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Résumé

Le dilemme du diabéte provient du cercle vicieux entre I’hyperglycémie, les espéces réactives
d’oxygeéne et les cytokines pro-inflammatoires qui constituent 1’étiopathogénie des
complications. L’objectif de cette étude est de prouver qu’un traitement par les graines de
fenugrec locales (GFL) pourrait étre une approche thérapeutique en eévaluant leur profil
phytochimique, leur activités antioxydante et antiglycative ainsi que leur activité antidiabétique,
antioxydante et anti-inflammatoire chez des rats ayant une physiologie métaboliquement
endommagée. Le diabete a été provoqué par voie intrapéritonéale par la Streptozotocine (60
mg/kg). Quarante rats ont été partagés en quatre lots: (1) lot non diabétique, (2) lot non
diabétique + 10 % GFL, (3) lot diabétique, (4) lot diabétique + 10 % GFL. Subséquemment a six
semaines de traitement, une évaluation des parameétres biochimiques, hématologiques, oxydatifs,
physiologiques et histologiques a été accomplie. L’analyse par SAA-flamme a montré une teneur
riche en microéléments dans les graines, I’analyse par HPLC-DAD-FLD a montré plusieurs
composés phénoliques dont la rutine et 1’acide isoférulique sont les plus dominants dans 1’extrait
hydro-méthanolique. Les essais spectrophotométriques ont exposé des concentrations
appréciables en polyphénols totaux, flavonoides totaux, alcaloides totaux et saponines totaux.
L’extrait a été puissant dans le piégeage des DPPH* et ABTS™, la réduction des Fe®** et Mo%* et
I’inhibition des AGEs. In vivo, le traitement par les GFL a procuré une réduction significative de
I’hyperglycémie, une augmentation significative de I’insuline et une amélioration des paramétres
hépatiques, rénaux, pancréatiques, lipidiques, inflammatoires ainsi que les parameétres
hématologiques. Un rétablissement de la balance redox tissulaire via la diminution du taux de
malondialdéhyde (MDA) et 1’augmentation du taux de glutathion réduit (GSH) et des activités
enzymatiques (catalase (CAT), glutathion peroxydase (GPx) et glutathion-S-transférase (GST))
chez les rats traités par apport aux rats diabétiques. Le poids corporel et relatif des organes ainsi
que les rations alimentaires et hydriques ont été standardisés suite a la supplémentation par GFL,
ce qui a atténué également les fluctuations histologiques touchant le foie, les reins et le pancréas.
Ces résultats dévoilent que les GFL présentent un profil de molécules bioactives responsables de
leur activité antioxydante, antiglycative, antidiabétique et cytoprotectrice. La supplémentation de
I’alimentation par les graines de fenugrec locales semble bénéfique pour les diabétiques et

efficace contre les complications du diabéte.

Mots clés: Diabete, Stress oxydatif, Graines de fenugrec, Composés phénoliques,

Streptozotocine, Rats.
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Abstract

The dilemma of diabetes stems from the vicious cycle between hyperglycemia, reactive oxygen
species and pro-inflammatory cytokines that constitute the etiopathogenesis of complications.
The aim of this study is to prove that a treatment using local fenugreek seeds (GFL) could be a
therapeutic approach by examining their phytochemical profile, their antioxidant and
antiglycative activities as well as their antidiabetic, antioxidant and anti-inflammatory activities
in rats with a metabolically damaged physiology. Diabetes was induced intraperitoneally by
Streptozotocin (60 mg/kg). Forty rats were divided into four groups: (1) non-diabetic group, (2)
non-diabetic group + 10% GFL, (3) diabetic group, (4) diabetic group+ 10% GFL. Following six
weeks of treatment, an evaluation of biochemical, hematologic, oxidative, physiological and
histological parameters was performed. The flame-AAS analysis showed a rich content of
microelements in the seeds, the HPLC-DAD-FLD analysis has shown several phenolic
compounds of which rutin and isoferulic acid are most dominant in the hydro-methanolic extract.
The results of the spectrophotometric assays showed appreciable concentrations in total
polyphenols, total flavonoids, total alkaloids and total saponins. The extract was potent in
trapping DPPH* and ABTS' *, reducing Fe®* and Mo®* and inhibiting AGEs. In vivo, treatment
by GFL has shown a significant reduction of hyperglycemia, an increase in insulin level and an
improvement in hepatic, renal, pancreatic, lipid, inflammatory as well as hematologic
parameters. A restauration of tissue redox balance through the decrease in malondialdehyde level
(MDA), increase in reduced glutathione (GSH) and enzymatic activity of catalase (CAT),
glutathione peroxidase (GPx) and glutathione-S-transferase (GST) in treated group in
comparison to diabetic group. Body and relative organ weight as well as food and water ration
were standardized following supplementation with GFL, which also mitigated histological
fluctuations in the liver, kidney and pancreas. These results revealed that GFL exhibit a profile of
bioactive molecules responsible for their antioxidant, antiglycative, antidiabetic and
cytoprotective activities. Local fenugreek seeds supplementation in the diet seems beneficial for

diabetics and effective against diabetes complications

Keywords: Diabetes, Oxidative stress, Fenugreek seeds, Phenolic compounds, Streptozotocin,
Rats.
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Introduction

Malgré les recherches scientifiques considérables menées sur le diabete, il demeure un dilemme
médical incontesté qui touche mondialement 11,1 % de sujets selon la fédération internationale
du diabéte (FID) en 2025. En outre, I’enquéte nationale Barométre-Algeérie a estime que 14,4%
de la population algérienne agés de 18 a 69 ans est atteint du diabete (Belhadj et al., 2019). Cette
prévalence s’est élevée a 17,5 % en 2024, soit environ 4,7 millions diabétiques en Algérie. En
effet, ce qui suscite le plus d’inquiétude, c’est la progression simultanée du nombre de cas de
diabete et des décés associés a 1’échelle mondiale, qui témoigne le caractere pandémique et
meurtrier de diabete (FID, 2025).

Le diabéte est une affection endocrinienne due soit a une insulinopénie absolue suite a un
déficit de sécrétion d’insuline ou & une insulino-résistance suite & un mal fonctionnement
d’insuline (Ojo et al., 2023). En conséquence, le métabolisme des glucides est principalement
affecté entrainant une hyperglycémie chronique, ainsi que des fluctuations dans le métabolisme
des lipides et des protéines qui se manifestent dans les stades précoces par un syndrome cardinal
(Aouacheri et al., 2015). La gravité de cette maladie reside dans les perturbations vasculaires
consécutives qui se développent en s’aggravant en complications a la longue notamment la
cardiomyopathie, la rétinopathie, la neuropathie et la néphropathie (Raccah, 2004).

Une autre complication constante du diabéte est la perturbation du statut redox. En effet,
plusieurs mécanismes faisant partie de la pathogénie du diabéte notamment la voie des
hexosamines, la voie des polyols et de protéine kinase C, 1’oxydation du glucose et les réactions
de Maillard, ont été recensées comme processus pro-oxydants en réponse a une hyperglycémie
pour consommer I’excédentaire du glucose (lghodaro, 2018). L’activation de ces voies est
accompagnée d’une production excessive des especes réactives d’oxygene (ERO) suscitant un
état pathologique connu d’idiome « stress oxydatif » (Butkowski, 2020).

Selon leur quantité intrinséque, les ERO sont douées d’une dualité fonctionnelle vis-a-vis
les constituants biochimiques de 1’organisme, en raison de leur intervention dans des processus
vitaux et létaux physiologiques mais également dans des mécanismes oxydatifs pathologiques
(Pizzino et al., 2017). Ainsi, le stress oxydant est admis d’étre un facteur étiologique dans la
progression des perturbations au niveau métabolique et vasculaire au cours du diabéte (Bhatti et
al., 2022). Ceci est enrayé par un systeme de défense compensatoire, piloté par des antioxydants
endogenes et épaulé par des antioxydants exogénes (Gonzalez et al., 2023). De surcroit,

I’inflammation est un facteur synergétique dans le développement des complications diabétiques,
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dont le mécanisme de production des cytokines pro-inflammatoires est attribué a 1’accumulation
des ERO (Halim et Halim, 2019).

Le management du diabete requiert des interventions médicamenteuses couteuses qui
présentent des effets secondaires faisant un débat véhément dans la santé publique (Limonier,
2018). De ce fait, le recours vers les plantes médicinales dans le cadre de la phytothérapie
semble étre une alternative crédible dans la prévention et la gestion de nombreuses maladies,
entre autres, les maladies metaboliques (Jarald et al., 2008). Actuellement, I’intérét croissant
pour la médecine naturelle s’appuie sur les propriétés pharmacologiques et thérapeutiques des
composés phytochimiques. Ces substances bioactives sont sollicitées pour concevoir des agents
thérapeutiques tout en minimisant les réactions indésirables ce qui constitue 1’objectif de la
médication végétale (Lehmann, 2013).

Plusieurs plantes a utilisation ancestrale recoivent des substantiations expérimentales et
cliniques en continue par la communauté scientifique pour approuver leur innocuité d’emploi,
qualité pharmaceutique et leur effectivité thérapeutique (Lehmann, 2013). Une de ces plantes est
« le fenugrec ». Outre sa polyvalence d’usage culinaire dans les traditions chinoise, indienne et
arabo-islamique grace a ses propriétés nutritives (Saad et Said, 2011), les graines de fenugrec ont
été utilisés pour des application médicales internes comme fébrifuge, sédatif et stomatique ainsi
que des applications externes comme cataplasme (Oueslati et Ghédira, 2015). Récemment, ces
graines jaune brunatre ont été documentés dans plusieurs études scientifigues comme ayant des
propriétés antidiabétiques (Alsieni et al., 2021), hépatoprotectrices (Joshi et al., 2015),
antioxydantes (Jin et al., 2014), hypolipidémiques (Knott et al., 2017).

Cette plante a été souvent utilisée traditionnellement par la population locale du Sud
d’Algérie a des fins culinaires comme condiment ainsi qu’a des fins médicinales sous forme de
suspensions (Ait Youssef, 2006 ; Rouibi, 2018). Cependant sur le plan études expérimentales,
peu d’études sont menées sur des variétés algériennes de fenugrec en comparaison a celles
réalisées sur les graines importées d’inde. Bien que limitées, certaines recherches comme celles
de Bouhenni et al., (2021) ont mis en évidence la présence de 8 polyphénols dotés d’une activité
antioxydante puissante dans I’extrait méthanolique des graines cultivées dans le Nord-Ouest de
I’Algérie (Mostaganem). Chelbi et al., (2025) ont identifié 15 composés phénoliques dans
I’extrait méthanolique des graines de fenugrec algériennes toute en montrant leur effet anti-
hyperglycémique sur des rats diabétiques. L’étude de Rahmani et al., (2018), portant sur quatre
cultivars de graines de fenugrec algériennes de Sidi Bel Abbés, a mis en évidence des différences
significatives au niveau de la composition phytochimique ainsi que I’activité biologique.

Effectivement, les facteurs biotiques et abiotiques influencent significativement la composition

2



Introduction <K

minérale et phénolique des plantes, éléments déterminants dans 1’évaluation de leur potentiel
médicinal (Hayet et al., 2020). De ce fait, il apparait judicieux de mener une étude expérimentale
sur les graines de fenugrec cultivées dans des conditions arides, susceptibles d’affaiblir ou de
renforcer leurs activités biologiques.

Dans ce contexte, cette étude scientifique s’axe sur :

| Une étude phytochimique sur I’extrait hydro-méthanolique de la poudre des graines de
fenugrec cultivées sur Hassi Khalifa, Oued-Souf, Algérie. Cette partie vise a explorer le contenu
chimique qualitatif et quantitatif de la plante en détaillant la composition totale en principes
actifs, la composition individuelle des composés phénoliques ainsi que le contenu minéral.
Secondairement, elle est consacrée pour la mise en évidence des activités antioxydantes et
antiglycative de 1’extrait des graines locales.

[ | Une étude in vivo portant sur le diabéte expérimentalement induit sur un modéle animal,
des rats males de souche Albinos wistar. L’objectif de cette ¢tude est 1’évaluation des aspects
métaboliques, physiologiques, oxydatives et histologiques du diabéte, ainsi que I’effet d’une
supplémentation diététique de 10 % de la poudre des graines de fenugrec locales sur les

perturbations associeés.

Ce manuscrit est deviseé en deux parties :

= La premiere partie est une synthese bibliographique exposant une mise en revue sur le
diabete, le stress oxydatif ainsi qu’un apercu botanique et phytochimique sur les graines de
fenugrec.

» La deuxiéme partie explicite les démarches et les protocoles expérimentaux qui ont été
congus ainsi que les méthodes adoptées dans la partie pratique. Cette partie comporte
également I’ensemble des résultats phytochimiques et biologiques qui sont discutés et
comparés avec ceux de la littérature pour la mise en évidence d’une éventuelle constatation

scientifique qui pourra aider sur le plan biotechnologique et pharmaceutique.
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Chapitre 1 : Le diabéte

1.1. Physiologie de la glycémie

1.1.1. Homéostasie glucidique

Le glucose est un substrat energétique qui conditionne le fonctionnement et la survie cellulaire
(Ferré, 2007). Ainsi, le maintien de I’homéostasie glucidique est vital en faisant appel a une
régulation neuroendocrinienne qui sert a équilibrer I’entrée et la sortie de glucose du sang sous
I’égide des hormones pancréatiques. L’insuline, hormone secrétée dans les périodes
postprandiales, stimule la mise en réserve de glucose sous forme de glycogene ou sous forme de
triglycérides pour surmonter I’hyperglycémie (Petersen et Shulman, 2018). A Dinverse, le
glucagon est une hormone secrétée dans les périodes de jeun, active la mobilisation du glucose a
partir du glycogéne et des substances non glucidiques pour compenser 1’hypoglycémie (Figure 1)

(Nicolas, 2017).
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Figure 1 : Tissus et voies métaboliques impliqués dans la régulation homéostatique du

glucose (Nicolas, 2017)

1.1.2. Biosynthése et sécrétion de I’insuline

L’insuline est un polypeptide hormonal de 51 résidus, synthétisé primitivement sous forme d’un
pré-proinsuline, un polypeptide de 110 acides aminés (Vasiljevi¢ et al., 2020). Ce dernier est
morcelé par protéolyse dans le réticulum endoplasmique rugueux en formant la proinsuline (83

acides amines). Elle-méme subit un clivage séquentiel par des protéases au niveau de 1’appareil
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de golgi pour former le peptide-c et I’insuline mature qui va étre libéré par exocytose des

vesicules sécrétoires qui le renferment (Liu et al., 2018) (Figure 2).
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Figure 2 : Mécanisme de biosynthése et maturation intracellulaire de I’insuline (Magnan et

Ktorza, 2005)

La sécréetion de I’insuline est conditionnée par un stimulus physiologique auquel les

cellules B sont sensibles, qui correspond principalement a 1’élévation de taux de glucose sanguin,

quoique qu’il existe d’autre éléments insulino-secréteurs notamment les acides gras et les acides

aminés (Dembele, 2006). En période postprandiale, la présence d’un signal (glycémie élevée)

induit la sécrétion de I’insuline dont la machinerie cellulaire est représentée par une cascade de

réactions qui finit par la libération de I’insuline (Magnan et Ktorza, 2005 ; Mosbah et Andreelli,

2012). La figure 3 illustre les étapes de la sécrétion de I’insuline suite a une stimulation par des

substrats insulino-sécréteurs :

= Le glucose intracellulaire accru rentre dans les cellules B via GLUT2 en pénétrant par la

diffusion facilitée.

= Laphosphorylation immédiate du glucose en glucose-6-phosphate (G6P) par la glucokinase.

= La métabolisation du G6P par la glycolyse et la phosphorylation oxydative dans les cellules

B ce qui augmente le ratio ATP/ADP.

» La génération d’ATP induit I’inactivation des canaux k™ ATP-dépendant, de ce fait, une

dépolarisation membranaire s’est produite suite a ’accumulation de potassium intra-

cytosolique.
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= L’ouverture de canaux Ca®* voltage-dépendant consécutivement a la différence du potentiel,
ce qui augmente la perméabilité et stimule le flux ionique intracellulaire.
= Le cumul calcique intracellulaire stimule le défilement des vésicules sécrétoires vers la

membrane ou elles déchargent leur contenu insulinique par exocytose (Magnan et Ktorza,

2005).
. az’
Leucine et Argini
autres substrats Glucose rginine
4 | - | Fg::

o]

Figure 3 : Sécrétion de I’insuline suite a une stimulation par des substrats insulino-

sécréteurs (Magnan et Ktorza, 2005)

1.1.3. Régulation métabolique de la glycémie

Suite a un apport, le glucose exogene subit une régulation en activant des voies métaboliques

faisant intervenir le foie, le muscle et les tissus adipeux comme organe de stockage sous la

coordination d’insuline et ’inhibition de I’hormone contre-régulatrice, le glucagon (Rahman et

al., 2021). En sollicitant les récepteurs GLUT, I’insuline favorise I’entrée de glucose a I’intérieur

de la cellule. Apres sa phosphorylation, le glucose est acheminé et métabolisé selon le type et

I’état énergétique cellulaire (Ferré, 2007). La figure 4 montre les mécanismes cellulaires de la

réponse sécretoire insulinique au glucose :

= Lorsque le glucose intracellulaire est inférieur au besoin énergétique, le glucose-6-phosphate
(G6P) subit une oxydation pour la production d’ATP via une glycolyse cytoplasmique et un
cycle de Krebs mitochondriale (Nicolas, 2017).

= Lorsque le glucose intracellulaire est supérieur au besoin énergeétique, le G6P est mis en

réserve dans les tissus insulino-sensibles :
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o Au niveau hépatique et musculaire, le G6P est amassé en chaines glucidiques sous forme
de glycogéne via la glycogénogenése par la glycogéne synthase (enzyme clef). Cette voie
est réversible dans les hépatocytes, c’est a dire il y’a la possibilité de mobilisation par
glycogénolyse, contrairement aux myocytes qui sont dépourvus de glucose-6-
phosphatase. Ceci montre la différence d’attribution physiologique de glycogeéne entre le
foie et le muscle (Melkonian et al, 2023).

o Au niveau de tissus adipeux et/ou hépatique, le G6P est transformé en acides gras par une
succession d’une glycolyse cytosolique et une lipogenése de novo mitochondriale en
faisant intervenir une enzyme spécifique, 1’acide gras synthase. Les acides gras
néosynthétisés sont déposés en tant que triglycérides dans les adipocytes, ou dans les
hépatocytes dans les cas pathologiques (disposition ectopique des lipides) (Jeon et al.,
2023). Le G6P peut s’introduire dans la voie de pentose phosphate permettant la
génération de NADPH, H* et du ribulose-5-phosphate pendant la phase oxydative suivi
d’une phase non oxydative qui permet la production de ribose-5-phosphate destiné pour
la synthese des nucléotides (TeSlaa et al., 2023).

Chacun de ces processus métaboliques inclut une cascade de réactions enzymatiques
endergoniques ou exergoniques complexes pour s’exécuter.

En cas de jeun ou des repas distancés, il va y avoir la sécrétion du glucagon a partir des
cellules a de Langerhans, cette hormone hyperglycémiante sert a corriger I’hypoglycémie en

favorisant la glycogénolyse et la néoglucogenese (Capozzi et al, 2022).
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Figure 4 : Mécanismes cellulaires de la réponse sécrétoire insulinique au glucose (Nicolas,
2017)
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1.2. Physiopathologie du diabéte

1.2.1. Définition du diabete

La dénomination du diabéte est originaire de la locution grecque « dia-baino » signifiant passer
au travers. On lui attribue le nom « millitus » en se référant a 1’urine sucré (Karamanou et al.,
2016). Le diabete est une maladie métabolique chronique particularisée par une concentration
excessivement substantielle en glucose « hyperglycémie » suite a une défaillance de sécrétion
d’insuline au niveau des cellules pancréatiques ou défaillance d’action d’insuline au niveau des
cellules périphériques (Ojo et al., 2023). Selon I’organisation mondiale de la santé, un état
diabétique est déeclaré lorsque la glycémie veineuse dépistée a jeun est supérieure a 1,26 g/L
(OMS, 2016). Un tel taux élevé dans la concentration du glucose suscite des séquelles
métaboliques et des complications dans les systéemes majeurs, urinaire (rein), cardiovasculaire

(cceur et vaisseaux), nerveux (nerfs) et visuel (yeux) (Chawla et al., 2016).

1.2.2. Epidemiologie et prévalence du diabéte

Conformément aux organismes internationaux avec en téte, la FID et I’OMS, la prévalence du
diabéte continue a augmenter en arrivant a des limites pandémiques. En 2024, pres de 11,1% de
la population mondiale, 1’équivalent de 589 millions personnes ont été diagnostiquees
diabétiques, avec une augmentation prédictible a 13% (853 millions) en 2050. Cependant, il est
estimé que 175 millions de personnes a travers le monde ne sont pas diagnostiquées.

Les estimations mondiales montrent une variabilité régionale de la prévalence du diabéte
(Figure 5). A titre d’exemple, la région du Moyen-Orient et de I’Afrique du Nord (MENA) a
enregistré 85 millions diabétiques en 2024 et devrait connaitre une augmentation de 87 % d’ici
2045, estimant 163 millions diabétiques (FID, 2024).

En Algérie, la prévalence nationale du diabéte est estimée d’étre 6,63 % de la population
en 2013 (Lamri et al., 2014) et a augmenté depuis en atteignant 14,4 % soit 1’équivalent de 4
millions des cas diabétiques (18-69 ans) (Belhadj et al., 2019). Selon les données les plus
récentes, la prévalence du diabete est estimee d’étre 17,5% de la population algérienne (DIF,
2024).
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Figure 5 : Prévalence du diabéte dans le monde en 2024 (FID, 2024)

1.2.3. Classification et étiopathogénie

1.2.3.1. Diabete de type 1

Communément appelé diabéte insulino-dépendant ou diabéte juvénile, il ne touche
mondialement que 10 % des cas diabétiques (FID, 2021). C’est une maladie caractérisée par une
insuffisance voire absence de sécrétion d’insuline suite a un anéantissement des cellules B de
Langerhans productrices de cette hormone régulatrice par des auto-anticorps (Katsarou et al.,
2017) (Figure 6). En effet, le diabéte type 1 est la manifestation clinique du dysfonctionnement
de systeme immunitaire ou les cellules T lymphocytaires se mettent a identifier les cellules 3
pancréatiques comme non-soi et a les attaquer. Il s’agit d’une maladie auto-immune qui survient

pendant 1’enfance et 1’adolescence (Ilonen et al., 2019).
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Figure 6 : Mécanisme de la défaillance de I’homéostasie glycémique dans le diabéte de type
1 (Boyer, 2016). 1. Incitation des cellules  pour 1’excrétion d’insuline sous ’effet du glucose
(agent stimulant). 2. Absence de production d’insuline. 3. Echec d’acquisition de glucose par les
tissus insulino-dépendants suite a une défaillance dans la transduction du signal insulinique. 4.
Défaut dans le trafic membranaire du GLUT4 et sa translocation. 5. Accumulation sanguine du

glucose aboutissant a une hyperglycémie.

Le diabete de type 1 est souvent lié étiologiquement a des facteurs héréditaires, en
impliquant des prédisposants genétiques portées par les génes du complexe antigéne leucocytaire
(HLA) localisé au niveau de locus 6p21,3 sur le chromosome 6. Le diabéte de type 1 est
également lié a des facteurs environnementaux qui peuvent étre attribués a une alimentation
ayant un indice glycémique élevé, ou a des infections entéro-virales, au cours desquelles les
lymphocytes sont incapables de reconnaitre convenablement les antigénes viraux a cause de
mimétisme moléculaire (Acharjee et al., 2013).

La physiopathologie du diabéte de type 1 correspond a une cascade de réactions
immunitaires (Figure 7) initiée par la production des auto-antigénes suite a 1’apoptose des
cellules B endommagées. Ceci provoque une conception de processus d’autoprotection par les
lymphocytes, de ce fait, ces derniers reconnaissent les peptides présentés par les cellules
dendritiques—-CMH comme antigénes étrangers, par consequent les cellules T différenciées

attaquent les cellules pancréatiques (Mahaffy et Edelstein-Kheshet, 2007).
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Figure 7 : Mécanisme cellulaire des réactions auto-immunes étiologiques du diabete de type
1 (Mahaffy et Edelstein-Kheshet, 2007)

1.2.3.2. Diabete de type 2

Appelé également diabéte insulino-dépendant ou diabéte gras, c’est le type le plus prévalent des
diabetes, dont il prédomine plus de 90% des diabétiques adultes avec une survenue probable
chez les adolescents (FID, 2021). Caractérisé par une défectuosité dans ’action d’insuline et
I’insensibilité¢ des récepteurs cellulaires des tissus cibles musculaires, adipeux et hépatiques a
cette hormone (Figure 8). De ce fait, le glucose faiblement absorbé par apport au glucose
circulant aboutit ainsi a une hyperglycémie accompagnée d’un déréglement des voies
métaboliques au niveau des tissus conditionnés par I’action d’insuline (Rigalleau et al., 2007).
L’insulino-résistance rencontrée peut évoluer en insulinopénie, en étant une réponse
compensatoire a la sollicitation accrue de I’insuline, ou les cellules insulino-sécrétrices le

produisent jusqu’a leur épuisement (Galicia-Garcia et al., 2020).
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Figure 8 : Mécanisme de la défaillance de I’homéostasie glycémique dans le diabete de type
2 (Boyer, 2016). 1. Incitation de cellules p pour I’excrétion d’insuline sous I’effet du glucose
(agent stimulant). 2. Production et sécrétion d’insuline. 3. Echec de la liaison insuline-récepteur
avec une défaillance dans la transduction du signal insulinique. 4. Défaut dans le trafic
membranaire du GLUT4 et sa translocation. 5. Accumulation sanguine de glucose aboutissant a

une hyperglycémie.

L’incidence du diabéte de type 2 est le résultat de la combinaison de plusieurs facteurs
causatifs notamment les antécédents familiaux, qui demeurent moins contributifs par apport a
I’obésité, I'inactivité physique, ’apport calorique et nicotinique excessif, I’alimentation non
équilibrée. L’ensemble de ces facteurs environnementaux augmente 1’index de la masse
corporelle, qui est inversement proportionnel a la sensibilité a I’insuline (Boitard, 2020).

La résistance a I’insuline caractérisée dans le diabéte de type 2 est liée a la disponibilité
intracellulaire en acides gras provenant des sources endogenes ou exogenes, qui vont étre activés
en acyl-CoA. A des concentrations significatives, ces derniers servent des précurseurs a des
médiateurs lipidiques en activant la protéine kinase C. Celle-ci, inhibe la phosphorylation des
IRS (insuline receptor substrate) sur les résidus tyrosine en les phosphorylant sur résidus serine
ce qui restreint la cascade de signalisation insulinique (Ferré, 2007). D’autres facteurs
diabétogénes notamment les facteurs de nécrose tumorale (TNF-a) et les radicaux libres
augmentent la phosphorylation sur les résidus serine des IRS, une caractéristique de 1’état

résistant a I’insuline (Tanti et al., 2004) (Figure 9).
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Figure 9 : Mécanisme moléculaire de la résistance d’insuline induite par les acides gras,

étiologique de diabétes de type 2 (Ferré, 2007)

1.2.3.3. Diabete gestationnel

Diabete gestationnel ou diabéte de grossesse, est un état d’intolérance glucidique qui survient
chez 4 % des femmes enceintes au cours du 2°™ ou 3°™ trimestre de gestation (Johns et al.,
2018). 11 s’agit d’une insulino-résistance réversible apres 1’accouchement, due a la secrétion de
I’hormone lactogéne placentaire (HPL) aboutissant a une hyperglycémie consécutive a la
diminution de la sensibilit¢ a I’insuline (Boyer, 2016). L’obésité, les facteurs génétiques et
’inactivité physique peuvent aussi intervenir dans 1’occurrence du diabéte gestationnel. En plus
des complications maternelles et feetales qui peuvent se rencontrer pendant la grossesse, ce type
du diabéte peut se développer en diabete de type 2 aprés la grossesse (Johns et al., 2018 ;
Mclntyre et al., 2019).

