been reported to have multiple biological effects,
including antioxidant activity (Faller and Fialho,
2010; Burgos et al., 2013; Chiang et al., 2013).

Presently, the possible toxicity of synthetic
antioxidants has been criticized. It is: generally
assumed that frequent consumption of plant-
derived phytochemicals from vegetables, fruit,

*Corresponding author.
Email:Incmkroufi@gmaill.com

tea and herbs may contribute to shift the balance
toward an adequate antioxidant status (Shen et al.,
2012). Consequently, interest in natural antioxidant,
especially of plant origin, has greatly increased in
recent years (Jayaprakash et al., 2000).

Linumusitatissimum (Linn.), commonly known as
flaxseed or linseed, belongs to the family Linaceae. It
has been consumed as a food ingredient and presently
has a high demand in food industries (Arvindkumar
et al., 2012). Flaxseed plays a major role in the field
of diet and disease research due to its potential health
benefits associated with linolenic acid (57%) and a
major lignan, namely ecoisolariciresinol diglucoside
(SDG) (Milder et al., 2005).

There are numbers of studies indicating the
potential of flaxseed as antidiabetic (Prasad et al.,
2000) and cardioprotective activity (Zanwar et al.,
2011), but very few studies evaluating antioxidant
potential of L. usitatissimum and its association with
ROS production. Hence, present study is carried
out_to compare the phytochemical and antioxidant
properties-of extracts from“flaxseed using different
solvents.
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Materials and Methods

Chemicals and reagents

All the chemicals, reagents and standards
including  Folin-Ciocalteu’s  phenol  reagent,
2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH), ascorbic
acid, gallic acid were obtained from Sigma-
Aldrich (St. Louis, Mo, USA), whereas, potassium
dihydrogen phosphate, ferrous chloride, sulphuric
acid and all other chemicals/reagents and solvents
used in this study were of analytical reagent grade
and purchased from Merck (Darmstadt, Germany).

Plant material and sample preparation

Linum usitatissimum was collected in Southern
of Algeria (Adrar), between February and March
2015, identified taxonomically and authenticated by
the Botanical Research Institute of Oran 1 University.
For the present study purpose, the dried plant material
was made into fine powder of 40 mesh size using the
pulverizer. The coarse powder (100 g) of linseed was
extracted successively with petroleum ether, benzene,
ethyl acetate, methanol and butanol, each 250 mL in a
Soxhlet apparatus for 24 hours (Tiwari et al., 2011).
All the extracts were filtered through Whatman No.41
filter paper. Then the extracts were concentrated in
a rotavapor (Buchi Labortechnink AG, Postfach,
Switzerland). The concentrated extracts were used
for the estimation of total phenolics and flavonoids
and in vitro antioxidant activity.

Phytochemical screening

Phytochemical screening was done using standard
procedures as previously described by (Tiwari ef al.,
2011). Each extract was screened for the following
phytoconstituents: alcaloids, saponins, terpenoids,
flavonoids, glycosides, proteins, carbohydrate, and
phenolic compounds.

Determination of total phenolics

The total phenol content was determined by Folin-
Ciocalteu reagent method (McDonald et al., 2001).
0.5 mL of extract (Img/mL) and 0.1 mL of Folin-
Ciocalteu reagent (0.5N) were mixed and incubated
at room temperature for 15 min. 2.5 mL of 20%(w/v)
saturated sodium carbonate was added, incubated
for 30 min at room temperature and absorbance was
measured at 760 nm. The total phenol content was
expressed in terms of Gallic acid equivalent (ng/g)
(Chanda and Dave, 2009).

Determination of total flavonoids
The total flavonoid content was determined by
Aluminum chloride method.ImL of sample (I1mg/

mL) was mixed with 0.5mL of 1.2% aluminium
chloride and 0.5mL of potassium acetate (120 mol/L).
In this mixture, 1mL of methanol was added to make
3mL volume. This mixture was vortexed, incubated
at room temperature for 30min and absorbance was
measured spectrophotometrically at 415nm. The total
flavonoid content was expressed in terms of quercetin
equivalent (ug/g) (Singleton and Rossi, 1965).

DPPH free radical scavenging activity

The free radical scavenging activity of all the
extracts was evaluated by 2,2-diphenyl-2-picryl-
hydrazyl (DPPH) according to Shener al. (2010).
Briefly, 0.1 mmol/L solution of DPPH in methanol
was prepared, and 1 mL of this solution was added to
3 mL of extracts at different concentration (50,100,
200, 400 and 800 ug/mL).The mixtures were shaken
vigorously and allowed to stand at room temperature
for 30 minutes. Then the absorbance was measured at
517 nm using spectrophotometer (Genesys 10S UV-
VIS Thermo Electron Corporation, USA). Ascorbic
acid was used as standard. Lower absorbance values
of reaction mixture indicate higher free radical
scavenging activity.

The capability to scavenging the DPPH radical
was calculated by using the following formula:

A Control - A Sample
A Control

DPPH radical scavenging activity (%) = X100

Where, AControl indicates the absorbance of solution
containing only the DPPH reagent whereas, ASample
is the absorbance of the sample reaction.

Superoxide radical scavenging activity

The superoxide anion scavenging activity was
measured as described by Srinivasan et al. (2007).
The superoxide anion radicals were generated in
3.0 mL of Tris, hydrochloride buffer (16 mmol/L,
PHS8.0), containing 0.5 mL of nitroblue-tetrazolium
chloride (0.3 mmol/L), 0.5 mL nicotinamide adenine
dinucleotide (0.936 m mmol/L) solution, 1.0 mL
extract of different concentration (50,100, 200, 400
and 800 pg/mL), and 0.5 mL Tris, hydrochloride
buffer (16 mmol/L, PH8.0). The reaction was started
by adding 0.5 mL phenazine methosulfate solution
(0.12 mmol/L) to the mixture, incubated at 25°C for
5 min and the absorbance was measured at 560 nm
against a blank sample, ascorbic acid.

The percentage inhibition was calculated by
using the following equation:

A Control - A Sample
A Control

Superoxide radical scavenging activity (%) = X100

Where, AControl is the absorbance of the control
reaction, and ASample is the absorbance of the
sample reaction.
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Reducing power assay

The reducing power of the extracts was
determined by the method of Kumar and Hemalatha
(2011). 1T mL of solution containing 50,100, 200,
400 and 800 pg/mL of the extracts was mixed with
sodium phosphate buffer (5.0 mL, 0.2 M, pH 6.6) and
potassium ferricyanide (5.0 mL, 1.0%). The mixture
was incubated at 50°C for 20 minutes. Then 5 mL of
10% trichloroacetic acid was added and centrifuged
at 1000xg (10 min at 5°C) in a refrigerated centrifuge.
The upper layer of the solution (5.0 mL) was diluted
with 5.0 mL of distilled water and ferric chloride and
absorbance is measured at 700 nm. The experiment
was performed thrice and results were averaged.

Statistical analysis

All the experiments were carried out in triplicate.
The results are expressed as mean values and standard
error of the mean. The one-way analysis of variance
(ANOVA) and Tukey multiple comparisons were
carried out to test any significant difference between
the means. All statistical tests were performed using
STATISTICA (Version 6.0, Statsoft, USA) at a 5%
significance level.

Results and Discussion

Phytochemical constituents

Plants extracts for medicinal usage contain a
variety of types of bioactive compounds. These
compounds consistofmulti-componentmixtures, their
separation and determination still creates problems.
The selection of solvent system largely depends on
the specific nature of the bioactive compound being
targeted. Furthermore, different solvent systems are
available to extract the bioactive compound from
natural products. Extraction efficiency is affected by
the chemical nature of phytochemicals, the extraction
method used, sample particle size, the solvent used,

as well as the presence of interfering substances.
Under the same extraction time and temperature,
solvent and composition of sample are known as the
most important parameters.

