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Introduction

Introduction

La prévaence du diabéte dans e monde était estimée a 2.8% en 2000, avec un nombre
de 171 millions de diabétiques. L’ évolution prévue est de 366 millions de diabétiques en
2030, représentant environ 4.4% de la population mondiae (Wild et al., 2004).

La progression du diabéte revét actuellement une allure pandémique, cette évolution
accélérée touche les pays industrialisés et les pays en voie du développement, du fait d’ une
urbanisation croissante, d' une occidentalisation du mode de vie et de vieillissement de la

population, surtout pour le diabéte de type 2 (Guillausseau et al., 2003).

Le diabéte sucré est un groupe de maladies métaboliques caractérisées par une
hyperglycémie chronique résultant d’un défaut de la secrétion de I'insuline, de I'action de
I"insuline ou de ces deux anomalies associées. L hyperglycémie chronique est associée a
terme avec des complications organiques spécifiques touchant particulierement les yeux, les

reins, les nerfs, le ceeur et les vaisseaux (Peter-Riesch et al., 2002).

Depuis le temps ancien, le reméde végétal a été largement utilisé pour aider a soigner
le diabéte ; plus de 1000 plantes différentes, ont été décrites comme un traitement traditionnel
du diabéte. Parmi toutes les plantes testées in vitro, 80% sont potentiellement antidiabétiques
(Oubreéet al., 1997).

La graine de Nigella sativa, utilisée depuis plusieurs siecles contre plusieurs
pathol ogies humaines, telles que : |’ asthme, les inflammations, latoux, |'eczéma et les états
grippaux, est I’'une des plantes les plus utilisees dans le traitement du diabéete (Ghedira,
2006).

Plusieurs études sur des rats rendus diabétiques par |a stréptozotocine, ont montré que
I’ extrait total de lagraine de Nigella sativa possede un effet hypoglycémiant sur la glycémie a
jeun, dont le mécanisme d’ action est toujours mal compris (Hawsawi et al., 2001; Zaoui et
al., 2002). Tandis que, tres peu d éude ont été réaisees sur I'effet de ces extraits sur la
glycémie post prandiale (Meddah et al. 2009).



Introduction

La présente éude, consiste en premier lieu, a tester I’ effet antidiabétique des huiles
fixes de la graine de Nigella sativa sur des rats rendus diabétiques par |a stréptozotocine, en
second lieu, tester |’ effet de |’ huile polaire et de |” huile neutre sur la glycémie post prandiale.
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[.1. Lesplantes et la médecine

L’ utilisation des plantes médicinales a des fins thérapeutiques est une pratique aussi
vieille que I’ histoire de I’humanité. En Mésopotamie, des plaques de roche sur lesquelles est
inscrit I"usage de quelques plantes médicinales ont éé découvertes dernierement, leur age

remonte a 2600 années avant Jésus Christ (Gurib-Fakim, 2006).

L"’Homme, poussé par sa curiosité, fut tenté de golter a tout ce qui lui tombait sous la
main, S exposant ainsi a de cuisantes confrontations aux immenses pouvoirs de créatures

veégétal es apparemment inoffensives.

Les plantes sont une source inépuisable de substances biochimiques telles que les
tanins, les glucosides, les mucilages, les flavonoides, les saponines, les résines, les
gommes...etc. et qui procurent des propriétés curatives appreciables et qu’aucune chimie
synthétique et combinatoire ne peut nous offrir. Nos ancétres nous ont légué une longue
chaine de savoirs traditionnels dont |’ensemble constitue la médecine traditionnelle actuelle
(Eddoukset al., 2007).

Les plantes médicinales représentent une aternative thérapeutique, un choix plus sur,
ou dans certains cas, le seul traitement efficace. Les gens de différentes cultures et régions,
utilisent les mémes plantes pour des problémes de santé similaires. Un trés grand nombre de
ces plantes et leurs constituants, ont montré des effets thérapeutiques tres bénéfiques, tels que

I’ effet antioxydant, anti-inflammatoire, anticancéreux, et immunomodulateur (Salem, 2005).

[.2. Utilisation des plantes médicinales a traversle monde

Actuellement, selon les estimations de |’ organisation mondiale de la santé (OMS),
plus de 80% de la population mondiale, surtout dans les pays sous-dével oppés, ont recours
aux traitements traditionnels pour satisfaire leurs besoins en matiére de santé et de soins
primaires (Eddouks et al., 2007; Tableau ).
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Tableau |: Importance de I’ utilisation de la médecine traditionnelle et complémentaire dans
le monde (Eddoukset al., 2007).

Pays ou région

Importancedel’ utilisation de la médecine
traditionnelle

o Afrique

e Australie

e Chine

e Inde

e Indonésie

e Japon

e Thallande

e Vietnam

e Pays occidentaux
* France

*Allemagne

* Etats-Unis

e Utilisée par 80% de la population
locale pour les soins primaires

o Ultilisée par 49% d’ adultes

e Completement intégrée dansles
systemes de santé. 95% des hopitaux
ont des unités de médecine
traditionnelle.

e Largement utilisée. 2 860 hopitaux
ont des unités de médecine
traditionnelle.

e Utilisée par 40% de la population
totale et 70% de la population rurale

e 72% des médecins pratiquent la
meédecine traditionnelle.

e Intégréedans 1 120 centres
hospitaliers.

e Compléetement intégrée dansles
systemes de santé. 30% dela
popul ation se soignent
par lamédecine traditionnelle.

e 75% delapopulation arecoursala
meédecine traditionnelle au moins une
fois.

e 77% des cliniques pratiquent
I’ acupuncture.

e 29342% delapopulation utilisent la
médecine compl émentaire.
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[.3. Laplante Nigella sativa L.

[.3.1. Historique

Nigella sativa L. découverte sur la tombe de Toutankhamon était considérée par les
égyptiens de I’ antiquité comme une panacée. Chez les grecs anciens (Hippocrate et Galien), la
Nigella sativa était considérée comme un remede précieux dans le traitement des affections
hépatiques et digestives. Nigella sativa est une plante d’'un grand intérét médical, elle
appartient a la famille des ranunculacées et cultivées dans différents pays surtout dans le
bassin méditerranéen et en Inde. L'appellation de cette plante, qui fleurit en juin/juillet, est
verte avant maturation et brunétre apres, revient au nom latin "Nigellus' qui signifie noir

reflétant la couleur noire des graines (Ghedira, 2006).

Les romains qui avaient connaissance de la nigelle ou "coriandre grecque”, la
considéraient comme complément alimentaire. Dans la bible, la Nigella sativa est identifiée
comme étant "le cumin noire curatif*. Par ailleurs, et pour |'école arabe de meédecine
notamment pour Avicenne, auteur de canon de la médecine, la Nigella sativa est un stimulant
de I"énergie de I'organisme et aide a la récupération en cas de fatigue ou d’ abattement
(Ghedira, 2006).

La plante, décrite et identifiée pour la premiére fois par Linnaeus en 1753 (El Tahir et
Bakeet, 2006) est connue encore par plusieurs appellations; nigelle, cumin noir, poivrette,
tout épices, quatre épices, sinoj, kamun assouad, habat €l-baraka, el-haba el-saouda ... etc.

Par leur nature aromatique, les graines de Nigella sativa sont trés utilisées comme
épices de cuisson, dans les préparations des sirops, en péatisserie et boulangerie et récemment
en industrie pharmaceutique (Atta, 2003). Boukhari auteur de la médecine prophétique, citele
prophete Mohammed (que la priere et le salut d’Allah soient sur lui) "soignez vous en
utilisant la graine de lanigelle, ¢’ est un remede contre tous les maux al’ exception de la mort"
(Ghedira, 2006).

[.3.2. Aspect botanique

La Nigella sativa est une plante annuelle herbacée, atteignant 30 a 60cm de haut, les
fleurs sont petites a pétales blanchétres et sépales pétaloides, et présentent de nombreuses
étamines insérées sur le réceptacle. Les feuilles pénnatiséquées et a lobes étroits, sont
lancéolés a linéaire et présentent des onglets nectariferes (Benkaci-Ali et al., 2007). La

Nigella sativa produit apres reproduction des capsules de fruits, formée de 3 a 6 carpelles
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soudés entre eux jusgu’'a la base des styles persistants, contenant des graines blanches de
forme angulaire de 1 a5mm de long (Figure 1). Une fois la capsule de fruit devient mare, elle
souvre, et lesgraines s exposent al’air et deviennent noires (Bonnier, 1990; Salem, 2005).

1.3.3. Présentation et description desgrainesde la plante Nigella sativa

La graine de Nigella sativa est connue sous plusieurs noms : Kalonji en Hindi, Kezah
en hébreu, Charnuchka en russe, Habbat albaraka, Sanounj, Habba sawda en arabe et black
caraway ou black seed en anglais. C’est une graine ovoide de 2 a 3,5mm de long, de couleur
noir mat, présentant 3 a4 angles. La face supérieure est finement granuleuse et réticulée. Elle
a une odeur fortement aromatique lorsqu’elle est broyée, rappelant celle de I'anis ou de la
noix de muscade et une saveur d'abord |égerement ameére, puis épicée et un peu apre (Zohary
and Hopf, 2000).

[.3.4. Laplante Nigella sativa et ses graines en médecinetraditionnelle

La Nigella sativa (Figure 1), est une plante médicinale, utilisee depuis plusieurs
siecles contre diverses pathologies humaines (Michelitsch et al., 2004). C'est une plante
annuelle dicotylédone, appartenant a la famille des Ranunculéceae (Khan et al., 2003a).
Elle est cultivée surtout dans les régions mediterranéennes et les pays asiatiques (El-
Dakhakhny et al., 2002). Au sud d’Asie, elle s appelle "kalonji", son nom arabe est "Habat
assawda’, et dans la littérature anglo-saxonne, elle est connue sous le nom "black cumin”
(Mahmood et al., 2003). Les graines de Nigella sativa sont largement utilisées en médecine
traditionnelle pour le traitement et la prévention de nombreuses maladies, en raison de ses
diverses activités thérapeutiques telle que : I’ activité anti-tumorale (Musa et al., 2004), anti-
inflammatoire (Hajhashemi et al., 2004), antimicrobienne et antioxydante (Singh et al.,
2005). Les graines de Nigella sativa sont aussi utilisées pour des fins culinaires. Bien que
toutes ces potentialités ne sont pas encore concrétisées, de nombreux travaux soutiennent

I’ utilisation possible de la Nigella sativa en thérapeutique (Ghedir a, 2006).
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Figurel: Aspects morphologiques et classification botanique de Nigella sativa L
(Boudiaf, 2006 ; la classification est d'apres Zohar et Hodf, 2000).
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[.3.5. Composition chimique de la graine de Nigella sativa
La composition chimique des graines de Nigella sativa, est riche et diverse. Les principaux
constituants de cette graine tels que les acaloides, les huiles fixes, les huiles volatiles et les
protéines ont été identifiés (Kokdil et al., 2005). Les analyses physicochimiques ont montré
gue les graines de la Nigella sativa contiennent 0,4% des huiles volatiles (Al-Salah et al.,
2006), 39,7 a52,5% d' huiles fixes (Ashraf et al., 2006), 22,7% de protéines (Al-Gaby, 1998)
et 23,5 a 33% de glucides (Chelkh-Rouhou et al., 2007) et d autre composés tels que les
alcaloides et les saponins (Hosseinzadeh et Parvardeh, 2004) (Tableau 11). La teneur des
constituants de ces graines varie selon les conditions géographiques et climatiques, ainsi que

les méthodes d’ études (extraction et détection).

Tableau |I: Composition chimique générale de la graine de Nigella sativa

Constituants Poids (%)
Huiles fixes 39,7- 52,5 (Ashraf et al., 2006)
Proténes 22,7 (Al-Gaby, 1998)
Carbohydrates 33-34 (Cheikh-Rouhou et al., 2007)
Huiles essentielles 04 (Al-Salah et al., 2006)
Minéraux 51 (Ashraf et al., 2006)

[.3.5.1. Les huiles des graines de Nigella sativa

1.3.5.1.1. Leshuilesfixes des graines de Nigella sativa

Les graines de Nigella sativa contiennent 39,7 a 52,5% d'huiles fixes (Ashraf et al.,
2006). La séparation par chromatographie sur colonne de ces lipides montre deux types ; des
lipides neutres avec un taux de 96 a 97% et des lipides polaires avec un taux de 3 a 4%
(Ramadan et Morsel, 2002a).

[.3.5.1.1.1. Composition chimique de I’ huile polaire des graines de Nigella sativa

L’huile polaire de la graine de Nigella sativa est constituée essentiellement de
glycolipides et de phospholipides. L’analyse par HPLC des phospholipides des graines de la
Nigella Sativa montre sept fractions : phosphatidylcholine (46-48% de tous les
phospholipides), suivie de: phosphatidylethanolamine, phosphatidylserine, et le
phosphatidylinositol, respectivement. Le phosphatidylglycerol, lysophosphatidylethal olamine
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et lysophosphatidylcholine ont été isolés a des quantités tres faibles. (Ramadan et Morsdl,
2002a).

L’analyse des glycolipides de la graine de Nigella Sativa par HPLC montre qu'il
existe 6 sous-classes de glycolipides; séparés selon leurs polarités du plus polaire au moins
polaire, en: ASG (glucoside steryl acylé), MGD (monogal actosyldiacylglycerol), SG (steryl
glucoside), CER  (cérébroside)), DGD  (digalactosyldiacylglycerol) e  SQD
(sulfoquinovosyldiacylglycerol). (Ramadan et Morsel, 2003).

1.3.5.1.1.2. Composition chimique del’ huile neutre des graines de Nigella sativa
L’analyse de I’huile neutre de la graine de la Nigella sativa par HPLC, montre gu’ elle est
constituée de  83,1% de triacylglycerol, 0,65% de diacylglycerol, 0,41% de
monoacylglycerol et de 14,3% d’ acides gras libres (Ramadan et Mor sel, 2002b).

1.3.5.1.1.3. Lesacidesgrasdel’huilefixedela graine de la Nigella sativa

Les acides gras qui constituent les huiles fixes des graines de la Nigella sativa sont au
nombre de huit (Tableau I11). Les principaux acides gras présents sont: |’acide linoléque
(55,6%), I’ acide ol éique (23,4%) et |’ acide palmitique (12,5%) (Nickavar et al., 2003).

Tableau I11: Composition en acides gras des huilesfixesde la graine de Nigella sativa
(Nickavar et al., 2003)

Acidesgras Pour centage (%)
Acidelaurique 12:0 0,6
Acide myristique 14:0 0,5
Acide pamitique 16:0 12,5
Acide stéarique 18:0 34
Acide oléique 18:1 234
Acidelinoléique 18:2 55,6
Acidelinolénique 18:3 04
Acide eicosadienoique 20: 2 31

1.3.5.1.1.4. Les effetsthérapeutiques de |’ huile fixe des graines de la Nigella sativa
L’ huile fixe de la graine de Nigella sativa posséde plusieurs effets thérapeutiques. Des
études trés récentes ont montré que cette huile possede une activité antioxydante et
antiépileptique (Ilhan et al., 2005), anti-inflammatoire (Mahmood et al., 2003),

9
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anticoagulante (Al-jishi et Abuo Hozaifa, 2003), €lle réduit la cholestérolémie, améliore la
fonction cérébrale, et possede un effet hépatoprotecteur (Ramadan et Morsel, 2002b). Elle

induit également une diminution des taux sanguins de cholestérol, de triglycérides et de

glucose (Ghedira, 2006).

[.3.5.1.2. L huile essentielle des graines de Nigella sativa

L’ huile essentielle de la graine de Nigella sativa représente 0,4% du poids de la graine (Al-
Salah et al., 2006) et entre 1,4-1,9% du poids de I’ huile fixe (Benkaci-Ali et al., 2007). Les
composes maeurs de ces huiles sont: p-cymene (36,2%), la thymoquinone (11,27%), o-
thujene (10,03%), longifolene (6,32%), S-pinene (3,78%), a-pinene (3,33%) et le carvacrol
(2,12%) (Singh et al., 2005) (Tableau 1V).

Tableau IV : Composition chimique en huiles essentielles des graines de Nigella sativa

(Singh et al., 2005)

Composés % Composes %

o-Thujene 10,03 | p-Cymen-8-ol 0,09
o-Pinene 3,33 o-Terpineol 0,08
2,4(10)-Thujadiene 0,06 4,5-Epoxy-1-isopropyl-4-methyl-1- 0,85
Camphene 0,06 Cyclohexene

Sabinene 1,34 Carvone 0,16
S-Pinene 3,78 | Thymoquinone 11,27
o-Terpinene 0,47 Bornyl acetate 0,44
p-Cymene 36,20 | trans-Anethole 0,61
Limonene 1,76 2-Undecanone 0,09
,8-Cineoletr y -Terpinene 10,16 | Thymol 0,13
cis-Sabinene hydrate 0,22 Carvacrol 2,12
Terpinolene 0,06 o-Longipinene 1,54
Unidentified A 1,61 Longicyclene 0,06
trans-Sabinene hydrate 0,19 Longifolene 6,32
Linalool 0,10 | g-Caryophyllene 0,07
Unidentified B 11,71 | 2-Tridecanone 0,10
Terpinen-1-ol 0,19 | s-Bisabolene 0,07
Camphor 0,11 Epizonaren 0,10
Ethanone-1-(1,4-dimethyl-3- 2,37 Sesquiterpene a cohol acetate 0,19
Terpinen-4-ol) Pimara-8(14) ,15-diene 0,20

10
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1.3.5.1.2.1.Effets thérapeutiques des huiles essentielles des graines de Nigella sativa

Les huiles essentielles des graines de Nigella sativa possedent plusieurs effets
thérapeutiques. Ce sont des composés anal gésiques et anti-inflammatoire (Hajhashemi et al.,
2004), elles diminuent la cholestérolémie et la glycémie (Mai Le et al., 2004) et possedent
une activité anti-tumorales (Salem, 2005), et une activité antioxydante et antibactérienne
(Ashraf et al, 2006). Elles sont également anti-hypertensives (Aboul-Ela, 2002).

1.3.5.1.2.2. Lathymoquinone
La thymoquinone est I'un des composeés les plus actifs des huiles volatiles des graines
de Nigella sativa (Ghedira, 2006).

a) Structure et fonction

La thymoquinone (2-isopropyl-5-methyl-1, 4-benzoquinone), un monoterpéne qui
représente le composé majeur des huiles volatiles de la graine de Nigella sativa L (18,4% 3
24%) (Ardan et al., 2005), elle est extraite pour la premiére fois par EI-Dakhakhany en 1963
(Gali-muhtasib et al., 2006). Plusieurs propriétés pharmacologiques des graines de Nigella
sativa sont attribuées a la thymoquinone, (Michelitsch et Rittmannsberger, 2003). Des
études trés récentes ont déterminé la structure de la thymoquinone (pagola et al., 2003) et les
différents effets thérapeutiques de ce composé (EI-Mahmoudy et al., 2002., Badary et al.,
2007., El Gazzar et al., 2007.,).

CH(CH,),

0

CH,

Figure 2 : Structure chimique de la thymoquinone (2-isopr opyl-5-methyl-1, 4-
benzoquinone) (El Mahdy et al., 2005).

b) Effet thérapeutique

La thymoquinone est sujette a plusieurs investigations pharmacologiques, dont on a
révélé son action antioxydante et gastro-protectrice (El-Abhar et al., 2003) et son effet anti-
tumoral (Shoieb et al., 2003) et anti-inflammatoire (Hajhashemi et al., 2004). Des études sur
des modéles animaux, ont montré |'effet anti-hypertensif (Khattab et Nagi, 2007),
hepatoprotecteur (Al-Jishi et Abuo Hozaifa, 2003), antiallergique (EI Gazzar et al., 2006),
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broncho-dilatateur (Isik et al., 2005) et antidiabétique de la thymoquinone (Hawsawi et al.,
2001).

