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Introduction

Le diabete sucré est une maladie chronique endocrinienne, est devenu un probléeme de
santé publique (Haribabu et al., 2013). Des données récentes révélent qu’il y’a environ plus
de 150 millions de diabétiques dans le monde et que leur nombre pourrait doubler d’ici 2025
(Tanko et al., 2008), C’est une maladic métabolique caractérisée par une hyperglycémie
résultante d’un défaut de sécrétion, d’action de 1’insuline, ou de ces deux anomalies associées

(Hajzadeh et al., 2011)..

L’¢épidémie du diabéte engendre des dépenses financiéres majeures pour les individus
et pour la société, du fait de la maladie et surtout de ses graves complications. La diminution
du pouvoir d’achat des populations, le co(t des médicaments et leurs effets
secondaires non négligeables, qui dans de nombreux cas, sont plus graves que les troubles de
la maladie elle-méme et enfin la meéfiance vis-a-vis des produits de synthese, ont fait
que les populations du tiers monde (comme I’ Algérie) et méme ceux des pays développés
utilisent encore des plantes médicinales comme alternative thérapeutique, en particulier pour
le diabete de type Il (Marles et Fransworth, 1995; Perez et al, 1998; OMS, 2002; Grimaldi,
2005).

La phytothérapie est découverte d’un nombre important d’extraits de plantes
antidiabétiques. L’utilisation des plantes est une pratique courante dans le monde.
Aujourd’hui plus de 800 plantes ont été identifiées et étudiées comme traitement
potentiel du diabete de type Il. Les principaux principes actifs isolés et identifiés
comme antidiabétiques sont: Les flavonoides, les mucilages, les polyphénols, les
triterpenoides, les alcaloides, tanins (Marles et Fransworth, 1995; Perez et al., 1998; Wang et
Ng, 1999).

L’utilisation médicinale d’extraits préparés a base des feuilles d’olivier (Olea
europea) ont été largement utilisées en traitement traditionnel dans les pays européens et
méditerranéens. Ils ont été utilisés dans I'alimentation humaine sous forme d'extraits, de
tisanes et de poudres et contiennent plusieurs composés potentiellement bioactifs pouvant
avoir des propriétés antioxydantes, antihypertensives, anti-inflammatoires, hypoglycémiques

et hypocholestérolémiants (El et Karakaya, 2009).

Le thé a la feuille d’olive et a macher les feuilles d’olivier sont des remédes populaires

pour le traitement du diabete (Visioli et al., 2002).



Introduction

Les propriétés pharmacologiques des feuilles d’olive contiennent des quantités plus
élevées de polyphénols. Par exemple, I'oleuropéine est le composé phénolique principal et le
compose phénolique le plus actif de la feuille d'olivier. Bien que plusieurs études aient révélé
que I’extrait des feuilles d’olivier ont un effet antihyperglycémique, et un effet sur la
production d'insuline des cellules B sur le diabéte expérimental in vivo (Temiz et Temur,
2019).

Le mécanisme par lequel l'extrait de feuille d'olivier atténue I'nyperglycémie n'est

toujours pas bien reconnu (Al-Azzawie et Alhamdani 2006).

Le but de notre étude est de rechercher I’effet antidiabétique des extraits aqueux des
feuilles d’olivier obtenus par trois méthodes d’extraction (Macération, Décoction et Infusion).

Nous allons utiliser donc des souris Wistar albinos femelles.
Cette étude est subdivisée en deux parties :

- Une partie bibliographique, représente une synthése bibliographique de 1’état actuel

des connaissances sur :
- La plante étudiée (Olea europea)
- Etude de diabéte et la phytothérapie
Une partie expérimentale, ou nous allons:

- Effectuer un dosage pour déterminer la teneur de quelques principes actifs
contenus dans les extraits tels que: Flavonoides, polyphénols.

- Rechercher s’il existe un effet hypoglycémiant et anti hyperglycémiant de nos
extraits aqueux sur les souris femelles Wistar albinos, dont la maladie de diabéte est induite
par  I’Alloxane. De méme nous allons déterminer I’impact des extraits sur certains

parametres sanguins.
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Chapitre 1 La plante étudiée (Olea europea)

1.1. Définition

Olivier sauvage c’est un arbre emblématique a une origine trés ancienne (Gaussorgues,
2009). 1l est connu sous le nom (Olea europea subsp europaea var. Sylvestris) (Sergio et al.,
2011). Leur propriété médicinale est principalement attribuee aux feuilles, et fruits dont

I’huile est un composant essentiel du régime méditerranéen (Arab et al., 2013).

1.2. Description botanique

L’olivier, comme la plupart des plantes naturalisent dans le bassin méditerranéen (Villa,
2003). Il est présent une cime arrondie avec une rameaux étalés, leur hauteur peut atteindre
12 4 15 m et de tronc est le plus souvent élancé (Figure 1), Leur période floraison se déroule
entre Mai et Juin (Argenson et al., 1999). Les fleurs de cette arbre est petites et blanches, a
quatre pétales. Leurs fruits sont des drupes ovoides, vertes puis noires a maturité, a noyau
dur fusiforme. Les feuilles, blanc argenté a la face inferieure, vert grisatre a la face
supérieure, opposées, persistantes, coriaces (Ghedira, 2008). Elles sont de petite taille (de 3 a
8 cm de long et de 1 a 2,5 cm de large) (Figure 2) (Labdaoui, 2017). Avec une durée de vie de
I’ordre de 3 ans (Merzoug et Merzougui, 2001).

Figure 1: La plante d'olivier sauvage Figure 2: Les feuilles d'Olea europea var.

(Olea europea var. sylvestris) sylvestris (Photo original région Biskra).

(Photo original région Biskra).



Chapitre 1 La plante étudiée (Olea europea)

1.3. Classification botanique

Olea europea (Olivier) appartenant a la famille des Oléacées est un arbre a feuilles
persistantes et une source naturelle de polyphénol. L'olivier sauvage ou Oleaster (var.
Sylvestris) et I'olivier cultivé (var. Europaea) constituent les deux variétés botaniques d'Olea
europaea (Zeriouh et al., 2017). Plantes dicotylédones qui comprennent 900 especes réparties

en 25 genres (Gaussorgues, 2009).

La classification botanique de I’olivier selon Ghedira (2008) est comme suite :

Regne : plantae

Embranchement : Magnoliophyta

Sous-embranchement : Magnoliophytina

Classe : Magnoliopsida

Sous-classe : Dialypétales

Ordre : Lamiales

Famille : Oleaceae

Genre : Olea

Espéce : Olea europea L.

Sous-espéces : O. europea subsp. europaea var. sylvestris
O. europea subsp. Europaea var. europaea

1.4. Répartition géographique

L’olivier est I’un des arbres fruitiers les plus importants des pays méditerranéens. ou ils
couvrent 8 millions d'hectares, représentant prés de 98% de la récolte mondiale (Pereira et al.,
2007). Le nombre mondiale d olivier est évalue a 784 millions, dont 754 millions dans le
bassin méditerranéen. L Europe représente 66% de verger oléicole mondiale, I"'Asie (17%) et
le Maghreb (14%). On trouve des oliviers en Chine, Australie, USA, Afrique du sud et en
Argentine (Iguergaziz, 2012).

En Algérie la superficie totale du verger s’¢éleve a 310000 hectares pour plus de 34
millions d'arbres, les prévisions de superficies oléicoles portent sur 309 500 ha. La plupart des

oliveraies (80%) sont situées dans des zones de montagne, sur des terrains accidentés et
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marginaux, peu fertiles. Le reste des oliveraies (20%) sont situées dans les plaines

occidentales du pays (Chafaa, 2014).

1.5. Composition chimique
Les feuilles de I’arbre contiennent certains composés tels que les composés phénoliques,

I’a- tocophérol et le B-caroténe (Boudhioua et al., 2008).

Elle est riche en triterpénes (Acide oléanolique, acide maslinique, acide hydroxy-
oléanolique), et en flavonoides (Lutéoline, kaempférol, myricétine, quercétine, apigenine —
Rutoside, quercitrine et des glucosides de 1’apigénine et de la lutéoline), en sécoiridoides dont
(Oleuropéoside, 11-déméthyl- oleuropéoside, oléoside, diméthylester oléoside, ligustroside,
oleuroside). Et autre Acides phénols tels que Acide caféique, acide caféoylquinique, acide

coumarique, verbascoside (Ghedira, 2008).

