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L’hypercholestérolémie, facteur du risque athérogene, est directement li¢ a 1’augmentation
des taux plasmatiques des lipoprotéines de faible densité (LDL) (Gao et al., 2014) et
inversement lié & la diminution de ceux des lipoprotéines de haute densité (HDL) (Hafiane &
Genest, 2013 ; Annema & Tietge, 2012).

Il est vrai que de nombreuses études ont rapporté qu’un régime hypercholestérolémiant
provoquerait, chez le rat, des altérations métaboliques, un déficit de défenses anti-oxydantes
(Véazquez-Castilla et al., 2013) et une réponse inflammatoire (EI-Tantawy, 2015), pouvant
induire des maladies cardiovasculaires (MCV) (Shehata & Yousef, 2010). Aussi, des études
cliniques ont rapporté une relation entre 1’hypercholestérolémie, le dysfonctionnement des
cellules endothéliales, 1’¢lévation du stress oxydant, la création de conditions pro-

inflammatoires et le développement du risque coronaire (Stapleton et al., 2010).

L’action du cholestérol alimentaire sur le taux de cholestérol sérique et surtout de son
influence sur I’incidence des MCV reste controversée (Berger et al., 2015 ; Hansel & Giral,
2015).

En effet, des études cliniques ont révélé que des apports importants en cholestérol alimentaire
provoquent, chez certains individus, une élévation du taux sérique de cholestérol des LDL
(C-LDL) et du C-HDL, sans pour autant augmenter le rapport C-LDL/C-HDL, marqueur clé
des MCV (Kapourchali et al., 2016 ; Imes & Austin., 2012).

Le diabéte, maladie liée a une défaillance des mécanismes biologiques de régulation de la
glycémie, menant a une hyperglycémie (Menon et al., 2015), est un facteur de risque majeur
d’athérosclérose, caractérisée par la formation de plaques d’athérome, constituant des sites
inflammatoires dans la paroi artérielle, avec une accumulation de lipides et d’éléments fibreux
(Legein et al., 2013).

Le profil lipidique, au cours du diabete, est altéré, caractérisé par des concentrations élevées
en triglycérides (TG), en cholestérol total (CT), en C-LDL et réduites en C-HDL (Maahs et
al., 2011). Ces anomalies du metabolisme des lipides sont aggravées, lors d’une
surconsommation de cholestérol (Shin et al., 2013).

En présence de ces deux facteurs de risque cardiovasculaire, a savoir 1’hypercholestérolémie
et le diabéte, 1’équilibre entre les espéces pro-oxydantes et anti-oxydantes est rompu, en
faveur des pro-oxydants, entrainant ainsi, une surproduction en espéces réactives a 1’oxygéene

(ERO) (Tangvarasittichai, 2015 ; Small et al., 2012). En effet, le stress oxydatif est
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responsable de 1’apparition et du développement des troubles cardiovasculaires, chez les

diabétiques (Petersen et al., 2017 ; Kebieche et al., 2011).

Les MCV engendrent, a elles seules, plus de 17,9 millions de décés a travers le monde,
représentant plus de 44% de tous les deces imputables aux maladies non transmissibles, dont
85% surviennent dans les pays en voie de développement, dans lesquels une nette progression
est notée, en raison des changements du mode de vie et de I’insuffisance de mesures
préventives (GBD 2015 Risk Factors Collaborators, 2016 ; Perk et al., 2012). Selon
I’organisation mondiale de la santé (OMS), cette morbidité ainsi que la prévalence des
principaux facteurs de risque cardiovasculaire sont en augmentation depuis 2010 et tendent a
s’accroitre aux horizons de 2030 (OMS, 2016).

En Algeérie, les MCV se situent, en premiere ligne, du profil de morbidite, elles rendent
compte de 36% de la mortalité totale. La population algérienne est exposée a un nombre de
facteurs de risque cardiovasculaire, dont I’hypertension artérielle, avec une prévalence
moyenne de 22% dans la population totale, 1’obésité qui est présente chez 27% de la
population et le diabéte (11%) (OMS, 2018).

Afin de prévenir et de traiter certaines pathologies, comme I’hypercholestérolémie et le
diabéte, ’Homme a, depuis longtemps, eu recours aux plantes médicinales (Menon et al.,
2015 ; Ntchapda et al., 2015).

Des études expérimentales récentes ont mis en évidence I’effet bénéfique de certaines plantes
dans la prévention des MCV, pour leurs activités hypoglycémiante (Lalromawii et al., 2014 ;
Shafi & Tabassum, 2013), hypolipémiante (Zidan et al., 2014 ; Pragda et al., 2012), anti-
oxydante (Agyare et al.,, 2015; Liu et al., 2015; Nguinambaye et al., 2015) et anti-
inflammatoire (Talukdar & Hossain 2014 ; Adholavi et al., 2012). Certaines plantes
médicinales peuvent cumuler plusieurs de ces propriétés bienfaisantes (Guenzet et al.,
2014 ; Sharma et al., 2009).

Le pourpier Portulaca oleracea (Po), dont le nom vernaculaire arabe est “Rigla”, est une
plante succulente, riche en antioxydants (vitamines C, E, béta caroténe et glutathion), peut
étre consommeée crue en salade, cuite comme un légume (Abdelwehab et al., 2014 ; Uddin et

al., 2014), ou en sauce accompagnant le couscous, dans certaines régions d’Algérie.

En plus de ces utilisations culinaires, Po est largement utilisée en médecine traditionnelle
(Patel, 2015). Plusieurs travaux expérimentaux, lui attribuent diverses propriétés :

hypoglycémiante (Park & Han, 2018 ; Lee et al., 2012), hypolipémiante (Guenzet et al.,
2
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2014 ; Zidane et al., 2014), antioxydante (Samarghandian et al., 2017 ; Uddin et al., 2014)
et anti-inflammatoire (Shen et al., 2013 ; Lee et al., 2012).

Cependant, les données recueillies dans la littérature ne présentent pas de travaux
expérimentaux, sur les effets bénéfiques de Po, chez le rat, associant deux facteurs de risque
cardiovasculaire : I’hypercholestérolémie, engendrée suite a un régime enrichi en cholestérol,

et le diabéte provoqué par injection de streptozotocine (STZ).

C’est dans ce contexte que s’inscrit le présent travail, dont 1’objectif est 1’étude des effets d’un
extrait aqueux de Portulaca oleracea sur les perturbations lipidiques, la glycémie, le statut

redox et inflammatoire, chez le rat Wistar rendu hypercholestérolémique et diabétique.

Avant la présentation des différents resultats expérimentaux obtenus, une étude
bibliographique exhaustive est présentée, traitant du métabolisme du cholestérol, du stress
oxydant, du diabéte, du processus inflammatoire et de leur lien avec 1’athérosclérose. Par
ailleurs,  différentes  études sont rapportées sur 1’évaluation du potentiel
hypocholestérolémiant, hypoglycémiant, antioxydant et anti-inflammatoire de certaines
plantes médicinales, avec une exploration approfondie pour Portulaca oleracea, matériel

veégétal choisi lors de cette étude.

Par la suite, une présentation du matériel et des méthodes, incluant les différentes étapes du
protocole expérimental, tels que la préparation de I’extrait aqueux de Po et son analyse
phytochimique, le traitement avec I’extrait aqueux de Po du rat Wistar, rendu
hypercholestérolémique et diabétique, le préléevement du sang et des organes ainsi que
I’évaluation des différents paramétres lipidiques, glucidiques, antioxydants et anti-

inflammatoires.

Les résultats obtenus, présentés sous forme de tableaux et de graphiques, sont comparés et

discutés par rapport aux données de la littérature.

Enfin, une conclusion et des perspectives, se rapportant a I’étude comparative, cloturent cette

présente étude.
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I. Cholestérol, lipoprotéines et athérogenese

Le métabolisme altéré des lipides, en particulier, celui du cholestérol est un élément clé du
développement des MCV (Kontou et al., 2018).

I.1. Métabolisme du cholestérol
I.1.1. Importance biologique du cholestérol

Outre son réle de structure de la membrane cellulaire, le cholestérol est le précurseur de la
vitamine D, des hormones stéroidiennes surrénaliennes et gonadiques, il participe aussi a la
production de la bile (Zhang et al., 2014).

Le cholestérol a une double origine: endogéne et exogene (alimentaire). Sa biosynthese a lieu
dans plusieurs organes, principalement le foie, l'intestin et les glandes corticosurrénales ;
représentant 80% des apports journaliers. Les 20% restants, provenant de 1’alimentation, ne
sont pas indispensables, d’autant plus que les capacités de synthése augmentent, Si nécessaire
(Hansel & Giral, 2015 ; Rai et al., 2013).

Le cholestérol circulant se trouve, sous forme estérifiee (85-90%) ou libre (10-15%) (Igbal &
Hussain, 2009). Son élimination se fait essentiellement au niveau hépatique, sous forme
d’acides biliaires. Le foie excréte le cholestérol et les acides biliaires dans la bile qui est
déversée dans la lumiere intestinale, au moment de la prise alimentaire. La fraction, non
réabsorbée des acides biliaires et du cholestérol, est éliminée dans les feces (Fisher et al.,
2012).