La thymoquinone est un agent anti-néoplasique. Elle inhibe la croissance des cellules
du cancer du colon (Gali Muhtassib et al., 2004) et de plusieurs autres lignées de cellules
tumorales (Shoieb et al., 2003). Cette action implique I’arrét du cycle cellulaire ainsi que
I"induction de I’ apoptose. L’induction de I’ apoptose, par 1a thymoquinone, est associée a une
augmentation de |'expression de la P53 et ses génes cibles. Khan et ses collaborateurs
(2003) ont montré que Nigella sativa est un agent chimiopréventif puissant. Ils ont suggéré
gue cette propriété est due a l’ action de la thymoquinone, du nigellone et de !’ a-limonene, via
leurs activités antioxydantes et anti-inflammatoires couplées a |’ activation du processus de
détoxification.

La thymoquinone protége également contre la proténurie et | hyperlipémie associées

aux syndromes néphropathiques (Badary et al., 2000).

1.3.5.1.3. Les alcaloides des graines de Nigella sativa

Plusieurs acaloides ont été isolés a partir des graines de Nigella sativa dont les plus
importants; la nigellicine (Atta-Ur-Rahman et al., 1985a) et la nigellidine, ayant un noyau
indazol (Atta-Ur-Rahman et al., 1995; El Tahir et Bakeet, 2006), les isoquinones
nigellimine (Atta-Ur-Rahman et al., 1992) et les alcaloides diterpénes Dollabllane-types
nigellamines Al, A2, B1, B2 (Morikawa et al., 2004a), A3, A4, A5, et C (Morikawa et al.,
2004b).

1.3.5.1.4. Autres composes des graines de Nigella sativa

Les graines de Nigella sativa contiennent d autres constituants notamment des
ééments minéraux tels que le Ca, Na, K, Mg, Fe, Zn, Ni, Cu et le Mn (Ashraf et al., 2006) et
des composés nutritionnels tels que, les carbohydrates, vitamines, et des protéines avec huit
acides aminés essentiels des neuf existants. Les monosaccharides comme le glucose, le
rhamnose, le xylose et |” arabinose sont aussi présents dans la graine de Nigella sativa (Salem,
2005).

Ramadan et Morsel (2002c) ont analysé les vitamines liposolubles de Nigella sativa

et ont pu identifier toutes les classes des tocophérols dans I'huile. Les tocophérols totaux

constituent 0,05% de |” huile, et sont constitués majoritairement de |’ a-tocophérol (48%) et du

12
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y-tocophérol (28%). Ces chercheurs ont pu également identifier dautres vitamines
liposolubles ; 1a B-caroténe (0,05%) et 1a vitamine K1 (0,1%).

Les graines de Nigella sativa contiennent également des flavonoides ; la quercétine 3-
glycosyl (1—2) galactosyl (1—2) glucoside, kaempférol 3-glycosyl (1—2) galactosyl (1—2)
glucoside et quercétine 3- (6-feruloglucosyl) (1—2) galactosyl (1—2) glucoside (Merfort et
al., 1997).

L’ éude des protéines et acides aminés a révélé gque les graines de Nigella sativa
contiennent environ 16% de protéines avec dominance, dans leur composition, de I’acide
glutamique (22,4%), d’ acide aspartique (10,05%) et d’ arginine (9,18%) (Al-Gaby, 1998).

1.3.6. Effetsthérapeutiques des graines de Nigella sativa

Récemment, des recherches in vivo et in vitro ont montré que les extraits des graines
de Nigella sativa possedent plusieurs effets thérapeutiques, tels que I’ effet immunostimulant,
antibactérien, hypotensif, hepatoprotecteur, antidiabétique (Kanter et al., 2005), antioxydant,
bronchodilatateur (Kanter et al., 2006) et antispasmodique (Takruri et Dameh, 1998). Les
graines de Nigella sativa sont utilisées dans le traitement de la migraine, le rhumatisme,
I’obésité, les problémes gastro-intestinaux (Khan et al., 2003b) I'asthme et d autres
problémes respiratoires (Blyukoztirk et al. 2005). Les extraits des graines de Nigella sativa
possedent d’ autres activités telles que : I’ activité anti-inflammatoire, diurétique, vermifuge et
lactogene (Al-Naggar et al. 2003).

[.3.6.1. Activité anti-inflammatoire

Les graines de Nigella sativa contiennent la thymoquinone et son polymere carbonyle
nigellone. Ces composés inhibent les voies de la cyclooxygénase et de la 5-lipooxygénase
(Houghton et al., 1995., El-Dakhakhny et al., 2002) qui participent dans le métabolisme de
I’ acide arachidonique et catalysent la formation des médiateurs inflammatoires. L’ activité de
I"huile fixe sur ces deux enzymes est plus importante que la thymoquinone elle méme ;
I’ activité anti-inflammatoire n’ est pas donc entiérement due a la présence de la thymoqguinone

; des acides gras insaturés de type C2o:2 semblent étre impliqués (Houghton et al., 1995).

La graine de Nigella sativa renforce le systeme immunitaire ; ele stimule la
production du TNF-a et la prolifération des lymphocytes en culture (Haq et al., 1999),

stimule la production de I’INF-y et la prolifération des macrophages et des lymphocytes T4in
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vivo (Salem et Hussain, 2000). Elle stimule également la production de I'lL-3 par les
lymphocytes humaines en culture et la production de I'IL-1f (Haq et al., 1995) et améliore
I activité phagocytaire des macrophages par action directe ou via I’ activation des lymphocytes
(Fararh et al., 2004).

La graine de Nigella sativa a été traditionnellement utilisée dans le traitement des
maladies alergiques (Blyukoztirk et al., 2005). Ses extraits peuvent étre impliqués dans
I’inhibition de la libération d histamine des mastocytes activés, par diminution du taux du
calcium intracellulaire et inhibition de la protéine kinase C (PKC) (Chakravarty, 1993).

1.3.6.2. Activité antibactérienne

L’huile de la graine de Nigella sativa possede une activité anti-bactérienne
remarguable; son pouvoir inhibiteur sur une vingtaine de souches de Listeria monocytogenes
était plus efficace que I'antibiotique gentamicine (Nair et al., 2005). L’extrait aqueux des
graines de Nigella sativa inhibe la croissance du champignon responsable de la candidose
chez les souris (Khan et al., 2003a), ceci peut probablement étre du a un effet indirect en

stimulant le systéme immunitaire et en améliorant |a défense antibactérienne.

1.3.6.3. Effet gastroprotecteur

L’huile des graines de Nigella sativa exerce un effet protecteur contre I'ulcere
gastrique induit chez les rats (El-Dakhakhny et al., 2000b). Cette action est couplée a une
augmentation du contenu en mucine (agent cytoprotecteur) et/ou a une réduction du facteur
agressif (histamine). Cette huile ains que la thymoquinone protégent contre les lésions
gastriques, induites par le processus d’'ischémie-réperfusion, par leur pouvoir anti-radicalaire
(ElI-Abhar, 2003). L’extrait acoolique des graines de Nigella sativa présente également une
activité antiulcéreuse qui a été attribuée aux flavonoides présents dans cet extrait (Rajkapoor
et al., 2002).

[.3.6.4. Effet broncho-dilatateur

El-Tahir et ses collaborateurs (1993) ont montré que I’ huile des graines de Nigella
sativa augmente le taux respiratoire et que la thymoquinone est responsable de |’ augmentation
de la pression intra-trachéale. Un effet relachant puissant sur la chaine trachéale a été
également exercé par les graines de Nigella sativa et un effet anti-histaminique a été observé
(Boskabady et al., 2004). Gilani et ses collaborateurs (2001) ont montré que I’ extrait brut
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méthanolique des graines de Nigella sativa a un effet spasmolytique et broncho-dilatateur,
avec implication probable de bloqueurs des canaux calciques. L’ action des graines de Nigella
sativa sur le systéme respiratoire est probablement la résultante de plusieurs effets ;
cholinergiques (Boskabady et Shahabi, 1997), inhibition des récepteur H1 de I’ histamine
(Boskabady et Shiravi, 2002) et antagonisme du calcium (Gilani et al., 2001, Boskabady et
al., 2004).

[.3.6.5. Action antidiabétique des graines de Nigella sativa

La graine de Nigella sativa, est utilisée depuis trés longtemps dans le traitement du
diabete, ses extraits agissent sur différents sites dans I’ organisme. Dans le monde arabe elle
est préconisée comme un complément antidiabétique, dans le cas du diabete de type 2,
(Houcher et al., 2007).

Des études sur des rats rendus diabétiques par la stréptozotocine, ont montré que
I’extrait des graines de la Nigella sativa réduit 1a néoglucogenése et la production hépatique
de glucose, la glycolyse au niveau des tissus périphériques, et inhibe la régulation hormonale
du métabolisme glucidique par les hormones hyperglycémiantes telles que le glucagon et le
cortisol (Fararh et al. 2004).

L’ administration des huiles volatiles des graines de Nigella sativa pour des lapins et
des rats diabétiques, induit une diminution significative (23 a 43%) du taux de glucose
sanguin, une augmentation du taux de I’insuline dans le sang, et une régénération des cellules
B pancréatiques des Tlots de Langerhans (EI Tahir et Bakeet, 2006). La concentration élevée
de I'insuline dans le sérum lors d'un traitement avec les extraits des graines de la Nigella

sativa, résulte d’ une stimulation de sa sécrétion (EL Daly, 1994).

Au niveau du foie, les extraits des graines de Nigella sativa rendent la voie de
signalisation intracellulaire plus sensible & I’action de I'insuline (Mai Le et al., 2004). Au
stade post prandial, I’ extrait des graines de Nigella sativa diminue le taux de glucose sanguin
en inhibant le transport intestinal de glucose (M eddah et al., 2009).

De nombreuses éudes sur | effet antidiabétique des graines de Nigella sativa ont été
réalisées. Plusieurs ont prouvé que Nigella sativa réduit les taux élevés du glucose chez les
animaux normaux (Hawsawi et al., 2001; Zaoui et al., 2002) et diabétiques (Al-Awadi et al.,
1991 ; Meral et al., 2001 ; Fararh et al., 2002 ; Kanter et al., 2003a ; Meral et al., 2004).
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Les mécanismes de cette activité ont été investigué par un nombre de chercheurs; I équipe d’
Al-Awadi (1991) atesté I’ effet d'un mélange de plantes médicinales contenant Nigella sativa
sur le diabete induit par la stréptozotocine chez des rats, et ont suggéré que I’action anti-
diabétique (hypoglycémiante) du mélange est extra pancréatique et qu'elle est, en fait, au
moins partiellement due a une diminution de la néoglucogenése hépatique par diminution de
I’activité de la phosphoénolpyruvate carboxykinase et de la pyruvate carboxylase. D’ autre
part, Fararh et ses collaborateurs (2002), dans leur étude sur I’ effet de I'huile de Nigella
sativa sur le diabéte induit par la stréptozotocine et nicotinamide chez des hamsters, ont
observé une augmentation significative du taux de I'insuline sérique due a I’ activation des
cellules B du pancréas par I’huile de Nigella sativa. Des résultats similaires ont été obtenus
par Kanter et collaborateurs (2003a) qui ont observé une réduction des taux éevés du
glucose, augmentation de I'insuline sérique et une régenération/prolifération partielles des
cellules B du pancréas chez des rats diabétiques (diabete induit par la stréptozotocine) apres
traitement par |’ huile de Nigella sativa. L’ effet de Nigella sativa sur quelques complications
du diabéte expé&rimentalement induit par I’ alloxane chez les lapins a été largement investigué
par Meral et son équipe. En 2001, ils ont étudié I'influence de |’ extrait agueux de la plante
sur les peroxydes lipidiques, les antioxydants (glutathion et ceruloplasmine) et le glucose
sérique aussi bien gque sur I histologie du foie et du pancréas chez les lapins diabétiques. Ces
chercheurs ont trouvé que le traitement pendant deux mois par I'extrait de Nigella sativa
réduit significativement les concentrations élevées du glucose et des peroxydes lipidiques,
améliore la défense antioxydante par augmentation du taux des antioxydants, et protége contre

I’ endommagement hépatique induit par 1a peroxydation lipidique (Meral et al., 2001).
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[1.1. Définition

Selon les critéres actuels, e diabéte sucré est défini par une glycémie plasmatique de
1,269/l a jeun, ou supérieur a 2g/l quelque soit I'heure du prélévement en présence de
symptémes clinique. Ce diagnostic peut étre également posé devant une valeur de 2g/l a la
120°™ minute d une épreuve d’ hyperglycémie provoquée par voie orale (HGPO) (Rodier,
2001a). La progression du diabéte revét actuellement une alure pandémique, cette évolution
accélérée touche les pays industrialisés et les pays en voie du développement, du fait d' une
urbanisation croissante, d' une occidentalisation du mode de vie et de vieillissement de la
population, surtout pour le diabéte de type 2 (Guillausseau et al., 2003). Le diabete sucré
conduit & une morbidité et mortalité substantielles sous forme d’ atteintes cardiovasculaire,
oculaire et rénale, ains que d'un risgue accru d amputations (15 fois supérieur a une
population non diabétique du méme &ge). Le diagnostic précoce est d une importance
capitale, puisque environ d’un tiers des patients présentent déa des complications au moment
du diagnostic et ainsi potentiellement des atteintes au niveau des organes cibles (Peter -Riesch
et al., 2002).

La prévalence du diabéte dans le monde était estimée a 2.8% en 2000, avec un
nombre de 171 millions de diabétiques. L’ évolution prévue est de 366 millions de diabétiques
en 2030, représentant environ 4.4% de la population mondiale (Wild et al., 2004). Jusqu’a
présent, les spécialistes ignorent les causes du diabéte, ils ne peuvent tirer des conclusions
gu’au niveau des facteurs qui jouent un grand réle dans son apparition, tels que | hérédité,

I’ obésité, la grossesse ou encore certaines médications.

I1.2. Classification étiologique du diabéte

La classification du diabete, publiée en 1997 par un groupe d experts, sous la
responsabilité de |’ association américaine du diabete (AAD), remplace celle élaborée en 1979
par le 'Nationa Diabétes Data Group'. Cette classification, met en exergue les différences de
physiopathol ogie des diabétes de type 1 et de type 2 (Rodier, 2001a):

[1.2.1. Le diabéte de type 1, appelé autrefois diabéte juvénile, ou encore diabete
insulinodépendant, résulte d’un processus auto-immun sélectif entrainant une inflammation
(insulite), puis une destruction des cellules 3 pancréatiques. 1l représente environ 15% de tous
les diabétes sucrés (Geenen, 2004).

[1.2.2. Le diabéte de type 2 correspond a I’ancienne terminologie du diabéte non

insulinodépendant; caractérisé par une insulinorésistance dominante associée a une
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insulinopénie relative, ou une diminution prédominante de I’insulino-sécrétion associée ou

non a une insulinorésistance (Drouin et al., 1999).

En plus de ces deux types dominants, il est important de souligner deux autres types de
diabetes:

11.2.3. Le diabéte spécifique est un ensemble hétérogéne d’ affections du pancréas,
d’ endocrinopathies, de diabétes médicamenteux ou chimiques, et d’ affections génétiques, en

particulier au niveau de lacellule p (Rodier, 2001a).

[1.2.4. Le diabéte gestationnel (DSG), est défini comme une intolérance au glucose
de sévérité variable survenant ou diagnostiquée pour la premiére fois pendant la grossesse
(entre la 24°™ et la 28°™ semaine), dont la glycémie ante-gravidique était normale et qui
disparait aprés |'accouchement. L’incidence du DSG serait de 2.5% des grossesses, avec

tendance al’augmentation (Trivin et al., 2003).

[1.3. Etiologie du diabete

Les facteurs de risque du diabéte sont alafois intrinseques et extrinséques, ¢’ est-a-dire
génétique et environnementaux (Perlemuter et al., 2000). Des facteurs génétiques,
diététiques et environnementaux concourent au développement de cette maladie (Virally et
al., 2007).

[1.3.1. Facteurs génétiques : Le diabete et ses complications ont de puissants
déterminants génétiques. Bien que le diabéte de type 1 semble étre du a plusieurs facteurs,
notamment environnementaux, pratiquement toutes les formes de la condition semblent avoir
des influences génétiques. De nombreux genes sont impliqués, faisant du diabéte une
condition genétique complexe (Dubois et Timsit, 2000). Il existe une prédisposition
familiale au diabéte de type 1, puisque 6 a 10% des malades ont des antécédents familiaux du
diabéte au premier degré. La principale région génomique contrélant cette prédisposition
familiale, est celle du complexe majeur d’ histocompatibilité (CMH), qui joue un réle central
dans les réactions immunes (Rodier, 2001b). Pour le diabete de type 2; I’hypothése de
facteurs de susceptibilité génétique repose sur des données épidémiologiques. concordance
élevée des paires de jumeaux homozygotes (80 a 90%) contre (40 a 50%) pour les paires
hétérozygotes, et une fréquence élevée en présence d antécédents familiaux (50% si les 2

parents sont atteints ; 25 a 30% pour un parent au premier degre) (Guillausseau et al., 2003).
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11.3.2. Facteurs diéétiques : Chez I'homme, les premiers travaux suggeérant
I"influence de facteurs nutritionnels sur I’incidence de diabéte de type 1, ont montré un lien
entre la consommation d aliments riches en nitrosamines (composé toxique pour les cellules
B), en nitrites, ou de nitrates contenus dans I’eau de boisson (Dubois et Timsit, 2000). La
consommation du lait de vache est également |’ un des facteurs nutritionnels contribuant dans
I’ apparition du diabéte de type 1. L’albumine sérique bovine, est considérée comme un
facteur déclencheur du mécanisme auto-immun détruisant les cellules B des flots de
Langerhans. En effet, il existe au sein de cette albumine sérique bovine une séquence de 17
acides aminés baptiste ABBOS qui par immunisation, induit la formation d anticorps
capables de se lier & une proténe de surface des cellules p pancréatiques (Perlemuter et al.,
2000).

[1.3.3. Facteurs environnementaux : Il existe un contraste entre les chiffres de
prévalence observés au sein d'un méme groupe ethnique suivant les conditions de vie. La
différence la plus frappante concerne les indiens d’ Amérique vivants en Arizona (prévaence
supérieure a 50% chez les Pimas) et au Chili (prévalence inférieure a 2%), qu'il s agit de
I’influence de la zone d'habitat a I'intérieur d’un méme pays ou des différences entre des

migrants et leurs compatriotes demeurés sur laterre natale (Perlemuter et al., 2000).

L’ environnement in utero et durant la premiére année de la vie semblerait ains avoir
une certaine influence. Hales et Barker ont montré que les individus qui présentaient un retard
de croissance a la naissance évoluaient plus fréguemment vers une intolérance au glucose ou
un diabéte de type 2 a I’ége adulte. Un apport insuffisant en substrats énergétiques et en
acides aminés durant le développement embryonnaire et la premiére année de la vie altererait
le développement des cellules B et serait responsable d une réduction de la masse B insulaire
et d' un déficit de I'insulino-sécrétion. La dysfonction de la cellule B serait ensuite démasquée
a |’&ge adulte par I'insulinorésistance liée a I’ environnement (exces pondéral, sédentarité,

vieillissement) (Guillausseau et al., 2003).
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[1.4. Physiopathologie du diabete

[1.4.1. Diabéte detype 1 : Le diabéte de type 1, qui apparait e plus souvent chez les
personnes jeunes, est la consequence de la destruction auto-immune progressive des cellules
des Tlots de Langerhans (Gale, 2001), il est caractérisé par une carence en insuline qui est le
plus souvent totale mais peut étre partielle. Cette carence en insuline ne s exprime
cliniguement que quand plus de 90% de I’insulino-sécrétion est abolie (Perlemuter et al.,
2000). Aprés plusieurs années d évolution, et lorsgque la masse des cellules B devient
insuffisante pour assurer la normoglycémie, les signes cliniques de la maladie apparai ssent
(polydipsie, polyphagie, polyurie et amaigrissement...).

Les mécanismes moléculaires initiaux qui conduisent a la réaction auto-immune ne
sont toujours pas entierement identifiés (Giudicelli et Cattan., 2001). La destruction des
cellules B par un processus auto-immun est authentifiée par la présence d anticorps
anticdllules d'flots, anti-insuline, anti-glutamate décarboxylase (GAD) et anti-tyrosine
phosphatase IA-2 et IA 2 b (Drouin et al., 1999).