1.2.3.4. Diabetes secondaires

C’est une catégorie des diabetes plus rares qui peut toucher 1,5 a 2 % des personnes, ils se

développent suite a des étiologies différentes qui peuvent étre secondaires a plusieurs anomalies.

Il existe plusieurs diabetes secondaires (Dembele, 2006 ; Ferré, 2007) :

= Diabéte de type MODY, suite a une mutation génétique dans le chromosome 20 qui affecte
I’insulinosécrétion des cellules p.

= Diabétes lipoatrophie, lépréchaunisme et syndrome de Rabson Mendenhall, qui sont
différentes formes d’insulino-résistance due & une défaillance génétique dans le récepteur

d’insuline.
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» Diabéte pancréatique, lié a des atteintes du pancréas exocrine comme la pancreatite, cancer
du pancréas exocrine.

= Diabéte endocrinien, 1i€¢ a des atteintes endocriniennes, dont I’hypersécrétion de certaines
hormones s’opposent ou interfére avec [’action d’insuline notamment [’acromégalie
(hormone de croissance), syndrome de cushing (cortisol).

= Diabete dits iatrogéne, due a I’ingestion des médicaments notamment les corticoides, les
antihypertenseurs, les oestroprogestatifs, qui peuvent agir comme antagoniste vis-a-vis

I’insuline en affectant son action.

1.2.3.5. Diabete expérimental

C’est un diabéte induit expérimentalement sur des modeles animaux pour des fins scientifiques
en mimant la physiopathologie du diabéte humain dans le but d’appréhender quelques aspects de
la pathologie ou de tester des thérapies antidiabétiques (Bensiameur-Touati et al., 2019), en
adoptant soit une méthodes chirurgicale en faisant une pancréatectomie, une méthode génétique
en utilisant des modéles transgéniques (rats Zucker), une méthode virale en inoculant des virus
(cardiovirus A), par un régime hypercalorique, ou par une méthode chimique en injectant des
analogues structuraux cytotoxiques au glucose notamment 1’Alloxane et plus fréquemment la
Streptozotocine (STZ) d’origine bactérienne (Streptomyces achromogens), qui lysent les cellules
langerhansiennes d’ou vient leur effet diabétogéne (Etuk, 2010; Acharjee et al., 2013 ; Gheibi et
al., 2017).

1.3. Symptomatologie du diabéte

Bien qu’ils ne soient pas flagrants, une série de symptomes peut servir d’indice pour mettre en
évidence un état diabétique (Maidadi et al., 2023). Le diabéte de type 1 se développe rapidement,
dont les signes caractéristiques s’expriment au bout de quelques jours a quelques semaines apres
I’incidence de la maladie (symptomes aigues) sous forme d’un syndrome cardinal qui associe
une polyurie (diurese excessive), polydipsie (soif excessive), et une polyphagie (faim excessif)
accompagné d’un amaigrissement. Une vision fluctuante ainsi qu’une asthénie avec une
endurance physique faible peuvent étre rencontrés en évoquant un diabéte de type 1 (Baraka-
vidot, 2014). Le développement du diabete de type 2 est plus insidieux vu sa progression lente
(plusieurs années) et asymptomatique, dont la maladie peut étre décelée au cours d’un bilan
médical pour d’autre motif ou un check-up. Les symptdémes du diabéte de type 2 sont des signes
tardifs qui correspondent a celles de diabete de type 1 avec une cicatrisation lente, sécheresse

cutane, infection fréquente, des prurits cutanés et génitaux (Ramachandran, 2014).
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1.4. Dépistage et diagnostic du diabete

Le diagnostic du diabéte est suspecté cliniquement ainsi qu’au moyen des tests sanguins chez des

personnes dites a risque qui sont souvent asymptomatiques notamment les personnes agées, les

obéses, les hypertendues et les personnes ayant des antécédents de diabete familial ou

gestationnel (Géraldine, 2015). Le dépistage est réalisé sur la base des critéres diagnostiques

standardisés par 1’association américaine de diabéte (ADA, 2015) en testant :

= La glycémie a jeun : révélant un état diabétique si le seuil glycémique suite a 8 h de jeun
est supérieur a 1,26 g/L.

»= La glycémie post prandiale : révélant une intolérance au glucose, si la glycémie 2 heures
apres une charge orale en glucose est supérieure a 2 g/L.

* L’hémoglobine glycosylée : révélant un état diabétique si I’HbALc est supérieure a 6,5%. A
titre diagnostique, le test d’HbAlc seul est moins recommandé vu la répercussion de

I’hémoglobinopathie et I’anémie sur son taux et donc sa fiabilité (OMS, 2011).

Pour diagnostiquer un diabéte de type 1, ces tests sont supplémentés d’un dosage des auto-
anticorps impliqués dans les réactions immunitaires vis-a-vis les cibles moléculaires
pancréatiques : auto-anticorps anti-insuline (IAA), anti-cellules de ilots de Langerhans (ICA),
anti-glutamate décarboxylase (GAD) ou anti-tyrosine phosphatase (I1A2) (Horber et al., 2019).

1.5. Complications du diabéte
1.5.1. Complications métaboliques
Il s’agit des complications aigues qui peuvent étre survenues dans les stades précoces du diabéte
dans lesquelles le déficit insulinique conduit a des séquelles métaboliques (Rewers, 2017)
notamment dans le cas de :
= Acidocétose diabétique : est une complication due a une carence en insuline qui suscite une
production excessive en corps cétoniques par le biais de la lipolyse. Cette hypercétonémie
survient plus fréquemment dans le diabéte de type 1 et se manifeste cliniquement par un
syndrome polyuro-polydipsique, des douleurs abdominales, une déshydratation et dans les
cas extrémes, un cedéme cérébral pouvant amener & un coma hypotonique (Dembele, 2006).
= Syndrome hyperosmolaire : est une complication qui caractérise les diabétiques de type 2
par une hyperosmolarité plasmatique, une perte hydroélectrolytique suite a une diurese
osmotique provoquée par une hyperglycémie induite par une insulinopénie. Sa gravité réside

sur les troubles mentaux qui peuvent se développer a un coma (Petre et al., 2018).
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= Hypoglycémie : est une complication consécutive a une insulinothérapie (insuline ou
d’autre médicament hypoglycémiant : Sulfamide) pour contréler la glycémie chez les sujets
diabétiques. L’installation de cette hypoglycémie iatrogéne peut étre marquée par une

transpiration excessive, asthénie, palpitations jusqu’au convulsions et coma (Rewers, 2017).

1.5.2. Complications dégéneratives

Il s’agit des symptomes chroniques touchant 1’intégralit¢ du systéme vasculaire et les tissus
qu’ils irriguent et qui se compliquent en angiopathie aprés plusieurs années (Raccah, 2004)
(Figure 10).

1.5.2.1. Microangiopathie diabétique

Elle correspond a des atteintes artériolaires, capillaires et veinulaires suite a une hyperglycémie
chronique, dont le systeme nerveux, les yeux et les reins sont les sieges de ces complications
microvasculaires (Raccah, 2004).

Une neuropathie digestive, génito-urinaire et cardiaque sont I’ensemble des atteintes qui
touche le systéme nerveux autonome dans le diabéte. Le risque survient aussi au niveau
périphérique, il s’agit d’'une mono et polynévrite (Dembele, 2006). La rétinopathie affirme
I’altération des capillaires rétiniens qui se développe insidieusement et finit par une cécité
irréversible. La néphropathie désigne une atteinte des vaisseaux des reins ainsi qu’une atteinte
glomérulaire, dont la persistance d’une hyperglycémie aboutit a une insuffisance rénale (Chawla

etal., 2016).

1.5.2.2. Macroangiopathie diabétique

Elle correspond a des atteintes artérielles suite a une sclérose des arteres ayant un calibre
supérieur a 200 micromeétres de diameétre (athérosclérose), souvent associée a une dyslipidémie et
I’obésité (Schlienger, 2013). Cette athérothrombose peut entrainer une coronaropathie ou les
artéres coronaires sont affectés avec un risque d’infarctus de myocarde, une artériopathie des
membres inférieurs ou les artéres des jambes sont affectées, ainsi que les artéres du coup,

I’origine des accidents vasculaires cérébraux (Chawla et al., 2016).
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Figure 10 : Micro et macro-angiopathies diabétiques (Auberval, 2010)

1.5.3. Complications infectieuses

La population diabétique est vulnérable a des infections virales, mycosiques et surtout
bactériennes dues au déficit immunitaire induit par I’hyperglycémie (Tomic et al., 2022).
L’insuffisance vasculaire et la neuropathie diabétique favorisent la multiplication des bactéries et
ainsi I’installation des infections urinaires, respiratoires, ostéoarticulaires et plus freqguemment
des complications podologiques connues du pied diabétique dont la survenue mécanique d’une
plaie peut aboutir a une imputation (Calvet et Yoshikawa, 2001).

En plus des complications traditionnelles, le diabete regroupe des complications
émergentes qui sont succinctement avérées notamment le cancer (gastro-intestinal, pancréatique,
colorectal), les troubles d’affection (dépression, anxiété) et les problémes de sommeil dont les
mécanismes étiologiques sont en cours des élucidations scientifiques (Tomic et al., 2022). Le
diabéete semble amplifier également I’éventualité des maladies hépatiques secondaires a
I’agrégation des graisses ectopiques au niveau du foie (insulino-résistance) et a I’inflammation,

qui aboutissent a des stéatoses hépatiques non alcoolique et des fibroses (Mohamed et al., 2016).

1.6. Traitement et perspectives thérapeutiques
Le diabete est une maladie non guérissable mais plutdt soignable, dont le traitement consiste a

normaliser le taux du glucose pour arriver a un équilibre glycémique ainsi que de freiner les
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complications dans les stades précoces et prevenir leur progression. L’état pathologique de
I’insuline (insulino-résistance ou insulino-déficience), 1’age et le poids des personnes atteintes et
le stade de la maladie sont a prendre en compte dans le traitement (Ahluwalia, 2012). Ce dernier
se fait par :
= Mesures hygiéno-diététiques : le traitement est initié généralement par une optimisation de
la vie sédentaire via un régime hypocalorique équilibré en restreignant 1’apport qualitatif et
quantitatif en lipides, en particulier les acides gras saturé, et les glucides a absorption rapide
en faveurs des acides gras insaturé, des fibres alimentaires et des protéines avec 1’adoption
d’une activité physique réguliere. Ceci est relativement efficace pour les prédiabétiques
(Geraldine, 2015).
= Mesures thérapeutiques : I’échec des mesures hygiéniques requiert le recours de fagon
concomitante a I’intervention médicamenteuse qui consiste a utilisé des hypoglycémiants
oraux ou injectables suivant le type de diabéte mis a traiter :

o Une insulinothérapie : désigne le traitement primordial pour les diabétiques de type 1,
qui s’appuie a administrer quotidiennement 1’insuline exogeéne par multi-injections ou
via une pompe a insuline dans le but de réhabiliter sa déficience. La dose de I’insuline
est ajustée en fonction des glucides ingérés au cours des repas avec une moyenne de 0,5
Ul/kg/jour (Silver et al., 2018).

o Les antidiabétiques oraux : adoptés principalement pour les diabétiques de type 2. lls
sont utilisés pour améliorer le contréle glycémique, dont le protocole de traitement est
diversifié en ingérant seul ou en combinaison avec une posologie progressive de 1500
mg/jour a 3000 mg/jour des sécrétagogues d’insuline (les sulfamides et les glinides) qui
incitent la sécrétion de I’hormone, des sensibilisants a I’insuline (les biguanides) qui
diminuent la glycogénolyse et la glycogénogenese hépatiques, des hypoglycémiants (les
glitazones) qui agissent sur I’amélioration de 1’insulino-résistance périphérique, ou des
inhibiteurs d’absorption des glucides (acarbose) qui réduisent 1’absorption intestinale
des glucides (Tan et al., 2018).

Actuellement, les axes de recherche ciblent des approches thérapeutiques substitutives
ayant un profil des effets secondaires minimes par apport aux méthodes conventionnelles
(hypoglycémie, réaction allergique, acidose lactique ...etc.) notamment la phytothérapie (des
agents naturels), la thérapie génique (des vecteurs viraux) et la thérapie moléculaire (des
agonistes de récepteur) qui sont en cours de développement pour acquérir la validation sur le
plan clinique (Scheen, 2018 ; Tan et al., 2018).
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Chapitre 2 : Le stress oxydatif

2.1. Définition du stress oxydatif

L’oxygene est un ¢élément crucial a la survie des organismes aérobies qui l’utilisent pour
I’oxydation des substrats carbo-hydrogénés et la production d’énergie dans le cadre des
processus vitaux (Nelson et Cox, 2004). Ce métabolisme est accompagné d’une faible
production des dérivés réactifs oxygénés, ce qui est diment physiologique. En revanche, la
production excessive de ces molécules instables altére I’homéostasie redox aboutissant ainsi a un
cas pathologique nommeé le stress oxydatif (Gonzéalez et al., 2023). Au sens strict, le stress
oxydatif est I’aberration de la balance redox en faveur des molécules pro-oxydantes et au
préjudice des molécules antioxydantes. Ce desequilibre est attribué soit a la surproduction ou la
surexposition a des especes réactives d’oxygene, soit suite a un déficit du systéme antioxydant
ou des ressources antioxydantes (vitamines, oligoéléments), ce qui se traduit par des dommages

oxydatifs structuraux et fonctionnels (Butkowski, 2020).

2.2. Les radicaux libres

Un radical libre est un composé chimique renfermant un électron non apparié sur son orbital
périphérique, dont cette conformation lui octroie une réactivité et vulnérabilité a réagir avec des
composés environnants (Gardes-Albert et al., 2003). Cette molécule instable fonctionne comme
un réducteur en cédant un électron ou comme un oxydant qui consiste a 6ter un électron en
transmettant ses propriétés a une autre molécule et vice-versa d’ou la nocivité des réactions en
chaine des radicaux libres (Halliwell et Gutteridge, 2015).

Physiologiquement, les radicaux sont des sous-produits du métabolisme d’oxygeéne au
cours duquel la réduction tétravalente de 1’oxygene en eau suscite la génération des métabolites
radicalaires dites radicaux primaires qui agissent chimiquement sur les constituants
macromoléculaires de la cellule pour former les radicaux secondaires (Favier, 2003).

En effet, les entités chimiques oxydantes peuvent dériver de 1’oxygeéne, nommés les
especes réactives de 1’oxygéne (ERO), assemblant des especes radicalaires et des espéces non
radicalaires, principalement regroupés dans le tableau 1 ou a partir d’azote dites espéces
réactives d’azote (ERN) notamment 1’oxyde nitrique. Les ERO constituent une famille des
especes réactives les plus substantielles vues leur intervention dans plusieurs processus
biologiques (Baraka-Vidot, 2014).
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Tableau 1 : Principaux radicaux libres et espéces non radicalaires (Rubio et Ceron, 2021)

Radicalaire Non radicalaire
02~ Radical superoxyde H20:2 Peroxyde d’hydrogéne
OH* Radical hydroxyle ClO lon hypochlorite
ROz Peroxyle O3 Ozone
RO’ Alkoxyle 102 Oxygeéne singulet
HO: hydropéroxyle ONOOr Péroxinitrite

2.2.1. Origine et réle physiologique des radicaux libres
L’énergie requise & la vie est approvisionnée par un flux perpétuel d'électrons entre des
métabolites oxydables et I'oxygéne diatomique. Ceci est accompagné avec la formation des

intermédiaires radicalaires et non radicalaires (Durand, 2018).

2.2.1.1. Anion superoxyde (O2")

L’anion superoxyde est un radical caractérisé par une réactivité mineure qui lui permet
d’intervenir comme un médiateur dans plusieurs fonctions biologiques. Il en résulte d’une
réduction mono-¢électronique de 1’oxygéne en regard du cofacteur NADPH (NADPH/NADP+)

(Réaction 1) au niveau phagocytaire et mitochondriale (Jomova et al., 2023).

O2+le — 5 O (1)

2.2.1.2. Peroxyde d’hydrogéne (H20>)

Le peroxyde d’hydrogene est un élément non radicalaire en soit, considérant I’appariement totale
de ces électrons, néanmoins, il agit comme un précurseur radicalaire. 1l se génére de la
dismutation du radical superoxyde catalysée par la superoxyde dismutase (SOD) (Réaction 2) ou
de la réduction bi-électronique de 1’oxygéne catalysee par des oxydases (Réaction 3) (Gardes-
Albert et al., 2003).

SOD, 2H+
02"+ 02 — > H20:+ 02 (2)
O2 +2e + 2H* — H20:2 3)
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2.2.1.3. Radical hydroxyle (OH")
Le radical hydroxyle est un radical excessivement réactif, quoiqu’il contribue dans des
mécanismes physiologiques multiples. Il se produit de la réaction de Fenton qui consiste a
dismuter I’eau oxygénée en présence des cations ferreux ou cuivrique (Réaction 4) (Cloutier,
2009).

H202 + Fe?* —» OH'+ Fe¥*+ OH  (4)

La succession de ces réactions constitue la réduction tétravalente de l’oxygeéne dans les
conditions normales, impliquant ’addition de 4 électrons qui finit par la formation d’eau suite
soit a une réduction du radical hydroxyle, soit a une dismutation de H>O> par la catalase ou sa
réduction par la glutathion peroxydase en oxydant le glutathion réduit (Réaction 5) (Migdal et
Serres, 2011).

CAT, GPx
SOD ‘ Fe3*, Cu* l
(0 0O, H,0, OH" H,0
+e +e(+ 2HY) +e +e(+I*) (5)

Toute réaction engageant 1’oxygéne et un systéme réducteur de transfert d’électrons est une
source intracellulaire éventuelle de production des ERO, d’ailleurs c’est le mécanisme par lequel
la synthése d’ ATP par la respiration mitochondriale libére des radicaux libres (Defraigne, 2005).
D’autres processus physiologiques a potentiel radicalaire existent comme [’activit¢ de la
NADPH oxydase membranaire des cellules phagocytaires activées au cours de 1’inflammation
(Delbosc et al., 2001), I’activité des cytochromes P450 au cours du meétabolisme oxydatif des
xénobiotiques et ’activité des xanthines oxydases qui catalysent I’oxydation de xanthine pendant
le métabolisme des purines. Les maladies métaboliques peuvent y contribuer également ; cas de
diabete (Matough et al., 2012).

Outre des sources endogenes, des facteurs environnementaux chimiques, physiques et/ou
comportementaux peuvent étre impliqués significativement dans la génération des especes
oxygénés actives notamment les médicaments, les métaux, les radiations, le tabac et I’alcool
(Saxena et Batra, 2020) (Tableau 2).
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Tableau 2 : Tableau récapitulatif non exhaustif des sources endogénes et exogenes des
radicaux (Haleng et al., 2007)

Hygiene de vie Environnement Mécanismes biochimiques
Tabagisme et alcoolisme Pollution Inflammation et hyperglycémie
Nutrition dépourvue de légumes et . Altération de la fonction
zone
fruits endothéliale
o Amiante et
Medicaments ) Surcharge en fer
métaux
Pilule contraceptive Radiations Oxydation d’hémoglobine
o o Chaine respiratoire
Exercice intense Cancérogénes ] _
mitochondriale
Xénobiotiques Pesticides Biosynthése des prostaglandines

Les radicaux libres sont connus pour leur role paradoxal du fait qu’ils peuvent exercer un effet
bénéfique et délétere sur I’organisme. Cette duale potentialité des ERO est dose dépendante
(Migdal et Serres, 2011). En effet, dans le cadre d’une faible production physiologique, les
radicaux libres participent majoritairement dans 1’activation des voies de signalisation. Ils
interviennent dans la régulation de plusieurs mécanismes vasculaires (vasodilatation capillaire),
immunitaires (élimination des bactéries) (Favier, 2003), dans la neurogenése (prolifération des
neurones), mais également dans les mécanismes létaux cellulaires (apoptose) (Barouki, 2006).
En revanche, une surproduction des radicaux libres méne a un état pathologique ou les
biomolécules sont vulnérables a I’oxydation qui pourrait altérer 1’intégrité et la fonction

cellulaire (Jena et al., 2023).

2.2.2. Toxicité cellulaire des ERO

2.2.2.1. Peroxydation lipidique

A des seuils accrus, les radicaux libres ciblent les lipides en privilégiant 1’oxydation des acides
gras insaturés (AGI). C’est un processus d’auto-oxydation des phospholipides membranaires et
des lipides circulants, initié par 1’abstraction d’hydrogene de la double liaison carbone-carbone
des AGI et se propage par des réactions en chaine menant a la formation des intermédiaires
instables notamment le radical peroxyde, hydroperoxydes (Cillard et Cillard, 2006) (Figure 11).

Parmi les aldéhydes réactifs générés ; le malondialdéhyde, ¢’est un produit de la décomposition
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des hydroperoxydes, extrémement toxique permettant le changement de la conformation
protéique en formant des adduits sur leur groupements amines (Ayala et al., 2014).

De telles altérations aboutissent a la formation des lipoprotéines de basse densité (LDL)
oxydées incriminées dans 1’athérogenése et des phospholipides oxydés entravant la fluidité et la

perméabilité membranaire ainsi que la performance des transporteurs (Nam, 2011).

0z

& & .
s 10 1213 O < po

HOe + R X R, R; v R, R Z R,
H H

1

(= ROO-)
AGI (acide linoléique) M
HOQ,

Rz)W:R| R,FK:\RZ
Hydroperoxydes Acide linoléique

(produits primaires) (substrat)

0|4
Y

Figure 11 : Principaux stades de la peroxydation lipidique (Adapté de Valgimigli, 2023)
1. Initiation : formation d’un acide gras (AG) radicalaire suite a I’attaque d’OH", 2.
Propagation : interaction d’AG radicalaire avec 1’oxygene pour former un radical pyroxyle
suivi par son interaction avec un nouveau AG adjacent pour générer un hydroperoxyde en
formant un cycle réactionnel en chaine. L’instabilit¢é d’hydroperoxyde aboutit a sa
décomposition spontanée pour former des aldéhydes. 3. Terminaison : survient lorsque deux

radicaux identiques réagissent entre eux pour former des especes non radicalaires.

2.2.2.2. Oxydation des acides nucléiques

L’acide désoxyribonucléique (ADN) n’est pas exclu des attaques radicalaires, a contrario, I’ADN
est trés sensible a 1’oxydation suite a une défaillance ou dépassement des systémes de réparation
nucléiques face a I’accumulation des ERO (Kryston et al., 2011). Des adductions protéiques ou
aldéhydiques, des scissions de la chaine polynucléotidique (brin simple ou double), des sites
abasiques et principalement I’oxydation des bases hétérocycliques, sont I’ensemble des 1ésions
oxydatives d’ADN (Cadet et al., 1999) (Figure 12). En effet, etant le site privilégié par les ERO,
I’oxydation de la guanine permet la formation du 8-oxoguanine, un produit ayant un effet

mutationnel. C’est ainsi que les radicaux libres altérent I’intégrité du génome nucléaire et
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affectent les mécanismes de réplication, transcription et de transduction du signal physiologique

aboutissant a des processus carcinogenes et apoptotiques (Loft et al., 2008).

coupure de chaine
(simple brin)

pontage

ADN-protéine
modification de la base
(oxydation, alkylation;

réarrangements)
Adduits de dérivé
d'oxydation lipidique
<
/L 7\7( =
\/Jq oupure de chaine
formation (double brin)

de site abasiqué

Figure 12 : Dommages structuraux d’ADN induits par les attaques radicalaires (Adapté de
Favier, 2003)

2.2.2.3. Oxydation protéique

Les protéines particulierement les acides aminés (AA) constitutifs sont confrontés a des
altérations oxydatives post-traductionnelles (Ouznadji et Desmons, 2020). Ces altérations
peuvent étre au niveau des chaines latérales de certains acides aminés basiques, soufrés et
aromatiques qui sont vulnérables par apport a d’autres AA, ou au niveau de la chaine
polypeptidique pouvant susciter un morcellement vraisemblable ou un cross-linking inter- ou
intra-chaines (Migdal et Serres, 2011). Au cours de la formation des produits O-oxydés
protéiques, des protéines carbonylées peuvent étre générés (Ouznadji et Desmons, 2020) (Figure
13).

La fonction des protéines est structuro-dépendantes, ainsi toute modification structurale
oxydative des protéines altére systématiquement leurs fonctions intrinséques correspondantes en
interférant avec les mécanismes de catalyse enzymatique, de signalisation suite a une mauvaise
reconnaissance substrat-transporteur/récepteur, les mécanismes de transport et de I’immunité

(Haleng et al., 2007).
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Figure 13 : Dommages structuraux des protéines induits par les attaques radicalaires
(Adapté de Migdal et Serres, 2011). A : Oxydation du groupement thiol d’un résidu cystéine
formant ’acide sulfénique (R-SOH), suivi d’acide sulfinique (R-SO2H) et un sulfonique (R-
SOszH). B : Oxydation des chaines polypeptidiques. 1 : Substruction d’hydrogeéne par OHe en
formant un radical centré sur le carbone a. 2: Formation d’un radical pyroxyle suite a
I’adjonction de O.. 3: La genése d’un radical alkoxyle, requis pour une segmentation de la

chaine.

2.2.2.4. Gluco-oxydation

A T’homéostasie glucidique, la gluco-oxydation est un processus physiologique dans le
métabolisme énergétique connu par la glycolyse. Cette oxydation de glucose devient abusive et
bio-radicalaire en cas d’un excés (hyperglycémie), permettant la surproduction des ERO en

présence des métaux de transition (Favier, 2003).

2.3. Systémes antioxydants

Une augmentation de flux des dérivés réactifs de 1’oxygeéne est controlée par un systeme de
défense antioxydant afin de minimiser ou prévenir les agressions radicalaires et restaurer
I’homéostasie redox (Jena et al., 2023). Pour ce faire, I’organisme assure d’une part une
répression des systémes et des mécanismes pro-oxydants évoques ci-dessus, et augmente d’autre
part ’expression des antioxydants endogenes (enzymes et glutathion) et bénéficie des

antioxydants exogenes naturels ou synthétiques (Chaudhary et al., 2023).
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2.3.1. Antioxydants enzymatiques
2.3.1.1. Superoxyde dismutase (SOD)
La superoxyde dismutase est une métalloenzyme et une oxydoréductase qui agit en dismutant
I’anion superoxyde pour former le peroxyde d’hydrogéne et un oxygene selon la réaction 6 :
202" +2HY —> 02+ H202 (6)

Cette réaction est assurée par 1’intervention des cofacteurs métalliques, selon lesquels trois
isoformes de la SOD coexistent dans différents compartiments cellulaires: CuzZn-SOD
cytosolique, CuzZn-SOD extracellulaire et Mn-SOD mitochondriale (Cloutier, 2009).

2.3.1.2. Catalase (CAT)
La catalase est une enzyme héminique siégeant essentiellement dans les peroxysomes des
érythrocytes et hépatocytes. Elle posséde une sélectivité vis-a-vis des hydroperoxydes
d’hydrogene en les réduisant grace a un cofacteur qui correspond a I’héme et son atome de fer
(Réaction 7) :
2 H202 —> 2H20 + 02 (7)
Elle est caractérisée par sa rapidité catalytique (2 millions de réactions/s), ceci la rend plus

puissante que la GPx et parmi les antioxydants les plus potentiels (Trachootham et al., 2008).