1.1.2. Biosynthése du cholestérol

Entierement cytoplasmique, la biosynthese du cholestérol se fait par la conversion de I'acétyl
Co-A, provenant des mitochondries, au stade initial, trois unités d’acétyl-CoA se condensent
pour former un hydroxyméthylglutaryl-CoA intermédiaire (HMG-CoA), qui est réduit par la
HMG-CoA reductase pour former du mévalonate. Ce dernier est, par la suite, converti par une
série de réactions, en unités isoprénes activées (isopentényle pyrophosphate et diméthylallyle
pyrophosphate). La polymérisation des molécules isoprénes aboutit au squalene. Enfin, le
squalene cyclisé forme le lanostérol, le premier stérol de la voie de biosynthése du
cholestérol. La voie post-lanostérol implique une série de réactions conduisant, finalement, a
la formation du cholestérol (Gyamfi et al., 2019 ; Thomas et al., 2012) (Fig. 1).
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Fig. 1. Voie de biosynthese du cholestérol
(Gyamfi et al., 2019)

1.1.3. Régulation du cholestérol

Etant donné leur hydrophobicité, le cholestérol et les esters de cholestérol nécessitent d’étre
véhiculés par des complexes protéiques, solubles dans le plasma : les lipoprotéines. Selon leur
densité et leur taille, les lipoprotéines, responsables du transport du cholestérol, sont de quatre
types : les chylomicrons (CM) qui se chargent de la distribution des triglycérides (TG)
d’origine alimentaire a partir de 1’intestin, les lipoprotéines de tres faible densité (VLDL), les
LDL et les HDL (Rai et al., 2013 ; Von Eckardstein et al., 2001).

Le cholestérol, absorbé au niveau de l'intestin, provient des substances ingérées mais aussi des
secrétions biliaires (cycle entérohépatique). Une petite partie du cholestérol absorbé ressort de
I’entérocyte, soit au pdle apical, soit au pble basolatéral, associé aux phospholipides (PL) et &
I’apolipoprotéine A-l (apo A-1) des HDL. La majeure partie du cholestérol absorbé est, en
fait, ré-estérifiée par I’acyl-coenzyme A: cholestérol acyltransférase (ACAT), puis assemblee
a I’apo B48 avec des PL et des TG, au sein des CM. Ces derniers sont secrétés au pole baso-
latéral entérocytaire et passent dans la lymphe puis dans le sang (Chen et al., 2011).

Dans la circulation, les CM riches en TG, sont dégradés par la lipoprotéine lipase (LPL),

entrainant la libération des acides gras libres (AGL) qui sont captés par les cellules du muscle
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squelettique et du tissu adipeux. Ainsi, les CM se vident progressivement de leur contenu
énergétique, pour former des résidus ou « remnants » de chylomicrons, appauvris en TG mais
ayant conservé leur cholestérol. Les remnants de CM sont captés par le foie via des
récepteurs.

Le foie synthétise les VLDL, a partir des TG, du cholestérol et des PL. Les TG des VLDL
sont dégradés en AGL dans la circulation, par la LPL. Les VLDL s’appauvrissent
progressivement en TG et se transforment en lipoprotéine de densité intermédiaire (IDL).

Les IDL enrichies en cholestérol subissent, également, I’action de la LPL et se transforment
en LDL. Les LDL sont, ainsi, enrichies en cholestérol et sont captées par les cellules
périphériques, ou elles sont dégradées, libérant du cholestérol. Celui-ci sert aux syntheses
membranaires et hormonales. Les LDL sont captées pour 75% par le foie, contre 25% par les
tissus extra-hépatiques via le récepteur-LDL. Cette captation hépatique rend compte du role
prépondérant du foie sur la concentration plasmatique de cholestérol. Le surplus de
cholestérol est pris en charge par les HDL, qui le raménent au foie pour son élimination dans
la bile (Gaudet et al., 2017 ; Li et al., 2017 ; Emmerich & Bruneval, 2000) (Fig. 2).

!
HDL . :
J discoidale e
SR
<1
HDLs ;ﬁs gi‘%(“’

Tissus péripTwériques

» R-LDL

Fig. 2. Vue d’ensemble du métabolisme du cholestérol
(Badimon & Chiva-Blanch, 2019)

apo Al : Apolipoprotéine Al ; CM : Chylomicrons ; EC : Esters de cholestérol ; HDL :Lipoprotéine de haute
densité ; IDL : Lipoprotéine de densité intermédiaire; LDL : Lipoprotéine de faible densité ; VLDL :
Lipoprotéine de tres faible densité ; TG : Triglycérides ; R-LDL : Récepteur LDL ; LRP1-2 : Protéine associée
aux récepteurs des lipoprotéines de basse-densité 1-2 ; SRB1 : Récepteur scavenger de classe B, type 1.
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1.2. Hypercholestérolémie et athérogenése

L’hypercholestérolémie est I’un des principaux facteurs du risque athérogene, directement lié
au taux plasmatique de C-LDL et inversement corrélé au taux de C-HDL (Hao & Friedman,
2014 ; Montonen et al., 2013).

L’athérosclérose est caractérisée par la formation de plaques d’athérome, constituant des sites
inflammatoires dans la paroi artérielle, avec accumulation de lipides et d’éléments fibreux
(Hao & Friedman, 2014). Les LDL font partie des lipoprotéines athérogenes, dont les taux
sont étroitement associés au risque cardiovasculaire et a une athérosclérose précoce. Ces
particules contiennent toutes de 1’apo B100, en tant qu’apolipoprotéine majeure et du
cholestérol, en proportion différente (Orekhov et al., 2014). Suite a leur pénétration et leur
rétention dans les parois artérielles, ces lipoprotéines athérogénes s’accumulent dans 1’espace
sous-endothélial, subissent une oxydation, puis s’infiltrent dans les macrophages circulants
dans I’intima qui deviennent spumeux. La strie lipidique est liée a une accumulation de
cellules spumeuses (Gui et al., 2012).

Si I’hypercholestérolémie est un facteur de risque avéré des MCV, le role du cholestérol
alimentaire, dans la survenue de ces maladies, reste a discuter (Hansel & Giral, 2015).

Les résultats de 1’étude épidémiologique de Framingham incriminent 1’excés de cholestérol
alimentaire dans les MCV, attribuant un rdle délétere aux LDL (Tibblin et al., 1975) et un
aspect protecteur aux HDL (Gordon et al., 1977).

Aussi, une étude réalisée chez le lapin a montré qu’un régime supplémenté en cholestérol se
traduit par le développement de plaques d’athérome (Anitshkow & Chalatow, 1983).

De méme, des études cliniques ont mis en évidence la relation entre I’hypercholestérolémie,
le dysfonctionnement des cellules endothéliales, 1’¢lévation du stress oxydant, la création de
conditions pro-inflammatoires et le développement du risque coronaire (Stapleton et al.,
2010).

Plus récemment, 1’incrimination du cholestérol alimentaire dans la survenue des MCV n’est
plus considérée comme systématique, du fait que, de nombreuses études d’intervention, chez
I’homme, ayant examiné 1’effet du cholestérol sur les lipides plasmatiques, ont abouti & des
résultats contradictoires. Cette controverse peut étre due a la confusion existante entre 1’apport
en cholestérol alimentaire et celui en graisses saturées (Hansel & Giral, 2015).

Afin d’éviter tout amalgame, il semble préférable d’utiliser 1’ceuf, considéré comme un bon
indicateur du cholestérol ingéeré. Toutefois, 1’association entre la consommation d’ceuf, source

alimentaire riche en cholestérol et le risque cardiovasculaire n’a jamais été souligné (Berger
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et al., 2015). Cela serait expliqué par la mauvaise absorption du cholestérol présent dans 1I’ceuf
(Kim & Campbell, 2018), soutenant ainsi I’hypothése d’une relation non linéaire entre le
cholestérol alimentaire et celui en circulation (Aljohi et al., 2019).

Il est vrai qu’au travers de la méta-analyse de Rong et al., (2013), regroupant 260 000
individus, suivis pendant une période de 8 a 22 ans et consommant, régulierement, un ceuf par
jour, aucun impact évident de la consommation de ce dernier sur 1’apparition des MCV n’a
été enregistré, excepté dans le sous groupe des sujets diabétiques.

Cependant, Blesso & Fernandez, (2018), indiquent que 1’ingestion d’ceuf, dans le contexte de
la résistance a I’insuline et/ou diabéte, ne devrait pas étre préjudiciable. Au contraire, elle
semble améliorer le profil lipidique, en particulier les HDL et leurs fonctionnaliteés.

Ce contexte a fait émerger la notion complexe d’hyper et d’hypo-répondeurs au cholestérol
(Berger et al., 2015). Les hyper-répondeurs absorbent efficacement le cholestérol alimentaire,
comparés aux hypo-répondeurs (Mcnamara et al., 1987). Cela est bien illustré par
I’observation d’un homme de 88 ans qui, malgré une consommation quotidienne de 25 ceufs
maintenait un taux plasmatique normal de cholestérol (Kern, 1991). Suivant cette hypothése,
seuls 25 a 30% des individus peuvent étre classés hyper-répondeurs (Fernandez, 2012). Chez
ces derniers, une augmentation des taux de C-LDL et de C-HDL est freguemment notée,
aprés une consommation de cholestérol alimentaire (Herron et al., 2003), sans changer le
rapport C-LDL/C-HDL (Herron et al., 2002).

Néanmoins, I’analyse de la littérature scientifique montre que la réalité de la notion d hyper-
et d’hypo-répondeurs au cholestérol est peu quantifiée, méme s’il est possible que cette
variabilité soit liée, en grande partie, a la mesure et/ou a des fluctuations dues au hasard
(Katan et al., 1986).

L’ensemble des données disponibles n’est pas en faveur d’un réle clé du cholestérol
alimentaire dans la survenue des MCV. Elles ne permettent donc pas d’en faire une cible
prioritaire du régime & proposer pour prévenir le risque cardiovasculaire (Hansel & Giral,
2015).

Seulement, la compréhension de I’homéostasie du cholestérol semble, pourtant, nécessaire a
la prévention et a la recherche thérapeutique dans le champ des MCV. Pour cela, les animaux
hypercholestérolémiques sont des modéles utiles lors des recherches en laboratoire, visant a
comprendre la relation entre les troubles du meétabolisme du cholestérol athérogene, ainsi que
les traitements possibles pour la réduction du taux de cholesterol circulant (Pellizon, 2008 ;
Jang & Wang, 2009).
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En effet, I'hypercholestérolémie d'origine alimentaire est couramment étudiée chez I'animal
(Tucker & Soslowsky, 2016). Un grand nombre d’animaux, tels que le pigeon, la poule, la
souris, le lapin et le rat ont été utilisés comme modéles biologiques (Moghadasian, 2002 ;
Moghadasian et al., 2001).