[1.4.2. Diabéte detype 2 : Le diabéete de type 2 représente 85 a 90% des diabétes. Il
pose un réel probleme de santé publique, car sa prévalence augmente paralléement au
vieillissement, a I’ urbanisation, a la sédentarisation et au développement de |’ obésité dans les
populations industrialisées (Busch-Brafin et Pinget, 2001).

Le diabéte de type 2 dans sa forme commune est une maadie multifactorielle.
L’ hyperglycémie est due a une réduction du captage du glucose et a une production glucosee
hépatique excessive, liées a une diminution de I’insulinosécrétion et de I’insulinosensibilité.
Les anomalies de I'insulinosécrétion sont multiples: perte du caractére pulsatile de la
secrétion basale, perte du pic précoce induit par I’administration intraveineuse du glucose, et
une réduction progressive de I’ insulinosécrétion avec le temps causée par une glucotoxicite et
une lipotoxicité. Ce défaut de sécrétion de I'insuline est lié auss a une mauvaise
reconnaissance du glucose comme signal direct et comme agent potentiaisateur de

I’insulinosécrétion par les cellules B du pancréas (Virally et al., 2007).

L’insulinorésistance ou anomalie de I'action de I'insuline en périphérie, est la
deuxieme anomalie observée dans le diabéte. Elle est constante chez le diabétique,

indépendamment du statut pondéral du patient. Elle se traduit au niveau hépatique par une
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augmentation de la production de glucose et au niveau musculaire, par une diminution de
I’ utilisation du glucose. Les mécanismes cellulaires de I’ insulinorésistance peuvent se situer a
différents niveaux : anomalie de liaison de I'insuline a son récepteur, anomalies de la
transduction du signal insulinique, anomalies des systémes effecteurs (transporteurs du

glucose, métabolisme intracellulaire du glucose) (Busch-Brafin et Pinget, 2001).

80% des diabétiques de type 2 sont obéses ou en surpoids. Une perte ou un gain de
poids sont étroitement corrélés a des variations de sensibilité al’insuline, ce qui constitue un
argument fort en faveur d’une relation de cause a effet entre obésité et insulino-résistance. Le
tissu adipeux est maintenant considéré comme un organe endocrine, métaboliguement actif,
capable de produire des substances modifiant la sensibilité a I’insuline et impliquées dans le
syndrome métabolique : acides gras libres, cytokines pro- ou anti-inflammatoires et des
adipokines (Fumeron, 2005).

[1.5. Critéres diagnostiques du diabéte sucré

Le diagnostic de diabéte peut étre établi de trois fagons différentes :
1) Symptomes de diabete (polyurie, polydipsie, amaigrissement inexpliqué, somnolence voire
coma) et glycémie quelle que soit I’ heure > 2,00g/L (11,2mmol/l).
2) Glycémie ajeun > 1,269/ (7,00mmol/l).
3) Glycémie 2 h aprés une charge de 75 g de glucose lors d’ une hyperglycémie provoquée par
voie orale > 2,00g/l (11,12mmol/l) (Drouin et al., 1999).

[1.6. Traitement médicamenteux du diabéte sucré

Les progrés en matiére de traitement du diabéte de type 1 ont été moins spectaculaires
ces derniéres décennies. Le traitement de ce type du diabéte se base essentiellement sur
I"insulinothérapie (Perlemuter et al., 2000). Les résultats de la transplantation pancréatique
chez les patients diabétiques de type 1 sont devenus désormais tout a fait acceptables.
Cependant, récemment plus aucun gain en termes de survie du greffon ou du patient n’a été
observé. Plusieurs facteurs limitent |e succes de la transplantation pancréatique, en particulier
la nécessité d’ une chirurgie lourde et d une immunosuppression chronique (Gillard et al.,
2004).
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11.6.1. Insulinothérapie : A chague repas, le besoin en insuline est multiplié 5 & 10
fois, alors qu entre les repas et tout particulierement la nuit, le besoin est faible et régulier.
Dans les années 70, les découvertes de la pompe ainsuline et du pancréas artificiel permettent
de montrer que si on administre I’insuline en quantité réguliere entre les repas et la nuit, et en
guantité plus importante apres chaque repas, on obtient un équilibre glycémique proche de
celui d’'une personne qui n’a pas de diabéte. L’ apparition des seringues ainsuline jetables, des
aiguilles fines et des stylos, des analyseurs glycémiques et des auto-piqueurs, permet de faire
les injections beaucoup plus facilement et |a surveillance de fagon plus efficace (Robert,
2009).

[1.6.2. Transplantation du pancréas : Bien que le traitement du diabéte de type 1 par
insulinothérapie permet la diminution de I’incidence de complication tardive, cela se fait au
risque d'une augmentation de I'incidence d hypoglycémie sévére. La seule approche
thérapeutique du diabéte de type 1 permettant le rétablissement d’ un métabolisme insulinique
physiologique est la transplantation de cellules productrices dinsuline (cellules
pancréatiques), réaisable actuellement par transplantation soit de pancréas soit d'ilots de
Langerhans (Bucher et al., 2005). Pour remplacer le pancréas défaillant des diabétiques, |a
transplantation pancréatique parait étre |’ alternative la plus logique. Mais en raison de la
lourdeur du geste chirurgical gu'elle représente et de la nécessité dun traitement
immunosuppresseur a long terme, elle ne peut pas étre proposée a tous les diabétiques
(Duffas, 2004).

Le traitement du diabéte de type 2 vise a restaurer la secrétion de I'insuline, ou a
diminuer la résistance a son action. Actuellement, on retrouve cinq classes d agents
antidiabétiques oraux que I'on divise en deux groupes : les hypoglycémiants (les
sulfonylurées et les analogues des meglitinides) qui agissent en stimulant la libération
d’'insuline préformée par le pancréas et les antihyperglycémiants (les biguanides, Les
thiazolidinediones et les inhibiteurs de I'a glucosidase) qui  exercent leur action
antidiabétique en empéchant la glycémie d augmenter sans toutefois la faire chuter (Scheen,
2007). L’ approche thérapeutique consiste a:

- Stimuler lasécrétion del’insuline.
- Favoriser I' utilisation périphérique du glucose et diminuer sa production hépatique.
- Réduire larésorption intestinal e des hydrates de carbones (Virally et al., 2007).
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Le GLP-1 (Glucagon-like peptide-1), une hormone peptidique, synthétisée par les
cellulesdel’intestin gréle et secrétée juste apréslerepas (Kim et al., 2009) ainsi que ses
derivés (EI-Ouaghlidi et Nauck 2004), de méme que lesinhibiteurs de dipeptidyl peptidase-
IV (DPP-1V) (Penforniset al., 2008) et I’ exendin-4, un agoniste du GLP-1, (Kwak et al.,

2009) sont actuellement utilisé parmi les nouveaux traitements du diabéte de type 2.

[1.7. Phytothérapie du diabéte

Depuis le temps ancien, le remede végétal a été largement utilisé pour aider a soigner
le diabéte; plus de 1200 plantes différentes, ont été décrites comme un traitement traditionnel
du diabéte (Eddoukset al., 2007 ; Tableau I1). Parmi toutes les plantes testées in vitro, 80%
sont potentiellement antidiabétiques (Oubré et al., 1997). De nombreuses plantes sont
considérées traditionnellement comme antidiabétiques, certaines sont al’ origine de lamise au

point de médicaments (le biguanide metformine gréce au Gallega officinalis).

Dans quelques cas, les plantes médicinades hypoglycémiantes, peuvent stimuler
directement la sécrétion de I'insuline, et améliorer son action et sa fixation sur ces récepteurs
(Houcher et al., 2007). Dans d autres cas, certaines plantes médicinales hypoglycémiantes

induisent larégénération et I’ hyperplasie des cellules § pancréatiques (Kanter et al., 2003).

Les extraits de quelques plantes, possedent une action hypoglycémiante soit en imitant
I’action de I'insuline, en fournissant des éléments nécessaires au développement de la cellule
B pancréatique (Cu*, Mg*™, Ca™) ou bien en réduisant I'action de I'insulinase (enzyme qui
détruit I’'insuline dans le foie) (Bnouham et al., 2002). Les études en laboratoire montrent
souvent des extraits de plantes agissant sur I’ hyperglycémie, ou aussi agissant sur un diabéte
provogqué chez I’animal par la stréptozotocine ou |’alloxane. Il faut aussi rechercher des

plantes agissant sur | hyperglycémie postprandiale.

Des études récentes (Ali et al., 2006, Meddah et al., 2009) ont permis de découvrir un
certain nombre de plantes qui agissent dés le tube digestif sur I’ absorption du sucre au niveau
de la barriere intestinale. Parmi les plantes testées, les feuilles de Tamarindus indica donnent
une inhibition supérieure a 90% de I'absorption intestinale du sucre. Le fruit du pommier, le
fruit du poirier, les feuilles de Vaccinium myrtillus (myrtille) sont inhibiteurs a plus de 75%.
L’ extrait de fruit de Morus rubra, le péricarpe et |’ extrait de péricarpe de Phaseolus vulgaris
(haricot), lafeuille de romarin sont inhibiteurs entre 45 et 75% (Goetz, 2007).
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L’ évaluation de cette source naturelle des composés hypoglycémiants, constitue une

voie de recherche pour le dével oppement de nouveaux antidiabétiques (Houcher et al., 2007)

Tableau V: Quelques plantes médicinales utilisées dansletraitement du diabeéte :
(Eddoukset al., 2007)

Nom scientifique

Nom commun

Parties utilistes e méthodes de
pr épar ation

. Allium cepa

. Allium sativum
Amygdalus communis
. Brassica oleracea
.Citrusbigardia
.Citruslimon
.Cucumis sativus
.Cynara scolymus
.Eucalyptus globulus
.Ficus carica
.Foeniculum dulce
.Glycine max

.Morusnigra

. Nigella sativa
.Olea europea

.Oleaolearia

.Opuntia ficus-indica
.Punica granatum

.Rubus fruticosus

.Trigonella foenum-graecum

. Zingiber officinale

.Oignon cultive
Ail cultive
Amandier

.Le chou
.Oranger
Limettier
.Concombre
Artichaut

.Eucalyptus
Figuier
.Fenouil doux
.Soja

.Mdrier noir

.Grainedenigelle
Olivier
.Oléastre

.Figuier de barbarie
.Grenadlier.

Mdrier sauvage

(ronce)

.Fenugrec
.Gingembre

. Bulbe al’ état cru.

. Bulbe al’ état cru.

.Graines en péte.

.Parties aériennes

. Fruits, fleurs en décoction.

. Fruits, fleurs en décoction

. Fruits.

.Racines et capitules en décoction.
.Fleurs, feuilles en décoction.

.Fruits en décoction.

.Racine, feuilles et fruits en décoction.
.Graine en décoction.
Fruits, feuilles en infusion ou en
décoction.

.Graine en décoction.

.Feuilles en décoction.

.Feuilles en décoction.

.Fleurs en décoction.

.Péricarpe en décoction.

.Fleurs, feuilles, fruits en infusion ou en
décoction

.Graine en décoction ou en macération.

.Rhizomes en infusion.
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Chapitrel 11l Méthodes d’ étude du diabéte expérimental

[11.1.Différents modéles animaux disponibles pour larecherche d’antidiabétiques

Souris, rat, cobaye, chien, chat, porc, singes... historiquement, les animaux fournissent
depuis trés longtemps des modéles d’ étude des mécanismes physiologiques mis en jeu dans le
développement des diabetes. Aujourd hui, les expériences menées sur des animaux sont
controversees, et sont sujettes a des diverses restrictions légales et éthiques a travers le
monde. Des expériences plus objectives sont portées sur les rongeurs, quoique, quelques
études restent plus performantes sur d’ autres animaux. Des études ont été déja faites sur des
chiens pancréatéctomisés, pour confirmer le réle central du pancréas dans |’ homéostasie de

glucose, et qui ont abouti a découvrir et purifier I'insuline (Rees et Alcolado, 2005).

L'installation du diabéte chez les modeles animaux peut se faire de différentes fagons,
soit spontanément, soit par induction chirurgicale, chimique, endocrine, ou par sélection ou
génie génétique. Selon latechnique employée, on induira un diabete de type 1 ou de type 2
(Masiello, 2006).

[11.1.1. Les modées animaux du diabéte spontané
[11.1.1.1. Le diabéte type 1. La souris NOD (non-obése diabetic) et le rat BB (bio

breeding) sont les modeles animaux les plus utilisés dans le développement d un diabéte
spontané similaire avec le diabéte de type 1 humain. Ces animaux ont été développés dans des
laboratoires pour de nombreuses générations, puis ils sont sélectionnés par leur
hyperglycémie, causée essentiellement par une destruction auto-immune des cellules f
pancréatiques (Harada et Makino, 1984).

[11.1.1.2. Le diabéte type 2 : Le rat GK (désigné par les initiales du nom des
chercheurs Goto et Kakizaki ayant établi cette lignée), est un exemple du modele de diabéte
spontané de type 2, sans obésité associée. Cette lignée de rat a éé obtenue par des
croisements sélectifs de rats normaux de souche Wistar, sélectionnés sur la base d'une |égere
intolérance au glucose. Ce rongeur reproduit bien les principales caractéristiques du diabete
humain de type 2 : hyperproduction de glucose, diminution de la tolérance au glucose,
altération de la secrétion d'insuline, résistance a I’insuline des tissus périphériques (muscles,

tissus adipeux...) et perturbation du métabolisme des lipides (Portha, 2003).

Les souris KK (kuo kondo), est un modéle animal du diabéte de type 2 spontané, avec

une obésité associée, produit par élevage sélectif. Ces souris sont caractérisees par leur grande
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taille, et présentent une insulinorésistance et une obésité modérée a |I’ége de 2 mois, cette

obésité atteint son maximum al’ age de 4 a5 mois (Srinivasan et Ramar ao, 2007).

[11.1.2. Diabéte induit par pancr éatectomie
En 1880, Von Mering et Minkowski ont observé qu’ aprés enlévement du pancréas du

chien, I’animal développe une polyurie et une polydipsie qui sont les principaux symptémes
du diabete. Cette expérience a permis de comprendre le rble central du pancréass, et de
découvrir et purifier I'insuline en 1920 (Rees et Alcolado, 2005). Des modéles animaux,
pancréatéctomisés partiellement ou totalement, sont utilisés pour I’ étude de I’ hyperglycémie,
et les différentes conségquences qui en résultent, ainsi que le développement des complications
du diabéte (Harada et Makino, 1984).

[11.1.3. Les souristransgéniques
Une amédlioration dans le nombre des modéles animaux utilisés pour |’étude de

diabéte, est réalisée grace aux techniques de biologie moléculaire. Dans le génome des
animaux génétiguement modifiés (transgéniques), certains génes ont éé remplacés ou
neutralisés (modéles knock-out), cette technique nous permet d étudier le réle d'un gene

donné durant le dével oppement et la croissance del’animal (Rees et Alcolado, 2005).

[11.1.4. Diabéte induit par lerégime alimentaire
Il existe d’autres modéles animaux du diabéte dont |la maladie est induite ni par des

substances chimiques, ni par des méthodes génétiques, mais plutét par la nourriture. La souris
Spiny (Acomys cahirinus) et le rat des sables (Psammomys obesus) sont des modél es animaux
trés importants utilisés dans I’ é&ude d' obésité et de diabéte type 2 induit par la nourriture, ils
sont normalement des animaux vivants dans des milieux désertiques et ayant un régime
alimentaire bien particulier. Un exces de nourriture riche en énergie induit chez la souris
Spiny une destruction des cellules B pancréatiques (Cefalu, 2006).

[11.1.5. Diabete induit par inoculation devirus:

Certaines infections virales peuvent engendrer un diabéte, ceci aussi bien chez
I'hnomme que chez I'animal. L'exemple le plus connu est I'infection de la souris par le virus
EMC (Encephaomyocarditis), qui entraine un diabéte en pénétrant dans la cellule
pancréatique, I'ADN viral sintegre dans le génome de la cellule B et provoque une altération
des fonctions de ces cellules, notamment au niveau de la synthese et de la sécrétion d'insuline
(Mordeset al., 2004).
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[11.1.6. Diabéte induit par des substances chimiques:
Outre les modéles animaux naturels utilisés dans I’ é&ude de diabéte, d’ autres naissent

de I'application de produits chimiques. L’induction du diabéte expéimental chez ces
rongeurs, en utilisant des substances chimiques qui détruisent les cellules B pancréatiques, est
tres pratiquée et simple a réaliser. Les substances chimiques les plus utilisées, pour induire un

diabéte chez ces rongeurs, sont la stréptozotocine et I’ alloxane (Szkudelski, 2001).

L’intérét de ces modéles, est que |’ on peut régler le degré d’ altération des cellules béta
en fonction de la dose du toxique administrée, tout en reproduisant parfaitement les facteurs
pathogenes typiques du diabéte, soit le diabete de type 1, lorsque la quasi-totalité des cellules
B pancréatiques ont été détruites, ou diabéte de type 2, lorsque une petite partie des cellules
pancréatiques a été altérée par I’ effet du toxigue (Arulmozhi et al., 2004).

Récemment, dans les modéles animaux du diabéte induit par la stréptozotocine,
I'injection de cette substance pour I'animal, est précédée par I'injection d une dose de la
nicotinamide, cette derniére protége les cellules  pancréatiques contre |’ effet cytotoxique de
la stréptozotocine, par conséquent les caracteéristiques du diabéte induit sont similaires a celles
du diabéte de type 2 humain (Masiello et al, 1998).

[11.2. Les substances chimiques utilisées dans|’induction de diabéete

Plusieurs toxines, telles que la stréptozotocine et I'alloxane, peuvent induire une
hyperglycémie chez les animaux. L’utilisation de ces toxines est trés séduisante car il est
théoriquement possible d'induire un diabéte chez n'importe quel modéle animal, quelle que
soit sataille (Srinivasan et Ramarao, 2007).

[11.2.1. La Stréptozotocine (STZ)

[11.2.1.1. Structure: La stréptozotocine (STZ) [2-deoxy-2(3-methyl-3nitrosoureido)-D-
glucopyranose (CgH1sN307), est un antibiotique extrait de Streptomyces acromogenes, et
antitumoral utilisé dans certains pays en chimiothérapie anti-cancéreuse (adénocarcinome des
flots de Langerhans). Sélectivement toxique pour les cellules B des ilots pancréatiques, la STZ
est utilisée dans I’ étude du diabéte tout en induisant les deux types de la maladie, le diabéte de
type 1 et le diabéte de type 2 (Bennett et Pegg, 1981). La stréptozotocine est composée de
nitrosamide methylnitrosourea (MNU) lié au carbone C 2 d’ un D-glucose.
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Le nitrosamide MNU confere a la stréptozotocine la capacité de I’ alkylation de I’ ADN,
tandis que le D-glucose dirige la molécule spécifiquement vers la cellule B pancréatique
(Palsamy et Subramanian, 2008).

CH,OH
y f—0
H
OH H OH
HO MO

Figure 3: Structure chimique dela Stréptozotocine (Konrad et al., 2001).

[11.2.1.2. Action de la stréptozotocine sur la cellule p pancréatique : La STZ est
captée par la cellule p pancréatique via le transporteur de glucose GLUT2, la réduction de
I’ expression des transporteurs GLUT2 est un moyen de prévention adopté par la cellule contre
I’action diabétogene de la STZ. La STZ détériore I’oxydation de glucose et diminue la
biosynthese et la sécrétion de I'insuling, il est aussi observé que la majeure atération induite
par laSTZ, est ladiminution delasensibilité delacellule au glucose (Szkudelski, 2001).

Parmi les principales actions de ce diabétogéne, contribuant dans la destruction de la
cellule B pancréatique, est I'akylation de I’ADN. Cette akylation est déterminée par la
méthylation de la guanine en position O°, par conséquent la guanine sera transformée en O°
methylguanine qui S apparie par erreur avec lathymine (Bolzan et Bianchi, 2002).