1.6. Utilisation traditionnel

Les feuilles d’olivier sont diurétiques et préconisées dans 1’hypertension artérielle
modérée. L’extrait de feuilles est utilisé comme adjuvant dans les formes légeres de diabete
(au cours de la grossesse ou en cas d’obésité). Elles aussi contiennent du cinchonidine, une
quinoléine alcaloide aux propriétés antipaludiques (Ghedira, 2008). Les feuilles et les fruits
possédant des activités antioxydantes, hypotensive, antibactérien, hypoglycémiante,
hypocholestérolémiante et antiseptique, antidépresseur (Ghedira, 2008 ; Polzonetti et al.,
2004).
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Chapitre 2 Etude du diabéte et phytothérapie

2.1. Etude de diabete

2.1.1. Généralité sur le diabéte sucré

Le diabete sucré est un groupe de maladies métaboliques caractérisées par une
hyperglycémie chronique, résultant de défauts de sécrétion d’insuline, d’action de I’insuline
ou des deux (Mangambu et al., 2014). L’insuline est une hormone qui régule la concentration
de sucre dans le sang. Selon ’OMS on dit qu'une personne est diabétique quand son taux de
glucose dans le sang (ou glycémie), a jeun, est supérieure a 1.26 g/L ou 7 mmol/L (Detournay
etal., 1999).

2.1.2. Classification

En 1999, une nouvelle classification du diabéte sucré a été proposée par un groupe
d’experts sous la responsabilité de I’ADA et I’OMS (Drouin et al., 1999). On distingue trois
types de diabetes :

2.1.2.1. Diabete de Type 1 (insulino-dépendant DID)

Le diabéte type |, également appelé diabete insulinodépendant, est un état
d’hyperglycémie chronique dii a une affection de pancréas endocrine dont les ilots de
Langerhans ne secréte plus d’insuline (insulinopénie) (Calop et al., 2008 ). Cette forme de
diabéte survient chez les enfants et les jeunes adultes. il est représentait un peu plus de 5,6 %
des cas de diabete (Fagot-Campagna et al., 2010).

2.1.2.2. Diabete de Type 2 (non- insulino-dépendant DNID)

Le diabéte de type 2 est la forme la plus fréquente du diabéte. Il est caractérisé par une
diminution de la sensibilité a I’insuline au niveau des tissus cibles comme le foie, le muscle et
le tissu adipeux, et d’une diminution de la sécrétion d’insuline par les cellules pancréatiques
(Cheng et al., 2009). Cette forme de diabéte survient chez les adultes mais peut apparaitre
chez I’adolescence. Chez les adultes, il représentait un peu plus de 91,9% des cas de diabete

(Fagot-Campagna et al., 2010).

2.1.2.3. Diabete expérimental
Le diabéte expérimental consiste a produire, chez 1’animal, un état comparable au
diabete sucré, en vue de mieux comprendre le diabete sucré de ’homme ou de trouver de

nouvelles thérapies (Bouhouche, 2014).
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2.1.3. Induction du diabéte
2.1.3.1. Induction par une substance chimique
e [D’Alloxane : est un agent diabétogéne capable de détruire les cellules 3 des ilots
de Langerhans pancréatiques (Kebiéche et al,. 2011). Il a été utilisé pour
produire un diabéte expérimental chez des animaux tels que les rats, les souris.
Avec différents degrés de gravité de la maladie, selon la dose d'Alloxane utilisée
(Ankur et Shahjad, 2012).

e La streptozotocine : est un antibiotique produit par Streptomyces achromogenes
(Ghasemi et al., 2014). Les multiples injections de STZ a faible dose pouvant
induire une destruction progressive et auto-immune des cellules B pancréatiques
(Zhang et al., 2008). La STZ diminue la synthése et la sécrétion d'insuline donc
I’installation d’un diabéte (Ghasemi et al., 2014).

Mode d’action de I’Alloxane

L’Alloxane, par une analogie structurale au glucose, pénétre a travers les transporteurs
de glucose GLUT?2 des cellules B pancréatiques. Le mécanisme d’action de 1’Alloxane sur le
pancréas est précedé par son absorption rapide par les cellules B de Langerhans. L’ Alloxane
va d’abord oxyder les groupements SH trouvés au niveau des agents réducteur de la
cellule B de Langerhans. Ces agents réducteurs sont le glutathion réduit (GSH), la
cystéine, les enzymes sulfhydriles, I’acide ascorbique et surtout la glucokinase. La
glucokinase est une enzyme spécifique au glucose appartenant aux cellules B de Langerhans.
L’enzyme active est nécessaire au bon fonctionnement des cellules de Langerhans et
donc a la sécrétion d’insuline. Deux groupements SH du site actif de la glucokinase sont
oxydés par 1’Alloxane formant ainsi une liaison disulfure, rendant cette enzyme inactive.
Apres cette étape 1’Alloxane est réduit en acide dialurique capable de se ré-oxyder en
Alloxane (Lenzen et Panten, 1988; Szkudelski, 2001; Srinivasan et Ramarao, 2007).

2.1.4. Traitement

2.1.4.1. Mesures hygiéno-diététiques

85% des diabétiques de type 2 sont obeses, ils nécessitent donc un régime
hypocalorique (Drouin et al., 1999). Equilibre alimentaire et 1’augmentation de I’activité

physique pour le traitement (Schlienger, 2016).
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2.1.4.2. Médicament oral

Le traitement pharmacologique du diabéte de type 2 (DT2) fait appel a des medicaments
hypoglycémiants oraux, ces médicament dirigées contre les cibles physiopathologiques
differentes (Scheen, 2015). Ce traitement comprend soit des médicaments insulinosécréteurs,
soit des médicaments insulinosensibilisateurs (Scheen et Van Gaal, 2008). soit par des
nouvelles classes de traitement en cours de développement (Tielmans et al., 2007) :

-Augmentation de I’insulinosécrétion par Sulfamides hypoglycémiants (SH) et Glinides

(Scheen, 2015).

-Augmentent la sensibilité a 1’insuline par Biguanides et Thiazolidinediones (Scheen et

al., 2007).

-Inhibition des alphaglucosidases intestinales: diminution de la dégradation des
carbohydrates en monosaccharides absorbables par Inhibiteurs des alphaglucosidases (Pillon
etal., 2014).

2.1.4.3. Traitement par les plantes

Plus de 1 200 plantes médicinales utilisées pour le diabete (Shapiro et Gong, 2002). lls
représentent plus de 725 genres appartenant a 183 familles. 81% des plantes antidiabétiques
traditionnelles testées ont donné des résultats positifs et qui montrent une réduction de

I’hyperglycémie (Marles et Farnsworth, 1995).

2.2. Diabete et Phytothérapie
2.2.1. Définition de la phytothérapie

La phytothérapie, du grec phytos : plante et therapia : la cure, elle se base sur
I'utilisation des plantes médicinales, qui sont utilisées pour maintenir les étres humains

en bonne santé ainsi que pour traiter des maladies physiques (Belaiche, 1979).
2.2.2. Composés phénoliques a un effet antidiabétiques

Les metabolites secondaires sont des molécules organiques complexes synthétisees et
accumulées en petites quantités par les plantes autotrophes, ils sont divisés principalement en
trois grandes familles: Les polyphénols, les terpénes (Lutge et al., 2002 ; Abderrazak et Joél,
2007).
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2.2.2.1. Composeés phénoliques
Les polyphénols ou composés phénoliques regroupe un vaste ensemble de plus de

8 000 molécules, divisées en une dizaine de classes chimiques, qui présentent toutes un point
commun : la présence dans leur structure d’au moins un cycle aromatique a 6 carbones, lui-

méme porteur d’un nombre variable de fonctions hydroxyles (OH) (Hennebelle et al., 2004).

Les principales classes des composants phénoliques sont les acides phénoliques, les

flavonoides, les tannins (King et Young, 1999 ; Tapiero et al., 2002).
a) Acides phénoliques

Les acides phénoliques sont contenus dans certain nombre de plantes médicinales
(Psotova et al., 2003), Ce sont des composés organiques possédant au moins une fonction
carboxylique et un hydroxyle phénolique. Ils sont représentés par deux sous-classes : les

dérivés de I’acide hydroxybenzoique et de 1’acide hydroxycinnamique (James et al., 1984).

b) Flavonoides

Les flavonoides sont des composés possédant un squelette de base a quinze atomes de
carbone, constitués de deux noyaux aromatiques et d'un hétérocycle central de type pyranne,
formant une structure C6-C3-C6 (Ferrali et al., 1997). Ce sont les composés les plus
abondants parmi tous les composés phénoliques. lls interviennent dans la pigmentation des
fleurs et dans les processus de défense contre le rayonnement UV, les herbivores et les
attaques microbiennes (Brown et al., 1998). Elles sont considérées comme des pigments quasi
universels des végétaux qui peuvent participer dans les processus photosynthétiques
(Mukohata et al., 1978).