2.3.1.3. Glutathion peroxydase (GPx)
La glutathion peroxydase est une enzyme séléno-dépendantes qui catalyse la réduction de
plusieurs hydroperoxydes (Réaction 8), dont le peroxyde d’hydrogéne reste le substrat
préférentiel (Réaction 9). Une sélénocystéine est indispensable pour la réalisation de cette
réaction enzymatique en utilisant le glutathion réduit (GSH), transformé en glutathion oxydé
(GSSG) (Jomova et al., 2023).

ROOH + 2 GSH — ROH + H20 + GSSG (8)

H202 + 2 GSH — 2 H20 + GSSG 9)

La GPx posséde cing isoformes circonscrits dans le noyau, le cytosol et la mitochondrie.

Le ratio SOD/GPx procure un apergu sur la balance réactionnelle entre la génération de H>O par
la SOD et son éradication par la GPx (Richard et al., 1997).

2.3.1.4. Glutathion-S-transférase (GST)
La glutathion-S-transférase est une transférase multifonctionnelle caractérisée par une
distribution ubiquitaire et multi-isoformes, avec une prépondérance dans les hépatocytes chez

I’humain. Cette enzyme est impliquée dans les processus de détoxification, elle catalyse la
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conjugaison du glutathion avec des peroxydes, des composés électrophiliques et des métabolites
des xénobiotiques (Réaction 10) (Colak et Zori¢, 2019).

GSH+RX —» GSR+ X-H (10)
La figure 14 illustre D’interaction des enzymes antioxydantes et leurs cofacteurs
métalliques contre les ERO :

O: Arginine
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Figure 14 : Mode d’action des enzymes antioxydants-cofacteurs métalliques et leur

interaction (Favier, 2003)

2.3.2. Antioxydants non enzymatiques

2.3.2.1. Glutathion (GSH)

C’est un tripeptide formé par I’association de trois acides aminés ; glutamate, cystéine et glycine,
il est omniprésent sous la forme oxydée (S-S) ou réduite (SH). Son oxydo-réduction permet de
pronostiquer 1’équilibre redox cellulaire grace au ratio GSH/GSSG (Zitka et al, 2012). Le
glutathion agit comme scavanger des radicaux libres, réducteur des hydroperoxydes d’hydrogene
en étant un cofacteur pour la GPx, il intervient également dans la détoxification des
xénobiotiques sous forme d’un substrat de conjugaison par la GST (Colak et Zori¢, 2019). Il agit
aussi comme un recycleur des vitamines C et E, et comme un chélateur des métaux en les
engageant dans une liaison soufre-métal ce qui pourrait diminuer leur toxicité (Mironczuk-
Chodakowska et al., 2018). Cette potentialité antioxydante du glutathion est attribuée a ces
caractéristiques structurales liées avec le groupement thiol responsable de la fonction réductrice
et le groupement y glutamyl qui lui permet de former des complexes avec d’autres composés.

(Locigno et Castronova, 2001).

27



Le stress oxydatif CEGIK

2.3.2.2. Vitamines E et C

Ce sont des antioxydants exogeénes issus d’un apport ou complément alimentaire, qui participent
potentiellement comme des agents réducteurs vis-a-vis des ERO en renforcant le systeme de
défense (Matough et al., 2012). L’a-tocophérol (vitamine E) est une vitamine liposoluble, cette
nature lui permet de rompre de la progression en chaine de la peroxydation lipidique au niveau
des membranes en échange de son oxydation. Le radical tocopheroxyl résultant est réduit par la
vitamine C permettant la régénération de la vitamine E (Higgings et al., 2020). Quant a I’acide
ascorbique (vitamine C), est une molécule hydrosoluble disponible dans les fluides
extracellulaires, il agit en piégeant les radicaux hydroxyle, pyroxyle ainsi que les peroxydes
(Ibuki et al., 2020). Le recyclage constant de la forme active (réduite) des vitamines est promu

par le GSH selon le systeme redox illustré dans la figure 15.
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Figure 15 : Régénération redox de la vitamine E et C par le glutathion (Pullar et al., 2017)

2.3.2.3. Oligoéléments

Ce sont des traces de micronutriments de nature minérale qui contribuent significativement dans
I’affermissement du systeme antioxydant enzymatique (Jones et Hodgson, 2011). Etant des
métallo-enzymes ou des enzymes métal-dépendantes qui nécessitent le métal comme cofacteurs,
leur activité catalytique est conditionnée par les réserves corporelles ou I’apport diététique en
métal correspondant ; cuivre (Cu) et zinc (Zn) pour la forme cytosolique de la SOD, le
manganeése (Mn) pour la forme mitochondriale de la SOD, le sélénium pour la GPx et le fer
comme constituant de 1’héme, un groupement prosthétique pour la catalase (Wroblewski et al.,
2023). L’ensemble de ces cofacteurs, en séquestrant dans le site actif des enzymes, ont un role
structural stabiliseur ou antioxydant. En cas de surcharge, leur effet devient antagoniste (pro-
oxydant) (Baudin, 2021).

2.3.2.4. Polyphénols

C’est une classe de molécules vegétales couramment consommeées dans les fruits et les légumes.

Les polyphénols sont caractérisés par une large diversité structurale qui leur confére une
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multitude de bio-activités puissantes, principalement leur activité antioxydante face a des
agressions radicalaires (Oyedeji et al., 2011 ; Tsao, 2010). Ces composés sont aptes a piéger les
radicaux libres, a inhiber la lipo-peroxydation, et a chélater les métaux pro-oxydants (Marfella et
al., 2014).

En dehors des antioxydants primaires, il existe un systeme de défense dit secondaire, qui
correspond a des systémes de réparation des substrats oxydés. L’ADN polymérases, les ligases et
les endonucléases sont chargées pour réparer les dommages oxydatifs réversibles au niveau de
I’ADN (Baraka-Vidot, 2014). Concernant les protéines, des oxydoréductases permettent la
réduction des acides aminés ayant subi une oxydation, notamment la sulféridoxine, qui réduit les
protéines ayant des cystéines oxydées (Biteau et al., 2003). Néanmoins, quand la réparation
s’échoue face a des réactions irréversibles, 1’organisme fait appel a des systeémes d’élimination
protéolytique « le protéasome » qui s’en charge pour dégrader les protéines oxydées et altérées
(Davies, 2001).

2.4. Diabete et stress oxydatif
2.4.1. Voies pro-oxydatives dans le diabéte
Ce sont des voies métaboliques impliquées dans la genése des ERO, qui sont soit activées ou

suractivées dans les conditions hyperglycémiques (Ighodaro, 2018) (Figure 16) :
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Figure 16 : Voies méetaboliques générant le stress oxydatif sous I’effet de I’hyperglycémie
(Boyer, 2016)
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2.4.1.1. Glycolyse

Cette voie permet de cataboliser le glucose en pyruvate par une série de réactions d’oxydo-
réduction en générant de I’ATP. Ceci est accompli suite a un transfert de flux électronique a
travers la chaine respiratoire permettant la production de 1’anion superoxyde (Nicolas, 2017).
Cette production est exacerbée suite a une suractivation mitochondriale en réponse a des niveaux
accrus en glucose, conduisant a une accumulation de superoxyde qui pourrait inhiber
partiellement certaines enzymes impliquées dans la glycolyse (Defraigne, 2005). De la sorte, le
glucose ainsi que les métabolites intermédiaires de la voie sont acheminés a d’autres voies qui

sont physiologiquement inactives ou qui s’effectuent a un rythme faible (Ighodaro, 2018).

2.4.1.2. Auto-oxydation du glucose

Pour récupérer 1’équilibre avec son enediol, le glucose plasmatique libre en exces subit une diol-
tautomérisation excessive qui consiste a la conversion d’aldéhyde du glucose en énediol, un
composé réactif qui s’auto-oxyde en présence des ions métalliques en radical enediol (Ahmed,
2005). La fragmentation de la chaine carbonée du radical formé est productrice des superoxydes
et des cétoaldéhydes, ces derniers servent de précurseurs pour les produits de glycation avancés
(AGE) (Gonzélez et al., 2023) (Figure 17).
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Figure 17 : Hyperactivité de diol-tautomérisation et oxydation du glucose sous I’effet de
I’hyperglycémie (Ahmed, 2005)
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2.4.1.3. Voie des polyols

Physiologiquement, cette voie est inactive en vertu de la faible affinité de ’aldose réductase pour
le glucose, or dans les conditions hyperglycémiques, cette enzyme assure la réduction du glucose
non phosphorylé (saturation des hexokinases) en sorbitol en utilisant NADPH comme cofacteur.
Ce polyol est subséquemment oxydé en fructose par la sorbitol déshydrogénase en réduisant le
NAD en NADH (Srikanth et Orrick, 2022). Ceci entraine 1’accumulation du sorbitol qui
provoque des dommages osmotiques, et I’accumulation du fructose qui constitue un des substrats
originaires pour la formation des AGE (lghodaro, 2018). Simultanément, la consommation
excessive de NADPH entraine sa déplétion ce qui altére le processus de régénération de
glutathion qui repose sur son oxydation et contribue drastiquement dans la fragilisation du réseau
de défense (Bhatti et al., 2022).

2.4.1.4. Voie des hexosamines

Suite a un flux glucidique accru, le fructose-6-phosphate est dévié de la glycolyse vers la voie
des hexosamines, pour servir comme substrat pour la formation de 1’uridine diphosphate-N-
acétylglucosamine (UDP-N-GIcNac) par I’intermédiaire de glucosamine 6- phosphate (Paneque
et al., 2023). Le produit final (UDP-N-GIcNac) est un donateur de N-acétyl-glucosamine
impliqué dans des mécanismes d’O-glycosylation (protéines et glycoprotéines membranaires) et
d’O-GIcNAcylation (protéines nucléaires, cytosoliques et mitochondriales). Ces meécanismes

semblent étre pro-oxydants (Issad, 2010).

2.4.1.5. Voie de la PKC

Dans les conditions hyperglycémiques, le glycéraldéhydes-3-phosphate (G3P) échappé de la
glycolyse (saturation du glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase) intervient dans
I’activation de la voie de la PKC. En effet, le G3P est un précurseur de diacylglycerol suite & une
succession de réactions d’isomérisation, de réduction et d’addition d’un AG (Giacco et
Brownlee, 2010) (Figure 20). Une activation de cette voie entraine la survenue du stress
oxydatif, en activant des enzymes génératrices des radicaux libres notamment la NADPH
oxydase, ainsi qu’une inflammation suite a I’activation des cytokines pro-inflammatoires (Boyer,
2016).

2.4.1.6. Glycation des protéines
C’est un processus non enzymatique qui s’effectue suite a un contact entre un sucre réducteur

(groupement carbonyle) et une protéine (groupement amine) avec une liaison covalente, ce qui
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conduit a la génération des bases de Schiff qui vont endurer un réarrangement intramoléculaire
en formant des produits d’Amadori (Zawada et al., 2022). Ces derniers, soit en s’auto-oxydant
donnent naissance a des AGE, soit ils subissent des réactions de fragmentation pour donner un
élément dicarbonylé, le 3-deoxyglucosone (Uceda et al., 2024). Autres précurseurs des AGE
sont le glycoxal, issue de 1’auto-oxydation de glucose, ainsi que le méthylglyoxal issue de la
déphosphorylation du G3P et son isomére. Ces intermédiaires réagissent avec d’autres protéines
pour générer des AGE (Ighodaro, 2018) (Figure 18). L’interaction des AGE avec leur récepteur
(RAGE) déclenche des voies de signalisation en cascade aboutissant a la formation des ERO et
I’expression des geénes codant pour des cytokines pro-inflammatoires : I’interleukine 6 (IL-6) et
TNF-o (Moldogayieva et al., 2019).
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Figure 18 : Mécanisme moléculaire des réactions de Maillard productrices des AGE
(Uceda et al., 2024)

2.4.2. Implication du stress oxydatif dans I’insulino-déficience et ’insulino-résistance

Les dommages oxydatifs sont ubiquitaires dans 1’organisme, or, les tissus ayant un stock réduit
en antioxydants sont plus précaires par rapport a d’autres, particuliérement les cellules [
pancréatiques (Bhatti et al., 2022). Les radicaux libres produits consécutivement a la gluco-
toxicité affectent la gestion métabolique de I’hyperglycémie, assurée physiologiquement par
I’insuline en altérant les mécanismes de base : la sécrétion et/ou 1’action de cette hormone
(Ighodaro, 2018). En ciblant I’ADN mitochondriale, les ERO altérent la chaine respiratoire
productrice d’ATP. La diminution subséquente du ratio ATP/ADP intra-cytosolique aboutit &
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I’activation des canaux potassique sensibles a I’ATP, ce qui ameéne a une hyperpolarisation
membranaire interférant avec la migration et I’exocytose des granules sécrétoires insuliniques
par manque du Ca?* intracellulaire (Auberval, 2010) (Figure 19 A).

En outre, les ERO contribuent également dans 1’insulino-résistance en stimulant une
autophosphorylation des résidus tyrosine ou thréonine qui font partie de récepteur d’insuline.
Une telle phosphorylation pourrait obstruer la transduction du signal insulinique responsable de
la translocation du GLUT4 et ainsi entrave 1’accés de glucose dans les cellules cibles (Capeau,

2003) (Figure 19 B).
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Figure 19 : Aspect moléculaire de la défaillance de I’insulinosécrétion (A) et de I’insulino-

résistance (B) induites par les ERO (Auberval, 2010)

Ces deux mécanismes étiologiques du diabéte peuvent aussi survenir suite a une inflammation
provoquée par les radicaux libres. En effet, les ERO sont des initiateurs inflammatoires,
impliquées dans des réactions d’inflammation en suscitant I’activation de la voie du facteur
nucléaire kappa B (NF-KB) responsable de la sécrétion des molécules pro-inflammatoires
notamment IL-6 et TNF-o (Gonzalez et al., 2023). La sécrétion excessive de ces cytokines a des
effets autocrines et paracrines nocifs en intervenant dans la lésion ainsi que I’apoptose des
cellules B et augmente la phosphorylation des sites serine des récepteurs insuliniques, I’origine

de la résistance a I’insuline (Tan et al., 2018).

2.4.3. Implication du stress oxydatif dans les complications diabétiques
Le diabéte et le stress oxydatif exhibent une relation bidirectionnelle qui se traduit

pernicieusement au niveau moléculaire, cellulaire, et tissulaire. Au cours du diabéte, les
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phénomenes de la gluco-oxydation générent des ERO qui promeuvent eux méme 1’apparition et
I’exacerbation des perturbations métaboliques et dégénératives (King et Loeken, 2004 ; Del Rio
et al., 2005). La survenue de ces complications diabétiques est attribuée a la défaillance du
systeme antioxydant enzymatique dans les tissus correspondants. Cela explicite pourquoi les
personnes atteintes du diabéte ont tendance a avoir des environnements cellulaires plus oxydatifs
que les personnes saines (Ighodaro, 2018). Ainsi, ’intervention du stress oxydatif dans les
complications du diabéte est pléiotrope, en provoquant I’oxydation des macromolécules et des
composants de la matrice extracellulaire, I’inflammation, la peroxydation lipidique, dont
I’occurrence dans les tissus pancréatiques, hépatiques, rénales et cardiaques (Del Rio et al.,

2005 ; Matough et al., 2012).
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Chapitre 3 : Le fenugrec (Trigonella foenum-graecum)

3.1. Généralités sur la phytothérapie

L’exploitation des produits a base de plantes n’est pas limitée pour des utilisations diététiques,
mais également pour des utilisations médicales, dans les traitements curatifs ou préventifs de
certaines maladies, C’est ce qui est connu communément sous le nom de phytothérapie. Cette
approche a recu beaucoup d’attention durant cette ére moderne comme alternative potentielle de
la médecine conventionnelle caractérisée par un large éventail d’effets secondaires malgré son
efficacité (Sani et al., 2022). D’ailleurs, I’OMS a signalé que la phytothérapie couvre 65% des
besoins en soins de la santé a travers le monde (Farnsworth et al., 1985). Partant de la source, les
plantes secretent au cours du cycle végétatif des molécules allélopathiques synthétisées par des
voies métaboliques secondaires pour s’adapter aux facteurs biotiques et abiotiques, classées en
alcaloides, coumarine, terpénoides et composés phénoliques (Twaij et Hasan, 2022). Ces
molécules phyto-chimiques ont un large spectre de propriétés pharmacologiques et
thérapeutiques qui font 1’objet des études phytothérapiques dans le cadre de la pharmacopée
(Ashraf et al., 2018 ; Twaij et Hasan, 2022). Il est estimé qu’un quart des médicaments prescrits
dans le monde sont dérivés des plantes médicinales grace a leur contenance en molécules
pharmacologiquement actives qui trouvent continuellement leur indication thérapeutique dans le
traitement de plusieurs maladies notamment le diabéte (Choudhury et al., 2017). Selon les
recherches quantitatives menées sur les plantes hypoglycémiantes utilisées dans le nord-est de
I’ Algérie, 39 plantes médicinales appartenant a 21 familles ont été exploités dans le traitement de

diabéte notamment la famille des Fabaceae (Bouzabata et Mahomoodally, 2019).

3.2. Mécanismes d’intervention des plantes médicinales dans le diabete

Sur le plan physiologique, 1’activité antidiabétique des plantes médicinales peut s’actionner en
faisant intervenir différents mécanismes moléculaires, cellulaires ou métaboliques qui agissent
sur les processus de base liés étiologiquement a la physiopathologie du diabéte (Choudhury et
al., 2017) :

. Sur le glucose :
o Réduction du taux plasmatique postprandiale du glucose par I’inhibition des enzymes
digestives (a-amylase et a-glucosidase) en diminuant son absorption et assimilation
intestinale (Patel et al., 2012).
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o Limitation de la réabsorption tubulaire du glucose en inhibant I’expression du co-
transporteur SGLT2, ce qui favorise 1’excrétion du glucose dans les urines.
o Stimulation de la glycogénogenéese dans les tissus adipeux, hépatiques et musculaires (De
Paulo Farias et al., 2021 ; Sun et al., 2021)
. Sur Pinsuline :
o Stimulation de la sécrétion d’insuline & partir des cellules B (action insulinotropique).
o Inhibition de la dégradation de I’insuline en allongeant sa survie.
o Atténuation de I’insulinorésistance en améliorant son action sur les tissus cibles (action
insulino-sensibilisante) (Patel et al., 2012).
. Sur les processus étiologiques/autres :
o Restitution et régénération des cellules pancréatique f.
o Restauration de la balance redox par le biais des antioxydants naturels qui luttent contre les
ERO.
o Renforcement de I’intégrité des cellules B et du systéme de défense antioxydant endogéene
suite a I’apport exogene en oligo-éléments et vitamines.
o Atténuation de I’inflammation en interférant avec la synthése ou 1’action des cytokines pro-
inflammatoire (De Paulo Farias et al., 2020 ; Sun et al., 2021)
o Atténuation des processus de glycation en inhibant a différents stages les produits de
glycation avancés (AGE) (Khan et al., 2020).
3.3. Le fenugrec (Trigonella foenum-graecum L..)
3.3.1. Classification et cultivation
Appartenant a la famille de Fabaceae, le genre Trigonella inclus plus de 60 espéces. Parmi ces
espéces, foenum-graecum est I’espéce la plus cultivée et la plus réputé. Etymologiquement,
Trigonella foenum-graecum provient de « Trigonum » en se référant a la forme triangulaire des
fleurs « petit triangle » et a son utilisation comme fourrage « foin grec » (Kakani et Anwer,
2012), et vernaculairement connu sous le nom de Fenugrec, Halba en arabe et Fenugreek en
anglais. C’est une plante annuelle classée parmi les protéagineux (Ahmad et al., 2016).
La hiérarchie taxonomique suivante, explicite en détail la classification de fenugrec (USDA
plantes, 2018) :
Royaume : Plantes
Sous-royaume : Trachebionta
Superdivision : Spermatophyta
Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
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Sous classe : Rosidés
Famille : Fabaccées Lindl.
Genre : Trigonella L.
Espéces : Trigonella foenum-graecum L.
Bien qu’il soit originaire de la région méditerranéenne et 1’Asie centrale, avec des aires de
répartition entre I’Europe du Sud-Est, ’Afrique du Nord et 1’Asie de 1’Ouest (Petropoulos,
2002), le fenugrec est largement cultivé en étant une plante agricole a travers le monde,
essentiellement en Inde a des fins commerciales, mais aussi en Tunisie, Algérie, Maroc, en
Chine et Japon. La culture des graines s’est élargie récemment aux Etats-Unis et a 1’Europe
centrale (Habtemariam, 2019), avec un grand potentiel d’introduction dans les régions semi-
arides d’Afrique et d’Amérique latine (Zandi et al., 2014).

De point de vue phénologique, cette flexibilité écologique est due a son adaptation a la
diversité des conditions édaphiques et climatiques. Cette plante peut se développer dans des
zones a pluviométrie faible ou modérée, quoique, une saison tempérée, sans températures

extrémes est propice pour le meilleur développement de fenugrec (Oueslati et Ghédira, 2015).

3.3.2. Description botanique
Trigonella foenum-graecum est une plante herbacée, diploide (2n=16), poilue ou glabre

conformément aux variétés, de taille moyenne allant jusqu’a 60 cm de haut avec une croissance

droite (Habtemariam, 2019) (Figure 20).

Figure 20 : Aspects morphologiques de Trigonella foenum-graecum L.
A : tige et feuilles. B : fleur. C : racine (Shamsi, 2018), D : gousses, E : graines (Oueslati et
Ghédira, 2015)
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Les principales caractéristiques morphologiques sont décrites selon Habtemariam (2019) :

Tige : dressée, ramifiée, peu pubescente, de couleur vert-rosée, témoignant la déposition des
anthocyanines au niveau de la tige (Figure 20 A).

Feuilles : sont alternes, longuement pétiolées de 1 a 4 cm du long. La forme de folioles disposés
en triplet varie d’ovale orbiculaire a oblongue lancéolée (Figure 20 A).

Fleurs : sont papilionacées de couleur jaune qui vire au blanc a la maturité (Figure 20 B).
Racines : bien développées (Figure 20 C).

Fruit/graines : le fruit correspond a des gousses glabres de 8 cm de long (Figure 20 D)
renfermant a peu prés 10-20 graines jaune brunatre, ces derniers sont trés durs et ont une forme
rhomboidale marquée en deux parties par un sillon (Figure 20 E).

Les graines constituent la partie la plus importante sur le plan médicale (Akhtari et al., 2024).

3.3.3. Composition chimique des graines de fenugrec

La valeur nutritionnelle et bioactive des graines de fenugrec dépend des facteurs abiotiques,
facteurs liés a 1’échantillonnage, 1’état initiale des graines et les facteurs expérimentaux (Hayat et
al., 2020 ; Rébufa et al., 2021).

3.3.3.1. Composition en substances nutraceutiques

Les graines de fenugrec sont connues pour leur teneur copieuse en protéines (20-30 %), consisté
du globine, prolamine, glutelins et d’albumine, avec une teneur importante en nucléoprotéines.
Les graines ont une forte proportion en acides aminés mono et dicarboxyliques (Oueslati et
Ghédira, 2015). La composition lipidique est moins abondante dans les graines (7-10 %), qui
correspond a des lipides neutres, phospholipides et des glycolipides. Quant pour les acides gras,
les graines sont riches en acides gras insaturés, majoritairement en acide oléique, linoléique et
linolénique (Ahmad et al., 2016).

Les glucides représentent 40 a 58 % du contenu des graines, cette teneur est riche en fibres
mucilagineuses (galactomannanes) formees principalement de mannose et galactose qui donnent
I’aspect visqueux dans les solutions aqueuses (Habtemariam, 2019). Les graines de fenugrec sont
riches en oligo-éléments y compris les macronutriments (potassium, phosphore, calcium ...etc.),
ainsi que les micronutriments (zinc, cuivre, manganese...etc.) (Syed et al., 2020). Le profil
vitaminique des graines de fenugrec est riche en vitamine A, B1, B2, B3, C, et choline (Ahmad
etal., 2016).
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3.3.3.2. Composition en substances bioactives

Les graines constituent également une source potentielle en composés biologiquement actifs de
nature chimique différente notamment :

a. Trigonelline : un des alcaloides (gentianine, choline) le plus répandu dans les graines, réputé
par ses propriétés antidiabétiques (Yoshinari et Igarashi, 2010).

b. Diosgénine : une saponine stéroidienne, souvent rapporté pour son effet protecteur dans les
maladies métaboliques hépatiques (Uemura et al., 2011).

c. 4-hydroxyisoleucine : un acide aminé particulier de fenugrec, ayant des propriétés insulino-
tropiques (Avalos-Soriano et al., 2016).

d. Polyphénols : le potentiel antioxydant souvent visé par les études phytochimiques est
généralement fourni par les polyphénols (Tsao, 2010). Les composés phénoliques des graines de
fenugrec sont des antioxydants naturels, expérimentés dans la lutte contre I’inflammation, les
cancers, les maladies métaboliques, cardiovasculaires et dégénératives (Oyedeji et al., 2011 ; De
Paulo Farias et al., 2021). Leur classification s’appuie fondamentalement sur la structure de base,

I’effectif des noyaux aromatiques et les substituants structuraux qui les relient :

W Les acides phénoliques
Ce sont des composés organiques contenant au moins une fonction carboxyle et une fonction
hydroxyle. Ils peuvent dériver de ’acide benzoique ou de I’acide cinnamique, formant deux sous
classes : les acides hydroxybenzoiques et les acides hydroxycinnamiques, respectivement. La
composition individuelle est dépendante du nombre des substituants hydroxylés et méthoxylés et
leur arrangement sur le noyau (Bondia-Pons et al., 2009 ; Tsao, 2010) (Tableau 3).

B | es flavonoides
Ce sont des substances pigmentaires, plus abondantes dans les plantes, constituées de deux
noyaux aromatiques centrés par un hétérocycle oxygéné, dont le degré de saturation, d’oxydation
et d’hydroxylation de ce dernier constitue I’origine des différentes classes des flavonoides. Les
composés individuels different selon les substitutions méthoxylés, hydroxylés et glycosylés des

noyaux aromatiques (Tsao, 2010 ; Emeraux, 2019) (Tableau 4)
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3.3.4. Aspects thérapeutiques des graines de fenugrec
3.3.4.1. Utilisation ethno-historique
En s’appuyant sur les pratiques ancestrales, les graines de fenugrec ont été signalées d’étre a
usage polyvalent selon les traditions indiennes, chinoises et arabo-islamiques (Saad et Said,
2011) :
= En chine, le graines de fenugrec ont été utilisées comme tonique pour le traitement
d’asthénies et comme dégonfleur dans les cas d’cedéme (Yoshikawa et al., 2000).
= A utilisation culinaire, le fenugrec a été utilisé par les indiens comme saveur et épice.
Promouvant la santé féminine, il est utilisé comme stimulateur de lactation et d’appétit, ainsi
que comme fortifiant aprés 1’accouchement et pendant ’allaitement (Ahmed et al., 2016 ;
Akhtari et al., 2024).
= En Algérie, les suspensions des graines (infusées ou décoctées) ont été employées en étant
fébrifuge, fortifiant, analeptique, stomatique, sédatifs des douleurs d’accouchement et contre
I’anémie en les ingérant sous forme de poudre (Ait Youssef, 2006 ; Rouibi, 2018 ; Rahmani
etal., 2018).
= Les graines ont été préconisées également contre la fievre, la bronchite, la dyspepsie,
I’indigestion et les troubles gastroduodénaux.
= A usage externe, les graines ont été utilisées comme substance émolliente, également sous

forme d’un cataplasme sur les furoncles, les abces et les brulures (Oueslati et Ghédira,
2015).