La STZ induit également laformation de radicaux libres qui contribuent dans|a

destruction des cellules  pancréatiques ; apres leur formation, ces molécules agissent en

synergie avec la STZ pour générer un dommage au niveau del’ ADN (Pavana et al., 2007).
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Figure4 : Mécanisme d’action de la stréptozotocine dansla cellule B pancr éatique
(D'apres Szkudelski, 2001).

[11.2.2. L'Alloxane

[11.2.2.1. Structure: L’aloxane (2,4,5,6 tetraoxypérimidine), est utilisé dans
I’induction du diabéte de type 1 chez les modéles animaux (souris, rats, ...) (Sandler et
Swenne 1983).

[11.2.2.2. Fonction : L'alloxane exerce une action cytotoxique préférentiellement sur les
cellules B pancréatiques, elle s accumule rapidement dans les cellules hépatiques et
pancréatiques, mais tres lentement dans les cellules musculaires. Latoxicité sélective de
I’ alloxane pour les cellules B du pancréas, est due a deux facteurs majeurs : la pénétration
rapide de |’ alloxane dans les cellules B, et lafaible activité de la glutathion peroxydase
(enzyme qui catalyse laréduction des peroxydes) dansla cellule  pancréatique que dans les
autres cellules (Malaisse et al., 1982).

Les principales cibles de I’ alloxane dans la cellule B pancréatique sont : |es transporteurs
de glucose (GLUT?2) et la glucokinase, empéchant ainsi |’ oxydation de glucose et la
diminution de la sécrétion de I’insuline ; I alloxane joue également le réle d' un puissant
générateur de radicaux libres, ces derniers contribuent dans la destruction de lacellule f
pancréatique (Walde et al, 2002).
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Figure5: Structure chimiquedel’alloxane (Konrad et al, 2002).

[11.2.3. La nicotinamide
[11.2.3.1. Structure: La nicotinamide appel ée aussi pyridine -3- carboxamide, est un

composant de lavitamine B3.

0

\C#

N NH,

=

N

Figure6 : Structurechimique dela nicotinamide (Rozvadovskaya et al., 2006).

[11.2.3.2. Fonction : La nicotinamide offre une certaine protection aux cellules 3,
contre I’ action diabétogéne de la stréptozotocine et de I’ alloxane, et permet de garder |’ animal
vivant tout en protégeant son pancréas contre une destruction totale (Chang et al., 2002).

Via ces majeures métabolites NAD™ (Nicotinamide Adenine Dinucleotide), |a
nicotinamide est impliquée dans différents processus biologiques, tels que la production de
I’énergie, synthése des acides gras (Bhat et al., 1979), transduction du signal (Klein et al.,
2009) et le maintien de I’ intégrité du génome (Chang et al.,2002).

La nicotinamide prévient |e diabéte induit par |’ alloxane et par |a stréptozotocine, en

augmentant dans la cellule B le taux de NAD™ qui est diminué de 12% aprésinjection dela

stréptozotocine.
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Plusieurs possibilités ont éé proposées pour expliquer |'effet protecteur de
nicotinamide danslacellule B pancréatique :

- Une action antioxydante contre les radicaux libres formés.

- Une action protectrice de la cellule p pancréatique contre les agressions immunitaires
(Melo et al., 2000).

- Un effet inhibiteur de la poly-ADP-ribose polymérase (PARP), une enzyme qui
intervient dans la réparation de I’ ADN tout en consommant le NAD", provoquant ainsi
sa déplétion, et une apoptose de la cellule B pancréatique (Olmos et al., 2006).

Gene expression
ICAM-1
iNOS

IL-1

iNOS
/ PARP
. . . \ Apoptosis
Nicotinamide \’ P p
Necrosis
\/ NAD* depletion

ADPRT ) —» Immune cell
functions

Figure 7: Les différentes actions possibles de la nicotinamide dans la cellule B
pancréatiques

Lorsgque I’ une des substances (stréptozotocine ou alloxane), est injectée aux rats
préalablement traités par la nicotinamide, lapoly (ADP ribose) polymérase est inhibée, et
presque toutes les voies qui menent vers lamort cellulaire sont bloqueées, et donc I’ action
diabétogeéne de la stréptozotocine ou de I’ alloxane sera limitée (Y amamoto et Okamoto,
1982).
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I.MATERIEL ET METHODES
Notre étude consiste a éudier I’ effet antidiabétique de quelques extraits des graines de
Nigella sativa, testés in vivo sur des rats rendus diabétiques par I’ effet diabétogéne de la

stréptozotocine, ainsi que leurs actionsin vitro sur I'enzyme o-glucosidase.

[.1. Matériel
[.1.1. Matériel biologique

[.1.1.1.Matériel végétal
Les graines de Nigella sativa qui sont d origine locale et qui sont récoltées en 2007,

ont été obtenues a partir d’ un centre de vente de semence au niveau de laville de Bejaia.

[.1.1.2. Réactifs chimiques

Les réactifs et les solvants utilisés dans cette étude sont obtenus au prés de Panreac,
Chemopharma, et Prolabo. Les autres produits chimiques spécifiques telsque la
stréptozotocine et la nicotinamide sont de grade recherche et proviennent tous de Sigma. Les
antidiabétiques standard (métformine et acarbose) proviennent de Bayer hedthCare AG
51368 leverkusen Allemagne, ils ont été procurés d’une pharmacie a la ville de Beaia.
La thymoquinone est obtenue a partir de Acros organics, c'est une fraction de I'huile

essentielle (monotérpéne) de la graine de Nigella sativa.

Les réactifs de dosage des paramétres biochimiques (glucose, cholestérol,
triglycérides) provenant de Spinreact, ont été procurés de IDMed (Ifri dent medical), un point

de vente des réactifs chimiques a lghzer Amokrane (Bejaia).

[.1.1.3. Choix des animaux

Cette étude a été réalisée au laboratoire de pharmaco-toxicologie du CRD (centre de
recherche et de développement) d’ Alger sur des rats femelles wistar albinos, ayant un poids
variant entre 160 et 225g. Les rats sont reproduits et éevés dans I’ animalerie du laboratoire
de pharmaco-toxicologie, dans des cages en polypropyléne munies d’ un porte-étiquette ou est
mentionné le nom du lot et le traitement subi. Les animaux recoivent librement de I’ aliment
standard provenant de I'ONAB de Begaia (Office Nationa Des Aliments du Bétail).
L’alimentation est constituée d'un mélange de mais, son, remoulage, soja e CMV

(complément minéral vitaming).
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La température de I’ animalerie varie entre 25-30°C. Les autres conditions comme |’ éclairage
et la ventilation n’ont pas éé pris en considération. La litiére utilisée est la sciure. Elle est
renouvel ée chague jour ou chaque deux jour pour tous les groupes de rats.
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Figure8: Elevage desratswistar albinosau sein del’animalerie du centre de recherche
et développement du Groupe Saidal

[.2. METHODES

[.2.1. Préparation des extraits des graines de Nigella sativa

[.2.1.1. Obtention del’extrait méthanolique par soxhlet

320g de graines de Nigella sativa ont été nettoyées, puis broyées par un broyeur
électrique. La poudre obtenue, est soumise a une extraction par soxhlet (extraction a chaud),
en utilisant le méthanol comme solvant. Pour procéder a I’ extraction, des cartouches dont
chacune contient 40g de poudre de la graine de Nigella sativa ont été utilisées, et dans
chacune est gjouté 200ml du méthanol, puis la poudre est soumise a une extraction a chaud
pendant 4 heures.

A lafin de I’extraction, le méthanol a été éliminé par évaporation a 40°C en utilisant

un rotavapor (HB4 BASIC KIKA LABORTECHNIK RV 05-ST). Le composé obtenu aprés
cette procédure est appel € « |’ extrait méthanolique » (Ramadan et Mor sel, 2002a).
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Figure 9 : Systéme d’extraction au Soxhlet

[.2.1.2. Extraction del’huiletotalea froid
L’ extrait méthanolique obtenu, a été mélangé dans une ampoule a décanter avec
I’ hexane. Aprés agitation, deux phases ont éé obtenues : une phase aqueuse plus dense, et une

phase organique, contenant des lipides.

L’ extraction des lipides par |I” hexane est répétée plusieurs fois, jusqu'al’ épuisement de
I’ extrait méthanolique. L’ hexane est ensuite éiminé par un rotavapor dont la température est
réglée a 30°C. L’huile obtenue est de couleur verdétre, c’'est I’huile totale de la graine de

Nigella sativa.

1.2.1.3. Fractionnement del’ huile totale par chromatographie sur colonne

Le fractionnement de I’ huile totale de la graine de Nigella sativa obtenue, a été réalisé
par chromatographie sur colonne. La colonne utilisée est de 30cm de hauteur et de 30mm de
@. la phase stationnaire est le gel de silice (60G, 70-230 Mesh, Merck). L'éution des
différentes fractions a été faite dans un ordre croissant de polarité gréce a la phase mobile
congtituée de: chloroforme (300ml), suivi du mélange acétone, méthanol (400ml) (Ramadan
et Morsdl, 2002a).

La colonne de chromatographie a été remplie a moitie de gel de silice solubilisé dans
du chloroforme, un petit volume de ce dernier a été gjouté sur la surface du gel afin d éviter le

contact direct du gel avec l'air, |"échantillon est déposé sur la surface du solvant
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(chloroforme) qui migre a travers la colonne du gel entrainant avec lui la fraction neutre de
I"huile totale.

Apres avoir recupérer la fraction neutre de I'huile totale, un mélange de
méthanol/acétone (50:50, V/V) a été utilisé pour récupérer la fraction polaire de I’ huile totale
avec la méme procédure. Les composés polaires qui sont restés adsorbés par le gel, ont été
récupérés par le mélange méthanol/acide acétique (90 :10, V/V). A lafin de |’ éution, deux
fractions majeures d’ huiles ont été obtenues : une huile neutre de couleur verdétre et une huile
polaire avec une couleur brune. Le protocole d’extraction des huiles fixes des graines de

Nigella sativa est schématise sur lafigure 10.

Poudre végétale

Extraction au MeOH par soxhlet (4hy——»

Evaporation sous vide (40°C) >

|, Récupération du MeOH

v

Extrait méthanolique

L’ hexane >
Huile totale
Chromatographie sur colonne >
Méthanol/Acétone______, «— Chloroforme
(50 :50, v/v) v
Huile polaire huile neutre

Figure 10 : Différentes étapes d’ extraction des huiles fixes de lagraine de Nigella sativa
(Selon un protocole modifié, Ramadan et Morsel, 2002a).

Calcul de rendement : Le rendement de I’extraction de I'huile totale est exprimé en
pourcentage et calculé selon laformule suivante:
R=PB/PA x 100

R :rendement del huile en %.
PB et PA : sont les poids en grammes de |” huile et des graines, respectivement.
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|.2.2.Etude del’effet desextraitsdela graine de Nigella sativa sur des rats diabétiques
[.2.2.1. Induction du diabéte
A fin d'induire un diabéte avec une glycémie modérée similaire au diabéte de type Il, la
nicotinamide dissoute dans I'eau physiologique (0.9%), a été administrée par voie intra
péritonéale (230mg/kg) aux rats mis a jeun pendant environ 16 heures. La stréptozotocine
dissoute dans de I’eau physiologique (0.9%) a été administrée également par voie intra
péritonéale aprés 15 minutes de I’'injection du nicotinamide avec une dose de (65mg/kg)
(Masiello et al, 1998).
La glycémie des rats a été mesurée apres 72 heures de I’ injection des deux substances
chimiques (stréptozotocine et nicotinamide). Les rats ayant une glycémie dépassant 1g/l sont
considérés comme étant diabétiques et sont sélectionnés pour la suite de |’ étude.

Figure 11 : Injection des substances chimiques par voieintrapéritonéale

[.2.2.2. Répartition des animaux

Les animaux utilisés dans cette étude sont répartis selon I’homogénéité de leur
glycémie en 7 lots expé&imentaux de 7 animaux chacun : (1) diabétiques non traités (DNT),
(1) diabétiques traités par I'huile polaire (DHP), (I11) diabétiques traités par I’ huile totale
(DHT), (1V) diabétiques traités par la métformine (DMET), (V) diabétiques traités par la
thymoquinone (DTHY), (VI) diabétiques traités par I’huile neutre (DHN) et lot de rats
normaux (NOR).

Le groupe de rats diabétiques non traités (DNT) et le groupe de rats normaux (NOR)
constituent les groupes témoins.
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[.2.2.3. Administration des extraits

Les extraits testés dans cette étude ont été solubilisés dans de I’ eau distillée, une golte
de tween a été gjouté aux extraits insolubles afin de préparer des suspensions plus au moins
homogeénes. Apres solubilisation des échantillons, les rats des lots traités par |’ huile totale
(DHT), huile polaire (DHP) et huile neutre (DHN), ont recu quotidiennement un volume de

2ml de la suspension appropriée par voie orae, et avec une dose de 100mg/kg.

Les lots de rats traités par la thymoqguinone (DTHY)) et par la métformine (DMET) ont
recu quotidiennement le méme volume (2ml) de la solution appropriée avec une dose de 25
mg/kg par voie orale.

Les lots de rats non diabétiques, et diabétiques non traités, ont recu uniquement de
I'eau distillée, avec un volume de 2ml. L’administration des traitements a été réalisée
guotidiennement pendant trois semaines.

2009705705

Figure 12 : Administration des extraits par voie orale

[.2.2.4. Prélevements sanguins

Afin de doser les différents parametres biochimiques (glycémie, triglycérides,
cholestérol), des prélévements sanguins ont été effectués par le biais de capillaires
d hématocrites, a partir du sinus rétro - orbital des rats. Ces derniers ont été préalablement mis
ajeun pendant 16 heures au minimum, et juste avant le prélevement sanguin, les animaux sont
anesthésiés par I’ éher diéthylique, sous une cloche en verre.

Ces prélevements ont été réalisés aprés 3 jours de I'induction du diabéte, et apres
chague semaine de traitement pendant toute la durée de I’ expérimentation.

37



Chapitre | Matériel et méthodes

Au cours de chague prélévement, 2 a 3ml du sang est recueilli dans un tube héparinég,
puis centrifugé a 2500 r.p.m pendant 5 minutes. Le plasma obtenu est conservé a2°C jusqu’ a
usage.

.
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Figure 13 : Prélévement du sang par le sinusrétro-orbital

[.2.2.5. Mesure des différents paramétres
1.2.2.5.1. Dosage des parameétres biochimiques
L e dosage des paramétres biochimiques a été effectué a partir du plasma récupéré.

a) Dosage du glucose

La glycémie a éé mesurée par une méthode enzymatique (glucose oxydase), pour
cela, 10ul du plasmaont été gjoutés a 1ml du réactif de dosage de glucose. Le mélange apres
une |égére agitation a été incubé pendant 10 a 15 minutes a température ambiante (16 a 25°C)
avant la lecture de |’absorbance a 505nm par spectrophotométre. La concentration de
I’ échantillon en glucose a été calculée selon laformule suivante :

(A échantillon /A étalon) x C étalon
A : Absorbance, C: Concentration, C éalon= 1g/l

Le glucose présent dans I’ échantillon a été dose selon les réactions couplées décrites

ci-dessous :
Glucose oxydase
Glucose + %20, + H,0O >Acide gluconique + H,O;
Peroxydase
2 H,0; + phénol + 4-AAP > Teinture de quinonéimine + 4 H,O

Le glucose est oxydé par la glucose oxydase en acide gluconique et en peroxyde
d hydrogene. Puis le peroxyde d’ hydrogéne réagit en présence de peroxydase avec le phénol
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et la 4-aminoantipyrine (4-AAP) (oxydation), pour former une teinture de quinonémine

rouge. L’intensité de la couleur obtenue est proportionnelle a la concentration en glucose.

b) Dosage de cholestérol
Le cholestérol plasmatique a été dose par une méthode enzymatique (cholestérol
oxydase). 10ul du plasma ont é&é goutés a 1ml du réactif de dosage de cholestérol, et apres
agitation et incubation a température ambiante (16 a 25°C) pendant 10 a 15 minutes,
I’ absorbance a éé mesurée a 505nm par spectrophotométrie. Le cholestérol a été dosé selon
les réactions suivantes :
Cholestérol-estérase

Ester du cholestérol + H,0O »cholestérol + acide gras
Cholestérol-oxydase
Cholesterol + %2 0O, + H,0 » cholesténone + H,0,
Peroxydase
2 H,0O, + 4-AAP+ phénol » Quinonémine +4 H,O

L’intensité de la coloration de la quinonéimine est proportionnelle a la concentration du
cholestérol dans I’ échantillon. La concentration de I’ échantillon en cholestérol a été calculée
selon laformule suivante:
(A échantillon/A étalon) x C étalon
A : Absorbance, C: Concentration, C éalon=2g/l

c) Dosagedestriglycérides

Les triglycérides plasmatiques ont été également dosés par une méthode enzymatique
(glycérol phosphate oxydase). 10ul du plasma ont été gjoutés a Iml du réactif de dosage des
triglycérides, et apres agitation et incubation & température ambiante (16 a 25°C) pendant 10 a
15 minutes, |’ absorbance a été mesurée par spectrophotomeétrie a 505nm. Les triglycérides

présents dans I’ échantillon ont été dosés selon les réactions couplées décrites ci-dessous :

Lipase
Triglycérides + H,O » dlycérol + acide gras
Glycerol kinase
Glycérol + ATP > glycérol-3-phosphate + ADP
Glycérol -3-p-oxydase
Glycérol-3-phosphate + O, » dihydroxyacétonephosphate + H,O,
Peroxydase =
2 H,0, + 4-aminoantipyrine + 4-Chorophénol "~ Quinonémine + 4 H,O
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L’intensité de la coloration de la quinonémine est proportionnelle a la concentration
des triglycérides dans I’ échantillon. La concentration de I’ échantillon en triglycérides a été
caculée selon laformule suivante : (A échantillon/A étalon) x C éalon

A : Absorbance, C: Concentration, C éalon=2g/l

[.2.2.5.2. Etude de |’ évolution pondérale

L’ évolution pondérale est I'un des paramétres cruciaux qui détermine |'état d'un
diabétique, et en raison d une perte du poids tres considérable qui accompagne |’ apparition de
la maladie, le suivi de la variation pondérae des malades s avére trés important pour se
renseigner de la situation de ces derniers. Pour pouvoir suivre la variation pondérale des
animaux pendant |’ expérimentation, la moyenne du poids de tous les rats a été mesurée avant
I’induction du diabéte. L’ évolution du poids des rats de chaque lot a été mesurée chague

semaine et celajuste aprés I'installation du diabéte.

1.2.2.5.3. Mesure dela quantité del’eau et dela nourriture consommées

La quantité de nourriture et le volume de I’ eau consommeée par les rats s averent deux
parametres essentiels dans |’ étude de I’ évolution du diabéte, pour cela ces deux paramétres
ont éé mesurés quotidiennement pendant deux semaines (2°™ et 3™ semaine de
I’ expérimentation) chez tous les lots de rats. Une quantité de nourriture a été pesée puis
offerte aux rats de chaque lot, et aprés 24 heures, la quantité de nourriture restante a éé
estimée afin de déduire la quantité consommee. Le volume de I’ eau consommeé par chague lot

a été mesuré avec la méme méthode.

[.2.3. Etude de I'effet de I’huile polaire et de I’huile neutre sur la glycémie post
prandiale

Cette expérience a été réalisée afin de tester I'effet de I’huile polaire et de I’huile
neutre sur la glycémie post-prandiale (aprés prise de I’ aliment). Pour cela deux tests ont été
réalisés ; un test avec solution amidon comme aimentation, afin de déterminer |’ action de nos
échantillons sur les glycosidases intestinales, et un autre test avec solution glucose comme
nourriture, pour tester I’action des extraits sur le transport intestinal du glucose (Li et al.,
2005).
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[.2.3.1. Préparation des extraits

Les extraits ont éé solubilisés dans de I'eau distillée, afin de préparer des doses de
100mg/kg et de 200mg/kg de chaque extrait. Les solutions de I’amidon et du glucose ont été
préparées avec des doses respectivement de 1g/kg et 0.5g/kg (Li et al., 2005).