L'hypercholestérolémie chez le rat peut étre provoquée, soit par des rations alimentaires
enrichies avec 1% de cholestérol, soit par un régime riche en graisses et en cholestérol, la
source de matiére grasse variant du saindoux au canola, en passant par I'huile de coco, le soja
ou I'huile de palme (Doucet, 1987).

Un tel régime hypercholestérolémique peut induire, chez le rat, des altérations
métaboliques, tels qu’un stress oxydant et une réponse inflammatoire, par augmentation de la
production des radicaux libres qui favorisent la lipoperoxidation, responsable de la genese de
I’athérosclérose (Shehata & Yousef, 2010).

I1. Stress oxydant, pathologies cardiovasculaires et défenses antioxydantes
I1.1 Stress oxydant et pathologies cardiovasculaires

L’homéostasie vasculaire peut étre rompue dans de nombreuses circonstances
physiopathologiques, a I’origine d’un stress oxydant délétere pour les cellules concernées et
leurs fonctions vasculaires. Les causes de ce déséquilibre sont multiples et regroupent, au
moins partiellement, les facteurs de risque cardiovasculaire classiques, tels
que I’hypercholestérolémie et le diabéte (Bhattacharya et al., 2013 ; Das et al., 2012;
Stapleton et al., 2010).

C’est en particulier ce qui se passe dans le développement de 1’athérosclérose, lorsque les
LDL oxydées sont captées par les cellules « éboueurs » (scavenger), accumulant les lipides
dans le sous-endothélium, créant un cceur lipidique dans la plaque athéroscléreuse constituée,
montrant, ainsi, le lien trés étroit entre le stress oxydatif et I’hypercholestérolémie, dans la
pathologie (Baudin, 2006).

11.2. Stress oxydant et défenses antioxydantes

Le stress oxydant est un déséquilibre provoqué, essentiellement, par une production exagérée
des ERO et des especes réactives de 1’azote (ERN), a laquelle peut s’associer un déficit des
défenses anti-oxydantes (Husain et al., 2015 ; Tangvarasittichai, 2015). Dans les cellules
eucaryotes, plus de 90% des ERO sont formées lors de 1’oxydation des lipides, par le cycle de
Krebs et lors de la chaine de transport mitochondriale d’électrons, qui a pour but de produire
de I’énergie (Sies, 2014 ; Skulachev, 2012).
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L’anion superoxyde (O27), et le radical hydroxyle ((OH) sont des radicaux libres contenant
chacun un électron non apparié ; a I’inverse le peroxyde d’hydrogéne (H202) n’est pas
radicalaire et est, chimiquement, plus actif que I'oxygéne moléculaire, mais moins actif que
02", mais tous les trois sont des ERO, dans le sens ou elles peuvent interagir avec des
molécules biologiques en les oxydant (Lushchak, 2014).

Une production excessive des ERO endommage les glucides, les lipides (peroxydation des
lipides), les protéines et I’acide désoxyribonucléique (ADN), compromettant ainsi les
fonctions cellulaires. Une concentration anormalement élevée des ERO contribue aussi au
développement de la résistance a I’insuline (Tangvarasittichai, 2015).

Pour se protéger des effets déléteres des ERO, I’organisme dispose d’un ensemble complexe
de défenses antioxydantes. Il existe deux sources d’antioxydants: ’une apportée par
I’alimentation sous forme de fruits et de Iégumes, riches en vitamine A, C, E, caroténoides,
ubiquinone, flavonoides, glutathion ou acide lipoique ; et I’autre endogéne, Se composant
d’enzymes, telles que la superoxyde dismutase (SOD), la glutathion peroxydase (GPx), la
catalase (CAT), de protéines (ferritine, transferrine, céruléoplasmine, albumine) et de
systémes de réparation des dommages oxydatifs, comme les endonucléases. A cela, s’ajoutent
quelques oligoéléments, comme le sélénium, le cuivre et le zinc qui sont des cofacteurs
d’enzymes antioxydantes (Carocho & Ferreira, 2013 ; Chavan & Melinkeri, 2013;
Krzystek-Korpacka et al., 2011).

11.2.1. Antioxydants enzymatiques
2.1.1. Superoxydes dismutases (SOD, EC: 1.15.1.1)

Les SOD sont des métalloprotéines, a action enzymatique qui catalysent la dismutation des
ions peroxydes en oxygéne moléculaire et en peroxyde d’hydrogéne, composés stables moins
toxiques:

2H*+ 20, —_—» H0,+ 0,

Elles sont présentes dans la majorité des organismes vivants. Il existe plusieurs superoxydes
dismutases qui différent par leur cofacteur (manganése, cuivre ou zinc), leur structure et leur
localisation cellulaire (Redler & Dokholyan, 2012).

2.1.2. Catalase (CAT, EC: 1.11.1.6)

La CAT est une enzyme capable de transformer le H20> (généralement produit par les SOD)

en eau et en oxygéne moléculaire:
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2H-,0, e 2H0+ 0O,
Elle est majoritairement retrouveée dans les hépatocytes, les érythrocytes et les cellules
rénales. Cette enzyme est extrémement active, une seule molécule est capable de décomposer

plusieurs millions de molécules de peroxyde par minute (Migdal & Serres, 2011).

2.1.3. Glutathion peroxydase (GPx, EC: 1.11.1.9)

La GPx joue un réle principal dans la réduction du H2O> ou des peroxydes lipidiques formés,
suite a I’effet du stress oxydant sur les acides gras polyinsaturés, en les couplant avec

I’oxydation du glutathion selon les réactions suivantes:

ROOH + GPx-Se + H* ——mm» ROH + GPx-SeOH

GPx-SeOH + GSH ——»  GPx-Se-SG + H:0
GPx-Se-SG + GSH — >  GPx-Se'+ GSSG + H*
ROOH + 2 GSH — GSSG + ROH + H0

La GPx catalyse la dismutation du H>O. en eau et en oxygene moléculaire. Elle est en
compeétition avec la CAT, car elles utilisent toutes les deux le méme substrat H.O>, la GPx
étant active pour de faibles concentrations d’ERO (Migdal & Serres, 2011).

2.1.4. Heme oxygénase-1

Il existe trois isoformes d’héme oxygénase : HO-1, HO-2 et HO-3 (Rahman et al., 2013).
HO-1 est majoritairement localisée dans les microsomes. C’est une enzyme inductible et
ubiquitaire qui dégrade 1’héme en fer ferreux (Fe?"), en monoxyde de carbone (CO) et en
biliverdine. Cette derniére est ensuite transformée par la biliverdine réductase en bilirubine

qui est un puissant antioxydant (Fig.3).

Oxygéne
I
\ . . e
\ Héme oxygénase Biliverdine réductase
N ~
Héme S » Biliverdine » Bilirubine
~ 2
. \ CO + Fe*
’ \

,' NADPH réductase ‘\

! A\
NADPH NADPH* + H,O

Fig. 3. Métabolisme de I’héme par I’héme oxydase
(Rahman et al., 2013)
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Le fer ferreux, quand a lui, entraine la stimulation de la ferritine, protéine de stockage du fer
(Grochot-Przeczek et al., 2012). L’HO-1 posséde une activité anti-inflammatoire, anti-
oxydante et anti-apoptotique. Elle constitue un mécanisme de défense contre les dégats
tissulaires, causés par le stress oxydant (Grochot-Przeczek et al., 2012 ; Wang & Chau,
2010).

11.2.2. Antioxydants non enzymatiques
2.2.1. Glutathion

Le glutathion est un tripeptide (acide glutamique-cysteine-glycine) ubiquitaire, produit dans
différents tissus (Lu, 2013). Il est présent dans de nombreux compartiments intracellulaires
(cytosol, noyau et mitochondrie), essentiellement sous forme réduite (GSH). Dans des
conditions physiologiques, sa forme oxydée (GSSG) est en concentration trés faible. Le
rapport GSH/GSSG est considéeré comme un excellant marqueur du stress oxydant (Ferreira
etal., 2013).

2.2.2. Acide urique

L’acide urique est le produit terminal majeur du métabolisme des purines. La xanthine,
résultant de I’oxydation de 1’hypoxanthine, par 1’action de la xanthine oxydo-réductase, est
transformée en acide urique (Shan et al., 2010). Il peut étre ionisé sous forme d’urate, un
puissant piégeur de radicaux (OH:, ROO:, NOO:....), conduisant a des espéces radicalaires qui
seront, & leur tour, réduites (notamment par la vitamine C) (Haleng et al., 2007).

Toutefois, ’action antioxydante de 1’acide urique est controversée car son augmentation peut

avoir des effets oxydants (Gersch et al., 2009).
2.2.3. Vitamine A

Ce terme regroupe les rétinoides et les provitamines A, aussi appelés caroténoides. Ces
derniers sont majoritairement connus comme étant des précurseurs de la vitamine A (Vit. A),
tel que le P-caroténe. Les caroténoides sont de puissants agents anti-radicalaires qui
neutralisent des espéces, tant électroniquement que chimiquement actives. Ils ont également
un role de protection vis-a-vis des réactions de photosensibilisation.

En fonction de la concentration en caroténoides, leurs effets sont différents. A faible
concentration, ils ont une action anti-oxydante, alors qu’a forte concentration, ils se

comportent comme des agents pro-oxydants (Valko et al., 2006).
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2.2.4. Vitamine C

La Vit. C ou acide ascorbique est hydrosoluble et considérée comme étant I’antioxydant
naturel le plus puissant. La plupart des mammiferes synthétisent la Vit. C dans leur foie ou
dans leurs reins. Ce n’est pas le cas de ’homme qui doit assurer un apport journalier en Vit. C
via une alimentation riche en fruits (Haleng et al., 2007). Elle piege les radicaux peroxyles en
phase aqueuse avant qu’ils initient la réaction de peroxydation lipidique, protégeant ainsi les
membranes et les lipoprotéines (Gulgin, 2012).