Les flavonoides peuvent étre divisés en 13 classes, la plus importante étre représenté par
les flavonols, les flavanols, les flavones, les isoflavones, les anthocyanidines ou anthocyanes
et flavanones (Figure 3) (Lourdes, 2013).
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Figure 3: Différentes classes des flavonoides (Manach et al., 2004).
c) Polyphénols complexes (tanins)
Les tanins sont des composés phénoliques de poids moléculaire moyen a élevé (500-

3000 D) et peuvent étre classés en deux groupes principaux: les tanins hydrolysables et les
composés non hydrolysables ou tannins condenses (Lourdes, 2013).

Les tanins hydrolysables sont des esters d’acide gallique, tandis que les tanins
condensés (également connus sous le nom de proanthocyanidines) sont des polymeres de

polyhydroxyflavan-3-ol les monomeéres (Ozcan et al., 2014).
2.2.3. L’effet biologique des polyphénols des feuilles d’olive

Les polyphénols des feuilles d'olivier ont de nombreux effets bénéfiques sur la santé
humaine, tels que capacité antioxydante, antihypertenseur, hypoglycémiant,

hypocholestérolémiant, cardioprotecteur, anti-inflamantaire (Vogel et al., 2015).
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3.1. Présentation de la zone d’étude
La wilaya de Biskra se situe au Sud Est de I’Algérie, elle occupe une superficie de

21671 km2, son altitude est de 128 metres au niveau de la mer. Elle est caractérisée par un

climat froid en hiver, chaud et sec en été.
La wilaya de Biskra (Figure 4) est limitée par :
-Le Nord : Wilaya de Batna et M’sila.
-Le Sud : Wilaya d’Ouargla. Et EI-Oued.
-L'Est : Wilaya de Khenchela.

-L'Ouest : Wilaya de Djelfa (Bouchamal et Achour, 2015)

Khenchla f"

Kilomeétres
5] 25 50

—=

KKKKKKKKK

Figure 4 : Carte de situation geographique de la wilaya de Biskra (Laamari et al., 2010).
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3.2. Etude phytochimique

3.2.1. Le matériel végétal

Dans cette ¢tude, 1’échantillon du matériel végétal utilisé a été récoltés dans la région de
wilaya de Biskra pendant la saison de floraison. Aprés la récupération de la plante, les feuilles
sont lavées puis laissées sécher a ’ombre et a température ambiante dans un endroit aéré,
pendant 20 jours, Les feuilles seéches ont ét¢ broyées a I’aide d’un moulin a café et le broyat
obtenu a été conservé dans un flacon a température ambiante, dans un endroit sec et a 1’abri
de I’humidité et de la lumiére jusqu’a son utilisation.

3.2.2. Préparation des extraits aqueux

L’extrait aqueux de cette plante a été préparé par trois méthodes d’extraction ;

macération, décoction et infusion.

3.2.2.1. Extraction par macération

Le liquide de macération peut étre de I’eau, de I’alcool ou du vinaigre.

Dans le cas da la macération a 1’eau, les plantes doivent étre versées dans le liquide

froid ou tiede pendant quelques heures (10 oul2 heures) (Pierre et Lis, 2007).

L’extrait aqueux par cette méthode de la partie aériennes (feuilles) on été préparé selon
la méthode décrite par (Boubakeur et al., 2017) Avec une légére modification : 50 g du
matériel végétal broyé est mis a macérer dans 500 ml d’eau distillée sous agitation
magnétique et a une température ambiante. Cette macération est répétée trois fois
successivement avec renouvellement du solvant chaque 24 heures. Les macérats aqueux
obtenus sont soumis a la double filtration sur coton hydrophile et sur papier-filtre Whatman
no 3.Apres séchage a I’étuve (37 °C) pendant 48 heures, 1’extrait obtenu on été nommés

EAM puis conservés a 4 °C pour les travaux ultérieurs.

3.2.2.2. Extraction par décoction
Les plantes sont versées dans 1’eau froide et portées a ébullition un temps plus ou moins

long, dix minutes pour les feuilles (Pierre et Lis, 2007).

Cette méthode d’extraction a ¢été effectuée selon le protocole décrit par (Boubakeur et
al., 2017). Une quantité de 50 g du matériel végetal broyé est mise a bouillir pendant 15
minutes dans 500 ml d’eau distillée. Apres filtration sur papier-filtre Whatman no 3, les
filtrats ont été ensuite concentrés et séchés dans 1’étuve et nommés EAD puis conservés a 4

°C pour les travaux ulterieurs.
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3.2.2.3. Extraction par Infusion
Une infusion est préparée en versant de 1’eau bouillante sur une quantité spécifique de

matiere végétale, en laissant reposer la mixture pendant 10-15 minutes (Sofowora, 2010).

L’extrait aqueux de poudre des feuilles que nous faisons infuser 50 g dans 500 ml
d’eau distillée chauffée a 100 °C. Ce mélange est agité pendant 24 heures par un agitateur
magnétique. Ensuite la solution est filtrée sur papier Wattman (3 mm), I’extrait obtenus a été

nommes EAI et conservés a 4 °C pour les travaux ultérieurs (Soro et al., 2009) .

13
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Matiére
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(500ml eau dis

Le résidu sec de chaqu

Figure 5: Protocole de préparation les trois extraits aqueux (Boubakeur et al., 2017 ; Soro et
al., 2009).
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3.2.3. Détermination du rendement

Le rendement des différents extraits obtenus est deéfinit comme étant le rapport entre la
masse de 1’extrait sec obtenus apres séchage dans I’étuve a 37°C pendant 48 heurs et la masse

du matériel végétale traité .ce rendement est calculés par 1’équation suivante (Harbone,1980):

ou:
R (%): Rendement exprimé en %.
Me : Masse de I’extrait sec résultant en gramme.

Mv : Masse du matériel végétal a traiter en gramme.

3.2.4. Dosage des polyphénols totaux

e Principe

La teneur en polyphénols totaux sont estimées selon la méthode de Folin-Ciocalteu
(Singleton et al., 1999) qui est considérée parmi les meilleurs méthodes de quantification des
polyphénols totaux des extraits de plantes (Robards, 2003).

L’oxydation des composés phénoliques par le réactif de Folin-Ciocalteu résulte de la
réaction entre 1’acide phosphotungstique (H3PW12040) et 1’acide phosphomolybdique
(H3PM12040) en milieu alcalin. Cette réduction se traduit par I’apparition d’une coloration
bleue formée d’un mélange d’oxyde bleu de tungstene (W8023) et de molybdene (M80O23)
qui sont proportionnels a la concentration en polyphénols dans le mélange (Blouin et al.,
1972).

e Mode opératoire

0.5 ml de chaque extrait de Olea europea (1mg/ml) sont ajoutés a 5 ml d’eau distillée
puis en ajout 0.5 ml du réactif de Folin- Ciocalteau dilué 10 fois .Aprés 3 min, 0.8 ml de
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carbonate de sodium (7.5%) sont ajouté, Les tubes sont agités et incubé a température
ambiante et a I’abri de la lumiére. Aprés 1h d’incubation, les absorbances des mélanges sont
mesurées a 760 nm a 1’aide d’un spectrophotométre UV/VIS, contre un blanc qui comporte
les mémes composants a 1I’exception de 1’extrait testé. Une courbe d’étalonnage est réalisée en
paralléle dans les mémes conditions opératoires en utilisant I’acide gallique comme controle
positif.

Le taux de polyphénols dans nos extraits, a ¢ét¢ calculé a partir d’une courbe

d’étalonnage linéaire (y=ax+b), établie avec des concentrations précises d’acide gallique (20 —

200 pg/ml).

Les résultats sont exprimés en microgramme d’équivalent d’acide gallique par

milligramme d’extrait de feuilles (ug EAG/mg).

3.2.5. Dosage des flavonoides

e Principe

La formation d’une liaison covalente entre le trichlorure et groupements hydroxyles
(OH) des flavonoides produise un complexe de couleur jaune ayant une absorbance

maximale a 430 nm (Rezzaghi, 2012).

e Mode opératoire

La teneur en flavonoides des extraits aqueux a été déterminée

spectrophotométriquement selon la méthode de trichlorure d’aluminium AICI3 décrite par

(Ayoola et al., 2008 ; Mbaebie et al., 2012) avec des modifications : Le chlorure
d’aluminium forme des complexes jaunatres avec les atomes d’oxygéne présents sur les

carbones 4 et 5 des flavonoides.