[.2.3.2. Répartition des animaux

Lors de cette étude, les rats ont é&é mis a jeun pendant au minimum 18 heures, puis
répartis sur 6 groupes de 3 rats chacun :
Groupe 1 : ratstraités par une dose de 100mg/kg de I’ huile polaire (HPOL 100mg/kg)
Groupe 2: rats traités par une dose de 200mg/kg de I'huile polaire (HPOL 200mg/kg)
Groupe 3: rats traités par une dose de 100mg/kg de I"huile neutre (HNEU 100mg/kg)
Groupe 4 : rats traités par une dose de 200mg/kg de I'huile neutre (HNEU 200mg/kQ)
Groupe 5 : ratstraités par une dose de 100mg/kg de I’ acarbose (standard) (aca 100mg/kg).
Groupe6 : rats non traités (NT).

[.2.3.3. Procédé expérimental

a) Etude del’effet desextraits sur les glycosidasesintestinales

Ce test nous a permis de déterminer I'action inhibitrice des extraits testés sur les
glycosidases intestinales. Un prélévement sanguin a été effectué chez tous les groupes de rats
mis a jeun pendant 18 heurs (premier prélévement), a fin de mesurer leurs glycémies initiales
(Go).

Aprés le dosage de glucose a jeun, chaque groupe de rats a regu un volume de 2ml de
solution de |’ extrait approprié par voie orale. Le lot de rats traités par un traitement standard
(acarbose) arecu une dose de (100mg/kg).

Apres 40 minutes de I’administration des extraits, un volume de 2ml de solution
amidon (1g/kg) a éé administré par voie orale aux rats, et 30 minutes aprés, un deuxieme
prélevement sanguin a é&té effectué afin de déterminer laglycémie finae (G,) (Li et al., 2005).

Le groupe des rats non trait€ a recu uniquement 2ml de solution amidon.

b) Etude de I'effet de I’huile polaire et de I'huile neutre sur le transport
intestinal du glucose

Ce test a été rédisé selon la méme méthode que le test précédent, en utilisant la

solution glucose comme aimentation. 1l nous a permis d éudier |’ effet de ces extraits sur le

transport intestinal de glucose.
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[.2.4. Etude del’ effet des extraits étudiés sur I’ a glucosidase in vitro
[.2.4.1. Préparation des solutions
Lasolution de |’ a glucosidase a été préparée en solubilisant cette derniére dans du tampon

phosphate (pH 6,9) et une concentration de 130ug/ml a été préparée. Le substrat de I’ enzyme
(p-nitrophényl a-D-glucopyranoside) a été solubilisé dans le méme tampon, de sorte a obtenir
une solution d’une concentration de 1.9mg/ml. Les extraits ont été solubilisés dans de |’ eau
distillée, et une série de concentration a été préparée par dilutions convenables avec de |’ eau
distillée (1.56mg/ml, 781ug/ml, 390ug/ml, 195ug/ml, 97ug/ml).

[.2.4.2. Procédé expérimental

Une série de tube a essai a été préparée, contenant des concentrations différentes des
extraits éudiés (1.56mg/ml, 781lug/ml, 390ug/ml, 195ug/ml, 97ug/ml). Un volume de
0.250ml de chague tube a éteé prélevé et gouté a 1ml d’ enzyme dans un autre tube a essai, et
les mélanges d’ enzyme et d’ extrait ont été ensuite homogénéisés et incubés a 37°C pendant
15 minutes. Aprés incubation, un volume de 0.250ml de substrat a é&é gouté au mélange
précédent, et une lecture de |’ absorbance a 420nm par spectrophotometre a été effectuée
directement apres |’ addition de substrat. Le témoin utilisé dans cette expérience est la solution
de substrat avec |’ enzyme sans extrait. La lecture effectuée par spectrophotomeétre consiste a
suivre la cinétique de I’ activité enzymatique pendant 5 minutes. Le pourcentage d’inhibition
est calculé selon laloi suivante :

(DO control — DO échantillon) / DO control x 100.

[.3. Analyse statistique

L’ analyse statistique de nos résultats a été réalisée par lelogiciel Statistica5.5.

Les résultats des tests effectués sont exprimés en moyenne + ecartypes.

La comparaison des résultats a été effectuée par |I’anayse de la variance (ANOVA) en se
basant sur letest LSD.

Les valeurs de p<0.05 sont considérées statistiquement significatives.
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II.RESULTATSET DISCUSSION

1.1 Rendement de |’ extraction des huiles des graines de Nigella sativa

I1.1.1 Rendement des grainesen huilefixe

Les graines de Nigella sativa contiennent un taux tres important en huile fixe, compris
entre 39.7% et 52.5%, cela signifie que presque la moitié du poids des graines est constituée
en huile (Ashraf et al, 2006). L’analyse de notre échantillon a révélé un taux d'huile fixe
relativement faible (Figure 14a), compris entre 13% et 20%, contrairement a celui décrit dans
la littérature, et cela revient probablement a la qualité des graines et la région de la récolte,

ainsi que laméthode utilisée pour I’ extraction (Benkaci—Ali et al., 2007).

Durant notre étude nous avons utilisé le méthanol comme solvant pour I’ extraction a
chaud par soxhlet, I’ extrait obtenu est I’ extrait méthanolique. Par contre I’ extraction a chaud
par soxhlet citée dans la littérature est réalisée par |’ hexane, un solvant apolaire qui possede
un puissant pouvoir d extraction des lipides (Al-Gaby 1998; Ramadan et Morsel, 2002a;
Ashraf et al., 2006).

[1.1.2.Teneur en huiles polaires et neutresde |’ huile des graines de Nigella sativa

L'huile fixe des graines de Nigella sativa, comme il a éé cité dans la partie
bibliographique, est constituée de deux fractions majeures; les huiles polaires et les huiles
neutres. Les pourcentages de ces deux fractions varient entre 3% a 4% de lipides polaires et
96% a97% de lipides neutres (Ramadan et Morsel, 2002a).

L’analyse de notre huile totale, obtenue aprés extraction a révélé 4% a 9% de I’ huile
polaire et 90% a 96% de I’ huile neutre (Figur e 14b). Malgré cette différence en pourcentages
par rapport a ce qui est rapporté dans les bibliographies, 1" huile neutre est toujours dominante
avec un taux trés élevé, ce qui montre que I’ huile totale des graines de Nigella sativa est
composée majoritairement de lipides neutres (Ramadan et Morsel, 2002b).

Pendant notre travail, et lors de I’extraction de I'huile par soxhlet, I’ utilisation du
méthanol (solvant polaire), permet d extraire un taux relativement éleveé de I’ huile polaire par
rapport a ce qui a été rapporté par Ramadan et Morsel (2002a), Ashraf et al., (2006); dont
le solvant utilisé est I" hexane.
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Figure 14 : Rendement des graines de Nigella sativa en huilefixe (A) et leur teneur en
huile polaire et neutre (B)

I1.2. Dosage des parametr es biochimiques des animaux

[1.2.1. Evolution dela glycémie

La glycémie, est le paramétre primordial qui nous renseigne sur I’ évolution de I état
d’un sujet diabétique ainsi que I’ efficacité des produits thérapeutiques préconisés. Pour celale
dosage de la concentration de glucose chez les rats étudiés s avere crucial et incontournable.
Les graphes ci-dessous présentent |es résultats de I’ évolution de la glycémie dosee ajeun chez
des rats diabétiques traités pendant trois semaines par quelques extraits des graines de Nigella
sativa.

Sur chague graphique, elles sont représentées les vaeurs de la glycémie des rats des
groupes témoins (diabétiques non traités et rats normaux) afin de pouvoir suivre |’ évolution
de la glycémie du groupe de rats traités par I’ échantillon et estimer I’ efficacité de |’ extrait
étudié. Les fluctuations observées dans |’ évolution des glycémies des groupes témoins sur
chague graphe sont dues a plusieurs causes telles que la durée du jeline des rats qui varie d’un
dosage a I’autre, la différence dans les durées qui séparent les préévements du sang et les
centrifugations, et la physiologie des animaux étudiés qui varie par I’intervention de quelques

facteurs externes.

[1.2.1.1.Evolution dela glycémie chez le groupe deratstraités par I'huile totale

La figure 15 illustre I’évolution de la glycémie chez les rats diabétiques traités par
I"huile totale (100mg/kg/jour) des graines de Nigella sativa. Nous remarquons que la
glycémie des rats traités par |” huile totale diminue aprés une semaine de traitement (de 1.24g/
a 0.83g/l), une diminution de 33%, mais €elle reste relativement élevée par rapport aux
glycémies des rats des groupes témoins (0.83g/l contre 0.93g/l des rats DNT) ce qui nous
laisse penser que laréduction de la glycémie durant cette semaine n’ est pas significative. Vers
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la fin de la deuxieme semaine, la glycémie des rats soumis a ce traitement reste toujours
diminuée, elle est proche de celle des rats normaux (0.89g/I contre 0.86g/I des rats NOR) et
largement faible de celle des rats diabétiques non traités (1.16g/l), ce qui signifie que cette
diminution de glycémie (31%) est significative. La glycémie de ce groupe de rats (DHT),
reste stable et réduite jusqu’ alafin du traitement (0.92g/l).

La diminution de la glycémie chez ce groupe de rats apres une semaine du traitement
par |"huile totale des graines de Nigella sativa est du probablement a la régénération des
cellules B pancréatiques (Kanter et al., 2003). L’huile totale peut agir également par son
action inhibitrice de la néoglucogenése hépatique, ce qui produit une diminution de la
libération du glucose par les hépatocytes (Fararh et al., 2004) et/ou a son action stimulatrice
de la sécrétion de I'insuline par les cellules B pancréatiques (El daly 1994; Fararh et al.,
2002).

Cette huile peut également agir en fournissant des éléments nécessaires au
développement de la cellule B pancréatique (Cu™, Mg™, Ca™) ou bien en réduisant I’ action de

I’insulinase (enzyme qui détruit I'insuline dans le foie) (Bnouham et al., 2002).

Malgré la dose de |’ extrait administrée aux rats dans cette éude (100mg/kg/jour), qui
est plus faible que celle citée dans la bibliographie (400mg/kg/jour) (Fararh et al., 2002,
2004), la glycémie des rats traités reste significativement diminuée pendant les deux dernieres
semaines de traitement. Ce résultat montre que I’ huile totale, des graines de Nigella sativa, est
I’'une des substances qui sont a I’origine de I’ effet antidiabétique de I’ extrait brute de ces
graines rapporté par plusieurs auteurs (Hawsawi et al., 2001; Mai Le et al., 2004 ; Houcher
et al., 2007).

Notre résultat est confirmé par |'étude réalisée par Zaoui et ces collaborateurs
(2002), ou ils ont montré que les huiles fixes de la graine de Nigella sativa réduisent

significativement la glycémie des rats normaux.
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évolution dela glycémie chez les rats DHT
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Figure 15: Evolution dela glycémiechez les ratstraités par I'huile totale (100mg/kg).
(NOR= rats normaux; DNT=diabétiques non traités; DHT= diabétiquestraités par I'huile totale)
Les résultats des tests effectués sont exprimés en moyenne + SD (p<0.05).A,B,C représentent les valeurs de
glycémie du méme dosage pour des groupes différents. Les lettres en majuscule différentes indiquent des valeurs
de glycémies significativement différentes. Les lettres a, b, ¢ représentent I’ évolution de la glycémie du méme
groupe dans le temps. Deux lettres en minuscule différentes désignent des valeurs de glycémie significativement
différentes.

[1.2.1.2. Evolution dela glycémie chez le groupe deratstraités par I’ huile polaire

L’évolution de la glycémie, chez les rats diabétiques traités pendant 3 semaines par
I”huile polaire (100mg/kg/jour) des graines de la Nigella sativa, est représentée par lafigure
16. En comparant |’ évolution de la glycémie de ce groupe de rats avec celles des rats des
groupes témoins, nous remarguons que la glycémie des rats traités par |” huile polaire diminue
apres une semaine de traitement (de 1.26g/l a 0.84g/l), mais reste relativement élevée (0.84g/
contre 0.93g/l pour les rats DNT). Vers la fin de la deuxiéme semaine du traitement, la
glycémie diminue significativement (33%), et atteint une valeur de (0.79g/l) contre (1.16g/l)
chez lesrats DNT.

A lafin de la période du traitement (3°™ semaine), I’ extrait étudié s avére inefficace,
et la glycémie des rats traités augmente a nouveau pour atteindre une valeur relativement
importante, dépassant celle des rats diabétiques non traités (1.14g/l contre 1.04g/l chez les rats
DNT) (Figure 16).

Pendant les deux premieres semaines du traitement, |” huile polaire a montré un certain
effet antidiabétique (Figure 16). Ceci nous laisse penser que cette fraction est probablement
constituée de molécules qui pourraient participer dans la diminution du taux de glucose
sanguin causée par |'huile totale, en agissant probablement sur le pancréas comme

secrétagogue, ou sur les tissus périphériques en augmentant la sensibilité de ces derniers a
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I’action de I'insuline. Les hépatocytes seraient également une cible a cet extrait; en faisant
réduire la néoglucogenése et la libération de glucose dans |e sang.

L’ augmentation de la glycémie a la fin de la troisiéme semaine, signifie I'inefficacité
du traitement pendant cette période. Cela s explique probablement par la faible concentration
utilisée (100mg/kg/jour), ou bien par le stress des animaux qui fait augmenter leur glycémie
(Houcher et al., 2007).

évolution de la glycémie chez les rats DHP
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Figure 16 : Evolution dela glycémiechez lesratstraités par I'huile polaire (100mg/kg).
(NOR=rats nor maux; DNT=diabétiques non traités, DHP= diabétiquestraités par I'huile polair€)
Les résultats des tests effectués sont exprimés en moyenne = SD (p<0.05).A,B,C représentent les valeurs de
glycémie du méme dosage pour des groupes différents. Les lettres en majuscule différentes indiquent des valeurs
de glycémies significativement différentes. Les lettres a, b, ¢ représentent I’ évolution de la glycémie du méme
groupe dans le temps. Deux lettres en minuscule différentes désignent des valeurs de glycémie significativement
différentes.

[1.2.1.3. Evolution dela glycémie chez le groupe deratstraités par I’ huile neutre

Nous avons constaté que la glycémie des rats diabétiques traités par |”huile neutre,
avec une dose de 100mg/kg/jour, diminue aprés une semaine du traitement (de 1.03g/l a
0.87g/l) mais reste relativement élevée (0.87g/l contre 0.93g/l chez les rats DNT), et devient
relativement faible (0.82g/I contre 1.16¢g/l chez les DNT et 0.86g/l pour les rats NOR ) apres
la deuxieme semaine du traitement, avec une réduction significative de 20%. La glycémie de
ce groupe de rats, remonte a nouveau vers la fin de traitement (0.90g/I contre 1.04g/I chez les
rats DNT).

Cette huile apparait plus active que I'huile polaire, en raison de la stabilité de la
glycémie observée durant le traitement, ce qui signifie que cette fraction de I’ huile totale, est
I’'une des fractions de I’extrait brute de la graine de Nigella sativa impliquée dans la

diminution du taux de glucose sanguin, et cela peut se produire par plusieurs actions telles que
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I’inhibition de la néoglucogenese hépatique, sensibilisation des tissus périphériques al’ action
de I'insuline, stimulation de la sécrétion de I'insuline et la régénération des cellules B
pancréatiques. L’effet hypoglycémiant de I'extrait brute de la graine de Nigella sativa,
démontré par plusieurs chercheurs (Hawsawi et al., 2001 ; Mai Le et al., 2004) peut étre du a

ces deux fractions de |’ huile totale (neutre et polaire).

évolution de la glycémie chez les rats DHN

glycémie (g/l)

. Aa

14 1 Aab
L2 7 Blga AcAD A

1 - Bb g, = DNT
0,8 - Ch Bb = m DHN
06 - I I NOR
04 -
02 -

0 1 2

temps (semaines)

1,6
ABab
bc
Ba
3

Figure 17 : Evolution dela glycémie chez lesratstraités par I’ huile neutre (100mg/kg).
(NOR=rats normaux; DNT=diabétiques non traités; DHN= diabétiquestraités par I'huile neutre)

Les résultats des tests effectués sont exprimés en moyenne = SD (p<0.05).A,B,C représentent les valeurs de

glycémie du méme dosage pour des groupes différents. Les lettres en majuscul e différentes indiquent des valeurs

de glycémies significativement différentes. Les lettres a, b, ¢ représentent I’ évolution de la glycémie du méme

groupe dans le temps. Deux lettres en minuscule différentes désignent des valeurs de glycémie significativement

différentes.

[1.2.1.4. Evolution dela glycémie chez lesratstraités par la métformine

Dans ce groupe et par homogénéité glycémique, nous avons regroupe les rats ayant
des glycémies importantes, qui varient entre 2g/l a 3g/l, suite a l'induction du diabéte par la
STZ. Lamétformine est un antidiabétique oral, de la classe des biguanides, préconisé dans le
traitement du diabéte de type 2 comme un anti-hyperglycémiant, il agit en diminuant la
néoglucogenese hépatique et en augmentant la sensibilité des tissus périphériques a I’ action
del’insuline (Scheen, 2007).

Pendant notre expérimentation, le traitement des rats diabétiques par la métformine
(25mg/kg/J, pendant trois semaines) n'a montré aucun effet significatif sur la glycémie des
rats, qui reste élevée durant toute la durée du traitement, en atteignant son maximum vers la
fin de la période du traitement (3.06g/l) (Figure 18), cela s explique par I’ éat physiologique

des rats, dont la quasi-totalité de leurs pancréas est détruite par la stréptozotocine, induisant
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ains une hypo insulinémie sévere et un tres faible contréle glycémique. Suite a ce déficit
absolu en insuline, la métformine demeure inefficace, malgré son action inhibitrice sur la

néoglucogenése hépatique, ¢’ est le cas du diabéte de type 1.
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Figure 18 : Evolution dela glycémie chez desratstraités par la métformine (25mg/kg).
(NOR=rats normaux; DNT=diabétiques non traités, DM ET= diabétiquestraités par la métfor mine)
Les résultats des tests effectués sont exprimés en moyenne + SD (p<0.05).A,B,C représentent les valeurs de
glycémie du méme dosage pour des groupes différents. Les lettres en majuscul e différentes indiquent des valeurs
de glycémies significativement différentes. Les lettres a, b, ¢ représentent I’ évolution de la glycémie du méme
groupe dans le temps. Deux lettres en minuscule différentes désignent des valeurs de glycémie significativement

différentes.

[1.2.1.5. Evolution dela glycémie chez lesratstraités par la thymoquinone

La thymoquinone est I’une des molécules les plus actives de la graine de Nigella
sativa, €lle possede plusieurs effets thérapeutiques tels que |'effet anti-inflammatoire
(Hajhashemi et al, 2004), anticancéreux (Gali-muhtasib et al, 2006) et |’ effet antiallergique
(El Gazzar et al, 2006).

Ici nous nous sommes intéressés al’ effet antidiabétique de cette molécule, les résultats
obtenus sont représentés par la Figure 19. Nous constatons d'aprés cette figure, que la
glycémie des rats traités par la thymoquinone, dose de 25mg/kg, atteint son maximum vers la
fin de la premiére semaine du traitement avec une valeur de 1.85¢/I, dépassant largement celle
des rats DNT (0.93g/l), ensuite elle diminue vers la fin de la deuxiéme semaine pour prendre
une valeur de 1.21g/1, et continue a diminuer jusgu'a la fin de la période du traitement, mais
reste relativement éevée (1.03g/l contre 1.04g/I pour DNT et 0.76g/| pour NOR).
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Au cours des deux derniéres semaines du traitement, la glycémie des rats traités par la
thymoquinone reste moins importante par rapport a la premiére semaine, mais relativement
élevée, en comparant celle-ci avec la glycémie des rats diabétiques non traités. Il a éé
rapporté par Fararh et ses collaborateurs (2005), gu’une administration quotidienne de
50mg/kg de thymoquinone par voie orale aux rats diabétiques, réduit significativement la
néoglucogenése et la production hépatique de glucose, ce qui provogue une diminution du
taux de glucose plasmatique. |ls ont gjouté que cette action peut étre due ala suppression dela
synthése des enzymes intervenant dans la néoglucogenése telles que la phospho-enol -pyruvate

carboxykinase, glucose-6-phosphatase et 1a fructose-1,6-bi sphosphatase.