The amounts of the crude extracts obtained
from flaxseeds using different extraction solvents
are presented in Table 1. The preliminary
phytochemical screening of different extract of L.
usitatissimum revealed several polar and non-polar
chemical constituents. The phytochemical analysis
of L. usitatissimum extracts showed the presence
of flavonoids, phenolic compounds, glycosides,
alkaloids, terpenoids, proteins and carbohydrate by
simple qualitative phytochemical screening methods.

All the extracts produced negative results for
saponins and the methanolic and butanolic extracts
show positive results for flavonoids. Plant food
contains a variety of biological activities, non-
nutritive compounds known as phytochemicals,
which impart health benefits such as antioxidant
activity, antimicrobial effect, modulation of
detoxification enzymes, stimulation of the immune
system, decrease of platelet aggregation and
modulation of hormone metabolism and anticancer
property (Narasinga, 2003).

In our investigation, the total phenolic compound
content and antioxidant activity of flaxseed were
studied since this plant is widely consumed by
the native population (either as food or/and as
medicine) (Chirinos et al., 2013). Furthermore, the
health benefits of flaxseed are mainly attributed to
biologically active components such as a-linolenic
acid, lignans, unique proteins, phenolic acids and
flavonoids (Kitts et al., 1999; Tarpila et al., 2005;
Hosseinian et al., 2006). Phytochemical analysis of
flaxseed by Tawheed and Monika (2014) showed
the presence of flavonoids, terpenoids, tannins and
phenols.

Table 1. Phytochemical analysis of L. usitatissimum (linn) extracts

Chemical constituents ~ Phytochemical Test l\iitgzgfl ]Zzt?::tl ef}fet;(;l;;:;:t Eﬂ;iltrz(ztat ]iirifae;e

1 Flavonoids Alkaline test + + - - -
2 Phenolic compounds Ferric chloride test + + + +
3 Glycosides Keller-Kiliani test + + + + +
4  Terpenoids Salkowki test + + + + +

Mayer’s test + + + + +
5 Alkaloids Wagner’s test + + - + -

Dragendorft’s test + + + + -
6  Carbohydrate Molish test + + + +
7  Saponins Frothing test - - - - -
8  Proteins Millon’s test + + + + +

(+) implies presence; (—) implies absence



78

Krouf, D. et al. /IFRJ 25(1) : 75 - 82

Table 2. Total phenolic and total flavonoid contents of L. usitatissimum extracts

L. usitatissimum extracts TPC(ug GAE/g)® TFC pg QE/g)° DPPH Superoxide
IC,, (ng/mL)

Petroleum ether 30.22+1.17° - 345.06£13.11° 287.18+5.11°

Ethyl acetate 23.41£2.24¢ - 333.20£10.12¢ 419.03+20.15°

Butanol 43.33£2.77* 29.55+0.15° 203.73+14.13° 241.90+19.55¢

Benzene 14.41£1.33d - 351.69+12.44¢ 376.88+25.55%

Methanol 47.01+5.40° 30.89+0.09° 220.05+14.22° 262.8949.22¢

Ascorbic acid -

179.84+24.55%¢ 222.13+16.11¢

Each value is expressed as the means+SE (n=3). For each treatment the means within the column by different letters are

significantly different at P<0.05.

“Expressed as pg of gallic acid equivalents (GAE); Pexpressed as pg of quercetin equivalents (QE).

TPC: Total phenolics
TFC: Total flavonoids

Total phenolic and total flavonoid compounds

The flaxseed extracts obtained with methanol and
butanol contained a higher amount of total phenolic
compounds 47.01£5.40 and 43.33+2.77 pg gallic
acid equivalents/g of extract respectively, while the
lower level were observed with the benzene extract
(14.41£1.33 pg gallic acid equivalents/g of extract).

Our results are in agreement with other reports
demonstrated that methanolic solvent was more
effective isolating phenolic compounds from different
plant materials (Shabbir et al., 2011). In addition, our
data shows that flavonoid content of L. usitatissimum
methanolic and butanolic extracts were 30.89+0.09
and 29.55+0.15 pg Quercetin equivalents/g of
extract, respectively (Table 2).

Phenolic compounds are omnipresent secondary
metabolites in plants and have wide range of
therapeutic uses. The scavenging ability of phenolics
is mainly due to the presence of hydroxyl groups.
Flavonoids are a group of polyphenolic compounds
which exhibit several biological effects such as anti-
inflammatory, hepatoprotective, anti-ulcer, anti-
allergic, anti-viral, anti-cancer activities. They also
exhibitenzymes such as aldose reductase and xanthine
oxidase. They are able to scavenge the reactive
oxygen species because of their phenolic hydroxyl
groups and are potent antioxidants (Bhadauria et al.,
2012).

DPPH radical scavenging activity

Petroleum ether, benzene, ethyl acetate,
methanol and butanol extracts of L. usitatissimum
exhibited a concentration dependent DPPH radical
scavenging activity (Figure 1). At 800 pg/mL,
DPPH radical scavenging activity of butanol and
methanol extracts of L. wusitatissimum were 96.2%
and 93.1%, respectively. At this concentration, all
the extracts exhibited a higher scavenging activity.
The scavenging ability was in the order: butanol>

methanol > ethyl acetate > petroleum ether > benzene.

DPPH (2,2-diphenyl-2-picrylhydrazyl) analysis
is one of the best-known, accurate, and frequently
employed methods for evaluating antioxidant activity.
It is a stable free radical which determines the ability
of pure substances or crude extracts for trapping
the unpaired electron species by donating hydrogen
atoms or electrons, and producing in consequence
the radical disappearance and the formation of less
reactive species derived from the antioxidant (Parekh
et al., 2007).

In the present study the effect of different extracts
of L. usitatissimum on DPPH scavenging was
increasing with the increase in the concentration of
the extracts from 50-800 pg/mL and it is thought
to be due to their hydrogen donating ability. It has
been observed that the extracts prepared in high polar
solvents exhibited strong activities which indicates
that varieties of polyphenols, and flavanoids trapped
may play important role in these activities. The
present findings are in agreement with the report
of Tepen et al., 2005; Battu et al., 2011 for Salvia
tomentosa and Euphorbia heyneana, respectively.

Superoxide radical scavenging activity

As shown in Figure 1, it points out that, at 800ug/
mL petroleum ether, butanol and methanol extracts
showed a higher superoxide radical scavenging
activities (87.1, 96.24 and 93.5%, respectively). All
the concentrations of ethyl acetate showed a lower
activity. The superoxide radical scavenging activity
decreased in these order: butanol> methanol >
petroleum ether > benzene > ethyl acetate.

Superoxide dismutase catalyses the dismutation
of the highly reactive superoxide anion to oxygen
and hydrogen peroxide. These species are produced
by a number of enzyme systems in auto-oxidation
reactions and by non-enzymatic electron transfers
that reduce molecular oxygen. It can also decrease
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Figure 1. DPPH and superoxide scavenging activities of different extracts of Linum usitatissimum and standard asorbic
acid. Plots with different alphabets indicated on top are statistically different (P < 0.05)

certain iron complexes such as cytochromes (Sena
et al., 2009; Gulcin et al., 2011). Superoxide anion
is very harmful to cellular components (Korycka-
Dahl and Richardson, 1978). They are effectively
scavenged by flavonoids. Our data reveals that the
different extracts of L. usitatissimum showed a potent
superoxide scavenging activity when compared to
ascorbic acid. Accordingly, it is suggested that the
low to moderate ferrous ions chelating effects of
these fractions would be rather beneficial to protect
the cell against oxidative damage (Rajesh et al.,
2008). Similar trend of metal ion scavenging activity
was observed in the species, Acalypha fruticosa
(Thambiraj et al., 2012), Naregamiaalata (Joseph et
al., 2010) and Leucas ciliate (Qureshi ef al., 2010).