Bri¢vement, 1 ml de 1’échantillon (1mg/ml) est ajouté a 1 ml de la solution d’AlCI3
(2% dans le méthanol), le mélange est vigoureusement agité. Aprés 10 min d’incubation, a

température ambiante et a I’abri de la lumiére, 1’absorbance est lue a 430 nm.

Une courbe d’étalonnage (y = ax + b) établie par la quercétine, réalisée dans les
mémes Conditions opératoires que les échantillons, servira a la quantification des
flavonoides. La teneur en flavonoides est exprimée en microgramme d’équivalent de

Quercétine par un milligramme d’extrait de feuilles (ug EQ/mg).
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3.3. Activité antidiabétique
3.3.1. Matériel animal
3.3.1.1. Présentation

Notre travail a porté sur des souris (Wistar albinos), qui est une espece génetiqguement
sélectionnée, issue par croisement, de race albinos. C’est un rongeur nocturne, omnivore et
coprophage. Le pelage du jeune rat blanc est soyeux mais devient progressivement rugueux et
décoloré avec I’age. 11 posséde une large téte, de petites oreilles des yeux rouges globuleux et
une petite queue. Il se reproduit pendant toute 1’année et la gestation dure 21 jours. Sa durée

de vie est de 2 a 3 ans (Chichonyi Kalungia et al., 2018).
Le choix de ce modele animal a été fait pour les raisons suivantes :

e Ces souris sont des animaux dociles et faciles a manipuler surtout si on les habitue dés leur

plus jeune age.

e |Is sont peu agressifs.

e Leur facilité d’entretien.

e Leur résistance vis-a-vis de diverses contaminations.

e C’est le modéle animal le mieux adapté et le plus utilisé pour des études similaires citées par

la littérature.

3.3.1.2. Conditions d’élevage

L’étude a été réalisée sur des souris (Wistar albinos), femelles, produits au niveau de
I’institut pasteur d’Alger (centre d’élevage de Kouba-Alger). Le commande de souris recu le
25 october 2018.

40 souris (Wistar albinos) adultes en bonne santé pesant entre 29 et 42 g. Les animaux
ont été logés dans des cages et maintenu dans des conditions standard et la température
ambiante. Les animaux ont été nourris avec un culot de souris standard alimentation et fourni
de l'eau a travers le période expérimentale. Tous les animaux ont été autorisés a s'acclimater

aux conditions de laboratoire avant expérimentation (Chichonyi Kalungia et al., 2018).
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3.3.2. Méthodes

3.3.2.1. Protocol expérimental

Les souris ont été divisées en 5 lots de huit souris par cage (TS, TDNT, EAM, EAD,
EAI). Pour faire un suivi de chaque souris femelle durant la manipulation, les animaux de

tous les lots ont ét¢ marqués a 1’aide de feutres permanents.

% Induction de I'hyperglycémie persistante (diabete sucré) chez les souris

Les 40 souris ont été mises a jeun pendant la nuit. Une persistance état hyperglycémique
chez les souris a été induite en utilisant monohydrate d'Alloxane (Sigma-Aldrich, St. Louise,
Etats-Unis) administré par voie intrapéritonéale a une dose unique ou répétée (pour induire le
diabéte chez les souris résistants) de 150mg / kg poids corporel (Figure 6). La matiere a

injecter a été préalablement dissoute dans de 1’eau physiologique a 0,9%.

Animaux avec une glycémie de base niveau constamment supérieur a 120 mg /dl apres
48 a72 heures considéré comme ayant développé une hyperglycémie persistante et ont été
inclus dans I'expérience. Aprés 48 a 72 heures, les souris diabétiques ont ensuite été divisées
au hasard en 5 différents groupes expérimentaux avec chaque groupe contenant au moins 8

souris (Chichonyi Kalungia et al., 2018).
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Figure 6: Injection intra péritonéal d'une dose unique de I'Alloxane a raison de 150mg/kg de
poids corporel.
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Figure 7: Schémas représentative du protocole expérimental.
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3.3.2.2. Traitement des animaux

¢ Préparation et administration de I’extrait

On préparer ’extrait de gavage a partir des trois extraits (EAM, EAD et EAI), obtenus
par la plante, selon le protocole suivant: On prend 200 mg /kg On la dissout dans I’eau
distillée, on introduit 1’extrait par gavage 0.5 ml pour chaque souris (Jouad et al., 2003;
Dellile, 2007).

Durant la période de manipulation, les 3 lots EAM, EAD et EAI, sont traités deux fois

par jour, par voie orale, par la dose (d) de la plante.

3.3.2.3. Détermination de la glycémie

Pendant la période de manipulation (de J1 a J19), 10 glycémies ont été mesurées. La
premicre a été effectuée dans le but de vérifier I’installation du diabéte chez les lots traités par
I’ Alloxane en prenant comme référence de glycémie normale : la glycémie du lot TS (avant le
début du traitement). Elle a ét¢é mesurée a jeun, 72 h apres I’administration du produit
diabétogene (Sabu et al., 2002). Si pendant cette période, le test est positif (Ila maladie est
installée), on commencera alors la manipulation le méme jour (temps t = 0 de la
manipulation) ; sinon on réinjecte 1’Alloxane jusqu’a installation du diabéte. Aprés cette
mesure de la glycémie, huit autres ont été mesurées tous les 2 jours et a des horaires fixes a
’aide de glucometre a bandelettes ACCU-CHEK Active.

Le sang est préleve a partir de la veine caudale des souris femelles et cela en effectuant
une petite incision dans la partie distale de la queue Apres chaque opération établie, la queue
(BVA, FRAME, BSPCA, UFAW, 1993) de I’animal doit étre désinfectée a 1’aide de coton
imbibé de Bétadine. La 10 éme mesure de la glycémie a été effectuée le 21 éme jour par

dosage colorimétrique et cela aprés sacrifice des animaux.

Analyses statistiques:
Les résultats sont exprimés en moyenne + écart type. La signification des différences
dans les valeurs a été réalisée par un test ANOVA unidirectionnel a lI'aide du programme

SPSS. P <0,05 était considéré comme une différence significative (Siham et Abunasef, 2006).

3.3.2.4. Détermination des poids corporels
Les poids des souris femelles ont été mesurés a des moments fixes tous les trois jours,
du jour J1 (début de I’expérience) jusqu’au 21éme jour (décapitation des souris). Au total 7

mesures de poids ont été effectuées.
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3.3.3. Sacrifice et préparation des prélevements

3.3.3.1. Sacrifice et prélevement sanguin

A la fin du traitement et au 21 jour (16 avril a 7 mai), les souris femelles sont sacrifiés le
matin a jeun et a la méme heure choisie pour mesurer la glycémie par bandelettes ACCU-
CHEK, tous les souris femelles de tous les lots ont été décapités a I’aide de lames bistouri
stériles. Aprés chaque décapitation, le sang est prélevé dans des tubes héparines (Figure 8) et
tout de suite centrifugé a 3000 tours / min pendant 10min. Le plasma récolté a été servi pour

doser les paramétres biochimiques.

Figure 8: Sacrifice et le prélévement sanguin.

3.3.3.2. Dissection et prélévement des organes

Aprés le sacrifice, on procede a une dissection des souris femelles (Figure 9), dans le
but de prélever certains organes : Le foie, le pancréas, les reins, la rate et le coeur. Ces organes

sont pesés a I’aide d’une balance précis.
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Figure 9: La dissection des souris.

3.3.3.3. Dosage des parameétres plasmatiques

Tous les parameétres plasmatiques (Glucose, Cholestérol Total, Triglycérides,
Creéatinine, Urée) ont été dosés grace a I’automate KENZA 240TX.

e Glucose

Le glucose est phosphorylé par I’action de 1’hexokinase (HK) en présence d’adénosine
triphosphate (ATP) et d’ions Mg2+ pour produire du glucose 6- phosphate et de 1’adénosine
diphosphate (ADP). Le glucose-6-phosphate déshydrogénase (G6P-DH) oxyde le glucose-6-
déshydrogénase (G6P-DH) oxyde le glucose-6-phosphate de fagon spécifique pour produit
duproduire du gluconate-6-phosphate. Le NAD+ est simultanément réduit en NADH.
L’augmentation de I’absorbance a 340 nm est proportionnelle a la concentration en glucose de

I’échantillon (Teuscher et Richterich, 1971; Braham et Trinder, 1972).