La protection des cellules B pancréatiques contre le stress oxydatif et le maintien de
son fonctionnement par la thymoquinone peut étre la cause de I’ effet antidiabétique de cette
derniere (EI-M ahmoudy et al., 2005).

Durant notre étude, le traitement des rats diabétiques par la thymoquinone n’'a pas
réduit leur glycémie, cela revient probablement a la dose administrée (25mg/kg/J, pendant 3
semaines), qui est largement faible par rapport a celle citée dans les références (50mg/kg/J)
(Fararh et al., 2005).
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Figure 19 : Effet delathymoquinone (25 mg/kg) sur la glycémiedesrats diabétiques.
(NOR=rats normaux; DNT=diabétiques non traités; DTHY = diabétiquestraités par la thymoquinone)
Les résultats des tests effectués sont exprimés en moyenne = SD (p<0.05).A,B,C représentent les valeurs de
glycémie du méme dosage pour des groupes différents. Les lettres en majuscul e différentes indiquent des valeurs
de glycémies significativement différentes. Les lettres a, b, ¢ représentent I’ évolution de la glycémie du méme
groupe dans le temps. Deux lettres en minuscule différentes désignent des valeurs de glycémie significativement

différentes.
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[1.2.2. Evolution de la concentration du cholestérol plasmatique

La cholestérolémie est |’ un des parametres biochimique qui varie en fonction de I’ état
physiologique de I'individu (obésité, diabete, syndromes métabolique...), dans le cas du
diabéte, la mesure du taux de cholestérol sanguin peut nous renseigner de |’ éat de malade, car
sa concentration augmente avec la diminution de I’insulinémie (Hennen, 2001). Lesfigures
20 a 24 illustrent la variation de la concentration du cholestérol dosée a jeun, pendant 3
semaines chez les rats diabétiques traités, par rapport ala cholestérolémie des rats des groupes
témoins (non diabétiques et diabétiques non traités).

[1.2.2.1. Evolution dela cholestérolémie desratstraités par I’huile totale

En comparant avec les groupes témoins (DNT, NOR), dont leurs cholestérolémie est
relativement stable et élevée pendant les deux derniéres semaines de traitement, le groupe de
rats traités par I'huile totale (DHT), présente une augmentation significative dans la
concentration de cholestérol plasmatique entre la premiere et la deuxiéme semaine de
traitement (de 0.67g/l a 0.91g/l), comme il est élucidé sur la figure 20, puis €le diminue
significativement versla fin de |’ expérimentation (0.75g/1).

L’ effet de I"huile totale sur la diminution du taux de cholestérol plasmatique, revient
peut étre a sa stimulation de la sécrétion de I'insuline (figure 20), qui favorise le catabolisme
des LDL (low density lipoprotein) en augmentant |’ activité des LDL récepteurs localisés sur
les hépatocytes (70%) et sur les autres cellules de I’ organisme (30%), diminuant ains la
libération du cholestérol libre dans le sang (Verges, 2007) ; I'insuline 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

(HDL), ce qui favorise la diminution de sa concentration plasmatique (Arii et al., 1997).

L’huile totale, peut également activer certaines enzymes qui interviennent dans la
diminution de taux de cholestérol plasmatique, telles que : laLCAT, LPL (lipoprotéine lipase)
et laLP (lipase pancréatique). |l aété rapporté que I’ extrait brut des graines de Nigella sativa
contient des composés reduisant e cholestérol plasmatique (Mai Le et al., 2004). De méme
I”huile fixe de ses graines réduit significativement la concentration de cholestérol plasmatique
chez les rats normaux (Zaoui et al., 2002). L’action de I’ huile totale sur la réduction de la
cholestérolémie, peut étre attribuée aux acides gras mono-insaturés, qui constituent en
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majorité cette huile ; ces acides gras inhibent la synthése de cholestérol par les hépatocytes
(AL-Beitawi et al., 2009).
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Figure 20 : Evolution dela cholestérolémie chez lesratstraités par I’ huile totale (100mg/kg).
(NOR= rats normaux; DNT=diabétiques non traités;, DHT= diabétiquestraités par I'huile totale)
Les résultats des tests effectués sont exprimés en moyenne + SD (p<0.05).A,B,C représentent les valeurs de
cholestérolémie du méme dosage pour des groupes différents. Les lettres en majuscule différentes indiquent des
valeurs de cholestérolémie significativement différentes. Les lettres a, b, ¢ représentent I’évolution de la
cholestérolémie du méme groupe dans le temps. Deux lettres en minuscule différentes désignent des valeurs de
cholestérol émie significativement différentes.

[1.2.2.2. Evolution de la cholestérolémie desratstraités par I’ huile polaire

La figure 21 montre gque la cholestérolémie des rats diabétiques traités par I’ huile
polaire (DHP) augmente significativement entre la premiére et la deuxiéme semaine de
traitement (de 0.75¢/l a 0.99¢/l), et reste presgque stable jusqu'a la fin de I’ expérience. Cette
fraction del’huile totale, n’a pas d’ effet sur laréduction du taux de cholestérol plasmatique.
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Figure 21 : Evolution dela cholestérolémie chez lesrats traités par |” huile polaire (100mg/kg).
(NOR= rats normaux; DNT=diabétiques non traités; DHP= diabétiquestraités par I'huile polaire)
Les résultats des tests effectués sont exprimés en moyenne + SD (p<0.05).A,B,C représentent les valeurs de
cholestérolémie du méme dosage pour des groupes différents. Les lettres en majuscule différentes indiquent des
valeurs de cholestérolémie significativement différentes. Les lettres a, b, ¢ représentent I’évolution de la
cholestérolémie du méme groupe dans le temps. Deux lettres en minuscule différentes désignent des valeurs de
cholestérol émie significativement différentes.

[1.2.2.3. Evolution dela cholestérolémie desratstraités par I’ huile neutre

L’ effet de I’huile neutre sur la concentration de cholestérol plasmatique des rats
diabétiques est représenté sur la figure 22. Nous constatons d’ apres cette figure que cette
fraction diminue significativement la cholestérolémie vers la fin du traitement (de 0.97g/l a
0.81g/l), ce qui nous laisse penser que cette fraction contribue dans la réduction de taux de
cholestérol observée avec I'huile totale (Figure 20). Cette huile neutre peut diminuer la
cholestérolémie, en exercant probablement les mémes actions que |’ huile totale (origine de
I"action de I'huile totale). L’ effet synergique de | huile polaire et de |’ huile neutre peut étre
également al’origine de |’ action de |’ huile totale.
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Figure 22 : Evolution dela cholestérolémie chez lesratstraités par I"huile neutre (100mg/kg).
(NOR=rats normaux; DNT=diabétiques non traités; DHN= diabétiquestraités par I'huile neutre)
Les résultats des tests effectués sont exprimés en moyenne = SD (p<0.05).A,B,C représentent les valeurs de
cholestérolémie du méme dosage pour des groupes différents. Les lettres en majuscule différentes indiquent des
valeurs de cholestérolémie significativement différentes. Les lettres a, b, ¢ représentent I’évolution de la
cholestérolémie du méme groupe dans le temps. Deux lettres en minuscule différentes désignent des valeurs de
cholestérolémie significativement différentes.

53



Chapitrel | Résultats et discussion

[1.2.2.4. Evolution dela cholestérolémie desratstraités par la métformine

Sur la figure 23, nous remarquons que le groupe de rats traité par la métformine
(DMET) présente une augmentation significative dans la concentration de cholestérol entrela
premiere et la deuxieme semaine de traitement (de 0.63g/I a0.85¢/l), puis diminue |égéerement
alafin de I’ expérience. Ce groupe de rats ne présente pas de diminution significative dans la
cholestérolémie, en raison de sa glycémie franche observée pendant cette période, et qui est
induite par une carence sévére en insuline (figure 18).

évolution de choléstérolémie chez les rats DMET
1.2 -

1 .

Aa Aa

.8 - Cab 1
0.8 Ab a
06 - W DNT
) mDMET
0.4 +
0.2

0

temps {semalnes}

cholestérol (g/1)

Figure 23 : Evolution dela cholestérolémie chez lesratstraités par la méformine (25mg/kg).
(NOR= rats normaux; DNT=diabétiques non traités, DHT= diabétiquestraités par la métformine)
Les résultats des tests effectués sont exprimés en moyenne = SD (p<0.05).A,B,C représentent les valeurs de
cholestérolémie du méme dosage pour des groupes différents. Les lettres en majuscule différentes indiquent des
valeurs de cholestérolémie significativement différentes. Les lettres a, b, ¢ représentent I’évolution de la
cholestérolémie du méme groupe dans le temps. Deux lettres en minuscule différentes désignent des valeurs de
cholestérol émie significativement différentes.

[1.2.2.5. Evolution dela cholestérolémie desratstraités par la thymoquinone

Le groupe de rats diabétiques traités par la thymoquinone (figure 20) présente une
concentration faible en cholestérol plasmatique aprés une semaine de traitement (0.57g/l), une
augmentation significative de la cholestérolémie est notée apres deux semaines (0.92g/l), puis
diminue significativement vers la fin de traitement (0.76g/l). La thymoquinone n’ a pas montré
d effet significatif sur la réduction de la cholestérolémie, probablement en raison du déficit
insulinique présenté par ce groupe de rats (figure 19).
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Figure 24 : Evolution dela cholestérolémie chez lesratstraités par lathymoquinone (25mg/kg).
(NOR= rats normaux; DNT=diabétiques non traités; DTHY = diabétiquestraités par la thymoquinone)
Les résultats des tests effectués sont exprimés en moyenne + SD (p<0.05).A,B,C représentent les valeurs de
cholestérolémie du méme dosage pour des groupes différents. Les lettres en majuscule différentes indiquent des
valeurs de cholestérolémie significativement différentes. Les lettres a, b, ¢ représentent I’évolution de la
cholestérolémie du méme groupe dans le temps. Deux lettres en minuscule différentes désignent des valeurs de

cholestérol émie significativement différentes.

[1.2.3. Evolution dela concentration destriglycérides

La concentration des triglycérides plasmatiques, est I’ un des parameétres biochimiques
étudiés au cours de notre travail. Ce paramétre qui correle négativement avec la concentration
de I'insuline plasmatique (Devos, 2008), nous permet de suivre I'évolution de I'état
physiologique des rats diabétiques étudiés, ains que |'effet thérapeutique de I’ extrait
administré. Les figures 25 a 29 ci-dessous, montrent I’ effet des différents extraits testés sur
I’évolution de la concentration des triglycérides plasmatiques pendant la période de

traitement.

[1.2.3.1. Evolution de la concentration des triglycérides plasmatiques des rats
traités par |’huiletotale

Nous constatons d’ apres la figure 25, que les rats diabétiques traités par |’ huile totale

ne présente pas de variation significative dans leur triglyceridemie, et cela durant toute la

période de traitement, de méme pour les groupes témoins (diabétiques non traités et non

diabétiques). Cette huile n"a pas montré d’ effet significatif sur la réduction des triglycérides

plasmatiques.
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Figure 25 : Evolution dela concentration destriglycérides plasmatiques chez lesrats diabétiques
traités par I’ huiletotale (100mg/kg).
(NOR= rats normaux; DNT=diabétiques non traités; DHT= diabétiquestraités par I'huile totale)

Les résultats des tests effectués sont exprimés en moyenne + SD (p<0.05).A,B,C représentent les valeurs de
triglyceridémie du méme dosage pour des groupes différents. Les lettres en majuscule différentes indiquent des
valeurs de triglyceridémie significativement différentes. Les lettres a, b, ¢ représentent I'évolution de la
triglyceridémie du méme groupe dans le temps. Deux lettres en minuscule différentes désignent des valeurs de
triglyceridémie significativement différentes.

11.2.3.2. Evolution de la concentration des triglycérides plasmatiques des rats
traités par |I’huile polaire

Le groupe de rats diabétiques traités par I'huile polaire (figure 26), présente une
concentration importante de triglycérides plasmatique aprés une semaine de traitement
(1.25g/1), cette concentration diminue significativement a la fin de la deuxiéme semaine
(0.86g/l) avec une réduction de 31%, et présente une légere augmentation vers la fin de
traitement. En comparant la concentration des triglycérides plasmatiques de ce groupe de rats
avec celle des groupes témoins, nous constatons que cette fraction n’agit pas sur le taux des
triglycérides plasmatiques.
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Figure 26 : Evolution dela concentration destriglycérides plasmatiques chez lesrats diabétiques
traités par I"huile polaire (100mg/kg).
(NOR=rats normaux; DNT=diabétiques non traités, DHP= diabétiquestraités par I'huile polaire)

Les résultats des tests effectués sont exprimés en moyenne + SD (p<0.05).A,B,C représentent les valeurs de
triglyceridémie du méme dosage pour des groupes différents. Les lettres en majuscule différentes indiquent des
valeurs de triglyceridémie significativement différentes. Les lettres a, b, ¢ représentent I'évolution de la
triglyceridémie du méme groupe dans le temps. Deux lettres en minuscule différentes désignent des valeurs de
triglyceridémie significativement différentes.

[1.2.3.3. Evolution de la concentration des triglycérides plasmatiques des rats
traitéspar |I"huile neutre

L’ évolution de latriglyceridemie des rats traités par I’ huile neutre est représentée sur

lafigure 27. Nous constatons d’ apres cette figure que cette fraction de I’ huile de la graine de

Nigella sativa ne réduit pas ce paramétre.

Nous pouvons conclure que les huiles fixes de la graine de Nigella sativa que nous
avons testé durant notre étude (huile totale, huile neutre, huile polaire), n’ont pas montré
d effet significatif sur la triglyceridemie des rats diabétiques, a la différence de ce qui est
rapporté par certains chercheurs (Zaoui et al., 2002, Mai Le et al., 2004, AL -Beitawi et al.,
2009), ou ils ont montré que les huiles fixes de la graine de Nigella sativa réduisent

significativement le taux des triglyceérides plasmatiques.

57



Chapitrel | Résultats et discussion

évolution de la concentration de triglycérides chez les rats
DHN
1,5
= I Aa A
= " d Aa m DNT
3 I B DHN
g NOR
Do 05 4
’ s (semaines)
temps {semaines
2 3

Figure 27 : Evolution dela concentration destriglycérides plasmatiques chez lesrats diabétiques
traités par I’ huile neutre (100mg/kg).
(NOR=rats normaux; DNT=diabétiques non traités; DHN= diabétiquestraités par I'huile neutre)

Les résultats des tests effectués sont exprimés en moyenne = SD (p<0.05).A,B,C représentent les valeurs de
triglyceridémie du méme dosage pour des groupes différents. Les lettres en majuscule différentes indiquent des
valeurs de triglyceridémie significativement différentes. Les lettres a, b, ¢ représentent I’évolution de la
triglyceridémie du méme groupe dans le temps. Deux |ettres en minuscule différentes désignent des valeurs de
triglyceridémie significativement différentes.

[1.2.3.4. Evolution de la concentration des triglycérides plasmatiques des rats
traités par la métformine

L’ augmentation du taux des triglycérides plasmatiques apparait trés significative chez

le groupe de rats traités par la métformine (figure 28), et cela durant toute la période de

traitement ; (0.6g/l) aprés une semaine, (1.15g/1) aprés 2 semaines et (1.48g/l) apres 3

semaines de traitement.

L’importante augmentation de la triglyceridemie chez le groupe de rats traité par la
métformine, s explique par le déficit quasi-absolu en insuline chez ce groupe (figure 18). Le
réle de I'insuline dans le métabolisme des lipides et des lipoprotéines est crucial, elle favorise
le stockage des lipides dans les cellules et empéche |a libération des triglycérides et des acides
gras libres dans le plasma, en inhibant les lipases hormonosensibles ; elle active également
les lipoproténes lipases dont le role est I"hydrolyse des triglycérides liés aux lipoprotéines
(Verges, 2007).
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Figure 28 : Evolution dela concentration destriglycérides plasmatiques chez lesrats diabétiques
traités par la métformine(25mg/kg).

(NOR= rats normaux; DNT=diabétiques non traités; DMET: diabétiquestraitéspar la métfor mine)
Les résultats des tests effectués sont exprimés en moyenne + SD (p<0.05).A,B,C représentent les valeurs de
triglyceridémie du méme dosage pour des groupes différents. Les lettres en majuscule différentes indiquent des
valeurs de triglyceridémie significativement différentes. Les lettres a, b, ¢ représentent I’évolution de la
triglyceridémie du méme groupe dans le temps. Deux lettres en minuscule différentes désignent des valeurs de
triglyceridémie significativement différentes.

[1.2.3.5. Evolution de la concentration des triglycérides plasmatiques des rats
traités par lathymoquinone

La figure 29 montre I'effet de la thymoquinone sur la triglyceridemie des rats

diabétiques. Nous remarquons que la concentration des triglycérides plasmatiques diminue

significativement aprés 2 semaines de traitement sous I’ effet de la thymoquinone (0.99¢g/l a

0.63g/1), une réduction de 34%, et augmente |égérement pendant la 3°™ semaine.

AL -Beitawi et ses collaborateurs (2009) ont rapporté que I’ effet de I’ extrait brut des
graines de Nigella sativa sur la réduction de la triglyceridemie peut étre attribué a la
thymoquinone. Durant notre étude, cet effet est observé uniquement aprés la deuxieme

semaine de traitement, puis disparait alafin de |’ expérimentation.
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Figure 29 : Evolution dela concentration destriglycérides plasmatiques chez lesrats diabétiques
traités par la thymoquinone (25mg/kg).

(NOR=rats normaux; DNT=diabétiques non traités; DTHY = diabétiquestraités par la thymoquinone)
Les résultats des tests effectués sont exprimés en moyenne = SD (p<0.05).A,B,C représentent les valeurs de
triglyceridémie du méme dosage pour des groupes différents. Les lettres en majuscule différentes indiquent des
valeurs de triglyceridémie significativement différentes. Les lettres a, b, ¢ représentent I’évolution de la
triglyceridémie du méme groupe dans le temps. Deux lettres en minuscule différentes désignent des valeurs de
triglyceridémie significativement différentes.

[1.3. Evolution pondérale

L'un des paramétres auquel nous nous sommes intéressés durant notre travail, est
I’évolution pondérale des rats étudiés. Ce parametre est en relation directe avec
I”hyperglycémie. En fait I’ apparition du diabéte s'accompagne souvent d’un amaigrissement
et perte considérable du poids, notamment dans le cas du diabete de type 1 (Hennen, 2001).
Le déficit en insuline est la cause principale de cette perte du poids, en raison des actions
gu’ elle exerce sur le métabolisme lipidique (activation de la lipogenése et inhibition de la
lipolyse) et glucidique (activation de la glycolyse et inhibition de la néoglucogenése) (Bouglé
et Annane, 2009). Les figures 30 a 34 éucident I’évolution pondérale des rats étudiés
pendant toute la période de traitement. Nous constatons que le poids du groupe des rats non
diabétiques (NOR), reste presque stable durant toute la période du traitement (191+10g, 195+
159, 197+11g ,192+9q), tandis que celui du groupe des rats diabétiques non traités (DNT),
augmente légerement apres une semaine de I'induction de diabete (201+7g, 209+11g),une
diminution non significative de poids est observée apres la deuxieme semaine de traitement
(209+11g a 203+13g), puis il diminue significativement vers la fin de la troisiéme semaine
(de 209+15g & 186+12q).
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[1.3.1. Evolution du poids desrats diabétiquestraités par |’huiletotale

La figure 30 montre que les rats diabétiques traités par |'huile totale (DHT),
présentent une stabilité dans leurs poids durant les 3 semaines du traitement (191+10g,
192+10g, 201+13g, 204+179).
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Figure 30 : Evolution pondérale desrats diabétiquestraités par |I'huiletotale (L00mg/kg).
Les résultats des tests effectués sont exprimés en moyenne + SD (p<0.05).A,B,C représentent les valeurs du
poids de la méme mesure pour des groupes différents. Les lettres en majuscule différentes indiquent des valeurs
du poids significativement différentes. Leslettres a, b, ¢ représentent I’ évolution du poids du méme groupe dans
le temps. Deux lettres en minuscule différentes désignent des valeurs du poids significativement différentes.