3.3.4.2. Utilisation pharmacologique
Douées d’un profil nutritif et bioactif impressionnant, les graines de fenugrec regoivent
constamment des évidences pharmacologiques afin d’affirmer leur application folklorique et
approuver leur application biotechnologique. Selon les essais expérimentaux et précliniques, il
s’est avéré que les graines de fenugrec ont plusieurs effets pharmacologiques :
= Effet antidiabétique : les graines de fenugrec ont une activité hypoglycémiante, graces a
ses composants insulinotropiques et insulino-sensibilisants qui agissent de fagon synergique
pour contréler la glycémie (Knott et al., 2017 ; Alsieni et al., 2021).
= Effet antioxydant : il intervient majoritairement dans la restauration de la balance redox,
les composés phénoliques des graines leur conférent une activité anti-radicalaire puissante
qui a été démontrée dans des études in vivo (Jin et al., 2014) et in vitro (Salam et al., 2023).
= Effet hypolipidémiant : dans des conditions hyperlipidémiques, la supplémentation en

graines de fenugrec a montré un effet hypocholestérolémiant, hypotriglyceridémiant chez
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des rats diabétiques (Hosseini et al., 2020) et chez des rats hypercholestérolémiques
(Mukthamba et Srinivasan, 2015).

= Effet hépato-protecteur : testées dans un aspect toxique, les graines ont montré une
protection du foie contre les nécroses induites par le tétrachlorure de carbone (Mbarki et al.,
2017), et aussi contre les perturbations hépatiques secondaires au diabéte (Alsieni et al.,
2021).

= Effet antiglycatif : il a été démontré par Anwar et al., (2023) que les graines de fenugrec
sont doué des propriété antiglycatifs et anti-dge chez des rats ayant développé un
vieillissement accéléré suite a I’administration des fortes doses de fructose.

= Effet néphro-protecteur : plusieurs études ont démontré 1’activité réno-protectrice de la
poudre de fenugrec, d’ailleurs, Pradeep et al., (2019) ont dévoilé D’atténuation de la
néphropathie diabétique, alors que Belaid-Nouira et al., (2013) ont exposé son efficacité
contre la néphro-toxicité induite par le chlorure d’aluminium.

= Effet cardio-protecteur : une protection contre l’infarctus du myocarde induit par
I’isoprénalline a ¢été évoquée par la poudre des graines de fenugrec, dont I’effet
cardioprotecteur a été manifesté par I’amélioration du profil lipidique et histologique des
perturbations cardiaques (Mukthamba et Srinivasan, 2015).

= Effet gastro-protecteur : Pandian et al., 2002 ont montré ’effet bénéfique de 1’extrait
aqueux des graines de fenugrec sur I'ulcere gastrique provoqué par I’éthanol en allégeant les
Iésions mugueuses graces a son activité anti-sécrétoire et aux flavonoides.

= Effet neuroprotecteur : une étude menée sur des souris intoxiquées par la pyridoxine a
montré 1’effet anti-neuropathique de 1’extrait hydro-alcoolique des graines en restaurant la
fonctionnalité des nerfs sciatiques (Moghadam et al., 2013).

= Effet antibacterien : I’extrait éthanolique des graines a présenté une activité antibactérienne
vis-a-vis des bactéries gram positifs (Bacillus subtilisé et Staphylococcus aureus) ainsi que

les bactéries gram négatif (Vibrio cholerae et Escherichia coli) (Oueslati et Ghédira, 2015).

3.3.5. Aspects toxicologiques

Bien que le fenugrec soit traditionnellement et expérimentalement considéré comme efficace et
bien toléré de point de vue meétabolique, la consommation des graines doit étre contrélée en
prenant en compte la posologie, leur interaction avec d’autres médicaments, 1’allergie et leur
foetotoxicité. A cause de sa teneur en coumarine, le fenugrec accroit le risque de saignement
sanguin et c’est la raison pour laquelle sa consommation par des patients recevant des

anticoagulants est déconseillée (Oueslati et Ghédira, 2015). Des réactions d’hypersensibilité
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peuvent apparaitre, que ce soit respiratoire sous forme de rhinorrhée, évanouissement en cas
d’inhalation de la poudre des graines, ou cutanée provoquant un angiocedéme suite a des
applications cosmétiques (Petropoulos, 2002). En plus, il a été reporté a plusieurs reprises que les
graines de fenugrec sont contre indiquées durant les phases précoces de la grossesse, a cause de
leur effet foetotoxique et tératogéne. Une consommation excessive en graines de fenugrec (50 g
BID) peut induire des symptdmes gastro-intestinaux notamment une flatuosité et diarrhée (Al-
Asadi, 2014).
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Chapitre 4 : Matériel et méthodes

L’étude expérimentale a été opérée au sein de plusieurs laboratoires spécialisés. Les
expérimentations phytochimiques sur les graines de fenugrec locales ont été réalisées au
laboratoire ChimNutra, Université de Naples Frédéric II, Italie. Le dosage des parametres
biochimiques et hématologiques a été réalisé au laboratoire de biochimie et d’hématologie de
I’hopital Dorban (Annaba). Le dosage des paramétres du stress oxydatif a été mené en alternance
au sein du laboratoire de Biochimie et Microbiologie Appliquées du département de Biochimie,
et au laboratoire d’Ecophysiologie Animale du département de Biologie, Université Badiji
Mokhtar, Annaba (UBMA). La préparation et 1’observation des coupes histologiques ont été
faites au laboratoire d’anatomie et cytologie pathologique NIHA, Annaba.

Cette étude constitue une enquéte expérimentale visant a évaluer le contenue phytochimique des
graines de fenugrec locales (Trigonella foenum graecum) ainsi que leur potentiel
hypoglycémiant, antioxydant et cytoprotecteur contre les perturbations physiopathologiques du

diabéte induit chez des rats wistar en utilisant un diabétogene le STZ.

NB : Tous les produits et réactifs chimiques utilisés dans la partie pratique (phytochimique et

biologique) sont mentionnés dans I’annexe 1.

4.1. Etude phytochimique du fenugrec
4.1.1. Modeéle végétal et extraction
Les graines de fenugrec locales (GFL) ont été recueillies des habitats naturels de Hassi Khalifa,
Oued souf, Algérie, au mois d’avril 2019 (Tableau 5) et authentifiées en étant Trigonella foenum
greacum Linn. suivant les idiosyncratiques du genre Trigonella (Petropoulos, 2002) par Dr.
Hamel Tarek, département de biologie végétale et environnement (UBMA, Algérie). Les
semences ont été épurées par vannage, lavées, égouttées, séchées et finalement moulues en
poudre.

Tableau 5 : Caracteéristiques géographiques du site de récolte des graines de fenugrec

(Web)

Hassi 33°33'44" N
51 Aride 67.63 30 27
Khalifa 6°59'25" E
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Avant de procéder aux analyses phytochimique, nous avons d’abord préparé 1’extrait hydro-
méthanolique des GFL (GFL-M.Aq). Pour ceci,

macération de 1’ordre de 1:10 sous une agitation continue pendant 24 heures, suivant la méthode

nous avons opté pour une extraction par

de Hayat et al., (2020) et Buttner et al., (2021). En effet, la poudre des graines de fenugrec locale
a eté macéree dans une solution aqueuse de méthanol (GFL-M.Aq) de I’ordre de MeOH/H20
(80:20). Subséquemment, le macérat a été mis sous ultrasons (5°C, 15 min). Apreés centrifugation
a 9000 rpm pendant 10 min, le surnageant a été aliquoté, cependant le culot a subi une
réextraction identique pour maximiser 1’extraction des métabolites. Ensuite, le surnageant a été
rassemblé, concentré sous vide a 40 °C a I’aide d’un évaporateur rotatif (Buchir-210), puis
congelé pendant 24 h et lyophilisé pendant 72 h avant d’étre stocké a 1’obscurité a 4 °C pour étre
exploité dans 1’étude phytochimique (Figure 21). Le rendement des extraits lyophilisés a été
estimé selon la formule suivante :
Rd (%) = (Mext/Mech ) x 100

= Rd: Rendement exprimé en pourcentage (%) ;
*  Mext : Masse de I’extrait sec issu (g) ;

»  Mech : Masse de 1’échantillon initial (g).

A 4 A 4

Incinération des
graines poudrées

Extraction hydro-alcoolique
.q Méthanol-eaun (80:20)
- 1 GFL-M.Aq

v

A 4

Dosage des polyphénols individuelle

Par chromatographie

Dosage des minéraux
Cu, Se, Zn, Mg, Mn,

Criblage phytochimique . (HPLC.:-DAD-FLD) Fe, Mo, Vit C
. Acides phénoliques et flavonoides T
Phénols
Flavonoides =
Tannins ! Activité anti-glycative
Stérols- terpénes Dosage des métabolites BSA- glucose
Stéroides totaux par v
AICEIIO'FdeS spectrophotométrie Activité antioxydante
Saponines Polyphénols DPPH
Glycosides Flavonoides ABTS
Mucilage Alcaloides FRAP
Composés réducteurs. .. Saponines PPM

Figure 21 : Diagramme récapitulant le protocole expérimental de I’étude phytochimique
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4.1.2. Analyse qualitative de I’extrait hydro-méthanolique des GFL

L’extrait hydro-méthanolique des GFL (GFL-M.Aq) a été soumis a un criblage phytochimique
préliminaire en se référant aux méthodes standards rapportées par Shaikh et Patil (2020).
L’ensemble des tests colorimétriques, les tests basés sur la précipitation ainsi que I’approche

adoptée sont récapitulés dans le tableau 6.

Tableau 6: Tests qualitatifs adoptés pour I’identification des composés chimiques (Shaikh
et Patil, 2020)

Test de chlorure de

Polyphénols - Chlorure de fer Noir bleuté
er
) HCL Rose foncé voire
Flavonoides Test de Shinoda
Copeaux de magnésium rouge

o . . Violet virant au bleu
Steroides - Anhydride acétique _
puis au vert

Tannins condensés Test de chlorure de fer Chlorure de fer Vert foncé
Chloroforme

Terpénes Test Salkowski Rouge-brun
Acide sulfurigue concentré

Alcaloides Test de Dragendroff Réactif de Dragendorff Rouge-brun
Saponines Test de moussage - Formation d’une mousse
Composés réducteurs Test de Fehling Liqueur de Fehling Rouge brique
Test de Keller Chlorure de fer
Glycosides o Bleu fonce
Killiani Acide sulfurique

Acide sulfurique
Anthocyanes - Virage de coloration
Ammoniaque

Mucilage - Ethanol absolu Précipité floconneux
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4.1.3. Analyse quantitative de la composition métabolique totale de I’extrait GFL-M.Aq

4.1.3.1. Dosage des polyphénols totaux
. Principe : la teneur phénoligue totale a été examinée par la méthode de Folin-Ciocalteau

(Singleton et al., 1999).
. Mise en ceuvre du dosage :

Pour doser les polyphénols totaux, nous avons suivi le protocole suivant :

20 pL d’extrait (1mg/ml)
100 pL de réactif de Follin-Ciocalteaun a 10%

80 uL de carbonate de sodium a 7 3%

Incubation (30°C, 607)

Lecture de I’absorbance a 760 nm

. Expression des résultats : la concentration des polyphénols a été inférée a partir d’une
gamme d’étalonnage élaborée avec du I’acide gallique (0 — 0,6 mg/mL) dans les mémes
conditions que I’extrait expérimental. Les résultats ont été exprimés en mg équivalents d’acide

gallique/ g d’extrait (mg EAG/g E) (Figure A, Annexe 3).

4.1.3.2. Dosage de flavonoides totaux
. Principe : la détermination de la teneur en flavonoides a été effectuée en appliquant

’essai colorimétrique du chlorure d’aluminium initialement proposé par Christ et Miller (1960).

. Mise en ceuvre du dosage :

Pour doser les flavonoides totaux, nous avons suivi le protocole suivant :

500 pL d’extrait (1mg/mL)
150 pL de nitrite de sodium (1mol/L) |
15 uL de chlorure d”aluminium (10%)

30 uL. d'hydroxyde de sodium (1M)

Ajustement au méthanol (Vena =2, 3ml)

Lecture d absorbance a 415 nm
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. Expression des résultats : pour estimer la concentration des flavonoides totaux, une
courbe d’étalonnage a été tracée en utilisant de la quercétine (0.45 mg/mL), en tenant compte
que les conditions de manipulation de ce standard sont identiques a ceux de I’extrait
expérimental. Les résultats ont ét¢ exprimés en mg équivalent de quercétine/g d’extrait (mg

EQ/g E) (Figure B, Annexe 3).

4.1.3.3. Dosage de saponines totales
. Principe : la quantification des saponines a été congue selon la méthode de 1’acide

sulfurique-vanilline, fondée par Hiai et al., (1976).

. Mise en ceuvre du dosage :

Pour doser les saponines totaux, nous avons suivi le protocole suivant :

50 pL de chaque extrait (1lmg/mL)
230 pL de vanilline a §% —
2.5 mL d’acide sulfurique a 72%

—

Incubation (60°C, 107)

Lecture d’absorbance a 544 nm

. Expression des résultats : la diosgénine, en étant un standard, a subi le méme protocole
de dosage pour former une gamme d’étalonnage (0 - 0,3 mg/mL) afin de quantifier les saponines
totales. Les resultats ont été exprimés en mg équivalent de diosgénine/g d’extrait (mg ED/g E).

(Figure C, Annexe 3).
4.1.3.4. Dosage des alcaloides totaux

. Principe : les alcaloides ont été quantifiés suivant la méthode de vert de bromocresol

estimé par Shamsa et al., (2008).
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. Mise en ceuvre du dosage :

Pour doser les alcaloides totaux, nous avons suivi le protocole suivant :

1 ml. d’extrait (lmg/mL)
2 ml. d’acide chlorhydrique

Filtration (Whatman N® 542)

1 ml de filtrat 1zz0
2 mL de vert de bromocresol [ |

2 ml. de tampon phosphate

Agitation

Solution réactionnelle + 1 mL de chloroforme

Incubation (25°C, 57)

Lecture d absorbance a 470 nm

. Expression des résultats : pour déterminer la concentration des alcaloides totaux, une
courbe d’étalon a ¢€té réalisée avec d’atropine a partir d’une gamme allant de 0 a 0,25 mg/mL.
Les résultats sont exprimés en mg équivalent d’atropine/g d’extrait (mg EA/g E) (Figure D,

Annexe 3).

4.1.4. Analyse quantitative de la composition phénolique individuelle de I’extrait GFL-
M.Aq

Le profilage de la composition phénolique a été réalisé selon la méthode chromatographique,
préalablement validée par Maisto et al., (2023), a I’aide d’un systéme Jasco Extrema LC-4000
équipé d’un détecteur a réseau de photodiodes (DAD) et d’un détecteur de fluorescence, couplé a
un échantillonneur automatique et a une pompe a solvant binaire. Les analyses
chromatographiques ont été effectuées en phase inverse a un débit de 1 mL/min, en utilisant le
solvant A (acide formique a 2%) et le solvant B (acide formique a 0,5 % dans 1’acétonitrile et
I’eau a 50 :50, v/v). L’¢lution a été réalisée comme suit, 5 min d’élution isocratique a 10 % du

solvant B, puis de 10 % (B) a 55 % (B) pendant 50 min et a 95 % (B) pendant 10 min, suivie de
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5 min d’entretien. Un volume de 20 pL a été injecté dans une colonne Kinetex®C18 (250 mm
4,6 mm, @=5 pum), avec une température réglée a 30 °C. Les flavonols, les dihydrochalcones et
les acides hydroxycinnamiques ont été detectés a 280 nm, tandis que les flavanes 3-ols a 360 nm.
Les procyanidines ont été surveillées par un détecteur de fluorescence, utilisant une longueur
d’onde d’excitation de 272 nm et une longueur d’onde d’émission de 312 nm. L’identification
des polyphénols a été réalisée par comparaison de leurs temps de rétention (Tr) avec ceux des
standards purs alors que la quantification a été réalisée en utilisant les surfaces des pics et les

courbes d’étalonnage des étalons analytiques.

4.1.5. Analyse quantitative de la composition minérale de GFL

Les graines de fenugrec locales préalablement moulues (granulométrie < 250 pm), ont été
incinérées dans un four a moufle furane a 500 °C. Les cendres résultantes ont été ensuite
soumises a une minéralisation qui consiste a une digestion acido-thermique successive en
utilisant de 1’acide nitrique sur un bloc chauffant (95 °C). Une fois que le mélange soit
homogeéne, le minéralisat a été filtré a travers un papier filtre plissé Grade 0790. Le filtrat a été
ajusté a un volume de 25 mL avec du I’eau bi-distillée (Ranganna, 1986).

L’¢évaluation de la composition mono-élémentaire en fer (Fe), manganése (Mn), cuivre
(Cu), zinc (Zn), magnésium (Mg), sélénium (Se), molybdene (MO) et vitamine C dans les GFL a
¢été assurée par une spectrométrie d’absorption atomique de flamme (Perkin Elmer, AAnalyst
400) avec un systéeme a double faisceau et un détecteur a semiconducteur a 189-900 nm, dans des
conditions air- acétyléne, en utilisant une source de lumiere EDL et boite a gaz automatique. Les
échantillons et les solutions standards ont été nébulisés dans un compartimentent de 25cmx25cm.
4.1.6. Activité antioxydante de I’extrait GFL-M.Aq
4.1.6.1. Test de piégeage du radical DPPH*

. Principe : la réduction du diphenyl-I-picrylhydrazyl (DPPH) a été mesuré conformément
au protocole de Dixit et al., (2005).
. Mise en ceuvre du dosage :

Pour évaluer ’activité radicalaire de GFL-M.Aq, nous avons suivi le protocole suivant :

200 uL d’extrait (Img/mlL)
1 mL de solution DPPH/méthanol (60uMd)

Incubation a "obscurnte (307)

Lecture d’ absorbance a4 517 mn
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4.1.6.2. Test de réduction de fer (FRAP)
. Principe : la réduction du fer a été évaluée selon la méthode de Benzie et Strain (1999).

. Mise en ceuvre du dosage :

Pour évaluer I’activité réductrice de GFL-M.Aq, nous avons suivi le protocole suivant :

10 mL de tampon d’acétate de sodmum (0,3 M, pH 3.6)

1 mL de solution TPTZ (10 mM/0,04 M HCL)

1 mL de solution de FeCl3 (0,003 M)

Melange (10:1 :1)

0.1 mL d’extrait (lmg/mL)
0.4 mL de solution FRAP

Incubation (37°C, 307)

Lecture d’absorbance a 593nm
4.1.6.3. Test de piégeage du radical ABTS **
. Principe: le piégeage de la forme cationique d’acide 2,2’-azino-bis(3-
éthylbenzothiazoline-6-sulphonique) (ABTS®**) a été évalué en se basant sur le principe de Re et
al., (1999).

. Mise en ceuvre du dosage :

Pour évaluer I’activité radicalaire de GFL-M.Aq, nous avons suivi le protocole suivant :

44 uL de solution ABTS (7TmM)

2.5 ml de solution persulfate de potassium (140 Mm)

Incubation a I"obscurnité (25°C, 1477)

Dilution de la solution réactive (ABTS®*") avec le méthanol
{1 -:80) 4 une absorbance équilibrée (0,70) a 734 nm

1 mL d’extrait (1mg/ml.)
1 mL de solution ABTS**

Incubation (30°C, 67)

Lecture d absorbance a 734 nm
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. L’expression des résultats : la capacité de I’extrait hydro-méthanolique des graines de
fenugrec locales a piéger les radicaux, DPPH® et ABTS®* et a réduire I’ion Fe*', a été déduite
comparativement a un antioxydant de référence; le trolox, en utilisant les équations de
régression : Y= 0,2556x+0,1498, R?>= 0,996 (DPPH), Y= 0,3967x-3,2119, R?>=0,990 (ABTS) et
Y= 0,00258x-0,0219, R?=0,996 (FRAP), ainsi les résultats sont exprimés en mg équivalent de
trolox/g d’extrait (mg ET/g E).

4.1.6.4. Test du phosphomolybdate (PPM)
" Principe : I’évaluation de la capacité antioxydante totale (CAT) a été évalué en se

référant a la méthode du phosphomolybdate décrite par Prieto et al., (1999).

. Mise en ceuvre du dosage :

Pour évaluer I’activité radicalaire de GFL-M.Aq, nous avons suivi le protocole suivant :

0.5 mL d’extrait (Ilmg/mL)

1 ml de solution réactive Acide sulfurique (0,6 M)
Phosphate de sodium (28 mM)
Molybdate d’ammonium (4 m.Ml

Incubation (70°C, 907)

Lecture d absorbance a 695 nm

. L’expression des résultats : en I'utilisant comme un antioxydant de référence, I’acide
ascorbique a été incubé dans les mémes conditions, aboutissant a la constatation d’une équation
de régression ; Y=1,6003x+0,0049, R?>=0,995. La capacité antioxydante a été donc exprimée en

mg équivalent acide ascorbique/g d’extrait (mg EAA/g E).

4.1.7. Activité antiglycative de I’extrait GFL-M.Aq

. Principe : I’activité antiglycative de 1’extrait GFL-M.Aq a été évaluée selon Sharma et
al., (2002), en utilisant le modele albumine sérum bovine (BSA) - monosaccharide.

. Mise en ceuvre du dosage :

Pour évaluer ’activité antiglycative de GFL-M.Aq, nous avons suivi le protocole suivant:
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Solution tampon phosphate (PBS) (200 mmol/L, pH 7.4 + azide de sodium (0,02%))

—

—* 300 pL de Solution PBS-BSA (30mg/mL)

— 250 pL de solution PBS-glucose (1.25mol/L)

— 250 pL de solution PBS-fructose (1.25mol/L)

500uL d’extrait (0.01-80 mg/mL) - Microfiltration
— (filtre seringue a 0,22um)

Incubation (37°C, 7y)

Lecture de fluorescence a Aex 355nm. hem 460nm

. Expression des résultats : comparativement a la rutine (standard), 1’activité antiglycative

de I’extrait GFL-M.Aq a été exprimée en :

v Pourcentage d’inhibition de glycation (GI), calculé selon la formule suivante :

(Fs- Fsb)
Gl (%) =— x 100
(Fc - Fcb)
Fs : Intensité de la fluorescence en présence de 1’échantillon
Fsb : Intensité de la fluorescence en I’absence du glucose et du fructose
Fc : Intensité de la fluorescence en I’absence de I’échantillon
Fcb : Intensité de la fluorescence en I’absence de 1’échantillon, fructose et glucose
v IC50 : concentration de 1’échantillon nécessaire pour inhiber 50 % du BSA-AGEs, I’IC

50 est calculée graphiquement en utilisant la régression linéaire des courbes tracées.

4.2. Expérimentation animale

4.2.1. Confection de I’alimentation des rats

L’expérimentation animale a porté sur des rats Albinos wistar nourris par un régime alimentaire
standard ou supplémenté par 10% de la poudre de fenugrec. Les GFL ont été nettoyées, finement
moulues en poudre a I’aide d’un moulin électrique. Parallelement, la nourriture standard des rats
en batonnets, a été broyée dans les mémes conditions pour étre melangée a la poudre des GFL.
Le régime standard a été obtenue de 1’office national des aliments de bétail (ONAB) (Oued

Fragha, Guelma). La composition de I’alimentation est détaillée dans le Tableau 7.
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Tableau 7 : Composition de I’alimentation pour 1 kilogramme d’aliment (ONAB)

Mais 620 62
Soja 260 26
Phosphate 16 1.6
Calcium 9 0.9
Cellulose 10 1
Minéraux 10 1
Vitamines 10 1

4.2.2. Modéle animal et entretien

Le protocole expérimental réalisé sur les rats (in vivo) a été approuvé par le comité d’éthique
animale de I’université d’Annaba (UBMA, Algérie) (N°. 387: 31/07/2006). Le traitement des rats
a été réalisé conformément aux directives de la déclaration d’Helsinki (1964). Nous avons
concrétisé 1’expérimentation sur 40 rats males de race Albinos et de souche wistar. Ce sont des
mammiféres appartenant a l'ordre des rodentiens, obtenues auprés de I’Institut Pasteur d’Alger
(Algérie), agées de 9-10 semaines et pesant 174 g+15 g. Au cours de la période d’acclimatation
d’environ un mois, les rats ont été accommodés dans des cages translucides en polyéthylene
tapissées d’une litiere de copeaux de bois interchangeable quotidiennement. Les conditions de
I’animalerie sont optimisées a une température de 20+£2°C, un degré hygrométrique de 704 %,
sous une photopériode de 12 heures lumiére/obscurité. Les rats ont été autorisés a accéder
librement a 1’eau (ad libitum) et au régime standard en batonnets tout au long de la période de

I’étude.

4.2.3. Induction du diabéte expérimental

Pour I’induction du diabéte, nous avons privilégié I’utilisation de la STZ (CsH1sN307) (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO) en tant qu’un diabétogene grace a sa structure chimique (Figure 22) qui
lui confeére la cytotoxicité. En effet, la STZ agit par sa portion désoxyglucose (A) responsable du
transport membranaire de la molécule via le transporteur GLUT 2 et par sa fraction nitrosourée

(B), qui provoque des dommages des cellules B via I’alkylation de leur ADN (Szkudelski, 2012).
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Figure 22 : Structure chimique de la Streptozotocine (Hasan et al., 2018)

Suivant le guide d’induction de diabete proposé par Gheibi et al., (2017), la STZ a été
extemporanément préparée dans une solution de tampon citrate (0,1 M) dans des conditions
acides (pH=4,5) et immédiatement injectée par voie intrapéritonéale a une dose de 60 mg/kg de
poids corporel des rats mis en je(ne nocturne. En parallele, les rats servant pour témoins ont subi
le méme protocole en injectant intrapéritonéalement le tampon citrate (0,1 M ; pH=4,5). Aprés
I’injection, une solution de glucose a 10 % a été fournie aux rats correspondants pour surmonter
I’hypoglycémie induite par la STZ dans les premicres 24 heures (Deeds et al., 2011). Une
semaine post-injection, 1’état diabétique a été confirmé en estimant le taux de glucose sanguin de
la veine de la queue a 1’aide d’un glucométre ACCU-CHEK (Performa, France). Les animaux
qui ont développé une hyperglycémie relativement stable avec un taux de glucose supérieur a

200 mg/dL ont été sélectionnés comme un modele diabétique.

4.2.4. Conception expérimentale et traitement
La poudre des graines de fenugrec locale (GFL) a été incorporée dans la nourriture standard
préparée préalablement a raison de 10 % (w/w): 10 g de graines de fenugrec locale dans 100 g
d’aliment standard (Mukthamba et Srinivasan, 2017). Apres 1’induction du diabéte, les rats ont
été repartis aléatoirement et équitablement en quatre groupes (n=10), le traitement des rats a été
poursuit pendant six semaines (Pradeep et Srinivasan, 2017).

v' Groupe (ND-0): Rats non diabétiques nourris par un régime alimentaire standard.

v" Groupe (ND-GFL): Rats non diabétiques nourris par régime alimentaire supplémenté en

graines de fenugrec locales a 10 %.
v" Groupe (D-0): Rats diabétiques nourris par un régime alimentaire standard.
v' Groupe (D-GFL): Rats diabétiques nourris par un régime alimentaire supplémenté en

graines de fenugrec locales a 10 %.
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4.2.5. Echantillonnage biologique (Sacrifice, prélévement et dissection)
Parmi les parametres qui ont été suivis pendant 1’expérimentation animale, le poids corporel, la
glycémie, la consommation alimentaire et hydrique. En effet, 1’évolution corporelle et la
glycémie ont été surveillées hebdomadairement, alors que les rations alimentaires et hydriques
ont été contrélées quotidiennement. Nous avons également suivi la fréquence mictionnelle des
rats durant cette période.
Aprés les six semaines du traitement, nous avons procédé au sacrifice des rats a jeun par
décapitation. Les échantillons sanguins ont été récoltés dans des tubes adéquats pour le bilan
sollicité ; une fraction du sang a été prélevée dans des tubes EDTA pour FNS. Par ailleurs, le
sang recueillis dans les tubes secs et héparinés, a été centrifugé a 3000 rpm/15min, le sérum ainsi
que le plasma ont été aliquotés pour servir aux analyses biochimiques sérique (parametres
hépatique, rénale, lipidique) et plasmatique (parametres biochimique inflammatoire).