IC,, values

The IC,, was utilized to classify antioxidant
activity of a sample in comparison with the standard.
The effective dose of 50% inhibition (IC, ) was also
obtained from a plot of percentage inhibition beside
extract concentration. All the experiments were
run in triplicate and mean values therefore, were
calculated against ascorbic acid as positive control

(Table 2). IC,, values of butanol and methanol
extracts of L. usitatissimum for DPPH were found
to be respectively 203.73+14.13 and 220.05+£14.22
+g/mL. Moreover, for superoxide radical scavenging
IC,, values were 241.90+19.55 and 262.89+9.22 ng/
mL; these results were similar to the activity of the
positive control, ascorbic acid 179.84+24.55 and
222.13+16.11 pg/mL.

For petroleum ether flaxseed extract, IC, values
of DPPH and superoxide radical scavenging were
345.06+13.11 and 287.18+5.11 pg/mL, respectively.
A higher DPPH IC, values were noted with
ethyl acetate (333.20+10.12 pg/mL) and benzene
(351.69+£12.44 ug/mL) extracts. For superoxide
radical scavenging, the values were 419.03+£20.15
and 376.88+25.55 ug/mL, respectively; these
results were increased approximately by 50% as
compared to the butanol extract. Moreover, a highly
relationships between the results of both DPPHe and
superoxide scavenging activities and total phenolic
compounds (TPC) (estimated with Folin-Ciocalteu
reagent) (r = +0.89 and +0.92; p<0.01). Our findings
are in agreement with the report of Anwar, F and
Przybylski R (2012). Numerous investigations of the
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antioxidant activity of plant extracts have confirmed
a high correlation between the values of phenol
concentration and antioxidant activity (Katalini¢ et
al., 2004; Borneo et al., 2008), while other reports
do not (Dasgupta and De, 2007). So, the extracts
prepared in high polar solvents exhibited a strong
activity which indicates that varieties of polyphenols,
and flavonoids trapped may play important role in
these activities.

Reducing power

The reducing power of different extracts of L.
usitatissimum and standard ascorbic acid is illustrated
in Figure 2. The extracts of L. usitatissimum exhibited
a concentrated dependent increase in reducing power.
Among all the different extracts studied, butanolic
extract showed higher reducing power which is
comparable to standard ascorbic acid. Our results
are in agreement with those reported by Sangeetha
et al. (2010) using Sphaeranthus indicus Linn.
(Asteraceae).

Antioxidants may act as free radical scavengers,
reducing agents, chelating agents for the transition of
metals, quenchers of singlet oxygen molecules and
or activators of antioxidative defense enzyme system
to suppress the radical damages in biological systems
(Prasad et al., 2000; Zanwar et al., 2011).

The reducing capacity of a compound may serve
as an important indicator of its potential antioxidant
activity (Ho et al., 2012). The reducing properties are
generally associated with the presence of reductones
(Krishnamoorthy et al., 2011). According to Gordan
(1990), antioxidant action of reductones is based on
the breaking of the free radical chain by donating
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~— Butanol

o
@

o
)
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o o
N £
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a hydrogen atom. Our results showed that butanol
extract exhibited the highest reducing power than
all other extracts in the higher concentration of 800
pg/mL and the value was comparable to that of the
standard (Figure 2). The marked antioxidant activity
of L. usitatissimum may be due to the presence
of polyphenols which may act as reductones to
convert free radicals into more stable products and
terminate free radical chain reaction. Similar trend
of observation on polyphenolic constituents’ dose
dependent reducing power activity has been reported
for several other plant extracts (Zhu et al., 2002;
Amarowicz et al., 2004).

Conclusion

The medicinal properties of plants have been the
centre of attraction for researchers in recent scientific
developments throughout the world, due to their
potent antioxidant properties and economic viability.
Based upon the results of the present investigation it
can be concluded that butanol and methanol are the
most effective solvents for recovering antioxidant
components from flaxseed. It is further reccommended
to optimize the antioxidant extraction efficacy of these
solvents using different extraction techniques. The
medicinal properties of flaxseed extract may be due
to the presence of above mentioned phytochemicals
rendering them as a potential source for the isolation
of compounds for development of nutraceuticals.
Based on the previous results, pharmacognostical
studies are suggested to confirm the antioxidant
ability before going for commercialization.

~—#—Benzene
—— Methanol

Ascorbic acid

600 800 Concentration (mg/mL)

Figure 2. Reducing power of different extracts of L. usitatissimum and standard ascorbic acid. Plots with different
alphabets indicated on top are statistically different (P < 0.05)
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Abstract

The aim of this study was to determine the effects of Linum usitatissimum (Linn.), commonly known as flaxseed, on
hyperglycemia, dyslipidemia, oxidative stress and inflammation in streptozotocin (STZ)-induced diabeticWistar rats.

For phytochemical analysis of flaxseed solvents extract, preliminary screening methods of phytoconstitutents were followed in
different solvents. In addition, total phenolic and flavonoids compounds were measured. In vitro antioxidant activity was determined by 1,1-
diphenyl-2-picryl-hydrazyl (DPPH), superoxide radical scavenging activity (O,") and ferric reducing power (FRAP) tests.

Phytochemical analysis provides evidence that methanolic, butanolic, petroleum ether, ethyl acetate and benzene extracts of
flaxseed contains an important amounts of bioactive compounds. Furthermore, using methanolic and butanolic solvents were able to extract a
higher amounts of total phenolic compounds (47.0145.40 and 43.33+2.77 nug gallic acid equivalents/g of extract, respectively) and flavonoids
(30.89+0.09 and 29.55+0.15 pg Quercetin equivalents/g of extract, respectively).The antiradical activity of the various extracts of Lu
increases with the increase in the concentrations of the extracts of 50-800 pg/ mL. The extracts prepared in high polar solvents exhibited
strong activities which indicate that varieties of polyphenols, and flavanoids trapped may play important role in these activities.

Hyperglycemia was induced in male Wistar rats (n=12) weighing 267+5g, by intraperitoneal injection of STZ (60mg/kg body
weight). All type 1 Diabetic rats were divided into two groups. During 56 days, the untreated group (D) (n=6) received a 20% casein diet (D)
and the treated group (n=6) received the same diet supplemented with 10g/kg of Lu seed powder (D-Lu). The 3"control group (C) (n=6) was
fed 20% casein.

There was no significant difference in food intake between the three groups. While, a significant reduction in the body weight was
noted in D vs T, whereas in the D-Lu vs D group an increase in weight is noted from the third week of the experiment. At d56, In D vs T,
glycemia and glycosylated hemoglobin were increased by +85% and +41%, respectively. While, insulinemia was decreased by -27% in
group D vs T. In contrast, treatment with flaxseed induced a decrease in blood glucose and glycosylated hemoglobin by -84% and -
55%.Whereas, insulinemia was increased by +40%. Moreover, plasma urea, creatinine, and uric acid values were increased in the D vs T
group, respectively. While, normal values of these parameters were noted in both groups in the urinary values. However, treatment of
diabetic rats (D-Lu) with flaxseed reduced plasma urea, creatinine and uric acid values by -32, -36%, and -25%, although urine urea and
creatinine was increased by +23% and +13%, respectively in the D-Lu vs D group. In addition, aspartate amino transferase (AST), alanine
amino transferase (ALT), and alkaline phosphatase (ALP) activities were increased in the D vs T group. Treatment of diabetic rats with Lu
induced a significant reduction in liver AST, ALT and ALP activities by -42%, -51% and -48%, respectively in the D-Lu vs D groups.