[1.3.2. Evolution du poids desrats diabétiquestraités par |'huile polaire

Les rats traités par |"huile polaire (DHP), montrent presque la méme évolution
pondérale (figure 31) que celle des rats traités par |'huile totale, (198+10g ,195+19q,
203+20g, 210+19g).
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Figure 31 : Evolution pondérale desrats diabétiquestraités par I’ huile polaire (100mg/kg).

(NOR= rats normaux; DNT=diabétiques non traités; DHP= diabétiquestraités par I'huile polaire)
Les résultats des tests effectués sont exprimés en moyenne + SD (p<0.05).A,B,C représentent les valeurs du
poids de la méme mesure pour des groupes différents. Les lettres en majuscule différentes indiquent des valeurs
du poids significativement différentes. Les lettres a, b, ¢ représentent I’ évolution du poids du méme groupe dans
le temps. Deux lettres en minuscule différentes désignent des valeurs du poids significativement différentes.
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[1.3.3. Evolution du poids desratsdiabétiquestraités par |’ huile neutre

Les rats diabétiques soumis a un traitement par | huile neutre (DHN), montrent une
évolution pondérale similaire a celle observée chez les groupes traités par |'huile totale et
polaire (191+10g, 189+15g, 201+16g, 207+179) (Figure 32).
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Figure 32 : Evolution pondérale desrats diabétiquestraités par |’ huile neutre (100mg/kg).
(NOR=rats normaux; DNT=diabétiques non traités; DHN= diabétiquestraités par I'huile neutre)
Les résultats des tests effectués sont exprimés en moyenne + SD (p<0.05).A,B,C représentent les valeurs du
poids de la méme mesure pour des groupes différents. Les lettres en majuscule différentes indiquent des valeurs
du poids significativement différentes. Leslettres a, b, ¢ représentent I’ évolution du poids du méme groupe dans
le temps. Deux lettres en minuscule différentes désignent des valeurs du poids significativement différentes.

Tous les groupes de rats soumis a un traitement par les huiles fixes des graines de
Nigella sativa (huile totale, huile polaire et I’ huile neutre), présentent une stabilité, voire une
légere diminution, du poids pendant la premiére semaine du traitement, puis le poids
augmente légerement pendant les deux dernieres semaines. Cela peut étre du au
rétablissement des activités métaboliques (métabolisme lipidique et glucidique) des rats, et/ou
a la richesse de ces huiles fixes en acides gras qui servent de substrats pour la lipogenése.
Notons que I'huile fixe de ces graines est utilisée dans certains pays comme complément
alimentaire (Ghedira, 2006).

Certains chercheurs (Zaoui et al., 2002 ; Mai Le et al., 2004,) ont montré que I’ huile
fixe de la graine de Nigella sativa normalise le poids des rats normaux (non diabétiques), qui
ont tendance a devenir obéses. |l a été également rapporté que I’ extrait brut de la graine de
Nigella sativa réduit le poids des rats obéses non diabétiques (Labhal et al., 1999).

Contrairement a ce qui est rapporté par ces auteurs, I’ huile fixe de la graine de Nigella

sativa testée durant notre éude a amélioré le poids des rats diabétiques, cela revient
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probablement a la différence des éats physiologiques des animaux étudiés, dont les rats
diabétiques perdent constamment leurs poids en réponse a la diminution de I’ oxydation de
glucose, ce qui fait que I'huile administrée aux rats diabétiques compense les pertes
energéetiques (lipolyse) et les rats retrouvent plus au moins leurs poids. L’améioration de la
secrétion de I'insuline par ces huiles, ainsi que ces actions, peuvent étre également des

arguments explicatifs de nos résultats.

[1.3.4. Evolution du poids desratsdiabétiquestraités par lathymoquinone

Le poids des rats diabétiques traités par la thymoquinone (DTHY), présenté sur la
figure 33, reste relativement stable aprés une semaine du traitement (197+9g a 203+17g), et
diminue significativement durant les deux dernieres semaines du traitement
(203+179g, 191+£19qg, 173+24g). Ladiminution du poids des rats traités par la thymoquinone,
marquée durant les deux derniéres semaines du traitement, est probablement le résultat d’une
prise aimentaire plus au moins réduite (Figure 39) associée a une hyperglycémie

relativement sévére (Figur e 19) observées chez ce groupe de rats.
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Figure 33: Evolution pondérale desrats diabétiquestraités par lathymoquinone (25mg/kg).
(NOR= rats normaux; DNT=diabétiques non traités; DTHY = diabétiquestraités par la thymoquinone)
Les résultats des tests effectués sont exprimés en moyenne + SD (p<0.05).A,B,C représentent les valeurs du
poids de la méme mesure pour des groupes différents. Les lettres en majuscule différentes indiquent des valeurs
du poids significativement différentes. Leslettres a, b, ¢ représentent I’ évolution du poids du méme groupe dans

le temps. Deux lettres en minuscule différentes désignent des valeurs du poids significativement différentes.
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[1.3.5. Evolution du poids desrats diabétiquestraités par la métformine

La figure 34 représente I’évolution pondérale des rats diabétiques traités par la
métformine (DMET). Nous remarquons que le poids de ce groupe est le plus faible par
rapport aux autres groupes, et reste constant durant toute la période du traitement malgré la
prise alimentaire importante observée chez ce groupe (172+13g, 154+26¢, 167+369, 158+7Q).
La destruction quasi-totale du pancréas, qui provoque une hypo-insulinémie sévere, est la
cause principale de cette perte du poids. En faite, la lipolyse s accélere pour compenser le
besoin des cellules en énergie, qui est assurée en partie par I’ oxydation de glucose (Bouglé et
Annane, 2009).
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Figure 34: Evolution pondérale desrats diabétiquestraités par la métfor mine (25mg/kg).
(NOR=rats normaux; DNT=diabétiques non traités, DM ET= diabétiquestraités par la metfor mine)
Les résultats des tests effectués sont exprimés en moyenne + SD (p<0.05).A,B,C représentent les valeurs du
poids de la méme mesure pour des groupes différents. Les lettres en majuscule différentes indiquent des valeurs
du poids significativement différentes. Leslettres a, b, ¢ représentent I’ évolution du poids du méme groupe dans

le temps. Deux lettres en minuscule différentes désignent des valeurs du poids significativement différentes.

[1.4. Quantité de la nourriture consommée par lesrats

La quantité de la nourriture consommée par les rats étudiés est I'un des parametres
mesurés durant notre travail, en fait la polyphagie constitue un symptéme majeur du diabéte.
Ce parametre nous renseigne essentiellement sur le rétablissement de la sécrétion de I’insuline
ains que le degré de I'utilisation de glucose par les cellules. En raison d'une utilisation
réduite de glucose par les cellules, lors d'une carence aigue en insuling, ainsi que son
élimination via les tubules rénaux, I’apport d’ aimentation augmente pour compenser le

manque d’ énergie (Bouglé et Annane, 2009). Les graphes des figures 35 a 39 représentent la
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guantité de la nourriture consommeée chague deux jour par les rats étudiés au cours de la

deuxiéme et latroisieme semaine de I’ expérimentation.

I1.4.1.Quantité de la nourriture consommeée par les rats diabétiques traités par

les huiles fixes des graines de la Nigella sativa
Les trois figures ci-aprés, représentent |’évolution quotidienne de la quantité de
nourriture consommeée par les rats traités par I'huile totale (Figure 35), I'huile polaire
(Figure 36) et I’huile neutre (Figure 37) de la graine de la Nigella sativa. Nous constatons
d’apres ces figures, qu'il n’existe pas de différence prononcée dans la quantité de nourriture
consommeée entre les rats des groupes témoins, et les rats des groupes traités par les fractions

de !’ huile fixe des graines de Nigella sativa.

Ces résultats montrent que les rats témoins et les rats diabétiques, traités par les huiles
fixes des graines de Nigella sativa, ne présentent pas de polyphagie durant cette période du
traitement. Cela s explique probablement par |I' hyperglycémie modérée observée chez ces
rats. Le glucose est maintenu dans le sang jusqu’ a son utilisation, malgré son oxydation lente
par les cellules, et cela, en raison de sa concentration plasmatique qui n’a pas encore atteint le
seuil rénal, ou il sera @iminé dans les urines. L’ élimination de glucose via les tubules rénaux,
provoque un gaspillage d'énergie, ce qui se traduit par un besoin excessif de I'apport de
nourriture (polyphagie) (Perlemuter et al., 2000).
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Figure 35 : Quantité de nourriture consommée par lesrats diabétiquestraités par I’huiletotale
(100mg/kQ).
(NOR=rats normaux; DNT=diabétiques non traités; DHT= diabétiquestraités par I'huiletotale)
Les résultats des tests effectués sont exprimés en moyenne + D.
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Quantité de nourriture consommée par les rats DHP
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Figure 36 : Quantité de nourriture consommeée par lesratstraités par I huile polaire (100mg/kg).
(NOR=rats nor maux; DNT=diabétiques non traités, DHP= diabétiquestraités par I'huile polaire€)
Les résultats des tests effectués sont exprimés en moyenne + SD.
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Figure 37 : Quantité de nourriture consommée par lesratstraités par I’ huile neutre (100mg/kg).
(NOR= rats normaux; DNT=diabétiques non traités; DHN= diabétiquestraités par I'huile neutre)
Les résultats des tests effectués sont exprimés en moyenne + SD.

I1.4.2. Quantité dela nourriture consommeée par lesrats diabétiquestraités par la
métformine

Selon la figure ci-dessous, la quantité de nourriture consommée par les rats
diabétiques traités par la métformine durant la deuxieme et la troiséme semaine du
traitement, est largement supérieure a celle consommeée par les rats témoins. Nous remarquons
également, gque ce groupe de rats a gardé le méme comportement alimentaire pendant ces
deux semaines, dont la vaeur de la quantité de I’ aliment prise varie entre 20.5+2g et 23+2g
(Figure 38).

La polyphagie observée chez ce groupe de rats, est le résultat d'un déficit quasi-total

en insuling, dont le rble est primordia dans la capture et |’ utilisation de glucose par les

cellules de I’ organisme. Le manque de I’ utilisation de glucose par les cellules, ainsi que son
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échappement au niveau des tubules rénaux, sont les deux facteurs qui laissent I’ organisme en

manque intense en énergie (Perlemuter et al., 2000).
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Figure 38: Quantitédelanourriture consommeée par lesratstraités par lamétformine (25mg/kg).
(NOR=rats normaux; DNT=diabétiques non traités, DM ET= diabétiquestraités par la metfor mine)
Les résultats des tests effectués sont exprimés en moyenne + SD.
Deux |ettres différentes indiquent des valeurs significativement différentes.

[1.4.3. Quantité dela nourriture consommeée par lesrats diabétiquestraités par la
thymoquinone

Les rats traités par la thymoquinone, comme il est éucidé sur lafigure 39, présentent
une prise aimentaire presque similaire a celle des groupes témoins, et a celle des autres
groupes de rats, quoiqu’ une |égére diminution dans la quantité de nourriture consommee par
ce groupe est observée pendant la premiere semaine.

Mai Le et ses collaborateurs (2004), ont rapporté que I’ extrait de la Nigella sativa
possede un effet anorexique sur des rats normaux. Cependant, aucun de nos extraits n'a
montré un effet prononcé sur le comportement alimentaire des rats éudiés.
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Figure 39 : Quantité de nourriture consommeée par lesratstraitéspar la thymoquinone (25mg/kg).
(NOR=rats normaux; DNT=diabétiques non traités, DM ET= diabétiquestraités par la metfor mine)
Lesrésultats des tests effectués sont exprimés en moyenne + SD.
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[1.5. Volume d’eau consommeée par lesrats

La polydipsie, ou la consommation excessive deau, est I'un des symptomes du
diabéte sucré. Pour cela, nous avons procédé a |’ éude de ce paramétre, qui est le résultat
d’une hyperglycémie causée essentiellement par un déficit en insuline (Silbernagl et Lang,
2002). La polydipsie résulte de deux mécanismes; (i) une baisse de la pénétration cellulaire de
glucose, et (ii) en méme temps que cette barriére apparait, la production de glucose par le foie
est augmentée (accroissement de la néoglucogenese et de la glycogénolyse). La glycosurie est
conséquence de I'hyperglycémie dés lorsque le seuil rénal du glucose est dépassé. Une
molécule de glucose entraine avec elle plusieurs molécules d eau, ce qui explique la polyurie

et la polydipsie compensatrice qu’ elle entraine (Silbernagl et L ang, 2002).

Le volume d’ eau consommeé par les rats, reflete I’ efficacité des extraits testés, en effet
la polydipsie disparait lorsque le taux normal de glucose plasmatique est rétabli, et augmente
davantage avec la diminution de I'insulinémie. Les graphes des figures 40 a 44 représentent
le volume d' eau consommé chague deux jour par les rats étudiés durant la deuxiéme et la

troisiéme semaine de I’ expérimentation.

[1.5.1. Volume d’eau consommeée par les rats diabétiques traités par les extraits
desgraines de Nigella sativa

Les figures ci-dessous montrent que le volume d'eau consommeé par les rats
diabétiques non traités (DNT) apparait plus élevé que celui consommé par |es rats normaux, et
celadurant toute la période d éude, quoique la différence dans la consommation d’eau n’ est
pas significative entre ces deux groupes de rats.

Il n’ existe pas de différence significative dans le volume d’ eau consomme par les rats
des groupes témoins et les rats des groupes traités par les extraits de la graine de Nigella
sativa (figure 40,44, 42, 46) pendant cette période de traitement, et cela revient ala glycémie
modérée induite chez ces groupes de rats dont le seuil rénal du glucose n'est pas encore

dépasst.
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volume de I'eau consommée par les rats DHT
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Figure 40: Volume d’eau consommeée par lesratstraités par |’ huile totale (100mg/kg).
(NOR= rats normaux; DNT=diabétiques non traités; DHT= diabétiquestraités par I'huiletotale)
Les résultats des tests effectués sont exprimés en moyenne + SD.
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Figure 41: Volume d’'eau consommeée par lesratstraités par I’ huile polaire (100mg/kg).
(NOR=rats normaux; DNT=diabétiques non traités;, DHP= diabétiquestraités par I'huile polaire)
Les résultats des tests effectués sont exprimés en moyenne + SD.
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Figure 42: Volume d’eau consommeée par lesratstraités par | huile neutre (100mg/kg).
(NOR=rats normaux; DNT=diabétiques non traités; DNT= diabétiquestraités par I'huile neutre)
Les résultats des tests effectués sont exprimés en moyenne + D.
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Figure 43: Volume d’ eau consommée par lesratstraités par la thymoquinone(25mg/kg).
(NOR= rats normaux; DNT=diabétiques non traités; DTHY = diabétiquestraités par la thymoquinone)
Les résultats des tests effectués sont exprimés en moyenne + SD.

[1.5.2. Volume d'eau consommée par les rats diabétiques traités par la
métformine

Les rats traités par la métformine, montrent une polydipsie importante dépasse
largement celle présentée par les rats diabétiques non traités, dont la consommation d’ eau
augmente considérablement durant cette période (Figure 44). Cette prise excessive d’ eau,
montrée par ce groupe de rats, s explique par I’ hyperglycémie franche durant toute la période
du traitement (Figure 18). Suite a cette concentration élevée de glucose plasmatique, la
glycosurie sera importante d’ ou la sortie massive d’ eau via les tubules rénaux, qui mene vers

une polydipsie compensatrice.
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Figure 44 : Volume d’eau consommée par lesrats traités par la métformine (25mg/kg).
(NOR=rats normaux; DNT=diabétiques non traités, DM ET= diabétiquestraités par la metfor mine)
Lesrésultats des tests effectués sont exprimés en moyenne + SD.
Deux lettres différentes indiquent des valeurs significativement différentes.
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[1.6. Etude dela glycémie post-prandiale

L’un des aspects auxquels nous nous sommes intéressés durant notre travail, est la
glycémie post-prandiae, ce paramétre s avere important, car |’augmentation du taux de
glucose apres les repas, est I'une des causes principales des complications associées a la
maladie. La recherche d'inhibiteurs des glycosidases intestinales, et des transporteurs de
glucose est une approche incontournable pour le control de la glycémie post-prandiae et les

complications qu’ elle entraine.

[1.6.1. Effet del huilepolaireet del’huile neutresur la glycémie post-prandiale
A) Effet del’huile neutre et polaire sur les glycosidasesintestinales
Les résultats montrent que " huile polaire et I huile neutre ont un effet inhibiteur sur la

glycémie post-prandiale des rats, ayant recu une solution d’amidon avec une dose de 1g/kg.
Le groupe des rats non traités et le groupe des rats traités par |I’acarbose constituent les
groupes témoins. L'acarbose (CxsH43NOsg), triholoside, est un antidiabétique utilisé pour
traiter le diabéte de type 2. C'est un inhibiteur des enzymes glycosides hydrolases nécessaires
a la digestion des carbohydrates (sucres), surtout |'alpha glucosidase intestinale et alpha
amylase pancréatique. Ces enzymes hydrolysent les oligosaccharides, trisaccharides et
disaccharides en glucose et autres monosaccharides au niveau des intestins gréles. L'inhibition
de ces systemes enzymatiques réduit la digestion des carbohydrates complexes.

Nous constatons que la glycémie post-prandiale diminue |égérement tout en
augmentant la dose administrée de I’ extrait, aussi bien pour |’ huile polaire que pour I’ huile
neutre (Figure 45). Le meilleur effet hypoglycémiant est observé avec la dose de 100mg /kg
de " acarbose.

Cette faible réduction de la glycémie post-prandiale induite par I’huile polaire et
I"huile neutre, reviendrait a I’inhibition de I’ activité des glycosidases intestinales (a-amylase
et a-glucosidase), ce qui provoque une faible libération de glucose a partir de I’ amidon ingéré.
Le transport intestinal de glucose, serait également une cible des extraits testés, son inhibition
empéche le passage de glucose dans le sang, donc une réduction de la glycémie post-

prandiale.
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Figure 45: Effet del’huile polaire et del’huile neutre sur les glycosidases intestinales (e-amylase
et a-glucosidase)
Les résultats des tests effectués sont exprimés en moyenne + SD (p<0.05). Deux | ettres différentes indiquent des

valeurs de glycémies significativement différentes. HNEU : huile neutre, HPOL : huile polaire.

B) Etude del’ effet inhibiteur desextraits sur letransport intestinal de glucose

L’ effet de I’ huile polaire et de |’ huile neutre de la graine de Nigella sativa est apparent
sur la glycémie post-prandiale des rats ayant recu une solution de glucose (dose 0.5g/kg)
comme nourriture (Figure 46).

Nous constatons que sous |'effet de I'huile polaire, la glycémie post-prandiae
apparait plus réduite avec une dose de 100mg/kg gu’ avec une dose de 200mg/kg, tandis que
I’effet de I"huile neutre sur la réduction de la glycémie post-prandiale, augmente avec
I augmentation de la dose administrée.

L’ efficacité de I’ huile polaire a réduire la glycémie post-prandiale avec une dose de
100 mg/kg qu’ avec une dose de 200mg/kg, peut revenir a une erreur lors de la manipulation
(lesintervalles du temps ne sont pas parfaitement respectés).

Les résultats suggerent que cette fraction ne possede pas d' effet significatif sur
I"inhibition du transport intestinal de glucose, mais plutot sur I'inhibition de I'action des
glycosidases intestinal es.