Le foie, les reins, le pancréas, la rate et le cceur ont ét¢ immédiatement disséqués et lavés
avec une solution saline isotonique (NaCl a 0,9 %), puis égouttés, séchés et pesés. Tous ces
organes ont servi pour 1’évaluation des paramétres physiologiques en calculant le poids relatif de

ces organes selon 1’équation suivante :

Rapport organo-somatique = Poids de I'organe (g) x 100

Poids total du corps (g)

Subséquemment, une portion des organes excisés (foie, rein et pancréas) a été fixée dans le
formol tamponné a 10 % pour I’examen histopathologique. Tandis que I’autre portion de ces
mémes organes a été préservée a -20 °C jusqu’au moment des investigations des paramétres du
stress oxydatif. Le protocole expérimental in vivo est circonstancié schématiqguement au niveau

de la figure 23.
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40 rats males Albinos Wistar

Adaptation (30 jours)
ND-0 ND-GFL D-0 D-GFL —
Rats non diabétiques Rats non diabétiques . Rats diflbéﬁqu‘% Rats diabétiques
Alimentation standard | |Alimentation + 10% GFL| | Alimentation standard| | Aimentation + 10% GFL
O\, (e [ (o
Traitement (42 jours)

Sacrifice (décapitation)

Dissection des organes Récupération du sang
| |
+
Dosage des paramétres | Etude Dosag.e de? P rametres Dosage des paramétres
du stress oxydatif; 4 4 | histologique biochimiques; : i
ydatif; A & . hématologiques;
VDA i Glycemie, HbAlc Paramizes
GSH Parametres heépatiques, , tTl‘amet es |
GPx l 1énaux, pancreatiques, ajy ocytaires .
GST lividiques et ot Parameétres leucocytaires
Evaluation des parametres PIAqUES et pro-
CAT physiologiques mflammatoires

Figure 23 : Diagramme récapitulant le protocole expérimental de I’étude biologique
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4.2.6. Evaluation de la cinétique glycémique

La glycémie est caractérisée par une stabilité relative qui varie en fonction de repas, stress,
maladie, médicaments (Geibi et al., 2017). Cela impose au moins une surveillance cinétique
hebdomadaire (0, 7 j, 14 j, 21 j, 28}, 35 j, 42 j) afin de mettre en évidence 1’effet des graines de
fenugrec locales, en utilisant un appareillage standard (glucometre ACCU-CHEK performa,
France et ses bandelettes appropriées). Le principe repose sur une réaction enzymatique (la
réaction entre le glucose et la glucose oxydase immobilisée sur les bandelettes), suivi d’une
réaction ¢lectrochimique (le courant électrique issu et passant a travers [’électrode est
proportionnelle au taux de glucose) (Mério, 2008). La modalité et les instructions d’utilisation
d’un lecteur de glycémie sont conventionnelles quoique dans le cas des rats, nous avons effectué
une petite incision dans la partie distale de la queue massée et stérilisée préalablement. Le taux

de la glycémie affiché sur I’écran est exprime en g/L.

4.2.7. Evaluation des paramétres biochimiques

Les paramétres biochimiques, y compris [’hémoglobine glyquée (HbAlc), I’albumine, les
transaminases (ALAT et ASAT), la bilirubine totale et directe (BIL-T, BIL-D), la lactate
déshydrogénase (LDH), la phosphatase alcaline (PAL), les protéines totaux (PT), I’amylase, la
lipase, le cholestérol total (Chol-T), les triglycérides (TG), les lipoprotéines de haute densité
(HDL), les lipoprotéines de basse densité (LDL) et la protéine C-réactive (CRP); ont été
mesurés sur la base des méthodes conventionnelles utilisant des kits biochimiques Spinreact
correspondants (Espagne) sur un analyseur automatisé (COBAS Integra 400-ROCHE). La
concentration plasmatique d’insuline a été estimée a I’aide de 1’immuno-essai par
¢électrochimiluminescence sur I’analyseur ROCHE COBAS E411. Cependant, les concentrations
plasmatiques de I’interleukine 6 (IL-6) et du facteur de nécrose tumorale a (TNF-o) ont été
estimés a ’aide d’un kit d’immunoessai ELISA sandwich quantitatif (Quantikine, Etats-Unis)

(analyseur ROCHE COBAS E411).

4.2.8. Evaluation des paramétres hématologiques

L’hémogramme a été réalisé par un analyseur d’hématologie automatique (Shenzhen Prokan,
PE-6100). Les échantillons sanguins pris sur EDTA ont éeté testés hématologiquement pour la
comptabilisation des globules rouge (GB), globules blanc (GB), monocytes (MO), lymphocytes
(LY), polynucléaires neutrophiles (PN), polynucléaires éosinophiles (PE), et polynucléaires

basophiles (PB), les plaquettes (PLQ) ainsi que les parametres qualitatifs des hématies
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(hémoglobine (Hb), volume globulaire moyen des hématies (VGM) et la concentration
corpusculaire moyenne en hémoglobine (CCMH)).

4.2.9. Evaluation des paramétres du stress oxydatif

4.2.9.1. Préparation de I’homogénat

Nous avons initié le protocole par une étape préliminaire qui consiste a 1’homogénéisation
glaciale des échantillons de foie, reins, pancréas, cceur et rate, en suivant le protocole de
Aouacheri et Saka (2021).

4.2.9.2. Dosage du taux du malondialdéhyde (MDA)

. Principe : I’estimation quantitative de la peroxydation lipidique s’appuie sur la
quantification du malondialdéhyde (MDA) selon la méthode d’Ohkawa et al., (1979).

. Mise en ceuvre du dosage :

Pour doser le MDA tissulaire, nous avons adopté le protocole suivant :

0.5 mL de I’homogénat
0.5 mL de la solution TCA a 20% |

1 ml de la solution TBA & 0.067%

- Incubation au bain-marie (100°C, 157)

Le mélange réactionnel + 4 mL de s-butanol

Centnifugation (3000 tpm_ 157)

Lecture de ’'absorbance a 530 nm contre le blanc (tampon TBS)

. Estimation de la concentration : pour calculer la concentration du MDA, nous avons
utilisé une gamme étalon réalisée avec du 1,1°,3,3’-tétraethoxyproprane préparé dans les mémes
conditions. Les densités optiques obtenues sont insérées dans 1’équation correspondante a la
courbe d’étalonnage (Figure E, Annexe 3) et la concentration du MDA est exprimée en nM/mg
de proteines.
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4.2.9.3. Dosage du taux de glutathion réduit (GSH)

. Principe : La quantification du glutathion réduit (GSH) a été réalisée suivant la méthode
de Weckbecker et Cory (1988).

. Mise en ceuvre du dosage :

Pour doser le GSH tissulaire, nous avons adopté le protocole suivant :

0,8 mL. de I'homogénat
0.2 ml d’une solution de S5A

a0.23%

Incubation au bain de glace (157)

Centnifugation (1000 rpm, 107)

0,2 mL de I'homogénat

1 mL du tampon Tris-EDTA
(Tris 04 M :EDTA 0 02M ; PHO6) [

0,025 ml. de la solution DNTB
(0010

Incubation du mélange réactionnel

(37°C.57)

Lecture d’absorbance a 412 nm contre le blanc (tampon TBS)

. Estimation de la concentration : pour calculer la concentration du GSH, nous avons

appliqué la formule suivante :
DO x 1 x 1,525

[GSH] (nmol/mg de protéines) =
13,1 x 0,8 x 0,5 x mg de protéines

v" DO : Densité optique

v'1: Volume total de (0,8 mL homogénat + 0,2 mL acide salicylique), solution utilisée
pour la déprotéinisation

v' 1,525 : Volume total du mélange réactionnel utilisé dans le dosage de GSH au niveau du
surnageant (0,5 mL surnageant + 1 mL Tris + 0,025 mL DTNB)
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v" 13,1 : Coefficient d’absorbance du groupement sulfhydryle (-SH) a 412 nm
v 0,8 : Volume de ’homogénat
v" 0,5 : Volume du surnagent

4.2.9.4. Dosage de ’activité de la glutathion peroxydase (GPx)

. Principe : Iactivité de la glutathion peroxydase a été estimée par la méthode de Flohé et
Gunzler (1984).
. Mise en ceuvre du dosage :

Pour évaluer I’activité de la GPx, nous avons adopteé le protocole suivant :

0.2 mL de I'homogénat
0.4 mlL de solution GSH (0.1 Mm) -

0.2 mL de TBS
(Tris S0Mm ; NaCl 150 Mm ; pH=7.4)

Incubation au bain-marie (25°C, 5")

Le mélange + 0.2 mL de la solution H,0, (1,3 Mim)

Incubation (37°C, 10°)

Melange réactionnel + 1 mL de TCA a 1%

Incubation au bain de glace (307)

Centrifugation (3000 rpm/ 10%)

0,48 mL de surnageant
2.2 mL de TBS

0,32 mL de solution DTNB ({1 Mm)

Incubation du
mélange
réactionnel (37°C,
5")

Lecture d'absorbance a 412 nm contre le blanc (tampon TBS)

. Estimation de ’activité enzymatique : pour calculer I’activit¢ enzymatique de la GPx,

nous avons appliqué les formules suivantes :
(DO échantillon— DO étalon) x 0,04

Q =
DO étalon
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Qx5

mg de protéines

GPx (umol GSH /min/mg de protéines) =

v" Q: Quantité du GSH oxydé
v" 0,04 : Concentration de GSH

v" 5:Volume total des solutions

4.2.9.5. Dosage de I’activité de la glutathion-S- transférase (GST)

" Principe : I’évaluation de D’activité de la glutathion-S- transférase (GST) a été congue
selon la procédure de Habig et al., (1974).

. Mise en ceuvre du dosage :

Pour évaluer ’activité de la GST, nous avons adopté le protocole suivant :

0,02 mL de I’homogénat

0,83 mL de tampon phosphate (0,1 M), pH=6,5| _
0,05 mL de solution de CDNB (0,02 M)
0,1 m de solution de GSH (0,1 M)

Meélange réactionnel (37°C,
pH=6.5)

Lecture d’absorbance a 340 nm contre le blanc (tampon phosphate)

. Estimation de ’activité enzymatique : pour calculer I’activité enzymatique de la GST,
nous avons appliqué la formule suivante :

DOe /min — DOp /min
9,6 x mg de protéines

GST (nmol GSH-CDNB/min/mg de protéines) =

v DOeg : Densité optique de I’échantillon par minute
v DOy : Densité optique du blanc par minute
v’ 9,6 : Coefficient d’extinction de GSH-CDNB exprimé en Mm™. Cm

4.2.9.6. Dosage de P’activité de la catalase (CAT)
. Principe : la mesure de I’activité enzymatique de la catalase (CAT) est réalisée selon la

méthode d’Aebi (1984).
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. Mise en ceuvre du dosage :

Pour évaluer I’activité de la CAT, nous avons adopté le protocole suivant :

0,02 mL de I’homogénat
0,78 mL de tampon phosphate (0,1 M), pH=7.5 |—
0,02 mL de solution de H,0, (0,5 M)

Meélange reactionnel a 25°C

Lecture d’absorbance a 240 nm contre le blanc (tampon phosphate)

. Estimation de D’activité enzymatique : pour calculer 1’activité catalytique de la CAT,

nous avons utilisé la formule suivante :

ADO
CAT (umol H202/min/mg de protéine) =

€ x L x mg de protéine

v" ADO : Variation de la densité optique par minute
v €: Coefficient d’extinction du H202= 0.04 Mm™*.Cm

v' L : Largeur de la cuve ou longueur du trajet optique (1 cm)

4.2.9.7. Dosage des protéines

. Principe : la quantification de la concentration des protéines a été réalisée conformément
a la méthode de Bradford (1976).

. Mise en ceuvre du dosage :

Pour doser les protéines, nous avons adopté le protocole suivant:

0,1 mL de ’homogeénat
5 mlL de reactif de Bradford

Melange réactionnel (5°)

Lecture d’absorbance a 595 nm contre le blanc (tampon TBS)
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. Estimation de la concentration : pour calculer la concentration des protéines, nous
avons utilisé une gamme étalon réalisée avec 1’albumine bovine sérique élaborée dans les mémes
conditions. Les densités optiques obtenues sont substituées dans 1’équation correspondante a la
courbe d’étalonnage (Figure F, Annexe 3) et la concentration des protéines est déterminée en

mg/mL.

4.2.10. Evaluation des paramétres histologiques

Pour I’observation au microscope photonique, les tissus ont ¢été transformés en coupes
histologiques conformément a la technique conventionnelle d’Houlot (1984), qui requiert
plusieurs démarches successives :

. Fixation : les portions du foie, rein et pancréas ont été détrempés dans une solution de
formaldéhyde a 10% dans 1’ordre de les fixer chimiquement par réticulation pour assurer la
préservation cellulaire et tissulaire. Les prélevements ont été 6tés du formol et placés dans des
cassettes particuliéres perforées permettant le passage des solvants (Figure 24 A).

. Déshydratation et clarification : constitue une étape préliminaire pour substituer 1’eau
tissulaire par la paraffine. Pour ce faire, les prélevements doivent étre déshydratés par une
succession de bains d’éthanol de concentrations ascendantes. Les échantillons déshydratés ont
été par la suite clarifiés en utilisant du xyléne. L’ensemble de traitement des tissues a été assuré
par un circulateur (Leica TP1020) (Figure 24 B).

. Inclusion : les prélevements issus ont été imprégnés dans des bains de paraffine fondue
(57 °C), puis orientés a 1’enrobage (Leica EG1150 H), qui consiste a ranger les tissus dans des
moules spécifiques (Barres de Leuckart) avec de la paraffine liquide, qui en rigidifiant a -8 °C
sur une plague métallique (J.P SELECTA, Spain) forme des blocs de paraffine renfermant les
tissus (Figure 24 C, D).

. Microtomie : les tissus enrobés dans des blocs de paraffine ont été placés dans un
microtome rotatif (Leica RM 2125 RTS) permettant d’obtenir des coupes de 5 um d’épaisseur.
Les rubans issus ont été depliés en les placant dans un bain-marie (48°C) puis ont été recueillis
sur des lames en verre et mises a sécher (Figure 24 E, F).

. Coloration : pour distinguer les différents tissus, nous avons adopté la coloration
d’Hématoxyline- Eosine. Cette étape a éte faite manuellement en immergeant les lames a travers
une sélection successive de solvant-colorants en suivant I’ordre ; dans un bain de xyléne pour le
déparaffinage, dans un bain d’éthanol pour réhydratation, dans un bain d’hématoxyline (10 min)
suivi d’un ringage a ’eau, puis dans un bain d’éosine (3 min) suivi d’un ringage. Les coupes

colorées obtenues sont egouttées, séchées et finalement montées entre lame et lamelle avec une
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goutte de Eukitt, une résine de montage (Figure 24 G, H). L’observation a été réalisée par le

biais d’un microscope optique (Leica DM750) (Figure 24 1).

Figure 24 : Etapes préparatoires des coupes histologiques

A : La mise en place des prélevements fixés dans les cassettes. B : La déshydratation et la
clarification au niveau de circulateur. C : L’imprégnation des prélévements dans la paraffine au
niveau de la station a inclusion. D : La solidification des blocs au niveau de la plaque froide. E :
La confection des coupes au niveau de microtome. F : La récupération des coupes sur des lames.
G : La coloration des coupes a la méthode d’hématoxyline-éosine. H : Le montage des coupes

avec une goutte de Eukitt. I : La microscopie optique.
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4.3. Analyse statistique
Les données phytochimiques ont été exprimees en moyenne plus au moins erreur standard de la
moyenne (X+ESM, n=3), les valeurs d’IC50 ont été comparé par le test-t de Student. Les
données biologiques exprimés en X+ESM, n=10 ont été examinées statistiquement en appliquant
une analyse unidirectionnelle de la variance (ANOVA), suivie du test post-hoc de Tukey pour
I’analyse de comparaisons multiples en utilisant GraphPad PRISM version 8.0.2. Le seuil de
significativité a été marqué par des astérisques et des dieses suivant les différences estimees, en
étant :

v Significative lorsque p<0,05 ) @

v' Hautement significative lorsque p<0,01 ") @)

v' Trés hautement significative lorsque p<0,001 ) (##)
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Chapitre 5 : Résultats

5.1. Résultats de I’étude phytochimique

5.1.1. Screening phytochimique

Le screening phytochimique réalisé sur I’extrait expérimentale des graines de fenugrec locales a
permis de déterminer la présence de certains groupes (+) et ’absence d’autres (-) (Tableau 8). En
effet, ces tests qualitatifs ont permis de déceler dix grands groupes de composés chimiques, il
s’agit de polyphénols, flavonoides, tannins, sucres réducteurs, saponines, alcaloides, terpenes,
mucilages et des anthocyanes avec une disparité d’inférence qui correspond a une disparité de

teneur dans les graines. Alors qu’aucun stéroide n’a été détecté dans I’extrait GFL-M.AQ.

Tableau 8 : Composés phytochimiques mis en évidence dans I’extrait expérimentale des

graines de fenugrec locales (GFL-M.AQ)

Polyphénols +++
Flavonoides ++
Stéroides -
Tannins condensés +
Terpénes +
Alcaloides ++
Saponines ++
Sucres réducteurs ++
Glycosides +
Anthocyanes +
Mucilages ++

(-) : Absence de métabolite ; (+) : Teneur faible en métabolite ; (++) : Teneur moyenne en

métabolite ; (+++) : Forte teneur en métabolite.

5.1.2. Composition phytochimique quantitative

5.1.2.1. Composition phytochimique totale

Il ressort de ’analyse des données quantitatives de la composition totale phytochimique dans
I’extrait hydro-meéthanolique des graines de fenugrec locales, les résultats récapitulés dans le
tableau 9 et 10. Les polyphenols totaux étaient les métabolites les plus abondants avec une teneur
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substantielle de I'ordre de 98,14+0,89 mg EAG/g. L’extrait contient également des teneurs

appréciables de flavonoides totaux (53,04+1,21 mg QE/g), d’alcaloides totaux (33,16+2,11 mg

AE/g), de saponines totaux (31,45+1,14 mg DE/g). Nous avons estimé un rendement de 5,49 %.
Tableau 9 : Rendement d’extraction de I’extrait GFL-M.Aq

GFL-M.Aq 5,49

Tableau 10: Concentration des composés phytochimiques totaux mis en évidence dans
P’extrait GFL-M.Aq.

Polyphénols totaux (mg EAG/Q) 98,14+0,89
Flavonoides totaux (mg EQ/q) 53,04+1,21
Alcaloides totaux (mg ED/g) 33,16+2,11
Saponines totaux (mg EA/g) 31,45+1,14

Les concentrations sont exprimées en X+ESM (n=3). EAG : équivalent d’acide gallique; QE :

équivalent de quercétine; ED : équivalent de diosgénine; EA : équivalent d’atropine.

5.1.2.2. Composition phénolique individuelle

Le chromatogramme HPLC-DAD-FLD illustré dans la figure 25 nous a permis d’identifier 20
composés phénoliques par comparaison de leurs spectres et temps de rétention avec ceux des
standards phénoliques purs. Les concentrations correspondantes (Tableau 11) ont été quantifiées
a l’aide de la surface des pics et des courbes d’étalonnage. De point de vue qualitatif et
quantitatif, I’extrait GFL-M.Aq a montré la présence de dix acides phénoliques, principalement
des dérivés de I’acide hydroxycinnamique, dont 1’acide isoférulique chimiquement connu de 3-
hydroxy-4-méthoxycinnamique, était 1’acide dominant avec une teneur de 3453,12+1,04 ug/o.
L’extrait GFL-M.AQ a également montré respectivement des quantités modérées a mineures
d’acide cinnamique (2451,71+0,03 pg/g), acide p-coumarique (1316+1,15 pg/g), acide sinapique
(199,73+0,03 pg/g), acide chlorogénique (13,74+0,04 pg/g) et d’acide caféique (8,97+0,04
Hg/g). Seulement deux dérivés de I’acide hydroxybenzoique ont été identifiés dans 1’extrait
notamment 1’acide vanillique et 1’acide syringique avec respectivement des concentrations de
I’ordre de 292,54+0,06 pg/g et 84,39+0,01 pg/g. Comparativement a la teneur des autres

composés, 1’acide ellagique a été trouvé en quantité infime (0,05+0,02 pg/g). L’acide gallique
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était absent dans I’extrait des GFL-M.Aq mais nous avons pu identifier et quantifier un
composant ayant une structure approximativement semblable: 1,2,3-trihydroxybenzéne,
communément connu du pyrogallol (0,690,128 pg/g). Avec une gamme de teneurs
individuelles plus élevés [0,86-7668,71 ug/g], I’extrait GFL-M.Aq a dévoilé la présence de dix
flavonoides appartenant majoritairement aux flavanoles. Parmi eux, kaempférol-3-O-
coumarylglycoside représente une teneur élevée de 1431,55+0,08 pg/g suivi de quercétine
(1214,51+0,15 pg/g), myricétine (37,23+0,03 ug/g), kaempférol (12,39+0,07 ug/g), fisétine
(3,08+0,02 ug/g) et de quercétrine (0,95+0,82 ug/g), respectivement. Pour les flavanones,
I’extrait GFL-M.Aq a montré une teneur en hespéridine estimée a 0,86+0,09 pg/g alors que ni
naringine, ni naringénine n’a été mise en évidence. Apigénine a été également absent dans
I’extrait. La catéchine et 1’épicatéchine ont été¢ détectées a Aex 272 nm et Aem 312 nm dont la
concentration a été estimée a 199,73+0,18 pg/g et 288,01+0,02 pg/g respectivement. La rutine,
un flavanol-glycoside, était le principal flavonoide prédominant dans GFL-M.Aq (7668,71+1,42
Hg/g). Les pics notés par les alphabets (a, b, ¢) correspondent aux composants non identifiés.
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Figure 25 : Chromatogramme HPLC-DAD-FLD de la composition en acides phénoliques et

flavonoides de I’extrait hydro-méthanolique des graines de fenugrec locales détectés dans
les canaux (A) ex. 272 nm, em. 312 nm ; (B) 280 nm ; (C) 360 nm.

1 : catéchine, 2 : épicatéchine, 3 : acide ellagique, 4 : acide sinapique, 5 : acide syringique, 6 :

acide vanillique, 7 : acide caféique, 8 : acide ch

lorogénique, 9 : 1,2,3-trihydroxybénzene, 10 :

acide cinnamique, 11 : acide p-coumarique, 12 : 3-hydroxy 4-methoxycinnamic, 13 : rutine, 14 :

16 :
hesperidine, 19 : quercétrine, 20 : quercétine.

myricétine, 15: fisétine, kaempfeérol,
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5.1.3. Teneur en minéraux

Selon le statut minéral consigné dans le tableau 12 ci-dessous, les graines de fenugrec locales
semblaient étre riches en oligo-élements avec des quantités considérables. Le manganése
présente la teneur la plus élevée en micronutriments avec 358+3,22 mg/kg, suivi de molybdéne
(285,6+5,97 mg/kg), puis le sélénium (65,6+4,97 mg/kg), le cuivre (58,61+1,86 mg/kg), le zinc
(42 1,28 mg/kg) et enfin le fer (32,40+2,45 mg/kg), Le magnésium représente le
macronutriment principal avec une concentration significative de 777+3,69 mg/kg. La quantité

en vitamine C est estimée a 9,45+0,09 mg/qg.

Tableau 12: Teneur des graines de fenugrec locales (GFL) en éléments minéraux.

Fer (Fe) 32,40£2,45
Zinc (Zn) 42+1,28
Manganése (Mn) 358+3,22
Magnésium (Mg) 77745,69
Cuivre (Cu) 58,61+1,86
Molybdene (Mo) 285,6+5,97
Sélénium (Se) 65,6+4,97
Vitamine C (mg/g) 09,45+0,09

Les concentrations sont exprimées en X = ESM (n=3).

5.1.4. Activité antioxydante de I’extrait des GFL-M.Aq

L’estimation du pouvoir antioxydant de 1’extrait des GFL-M.Aq a été évaluée par quatre tests : le
piégeage des radicaux DPPH et ABTS, le pouvoir réducteur de fer (FRAP) et le test de
phosphomolybdate (PPM) et les résultats sont répertoriés dans le tableau 13. Le potentiel
antioxydant du fenugrec le plus puissant a été dévoilé par le test de DPPH avec un pouvoir de
piégeage du radical estime a 55,84 4,14 mg ET/g. L’extrait a montré également une aptitude a
piéger le radical ABTS estimé a 42,06£2,14 mg ET/g. Selon les résultats du test de
phosphomolybdate (PPM), I’extrait GFL-M.Aq a présenté un potentiel réducteur total de 1’ordre
de 23,12 +2,45 mg de EAA/g, ce qui indique son efficacité a réduire le Mo®" en Mo®*. L’extrait
GFL-M.Aq a également montré une capacité de réduction du Fe*" estimée a 40,89+3,12 mg de
ET/g. En résumé, les graines possédent un pouvoir piégeur plus potentiel que leur pouvoir
réducteur.
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Tableau 13 : Activité antioxydante de I’extrait hydro-méthanolique des graines de fenugrec
par les tests DPPH, ABTS, FRAP et PPM.

55,84+4,14 42,06+2,14 40,89+3,12 23,12+2,45
Les activités sont exprimées en X+ESM (n=3). ET : équivalent de trolox, EAA : équivalent

d’acide ascorbique

5.1.5. Activité antiglycative de I’extrait GFL-M.Aq

Dans le cadre de la mise en évidence du pouvoir antiglycatif, ’extrait GFL-M.Aq a été
investigué par I’inhibition de la glycation de I’albumine de sérum bovin (BSA) induite par le
glucose. D’aprés les résultats illustrés dans la figure 26, nous avons remarqué que I’activité
antiglycative de I’extrait ainsi que celle de la rutine est dose dépendante, avec une inhibition
maximale de ’ordre de 80% et 96%, respectivement. Pour déterminer 1’activité inhibitrice de
I’extrait vis-a-vis les produits BSA-AGESs, nous avons utilisé une mesure quantitative (1C50),
sachant qu’une valeur faible d’IC50 correspond a une activité inhibitrice élevée de I’extrait. Sur
ce, nos résultats ont montré une activité antiglycative modérée de I’extrait GFL-M.Aq avec une
IC50 = 1,03+0,02 mg/ml (une telle concentration est capable d’inhiber 50% de BSA-AGES) par
apport a I’activité de la rutine (0,24+0,01 mg/ml) (p <0,01).

100

- Rutine-M.Aq

-+ GFL-M.Aq

Inhibition des AGEs (%)
wun
(—]
1

0 T T T T T T T 1
20 -1.5 -0 05 00 05 1.0 15 20

Log10 concentration (mg/mL)

Figure 26 : Activité inhibitrice de I’extrait GFL-M.Aq et de la rutine (%) sur la glycation
de BSA. Les activités sont exprimées en X £ ESM (n=3).
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5.2. Résultats de I’expérimentation animale

5.2.1. Résultats de I’étude sémiologique pondérale

5.2.1.1. Répercussion du traitement par les GFL sur la cinétique pondeérale

D’aprés la figure 27 et le tableau 14, illustrant la variation du poids corporel des rats
expérimentaux, aucune différence significative du poids initial n’a été détectée au cours de la 1
semaine chez les rats diabétiques comparativement aux rats témoins. De méme, aucun signe de
toxicité voire mortalité liée au phyto-traitement n’a été signalé. Une perte significative du poids a
été observée dés la 2°™ semaine du traitement (p<0,01) chez les rats diabétiques (D-0) par
rapport aux rats témoins (ND-0). Cette baisse du poids estimée de 33 % a survenue
significativement (p <0,001) au fur et a mesure de la période expérimentale. L’ effet de fenugrec
sur la prise de poids n’a été pas observé qu’apres 2 semaines de diéte. En effet, les rats traités (D-
GFL) ont montré progressivement une amélioration corporelle significative par rapport aux rats
diabétique (D-0) avec une prise de poids constaté de 13 %. En I'occurrence, les rats témoins
(ND-0) et (ND-GFL) ont montré respectivement une amélioration corporelle de 25% et 28% au

cours de I’expérimentation en faveur des rats (ND-GFL).