Glucose + ATP >  Glucose-6- Phosphate +ADP

HK, Mg2+

Glucose-6-Phosphate + NAD+ > Gluconate-6-P + NADH+ H+

G6P-DH
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e Cholestérol Total

La méthode utilisée pour mesurer le taux de cholestérol dans un échantillon est une
méthode enzymatique. Au cours de la procédure, les esters de cholestérol de I’échantillon sont
hydrolysés par la CHE. Le cholestérol libre produit, est oxydé par la CHO pour former du
cholesténe-3-One, avec production simultanée de H202 qui s’allie par oxydation avec la 4-
AA et le phénol en présence de la POD et produit un groupement chromophore (la
quinonéimine) dont 1’augmentation de 1’absorbance a 540/600 nm peut étre mesurée par

spectrophotométrie (Allain et al., 1974).
e Triglycérides

La méthode du dosage est basée sur une série de réactions enzymatiques couplées :

Triglycérides + 3H20 > Glycérol + 3 acides gras

Lipase microbienne

Glycerol + ATP > Glycerol 3-P + ADP
GK, Mg2+
Glycérol 3-P + 02 > Dihydroxyacétone-P + H202
GPO
H202+ 4AAP + 4 Chlorophénol > guinone imine (rouge) +
POD HCL + 2H20

L’absorbance du complexe coloré (quinoneimine) est maximale a 500 nm.
L’augmentation  de [’absorbance est proportionnelle au contenu en triglycérides de

I’échantillon (Jacobs et Van- Denmark, 1960; Kodistchek et Umbreit, 1969).
e Créatinine

Dans un milieu alcalin, la créatinine forme avec 1’acide picrique un composé de couleur
jaune orangé. L’importance de l'absorbance a 520 / 800 nm est proportionnelle a la

concentration en concentration en créatinine de 1’échantillon (Newman et Price, 1999).

Créatinine + acide picrique — Complexe créatinine + picrate
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e Urée

L’urée est hydrolysée en présence d’H20 et d’uréase. Cette réaction produit de
I’ammoniaque et du dioxyde de carbone .L.’ammoniaque produit, se lie au 2-oxoglutarate et
au NADH en présence de la GLDH pour former du glutamate et du NAD+. La baisse de
I’absorbance du NADH par unité de temps est proportionnelle a la concentration en Urée
(Thomas, 1998).

Urée + 2H20 > 2NH4+ + CO3 2-
Urease
2-oxoglutarate + 2NH4+ + 2NADH > 2L-glutamate + 2NAD+
GLDH 2H20

25



Chapitre 4

-

~

Résultats et discussions

.

/




Chapitre 4 Résultats et discussions

4.1. Etude phytochimique

4.1.1. Rendement en extraits bruts aqueux

Le tableau ci-dessous représente le rendement de trois extraits aqueux des feuilles Olea
europea var. sylvestris, dont I’extrait aqueux préparé par infusion a permis d’obtenir le
meilleur rendement (21.6 %), suivis par I’extrait aqueux de la macération (20.84 %), et enfin
par la décoction (18.6%) (tab.1).

Tableau 1: Rendements (%) de différents extraits aqueux.

Extrait aqueux Macération Décoction Infusion

Rendement % 20,84 18,6 21,6

D’apres 1’étude qui a été réalisée par Papoti et al. (2011), ils ont trouvé des résultats
inférieurs pour 1’extrait d’infusion de la méme espéce, avec un rendement de 35%, par contre
ils ont montrés que le rendement de I’extrait de décoction est de 27%, qui sont supérieur de

notre résultat.

Des résultats inférieurs ont été estimés par 1’étude de Tail et al. (2014), ils ont travaillés
sur un extrait préparé par la décoction dans 1’acétone a partir des feuilles d’Olea europaea
(6,94%). Par conte des résultats supérieurs ont été trouvés par 1’étude de Muji¢ et al. (2011),
dont D’extrait a été préparé par la décoction des feuilles d’olive d’une autre variété (Rosinjola)
(26.93%).

Le rendement d’extraction est dépend de plusieurs paramétres tels que: les types de
solvants d’extraction, conditions climatiques et la composition de I'échantillon, la méthode et
le temps d’extraction, la période de la récolte et la variété de 1’échantillon. (Do et al., 2013).
Aussi selon son origine, le mode de séchage et les conditions de stockage (Garcia et al.,
2006).

4.1.2. Teneur des trois extraits bruts en polyphénols totaux

La determination de la teneur en polyphénols totaux des extraits aqueux des feuilles
Olea europea (Figure 11, Annexe A, tab.2) a été réalisée selon la méthode colorimétrique
basée sur le réactif de Folin Ciocalteu (Singleton et al., 1999). Apres I’addition de la solution
de carbonate de sodium et le réactif de Folin Ciocalteu, une couleur bleu est obtenu. Cette

coloration varie en fonction de la concentration de 1’extrait de la plante.
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Une étude comparative a été faite grace a une courbe d’étalonnage (Figure 10, Annexe

A, tab.1) réalisée avec I’acide gallique a différentes concentrations.

Figure 1
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Figure 11: Teneurs en polyphénols totaux dans les extraits aqueux de la plante étudiée.
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D’apres les résultats qui sont mentionnées dans la Figure 12, on a trouvé que ’extrait

de I’infusion est plus riche en polyphénols (334 ng EAG/mg) par rapport les autres extraits.

Nos résultats sont inférieurs aux résultats obtenus par I’étude de Khaliq et al. (2015),
dont ils ont travaillé sur I’extrait aqueux de deux autres variétés d’olive et ont trouvés que la

teneur en polyphénols était comprise entre 109,6 et 161 mg/g.

D’autre étude a été réalisée par Muji¢ et al. (2011), dont la teneur était de (48.2 mg/g)
de P’extrait méthanolique des feuilles d’olive de la variété (Rosinjola). Ces résultats sont

supérieurs.

Aussi, notre résultat qui est obtenu pour I’extrait de macération (150pg/mg) est plus
inférieur par rapport au résultat mentionné par les études de Silva et al. (2006) sur la méme
espéce (11.7 mg/g de la mati¢re séche). Ainsi que 1’étude d’Ouldyerou et al. (2018), ils ont
trouvés que la teneure en polyphénol est plus élevé (557 ,66 mg de EAG/g de plante).

Les feuilles d’olivier, sont considérées comme une source majeure de production de
polyphénols par rapport aux autre parties de 1’olivier, et en contiennent les teneurs les plus

élevées (Ryan et al., 2002)

Cette variabilité est liée aux caractéristiques génotypiques de la variété de 1’olivier, aux
facteurs agro-climatiques, aux conditions culturales, aussi le solvant utilisée pour 1’extraction

(Baccouri et al., 2007).
4.1.3. Teneur des extraits bruts en flavonoides totaux

Le dosage des flavonoides a été réalisé selon la méthode du trichlorure d’aluminium
(AICI3).

La teneur en flavonoides contenus dans les extraits aqueux des feuilles Olea europea,
(Figure 13, Annexe A, Tableau 4) a été calculée a partir d’une courbe d’étalonnage (y = ax +
b) réalisée par la quercétine a différentes concentrations (5-50 pg/ml), a une longueur d’onde
430 nm (Figure 12, Annexe A, tab.3).

Les résultats sont exprimés en microgramme d’équivalents de quercétine par

milligramme d’extrait (ug EQ/mg d’extrait).
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Figure 13: Teneurs en flavonoides dans les extraits aqueux de la plante étudiée.
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A partir de ces résultats, on a remarqué que 1’extrait le plus riche en flavonoide est

I’extrait de décoction (18.3 ug EQ/ml) par rapport aux autres extraits

Les résultats obtenus par Khalig et al. (2015), sur I’extrait aqueux par infusion de deux
autres variétés d’olive trouvent que la teneur en flavonoide était comprise entre 42 et 57 mg /
g, ces résultats sont supérieur aux notre résultats.

La teneur en flavonoide totaux dans ’extrait de macération (10,4 pg EQ/mg), est
inferieur aux résultats trouvés par Mohkami et al. (2015), ou ils ont montrés que la teneur

dans I’extrait méthanolique est de 12.25 mg/ml. D’autre résultat (894,33ug de EQ/g) ont été
obtenus par Ouldyerou et al. (2018).

L’extraction des flavonoides a partir de la matiére végétale dépend de plusieurs facteurs
qui contribuent a son efficacité : la méthode d’extraction, la durée d’extraction, la nature et le

volume du solvant utilisé (Levizou et al., 2004).