L’inhibition des glycosidases intestinales par |’huile polaire, serait le résultat de
I’ occupation du site actif de I’ enzyme par I’ un des composés de I’ huile, conduisant ainsi a une
dégradation tres réduite de I’amidon, et une faible libération de glucose dans la lumiére

intestinale, dont son passage dans le sang sera forcément diminué.
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La réduction de la glycémie post-prandiale par |’ huile neutre, observée dans les deux
tests (test A et test B), nous laisse penser que cet extrait empéche I’ absorption de glucose par
les entérocytes. En fait, la dégradation de |I’amidon lors du premier test (test A) par les
glycosidases intestinales (a-amylase et a-glucosidases), qui restent actives en présence de
I”huile neutre, conduit & une forte libération de glucose, ce qui implique I'éévation de sa
concentration dans la lumiere intestinale, et en raison d un faible passage des molécules de
glucose dans le sang, causé par I’ huile neutre, la glycémie post-prandiale apparait |égerement
réduite.

En utilisant une solution de glucose, le test B (Figure 46) confirme que |” huile neutre
n'a pas d effet inhibiteur sur les glycosidases intestinales, mais elle ralentit le passage de
glucose dans le sang. Laréduction de la glycémie post-prandiale dans ce cas, peut résulter du
blocage des transporteurs de glucose sodium dépendant (SGLUT 1), qui se situent sur la face

apicale de lamembrane des entérocytes.

La formation de complexes de I’ huile avec le glucose, ce qui empéche la pénétration
de ce dernier dans le sang, peut étre également une cause de la réduction de la glycémie post-
prandiae. Il a été rapporté que |’extrait aqueux de la graine de Nigella sativa inhibe le
transport intestinal de glucose (Meddah et al., 2009). L’ huile neutre des graines de Nigella

sativa, peut étre I’ un des composés de cet extrait, contribuant dans cette action.

glycémie post prondiale avec glucose
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Figure 46 : Effet del’huile neutre et del’ huile polaire sur letransport intestinal de glucose
Les résultats des tests effectués sont exprimés en moyenne + SD (p<0.05). Deux | ettres différentes indiquent des

valeurs de glycémies significativement différentes. HNEU : huile neutre, HPOL : huile polaire.
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C) Action de I'huile neutre et de I'huile polaire sur I'activité de I'alpha
glucosidase

Lafigure 47 représente le pourcentage d’inhibition de I’ activité de I’ a glucosidase in
vitro, par I"huile polaire et par I’ huile neutre des graines de Nigella sativa, ou le pourcentage
d’inhibition de I'a glucosidase par I'huile neutre, diminue avec la diminution de la
concentration de cet extrait, et atteint son minimum (27%) a une concentration de 0.195
mg/ml, puis augmente a une concentration inférieure (0.097mg/ml) a 39%. Le pourcentage
d’inhibition de I’ activité de |’ a. glucosidase par |”huile polaire, est nettement plus important
gue celui observé avec I'huile neutre, le maximum d’inhibition apparait avec une
concentration de 0.39mg/ml. Avec les concentrations les plus élevées (1.56mg/ml et 0.781
mg/ml) dans notre expérimentation, |’huile neutre présente un effet inhibiteur moins

important.

L’inhibition de I'activité de I'a glucosidase par |'huile polaire, qui apparait plus
importante que celle montrée par |’ huile neutre, est due probablement & un blocage meilleur
du site actif de |’ enzyme par |” huile polaire. Ce résultat est en agrément avec la glycémie post-
prandiae, ou il est montré que I’ huile polaire inhibe |’ action de I’ o glucosidase intestinale. De
méme élucide également que |” huile neutre ne réduit pas uniquement le transport intestinal de
glucose mais elle agit aussi en inhibant |égerement I’ action des glycosidases intestinales.

pourcentage d'inhibition de I'alpha glucosidase
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Figure 47 : Inhibition del’alpha glucosidase par | huile neutre et polaire.
Les résultats des tests effectués sont exprimés en moyenne = SD (p<0.05). Deux | ettres différentes indiquent des

valeurs de glycémies significativement différentes. HNEU : huile neutre, HPOL : huile polaire.
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[1.7. Discussion générale

Durant ce travail, nous avons procédé a étudier |’ effet hypoglycémiant de quelques
extraits de la graine de Nigella sativa sur des rats diabétiques. Aprés extraction des huiles
fixes de la graine de Nigella sativa par soxhlet selon un protocole modifié de Ramadan et
Morsel, 2002a, les résultats obtenus montrent que les graines contiennent 13 % a 20 %
d huiles fixes, un taux relativement faible a celui cité par plusieurs auteurs, cela revient
probablement a la qualité des graines et la région de la récolte, ainsi que la méthode utilisée
pour |’ extraction (Benkaci—Ali et al., 2007).

L'huile fixe des graines de Nigella sativa, comme il a éé cité dans la partie
bibliographique, est constituée de deux fractions majeures; les huiles polaires et les huiles
neutres. Les pourcentages de ces deux fractions varient entre 3 % a 4 % de lipides polaires et
96 % a 97 % de lipides neutres (Ramadan et Morsel, 2002a). L’ analyse de I’ huile totale
obtenue aprés extraction a réevélé 4 % a 9 % de I'huile polaire et 90 % a 96 % de I'huile

neutre.

Pour pouvoir confirmer I’ effet de nos échantillons sur la glycémie a jeun, nous avons
mesuré différents paramétres qui sont en relation avec la sécrétion et |’ action de I'insuline,
tels que : laglycémie, la cholestérolémie, latriglyceridemie, I’ évolution pondérale, la quantité

de nourriture et de |’ eau consommeée.

o Effet desextraitstestéssur I’évolution dela glycémie

Les résultats obtenus lors de cette étude montrent qu’ avec une dose de 100 mg/kg/jour,
I"huile totale et I huile neutre des graines de Nigella sativa agissent en diminuant la glycémie
des rats diabétiques durant toute la période de traitement (3 semaines). Cette action peut étre
due &; (i) [Iinhibition de la néoglucogenése hépatique, (ii) sensibilisation des tissus
périphériques a I’action de I'insuline, (iii) stimulation de la sécrétion de I'insuline et (iv) la
régénération des cellules B pancréatiques (Hawsawi et al., 2001; Mai Le et al., 2004 ;
Houcher et al., 2007). Quant a |’ huile polaire, son action apparait tres efficace pendant les
deux premiéres semaines du traitement, puis cette action diminue durant la derniére semaine.
Le traitement par la thymoquinone n’a pas réduit la glycémie, cela revient probablement a la

dose administrée (25 mg/kg/J, pendant 3 semaines), qui est faible par rapport a celle citée
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dans les références (50 mg/kg/J) dont I’ effet hypoglycémiant est trés significatif (Fararh et
al., 2005).

o FEffet desextraitstestéssur I’évolution dela cholestérolémie

L' huile totale et I'huile neutre des graines de la plante Nigella sativa réduisent
significativement le taux de cholestérol plasmatique vers la fin du traitement. Cela revient
probablement a la stimulation de la sécrétion de I'insuline qui favorise le catabolisme des
LDL (low density lipoprotein) en augmentant I’ activité des LDL récepteurs localisés sur les
hépatocytes (70 %) et sur les autres cellules de I'organisme (30 %), diminuant ainsi la
libération du cholestérol libre dans le sang (Verges, 2007). L'insuline 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

(HDL), ce qui favorise la diminution de sa concentration plasmatique (Arii et al., 1997).

Ces huiles peuvent également activer certaines enzymes qui interviennent dans la
diminution de taux de cholestérol plasmatique, telles que : laLCAT, LPL (lipoprotéine lipase)
et la LP (lipase hépatique). Il a été rapporté que I’ extrait brut des graines de Nigella sativa
contient des composés réduisant le cholestérol plasmatique (Mai Le et al., 2004). De méme
I”huile fixe de ses graines réduit significativement la concentration de cholestérol plasmatique
chez les rats normaux (Zaoui et al., 2002). L’action de ces fractions lipidiques, sur la
réduction de la cholestérolémie, peut étre attribuée aux acides gras mono-insaturés, qui
constituent en majorité ces huiles. Les acides gras des huiles inhibent la synthese du
cholestérol par les hépatocytes (AL -Beitawi et al., 2009). A la différence de I’ huile totale et
de I’huile neutre, la réduction du taux de cholestérol plasmatique par I’ huile polaire et par la

thymoquinone n’ est pas significative.

o Effet desextraitstestéssur I’évolution delatriglyceridemie
Le dosage du taux des triglycérides plasmatiques nous permet de suivre I’ évolution de
I’état physiologique des rats diabétiques étudiés, ains que |’ effet thérapeutique de |’ extrait
administré. les huiles fixes des graines de Nigella sativa que nous avons testé durant notre
étude (huile totale, huile neutre, huile polaire), n’ont pas montré d effet significatif sur la
triglyceridemie des rats diabétiques, a la différence de ce qui est rapporté par certains
chercheurs (Zaoui et al., 2002, Mai Le et al., 2004, AL-Beitawi et al., 2009), ou ils ont
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montré que les huiles fixes de ces graines réduisent significativement le taux des triglycérides
plasmatiques.

AL -Beitawi et ses collaborateurs (2009) ont rapporté que I’ effet de I extrait brut des
graines de Nigella sativa sur la réduction de la triglyceridemie peut étre attribué a la
thymoquinone. Durant notre étude, cet effet est observé uniquement aprés la deuxieme

semaine de traitement et puis disparait alafin de |’ expérimentation.

e Evolution pondérale

Tous les groupes de rats soumis a un traitement par les huiles fixes des graines de
Nigella sativa (huile totale, huile polaire et I" huile neutre), présentent une stabilité, voire une
légere diminution, du poids pendant la premiére semaine du traitement, puis le poids
augmente légerement pendant les deux dernieres semaines. Cela peut étre du au
rétablissement des activités métaboliques (métabolisme lipidique et glucidique) des rats, et/ou
a la richesse de ces huiles fixes en acides gras qui servent de substrats pour la lipogenése.
Notons que I'huile fixe de ces graines est utilisée dans certains pays comme complément
alimentaire (Ghedira, 2006). Certains chercheurs (Mai Le et al., 2004, Zaoui et al., 2002 )
ont montré que I’ huile fixe des graines de Nigella sativa normalise le poids des rats normaux
(non diabétiques) qui ont tendance a devenir obeses. 1l a éé égaement rapporté que I’ extrait
brut de ces graines réduit le poids des rats obéses non diabétiques (Labhal et al., 1999). Les
rats traités par la thymoquinone ont présentés une diminution dans leurs poids, marquée
surtout durant les deux derniéres semaines du traitement. Cette action est probablement le
résultat d'une prise aimentaire plus au moins réduite associée a une hyperglycémie

relativement séveére observée chez ce groupe de rats.

e Glycémiepost-prandiale

Apres les tests effectués in vivo et in vitro afin de montrer I’ effet de |”huile polaire et
de I’ huile neutre, des graines de Nigella sativa sur la glycémie post-prandiale, il s est avéré
gue I’huile polaire réduit la glycémie post-prandiale en inhibant I’ a glucosidase intestinale,

par contre |” huile neutre agit surtout en diminuant le transport intestinal de glucose.
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Conclusion et perspectives

L es résultats obtenus aprés extraction des huiles fixes de la graine de Nigella sativa
par soxhlet selon un protocole modifié de Ramadan et Morsel, 2002a, montrent que les
graines contiennent 13% a 20% d huiles fixes, un taux relativement faible a celui cité par
plusieurs auteurs.

L’ analyse de I huile total e obtenue aprés extraction arévélé 4% a 9% de |’ huile polaire
et 90% & 96% de I’ huile neutre.

L’ étude de I’ effet hypoglycémiant de nos extraits a révélée qu’ avec une dose de 100
mg/kg/jour, I’ huile totale et I huile neutre des graines de Nigella sativa agissent en diminuant
la glycémie des rats diabétiques durant toute la période de traitement (3 semaines).

Quant a I"huile polaire, son action apparait tres efficace pendant les deux premiéres
semaines du traitement, puis cette action diminue durant la derniére semaine.

Le traitement par la thymoquinone avec une dose de 25 mg/kg/jour n’'a pas réduit la

glycémie.

L e dosage de la cholestérolémie des rats étudiés montre que, |I'huile totale et I'huile
neutre des graines de Nigella sativa réduisent significativement le taux de cholestérol
plasmatique vers lafin du traitement.

A ladifférence de !’ huiletotale et de |’ huile neutre, laréduction du taux de cholestérol

plasmatique par I’ huile polaire et par lathymoquinone n’est pas significative.

L es huiles fixes des graines de Nigella sativa gue nous avons testé durant notre étude
(huile totale, huile neutre, huile polaire), n'ont pas montré deffet significatif sur la
triglyceridemie des rats diabétiques.
L' effet de la thymoquinone sur la réduction de triglycérides plasmatiques, est observé
uniquement aprés la deuxieme semaine de traitement et puis disparait a la fin de

I’ expérimentation.

Tous les groupes de rats soumis a un traitement par les huiles fixes des graines de
Nigella sativa (huile totale, huile polaire et I" huile neutre), présentent une stabilité, voire une
légére diminution, du poids pendant la premiére semaine du traitement, puis le poids

augmente |égerement pendant les deux derniéres semaines.
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Les rats traités par la thymoquinone ont présentés une diminution dans leurs poids,

marquée surtout durant les deux derniéres semaines du traitement.

Apres les tests effectués in vivo et in vitro afin de montrer I’ effet de | huile polaire et
de I’ huile neutre, des graines de Nigella sativa sur la glycémie post prandiale, il s'est avéré
gue I"huile polaire réduit la glycémie post prandiale en inhibant I’ a glucosidase intestinale,
tandis que |” huile neutre agit surtout en diminuant le transport intestinal de glucose.

En fin, I’ensemble de ces résultats obtenus ne constitue qu’ une premiere éape dans la
recherche de substances antidiabétiques d'origine végétale. Des essais complémentaires

seront nécessaires et devront pouvoir confirmer les actions mises en évidences.

Il serait intéressant d’ approfondir I’ éude de I’ activité antidiabétique des huiles fixes
delagraine de Nigella sativa. Le fractionnement de |’ huile polaire et de |’ huile neutre par des
techniques de séparation plus poussees, ainsi que le suivi de I’action antidiabétique de ces
fractions in vivo et in vitro, permettrait de déterminer plus précisement le mécanisme d action

exercée ainsi que lafraction la plus active de |’ huile fixe de la graine de Nigella sativa.
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Annexes



Glossaire médical

Analgésique : variété de médicaments qui permettent d'atténuer, voire de supprimer la

douleur.

Anesthésique : toute substance capable d'entrainer la suspension plus ou moins
compléte non seulement de la sensibilité générale mais aussi de celle d'un organe ou

seulement d'une partie du corps.

Antiallérgique substance qui soppose a la réaction excessive de I'organisme a un

agent étranger auquel il est sensibilise.

Anticancéreux : se dit d'un procédé, d'un médicament, voire d'un produit alimentaire

utilisé pour la prévention ou le traitement du cancer.

Anticoagulant : médicament qui empéche la coagulation di sang et donc laformation

de caillots dans | es vaisseaux sanguins.

Antiépileptique : médicament destiné a lutter contre I'épilepsie.

Antifongique : médicament actif contre les champignons.

Anti-hypertensifs : substances ou médicaments utilisés dans le traitement de
I” hypertension artérielle.

Anti-inflammatoire : il sagit d'un groupe de médicaments destinés a traiter une
réaction inflammatoire et les maladies qui en résultent telles que |es manifestations

rhumatismal es.

Antimicrobiens : médicament utilisé pour traiter des mal adies microbiennes.

Antioxydant : sont des substances qui empéchent les radicaux libres d'oxyder les

protéines, acides gras et autres mol écules du corps.



Antispasmodique : synonyme de Spasmolytique, médicament possédant la capacité

de combattre les spasmes (contractures, crampes, convulsions).

Anti-tumorale : qui permet de lutter contre les tumeurs.

Antivirale : médicament utilisé pour lutter contre les maladies dus au virus comme la

grippe.

Bronchodilatateur : est une substance destinée a dilater les bronches pour améliorer

laventilation pulmonaire.

Chimiopréventif : substance naturelle ou synthétique utilisée dans la prévention des

cancers.

Diurétique : terme caractérisant de facon générale ce qui augmente la secrétion

urinaire.

Gastro-protecteur : médicaments qui protegent contre les |ésions gastriques.

Hepatoprotecteur : substance ou meédicament qui protége le foie contre les

différentes |ésions.

Immunomodulateur : qualifie un traitement qui stimule ou freine les réactions du

systéme immunitaire du corps (« modulation »).

L actogéne : se dit d’ une substance qui stimule la sécrétion du lait.

Vasodilatateur : médicament utilisé pour augmenter le diamétre des vaisseaux

sanguins.

Vermifuge : se dit dun remede qui a la propriété d'expulser les vers intestinaux tels

que leténiaet |’ ascaris.



Glossaire botanique

Annuelle: plante vivant une seule année, celle de son semis. Elle grandit, fleurit,

fructifie et meurt en I'espace d'un an.

Dicotylédone : qualifie un végétal dont la plantule a deux cotylédons.

Etamine: un des organes sexuels males de la fleur qui contient le pollen

Lancéolé : Une feuille lancéolée est de quatre a neuf fois plus longue que large et sa

plus grande largeur se situe vers le milieu ou |égéerement en dessous.
Nectariféres : qui sécréte une liqueur sucrée (nectar).

Pénnatiséquées : possedent une nervation de type penné.

Pétale : élément de la corolle d'une fleur, en général trés voyant et trés coloré, situé

entre les sépales et les organes reproducteurs.
Pétiolée : prolongation étroite de latige portant la feuille ou lesfolioles, le rachis.

Récéptacle : prolongement élargi du pédoncule d'une fleur, qui supporte le calice

Stipule: du latin stipula, petite tige, appendice membraneux ou foliacé, ou écaille

situé alabase du pétiole foliaire et en généra présent par paire.



RESUME

L’ utilisation des plantes médicinales a des fins thérapeutiques est une pratique aussi
vieille que I’histoire de I’humanité. Actuellement, selon les estimations de |’ Organisation
mondiale de la santé (OMS), plus de 80% de la population mondiale, surtout dans les pays
sous-développés, ont recours aux traitements traditionnels. Dans le diabéte, I'insuline est
insuffisante ou elle ne remplit pas ses fonctions de répartition du glucose de facon adéquate
dans le sang. Ceci crée un déséquilibre dans I’organisme et le glucose ne sert plus de
carburant aux cellules. Le glucose s accumule alors dans le sang avant d’ étre acheminé dans
I"urine. Cette dysfonction conduit inévitablement a I’ hyperglycémie et a de nombreuses
complications de santé et problémes pouvant étre graves.

Les graines Nigella sativa L. sont utilisées depuis plusieurs siecles contre diverses
pathologies humaines. Dans ce travail nous avons développé un modele animal de diabéte
induit par la nicotinamide/streptozotocine a fin d'étudier les effets de I'huile totale et les huiles
neutres et polaires (fractions de I'huile totale) des graines de Nigella sativa sur les paramétres
biochimiques (glucose, cholestéral, triglycérides), sur la glycémie post-prandiale (sur I'activité
des glycosidases intestinales et sur le transport intestinal du glucose). L'action, in vitro, des
huiles sur I'alpha glucosidase a été également étudiée.

SUMMARY

The use of medicinal plants therapeutical purposes is as old as the human history
itself. According to the World Health Organization (WHO), more than 80% of human
population, especially in developing countries, uses traditional medicine. In diabetes, insulin
is ether insufficient or not fulfilling its full function in adjusting blood sugar. This
abnormalities lead to cellular dysfunction as sugar is not used efficiently as full by cells
leading to its eimination in urines. Glucose accumulation in blood give a pathological
situation known as hyperglycemia leading to a number of pathological complications which
could be life threatening.

Seeds of Nigella sativa L. are widely used for centuries against various human
pathologies. In this study we developed an anima model for diabetes induced by
nicotinamide/streptozotocin to investigate the effects of total oil, polar and neutra oils
(fractions of total oil) from Nigella sativa seeds on a number of biochemical parameters
(glucose, cholesteral, triglycerides), on post-prandia glycaemia (on the activity of intestinal
glycosidases as well as intestinal glucose transport). The in vitro action of these oils on the
activity of alpha glycosidase has been carried out.
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