Aussi, elle contribue au bon fonctionnement du systéme immunitaire, a la synthese du
collagene et des globules rouges, ainsi que dans les mécanismes métaboliques du fer (Haleng
etal., 2007).

2.2.5. Vitamine E

La Vit. E comprend deux classes : les tocophérols et les tocotriénols. Le composé principal est
I’a-tocophérol, son isomére le y-tocophérol semble avoir un plus fort pouvoir antioxydant
(Gulgin, 2012).

Elle est retrouvée dans les huiles végétales, les noix et les graines. L’a-tocophérol et le y-
tocophérol, a caractere hydrophobe, s’insérent au sein des membranes riches en acides gras
polyinsaturés, réagissant avec les groupements peroxyles pour former un radical tocophéryle,
empéchant ainsi la propagation de la peroxydation lipidique (Salinthone et al., 2013 ; Traber
& Atkinson, 2007).

2.2.6. Bilirubine

La bilirubine est un produit terminal de la dégradation de I’héme et résulte essentiellement du
catabolisme de I’hémoglobine par les cellules réticuloendothéliales. Composé non
hydrosoluble, elle se lie a I’albumine, ce qui empéche sa pénétration dans des tissus riches en
lipides, tel que le cerveau. Elle est capable de piéger les ROO: et I’oxygéne singulet,
protégeant ainsi 1’albumine et les acides gras, qui lui sont liés, des attaques radicalaires (Liao,
2015 ; Haleng et al., 2007).

2.2.7. Polyphénols

IIs constituent une famille importante d’antioxydants présents dans les végétaux. En effet, il a
été montré qu’ils inhiberaient ou préviendraient la peroxydation lipidique et, notamment, la
formation de LDL oxydées (Yoshihara et al., 2010 ; Wu et al., 2009). Les polyphénols
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présentent également un effet protecteur vis-a-vis de certaines pathologies cardiovasculaires
ou de cancers (Ding et al., 2013 ; Yoshihara et al., 2010).

Le stress oxydant joue un réle clé dans la survenue de complications liees a certaines
conditions pathologiques, tel que le diabéte. En effet, une production excessive des ERO et
une diminution des défenses antioxydantes, au cours du diabéte, augmente le risque de
morbidité et de mortalité liés aux complications micro et macro-vasculaires (Kayama et al.,
2015).

I11. Diabete et complications cardiovasculaires
I11.1. Définition et classification du diabete

Défini comme étant une affection métabolique, le diabete, est caractérisé par une
hyperglycémie chronique (glycémie a jeun supérieure @ 7 mmol.L™Y), résultant d’un défaut de
sécretion d’insuline et/ou d’une diminution de son action (Ekoé et al., 2013 ; ADA, 2011).

Le diabéte est mondialement répandue, sa prévalence en 2017 était estimée a 8,4% chez les
adultes, agés de 18 ans et plus (Cho et al., 2018). En 2016, il a été estimé que le diabéte était
la cause directe de 1,6 million de déces. Plus de 80% des déces par diabete se produisent dans
des pays a revenu faible ou intermédiaire (OMS, 2018). Le nombre de diabétiques ne cesse de
croitre et en 2045, ils seront selon la fédération internationale du diabete (IDF) pres de 629
millions dans le monde (IDF, 2017).

L’ Algérie n’échappe pas a I’épidémie du diabéte, I’estimation la plus récente indique que la
prévalence est de 6,9% pour la tranche d’age 20-79 ans (IDF, 2017). Selon I’OMS (2016), le
diabete serait responsable de 7% des déces, engendrés par les maladies non transmissibles.
D’ici 2030, le nombre de personnes diabétiques sera de prés de 2,4 millions (IDF, 2012).
L’hyperglycémie chronique, liée au diabete, est associée a des complications micro-
vasculaires; a long terme, assez spécifiques, touchant les yeux, les reins et les nerfs, ainsi qu’a
un risque accru de MCV (Goldenberg & Punthakee, 2013).

Selon 1’association américaine du diabete (ADA, 2017), et Asmat et al., (2016), le diabete se
manifeste sous deux formes majeures, le diabete de type 1 (DT1) et le diabéte de type 2
(DT2).

111.1.1. Diabéte de type 1

Le DT1, appelé également, diabete insulino-dépendant, est caractérisé par une hyperglycémie,

due a une hypo-insulinémie, résultant de la destruction des cellules B pancréatiques sécrétrices
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d’insuline. Le DT1 est susceptible de provoquer des complications, a moyen et a long terme.
Il existe deux types de complications : la micro- et la macro-angiopathies.

Les complications micro-angiopathiques touchent les petits vaisseaux (artérioles, veinules et
capillaires), au niveau des yeux (rétinopathie), des reins (glomérulopathie) et des nerfs
(neuropathie). Les complications macro-angiopathiques touchent les coronaires, les gros

troncs artériels et les arteres périphériques.
111.1.2. Diabéte de type 2

Le DT2 ou diabéete non insulino-dépendant est attribuable a une insulino-résistance,
accompagnée d’une carence insulinique ou a une anomalie de la sécrétion, accompagnee

d’une insulino-résistance.

111.2. Diabeéte et risque cardiovasculaire

Les personnes souffrant a la fois de DT1 et de DT2 présentent un risque significativement
accru de MCV athérosclérotiques, Plusieurs anomalies, tels que les troubles lipidiques, le
stress oxydatif et I’inflammation peuvent expliquer le lien physiopathologique, entre le

diabéte et les complications cardiovasculaires (Stone et al., 2013).
111.2.1. Perturbations lipidiques au cours du DT1

Le DT1 est marqué par des anomalies lipidiques quantitatives et qualitatives, potentiellement
athérogénes. Les anomalies lipidiques quantitatives sont liées au déficit en insuline. Une
augmentation des lipoprotéines riches en TG (chylomicrons et VLDL), entraine une
hypertriglycéridémie, due principalement a une diminution de I’activité de la LPL (Vergers,
2013).

De plus, une augmentation du taux de C-LDL et une diminution de celui du C-HDL sont
observées. Les anomalies lipidiques qualitatives, potentiellement délétéres, comprennent un
rapport cholestérol/TG augmenté, au niveau des VLDL et diminué, au niveau des LDL et des
HDL, une glycation des apolipoprotéines, une élévation des LDL oxydées et des LDL petites
et denses. Ces anomalies qualitatives des lipoprotéines sont susceptibles d’entraver leur
métabolisme et leurs fonctions. Ainsi, les VLDL et les LDL sont plus facilement captées par

les macrophages et les HDL présentent une qualité antioxydante diminuée (Vergers, 2013).
111.2.2. Perturbations lipidiques au cours du DT2

En présence de DT2, les anomalies lipidiques sont a la fois quantitatives et qualitatives. Les

principales anomalies quantitatives sont 1’augmentation des TG plasmatiques et la diminution
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du C-HDL. Le taux plasmatique de C-LDL est le plus souvent normal ou légérement
augmenté (Parhofer, 2011).

Les anomalies qualitatives sont susceptibles de favoriser la survenue d’accidents cardio-
vasculaires, en raison de leur caractéere particulierement athérogéne. Parmi ces anomalies, la
présence de VLDL de grande taille, enrichies en TG, de LDL petites et denses, enrichies en
TG, une augmentation de I’oxydation des LDL, un enrichissement des HDL en TG et une
augmentation de la glycation des apolipoprotéines (en particulier, 1’apo A-1 et 1’apo B) sont,
principalement, observés (Parhofer, 2011). Les particules HDL, de tres grande taille, peuvent
avoir moins de pouvoir antioxydant ou anti-inflammatoire (Montonen et al., 2013 ; Hirano
etal., 2010).

111.2.3. Stress oxydatif et diabete

Le diabete se traduit par une hyperglycémie qui va entrainer I’activation de différentes voies,
dont la formation de produits de glycation avancés, aboutissant a un stress oxydant, a long
terme. En effet, les défenses antioxydantes sont diminuées et les réactions pro-oxydantes
augmentées (production des espéces réactives de I’oxygéne (ERO), oxydation des lipides...)
(Erejuwa et al., 2010).

Les ERO, produits en exces, sont peu dégradés, au cours du diabéte et participent dans
I’instauration et I’aggravation de I’insulino-résistance, par activation des voies de
signalisation qui menent a D’inhibition de la cascade de signalisation de 1’insuline
(Barquissau & Morio, 2011 ; Guillausseau et al., 2008), menant au dysfonctionnement et/ou
a la destruction des cellules B pancréatiques, initiés par des réactions auto-immunes et des

cytokines inflammatoires (Tangvarasittichai, 2015).

IV. Inflammation et athérogenese

L’inflammation, processus faisant intervenir le systéme immunitaire, est la réponse initiale de
I’organisme a une agression ou a une infection. Si elle est excessive ou prolongée, le tissu
atteint perd ses fonctions physiologiques (Beliard & Lesnik, 2011; Hansson &
Hermansson, 2011). L’inflammation apparait, dans tous les niveaux du développement de
I’athérosclérose, avec le stress oxydatif, la prolifération cellulaire, I’évolution et la

déstabilisation de la plaque (Itabe, 2012 ; Olivieri et al., 2012).
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IV.1. Processus artérioscléreux
1IV.1.1. Pénétration des LDL dans [l’intima artérielle

Le dysfonctionnement et les altérations structurelles de 1’endothélium se produisent lorsque ce
dernier est expose a un flux sanguin perturbe, di aux facteurs de risque traditionnels des
MCV, tels que I’hypercholestérolémie, le diabéte et les facteurs hémodynamiques locaux
(Legein et al., 2013 ; Pirault & Lesnik, 2011 ; Libby et al., 2010).