4.2. Activité antidiabétique
4.2.1. Etude de paramétres avant sacrifice
4.2.1.1. Détermination de la glycémie

Les résultats des mesures de la glycémie sont motionné dans la (Figure 14 et Annexe B,
tab.1).

300

250 /././.

200 /
150 N‘

o A

50 — T T~ T T T T T T T T T T T T T T T T
Ji J3 J5 J7 Jo9  Ji1 Ji3 Ji5 Ji7 Ji19

temps (jours)
| —=— TS —e— TDNT —&— DTEAM —y— DTEAD —— DTEAI |

glycémie (mg/dl)

Figure 14: Evolution de la glycémie a jeun, avant sacrifice des différents lots des souris
femelles.
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Les glycemies de lot sain TS est quasi constantes (entre 96 et 113 mg/dl) de J1 jusqu’a
J19.

On note, une augmentation de la glycémie du lot TDNT par rapport a la glycémie du lot
TS, cette augmentation est importante et constante jusqu’au dernier jour de I’expérimentation
depuis 203 jusqu’a 270 mg/dl, Cette hyperglycémie ne peut s’expliquer que par une baisse de
la sécrétion de I’insuline (Venkateswaram et pari, 2002). Etant donné que I’injection par
1I’Alloxane provoque une destruction permanente des cellules B (Kameswara Rao et al.,
1999).

Au début de I’expérimentation, en observe que la glycémie des trois lots diabétique
traitte DTEAM, DTEAD, DTEAI est élevée de J1 jusqu’a J11 par rapport au lot de TS, le
taux de la glycémie décroit progressivement de J13 jusqu’a J19 comparés au lot TDNT ;

cependant elle reste supérieure a celle du lot TS.

D’autre étude réalisée par EI Amin et al. (2013) sur les rats diabétiques a STZ traités par
I’extrait aqueux des feuilles d’Olea europea ont confirmés notre résultat et qui ont montré une

diminution significative de la glycémie au cours de la période expérimentale.

Les résultats ont montré que les feuilles d’olives contient des composés phénoliques
bioactifs naturels, principalement de 1’oleuropéine qui sont obtenus par I’extraction, était
efficace pour controler la glycémie, Il a été rapporté que la feuille d'olivier avait un effet
hypoglycémiant sur les rats diabétiques, I'EFO améliore a la fois la production d’insuline et la

capacité de sécrétion des cellules  du pancréas (Temiz et Temur, 2019).

On a trouvé que les trois extraits sont homogenes et confirmé par les analyses
statistiques ANOVAL (tab.2, Annexe B).

a <sig : donc les trois extraits sont homogenes.

4.2.1.2. Détermination des poids corporels
La variation du poids des souris femelles constitue un parametre tres important et suivi

tout au long de notre étude.

La variation de la moyenne des poids corporel des souris femelles des 5 lots est

représentée dans le (tab.3, Annexe A) et illustré dans (Figure 15).
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Figure 15: Evolution des poids corporels des différents lots des souris femelles pendant la
période de manipulation.

Nous avons remarquée que le poids corporels des souris femelles de lot sain TS

augmente d’une fagcon normale, cela est du & une croissance normale des animaux.
Pour TDNT Il y’a une perte de poids significative de J1 a J19 par rapport au lot sain TS.

Pour les trois lots diabétique traitée DTEAM, DTEAD et DTEAI, Il y’a une diminution
de J1 a J10 similaire au poids corporels des souris de lot TDNT, puis il ya une reprise de

poids des trios lots diabétique traitée du J13 jusqu’a J19.

Cette perte de poids de lot diabétique TDNT et les lots diabétiques traités (DTEAM,
DTEAD et DTEAI pendant les dix premier jours de traitement) est due au catabolisme, plus

particulierement des lipides par lipolyse des tissus adipeux suite a I’insulinodéficience (Vats

et al, 2004; Oliveira et al, 2008).

Le traitement avec l'extrait d’Olea europea a amelioré le poids corporel chez les
souris diabétiques dans notre étude durant de J13 jusqu’a J19. Cela pourrait s’expliquer
probablement par le pouvoir de I’extrait a stimuler la glycogénogenése musculaire et /ou
I’inhibition de la glycogénolyse musculaire et lipolyse dans les tissus adipeux (Chatterjee
Shinde, 2002).
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4.2.2. Etude de certains parametres apres sacrifice
4.2.2.1. Poids relatifs des organes
Cinq organes ont été prélevés et pesés : Pancréas, foie, rate, reins et cceur. Les résultats

sont representés sur I’Annexe B, tab.4 et la Figure 16.
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Figure 16: Poids relatifs des différents organes des lots étudiés des souris femelles.
« Pancréas
Dans lot non diabétique TS, le pancréas des souris de ce lot présente sensiblement les
poids normaux, au niveau du lot diabétique TDNT il y’a une diminution de ces poids relatifs

en comparaison avec le lot TS Liée a I’induction du diabéte par 1’Alloxane ; en effet ce

dernier a un effet destructeur sur les cellules 3 de Langerhans (Liu et al., 2007).

Pour les trois lots diabétiques traités DTEAM, DTEAD et DTEAI les poids relatif de
pancréas sont proches entre eux, ces lots traité par la plante étudie montre un poids inferieur
par rapport au lot sain TS Ce qui pourrait vouloir signifier que cette plante a régénéreé les ilots
[ de Langerhans détruits par 1’ Alloxane (Liu et al., 2007).

% Foie
Les poids de foie dans lot témoin sain TS représente sensiblement des poids normaux.
Les poids de lot diabétiqgue TDNT sont inferieur par rapport au lot sain TS.

Pour les poids des trois lots diabétiques traités qui sont élevée par rapport au TDNT et
par contre inferieur a TS. Ce résultat est en faveur d'hépato-toxicité de I'Alloxane (Liu et al.,
2007).

% Reins

Les résultats montrent : que les poids relatif des reins des trois lots (TDEAM, TDEAD,

TDEALI) sont presque similaires entre aux, Par contre on note une baisse du poids relatif des
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reins du lot TDNT par rapport a celui du lot TS qui a des poids normaux cela est di

probablement a I’effet toxique de I’ Alloxane (Liu et al., 2007)..
% Rate

Notre résultat obtenu pour les poids relatif de la rate des lots DTEAD et DTEAI sont
similaire entre eux et DTEAM est peu inférieur a ces derniers. Par contre on note une baisse
du poids relatif de la rate du lot TDNT par comparaison avec lot sain TS. Ce qui pourrait
vouloir signifier que I’Alloxane pourrait étre la cause d'une toxicité suivie d'une

immunodépression (Beytout et al., 2003).
s Ceeur

Les résultats représente tous les souris sain, diabétiques traités et non traités a un poids
relatif normal du cceur. L’Alloxane semble n’avoir eu aucun effet sur le cceur des rats

diabétiques. Il n’entrainerait des complications cardiaques qu’a a long terme (Srinivasan et

Ramarao, 2007).

4.2.2.2. Dosage des parametres plasmatiques
La figure 17, Annexe B, tab.5 représente les résultats obtenus des concentrations des

différents parametres biochimiques étudiés des lots des souris femelles.
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Figure 17: Résultats des concentrations des différents parameétres biochimiques étudiés des
lots des souris femelles.

% Glucose
La glycémie des souris de lot sain TS représente une valeur normale.

Le lot diabétique non traitée TDNT présente une augmentation significative de la

glycémie par rapport au lot TS.

On note que les trois lots diabétique représentent une baisse significative de la
glycémie qui a été presque identique par rapport a la glycémie du lot TS, dans la quelle la
glycémie des souris de lot traitée par extrait aqueux par I’infusion des feuilles d’Olea europea

DTEAI représente une valeur de glycémie inferieur a celle des lots DTEAM et DTEAD.

Des études réalisées par Wainstein et al. (2012) sur ’effet de I’extrait éthanolique des
feuilles d’Olea europea sur des rats diabétiques a STZ relévent que cette plante a diminué le

taux de glucose.

Nos résultats montrent que la glycémie a diminué chez les souris qui ont été traité par
extrait aqueux d’Olea europea, ceci est confirmé avec les résultats d’Eidi et al. (2009) qui a
montré que les extraits d’Olea europea ont un réle important pour la diminution de

I’hyperglycémie.