400-
-o- ND-0
@ -m ND-GFL
E 300 -4 D-0
8 4 v D-GFL
) = =
‘%‘} 200- _ *
P
o p X X
X X ¥ ¥
100 ! : . : : :
0 1 2 3 4 ) 6

semaines

Figure 27 : Cinétique hebdomadaire du poids corporel (g) chez les rats témoins et traités
par 10% des GFL aprés 6 semaines. Les masses corporelles sont exprimées en X + ESM
(n=10).
* p<0,05 ; ** p<0,01 ; *** p<0,001 comparativement au lot t¢émoin (ND-0).
#p<0,01 ; ¥ p<0,001 comparativement au lot diabétique (D-0).

75



Résultats K

Tableau 14 : Variation du poids corporel (g) chez les rats témoins et traités par 10% des
GFL apres 6 semaines.

ND-0 ND-GFL D-0 D-GFL
Poids corporel initial (g)  246,00£7,00 247,88+16,27 230,22+14,58 241,44+11,70
Poids corporel final (g) 314,33 £9,37  311,33+9,38  165,67+8,47 *** 283,44+7,57 ###
Gain/perte de poids (%0) +25 +28 -33 +13

Les masses corporelles sont exprimées en X + ESM (n=10).
** p<0,01 ; *** p<0,001 comparativement au lot t¢émoin (ND-0).

#p<0,01 comparativement au lot diabétique (D-0).

5.2.1.2. Reépercussion du traitement par les GFL sur la consommation alimentaire et
hydrique

Aprés l’installation du diabéte, nous avons observé un syndrome cardinal (polyphagie,
polydipsie et polyurie) chez les rats diabétiques comme symptdmes caractéristiques du diabéte.
Les résultats du suivi de la consommation alimentaire et hydrique pendant 6 semaines chez les
rats expérimentaux sont illustrés au niveau de la figure 28 (A et B). En effet, les rats témoins
(ND-0) et (ND-GFL) ont montré un apport alimentaire et hydriqgue normal et relativement
constant tout le long de I’expérimentation. Cependant, les rats diabétiques (D-0) ont montré une
variation significative (p<0,01) avec une consommation progressive d’eau et d’aliment a partir
de la 2°™ semaine, et une variation trés hautement significative (p<0,001), avec une
consommation d’eau et d’aliment excessive et croissante & partir de la 3°™ semaine par apport
aux rats témoin (ND-0). La consommation hydrigue a atteint 137 ml/rat/jour et la consommation
alimentaire 63 g/rat/jour. Au-dela de la 3*™ semaine, nous avons noté chez les rats traités (D-
GFL), une diminution significative (p<0,01) d’eau consommeée. Cette diminution s’est
poursuivie apres 28 jours, 35 jours et apres 42 jours et est devenue trés hautement significative
(p<0,001), avec une diminution significative (p<0,01) de la consommation alimentaire.
Néanmoins, cette derniére a demeuré croissante jusqu’a la fin de la période du traitement. La
polyurie a été observée a travers la diurése élevée et mictions excessives des rats (D-0) au cours

de I’expérimentation.
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Figure 28 : Cinétique de la moyenne hebdomadaire de la consommation d’aliment
(g/rat/jour) (A) et de I’eau (mL/rat/jour) (B) chez les rats témoins et traités par 10% des
GFL pendant 6 semaines. Les rations sont exprimées en X + ESM (n=10).
* p<0,05 ; ** p<0,01 ; *** p<0,001 comparativement au lot témoin (ND-0).
#0<0,05 ; #p<0,01 ; ##p<0,001 comparativement au lot diabétique (D-0).
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5.2.1.3. Répercussion du traitement par les GFL sur les indices organo-somatiques

Afin de mettre en évidence les changements morphométriques que les organes peuvent subir au
cours du diabéte, nous avons estime les indices organo-somatiques et les résultats sont saisis
dans le tableau 15 qui montre concretement une variation de ces rapports.

Par opposition aux groupes témoins (ND-0) et (ND-GFL), les rats diabétiques (D-0) ont
montré une augmentation significative des indices hépato-somatiques (p<0,001) et réno-
somatiques (p<0,01), accompagnée d’une diminution trés hautement significative (p<0,001) de
I’indice pancreéato-somatique. La consommation des graines de fenugrec locales par les rats
diabétiques (D-GFL) a permis de restaurer significativement ces paramétres par apport aux rats
non traités (D-0). Quant aux rapports cardio et spléno-somatiques, nous n’avons enregistré
aucune différence significative chez tous les groupes par rapport au groupe témoin. Apres leur
dissection, 1’aspect rétrécis du pancréas et gonflé du foie et des reins appartenant aux rats
diabétiques (D-0) a été observé a 1’ceil nu tout en comparant avec 1’aspect normal de ces organes

appartenant aux rats témoins.

Tableau 15 : Variation des rapports organo-somatiques (%) chez les rats témoins et traités

par 10 % des GFL apres 6 semaines.

ND-0 ND-GFL D-0 D-GFL
Hépato-somatique 3,16+0,32 2,98+0,40 5,99+0,40***  3,48+0,25* ##
Réno-somatique 0,56+0,05 0,53+0,03 0,75+0,20** 0,58+0,03"
Pancréato-somatique 0,30+0,03 0,29+0,04 0,20+0,02*** 0,29+0,03%#
Cardio-somatique 0,33+0,03 0,32+0,05 0,28+0,03 0,29+0,04
Spléno-somatique 0,33+0,04 0,32+0,04 0,30+0,05 0,31+0,05

Les rapports sont exprimés en X + ESM (n=10).
* p<0,05 ; ** p<0,01 ; *** p<0,001 comparativement au lot témoin (ND-0).
# <0,05 ; ##p<0,001 comparativement au lot diabétique (D-0).

5.2.2. Résultats de I’étude biochimique

5.2.2.1. Répercussion du traitement par les GFL sur la cinétique glycémique

La cinétique de la glycémie hebdomadaire illustrée dans la figure 29 a évoqué une augmentation
significative du taux de glucose dans le sang (p<0,001) relativement constante allant jusqu’a 6

g/L chez les rats diabétiques (D-0). De méme, une glycémie physiologique stable chez les rats

78



Résultats K

non diabétiques (ND-0) et (ND-GFL) a été observée sans différence significative consignée. En
revanche, I’administration des graines de fenugrec chez les rats diabétiques (D-GFL) a induit une
diminution significative (p<0,01) de la glycémie aprés 21 jours, par rapport aux rats diabétiques.
Cette baisse significative s’est poursuivie progressivement chaque semaine jusqu’au 42°™ jour
(p<0,001), au cours duquel les rats traitts (D-GFL) ont présenté une glycémie
approximativement semblable a celle des rats normoglycémiques (ND-0).

5.2.2.2. Répercussion du traitement par les GFL sur le taux de ’HbAlc

La glycation de I’hémoglobine a été estimée a travers le taux d’HbA Ic (Figure 30). En effet, une
augmentation tres hautement significative (p<0,001) de ’HblAc a été observé chez les rats
diabétiques (D-0) comparativement aux rats témoins (ND-0) et (ND-GFL). Néanmoins, le
traitement chez les rats diabétiques (D-GFL) a pu alléger significativement (p<0,01) cette hausse

observée chez le groupe (D-0).

d ND-0

N = ND-GFL
-+ D-0
-+ D-GFL

Glycémie (g/L)
e

semaines

Figure 29 : Cinétique hebdomadaire de la glycémie chez les rats témoins et traités par 10%
des GFL pendant 6 semaines. Les concentrations sanguines sont exprimées en X + ESM
(n=10).

* p<0,05 ; ** p<0,01 ; *** p<0,001 comparativement au lot témoin (ND-0).
#p<0,01 ; # p<0,001 comparativement au lot diabétique (D-0).
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%* % %k

Figure 30 : Variation du taux sanguin de ’HbAlc (%) chez les rats témoins et traités par
10% des GFL aprés 6 semaines. Les concentrations sanguines sont exprimées en X + ESM
(n=10).
** p<0,01 ; *** p<0,001 comparativement au lot témoin (ND-0).

#p<0,01 comparativement au lot diabétique (D-0).

5.2.2.3. Répercussion du traitement par les GFL sur les paramétres pancréatiques

A partir de la figure 31 illustrant I’ensemble des changements des parametres pancréatiques,
nous avons constaté que I’hyperglycémie enregistrée chez le groupe diabétique (D-0) a été
accompagnée simultanément avec une diminution significative (p<0,001) d’insulinémie (Figure
31 A) comparativement au groupe témoin (ND-0). De plus, il s’est avéré que la fonction
exocrine pancréatique n’est pas exclue de cette perturbation, avec une diminution significative
(p<0,001) du taux de I’amylase (Figure 31 B) et de la lipase (Figure 31 C) chez le méme groupe
(D-0). En retour, le régime enrichi en fenugrec du groupe (D-GFL) a pu restaurer
significativement (p<0,01) le taux d’insuline, ainsi que les concentrations plasmatiques en

amylase (p <0,05) et en lipase (p <0,001) par apport au groupe diabétique.
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Figure 31 : Variation du taux sérique de I’insuline (A) ; de I’activité enzymatique de
I’amylase (B) et de la lipase (C) chez les rats témoins et traités par 10% des GFL apres 6
semaines. Les concentrations sériques sont exprimées en X + ESM (n=10).
* p<0,05 ; *** p<0,001 comparativement au lot t¢tmoin (ND-0).
#p <0,05 ; #p=<0,01 ; #* p<0,001 comparativement au lot diabétique (D-0).

5.2.2.4. Répercussion du traitement par les GFL sur le profil lipidique

Il ressort de la figure 32 une augmentation significative de la concentration du Chol-T et TG (p
<0,001) (Figure 32 A, B), LDL (p <0,01) (Figure 32 C) avec une baisse significative du HDL (p
<0,01) (Figure 32 D) chez les rats diabétiques (D-0) par rapport aux rats témoins (ND-0). Les
données du profil lipidique des rats traités (D-GFL) indiquent une réduction significative du
Chol-T et LDL (p<0,05), du TG (p <0,001) avec une augmentation du HDL (p <0,01) par apport
aux rats diabetiques (D-0).
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Figure 32 : Variation des taux de Chol-T (mg/dL) (A) ; TG (mg/dL) (B) ; HDL (mg/dL) (C)
et LDL (mg/dL) (D) chez les rats témoins et traités par 10% des GFL aprés 6 semaines. Les
concentrations sériques sont exprimées en X + ESM (n=10).

* p<0,05 ; ** p<0,01 ; *** p<0,001 comparativement au lot témoin (ND-0).

#p<0,05 ; #p<0,01 ; #* p<0,001 comparativement au lot diabétique (D-0).

5.2.2.5. Répercussion du traitement par les GFL sur les parametres hépatiques

L’analyse du profil hépatique chez le groupe diabétique (D-0) expose une augmentation
significative (p<0,001) de I’activité des transaminases (Figure 33 A, B), de LDH et PAL (Figure
C, D) par rapport aux rats témoins (ND-0). Nous avons également noté chez le méme groupe,
une diminution significative du taux d’albumine (p<0,001) (Figure 34 A) et des PT (p<0,05)
(Figure 34 B) avec une augmentation significative des concentrations de la Bil-D (p<0,01)
(Figure 34 C) et de la Bil-T (p<0,001) (Figure 34 D) comparativement au groupe témoin. Par
ailleurs, le profil hépatique a été ajusté suite a I’ingestion des graines de fenugrec aux rats (D-

GFL) par apport aux rats diabéetiques (D-0), que ce soit par 1’augmentation des activités
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enzymatiques de PAL (p <0,05), ALAT, ASAT (p<0,01) et LDH (p<0,001) ou par I’amélioration
des taux des parametres non enzymatiques ; PT, Bil-D, Bil-T (p<0,05) et albumine (p<0,001).
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Figure 33 : Variation des activités enzymatiques (UI/L) de PALAT (A) ; ASAT (B); ALP (C)
et LDH (D), chez les rats témoins et traités par 10% des GFL apreés 6 semaines. Les
concentrations sériques sont exprimées en X + ESM (n=10).

** p<0,01 ; *** p<0,001 comparativement au lot témoin (ND-0).

#<0,05 ; # p<0,01 ; ** p<0,001 comparativement au lot diabétique (D-0)
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Figure 34 : Variation des taux de I’albumine (g/dL) (A) ; PT (g/dL) (B) ; Bil-T (mg/dL) (C)
et Bil-D (mg/dL) (D) chez les rats témoins et traités par 10 % des GFL aprés 6 semaines.
Les concentrations sériques sont exprimées en X + ESM (n=10).

* p<0,05 ; ** p<0,01 ; *** p<0,001 comparativement au lot témoin (ND-0).
#p <0,05 ; ¥ p<0,001 comparativement au lot diabétique (D-0).

5.2.2.6. Répercussion du traitement par les GFL sur les parameétres rénaux

Nous avons signalé une augmentation de la concentration sérique des parameétres du bilan rénal,
manifestée par une hypercréatininémie (p<0,01) (Figure 35 A), hyperuréimie et hyperuricémie
(p<0,05) (Figure 35 B, C) chez les rats diabétiques (D-0) par apport aux rats sains (ND-0).
L’incorporation de 10% de la poudre des graines de fenugrec locales dans le régime alimentaire
a induit une diminution significative des taux de créatinine (p<0,01), urée ainsi que I’acide

urique (p<0,05) par rapport au groupe diabétique (D-0).
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Figure 35 : Variation des taux de créatinine (mg/dL) (A) ; urée (mg/dL) (B) et acide urique
(mg/dL) (C) chez les rats témoins et traités par 10% des GFL aprés 6 semaines. Les
concentrations sériques sont exprimées en X + ESM (n=10).

* p<0,05 ; ** p<0,01 comparativement au lot témoin (ND-0).

#p<0,05 ; # p<0,01 comparativement au lot diabétique (D-0).

5.2.2.7. Répercussion du traitement par les GFL sur les paramétres inflammatoires
L’administration (i.p) de la STZ chez les rats devenus diabétiques (D-0) a induit un état
inflammatoire exprimé par une concentration significativement élevée de CRP, IL-6 (p<0,001)
(Figure 36 A, B) et TNF-a (p<0,01) (Figure 36 C) par apport au groupe témoin (ND-0). Apres 6
semaines de traitement en supplémentant les GFL dans la diete, nous avons noté une réduction
significative dans le taux plasmatique de CRP et IL-6 (p<0,01) et TNFa (p<0,05) chez les rats
(D-GFL) par rapport au rats témoins (ND-0).
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Figure 36 : Variation des taux de CRP (mg/dL) (A) ; IL-6 (pg/mL) (B) et TNF-a (pg/mL)
(C) chez les rats témoins et traités par 10% des GFL apreés 6 semaines. Les concentrations
plasmatiques sont exprimées en X + ESM (n=10).
** p<0,01 ; *** p<0,001 comparativement au lot t¢émoin (ND-0).

# p<0,05 ; ¥ p<0,001 comparativement au lot diabétique (D-0).

5.2.3. Résultats de I’étude hématologique

Les résultats de 1’analyse quantitative et qualitative des hématies affirment une diminution
significative des concentrations des GR, Hb, CCMH (p<0,05), sans aucune variation
significative des concentrations des PLT et VGM chez les rats diabétiques (D-0) par apport aux
rats témoins (ND-0). De plus, chez le méme lot (D-0), nous avons recensé une numeération
accrue des leucocytes, exprimée par une augmentation significative des GB, PN (p<0,01), MO et
LY (p<0,001) en comparaison avec les mémes paramétres des rats témoins (ND-0). Le
traitement avec de la poudre des GFL chez le groupe (D-GFL) a pu ajuster I’homéostasie de

I’hémogramme en restaurant significativement la concentration des LY (p<0,01), ainsi que le
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reste de la formule leucocytaire et les paramétres érythrocytaires (p<0,05) par rapport au témoin
(ND-0). Aucune différence significative des concentrations des PE et PB n’a été signalée chez

les groupes expérimentaux (Tableau 16).

Tableau 16 : Variation des concentrations des parameétres érythrocytaires et leucocytaires
chez les rats témoins et traités par 10% des GFL aprés 6 semaines.

GR (10%/uL) 7,65+1,02 7,80+0,78 6,22+0,42* 7,72+1,60%
Hb (g/dL) 13,82+0,91 13,94+1,19 12,36+1,03* 13,37+1,14*
PLT (10%uL) 301,0+16,90  297,2+24,20 271,8+20,10 280,6+21,40
CCMH (g/dL) 31,27+2,01 31,02+2,28 34,20+1,67* 31,52+2,07*

Parameétres
érythrocytaires

VGM (fL)  56,65+3,34  55,82+341 53,02+1,79 55,72+2,77
GB (10°%/uL)  8,36+0,72 8,600,98 9,78+1,40** 8.69:+0,95"
: 8 LY (10%puL)  5,21+0,56 5,51+0,70 7,34+0,70%**  6,09+0,67*
5 3 MO (10%uL)  196£0,27 1,1440,17 1,94:+40,1%%* 1,69+0,19 #
§ g” PN (10%uL)  1,48+0,36 1,40+0,34 2.37+0,83** 1,68+0,26"
£ 3 PE@IOYUL)  0,2940,01 0,30+0,02 0.31+0,18 0,28+0,05
PB (10%uL)  0,09+0,01 0,08+0,02 0,1+0,05 0,09+0,09

Les concentrations sanguines sont exprimées en X + ESM (n=10).
* p<0,05 ; ** p<0,01 ; *** p<0,001 comparativement au lot témoin (ND-0).

#<0,05 ; # p<0,01 comparativement au lot diabétique (D-0).

5.2.4. Résultats du statut redox

5.2.4.1. Répercussion du traitement par les GFL sur la teneur tissulaire en MDA

En se basant sur les résultats illustrés dans la figure 37, les rats (D-0) ont présenté une
augmentation significative du taux de MDA hépatique, pancréatique (p<0,001) (Figure 37 A, C),
rénale et splénique (p<0,01) (Figure 37 B, D) comparativement aux rats témoins (ND-0).
Néanmoins, les rats mis sous le phyto-traitement (D-GFL) ont montré une réduction significative
dans la concentration du MDA dans le foie, le pancréas (p<0,001), la rate (p<0,01) et le rein
(p<0,05) en comparant aux rats diabétiques. Aucune différence significative n’a été signalée du

taux du MDA cardiaque.
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Figure 37 : Variation des taux de MDA (nmol/mg de protéines) hépatique (A); rénale (B);
pancréatique (C); cardiaque (D) et splénique (E) chez les rats témoins et traités par 10%
des GFL aprés 6 semaines. Les concentrations tissulaires sont exprimées en X + ESM (n=10).
* p<0,05 ; ** p<0,01 ; *** p<0,001 comparativement au lot témoin (ND-0).
#p <0,05 ; ¥ p<0,01 ; # p<0,001 comparativement au lot diabétique (D-0).

5.2.4.2. Répercussion du traitement par les GFL sur la teneur tissulaire en GSH

L’analyse au sein du groupe diabétique (D-0) a montré une diminution significative du taux de
glutathion au niveau du foie et pancréas (p<0,001) (Figure 38 A, C), des reins (p<0,01) (Figure
38 B), du cceur et rate (p<0,05) (Figure 38 D, E) par rapport aux témoins. Par ailleurs, chez les
rats (D-GFL), la dose de 10% des graines de fenugrec locales semble étre efficace pour ajuster la
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teneur du glutathion hépatique, pancréatique (p<0,001) ainsi que le GSH rénale (p<0,05)
approximativement a la normale. Le taux du GSH cardiaque et splénique n’a pas été influencé

par le traitement par GFL.
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Figure 38 : Variation des taux de GSH (nmol/mg de protéines) hépatique (A); rénale (B);

pancréatique (C); cardiaque (D) et splénique (E) chez les rats témoins et traités par 10%

des GFL aprés 6 semaines. Les concentrations tissulaires sont exprimées en X + ESM (n=10).
* p<0,05 ; ** p<0,01 ; *** p<0,001 comparativement au lot témoin (ND-0).

#p<0,05 ; ¥ p<0,001 comparativement au lot diabétique (D-0).
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5.2.4.3. Répercussion du traitement par les GFL sur ’activité de la GPx

Le dosage spectrophotométrique de la GPx tissulaire a dévoilé les résultats illustrés dans la
figure 39. Chez les rats diabétique (D-0), il y a eu une réduction tres hautement significative de
I’activité de la GPx dans le foie (Figure 39 A) , les reins ( Figure 39 B) et le pancréas (Figure 39
C) en comparaison avec les rats témoins (ND-0). Suite & la consommation des graines de
fenugrec locales, ’activit¢é de la GPx a connu une amélioration exprimée par une hausse
significative dans le foie, le pancréas (p<0,001) ainsi que dans les reins (p <0,05) tout en

comparant au témoin diabétique.
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Figure 39: Variation des activités enzymatiques de la GPx (umol GSH/min/mg de
protéines) hépatique (A); rénale (B) et pancréatique (C) chez les rats témoins et traités par
10% des GFL apreés 6 semaines. Les activités sont exprimées en X + ESM (n=10).

** p<0,01 ; *** p<0,001 comparativement au lot t¢émoin (ND-0).

# p<0,05 ; ¥ p<0,001 comparativement au lot diabétique (D-0).
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5.2.4.4. Répercussion du traitement par les GFL sur Pactivité de la CAT

D’aprés les résultats illustrés dans la figure 40, nous avons enregistré une diminution
significative (p<0,001) de I’activité¢ de la catalase dans les trois tissus ciblés (foie, reins et
pancréas) des rats diabétiques (D-0) par apport aux rats témoins. En outre, le traitement par les
graines de fenugrec locales a rehaussé 1’activité de la CAT de facon significative au niveau
hépatique (p<0,01) (Figure 40 A), rénale et pancréatique (p<0,001) (Figure 40 B, C) en

comparant aux rats diabétiques.
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Figure 40 : Variation des activités enzymatiques de la CAT (umol H202/min/mg de
protéines) hépatique (A) ; rénale (B) et pancréatique (C) chez les rats témoins et traités par
10% des GFL apres 6 semaines. Les activités sont exprimées en X £ ESM (n=10).

* p<0,05 ; *** p<0,001 comparativement au lot témoin (ND-0).

# p<0,01 ; ¥ p<0,001 comparativement au lot diabétique (D-0).
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5.2.4.5. Répercussion du traitement par les GFL sur activité de la GST

Conformément aux données fournies par la figure 41, une réduction tres hautement significative
de l’activité de la GST hépatique (Figure 41 A), rénale (Figure 41 B) et pancréatique (Figure 41
C) a été mise en évidence chez les rats diabétiques (D-0) comparativement aux rats témoins
(ND-0). Par ailleurs, nous avons détecté une augmentation de 1’activité de la GST dans le foie
(p<0,001), les reins et le pancréas (p<0,01) des rats traités par les graines de fenugrec locales (D-
GFL) par rapport au témoin.

Selon les données des résultats biochimiques, hématologique et oxydatifs, aucune différence
significative n’a été décelé entre le groupe recevant une diéte normale (ND-0) et le groupe
recevant une diete supplémentée en GFL (ND-GFL).
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Figure 41 : Variation des activités enzymatiques de la GST (nmol GSH-CDNB/min/mg de
proteines) hépatique (A); rénale (B); pancréatique (C) chez les rats témoins et traités par
10% des GFL apreés 6 semaines. Les activités sont exprimées en X + ESM (n=10).

** p<0,01 ; *** p<0,001 comparativement au lot t¢moin (ND-0).

# p<0,01 ; ¥ p<0,001 comparativement au lot diabétique (D-0).
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5.2.5. Résultats de I’étude histologique

Macroscopiquement, seuls les organes prélevés des rats diabétiques (D-0) ont montré des
changements morphologiques externes par rapport aux autres groupes morphologiquement
intacts. Ces changements sont présentés par des zones blanches jaunatres ainsi que des petits
kystes au niveau du foie, couleur pale des reins et un aspect rétractif du pancréas. Un examen
microscopique est requis pour renforcer histologiquement les résultats de 1’expérimentation

animale.

5.2.5.1. Répercussion du traitement par les GFL sur le tissu hépatique

L’examen histologique mené sur le parenchyme hépatique des groupes (ND-0) et (ND-GFL) a
révélé une disposition concentrique des hépatocytes arrangés radialement autour de la veine
centro-lobulaire avec des noyaux euchromatiques ronds (Figure 42 A, B). Contrairement aux
groupes témoins, les coupes hépatiques du groupe diabétique (D-0) (Figure 42 C) ont montré un
¢largissement sinusoidal, entrainant un désordre de 1’arrangement concentrique typique, ainsi
qu’une fragmentation nucléaire connue de la caryorrhéxie, avec des vacuolations
intracytoplasmiques. Le foie des rats diabétiques alimentés par les graines de fenugrec locales
(D-GFL) a réveélé une amélioration hépatocellulaire régénérative du lobule hépatique comme le

montre la figure 42 D.
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Figure 42 : Microstructure hépatique soumise a la coloration H&E (x400) des rats témoins
et traités par 10% des GFL apreés 6 semaines. A et B : groupes non diabétiques présentant des
caractéristiques typiques du foie et des hépatocytes, C: contrdle diabétique montrant une
architecture cellulaire dérangée suite a une dilatation sinusoidale ( «» ), des hépatocytes
vacuolisés (O) et une caryorrhéxie (C). D : groupe traité par les GFL montrant une amélioration
marquée de I’histo-architecture hépatique. TP : triade portale, S : sinusoides, VC : veine centrale.

5.2.5.2. Répercussion du traitement par les GFL sur le tissu rénal

La photomicrographie réalisée sur les coupes rénales du groupe témoin (ND-0) (Figure 43 A) a
illustré le cortex rénal avec une structure compacte des éléments du néphron (glomérule, tubes
contournés proximal et distale) a 1’état normal. Des caractéristiques histologiques identiques ont
été démontrées dans le groupe (ND-GFL) (Figure 43 B). En revanche, des altérations rénales

modérées ont été mises en évidence chez les rats diabétique (D-0) manifestées par quelques
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Iésions glomérulaires et une atrophie des glomérules ainsi que des lobulations glomérulaires
(Figure 43 C). L’administration de graines de fenugrec locales chez les rats traités (D-GFL) a

induit un réajustement de 1’aspect et I’intégrité corticale des reins (Figure 43 D).

Figure 43 : Microstructure rénale soumise a la coloration H&E (x400) des rats témoins et
traité par 10% des GFL aprés 6 semaines. A et B : groupes non diabétiques présentant une
architecture normale de glomérules et tubules, C: groupe diabétique illustrant une nécrose
médiocre ( Q) ainsi qu’une atrophie ( () et lobulation glomérulaire (—). D : groupe traité par
les GFL montrant une régénération histologique du cortex rénale. G : glomérule, TCD : tube
contourné distal, TCP : tube contourné proximal.