L’athérosclérose se caractérise par une inflammation chronique de 1’intima artérielle, marquée
par 1’accumulation des LDL circulantes transportant le cholestérol et des cellules
apoptotiques. Lorsque le taux de ces derniéres augmente et qu’elles ne sont pas efficacement
éliminées, elles s’oxydent et les cellules apoptotiques se nécrosent, rendant le milieu
fortement inflammatoire et immunogene (Legein et al., 2013 ; Beliard & Lesnik, 2011 ;
Pirault & Lesnik, 2011).

IV.1.2. Oxydation des LDL et recrutement des leucocytes

Dans I’intima, les cellules endothéliales interpretent la pénétration des LDL oxydées comme
dangereuse, ce qui va induire I’activation de leurs molécules d'adhésion, telles que la
molécule d'adhésion intracellulaire-1 (ICAM-1) et la molécule d'adhésion cellulaire
vasculaire-1 (VCAM-1). Cette activation initie le recrutement successif de diverses
populations de leucocytes (monocytes et lymphocytes) (Pirault & Lesnik, 2011; Libby et al.,
2010).

Les cytokines pro-inflammatoires, exprimées a I’intérieur de 1’athérome, provoquent un
stimulus chimiotactique. Les molécules chimiotactiques, comme la protéine-1 chimiotactique
des monocytes (MCP-1), produites par les cellules vasculaires et les chémokines,
surexprimeées dans la plagque, en réponse aux lipoprotéines modifiées, dirigent la migration et
la diapédese des monocytes adhérents. Les monocytes interagissent directement avec les
cellules endothéliales, en augmentent la production de la Métallo-Protéinase Matricielle 9
(MMP-9), permettant, ensuite, I’infiltration des leucocytes a travers la couche endothéliale et

leur association a la membrane basale (Packard & Libby, 2008).
I1V.1.3. Formation de cellules spumeuses

Sous I’influence du facteur stimulant des colonies de macrophage (M-CSF), surexprimé dans
les tissus inflammatoires de I’intima, les monocytes deviennent macrophages. Ces derniers
voient augmenter 1’expression de leurs récepteurs scavenger (capables de transporter certaines

formes de LDL modifiées) a leur surface. Les macrophages internalisent les LDL par
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endocytose et esterifient le cholestérol pour neutraliser ses effets potentiellement cytotoxiques
et pro-apoptotiques. L’accumulation des esters de cholestérol dans le cytoplasme des
macrophages les convertit en cellules spumeuses (Legein et al., 2013 ; Pirault & Lesnik,
2011 ; Packard & Libby, 2008 ; Rudijanto, 2007).

Les LDL modifiées favorisent I’inflammation, en stimulant la réplication des macrophages
qui proliferent et amplifient la réponse inflammatoire, en sécrétant de nombreux facteurs et
des cytokines, incluant le facteur de nécrose tumorale-a (TNF- a) et I’Interleukine-1p (IL-1p),
ainsi que la protéine chimio-attractive des monocytes -1 (MCP-1). Les macrophages/cellules
spumeuses favorisent, également, ’infiltration des monocytes et des cellules T dans la Iésion
(Suzuki et al., 2014 ; Legein et al., 2013 ; Packard & Libby, 2008).

IV.1.4. Formation de la strie lipidique et de la chape fibreuse

L’accumulation continue des acides gras et des cellules immunitaires, dans le mur vasculaire,
conduit a la formation de la premiére plaque d’athérome, appelée strie lipidique. La
progression de la plaque athéromateuse vers une lésion complexe se caractérise par la
formation d’une chape fibreuse, composée de cellules musculaires lisses (CML) et de

protéines, tels que le collagene, 1’¢lastine et les protéogylcanes, dites matrice extracellulaire

(MEC) (Williams et al., 2014 ; Krychtiuk et al., 2013 ; Rudijanto, 2007).

En réponse aux facteurs de croissance, comme le facteur de croissance transformant g (TGF-
B), ou le facteur de croissance dérivé des plaquettes (PDGF), libérés par les macrophages
activés et les cellules endothéliales, ainsi que la fissuration de la plaque, les CML migrent
depuis la média dans I’intima, par dégradation de la MEC par des protéinases. Une fois dans
I’intima, les CML s’installent entre la plaque et 1’endothélium ou elles proliférent et forment
la chape fibreuse qui va isoler le cceur lipidique de la lumiére artérielle (Williams et al.,
2014 ; Krychtiuk et al., 2013 ; Rudijanto, 2007).

La plaque va grossir progressivement. Ce processus va étre compensé par un élargissement
artériel, jusqu’a ce que la plaque occupe 40% de la paroi artérielle, seuil a partir duquel
1’élargissement ne suffit plus a compenser, et/ou la lumiere artérielle rétrécit progressivement
(Paul & Baudin, 2009).

IV.1.5. Rupture de la plaque

Les plaques qui provoquent les thromboses fatales des artéres coronaires sont celles qui ont
une chape fibreuse fine, un pool lipidique élevé, des cellules inflammatoires abondantes et

peu de cellules musculaires lisses. L’érosion et la rupture des plaques interviennent le plus
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souvent au niveau des zones d’accumulation des macrophages, oU ils sont activés et, ou
I’apoptose des CML intervient (Riccioni & Sblendorio, 2012 ; Packard & Libby, 2008 ;
Rudijanto, 2007) (Fig.4).
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Fig. 4. Evenements successifs lors de I'athérosclérose
(Badimon Chiva-Blanch, 2019)
Le déchirement de la plaque fibreuse aboutit au déclenchement de la cascade de la
coagulation. Le thrombus formé peut, soit se détacher de 1’endothélium et provoquer une
embolie, plus en aval, soit rester et boucher, partiellement ou complétement, la lumiére
artérielle, aboutissant, dans ce cas, a une ischémie aiglie du territoire d’aval. Une érosion
progressive de 1’endothélium peut également survenir (dans 20 a 40 % des cas) pour aboutir
au dénudement du noyau lipidique. Ce processus semble étre accéléré par I’apoptose des
cellules endothéliales et la présence des cellules pro-inflammatoires (Paul & Baudin, 2009).

La trés forte implication de I’inflammation, au cours de I’ensemble du processus
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athéroscléreux, conduit a définir 1’athérosclérose, comme une maladie inflammatoire

chronique (Hyman, 2010).
V. Plantes médicinales dans le traitement des facteurs de risque cardiovasculaire

L’histoire de la médecine traditionnelle est liée a celle de I’humanité, dans plusieurs cultures
de différentes nations. L’utilisation des plantes médicinales, pour le traitement des maladies et
le maintien de la santé publique est hautement répandue (Asgary et al., 2014 ; Bahmani et
al., 2014).

Selon I’OMS, 80% de la population mondiale ont recours aux plantes médicinales, pour
soigner les probléemes de santé primaire (Pragada et al., 2012), faisant de la phytothérapie,
I’art de se soigner par les plantes, une branche alternative dans la prévention et le traitement
de certaines pathologies (Mateescu et al., 2014).

Les plantes médicinales jouent un rdle important dans la recherche et le développement de
nouveaux médicaments. Des études récentes ont révélé des résultats prometteurs, quand a leur
utilisation, dans la prévention et le traitement des maladies comme 1’athérosclérose (Madihi
et al., 2013 ; Setorki et al., 2013), le diabete (Nasri et al., 2014; Akbari et al., 2013) et les
MCV (Khosravi-Boroujeni et al., 2013 ; Khosravi-Boroujeni et al., 2012).

V.1. Effet hypocholestérolémiant des plantes médicinales
V.1.1 Etudes expérimentales

Des études, réalisées chez le rat rendu hypercholestérolémique, ont mis en évidence le role de
plusieurs extraits aqueux de plantes, administrés par voie orale, dans la diminution de la
cholestérolémie (Azhar et al., 2015 ; Bouderbala et al., 2015; Ntchapda et al., 2015 ;
Aslam & Najam, 2014 ; Berzou et al., 2014 ; Haque et al., 2014 ; Vazquez-Castilla et al.,
2013 ; Udem et al., 2011).

En effet, Azhar et al., (2015), ont rapporté que I’extrait de feuilles de Juglans regia,
administré au rat, pendant 4 semaines, a la dose 200 mg.kg* de poids corporel (PC), réduisait
les taux plasmatiques du CT, du C-LDL et des TG et augmentait significativement celui du C-
HDL, diminuant, ainsi, les rapports CT/ C-HDL et LDL/HDL.

Aussi, apres le traitement du rat avec 1’extrait aqueux d’Ajuga iva a 0,5% pendant 15 jours,
Bouderbala et al., (2015), ont constaté une diminution significative des taux sériques des
TG, et du cholestérol estérifié (CE), ainsi qu’une réduction quantitative des VLDL, reflétant
celle de leurs composants de surface (apolipoprotéines et cholestérol non estérifié) et de leurs
composants centraux (TG et cholestérol estérifie), avec une réduction du C-VLDL.
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Ntchapda et al., (2015), ont signalé que I’extrait d’écorce de Zanthoxylum heitzii, administré
a la dose 225, 300 et 375 mg.kg! PC, durant 4 semaines, prévenait, chez le rat,
I’augmentation du CT aortique, des TG, des VLDL, des LDL hépatiques et du CT
plasmatique.

Aslam & Najam, (2014), ont noté que I’extrait de feuilles de Lagenaria Siceraria,
administré au rat, pendant 8 semaines, a la dose de 200 et 400 mg.kg? PC, réduisait
significativement les teneurs sériques du CT, des TG, du C-LDL, du C-VLDL et augmentait
celles du C-HDL.

De méme, I’administration de ’extrait aqueux de Zygophyllum gaetulum a 1%, pendant 4
semaines, a provoqué chez le rat une diminution significative des taux plasmatiques du CT et
du C-LDL, avec une augmentation du C-HDL (Berzou et al., 2014).