Furthermore, in the D vs T group, the appearance of hyperlipidemia characterized by higher plasma levels of total cholesterol
(TC), triglycerides (TG) and phospholipids (PL). Thus, a decrease in CT-HDL,, an increase in plasma C-VLDL, -LDL-HDL,, -HDL; and
CT/C-HDL and C-VLDL + LDL-HDL, / CT-HDL ratios was noted. Hypertriglyceridemia was associated with an increase in VLDL mass
and their TG contents, in the D vs T group. Moreover, no significant difference was noted in HDL, mass and apos and an increase in their
TG contents was noted. In addition, the HDL; mass was increased in the D vs T group by the increase of their contents in apos and PL
concentrations. On the other hand, TC, TG and PL concentrations were respectively reduced by -26%, -33% and -22% in liver and by -44%,
-49% and -61% at the plasma level in the D-Lu vs D group.The hypocholesterolemia induced by Lu seed was due to a decrease in C-VLDL
(-65%), C-LDL-HDL,; (-64%), and C-HDL; (-55%) concentrations. The CT/CT-HDL and C-VLDL-LDL-HDL,/C-HDL ratios were lower by
-40% and -62% respectively, in Lu fed rats.Whereas, the hypotriglyceridemic effect was concomitant with a reduction in TG-VLDL (-65%),
-LDL-HDL;(-59%) and -HDL, (-37%)in the D-Lu vs D group. Quantitatively, VLDL and LDL-HDL; mass was respectively 1.5- and 1.2-
fold lower. No significant difference was noted in HDL, and HDL; mass. However, HDL,-TG was 1.6- fold lower in the D-Lu vs D group.
Lecithin: cholesterol acyltransferase (LCAT) activity was 1.8-fold higher, in spite of similar HDL;-apo concentrations, which apo A-l, the
major apo is the cofactor- activator of LCAT. Moreover, in the D vs T group, oxidative stress objectified by an elevated in plasma, red blood
cells (RBC) and tissues TBARS concentrations. Thus, a decrease in antioxidant defense, in particular a decrease in enzymatic activity of
gluthatione peroxidase (GSH-Px) and that of glutathione reductase (GSSH-Red) in the RBC and superoxide dismutase (SOD) activity in all
tissues. However, a decrease in GSH-Px activity in liver, kidney, heart and muscle (p<0.05) was noted. In addition, catalase (CAT) activity
was significantly decreased in heart and brain. The Evaluation of the redox status in the D-Lu vs D group showed a decrease in TBARS
concentrations in RBC (-32%) and plasma (-54%) respectively. TBARS concentrations were lower 1.9- fold in liver, 1.6-fold in kidney, 1.5-
fold in heart, 1.2-fold in muscle and 1.8-fold in brain.In RBC, GSH-Px and GSSH-Red activities were increased by +43% and +28% in the
D-Lu vs D group respectively. In contrast, no significant difference was found in SOD activity in the three groups of rats. Increased SOD
activity was noted in liver (+44%) and muscle (+17%), While, GSH-Px activity was significantly higher in kidney (+39%), and GSSH-Red
activity was 1.2-and 1.3-fold higher in kidney and muscle, respectively. In D-Lu vs D, catalase activity was increased in kidney (+25%),
heart (+39%) and brain (+41%). In the D vs T group, evaluation of plasma inflammatory status showed an increase in plasma concentrations
of TNF-a and IL-6. However, the treatment of diabetic group with Linum usitatissimum seed showed respectively 1.5- and 1.6-fold lower
levels. Histopathological observations of liver, pancreas and kidney tissues demonstrated that treatment with Linum usitatissimum seed can
exert a protective effect against oxidative stress damage induced by diabetes in these organs.

In conclusion, in streptozotocin-induced diabetic rat, it appears that treatment with flaxseed induced hypoglycemic and hypolipidemic
effects. Indeed it improves antioxidant status in typeldiabetic rats by reducing lipid peroxidation and enhancing the antioxidant enzymes
activities in plasma, red blood cells and tissues in type 1 diabetic rats. It improves liver, kidney and pancreas histology, as well as the
cytokines profile (TNF-a and IL-6). In fact, Linseed could be used for the prevention/attenuation of diabetic complications.

Key words: Rat - Streptozotocin — Linumusitatissimum- Glycemia- HbAlc- Cholesterol — Triacylglycerols- Lipid peroxidation- TBARS -
SOD - GSH-Px - GSSH-red — CAT



Résumé

Le but de cette étude est de voir si le traitement avec la graine de Linum usitatissimum (Lu) peut corriger I’hyperglycémie, la
dyslipidémie, le stress oxydatif et I’inflammation induits chez le rat Wistar rendu diabétique par injection de streptozotocine (STZ).

Dans ce contexte nous avons tenté de déterminer les constituants phytochimiques des différents extraits de Lu selon des méthodes
de criblage préliminaire. De plus, les teneurs en polyphénols et flavonoides des différents extraits ont été mesurés. L’activité antiradicalaire
des différents extraits a été évaluée en utilisant des tests chimiques tels que les tests du piégeage du radical 1,1-diphényl-2-pycrilhydrazil
(DPPH), de I’anion superoxyde (O;’) et le test de réduction du fer (FRAP).

Les analyses phytochimiques des extraits méthanolique, butanolique, d’éther de pétrole, d’acétate d’éthyle et de benzéne de
Linum usitatissimum révelent la présence des constituants bioactives responsables des vertus thérapeutiques. Le dosage des polyphénols
totaux des différentes extraits montre des quantités importantes de composés phénoliques obtenus aprés extraction par du méthanol et du
butanol (47,0145,40 et 43,33+2,77 pg d’équivalent d’acide gallique/g) et flavonoides (30,89 + 0,09 et 29,55 + 0,15 pg d’équivalent de
quercétine /g), respectivement. L’activité anti-radicalaire des différents extraits de Lu augmente avec l'augmentation des concentrations des
extraits de 50-800 pg/mL. Les extraits préparés dans des solvants a polarité élevée ont montré des activités plus importantes, ce qui témoigne
que les variétés de polyphénols et des flavonoides piégés peuvent jouer un réle important dans ces activités.

Des rats males Wistar (n=12) pesant 267+5 g sont rendus diabétiques de typel par injection intrapéritonéale de STZ (60 mg/kg
poids corporel) et divisés en deux groupes: Un groupe diabétique non traité (n=6) consommant un régime a 20% de caséine (D) et un groupe
traité (n=6) soumis au méme régime supplémenté avec 10g/kg de poudre de Lu (D-Lu). Le groupe témoin (T) (n=6) consommant un régime a
20% de caséine, pendant 56 jours.