5.2.5.3. Répercussion du traitement par les GFL sur le tissu pancréatique
Une disposition et intégrité cellulaire typique des Tlots centraux de Langerhans disséminés dans
des acini périphériques ont été observées au niveau du pancréas des rats témoins (ND-0) (Figure
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44 A). De méme, aucune différence structurale n’a été observée chez les rats (ND-GFL) (Figure
44 B). En revanche, les rats diabétiques (D-0) ont présenté des lésions nécrotiques des cellules
béta ainsi qu’une inflammation caractérisée par des infiltrations lympho-plasmocytaires
mononucléaires (Figure 44 C). D’aprés la microstructure pancréatique du groupe traité (Figure
44 D), les graines de fenugrec locales ont pu atténuer ces altérations histopathologiques, en

engendrant une régénération partielle de 1’architecture typique du parenchyme pancréatique.
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Figure 44 : Microstructure pancréatique soumise a la coloration H&E (x400) des rats
témoins et traités par 10% des GFL aprés 6 semaines. A et B : groupes non diabétiques
illustrant la disposition préservée des acini pancréatiques avec des flots intacts de Langerhans.
C : rats diabétiques présentant une nécrose massive des cellules béta (O) et les cellules acinaires
( ©O) (Ca), ainsi que des infiltrations lympho-plasmocytaires (CB), D : rats soumis aux GFL
montrant une régénération partielle de 1’architecture typique du pancréas. V : vaisseau, IL : Tlots
de Langerhans, AP : acini pancréatique, S: septa, Cl: canal intercalé, ILP : infiltration
lymphoplasmacytique.
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Chapitre 6 : Discussion

L’hyperglycémie est une caractéristique particuliere du diabéte millitus (DM), néanmoins,
plusieurs autres mécanismes pathogenes souvent assemblés caractérisent également le DM a
savoir, I’inflammation, le stress oxydatif avec une causalité réciproque ce qui exacerbe les
complications diabétiques (Ojo et al., 2023). A cet égard, une approche thérapeutique semble
empiriqguement intéressante en utilisant un antioxydant, anti-inflammatoire naturel doué de
biomolécules a vertus pharmaceutiques et thérapeutiques tout en évitant les effets secondaires et
les accoutumances des médicaments allopathiques (Limonier, 2018). Dans un tel contexte, nous
avons accompli une investigation phytochimique sur les graines de fenugrec locales qui ont servi
par la suite au traitement des rats rendus diabétiques par la STZ, afin d’évaluer leur potentiel
thérapeutique contre les perturbations physiologiques, métaboliques, oxydatives et histologiques
causées par le diabete.

Les graines de fenugrec renferment plein de composés bioactifs de nature chimiquement
divergente et avec des propriétés physico-chimiques différentes (Nagulapalli Venkata et al.,
2017). Partant de cette base, le choix du solvant hydro-méthanolique (ratio 80 : 20) a été congu
pour s’adapter particulicrement au degré de polarit¢ des composés phénoliques, ce qui est
confirmé par Lohvina et al., (2022). Ces derniers ont constaté que les solvants hydroalcooliques
sont mieux que les solvants absolus en termes de polarité et efficacité d’extraction des
polyphénols. Mohammedi et Atik (2011) ont rapporté que parmi une sélection d’extraction par
plusieurs solvants hydro-alcooliques, la combinaison méthanol-eau donne le meilleur rendement
et la meilleure teneur en composés phénoliques. Cependant, il est difficile de comparer nos
données avec celles de la littérature, puisque le rendement n’est qu’une grandeur relative qui
s’avere tributaire a la variété et aux conditions d’expérimentation (Belhattab et al., 2014).

Le screening phytochimique qualitatif a permis la mise en présence des polyphénols,
flavonoides, tannins, terpénes, saponines, alcaloides, glycosides, sucres réducteurs et
anthocyanes dans I’extrait sec des graines de fenugrec locales. Les mémes classes de métabolites
ont été identifiées par Soni et Sosa (2013) avec une disparité d’inférence colorimétrique.
Toutefois, ces résultats demeurent préliminaires et doivent €tre suivi d’une analyse quantitative,
en effet, cette investigation a montré que les graines de fenugrec locales ont une quantité assez
appréciable en composés phénoliques totaux dans I’extrait étudié. Une teneur plus faible en
composés phénoliques a été évaluée dans des graines de fenugrec d’origine indienne (Mbarki et

al., 2017 ; Salam et al., 2023). Le fait que la composition phytochimique des plantes dépend des
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facteurs édaphiques, climatiques et géographiques (Hayat et al., 2020), pourrait expliquer la
différence enregistrée dans la teneur en polyphénols et flavonoides doués de vertus
thérapeutiques et connus pour leur pouvoir antioxydants (Oyedeji et al., 2011). Le dosage des
saponines a révélé une concentration notable dans 1’extrait des GFL-M.Aq, toutefois, ¢a reste
inférieure a celle trouvée par Akbari et al., (2020) dans des graines de fenugrec extraites par
extraction assistée par micro-ondes. Une teneur remarquable en alcaloides a été exprimée en
mg/g DE dans I’extrait GFL-M.Aq contrairement a Soni et Sosa (2013) et Benziane et al., (2019)
qui ont dosé, en utilisant un autre protocole, les alcaloides en % dans I’extrait aqueux et
organique.

En outre, la distribution des métabolites secondaires, le contenu organique et minéral des
plantes varient durant le cycle végétatif en s’adaptant aux conditions environnementaux (Rébufa
et al., 2021). La différence constatée en métabolites peut étre également attribué aux conditions
expérimentales en particulier le type de solvant et la méthode d’extraction adoptée (Venkatesan
et al., 2019). Tous ces métabolites, qu’ils soient phénoliques ou non phénoliques, sont reconnus
pour leurs propriétés antioxydantes par excellence, ainsi que pour leurs effets anti-
inflammatoires, antidiabétiques et hypolipidémiques (Ahmad et al., 2016 ; Pal et Mukherjee,
2020). Drailleurs, plusieurs recherches ont exploité biologiquement des métabolites extraits a
partir de graines de fenugrec (a 1’état pur) notamment ; les flavonoides (Jiang et al., 2018), les
alcaloides; Trigonelline (Yoshinari et Igarashi, 2010), les saponines stéroidiennes ;
Diosgénine (Uemura et al., 2011).

A des fins d’exploitation biotechnologique et pharmaceutique, I’identification ainsi que la
quantification des composés est cruciale pour déterminer si une plante est qualifiée pour étre une
source potentielle de composants bioactifs. Dans ce sens, nous avons réalisé un profilage des
composés phénoliques par HPLC-DAD-LFD et les résultats ont montré un total de vingt
composés appartenant a différentes sous-classes: des acides hydroxycinnamiques, acides
hydroxybenzoiques, flavanols, flavanones qui sont repartis quantitativement de facon
hétérogeéne. Outre I’influence des facteurs liés aux sites d’échantillonnage, les caractéristiques de
I’extraction et I’approche adoptée peuvent également avoir une incidence sur la distribution des
composés phénoliques. Ce qui est conforme en comparant les résultats actuels avec ceux de
Salam et al., (2023) qui ont identifié dans un extrait éthanolique des graines de fenugrec
commercialise, un ensemble de métabolites qui sont similaires aux notre mais avec des
proportions différentes, avec la présence du naringine, naringénine, apigénine et d’autres
composés et 1’absence du I’acide p-coumarique. A I’inverse, ce dernier composé constitue 1’un

de nos principaux acides. La caractérisation HPLC-DAD ESI/MS élaboré par Lovinha et al.,
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(2021) sur un extrait éthanolique a montré un mélange totalement différent des flavonoides
riches en apigénine et Ilutéoline, avec une absence quasiment totale des acides
hydroxycinnamiques notamment la rutine et la quercétine, qui sont majoritaires dans notre
extrait, néanmoins, 1’absence d’acide gallique est commune avec notre étude. De méme, une
étude consacree a la caractérisation des flavonoides dans les graines de fenugrec a montré que
I’extrait hydrométhanolique est riche en derivés de flavones, or, une présence majoritaire en
dérivés d’acide hydroxycinnamique a été décelée (Benayad et al., 2014). Nos résultats sont
partiellement en accord avec ceux de Kenny et al., (2013) qui ont recensé un profil phénolique
de treize composés dans 1’extrait acétate d’éthyle, parmi eux cinq acides phénoliques (acide
férulique, syringique, chlorogénique, caféique et p-coumarique) et cing flavonoides (rutine,
catéchine, myricétine, kaempférol et quercétine) sont conjointement détectés en teneur plus
concentrée dans notre extrait. Selon Dhull et al., (2020), la quantification du profil phénolique de
I’extrait hydro-éthanolique de plusieurs cultivars de graines de fenugrec a montré des
concentrations maximales en acide gallique (7,24 +0,20 mg/g), acide benzoique (5,56+ 0,14
mg/g), acide cinnamique (0,98 £0,03 mg/g), acide p-coumarique (9,20+0.06 mg/g) et catéchol
(3,97£0.06 mg/qg).

Dans des études exclusivement qualitatives, 1’extrait aqueux des graines de fenugrec a
permis d’identifier cing composés phénoliques y compris des acides hydroxycinnamiques et un
flavanol glycoside, qui sont également présents dans 1’extrait de GFL-M.Aq a I’exception de
I’acide gallique (Dixit et al., 2005). Selon Mbarki et al., (2017), le profil d’élution HPLC des
composés phénoliques de I’extrait éthanolique, a montré la présence du catéchine, epicatéchine,
acide coumarique, caféique, vanillique, cinnamique et gallique avec treize flavonoides, parmi
eux le kaempférol et la quercétine sont majoritaires. La différence entre ces métabolites peut
s’occurer au sein de la méme variété en utilisant plusieurs solvants. Ceci a ét¢ montré par I’étude
de Aylanc et al., (2020) qui ont trouvé, tout en gardant les conditions expérimentales identiques,
une variation dans le contenu de 12 composés bioactifs dans 1’extrait méthanolique, éthanolique,
acétate d’éthyle et aqueux des feuilles de fenugrec (Trigonella spruneriana).

Parmi les caractérisations ci-dessus, aucune étude n’a enregistré des quantités comparables
en rutine, acide isoférulique et acide cinnamique dans les graines soulignant la richesse des
graines de fenugrec locale qui pourrait €étre une source décente en composés bioactifs dotés d’un
large spectre de propriétés thérapeutiques.

En résumé, la différence qualitative et quantitative dans la composition phénolique
détectée d’apres ces données peut étre liée avec les distinctions au niveau de 1’extrait, de la

technique, des variétés des graines et des facteurs abiotiques. Ceci montre I’importance de
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I’évaluation du contenu phénolique et de ne pas compter seulement sur la littérature. Chacune de
ces molécules posséde une large gamme des activités biologiques, que ce soit les acides
phénoliques ou les flavonoides, qui ont été investigués en étant des molécules de signalisation,
des agents antioxydants, antimicrobiens, antidiabétiques, anti-inflammatoires (Tsao, 2010 ;
Kumar et Goel, 2019 ; De Paulo Farias et al., 2021), ce qui confirme la valeur médicale des
graines.

Le dosage élementaire des graines de fenugrec locales a révélé une composition chimique
riche en cuivre, zinc, séléenium, fer, magnésium, manganése, molybdéne. Une différence
quantitative de statut mono-élémentaire a été constatée par Pathak et Agrawal (2014) et Mbarki
et al., (2017) par rapport a nos résultats du contenu minéral. Ceci a été expliqué par Rébufa et
al., (2021) en évoquant que les conditions édaphiques notamment le pH du sol peut influencer la
disponibilité et 1’assimilation des €¢léments minéraux par les plantes de la méme espéce qui se
traduit alors par une différence dans la concentration des éléments traces dosés. Nous avons visé
le dosage des micronutriments suite a leur contribution dans les mécanismes biologiques y
compris, leur intervention dans les processus de neutralisation en tant que cofacteur (Jones et
Hodgson, 2011), dans les processus cellulaires tels que la signalisation, la division cellulaire et
I’apoptose (Dubey et al., 2020). En effet, leur déficience provoque un déréglement dans les
mécanismes cellulaires, fragilise la résilience défensive contre le stress oxydatif avec la
progression de certaines maladies (Kazi et al., 2008), donc une diete de fenugrec riche en
minéraux semble étre efficace ce qui renforce sa valeur médicale.

A T’égard des vitamines, nous avons pu doser seulement 1’acide ascorbique dont sa
concentration a été supérieure a celle trouvée par Srinivasan (2006) et Buba et al., (2015). Il est
certain que la vitamine C est un antioxydant exogéne potentiel capable de neutraliser les formes
réactives de l’oxygene grace a sa fonction réductrice. D’ailleurs, ’acide ascorbique est
couramment utilis¢ comme étant un standard pour tracer les courbes d’étalonnage nécessaires
dans les tests antioxydants des plantes (Gegotek et Skrzydlewska, 2022).

De nombreuses études ont indiqué que les composés phénoliques sont les principaux
contributeurs au potentiel antioxydant des plantes (Tsao, 2010 ; De Paulo Farias et al., 2021 ;
Feng et al., 2023). De ce fait, nous avons évalué I’activité antioxydante des graines de fenugrec
en testant leur activité anti-radicalaire et réductrice. Nos résultats ont montré que 1’extrait expose
un pouvoir piégeur vis-a-vis les radicaux DPPH® et ABTS*". Cette activité semble plus puissante
que celle rapporté par Abeysekera et al, (2018) via le piégeage des radicaux DPPH* (28,13+0,76
mg TE/g) et ABTS*" (35,45+0,32 mg TE/g) dans D’extrait hydro-éthanolique des graines de

fenugrec et celle rapporté par Kenny et al., (2013) dans plusieurs extraits évalués par le test de
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DPPH. De plus, I’extrait des GFL-M.Aq a révélé également une activité réductrice confirmée par
la réduction de Fe®* en Fe** et de Mo®" en Mo®". qui reste modérée par apport a celles de
plusieurs extraits organiques de graines de fenugrec investigués par Aylanc et al., (2020)
(FRAP : 75,64-78,95 mg TE/g, CAT : 47-65 mg TE/g) et plus puissante que ’activité de leur
extrait aqueux. Dhull et al., (2020) ont référé que I’extrait d’acétate d’éthyle de six cultivars de
graines de fenugrec ont présenté un potentiel de réduction ferrique variant entre 36 et 44 mg
QE/g et une activité antioxydante totale avec une moyenne de 19 mg AAE/g en termes de
quercétine et d’acide ascorbique équivalent respectivement.

Plusieurs recherches ont admis que [D’activit¢ antioxydante est due aux composés
phénoliques (Aylanc et al., 2020 ; Dhull et al., 2020 ; Lohvina et al., 2022). Chimiquement
parlant, ces composés ont la capacité de libérer un atome d’hydrogéne de leurs groupes
hydroxyles tout en réduisant les radicaux libres, en chélatant les métaux. De plus, ils interferent
avec les réactions en chaines des radicaux libres en formant des phenoxy-radicaux, composes
intermédiaires relativement stables (Venkatesan et al., 2019).

Le mécanisme possible de la neutralisation des radicaux DPPH® et ABTS®" peut étre
corrélé aux groupes hydroxyles disponibles dans les acides phénoliques rapportés. Certaines
études ont démontré que I’activité de piégeage des radicaux des composés phénoliques est
largement influencée par le nombre de groupes hydroxyles sur le cycle aromatique (Lazarova et
al., 2014). D’autres ont attribué 1’activité anti-radicalaire et réductrice du fenugrec a leurs
flavonoides, en fonction de la disposition des groupes fonctionnels (Lohvina et al., 2022). Selon
Aylanc et al., 2020, les atomes d’hydrogéne des groupes hydroxyles adjacents (o-diphénol) au
niveau des différentes positions des anneaux dans le composé, les doubles liaisons du cycle
benzéne et la double liaison du groupe fonctionnel oxo (-C = O) de certains flavonoides, leur
conferent une activité antioxydante élevée et cette constatation peut étre clairement observéee
dans la quercétine et la catéchine. Cependant, comme Khole et al., (2014) I’ont déclaré, nous
estimons que I’activité antioxydante détectée du fenugrec est le résultat de I’interaction
synergique entre les flavonoides et les acides phénoliques, étant donné qu’il est compliqué
d’attribuer I’activité antioxydante de I’extrait a un seul ou plusieurs métabolites.

Tout comme les ERO, les AGEs formés par la réaction de Maillard sont des molécules
extrémement réactives qui favorisent la dérégulation de la physiologie cellulaire et les voies de
signalisation. Les plantes ayant un potentiel antiglycatif sont un outil prometteur pour faire face a
la progression des complications du diabéte. Dans cette optique, ’extrait des GFL-M.Aq a été

testé pour I’inhibition des produits finaux avancés de glycation dérivés de 1’albumine. Nos
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résultats sont compatibles avec ceux de Abeysekera et al, (2018) ainsi que Anwar et al., (2023),
qui ont trouvé une forte activité antiglycative dans ’extrait éthanolique des graines de fenugrec.

L’action antiglycative du fenugrec pourrait étre attribuée a 1’acide isoférulique et a
I’acide cinnamique qui se trouvent majoritairement dans les graines. D’ailleurs, Khan et al.,
(2020) ont affirmé que les dérivés de 1’acide cinnamique y compris I’acide vanillique,
chlorogénique, caféique, et isoférulique sont des puissants inhibiteurs des AGEs en interférant
avec la formation et le développement de carboxyméhyllysine (CML), un des produits de
glycation des protéines induit par les monosaccharides. Etant un processus multi-réactionnel,
I’inhibition de la glycation peut se produire a différents stades, que ce soit par la diminution de la
formation des bases de Schiff, les produits d’Amadori ou par la diminution des intermediaires
dicarbonylés (Khan et al., 2020 ; De Paulo Farias et al., 2021). Par ailleurs, Anwar et al., (2023)
ont attribué I’inhibition des AGEs par I’extrait éthanolique des graines de fenugrec au blocage de
résidu lysine de BSA, connu pour étre le résidu initial impliqué dans ce processus, a la
diminution des adduits de fructosamine, et a la réduction du taux de CML. Considérant son
application dans les modeles de glycation BSA-glucose comme standard, la rutine et son
abondance dans les graines de fenugrec pourrait étre le principal actionnaire de son activité
antiglycative a travers son groupe vicinyl dihydroxyle qui fournit un effet inhibiteur a tous les
stades de la génération des AGEs. Ce flavanol-glycoside est considéré plus efficace que
I’aminoguanidine (inhibiteur des AGEs) (Khan et al., 2023). Prises ensemble, nos données
suggerent vigoureusement les graines de fenugrec locales comme une source prometteuse de
composes antioxydants et antiglycant, formant ainsi une référence pour 1’évaluation in vivo de
leur efficacite.

Pour mettre en valeur les résultats de 1’étude phytochimique des graines de fenugrec
locales, nous avons procédé a une investigation in vivo de I’effet de ces graines chez des rats
rendus diabétiques par la STZ. D’apres les résultats de tous les parametres dosés, aucune
différence significative n’a été décelée entre les groupes non diabétiques (ND-0) et (ND-F), ceci
divulgue que la poudre des graines de fenugrec locales supplémentée au régime alimentaire n’a
aucun effet néfaste sur I’homéostasie métabolique, redox et tissulaire des rats. La dose des
graines de fenugrec désignée (10 %) n’est donc pas toxique. Dans ce sens, Muralidhara et al.,
(1999) ont confirmé dans une étude de toxicité sur les graines de fenugrec, qu’une dose de 10 %
n’a causé ni de toxicité aigle ni de toxicité subchronique chez des rats et des souris sains.

Nos résultats ont dévoilé une perte de masse corporelle malgré la polyphagie observée
chez les rats diabétiques au cours de 1’expérimentation, cette controverse est argumentee par le

catabolisme compensatoire de la masse adipeuse et proteique structurelles comme un alternatif
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de source énergétique en réponse a la carence d’insuline (Maidadi et al., 2023). Pour la méme
raison, le glucose non métabolisé par les cellules empéche la régulation neuro-hormonale de la
satiété en stimulant la prise alimentaire (polyphagie) comme une réponse comportementale au
déficit énergétique au niveau cellulaire (Okon et al., 2012). De plus, un syndrome polyuro-
polydipsique a été constaté chez les rats diabétiques (D-0). En présence d’une hyperglycémie, les
reins s’en chargent pour excréter le glucose non réabsorbé dans les urines, ce dernier étant un
soluté osmotiquement actif il entraine une diurese osmotique (polyurie). Parallelement, une soif
intense (polydipsie) se manifeste suite a la perte excessive d’eau pour compenser la
déshydratation (Petitclerc, 2003). Tous ces symptomes se sont manifestés chez nos rats
diabétiques comme la consommation excessive en eau et en aliments pendant 1’expérimentation.
Nos résultats sont en accord avec ceux de Aouacheri et al., (2015) et Maidadi et al., (2023).

Toutefois, I’intervention diététique par la supplémentation de la poudre des graines de
fenugrec chez les rats diabétiques (D-GFL) a pu atténuer ces symptdmes du syndrome cardinal
par la diminution de la prise hydrique et alimentaire. Ceci témoigne d’un contrdle glycémique
exerce par les graines de fenugrec grace a leur effet hypoglycémiant (Alsieni et al., 2021). Ainsi,
avoir une glycémie dans les limites physiologiques permet de rétablir I’homéostasie de la
régulation neuroendocrinienne du comportement alimentaire et dipsique (Disse, 2017 ; Nigro et
al., 2018). Par ailleurs, le traitement avec le fenugrec a pu favoriser un gain de poids chez le
groupe (D-GFL). Nos résultats corroborent avec ceux de Pradeep et Srinivasan (2017) en
utilisant la méme dose et la méme période expérimentales. L’amélioration pondérale des rats
traités (D-GFL) est attribuée a I’effet hypoglycémiant de graines de fenugrec, qui constitue un
traitement étiologique avec leur effet orexigéne, d’ou utilisation traditionnelle de fenugrec
comme un stimulateur potentiel d’appétit (Singh et al., 2022). En effet, EImnan et al., (2012) ont
confirmé expérimentalement la contribution de la poudre des graines de fenugrec a la prise
corporelle chez des rats sains grace a leur effet apéritif, sa valeur énergétique (350Kcal/100g) et
leur profil nutritionnel riche en glucides et protéines qui pourrait ensemble contribuer au gain du
poids (Habtemariam, 2019).

L’augmentation simultanée de la glycémie et I’HblAc ainsi que 1’hypo-insulinémie,
observés chez nos rats diabétiques et ceux de 1’étude de Hosseini et al., (2020) sont en fait une
réponse biochimique a la nécrose des cellule B provoquée par 1’action de la STZ (diabéte
expérimental) et a la réaction auto-immune (diabéte de type 1). Par conséquent, seules les
cellules non endommagées sont fonctionnelles d’ou la diminution de la sécrétion d’insuline
responsable du contrble de la glycémie (Gheibi et al., 2017). Pour mettre en évidence un état

diabétique, le dosage de la glycémie est genéralement complémenté par le dosage de
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1’hémoglobine glyquée, dont le taux élevé enregistré chez les rats diabétiques (D-0) refléte la
glycation non enzymatique de la chaine  de ’'Hb A par le glucose excédentaire dans le sang
(OMS, 2011). D’aprés les résultats de Aughsteen et Mohammed (2002) et nos données
concernant les concentrations seriques des enzymes pancréatiques, il semble que cette nécrose a
touché également les acini périphériques ce qui explique concrétement la baisse significative de
I’activité d’amylase et de la lipase chez les rats diabétiques. En effet, Lv et al., (2021) ont
éclairci que le diabéte est certes une maladie endocrino-exocrine dans laquelle la perte de la
masse béta-cellulaire est cliniqguement la plus perceptible.

Néanmoins, six semaines de consommation des graines de fenugrec locales ont permis
d’ajuster le taux de I’insuline, de la glycémie ainsi que ’HblAc. L’effet hypoglycémiant de
graines de fenugrec constaté d’aprés nos résultats a été bien documenté que ce soit dans des
études expérimentales (Knott et al., 2017 ; Hosseini et al., 2020) ou cliniques (Geberemeskel et
al., 2019 ; Najdi et al., 2019). En fait, le 4-Hydroxy-isoleucine agit en stimulant la libération
d’insuline d’une part et ’amélioration de son action en activant I’'IRS-1, PI3K et la translocation
de GLUT4 dans les organes insulino-dépendants de I’autre part (Avalos-Soriano et al., 2016).
D’aprés Subramanian et Prasath (2014), la trigonelline est doué¢e d’un effet insulino-
sensibilisant, dont son administration a pu réguler la glycémie et le taux de I’insuline. La
diminution du taux d’Hb1Ac chez le groupe (D-GFL) est due a la diminution du taux de glucose
dans le sang et a l’effet anti-glycatif du fenugrec, suggérant I’effet d’acide cinnamique,
isoférulique et de la rutine dans I’inhibition de la glycation de 1’hémoglobine. De plus, les
composés phénoliques peuvent exercer un effet antidiabétique et contribuer a 1’homéostasie
glycémique (De Paulo Farias et al., 2021). D’ailleurs, cette derniére a été régulée suite a
I’administration des flavonoides purifiés a partir des graines de fenugrec chez des rats
diabétiques via I’amélioration de la sécrétion de I’insuline et la glycogénogenése au niveau du
foie (Jiang et al., 2018).

Mohamed et al., (2016) ont dévoilé que la panoplie des perturbations biochimiques qui se
produisent typiquement dans le diabéte, est apparente avec les perturbations observées dans les
maladies hépatiques. En effet, nos résultats ainsi que ceux de Adeyemi et al., (2014) affirment
cette constatation par 1’augmentation des activités d’ALAT, ASAT, ALP et LDH chez les rats
diabétiques, une telle augmentation dans I’activité enzymatique au niveau du sang signifie une
Iésion hépatocytaire due probablement a une inflammation (Fagbohun et al., 2020). Cette
derniére est également a ’origine de la toxicité pancréatique induite par la STZ. Ces hypotheses

émises ont été confirmées par I’augmentation paralléle :
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v D’une part, de CRP, IL-6 et TNFa plasmatiques chez les rats diabétique (D-0), pareillement
démontré par Heidari et al., (2019). 1l est admis que I’augmentation en CRP est
succinctement un indicateur clinique d’inflammation (Tavakoly et al., 2018). En sus, dans
les conditions hyperglycémiques, le foie secréte la feutin A, une hépatotoxine qui provoque
une surproduction du TNF-a et de I’IL-6, favorisant la signalisation inflammatoire et
exacerbe la résistance a I’insuline en inhibant directement la translocation de GLUT4 (Iroz
et al., 2015). En plus du réle pro-inflammatoire de 1’hyperglycémie dans la libération en
cascade de nombreux médiateurs et cytokines, I’accumulation des ERO provoque 1’apoptose
des hépatocytes et des cellules B qui finissent par un dysfonctionnement du foie et du
pancréas (Mohamed et al., 2016).

v Et d’autre part du bilan leucocytaire, une hyperleucocytose partielle décelée chez les rats
diabétiques révele une réponse inflammatoire comme il est démontré dans 1’étude clinique
de Menart-Houtermans et al., (2014). A I’avenant avec nos résultats, Sun et al., (2014) et
Kheradmand et al., (2021) ont affirmé la corrélation entre 1’augmentation du nombre des
leucocytes et I’augmentation des marqueurs inflammatoires dans le diabete.