L’étude, menée par Haque et al., (2014), a permis d’observer, apres 6 semaines de traitement
par D’extrait des racines de Raphanus sativus (300 mg.kg! PC), un effet
hypocholestérolémiant, par la réduction du CT, du C-LDL et des TG, ainsi qu’une
augmentation de 1’excrétion fécale du cholestérol, chez le rat.

De méme, Vazquez-Castilla et al., (2013), ont observé, chez le rat, une diminution
significative des valeurs plasmatiques des TG, du CT et du C-LDL, apres administration orale
d’Asparagus officinali 8 500 mg.kg™ PC, pendant 5 semaines.

L’extrait des feuilles de Cleistopholis Patens (400 et 600 mg.kg? PC), aprés 2 mois de
traitement, chez le rat, a montré une diminution significative des teneurs plasmatiques en CT,
en TG, en LDL, avec une augmentation des HDL (Udem et al., 2011).

V.1.2 Etudes cliniques

L’effet hypocholestérolémiant des plantes médicinales, n’a fait I’objet que de peu d’études
cliniques (Cicero et al., 2018 ; Reto et al., 2014).

L’étude menée par Cicero et al., (2018), a montré que I’administration sous forme de
comprimé d’une préparation d’extraits secs de Cynara scolimus et Berberis aristata, pendant
8 semaines, a des patients présentant une hypercholestérolémie (C-LDL = 130 a 190 mg.dL™*
et TG < 400 mg.dL™?), et suivant des conseils diététiques qualitatifs, induit une diminution des
taux plasmatiques en CT, en C-LDL eten TG.

Par ailleurs, la consommation journaliere de 1200 mL de thé vert (Camellia sinensis),
pendant 15 jours, par des personnes hypercholestérolémiques (> 6,163 mmol.L?), soumis a
un regime faible en matiéres grasses, a réduit de maniére temporaire les taux de CT et de C-
LDL (Reto et al., 2014).
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V.2. Effet hypoglycémiant des plantes médicinales
V.2.1. Etudes expérimentales

Plusieurs études ont rapporté un effet hypoglycémiant, aprés administration orale d’extraits
aqueux de certaines plantes, chez le rat rendu diabétique par injection de STZ (Guenzet et al.,
2018 ; Agbai et al., 2015 ; Andrade-Cetto et al., 2015 ; Kilari et al., 2015 ; Menon et al.,
2015 ; Guenzet et al., 2014 ; Nabi et al., 2013).

En effet, Guenzet et al., (2018) ont rapporté une diminution de la glycémie et une
augmentation de I’insulinémie, chez le rat aprés gavage, avec un extrait de Syzygium
aromaticum (2 g.kg? PC), pendant 4 semaines.

Aussi, les travaux d’Agbai et al., (2015) ont montré que I’extrait de graines d’Annona
muricata, administré au rat pendant 1 mois, a la dose de 500 et 750 mg.kg™ PC, avait un effet
hypoglycémiant.

Andrade-Cetto et al., (2015), ont constaté, également un effet hypoglycémiant de I’extrait
aqueux et de ’extrait éthanol-eau d’Hamelia patens (30 et 300 mg.kg™ PC), chez le rat, 120 et
60 minutes apres ingestion.

De méme, I’extrait du péricarpe de Litchi chinensis (100, 200 mg.kg™* PC), administré au rat,
durant 12 semaines, a atténué considérablement la glycémie (Kilari et al., 2015).

L’étude menée par Menon et al., (2015), chez le rat, a mis en évidence, apres 1 mois de
traitement par I’extrait de feuilles de Kalanchoe pinnata (140 mg.kg? PC), une diminution
significative du taux de glucose sanguin.

L’effet hypoglycémiant de Zygophyllum gaetulim (1 g.kg™* PC) a été rapporté par Guenzet
et al., (2014), aprés administration au rat, pendant 4 semaines.

Nabi et al., (2013), ont noté que I’extrait de racines de Piper longum (200 mg.kg? PC),
administré chez le rat, pendant 1 mois, réduisait significativement la glycémie.

Agbai et al., (2015) ; Kilari et al., (2015) ; Menon et al., (2015) et Nabi et al., (2013) ont
mis en évidence une amélioration de certains parameétres lipidiques, associée a un effet

hypoglycémiant des différentes plantes etudiées chez le rat.
V.2.2. Etudes cliniques

Le pouvoir hypoglycémiant de certaines plantes médicinales a été mis en évidence par
quelques études menées chez des patients diabétiques (Li et al., 2015 ; Hosseini et al., 2014).
Ainsi, trois groupes de patients diabétiques DT2 (glycémie >125 mg.dL™?) agés de 30 a 60 ans
sous traitement hypoglycémiant mais pas sous insulinothérapie, ont ingéré, pendant 30 jours,
une capsule contenant 1g de poudre de Gymnema sylvestre, Citrullus colocynthis et de
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Artemisia absinthium. Ces plantes ont eu un effet hypoglycémiant, en comparaison a la
glycémie a JO (- 37%, -35% et -32%, respectivement) (Li et al., 2015).

Aussi, I’extrait aqueux de feuilles de Juglans regia, a la dose de 400 mg/jour, pendant 60
jours, a induit, chez des patients DT2, sous traitement (metformine et glibenclamide), une
réduction significative de la glycémie et de I’ I'némoglobine glyquée (HbA1c), associée a une
augmentation du taux d’insuline, sans effets secondaire sur la fonction rénale ou hépatique

(Hosseini et al., 2014).

V.3. Effet antioxydant des plantes médicinales

Il a été rapporté que les deux tiers des especes végétales ont une importance medicinale dans
la culture des populations, de par le monde et que toutes auraient un excellent potentiel
antioxydant (Krishnaiah et al., 2011).

V.3.1. Etudes expérimentales

Chez le rat rendu hypercholestérolémique, plusieurs études ont montré I’effet bénéfique de
I’extrait aqueux de certaines plantes, administré par voie orale sur le statut antioxydant
(Otunola et al., 2014 ; Vazquez-Castilla et al., 2013 ; Jiangwei et al., 2011).

En effet, ’extrait aqueux de Sativum Allium, de Zingiber officinale et de Capsicum
fructensces, ainsi que leur mixture, a la dose de 200 mg.kg™* PC, administrés au rat, pendant 4
semaines, a révélé une diminution de la peroxydation lipidique, due a une augmentation
significative de D’activité des enzymes antioxydantes, telles que la SOD, la GPx et la
glutathion réductase (GRed) (Otunola et al., 2014).

Vazquez-Castilla et al., (2013) ont noté une amélioration des paramétres antioxydants
(augmentation de I’activité de la CAT, de la SOD et de la GPx), chez le rat consommant un
régime supplémenté en extrait aqueux d’Asparagus officinalis (500 mg.kg* PC), pendant 5
semaines.

Astragalus mongholicus a un effet antioxydant a la dose de 0,4 et 0,8% du régime consommé
par le rat, pendant 5 semaines, caractérise par une augmentation significative de I’activité de
la CAT, de la SOD et de la GPx, au niveau sérique et cardiaque (Jiangwei et al., 2011).
Asparagus officinalis et Astragalus mongholicus possédent une activité antioxydante, avec
une amélioration du profil lipidique par la diminution significative des concentrations de CT,
de TG et de LDL-C et une augmentation de celles du HDL-C (Vazquez-Castilla et al., 2013 ;
Jiangwei et al., 2011).
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D’autres ¢études, portant sur le rat rendu diabétique par la STZ, ont révélé le potentiel
antioxydant de 1’extrait aqueux de plusieurs plantes (Menon et al., 2016 ; Giribabu et al.,
2014 ; Saddala et al., 2013 ; Bharvad et al., 2011).

En effet, ’extrait des feuilles de Kalanchoe Pinnat, consommé pendant 30 jours, a raison de
140 mg.kg™* PC, augmentait significativement I’activité de la CAT (Menon et al., 2016).
Giribabu et al., (2014), ont mis en évidence une augmentation significative de I’activité de
la SOD, de la CAT et de la GPx, ainsi qu’un effet préventif sur la peroxydation lipidique, au
niveau rénal, suite a I’administration de 1’extrait de feuilles de Phyllanthus niruri, a la dose de
200 et 400 mg.kg™ PC, pendant 28 jours, chez le rat.

L’étude de Saddala et al., (2013), a révélé, chez le rat, une normalisation du contenu en acide
urique, en GSH, en acide ascorbique et de l’activité de la xanthine oxydase, suite a
’administration de 1’extrait de racines de Pimpinella tirupatiensis (750 mg.kg™* PC), pendant
30 jours.

Bharvad et al.,, (2011), ont not¢é que la consommation d’un extrait de feuilles de
Schweinfurthia papilionacea (150 et 300 mg.kg?* PC), pendant 1 mois, entrainait, chez le rat,
une diminution de la peroxydation lipidique, au niveau rénal, ainsi qu’une augmentation
significative de I’activité de la CAT et de la SOD. Cet effet antioxydant est accompagné
d’une amélioration des paramétres lipidiques, comme la diminution des valeurs du CT, des
TG et du C-LDL et une augmentation de celles du C-HDL.

V.3.2. Etudes cliniques

Des études, menées chez I’homme, ont permis de révéler I’effet antioxydant de certaines
plantes médicinales (Tavakoly et al., 2018 ; Shidfar et al., 2015 ; Moradi et al., 2012).

En effet, chez 48 patients DT2, consommant 15 g/jour de poudre de graines de Trigonella
foenum-graecum, pendant 8 semaines, il a été noté une augmentation des valeurs de la SOD
(P=0,001) et une diminution de la protéine C-réactive (CRP) (P=0,012) (Tavakoly et al.,
2018).