Aucune différence significative de la consommation alimentaire n’est notée entre les trois groupes de rats. Cependant, une
diminution du poids corporel des rats diabétiques (D) comparé a celui des rats témoins (T), est notée, alors que chez le groupe D-Lu vs D,
une augmentation du poids est observée a partir de la troisiéme semaine de I’expérimentation. La glycémie et I’hémoglobine glycosylée sont
augmentées de +85% et +41% respectivement chez le groupe D vs T. Alors que ’insulinémie est diminué de -27%. En revanche, le
traitement avec la graine de lin induit une baisse de la glycémie et de I’hémoglobine glycosylée de -84% et -55%. Alors que I’insulinémie
est augmenté de +29%. Cependant, les concentrations en urée, créatinine et acide urique plasmatiques sont augmentées chez le groupe D vs
T. Alors qu’aucune différence significative n’est notée au niveau urinaire, chez les deux groupes de rats. En outre, la supplémentation en
graines de lin induit une diminution des teneurs en urée, créatinine et acide urique plasmatiques de -32%, -36% et -25%, alors que les valeurs
urinaires en urée et créatinine augmentent respectivement de +23 et +13%, chez le groupe D-Lu vs D. Les activités enzymatiques de
’aspartate amino-transférase (ASAT), de I’alanine amino-transférase (ALAT) et celle de la phosphatase alcaline (PAL) plasmatiques sont
augmentées chez le groupe D vs T. Le traitement avec les graines de lin entraine une diminution de ces activités de -42%, -51% et -48%,
respectivement, chez le groupe D-Lu comparé @ D. Chez le groupe D vs T, nos résultats indiquent ’apparition d’une hyperlipidémie
caractérisée par une élévation des niveaux plasmatiques du cholestérol total (CT), des triglycérides (TG) et des phospholipides (PL). Par
ailleurs, une baisse des teneurs en CT-HDL, et inversement, une augmentation du CT du plasma, des VLDL, des LDL-HDL,, des HDL;, des
rapports d’athérogénicité CT/C-HDL, C-VLDL+LDL-HDL,/CT-HDL, est notée. L hypertriglycéridémie est associée a I’augmentation de la
masse et des TG des VLDL, chez le groupe D vs T. En paralléle, aucune différence significative n’est notée dans la masse des HDL, et dans
leurs contenus en apos, alors qu’une ¢lévation de leurs contenus en TG, est observée. La masse des HDL; est augmentée chez le groupe D vs
T par augmentation de leurs concentrations en apos et en PL. En revanche, Les teneurs hépatiques en CT, TG et PL sont diminuées de -26%,
-33% et -22%, respectivement et de -44%, -49% et -61% au niveau plasmatique chez le groupe D-Lu vs D. L hypocholestérolémie induite
par la graine de lin résulte d’une diminution des concentrations en C-VLDL (-65%), C-LDL-HDL,; (-64%), C-HDL3(-55%) et des rapports
d’athérogénicité CT/C-HDL (-40%) et C-VLDL-LDL-HDL,/C-HDL (-62%). Alors que I’effet hypotriglycéridémiant est concomitant avec la
réduction des TG des VLDL (-65%), LDL-HDL; (-59%) et HDL, (-37%). Quantitativement, la masse des VLDL et des LDL-HDL, est 1,5-
et 1,2-fois, respectivement plus faible. En revanche, la masse des HDL, et HDL; est similaire. Cependant, les teneurs en TG-HDL; sont 1,6-
fois plus faibles. L’activité de la lécithine: cholestérol acyltransférase (LCAT) est 1,8-fois plus importante malgré des concentrations
similaires en apo-HDL, dont I’apolipoprotéine majeur est I’apo A-I, cofacteur-activateur de la LCAT. Parallélement, chez le groupe D vs T,
le stress oxydant est objectivé par une augmentation des concentrations en TBARS du plasma, des érythrocytes et des tissus. Ainsi, une
diminution des défenses antioxydantes est notée, en particulier la baisse des activités enzymatiques de la glutathion peroxydase (GSH-Px) et
de la glutathion réductase (GSSH-Red) des érythrocytes et celle de la superoxyde dismutase (SOD), au niveau de tous les tissus. Cependant,
une diminution significative de I’activité¢ de la GSH-Px est observée au niveau du foie, du rein, du ceeur et du muscle est notée. De plus,
’activité de la catalase (CAT) est significativement diminuée au niveau du ceeur et du cerveau. Chez le groupe D-Lu vs D, I’évaluation du
statut redox, montre une diminution des concentrations en TBARS des érythrocytes (-32%) et du plasma (-54%). De plus, les teneurs des
TBARS sont 1,9-, 1,6-, 1,5-, 1,2 et 1,8-fois plus faibles au niveau du foie, du rein, du cceur, du muscle et du cerveau. Par ailleurs, au niveau
des érythrocytes, les activités enzymatiques de la GSH-Px et de la GSSH-Red sont augmentées de +43% et +28%, respectivement. En
revanche, ’activité de la SOD est similaire chez les trois groupes de rats. Une élévation de I’activité de la SOD est notée au niveau du foie
(+44%) et du muscle (+17%). Chez le groupe D-Lu vs D, I’activité de la GSH-Px est plus importante au niveau rénal (+39%), alors que celle
de la GSSH-Red est respectivement 1,2- et 1,3-fois plus élevée au niveau du rein et du muscle. De plus, une augmentation de activité CAT
est notée au niveau du rein (+25%), du ceeur (+39%) et du cerveau (+41%), respectivement. Chez le groupe D vs T, I’évaluation du statut
inflammatoire plasmatique montre une augmentation des concentrations plasmatiques en TNF-a et IL-6. Cependant, le traitement du groupe
diabétique avec la graine de Linum usitatissimum montre des teneurs respectivement 1,5- et 1,6-fois plus faibles. L’analyse
histopathologique du foie, du pancréas et du rein montre que le traitement avec la graine de Linum usitatissimum peut exercer un effet
protecteur contre les dommages induits par le stress oxydant induit par le diabéte au niveau de ces organes.

En conclusion, il apparait que chez le rat rendu diabétique par injection de la streptozotocine, le traitement avec la graine de
Linum usitatissimum induit des effets hypoglycémiants et hypolipémiants. De plus, cette graine réduit le stress oxydant en réduisant la
peroxydation lipidique et en augmentant [’activité de certaines enzymes antioxydantes au niveau des érythrocytes, du plasma et des tissus.
De plus elle agit favorablement sur les teneurs des cytokines proinflammatoires (TNF-a, /L-1 et IL-6) et améliore les aspects histologiques
du foie, du rein et du pancréas. En effet, la graine de Lin pourrait étre utilisée pour prévenir et/ou atténuer les complications associées au
diabete.

Mots Clés : Rat - Streptozotocine - Linumusitatissimum - Glycémie - HbA;C- Cholestérol — Triglycérides - Peroxydation lipidique - TBARS
- SOD - GSH-Px - GSSH-red - CAT.



International Food Research Journal 25(1): 75 - 82 (February 2018)

nternational

b——

Journal homepage: http://www.ifij.upm.edu.my

Comparison of phytochemical and antioxidant properties of extracts from
flaxseed (Linum usitatissimum) using different solvents

Alachaher, F. Z., Dali, S., Dida, N. and “Krouf, D.

Laboratory of Clinical and Metabolic Nutrition, Department of Biology, Faculty of Sciences,
University of Oranl Ahmed Benbella, BP 1524 EL M’Naouer 31000, Oran, Algeria

Article history

Received: 30 June 2016
Received in revised form:

31 October 2016
Accepted:25 November 2016

Keywords

Linum usitatissimum,
Phenolics,
Flavonoids,

DPPH,

Antioxidant activity

Abstract

The aim of the present study was to evaluate the phytochemical constituents and free radicals
scavenging activities of flaxseed (Linum usitatissimum) solvents extract. For phytochemical
analysis of extracts, preliminary screening methods of phytoconstitutents were followed in
different solvents. In addition, total phenolic and flavonoids compounds were measured.
In vitro antioxidant activity was determined by 2,2-diphenyl-2-picryl-hydrazyl(DPPH),
superoxide radical scavenging activity and ferric reducing power tests. Phytochemical analysis
provides evidence that both solvents extract of Linum usitatissimum contains an important
amounts of bioactive compounds. Furthermore, using methanolic and butanolic were able to
extract a higher amounts of total phenolic compounds (47.01+£5.40 and 43.33+2.77 ug gallic
acid equivalents/g of extract, respectively) and flavonoids (30.89+0.09 and 29.55+0.15 pg
Quercetin equivalents/g of extract), respectively). In vitro antioxidant activities of petroleum
ether, benzene, ethyl acetate, methanolic and butanolic extracts of flaxseed were evaluated.
Butanolic extract exhibited a higher DPPH radical scavenging activity, whereas petroleum
ether and ethyl acetate extracts showed an important hydrogen peroxides scavenging activity.
Also, an increase of ferric reducing antioxidant power (FRAP) was noted with methanolic
extract.The results of the current study showed that flaxseed contain important amount of
phenolic compounds and higher antioxidant activities rendering them as a potential source for

development of nutraceuticals.