Dans le méme bilan, I’augmentation de la concentration des bilirubines chez les rats
diabétiques est attribuée soit a la surproduction de la bilirubine indirecte comme produit de
catabolisme d’hémoglobine (EL-Demerdash et al., 2005), repérée par une diminution de I’Hb ;
soit a un défaut de transport attribué a la carence en albumine, son transporteur ; soit a une
altération au niveau du foie qui interfére avec le processus d’excrétion hépatique-biliaire de la
bilirubine (Vitek, 2012). L’effet hépato-protecteur du fenugrec a été constaté suite a la
restauration de presque tous les parameétres chez le groupe traité (D-GFL) (rehaussement des
taux d’ALAT, ASAT, ALP, LDH, BIL-D, BIL-T et réduction des taux de CRP, TNFa et IL-6).
Nos résultats sont en concordance avec ceux de Joshi et al., (2015) et Alsieni et al., (2021). Cet
effet est d0 a la composition chimique des graines de fenugrec en biomolécules a propriétés
hépato-protectrices et anti-inflammatoires notamment la rutine et la quercétine. Ces composés
ont été considéres efficaces contre les dommages hépatocellulaires, que ce soit en conditions
diabétiques ou toxicologiques, via la diminution de I’accumulation des ERO et 1’obstruction de
la translocation des pro-cytokines inflammatoires dans le foie (Domitrovic et al., 2012). De plus,
le potentiel anti-inflammatoire des graines de fenugrec semble avoir augmenté
I’immunocompétence des rats diabétiques présentee par la diminution des concentrations de GB,
PN, MO et LY a un seuil physiologique. Ceci est un signe d’atténuation de la réponse
immunitaire et rétablissement de 1’intégrité structurale et fonctionnelle du lobule hépatique et du

parenchyme pancréatique (Karami-Mohajeri et al., 2022). Sun et al., (2014) ont admet que
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’hyperglycémie est un facteur pro-inflammatoire alors que I’insuline est anti-inflammatoire. A
cet égard, le fenugrec en étant hypoglycémiant avec des propriétés insulinotropiques (Avalos-
Soriano et al., 2016) et insulino-sensibilisantes (Subramanian et Prasath, 2014), sa
supplémentation semble étre efficace pour atténuer les signaux inflammatoires stimulés par la
glucotoxicité.

En plus de son role gluco-modulateur, 1’insuline assure 1’équilibre entre 1’état anabolique
et catabolique des lipides et des protéines, donc toute perturbation dans sa concentration
détourne les voies métaboliques dans les tissus périphériques (Bolli et al., 2021). Effectivement,
nous avons repéré une augmentation des taux TG, CT et LDL ainsi qu'une diminution du HDL
chez les rats diabétiques. Ces résultats sont soutenus par ceux de Adeyemi et al., (2014) et Knott
et al., (2017). Cette dyslipidémie est due principalement a une hypo-insulinémie, ce qui stimule
’activité hydrolytique de lipase hormonosensible en favorisant la mobilisation des acides gras
libre de tissu adipeux. En paralléle, le mal fonctionnement de la lipoprotéine lipase en absence de
I’insuline entraine 1’accumulation des triglycérides et des LDL dans le sang. (Bolli et al., 2021).
Etant la lipoprotéine chargée pour le transport du cholestérol excédentaire vers le foie pour
I'excrétion ou la réutilisation, un taux faible en HDL, favorise davantage 1’accumulation du
cholestérol circulatoire (Tomkin et Owens, 2017).

En accord avec nos résultats, 1’effet hypolipidémiant du fenugrec a été démontré par
I’étude de Kumar et al., (2015) ainsi que celle de Mukthamba et Srinivasan (2015) chez des rats
hypercholestérolémiques. Heshmat-Ghahdarijani et al., (2020) ont estimé que la diminution du
bilan lipidique est subséquente a ’effet anti-lithogene des saponines dérivées de fenugrec qui
favorisent 1’adipogenése en stimulant le flux des TG vers le tissu adipeux et I’excrétion du
cholestérol. De plus, le galactomannane est une fibre soluble qui empéche 1’absorption des
acides gras servant de substrat pour la synthese des TG en inhibant les enzymes hydrolysantes
(Fuller et Stephens, 2015 ; Rashid et al., 2019).

L’hyperuréimie, 1’hyperuricémie et I’hypercréatininémie enregistrés chez les rats
diabétiques eévoquent un dysfonctionnement rénal se manifestant dans les conditions
hyperglycémiques (Fagbohun et al., 2020 ; Rodrigues et al., 2020). Alors que dans les conditions
physiologiques, la créatinine, I’urée et 1’acide urique, issues du catabolisme protéo-musculaire et
nucléique, sont destinés pour 1’élimination par voie rénale. De ce fait, leur augmentation reflete
une sclérose glomérulaire potentielle (Sagoo et Gnudi, 2020). En outre, la diminution des
concentrations sériques en albumine et protéines chez les rats diabétiques (D-0) peut s’observer
dans le cadre du syndrome néphrotique discerné par une microalbuminurie et microprotéinurie
(Sreekutty et Mini, 2016).
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Plusieurs études, dont la notre, sont en consensus sur I’effet néphroprotecteur du fenugrec
quelque soit I’approche adoptée (Mbarki et al., 2017 ; Pradeep et al., 2019 ; Hadi et al., 2020).
En effet, I’ajustement des parameétres rénaux suite a la supplémentation en fenugrec refléte une
amélioration dans le débit de filtration glomérulaire a la faveur de 1’effet hypoglycémiant des
graines (Pradeep et Srinivasan, 2017 ; Hadi et al., 2020). De plus, Jin et al., (2014) ont estimé
que latténuation des altérations glomérulaires est l’origine de 1’amélioration du statut
biochimique et redox des reins supportant 1’effet antioxydant et néphroprotecteur des graines.

Bien que I’accent soit mis sur les perturbations biochimiques, il est également important
de mettre en évidence, s’il y a des perturbations hématologiques chez les rats diabétiques.
Concretement, ces derniers ont présenté des altérations au niveau sanguin qui demeurent
modiques. En effet, une diminution quantitative des hématies et qualitative par le biais de la
diminution en Hb et CCMH soulignent une perte de la fonction oxyphorique des érythrocytes
physiologiquement assurée par I’hémoglobine (Wang et al., 2021). Subséquemment, aucune
différence significative dans la numération plaquettaire et le taux de VGM n’a été décelée,
estimant un taux des thrombocytes circulants et une taille des érythrocytes préservés. Il s’agit
alors d’une anémie normocytaire potenticlle médiée soit par une apoptose des cellules
endommageées consécutive a la peroxydation lipidique membranaire des globules rouges
(Fagbohun et al., 2020), soit par un déficit en sécrétion d’érythropoiétine dans le cas d’un
dysfonctionnement rénal, ce qui interfére avec 1’érythropoiése (Koyama et al., 2023).

Les résultats de Pradeep et Srinivasan (2018) semblent étre plus pertinents concernant
I’effet hémato-modulateur des graines de fenugrec suite a la restauration du taux des hématies et
des indices érythrocytaires grace a leur potentiel antioxydant capable d’atténuer voire abolir la
peroxydation lipidique (Kaviarasan et al., 2004). Ceci pourrait s’opérer dans 1’amélioration
structurale, conformationnelle et fonctionnelle des globules rouges.

Le stress oxydatif a été li¢ a I’étiopathogénie des complications du diabete et sa
progression (Del Rio et al., 2005). En fait, nombreux processus moléculaires a savoir la O- et N-
glycosylation, la voie des polyols, la voie des hexosamines, des AGEs et ’activation de la
protéine kinase C, ont été décrites comme étant des mécanismes pro-oxydatifs qui sont souvent
actifs dans les conditions hyperglycémiques (Ighodaro, 2018). Une surproduction des radicaux
libres induit des modifications oxydatives au niveau des biomolécules notamment 1’ADN, les
protéines et les lipides, ce qui se refléte nuisiblement sur 1’intégrité et la fonction des tissus, y
compris le foie, les reins et le pancréas (Pizzino et al., 2017). Dans un tel contexte, il est
important d’investiguer le statut redox endogeéne chez les rats diabétiques, qui ont montré

expérimentalement une diminution du taux de GSH avec une augmentation du taux de MDA
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dans la totalité des tissus etudieés. Des résultats approximatifs ont été enregistrés par Aydin et al.,
(2019) ; Rodrigues et al., (2020) et Sani et al., (2022).

Le MDA est un produit de I’oxydation des acides gras polyinsaturés (Yaribeygi et al.,
2019). De ce fait, avoir un taux élevé en MDA est un indice reflétant I’ampleur de stress oxydatif
dans le foie, le rein et le pancréas des rats diabétiques. En plus de la dégradation oxydative des
acides gras par les ERO, I’hypoinsulinémie augmente 1’activité de I’enzyme acyl-CoA oxydase,
qui initie la B-oxydation (Sivajothi et al., 2008). En conséquence, la peroxydation lipidique
induit une défaillance cellulaire en altérant la perméabilité et la fluidité membranaire ainsi que le
dynamisme et le fonctionnement des récepteurs et des enzymes membranaires (Alachaher,
2018). Del Rio et al., (2005) ont estimé que le MDA est une molécule hautement toxique qui
doit étre envisagée comme plus qu'un simple marqueur de peroxydation lipidique. Cet aldéhyde
formé est potentiellement mutagéne et athérogene vis-a-vis de sa réaction avec I’ADN et les
protéines.

Le GSH est un antioxydant non enzymatique qui neutralise les dérivés actifs de I'oxygene
(Aouacheri et al., 2015), en agissant comme un cofacteur ou substrat qui peut s’oxyder et se
réduire en constance (Tangvarasittichai, 2015). La surproduction des radicaux libres active
davantage le cycle redox GSH, comme un processus naturel de détoxification qui s’achéve par
I’oxydation et la conjugaison de GSH avec les ERO en échange de leur élimination (Espinosa-
Diez et al., 2015). De plus, le maintien du rapport GSH/GSSG a son taux physiologique requiert
le NADPH comme cofacteur (Zitka et al., 2012). En contrepartie, une diminution en NADPH
suite a sa consommation dans la conversion excessive du glucose en sorbitol (voie des polyols),
abaisse la régénération du GSH, ce qui explique sa diminution dans les conditions
hyperglycémiques (Bhatti et al., 2022).

Un changement homéostatique dans le taux réduit du GSH et le taux élevé du MDA a été
constaté suite au traitement aux graines chez les rats (D-GFL). En concordance avec nos
résultats, 1’effet antioxydant des graines de fenugrec a été évoqué expérimentalement que ce soit
sous la forme de poudre (Mukthamba et Srinivasan, 2017), d’extrait (Joshi et al., 2015), ou
d’huile (Parveen et al., 2019). La diminution du MDA suggére une inhibition de la peroxydation
lipidique qui peut étre attribué a 1’action des polyphénols totaux et individuels présents en
quantit¢ appréciable d’aprés les résultats des analyses spectrophotométriques et
chromatographiques. Ces composes phénoliques sont des antioxydants naturels aptes de
neutraliser les especes radicalaires par piégeage ou chélation des ions métalliques responsables
de leur génération, ce qui pourrait limiter la propagation de la lipoperoxydation (Tewari et al.,

2020). L’isolat protéique des graines de fenugrec s’est avéré riche en cystéine, glycine et
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glutamate (Feyzi et al., 2015), des acides aminés précurseurs du glutathion permettant sa
synthése. En outre, les données du profil minéral des graines indiquent la présence du sélénium,
un minéral qui renforce 1’activité de la GPx séléno-dépendantes permettant ainsi la régéenération
du GSH et la correction du ratio GSH/GSSG (Habtemariam, 2019 ; Lee et Park, 2021).

En plus, la diminution de I’activité des enzymes antioxydantes dans le foie, les reins et le
pancréas des rats diabétiques pourrait pencher sur 1’incidence d’un stress oxydatif hépatique,
rénale et pancréatique. Ces résultats concordent avec ceux de Adeyemi et al., (2014) et Sani et
al., (2022). Les peroxydes notamment le peroxyde d’hydrogéne et les peroxydes lipidiques sont
enzymatiquement réduits par la catalase, aussi par la GPx et la GST en conjuguant le GSH (Lee
et Park, 2021). La baisse de 1’activité de ces enzymes est due a la génération excessive des ERO,
comme sous-produits ou produits finaux, par les voies pro-oxydatifs promues par
I’hyperglycémie (Ighodaro, 2018) et 1’activation des réactions de Fenton (Tangvarasittichai,
2015). Etant un cofacteur, la déplétion du GSH intracellulaire pourrait aussi concourir a la
diminution de D’activité des enzymes antioxydantes (Adyemi et al., 2014). Ainsi, un cycle
vicieux est installe a 1’état hyperglycémique, entre les ERO et le déficit en antioxydants
endogenes qui, de sa part engendre plus des ERO, ce qui explique les conséquences
pathologiques dans le diabete.

L’administration de 10 % GFL a amélioré substantiellement [’activité des enzymes
antioxydantes. Ces résultats sont cohérents avec ceux des études de Jin et al., (2014) ; Sharma et
al., (2015) ; Mukthamba et Srinivasan (2017) et Alsieni et al., (2021), réalisées sur les feuilles et
les graines de fenugrec. Plusieurs études ont attribué le potentiel antioxydant des graines en
particulier aux flavonoides, suite a leur pouvoir chélateur et piégeur (Xue et al., 2011 ; Luan et
al., 2018 ; Tewari et al., 2020). Considérant les résultats de HPLC-DAD-LFD, les composés
majoritaires y compris la rutine, quercétine, kaempférol, acide cinnamique, isoférulique et p-
coumarique ont éteé rapportés d’avoir une activité redox qui leur permet d’agir comme des agents
réducteurs et donneurs d’hydrogéne (Khloe et al., 2014 ; Tsao, 2010 ; Aylanc et al., 2020).
D'ailleurs, c’est les composés phénoliques qui qualifient majoritairement mais pas exclusivement
le potentiel antioxydant de fenugrec (Syed et al., 2020), les minéraux observés dans les graines
(Cu, Zn, Se, Mg) interviennent également dans les processus de détoxification, dont la présence
ainsi que ’apport de ces oligo-¢éléments conditionnent 1’activité des enzymes antioxydantes en
agissant comme des cofacteurs (Jones et Hodgson, 2011 ; Mbarki et al., 2017). De méme,
I’augmentation du taux de GSH intracellulaire chez les rats traités (D-GFL), pourrait booster
’activité des enzymes notamment la GPx qui s'appuie sur sa réduction (Lee et Park, 2021). En

plus, I’acide ascorbique est un antioxydant non enzymatique apte de contrer les attaques
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radicalaires (Matough et al., 2012). Ainsi, une supplémentation riche en vit C, comme évoqué ci-
dessus pourrait épauler les antioxydants enzymatiques et potentialiser le systeme de défense.

Apres avoir mis en exergue les séquelles physiopathologiques de I’hyperglycémie chez les
rats diabétiques, nous pouvons donc dévoiler que ’effet cytotoxique de la STZ et des ERO
(Gheibi et al., 2017), I’hyperlipidémie (Doycheva et al., 2020), I’hyperglycémie et
I’accumulation tissulaire des AGE (Pradeep et Srinivasan, 2018) expliquent respectivement,
I’atrophie du pancréas, I’hypertrophie hépatique et la néphromégalie chez les rats diabétiques (D-
0). En effet, I’action nécrotique de la STZ se manifeste par la destruction des cellules B des ilots
de Langerhans, ce qui induit la perte partielle de la masse constitutive du pancréas (Szkudelski,
2012). Dans les conditions hypo-insulinémiques, les acides gras en exces s’affluent vers le foie,
ou ils s’accumulent sous forme de triglycérides, ce cumul dans les hépatocytes, pourrait étre
’origine de I’augmentation du poids relatif hépatique (Eleazu et al., 2013). Selon Habib, (2018),
le gain de la masse rénale peut-étre attribué a un déséquilibre entre I’accumulation des protéines
synthétisées et la dégradation des protéines disponibles. Ceci aboutit a 1’expansion des cellules
épithéliales tubulaires proximales du rein. L’amélioration du poids relatifs hépatique, rénale et
pancréatique est attribuée donc au traitement étiologique suite a I’ingestion de la poudre des GFL
grace a leur effet hypoglycémiant, antioxydant, hypolipidémiant, comme nous ’avons débattu
précédemment.

Ces troubles physiopathologiques ont été investigués histologiquement dans le foie, les
reins et le pancréas. L’altération des caractéristiques micro-anatomiques survenues, explique de
facon concomitante, 1’impact cytotoxique de la STZ en tant qu’agent diabétique et les troubles
biochimiques et physiologiques du diabete (Gheibi et al., 2017). D’apreés la photomicrographie
réalisée sur les coupes, nous avons constaté que la toxicité de la STZ chez les rats diabétiques a
connu les divergences suivantes :

v’ Sévérement toxique pour le pancréas, vu que les cellules B pancréatiques sont plus
vulnérables aux dommages radicalaires, suite a leur faible réserve en antioxydants (Bhatti et
al., 2022). Cette toxicité a eté exprimée par une insulite, autrement dit, I’inflammation des
cellules béta de Langerhans et leur infiltration par les cellules lymphocytaires (Deeds et al.,
2011), qui a entrainé la nécrose des cellules P ainsi que les acini (Campbell-Thompson et al.,
2013), ce qui explique étiologiquement 1’insuffisance sécrétoire endocrine (déficit en
insuline) et exocrine (déficit en amylase et lipase).

v Médiocrement toxique pour le foie, illustré par I’apparition de caryorrhexie, qui en résulte

de la fragmentation nucléaire des hépatocytes ensuite leur nécrose (Mendes-Braz et Martins,

111



Discussion ‘

2018). En plus, ’action alkylantes de la STZ (Gheibi et al., 2017) et le role délétere des
radicaux libres expliquent la défaillance du profil hépatique (Mohamed et al., 2016).

v' Moyennement toxique pour les reins, compromettant 1’intégrité du glomérule par
I’intermédiaire de I’hyperglycémie et la production excessive des ERO (Pradeep et
Srinivasan, 2017), justifiant la pénurie de la filtration glomérulaire qui se traduit par

I’augmentation du profil rénale.

Nos résultats étayent bien un lien corrélatif entre les anomalies histopathologiques et les
altérations biochimiques dépistées ci-dessus. Notant, la divergence de toxicité est basée sur
I’affinité de la STZ, un homologue structural du glucose, pour le transporteur de glucose GLUT2
présenté sur la membrane du pancréas, foie, reins et intestins, dont les cellules B de Langerhans
les expriment en concentration élevée par rapport aux autres organes (Deeds et al., 2011).
Parallelement en physiologie, 1’altération pancréatique liée a une insulinopénie ou
insulinorésistance engendre des changements métaboliques altérant les fonctions homéostatiques
hépatiques et rénales (Alsieni et al., 2021). Des observations histopathologiques similaires ont
été illustrées par Arya et al., (2014) et Sani et al., (2022) avec un écart de Iésion, qui pourrait étre
attribué aux conditions du diabéte expérimental. En effet, les altérations structurelles examinées
chez les rats diabétiques montrent les séquelles de la coopération entre hyperglycémie, ERO et
les marqueurs pro-inflammatoires qui fonctionnent en synergie sur les tissus (Halim et Halim,
2019 ; Heidari et al., 2019).

Néanmoins, 1’administration de fenugrec chez les rats (D-GFL) a induit une amélioration
de Pl’intégrité architecturale. En outre, I’effet cyto-protecteur des graines de fenugrec a été
histologiquement démontré par une régénération tissulaire du parenchyme hépatique aboutissant
a I’amélioration de la fonction métabolique du foie. De méme, une reconstitution partielle du
parenchyme pancréatiqgue menant a la redynamisation de la fonction amphicrine du pancréas et
une amélioration tissulaire du cortex rénal, I’origine de I’amélioration de la fonction de filtration
du néphron. D’ailleurs, les observations de la microscopie optique et électronique realisees par
Thakran et al., (2004) et Jin et al., (2014) s’appuient sur notre étude. L’effet cytoprotecteur de
fenugrec est attribué conjointement a la diminution voire 1’abolition des attaques radicalaires et
inflammatoires grace au profil phytochimique et multi-minérale des graines de fenugrec riches
en antioxydants naturels capables de freiner les ERO et les cytokines (Tavakoly et al., 2018).
Ces composés bioactifs actent synergiquement afin de compenser les altérations biochimiques,
tout en atténuant, réparant la perte tissulaire et optimisant la restauration de I’intégrité tissulaire

et fonctionnelle des organes.
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Cette étude a été congu dans 1’objectif d’évaluer le potentiel des graines de fenugrec cultivés
dans des conditions saharienne contre le diabéte et ces complications. Ceci s’intégre dans le
cadre de la mise en ceuvre des nouvelles approches antidiabétiques naturelles qui pourrait
faciliter leur inclusion dans le systeme de soin et de la santé.
A D’issues des résultats de 1’étude phytochimique, il s’est conclu que :
= L’extrait hydro-méthanolique des graines de fenugrec locales exhibe des teneurs
substantielles en polyphénols, flavonoides, alcaloides et saponines totaux ainsi qu’un
profil riche en composes phénolique y compris des dérivés d’acide hydroxycinnamique,
hydroxybenzoique et majoritairement des flavanols.
» L’extrait est doué d’une activité antioxydante montrant le potentiel antiradicalaire contre
DPPH* et ABTS™ et réducteur des Fe®* et Mo®*.
» L’extrait est caractérisé par une activité inhibitrice face a la glycation des AGEs formés a
partir du BSA.
= Les graines de fenugrec locales possédent un profil copieux en oligo-éléments.
Ces constatations expérimentales ont été potentialisés par une étude biologique, d’aprés laquelle
il est déduit que :
La STZ a réussi a mimer la physiopathologie du diabete en accélérant la survenue des
complications manifestés par des perturbations biochimiques, hématologiques, physiologiques,
oxydatifs et histologiques.
En I’occurrence, le traitement avec 10 % du fenugrec a pu atténuer les fluctuations métaboliques
et oxydatives chez des rats diabétiques, ceci est attribué a la synergie de :
= Effet hypoglycémiant des graines: restitution d’une glycémie physiologique par
I’augmentation d’insuline et I’amélioration de I’Hb1Ac.
= Effet hépato-protecteur des graines : amélioration de la fonction hépatique par réduction
des biomarqueurs sériques d’atteinte hépatocellulaire
= Effet néphroprotecteur des graines : amélioration de la fonction rénale par réduction des
biomarqueurs sériques d’atteinte rénale
= Effet hémato-modulateur des graines en ameliorant les parametres hématologiques
= Effet hypolipidémiant des graines : atténuation de la dyslipidémie par diminution du bilan

lipidique sérique.
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= Effet anti-inflammatoire des graines : atténuation d’inflammation par diminution des
marqueurs pro-inflammatoires plasmatiques.
= Effet antioxydant des graines : rétablissement du statue redox cellulaire par augmentation
de I’activité des enzymes antioxydantes et la diminution de la peroxydation lipidique.
= Effet physio-modulateur des graines : amélioration des parameétres pondéraux (corporel et
relatif) ainsi que 1’atténuation du syndrome cardinal.
= Effet cytoprotecteur des graines : atténuation et amélioration des altérations histologiques
hépatique, rénale et pancréatique.
Dans I’ensemble, les graines de fenugrec peuvent étre une source potentielle en rutine et acide
férulique grace a leurs concentrations significatives, ainsi que d’autres composés biologiquement
actifs qui seront avantageux dans la conception et I’innovation des agents préventifs et
thérapeutiques a partir des antioxydants naturels, dont les propriétés susmentionnées qualifient
les graines de fenugrec comme un outil décent contre le diabete et ces complications.
Ceci étant constaté, il serait judicieux de complémenter cette étude par :
= Isolement et purification des molécules significatives dans cette variété locale qui feront
I’objet dans la pharmacognosie.
= Etude phytochimique comparative entre les graines de fenugrec locales et les graines
d’origine indienne.
= FEtude moléculaire qui sert & explorer les mécanismes d’action responsable des activités
biologiques des graines.
= Etude clinique observationnelle ou randomisé en testant les graines sur des humains

volontaire pour évaluer 1’innocuité et efficacité des graines.
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Annexe 1 : Réactifs chimiques spécifiques

DPPH
TPTZ

ABTS

Vert de bromocresol
Standards phénoliques
BSA
STZ
CDNB
DTNB
GSH
TBA
TCA

Bleu de coomasie

2.2-diphényle-1-
picrylhydrazyl

2,4,6- tri(2-pyridyl) -s-
triazine
2,2’-azino-bis(3-
éthylbenzothiazoline-6-
sulphonique)

Bovine serum albumine
lyophilisé
Streptozotocine
1-chloro,2.4-dinitorbenzéne

Acide 5-5’-dithiobtis-2-
nitrobenzoique
Glutathion
Acide thiobarbiturique

Acide trichloracétique

Calbiochem

MERCK

MERCK

SUPELCO

Signa Aldrich
FLUKA
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich

Sigma Aldrich
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Annexe 2 : Préparation des solutions pour les dosages

1. Solution du tampon TBS

Solution Composition Quantité
TBS Tris 50 mM 6,057 g
(pH =7,4) NaCl (150mM) 8,775 ¢g
Eau distillé 1000 mL

2. Solution de dosage des protéines

Solution Composition Quantité
Solution de Bradford Bleu de Coomassie G 100 mg
(Conservation a I’obscurité Ethanol 95% 50 mL
a4°C) Acide phosphorique 85% 100 mL
Eau distillé 850 mL
Solution de BSA BSA 5 mg
Eau distillé 5mL

3. Solutions de dosage de GSH

Solution Composition Quantité
EDTA 0,02 M EDTA 7,444 g
Eau distillé 1000 mL
Tampon tris-EDTA Tris0,4 M 48,456 ¢
EDTA 0,02 7,444 g
Eau distillé 1000 mL
SSA 0,25% SSA 250 mg
Eau distillé 100 mL
DTNB 0,01 M DTNB 200 mg
(Préparation fraiche) Méthanol absolu 50 mL

4. Solutions de dosage de MDA

Solution Composition Quantité
TCA 20% TCA 20g
Eau distillé 100 mL
Tris 25 mM Tris 0,30g
Eau distillé 100 mL
TBA 0,67% TBA 0,67¢g
(Agitation requise avant Tris 25 mM 100 mL

Putilisation)



5. Solutions de dosage de I’activité de la GPx

GSH 0,1 mM GSH
Eau distillé

TCA 1% TCA
Eau distillé

DNTB 1 Mm DTNB

(Préparation fraiche) Méthanol absolu

H2021,3 Mm H20, (30V)
(Préparation fraiche) Eau distillé

6. Solution de dosage de I’activité de la GST

Tampon phosphate 0,1 M NaxHPO4

(pH=6,5) Eau distillé

NaH2PO4

Eau distillé

CDNB 0,02 M CDNB
(Préparation fraiche) Ethanol absolu
GSH1M GSH
(Préparation fraiche) Eau distillé

7. Solution de dosage de ’activité de la CAT

Tampon phosphate 0,1 M Na2HPO4
(pH=6,5) Eau distillé
NaH2PO4
Eau distillé

H2020,5M H20:
(Préparation fraiche) Eau distillé

8. Solutions de dosage des AGEs

Solution de tampon PBS Phosphate de sodium
(pH=7,4) monobasique
Eau distillé
Sodium d’azide
Solution BSA BSA

Solution de PBS

Solution glucose Glucose
Solution de PBS

Solution de fructose Fructose

Solution de PBS

Annexes UK

3,073 mg
100 mL
1g
100 mL
100 mg
25 mL
13 pL
100 mL

17,799
1000 mL
15,60 g
1000 mL
202,55 mg
50 mL
153,659
50 mL

17,79 g
1000 mL
15,60 g
1000 mL
10 mL
10 mL

16,799

700 mL
140 mg
7549
150 mL
33,779
150 mL
33,78 ¢
150 mL
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Annexe 3 : Courbes d’étalonnage

y =1,3779x + 0,0328 @
R?=0,9952 .
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Figure A : Courbe d’étalonnage d’acide gallique (mg/mL)
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Figure B : Courbe d’étalonnage de la quercétine (mg/mL)
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Figure C : Courbe d’étalonnage de la diogénine(pg/mL)
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Figure D : Courbe d’étalonnage d’atropine (pg/mL)
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Figure E : Courbe d’étalonnage de 1,1°,3,3’-tétraethoxyproprane (nM/L)
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Figure F : Courbe d’étalonnage de BSA (mg/mL)