De plus, Shidfar et al., (2015), ont noté, chez des sujets, 4gés de 20 a 60 ans, présentant un
DT2 et n'ayant pas recu de traitement & base d'insuline et consommant 3 g de gingembre en
poudre, chaque jour pendant 3 mois, une diminution du glucose sanguin (P<0.05), de
I’HbAlc (P=0,0001), de I’insuline (P=0,001), de [I’insulino-résistance (P=0.001), du
malondialdéhyde MDA (P=0,0001), de la capacité antioxydante totale (P=0.0001), de la
CRP (P=0.0001) et de la paraoxonase sérique (PON1) (P=0,0001).
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Aussi, une réduction des teneurs en LDL oxydes et une augmentation de I’activité de la PON1
ont été notées, chez 93 patients hypercholestérolémiques (avec un taux de C-LDL supérieur a
3,082 mmol.L?, ne prenant aucun médicament hypolipémiant), aprés consommation de 50

g/jour de feuilles fraiches de Po, pendant 45 jours (Moradi et al., 2012).

V.4. Effet anti-inflammatoire des plantes médicinales
V.4.1 Etudes expérimentales

Certains extraits aqueux de plantes, administrés par voie orale, peuvent combiner, a la fois,
un effet hypoglycémiant, antioxydant et un effet anti-inflammatoire, chez le rat rendu
diabétique par la STZ (Khattab et al., 2015 ; Ojha et al., 2014 ; Sharma et al., 2012).

En effet, Khattab et al., (2015), ont noté une diminution significative des teneurs sériques en
certains facteurs pro-inflammatoires, tels que le TNF-a et les IL-1B, chez le rat, apres
administration d’un extrait de fruits de Grewia asiatica (100 mg.kg? PC), pendant 4
semaines.

L’ étude menée par Ojha et al., (2015), a révélé que le traitement avec un extrait de fruits de
Withania coagulans, & la dose de 10 mg.kg! PC, pendant 3 semaines, diminuait
considérablement les teneurs en TNF-a, en IL-1B et en cytokines, au niveau rénal, ce qui
atténue la réponse inflammatoire, chez le rat.

Aussi, I’administration au rat d’un extrait de graines de Syzygium cumini, a la dose de 100,
200 et 400 mg.kg? PC, durant 21 jours, atténuait significativement les teneurs sériques en
TNF-a (Sharma et al., 2012).

V.4.2. Etudes cliniques

L’effet anti-inflammatoire des plantes médicinales a été relevé par certaines études menées
chez I’homme (Olaniyan et al., 2019 ; Usharani et al., 2008). En effet, Olaniyan et al.,
(2019) ont constate, chez des patients hypercholestérolémiques ayant consommé 60 mL d’un
extrait liquide brut de jeunes feuilles de cajou, pendant 2 semaines, un effet anti-
inflammatoire par la réduction significative des valeurs plasmatiques du TNF-a, de I'IL-6 et
de la CRP.

Une étude, menée chez des patients, atteints de DT2, consommant 600 mg/jour de NCB-02
(une préparation standardisé de curcuminoides), a montré, apres 8 semaines, une diminution
significative des marqueurs de I’inflammation, tels que I’'IL6 et le TNF-a (Usharani et al.,
2008).
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V1. Choix du matériel végétal et du modele expérimental
V1.1. Portulaca oleracea, plante médicinale

Portulaca oleracea (Po), communément
appelée Portulaca, appartenant a la
famille des Portulacaceae (Tableau 1),
est une plante herbacée, annuelle,
retrouvée dans les régions tempérées et
tropicales du globe (Zhou et al., 2015).
Elle mesure 10 & 30 cm de hauteur, ses
tiges de couleur verte ou rouge, sont
charnues, cylindriques et lisses. Le

pourpier posséde des feuilles vertes,

épaisses, de forme oblongue et

Portulaca oleracea Po

opposées.

Tableau I. Classification de Portulaca oleracea

Regne Plantae
Sous-régne Tracheobionta
Superdivision Spermatophyta
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida

Caryophyllidae

Ordre Caryophyllales
Famille Portulacaceae

Genre Portulacae L.

Espece Portulacae oleracea L.

(United States Department of Agriculture, 2012)

Ses fleurs jaunes sont petites, sessiles, solitaires ou agglomérées aux entre-nceuds ou a
I’extrémité de la tige. La floraison a lieu de mai a septembre. Ses graines sont ovales, tres
petites et généralement de couleur noire ou marron (Uddin et al., 2014 ; Chowdhary et al.,
2013). Elle est considérée, par I’OMS, comme 1’une des plantes médicinales les plus utilisées,
a travers le monde (El-Newary, 2016). [

| "
W
| b

A
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V1.1.1. Profil phytochimique de Po

Po contient plusieurs composeés, parmi les quels les polysaccharides, les acides gras oméga 3
(w3) et oméga 6 (w6), les flavonoides, la coumarine, les alcaloides, les tannins, les vitamines
antioxydantes (Vit. A, C, B et caroténoides) et les minéraux (magnésium, calcium, potassium
et fer) (Melilli et al., 2019 ; Meng et al., 2016 ; Zhao et al., 2015 ; Zhou et al., 2015 ; Zidan
etal., 2014 ; Shen et al., 2013 ; Zhao et al., 2013 ; Uddin et al., 2012 ; Chen et al., 2012), ce
qui confeére, a la plante, une haute valeur nutritionnelle (Tableau I1).

Tableau Il. Valeur nutritionnelle de Po pour 100 g

Energie 16 kcal
Hydrates de carbone 3,4 ¢
Gras 01g
Protéines 1,30 ¢
Eau 92,86 g
Vitamine A 1320 1U
Vitamine Bl 0,047 mg
Vitamine B2 0,112 mg
Vitamine B3 0,48 mg
Vitamine B5 0,036 mg
Vitamine B6 0,073 mg
Vitamine B9 12 pg
Vitamine C 21 mg
Calcium 65 mg
Fer 1,99 mg
Magnésium 68 mg
Manganeése 0,303 mg
Phosphore 44 mg
Sodium 45 mg
Potassium 494 mg
Cuivre 0.113 mg
Sélénium 0,99
Zinc 0,17 mg

(Vijaya Lakshmi et al., 2018)
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VI1.1.2. Toxicité de Po

Avant D’utilisation de la plante, a des fins curatives, il est nécessaire de connaitre ses
paramétres toxicologiques, pour déterminer la dose létale 50 (DL50), dans le but d’éviter des
cas d’intoxication.

Plusieurs recherches ont évalué le degré de toxicité de Po. Lalromawii et al., (2014) ont
révélé que I’extrait aqueux de Portulaca, a la dose de 3000 mg.kg? PC, ne présentait pas
d’effet 1étal, chez le rat Wistar. Auparavant, Kishore et al., (2013) ont observé que I’extrait
éthanolique de Po, administré au rat Wistar, a la dose de 2000 mg.kg™ PC, ne présentait
aucune toxicité.

Aussi, I’extrait éther de pétrole de Po, & la dose de 2000 mg.kg™? PC, n’était pas toxique, pour
le rat Wistar (Reddy & Somasundaram, 2013 ; Mallikarjuan Rao et al., 2012).

V1.1.3. Bienfaits thérapeutiques de Po
1.3.1 Etudes expérimentales

Des études récentes, chez le rat et la souris, ont rapporté une panoplie de rdles biologiques de
Po, faisant de cette plante un excellent hypolipémiant (EI-Newary, 2016 ; Zidan et al., 2014 ;
Pragda et al., 2012), antidiabétique (Lalromawii et al., 2014 ; Shafi & Tabassum, 2013 ;
Lee et al.,, 2012), antioxydant (Chen et al., 2012 ; Erkan, 2012 ; Dkhil et al., 2011 ;
Xiaojuan et al., 2011), anti-inflammatoire (Jagan Rao et al., 2012 ; Lee et al., 2012 ;
Huang & Dong, 2011) et antiathérogéne (Guenzet et al., 2014 ; Pragda et al., 2012 ;
Shehata & Soltan, 2012).

1.3.1.1. Potentiel hypolipémiant

L’extrait éthanolique de Po a 70%, ainsi que sa poudre et I’infusion de ses tiges, administrés a
la dose de 1g.kg? PC, améliorent le profil lipidique, aprés 8 semaines, chez le rat
consommant un régime hyperlipidémique (EI-Newary, 2016).

Aussi, un régime enrichi en extrait aqueux de Po, a la dose de 0,5 g.kg™* PC, administré au rat
hypercholestérolémique, durant 4 semaines, a provoque une diminution de la triglycéridémie,
de la cholestérolémie et a favorisé le transport inverse du cholestérol par la lécithine:
cholestérol acyltransférase (LCAT) (Zidan et al., 2014).

De méme, Pragda et al., (2012), ont rapporté, chez le rat rendu hyperlipidémique par la
dexaméthasone et traité avec 1’extrait éthanolique des feuilles de Po (200 et 400 mg.kg™ PC),

pendant 8 jours, une diminution des concentrations sériques en TG et CT.
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1.3.1.2. Potentiel antidiabétique

Lalromawii et al., (2014) ont mis en évidence I’effet hypoglycémiant de I’extrait aqueux de
Po (800 g.kg™ PC), administré pendant 7 jours au rat Wistar, rendu diabétique par I’alloxane.
Cette activité hypoglycémiante a, aussi, été le résultat d’un traitement a base de 50% d’extrait
éthanolique de Po, administré a la souris, par voie orale, a la dose de 400mg.kg™* PC, pendant
14 jours (Shafi & Tabassum, 2013).

L’étude menée par Lee et al., (2012), a noté, aprés 10 semaines de traitement avec 1’extrait
aqueux de Po, & la dose de 300 mg.kg™* PC, chez la souris mutante db/db, une diminution de

la glycémie, associée a un taux élevé d’insuline.
1.3.1.3. Potentiel antioxydant

Plusieurs expérimentations ont été menées, dans le but d’explorer le potentiel antioxydant de
certains composes bioactifs de Po. En effet, la souris, consommant un régime enrichi en
lipides et recevant, par gavage, un extrait aqueux de Po (100, 200 mg.kg™ PC), présentait une
peroxydation lipidique réduite et une activité augmentée des enzymes antioxydantes, au
niveau sanguin et hépatique (Chen et al., 2012).