© All Rights Reserved

Introduction

Oxidative stress occurs when redox homoeostasis
within the cell is altered. This imbalance may be
due to either an overproduction of reactive oxygen
species (ROS) or deficiency of an antioxidant system
(Rosenfeldt et al., 2013). ROS have been implicated
in more than 100 degenerative diseases including
cardiovascular, diabetes, cancer, atherosclerosis,
neurodegenerative disorders and arthritis
(Saminathan et al., 2013; Adebayo et al., 2014).
Therefore, antioxidants with free radical scavenging
activities may have great relevance in the prevention
and therapeutics of diseases in which oxidants or free
radicals are implicated (Yamuna ef al., 2013). In this
respect, polyphenolic compounds, like flavonoids
and phenolic acids, commonly found in plants have
been reported to have multiple biological effects,
including antioxidant activity (Faller and Fialho,
2010; Burgos et al., 2013; Chiang et al., 2013).

Presently, the possible toxicity of synthetic
antioxidants has been criticized. It is: generally
assumed that frequent consumption of plant-
derived phytochemicals from vegetables, fruit,

*Corresponding author.
Email:Incmkroufi@gmaill.com

tea and herbs may contribute to shift the balance
toward an adequate antioxidant status (Shen et al.,
2012). Consequently, interest in natural antioxidant,
especially of plant origin, has greatly increased in
recent years (Jayaprakash et al., 2000).

Linumusitatissimum (Linn.), commonly known as
flaxseed or linseed, belongs to the family Linaceae. It
has been consumed as a food ingredient and presently
has a high demand in food industries (Arvindkumar
et al., 2012). Flaxseed plays a major role in the field
of diet and disease research due to its potential health
benefits associated with linolenic acid (57%) and a
major lignan, namely ecoisolariciresinol diglucoside
(SDG) (Milder et al., 2005).

There are numbers of studies indicating the
potential of flaxseed as antidiabetic (Prasad et al.,
2000) and cardioprotective activity (Zanwar et al.,
2011), but very few studies evaluating antioxidant
potential of L. usitatissimum and its association with
ROS production. Hence, present study is carried
out_to compare the phytochemical and antioxidant
properties-of extracts from“flaxseed using different
solvents.
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Materials and Methods

Chemicals and reagents

All the chemicals, reagents and standards
including  Folin-Ciocalteu’s  phenol  reagent,
2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH), ascorbic
acid, gallic acid were obtained from Sigma-
Aldrich (St. Louis, Mo, USA), whereas, potassium
dihydrogen phosphate, ferrous chloride, sulphuric
acid and all other chemicals/reagents and solvents
used in this study were of analytical reagent grade
and purchased from Merck (Darmstadt, Germany).

Plant material and sample preparation

Linum usitatissimum was collected in Southern
of Algeria (Adrar), between February and March
2015, identified taxonomically and authenticated by
the Botanical Research Institute of Oran 1 University.
For the present study purpose, the dried plant material
was made into fine powder of 40 mesh size using the
pulverizer. The coarse powder (100 g) of linseed was
extracted successively with petroleum ether, benzene,
ethyl acetate, methanol and butanol, each 250 mL in a
Soxhlet apparatus for 24 hours (Tiwari et al., 2011).
All the extracts were filtered through Whatman No.41
filter paper. Then the extracts were concentrated in
a rotavapor (Buchi Labortechnink AG, Postfach,
Switzerland). The concentrated extracts were used
for the estimation of total phenolics and flavonoids
and in vitro antioxidant activity.

Phytochemical screening

Phytochemical screening was done using standard
procedures as previously described by (Tiwari ef al.,
2011). Each extract was screened for the following
phytoconstituents: alcaloids, saponins, terpenoids,
flavonoids, glycosides, proteins, carbohydrate, and
phenolic compounds.

Determination of total phenolics

The total phenol content was determined by Folin-
Ciocalteu reagent method (McDonald et al., 2001).
0.5 mL of extract (Img/mL) and 0.1 mL of Folin-
Ciocalteu reagent (0.5N) were mixed and incubated
at room temperature for 15 min. 2.5 mL of 20%(w/v)
saturated sodium carbonate was added, incubated
for 30 min at room temperature and absorbance was
measured at 760 nm. The total phenol content was
expressed in terms of Gallic acid equivalent (ng/g)
(Chanda and Dave, 2009).

Determination of total flavonoids
The total flavonoid content was determined by
Aluminum chloride method.ImL of sample (I1mg/

mL) was mixed with 0.5mL of 1.2% aluminium
chloride and 0.5mL of potassium acetate (120 mol/L).
In this mixture, 1mL of methanol was added to make
3mL volume. This mixture was vortexed, incubated
at room temperature for 30min and absorbance was
measured spectrophotometrically at 415nm. The total
flavonoid content was expressed in terms of quercetin
equivalent (ug/g) (Singleton and Rossi, 1965).

DPPH free radical scavenging activity

The free radical scavenging activity of all the
extracts was evaluated by 2,2-diphenyl-2-picryl-
hydrazyl (DPPH) according to Shener al. (2010).
Briefly, 0.1 mmol/L solution of DPPH in methanol
was prepared, and 1 mL of this solution was added to
3 mL of extracts at different concentration (50,100,
200, 400 and 800 ug/mL).The mixtures were shaken
vigorously and allowed to stand at room temperature
for 30 minutes. Then the absorbance was measured at
517 nm using spectrophotometer (Genesys 10S UV-
VIS Thermo Electron Corporation, USA). Ascorbic
acid was used as standard. Lower absorbance values
of reaction mixture indicate higher free radical
scavenging activity.

The capability to scavenging the DPPH radical
was calculated by using the following formula:

A Control - A Sample
A Control

DPPH radical scavenging activity (%) = X100

Where, AControl indicates the absorbance of solution
containing only the DPPH reagent whereas, ASample
is the absorbance of the sample reaction.

Superoxide radical scavenging activity

The superoxide anion scavenging activity was
measured as described by Srinivasan et al. (2007).
The superoxide anion radicals were generated in
3.0 mL of Tris, hydrochloride buffer (16 mmol/L,
PHS8.0), containing 0.5 mL of nitroblue-tetrazolium
chloride (0.3 mmol/L), 0.5 mL nicotinamide adenine
dinucleotide (0.936 m mmol/L) solution, 1.0 mL
extract of different concentration (50,100, 200, 400
and 800 pg/mL), and 0.5 mL Tris, hydrochloride
buffer (16 mmol/L, PH8.0). The reaction was started
by adding 0.5 mL phenazine methosulfate solution
(0.12 mmol/L) to the mixture, incubated at 25°C for
5 min and the absorbance was measured at 560 nm
against a blank sample, ascorbic acid.

The percentage inhibition was calculated by
using the following equation:

A Control - A Sample
A Control

Superoxide radical scavenging activity (%) = X100

Where, AControl is the absorbance of the control
reaction, and ASample is the absorbance of the
sample reaction.
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Reducing power assay

The reducing power of the extracts was
determined by the method of Kumar and Hemalatha
(2011). 1T mL of solution containing 50,100, 200,
400 and 800 pg/mL of the extracts was mixed with
sodium phosphate buffer (5.0 mL, 0.2 M, pH 6.6) and
potassium ferricyanide (5.0 mL, 1.0%). The mixture
was incubated at 50°C for 20 minutes. Then 5 mL of
10% trichloroacetic acid was added and centrifuged
at 1000xg (10 min at 5°C) in a refrigerated centrifuge.
The upper layer of the solution (5.0 mL) was diluted
with 5.0 mL of distilled water and ferric chloride and

absorbance is measured at 700 nm. The|experiment

was performed thrice and results were averaged:

Statistical analysis

All the experiments were carried out in triplicate.
The results are expressed as mean values and standard
error of the mean. The one-way analysis of variance
(ANOVA) and Tukey multiple comparisons were
carried out to test any significant difference between
the means. All statistical tests were performed using
STATISTICA (Version 6.0, Statsoft, USA) at a 5%
significance level.