Ces résultats reviennent a I’effet hyporglycémiant de I’extrait des feuilles d’olive, Deux
mécanismes possibles ont été suggeérés pour expliquer I'effet hypoglycémiant de I'oleuropéine
de l'extrait de feuille d'olivier: (1) une meilleure libération d'insuline induite par le glucose et
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(2) une absorption périphérique accrue du glucose. Il a été démontré que I'oleuropéine dans
les feuilles d'olivier accélere I'absorption cellulaire du glucose, entrainant une réduction du

glucose (Wainstein et al., 2012).
% Triglycéride
D’apres nos résultats en remarque que les souris de lot sain TS représentent une valeur

de triglycéride normale.

Le lot diabétique TDNT a une valeur de triglycéride tres elevée par rapport au lot sain
TS.

En remarque que les lots diabétique traités représente des valeurs des TG presque
proche entre eux, dans la quelle le lot traitée par DTEAI représente une valeur peu hautement
significative de triglycéride par rapport au TG des lots DTEAD et DTEAM respectivement.

D’aprés nos résultats on ne conclut que ’extrait aqueux des feuilles d’olive a un effet

significatif pour la diminution de concentration de TG.

Autre étude qui réalisés par EI Amin et al. (2013) trouvent que le traitement par 1’extrait
aqueux de feuilles d’olive a une capacité de réduit la concentration de triglycéride chez les

rats diabétiques par la streptozotocine.

La diminution de la triglycéridémie chez les trois lots diabétiques traités par la plante
pourrait étre due a lI'amélioration de l'insulinosécrétion .En effet secrétée normalement, cette
hormone inhibe I'activité de la lipase hormonosensible (enzyme lipolytique active au niveau
des adipocytes) (Somova et al., 2003).

% Cholestérol

D’aprés les résultats obtenus on remarque que la concentration en chlestérol du lot sain

TS représente une valeur normale.

Pour le lot TDNT a une valeur de cholestérol significativement élevé par rapport aux

lots diabétique traités par DTEAM suivis par DTEAI et DTEAD qui ont été proche entre aux.

D’aprés nos résultats en conclus que notre extrait a un effet anti-

hypercholestérolémiant.

Des résultats réalisés par Jemai et al. (2009) ont également indiqué que I'oleuropéine

pouvait diminuer les taux de cholestérol total chez les rats diabétiques a 1’ Alloxan.
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Le résultat de (Eidi et al., 2009) a également montré que l'extrait d'olive alcoolisé

présentait une diminution significative du taux de lipides sériques chez le rat diabétique.

De maniére constante, d'autres études ont indiqué que I'Olea europaea avait des effets

hypolipémiants chez les rats diabétiques (Somova et al., 2003).

La diminution de I’hypercholestérolémie revient peut étre a la stimulation de la
sécrétion de I’insuline, cette derniere agit également en activant la LCAT (Lecithin
Cholesterol Acyl Transferase), une enzyme responsable du transfert de cholestérol libre en
cholestérol estérifié qui migre au centre de la lipoprotéine, ce qui favorise la diminution de sa

concentration plasmatique (Arii et al., 1997).
% Créatinine et urée

Notre résultat représente la concentration de la créatinine et I’urée : dont la quelle on

observe dans le lot sain TS une valeur normal.

Pour le lot TDNT la valeur de créatinine et I'urée est significativement élevée par
rapport aux lots diabétique traitées DTEAD, DTEAI et DTEAM qui sont presque similaire
entre eux et qui est proche au TS. Ce qui confirme que notre plante n’a eu aucun effet toxique

sur les reins durant le traitement.

D’aprés notre résultat en conclut que ’extrait des feuilles d’olive a une capacité a

diminuer les taux sériques d'urée et de créatinine chez les souris diabétiques.

Les données d’Eidi et al. (2009) ont montré que I'extrait de feuilles d'olivier diminuait

les taux sériques d'urée et de créatinine chez les rats diabétiques.

Il apparait que la plante étudiée provoque une diminution de I'urémie et de la

créatininémie. Ce traitement protégerait ainsi les reins de la toxicité de 1’ Alloxane.

L’augmentation de la créatinine et d’urée liés a la déshydratation de la créatine dans
les cellules musculaires qui produisent de la créatinine. Cela sera éliminé dans l'urine. Le
taux de créatinine dans le sang dépend de la capacité d'élimination des reins et de la

masse musculaire (Saeed et al., 2008).

L'élevation de I'urée sérique et de la créatinine, en tant que marqueurs significatifs, est

liée au dysfonctionnement rénal de I'hyperglycémie diabétique (Almadal et Vilstrup, 1988).
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Conclusion

En Algérie, la médecine traditionnelle est largement répandue et tient une place majeure
dans le traitement du diabete. Le nombre d’études en matiére de recherche de nouvelles
molécules capable de prévenir ou méme de retarder 1’apparition des complications liées au

diabete, reste tres limitée.

Il est admis que la phytothérapie demeure une pratique encore largement utilisé par la
population algérienne pour le traitement de nombreuses maladies dont le diabete sucré. Les
plantes médicinales antidiabétiques peuvent offrir une large réponse au probleme complexe

du diabéte sucré, et des perspectives thérapeutiques pour une meilleure prise en charge.

L’ensemble de nos résultats a permis de souligner les effets bénéfiques de
I’administration des 1’extraits aqueux des feuilles d’Olea europea contiennent des substances
efficaces principalement I'oleuropéine qui contribuent a réduire le taux de la glycémie chez

les animaux expérimentaux.

En plus l'extrait des feuilles d’olive a amélioré le poids et 1’équilibre lipidique des souris

diabétiques.

En outre, I’étude quantitatif des extraits aqueux d’Olea europea montrer que 1’extrait de

I’infusion plus riche en polyphénols par rapport au les deux extrait décoction et infusion.

Les extraits aqueux de décoction et infusion contiennent une teneur de flavonoides

supérieur a celle de I’extrait aqueux de macération.

Les résultats sur ’ensemble des tests biologiques des extraits montrent que les trois
extraits des feuilles d’olive possédent une activité hypoglycémiante homogéne chez les souris

diabétiques.

Les feuilles d’Olea europea contiennent des substances qui contribuent a réduire le taux

de glycemie et améliorent I'état diabétique chez les animaux expérimentaux.

Enfin, il ressort du présent travail que 1’Olea europea est un produit effectivement
intéressant et riche en possibilités thérapeutiques. Nos résultats sont remarquables car ils
ouvrent dans le future des perspectives expérimentales qui devraient nous permettre
d'identifier clairement (des) mécanisme(s) moléculaire(s) intervenant  dans ['effet

hypoglycémique observés.
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Conclusion

Pour confirmer I’innocuité des extraits de plante sur I’organisme des animaux de
laboratoire, il est nécessaire de prolonger la durée de I’expérimentation, aussi on pourrait
tester plusieurs doses de I'extrait de la plante étudiée et plusieurs types des milieux d'extraits
(alcoolique....etc.), dans le but de rechercher un meilleur effet thérapeutique avec moins
d'effets toxiques, en plus pourrait également isoler ces principes actifs par des techniques

chromatographiques et spectrales et tester leur action régénérative.
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Annexe A : dosage des polyphénols totaux et des flavonoides.

Tableau 1: Valeurs de I’absorbance pour la courbe d’étalonnage de 1’acide gallique.

[C] finale

d'acide
gallique 20 40 60 80 100 120 140 160 180 | 200

(ng/ml)
0.056 | 0.065 | 0.087 | 0.111 | 0.234 | 0.289 | 0.354 | 0.367 | 0.453 | 0.483
Absorbance | 0.079 | 0.099 | 0.123 | 0.158 | 0.189 | 0.234 | 0.312 | 0.367 | 0.41 | 0.477

a765nm
0.088 | 0.098 | 0.133 | 0.178 | 0.211 | 0.278 | 0.321 | 0.389 | 0.399 | 0.411

Absorbance
moyenne 0.074 | 0.087 | 0.114 | 0.149 | 0.211 | 0.267 | 0.329 | 0.374 | 0.421 | 0.457
+0.02 | £0.02 | £0.02 | £0.03 | £0.02 | +£0.03 | £0.02 | £0.01 | £0.03 | +0.04

Tableau 2: Valeurs de I’absorbance a 760nm des trois extraits défirent de la plante.

Extrait Macération Décoction Infusion
aqueux
0.291 0.555 0.640
Absorbance 0.305 0.566 0.630
a/60nm 0.285 0.569 0.714
Absorbance
moyenne 0.293 0.563 0.661
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Tableau 3 : valeurs de 1’absorbance pour la courbe d’étalonnage de la quercitine.