Results and Discussion

Phytochemical constituents

Plants extracts for medicinal usage contain a
variety of types of bioactive compounds. These
compounds consistofmulti-componentmixtures, their
separation and determination still creates problems.
The selection of solvent system largely depends on
the specific nature of the bioactive compound being
targeted. Furthermore, different solvent systems are
available to extract the bioactive compound from
natural products. Extraction efficiency is affected by
the chemical nature of phytochemicals, the extraction
method used, sample particle size, the solvent used,

as well as the presence of interfering substances.
Under the same extraction time and temperature,
solvent and composition of sample are known as the
most important parameters.

The amounts of the crude extracts obtained
from flaxseeds using different extraction solvents
are presented in Table 1. The preliminary
phytochemical screening of different extract of L.
usitatissimum revealed several polar and non-polar
chemical constituents. The phytochemical analysis
of L. usitatissimum extracts showed the presence
of flavonoids, phenolic compounds, glycosides,
alkaloids, terpenoids, proteins and carbohydrate by
simple qualitative phytochemical screening methods.

All the extracts produced negative results for
saponins and the methanolic and butanolic extracts
show positive results for flavonoids. Plant food
contains a variety of biological activities, non-
nutritive compounds known as phytochemicals,
which impart health benefits such as antioxidant
activity, antimicrobial effect, modulation of
detoxification enzymes, stimulation of the immune
system, decrease of platelet aggregation and
modulation of hormone metabolism and anticancer
property (Narasinga, 2003).

In our investigation, the total phenolic compound
content and antioxidant activity of flaxseed were
studied since this plant is widely consumed by
the native population (either as food or/and as
medicine) (Chirinos et al., 2013). Furthermore, the
health benefits of flaxseed are mainly attributed to
biologically active components such as a-linolenic
acid, lignans, unique proteins, phenolic acids and
flavonoids (Kitts et al., 1999; Tarpila et al., 2005;
Hosseinian et al., 2006). Phytochemical analysis of
flaxseed by Tawheed and Monika (2014) showed
the presence of flavonoids, terpenoids, tannins and
phenols.

Table 1. Phytochemical analysis of L. usitatissimum (linn) extracts

Chemical constituents ~ Phytochemical Test l\iitgzgfl ]Zzt?::tl ef}fet;(;l;;:;:t Eﬂ;iltrz(ztat ]iirifae;e

1 Flavonoids Alkaline test + + - - -
2 Phenolic compounds Ferric chloride test + + + +
3 Glycosides Keller-Kiliani test + + + + +
4  Terpenoids Salkowki test + + + + +

Mayer’s test + + + + +
5 Alkaloids Wagner’s test + + - + -

Dragendorft’s test + + + + -
6  Carbohydrate Molish test + + + +
7  Saponins Frothing test - - - - -
8  Proteins Millon’s test + + + + +

(+) implies presence; (—) implies absence
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Table 2. Total phenolic and total flavonoid contents of L. usitatissimum extracts

L. usitatissimum extracts TPC(ug GAE/g)® TFC pg QE/g)° DPPH Superoxide
IC,, (ng/mL)

Petroleum ether 30.22+1.17° - 345.06£13.11° 287.18+5.11°

Ethyl acetate 23.41£2.24¢ - 333.20£10.12¢ 419.03+20.15°

Butanol 43.33£2.77* 29.55+0.15° 203.73+14.13° 241.90+19.55¢

Benzene 14.41£1.33d - 351.69+12.44¢ 376.88+25.55%

Methanol 47.01+5.40° 30.89+0.09° 220.05+14.22° 262.8949.22¢

Ascorbic acid -

179.84+24.55%¢ 222.13+16.11¢

Each value is expressed as the means+SE (n=3). For each treatment the means within the column by different letters are

significantly different at P<0.05.

“Expressed as pg of gallic acid equivalents (GAE); Pexpressed as pg of quercetin equivalents (QE).

TPC: Total phenolics
TFC: Total flavonoids

Total phenolic and total flavonoid compounds

The flaxseed extracts obtained with methanol and
butanol contained a higher amount of total phenolic
compounds 47.01£5.40 and 43.33+2.77 pg gallic
acid equivalents/g of extract respectively, while the
lower level were observed with the benzene extract
(14.41£1.33 pg gallic acid equivalents/g of extract).

Our results are in agreement with other reports
demonstrated that methanolic solvent was more
effective isolating phenolic compounds from different
plant materials (Shabbir et al., 2011). In addition, our
data shows that flavonoid content of L. usitatissimum
methanolic and butanolic extracts were 30.89+0.09
and 29.55+0.15 pg Quercetin equivalents/g of
extract, respectively (Table 2).

Phenolic compounds are omnipresent secondary
metabolites in plants and have wide range of
therapeutic uses. The scavenging ability of phenolics
is mainly due to the presence of hydroxyl groups.
Flavonoids are a group of polyphenolic compounds
which exhibit several biological effects such as anti-
inflammatory, hepatoprotective, anti-ulcer, anti-
allergic, anti-viral, anti-cancer activities. They also
exhibitenzymes such as aldose reductase and xanthine
oxidase. They are able to scavenge the reactive
oxygen species because of their phenolic hydroxyl
groups and are potent antioxidants (Bhadauria et al.,
2012).

DPPH radical scavenging activity

Petroleum ether, benzene, ethyl acetate,
methanol and butanol extracts of L. usitatissimum
exhibited a concentration dependent DPPH radical
scavenging activity (Figure 1). At 800 pg/mL,
DPPH radical scavenging activity of butanol and
methanol extracts of L. wusitatissimum were 96.2%
and 93.1%, respectively. At this concentration, all
the extracts exhibited a higher scavenging activity.
The scavenging ability was in the order: butanol>

methanol > ethyl acetate > petroleum ether > benzene.

DPPH (2,2-diphenyl-2-picrylhydrazyl) analysis
is one of the best-known, accurate, and frequently
employed methods for evaluating antioxidant activity.
It is a stable free radical which determines the ability
of pure substances or crude extracts for trapping
the unpaired electron species by donating hydrogen
atoms or electrons, and producing in consequence
the radical disappearance and the formation of less
reactive species derived from the antioxidant (Parekh
et al., 2007).

In the present study the effect of different extracts
of L. usitatissimum on DPPH scavenging was
increasing with the increase in the concentration of
the extracts from 50-800 pg/mL and it is thought
to be due to their hydrogen donating ability. It has
been observed that the extracts prepared in high polar
solvents exhibited strong activities which indicates
that varieties of polyphenols, and flavanoids trapped
may play important role in these activities. The
present findings are in agreement with the report
of Tepen et al., 2005; Battu et al., 2011 for Salvia
tomentosa and Euphorbia heyneana, respectively.

Superoxide radical scavenging activity

As shown in Figure 1, it points out that, at 800ug/
mL petroleum ether, butanol and methanol extracts
showed a higher superoxide radical scavenging
activities (87.1, 96.24 and 93.5%, respectively). All
the concentrations of ethyl acetate showed a lower
activity. The superoxide radical scavenging activity
decreased in these order: butanol> methanol >
petroleum ether > benzene > ethyl acetate.

Superoxide dismutase catalyses the dismutation
of the highly reactive superoxide anion to oxygen
and hydrogen peroxide. These species are produced
by a number of enzyme systems in auto-oxidation
reactions and by non-enzymatic electron transfers
that reduce molecular oxygen. It can also decrease



Krouf, D. et al. /IFRJ 25(1) : 75 - 82 79

==& --Petroleum ether
= & — Ethyl acetate

—*— Butanol
100

80

60

40

20

DPPH scavenging activity (%)

—&— Benzene
= Methanol
— ® — Ascorbic acid

0 200 400
100
80
60
40

20

6(‘)0 8(l)0 Concentration mg/mL

Superoxide scavenging activity (%)

0 200 400

Concentration (mg/mL)
600 800

Figure 1. DPPH and superoxide scavenging activities of different extracts of Linum usitatissimum and standard asorbic
acid. Plots with different alphabets indicated on top are statistically different (P < 0.05)

certain iron complexes such as cytochromes (Sena
et al., 2009; Gulcin et al., 2011). Superoxide anion
is very harmful to cellular components (Korycka-
Dahl and Richardson, 1978). They are effectively
scavenged by flavonoids. Our data reveals that the
different extracts of L. usitatissimum showed a potent
superoxide scavenging activity when compared to
ascorbic acid. Accordingly, it is suggested that the
low to moderate ferrous ions chelating effects of
these fractions would be rather beneficial to protect
the cell against oxidative damage (Rajesh et al.,
2008). Similar trend of metal ion scavenging activity
was observed in the species, Acalypha fruticosa
(Thambiraj et al., 2012), Naregamiaalata (Joseph et
al., 2010) and Leucas ciliate (Qureshi ef al., 2010).

IC,, values

The IC,, was utilized to classify antioxidant
activity of a sample in comparison with the standard.
The effective dose of 50% inhibition (IC, ) was also
obtained from a plot of percentage inhibition beside
extract concentration. All the experiments were
run in triplicate and mean values therefore, were
calculated against ascorbic acid as positive control

(Table 2). IC,, values of butanol and methanol
extracts of L. usitatissimum for DPPH were found
to be respectively 203.73+14.13 and 220.05+£14.22
+g/mL. Moreover, for superoxide radical scavenging
IC,, values were 241.90+19.55 and 262.89+9.22 ng/
mL; these results were similar to the activity of the
positive control, ascorbic acid 179.84+24.55 and
222.13+16.11 pg/mL.

For petroleum ether flaxseed extract, IC, values
of DPPH and superoxide radical scavenging were
345.06+13.11 and 287.18+5.11 pg/mL, respectively.
A higher DPPH IC, values were noted with
ethyl acetate (333.20+10.12 pg/mL) and benzene
(351.69+£12.44 ug/mL) extracts. For superoxide
radical scavenging, the values were 419.03+£20.15
and 376.88+25.55 ug/mL, respectively; these
results were increased approximately by 50% as
compared to the butanol extract. Moreover, a highly
relationships between the results of both DPPHe and
superoxide scavenging activities and total phenolic
compounds (TPC) (estimated with Folin-Ciocalteu
reagent) (r = +0.89 and +0.92; p<0.01). Our findings
are in agreement with the report of Anwar, F and
Przybylski R (2012). Numerous investigations of the
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antioxidant activity of plant extracts have confirmed
a high correlation between the values of phenol
concentration and antioxidant activity (Katalini¢ et
al., 2004; Borneo et al., 2008), while other reports
do not (Dasgupta and De, 2007). So, the extracts
prepared in high polar solvents exhibited a strong
activity which indicates that varieties of polyphenols,
and flavonoids trapped may play important role in
these activities.

Reducing power

The reducing power of different extracts of L.
usitatissimum and standard ascorbic acid is illustrated
in Figure 2. The extracts of L. usitatissimum exhibited
a concentrated dependent increase in reducing power.
Among all the different extracts studied, butanolic
extract showed higher reducing power which is
comparable to standard ascorbic acid. Our results
are in agreement with those reported by Sangeetha
et al. (2010) using Sphaeranthus indicus Linn.
(Asteraceae).

Antioxidants may act as free radical scavengers,
reducing agents, chelating agents for the transition of
metals, quenchers of singlet oxygen molecules and
or activators of antioxidative defense enzyme system
to suppress the radical damages in biological systems
(Prasad et al., 2000; Zanwar et al., 2011).

The reducing capacity of a compound may serve
as an important indicator of its potential antioxidant
activity (Ho et al., 2012). The reducing properties are
generally associated with the presence of reductones
(Krishnamoorthy et al., 2011). According to Gordan
(1990), antioxidant action of reductones is based on
the breaking of the free radical chain by donating
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~— Butanol

o
@

o
)

Reducing radical scavenging (OD)
o o
N £

0 200 400

a hydrogen atom. Our results showed that butanol
extract exhibited the highest reducing power than
all other extracts in the higher concentration of 800
pg/mL and the value was comparable to that of the
standard (Figure 2). The marked antioxidant activity
of L. usitatissimum may be due to the presence
of polyphenols which may act as reductones to
convert free radicals into more stable products and
terminate free radical chain reaction. Similar trend
of observation on polyphenolic constituents’ dose
dependent reducing power activity has been reported
for several other plant extracts (Zhu et al., 2002;
Amarowicz et al., 2004).

Conclusion

The medicinal properties of plants have been the
centre of attraction for researchers in recent scientific
developments throughout the world, due to their
potent antioxidant properties and economic viability.
Based upon the results of the present investigation it
can be concluded that butanol and methanol are the
most effective solvents for recovering antioxidant
components from flaxseed. It is further reccommended
to optimize the antioxidant extraction efficacy of these
solvents using different extraction techniques. The
medicinal properties of flaxseed extract may be due
to the presence of above mentioned phytochemicals
rendering them as a potential source for the isolation
of compounds for development of nutraceuticals.
Based on the previous results, pharmacognostical
studies are suggested to confirm the antioxidant
ability before going for commercialization.

~—#—Benzene
—— Methanol

Ascorbic acid

600 800 Concentration (mg/mL)

Figure 2. Reducing power of different extracts of L. usitatissimum and standard ascorbic acid. Plots with different
alphabets indicated on top are statistically different (P < 0.05)
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RESUME

Le but de cette étude est de voir s le traitement avec la graine de Linumusitatissimum(Lu) peut corriger
I" hyperglycémie, la dyslipidémie, le stress oxydatif et I’inflammation induits chez le rat Wistar rendu diabétique par
injection de streptozotocine (STZ).Les constituants phytochimiques des différents extraits de Lusont déterminer
selon des méthodes de criblage préliminaire. De plus, les teneurs en polyphénols et flavonoides des différents
extraits ont été mesurés. L’ activité antiradicalaire des différents extraits a été évaluée en utilisant des tests chimiques
tels que les tests du piégeage du radical 1,1-diphényl-2-pycrilhydrazil (DPPH), de I’ anion superoxyde (O,’) et le test
de réduction du fer (FRAP). Les extraits préparés dans des solvants a polarité élevée ont montré des
activités plus importantes, ce qui témoigne que les variétés de polyphénols et des flavonoides piégés
peuvent jouer un rdle important dans ces activités. Des rats méles Wistar (n=12) pesant 267+5 g sont rendus
diabétiques de typel par injection intrapéritonéale de STZ (60 mg/kg poids corporel) et divisés en deux groupes: Un
groupe diabétique non traité (n=6) consommant un régime a 20% de caséine (D) et un groupe traité (n=6) soumis au
méme régime supplémenté avec 10g/kg de poudre de Lu (D-Lu). Le groupe témoin (T) (n=6) consommant un
régime a 20% de caséine, pendant 56 jours. En conclusion, il apparait que chez le rat rendu diabétique par
injection de la streptozotocine, le traitement avec la graine de Linumusitatissimum induit des effets hypoglycémiants
et hypolipémiants. De plus, cette graine réduit le stress oxydant en réduisant la peroxydation lipidique et en
augmentant I’ activité de certaines enzymes antioxydantes au niveau des érythrocytes, du plasma et des tissus. De
plus elle agit favorablement sur les teneurs des cytokines proinflammatoires (TNF-a, IL-1 et IL-6) et améliore les
aspects histologiques du foie, du rein et du pancréas. En effet, lagraine de Lin pourrait étre utilisée pour prévenir
et/ou atténuer les complications associées au diabéte.

MotsClés:

Rat; Streptozotocine; Linumusitatissimum; Glycémie; HbAC; Cholestérol; Triglycérides; Peroxydation lipidique;
TBARS; SOD; GSH-Px; GSSH-red; CAT.
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