[C] finale
quercitine 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
(ng/ml)

0.059 | 0.089 | 0.129 | 0.215 | 0.248 | 0.296 | 0.335 | 0.375 | 0.475 | 0.554

Absorbance | 0.075 | 0.106 | 0.14 | 0.271 | 0.216 | 0.365 | 0.419 | 0.465 | 0.445 | 0.627
a430 nm

0.142 | 0.146 | 0.217 | 0.275 | 0.268 | 0.37 | 0.38 | 0.475| 0.41 | 0.64

Absorbance
moyenne | 0.092 | 0.113 | 0.162 | 0.253 | 0.244 | 0.343 | 0.378 | 0.438 | 0.443 | 0.607
+ +0.03 | £0.05 | £0.03 | £0.03 | +£0.04 | +0.04 | +0.06 | +0.03 | +0.05
0.04

Tableau 4 : Valeurs de I’absorbance a 430 nm des trois extraits défirent de la plante.

Méthode Macération Décoction Infusion
d’extraction
0.124 0.195 0.174
Absorbance 0.114 0.197 0.173
a430nm
0.117 0.199 0.182
Absorbance 0.118 0.197 0.176
moyenne
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Annexe B : activité antidiabétique

Tableau 1 : La glycémie a jeun, avant sacrifice (J1 & J19), des différents lots des souris
femelle (Wistar Albinos)

Gly
(mg/dl) J1 J3 J5 J7 J9 Ji11 J13 J15 J17 J19
Lots
TS 96.75 19650 | 96 |101.6 | 105.5|105.8|110.8 |110.63 |111.6 |113.2
+9.35 | £8.07 | £6.63 | 3+7.2 | £6.55 | 8+3.2 | 8+5.6 | +5.63 3 5
1 7 9 +5.60 | £5.12
TDNT 203.1 | 208.6 | 213.8 | 219.8 | 229.6 | 238.3 | 246.2 | 254.75 | 261.7 | 270.8
3 3 8 8 3 8 5 +41.26 5 8
+35.9 | £37.4 | £36.9 | +40.3 | £40.5 | #40.5 | +41.8 +41.2 | +46.7
5 7 7 2 0 8 3 4 7
DTEAM | 182.3 | 172.6 | 164.2 | 157.7 | 150 | 141.1 | 132.5| 125.13 | 117.8 | 110.7
8 3 5 5 +14.4 3 +13.0 | £12.44 8 5
+16.4 | £15.8 | £15.8 | +14.4 9 +14.0 1 +11.8 | £12.1
7 6 0 2 9 5 0
DTEAD | 167.1 | 160.5 | 164.6 | 148.7 | 142.3 | 136.2 | 131.8 | 126.63 | 120.1 | 113.8
3 +18.8 3 5 8 5 8 +13.43 | 3 8
+19.6 0 +18.1 | #17.1 | 16,5 | #15.9 | #14.1 +12.6 | £10.6
6 7 9 3 5 3 4 3
DTEAI 178 | 168.6 | 160.3 | 151.7 | 142.8 | 134.2 | 125.6 | 117 | 107.1 | 98.13
+25.8 3 8 5 8 5 3 +16.80 3 +13.5
6 +24.7 | £23.6 | £22.3 | £21.6 | £20.2 | +18.4 +15.3 6
3 0 3 1 6 5 6
Tableau 2 : ANOVA a1 facteur
Somme des | ddl Moyenne F Signification
carreés des carrés
Inter- 252,561 2 126,280 0,231 0,795
groupes
Intra- 14758,823 27 546,623
groupes
Total 15011,384 29
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Tableau 3: Evolution des poids corporels des différents lots pendant la période de

manipulation
Poids
(9) Poids Poids Poids Poids Poids Poids Poids
J1 Ja J7 J10 J13 J16 J19
Lots ™
TS 29.54+ | 30.38+ | 30.69+ | 31.25+ | 31.44+ | 31.99+ | 31.94+
1.06 0.79 0.81 0.68 0.59 0.80 0.73
TDNT 42.46+ | 4054+ | 39.21+ | 37.76+ | 36.70+ | 35.83+ | 35.04%

1.64 1.33 1.31 1.18 1.03 0.81 1.00

DTEAM 37.35+ | 3541+ | 34.45+ | 3311+ | 33.98+ | 35.21+ | 36.51+
1.49 1.24 1.42 1.41 1.26 1.47 1.48

DTEAD 36.86+ | 35.51%+ | 34.04+ | 32.65+ | 33.55+ | 34.66+ | 36.26%
1.68 1.64 1.59 1.24 1.24 1.29 1.33

DTEAI 37.1+ | 3531+ | 33.71+ | 32.08+ 33.3+ 34.74+ | 36.33%
1.46 1.10 1.13 0.81 1.01 1.10 1.28

Tableau 4: Poids relatifs de certains organes des différents lots des souris femelle (WA).

Organes
Les Poids relatifs (poids organe/poids corporels) en % Moyennes
écart type
Lots pancréas Foie Rein Rate Cceur
TS 0.32+ 4.35+ 0.99+ 0.45+ 0.38+
0.04 0.30 0.11 0.07 0.05
TDNT 0.23+ 3.06+ 0.81+ 0.33+ 0.3+
0.30 0.86 0.20 0.16 0.05
DTEAM 0.26+ 3.55+ 0.87+ 0.37+ 0.33%
0.06 0.12 0.03 0.05 0.04
DTEAD 0.28+ 3.91+ 0.86+ 0.42+ 0.34+
0.14 0.47 0.05 0.16 0.02
DTEAI 0.25% 411+ 0.93+ 0.41+ 0.34+
0.18 2.24 0.06 0.04 0.06
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Tableau 5 : La concentration des différents parameétres biochimiques-plasmatiques des

différents lots étudiés.

Parametres biochimiques plasmatiques
Parametres
Glucose Lipides Rénale
Lots (ol
Triglycéride | Cholestérol | Creéatinine Urée (g /l)
(9/l) (9/l) (9/1)
TS 1.37 1.72 0.7 6.45 0.37
+0.09 +0.13 +0.09 +2.73 +0.09
TDNT 2.71 2.14 0.87 7.59 0.5
+0.08 +0.17 +0.08 +0.78 +0.04
DTEAM 1.12 1.8 0.78 6.23 0.35
+0.24 +0.63 +0.16 +1.83 +0.11
DTEAD 1.19 1.83 0.76 6.7 0.33
+0.18 +0.24 +0.18 +2.07 +0.03
DTEAI 1 1.85 0.77 6.52 0.38
+0.1 +0.23 +0.13 +0.53 +0.03
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Olea europea var sylvestris, c’est une plante trés répandue dans la région de Biskra, et beaucoup plus utilisées
traditionnellement pour le traitement du diabéte. Le but principale de cette étude est d’évalué 1’activité antidiabétique des
extraits aqueux préparés par trois méthodes d’extraction.

Les résultats obtenus ont montré que la teneur de polyphénols et flavonoides totaux est plus élevé dans les extraits
aqueux de I’infusion (334 pg EAG/mg) et de décoction (18.3 ug EQ/mg), respectivement. Des souris femelle de type Wistar
albinos, rendus diabétiques par I’injection intrapéritonéale d'une dose d’Alloxane (150 mg/kg) et ont été traités avec les trois
extraits aqueux de cette plante, aux méme doses deux fois par jour. Les résultats obtenus montrent qu’il y a une baisse des
glycémies. Parallelement il a été remarqué d'une fagon générale que la plante provoque une amélioration des poids corporels et
du bilan lipidique chez les souris diabétiques.

Qts clés : Olea europea, extrait aqueux, polyphénols totaux, Flavonoides totaux, activité antidiabétique, Alloxane, Wistar
albinos. /

Abstract

Olea europea var sylvestris is a very common plant in the region of Biskra, and much more traditionally used for the treatment
of diabetes. The main purpose of this study is to evaluate the antidiabetic activity of aqueous extracts prepared by three
extraction methods.

The results obtained showed that the content of polyphenols and total flavonoids is higher in the aqueous extracts of the
infusion (334 ug EAG / mg) and of the decoction (18.3 ug EQ / mg), respectively. Albino Wistar-type female mice, made
diabetic by the intraperitoneal injection of a dose of Alloxane (150 mg / kg) and were treated with the three aqueous extracts of
this plant, at the same doses twice a day. The results obtained show that there is a drop in blood glucose. At the same time it has

been generally noticed that the plant causes an improvement in body weight and lipid balance in diabetic mice.

Key words: Olea europea, aqueous extract, total polyphenals, total Flavonoids, antidiabetic activity, Alloxane, albino Wistar.
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