Aussi, Erkan, (2012), a mis en évidence le fort potentiel inhibiteur d’une fraction de Po,
obtenue, par séparation en phase inverse de la plante crue, sur la peroxydation lipidigque, par le
dosage des substances réactives a l'acide thiobarbiturique TBARS.

Selon I’étude de Dkhil et al., (2011), le jus de Po, administré au rat male Wistar, pendant 12
jours, avait un effet antioxydant, en diminuant [I’activit¢ hépatique de 1’alanine
aminotransférase (ALT) et de I’aspartate aminotransférase (AST), ainsi que les teneurs en
urée, en créatinine et en acide urique. Aussi, I’administration de Po augmente les valeurs
hépatiques, rénales et testiculaires de la GSH, la CAT et la SOD.

De plus, les travaux de Xiaojuan et al., (2011), ont observé, apres 4 semaines, une activité
antioxydante des polysaccharides extraits de Po (100, 200 et 400 mg.kg™* PC), chez le jeune

rat male, soumis a un exercice physique.
1.3.1.4. Potentiel anti-inflammatoire

Un effet anti-inflammatoire a été constaté, apres traitement avec I’extrait de feuilles de Po
(200 mg.kg? PC), administré oralement au rat Wistar, ayant préalablement subi une injection
de la carraghénane, au niveau des tissus sub-plantaires (Jagan Rao et al., 2012).

Huang & Dong, (2011), ont évalué I’effet protecteur de Po (5 et 10 g.kg? PC, pendant 10

jours), contre la blessure aigiie causée au rat, par administration de 1’acide trinitrobenzene-
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sulfonique (TNBS), a méme le colon. Leurs résultats ont révélé une régression de la réaction
inflammatoire, laquelle a été observée, lors de 1’étude, précédemment décrite, de Lee et al.,
(2012).

1.3.1.5. Potentiel antiathérogéne

De nombreux auteurs ont rapporté 1’effet antiathérogéne de Po. En effet, Guenzet et al.,
(2014), ont rapporté, aprés 1’administration de ’extrait aqueux de Po (1g.kg? PC), au rat
Wistar rendu diabétique par la STZ, pendant 28 jours, une diminution des indices
d’athérogénicité (CT/C-HDL, C-LDL-HDL1/C-HDL).

De plus, ’extrait éthanolique de Po (200 et 400 mg.kg' PC), administré au rat rendu
hyperlipidémique, par la dexamethasone, a entrainé une diminution de la triglycéridémie, de
la cholestérolémie et des rapports d’athérogénicité (Pragda et al., 2012).

De méme, Shehata & Soltan, (2012), ayant utilisé la plante fraiche et ses graines a 10 et
20%, chez la souris hypercholestérolémique, durant 6 semaines, ont indiqué une nette
amélioration des paramétres lipidiques, des enzymes hépatiques et de I’indice
d’athérogénicité (CT - C-HDL/C-HDL).

En plus de son utilisation dans la prévention et/ ou le traitement de certains facteurs de risque
cardiovasculaire, Po est largement reconnue pour de nombreux autres effets, tels que 1’effet
anticancérigéne (Zakaria & Hazha, 2013), hépato-protecteur (Anusha et al., 2011), néphro-
protecteur (Karimi et al., 2010), antimicrobien (Londonkar & Nayaka, 2012).

1.3.2. Etudes cliniques

Certaines  études cliniques confirment I’effet hypoglycémiant et hypolipémiant de Po
(Bedakhanian et al., 2017 ; Dehghan et al., 2016 ; Wainstein et al., 2016 ; Esmaillzadeh et
al., 2015 ; Farzanegi, 2014 ; El-Sayed, 2011).

Le potentiel hypoglycémiant et I’effet hypolipémiant ont été révélés, lors d’une étude, menée
chez des femmes présentant un DT2. La consommation d’un régime alimentaire, supplémenté
en poudre de feuilles de Po (7,5 g/jour), pendant 112 jours, a induit une diminution
significative de la glycémie, des valeurs en TG, en CT, en C-LDL et une augmentation du C-
HDL (Dehghan et al., 2016).

Aussi, I’effet hypolipémiant de Po a été rapporté par Esmaillzadeh et al., (2015), chez des
patients atteints de DT2 (hommes et femmes). Une supplémentation del10 g/jour, pendant 35
jours, de poudre de Po, avec 240 mL de yaourt faible en matiéres grasses, a provogqué une
diminution des taux de TG et de C-LDL, alors que les niveaux de C-HDL ont augmente.
Aucune différence significative n’a été notée pour la glycémie.
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De méme, I’étude menée par Farzanegi, (2014), a permis de rapporter, apres 56 jours de
supplémentation avec 7,5 g/jour de poudre de Po mélangée a du yaourt écrémé, un effet
hypoglycémiant et hypocholestérolémiant, par la réduction du CT et du C-LDL avec une
augmentation du C-HDL et une diminution de taux de TG, chez de patientes atteintes de DT2.
De plus, un effet hypoglycémiant a été constaté, chez des patients atteints de DT2,
consommant 5g de graines de Po, 2-fois par jour pendant 8 semaines (El-Sayed, 2011).
L’effet de Po semble étre dose-dépendant.

En effet, Bedakhanian et al., (2017), n’ont noté¢ aucun effet sur les taux de CT, du C-LDL,
des TG et de la glycémie, chez des hommes atteints du syndrome métabolique et consommant
0,06 g/jour de poudre de Po, pendant 56 jours, alors que les valeurs de C-HDL ont augmentg.
De plus, a la dose de 0,18 g/jour pendant 84 jours, Po n’a aucun effet bénéfique sur la
glycémie, le CT, le C-LDL, le C-HDL ou les TG, chez des patients DT2 (Wainstein et al.,
2016).

V1.2. Modéle expéerimental, le rat Wistar

Le rat de laboratoire a été largement pris comme modele animal dans la recherche
expérimentale, offrant la meilleure représentation des caractéristiques fonctionnelles des
mammiféres (Sengupta, 2013). La souche Wistar, développée a I’institut Wistar en 1906,
consanguine du rat albinos (Rattus norvegicus), est la souche la plus utilisée en laboratoire.
Elle est caractérisée par une large téte, de longues oreilles et une queue dont la longueur est
moindre que celle du corps tout entier (Alexandru, 2011).

Dans la présente étude, le choix du modéle animal s’est porté sur le rat Wistar, rendu
hypercholestérolémique et diabétique.

Ainsi, I’hypercholestérolémie peut étre induite, chez le rat Wistar, par un régime supplémenté
en cholestérol et en acide cholique (Dhande et al., 2014 ; Csont et al., 2013 ; Al-Rejaie et
al., 2012).

D’autre part, le rat Wistar peut étre rendu diabétique, par injection intra-péritonéale de
streptozotocine (STZ).

Ce produit, d’origine naturelle, issu des bactéries du sol (Streptomyces achromogenes), induit
une augmentation significative de la glycémie, en provoquant une destruction partielle des

cellules B des ilots de Langerhans insulino-sécrétrices (Eleazu et al., 2013) (Fig. 5).
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Fig. 5. Effet de la streptozotocine sur les cellules f des Tlots de Langerhans
insulino-sécrétrices (Wu & Yan, 2015)

En effet, la STZ est transportée par les GLUT2 vers les cellules B pancréatiques qui subissent
un endommagement de leur ADN ; ce qui améne a I’augmentation de 1’activité de 1’adénosine
diphosphate ribose (ADP-ribose) et de la poly (ADP-ribose) polymérase 1 (PARP-1).
Toutefois, une activité exagérée de ces enzymes réparatrices d’ADN, conduit a une délétion
intracellulaire de nicotinamide adénine dinucléotide oxydée (NAD®) et de 1’adénosine-
riphosphate (ATP), provoquant, ainsi, une nécrose des cellules sécrétrices d’insuline
(Szkudelski, 2012).
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I. Matériel vegétal
I.1. Préparation de I’extrait de Portulaca oleracea

La partie aérienne de la plante Po a été récoltée au mois de mai 2012, dans la région de
Ouargla (sud-est algérien). Aprés son identification, au niveau du laboratoire de Biochimie et
Physiologie Végétale de I’Université Oranl (voucher numéro CL1965), les feuilles ont été
nettoyées puis séchées, a température ambiante, dans un endroit aéré et a ’ombre, afin de
mieux conserver les molécules actives. Le broyat de Po (10g) est mélangé a I’cau distillée
(100 mL). Le mélange est porté a frémissement (80°C), pendant 60 min puis filtré sur du
coton. Cette opération est répétée 3 fois. Par la suite, le filtrat est congelé a -20°C puis
lyophilisé (CHRIST, ALPHA 1-2 LD, Germany). Une poudre brunatre est obtenue, le

rendement de 1’extraction est de 30% (Fig. 6).
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Extrait aqueux lyophilisé

Fig. 6. Préparation de I’extrait aqueux lyophilisé de Po
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1.2. Analyse phytochimique préliminaire de Po
1.2.1. Méthodes chromatographiques
1.2.1.1. Chromatographie sur couche mince (CCM)

Utilisée a chaque étape pour le suivi des purifications, la CCM est une méthode analytique
permettant de contréler le profil de fractionnement des différents composants d’un extrait
brut. Elle est réalisée en phase normale, sur une plaque de silice (Silicycle Ultra Pure
Silicagel, 10-12 pm), sur support en verre (Silica Plate TLC) CCM (60A, F254, Silicycle).

Le développement des plaques s’effectue dans des cuves en verre saturées, avec un éluant
approprié, constitué¢ généralement d’un mélange tertiaire de solvants, selon le type de
séparation souhaitée (CHCIls/MeOH/H0; 70: 30: 5, 60: 32: 7). En effet, le solvant de
migration doit étre choisi, en fonction de la polarité des molécules contenues dans
I’échantillon. Les plaques sont ensuite observées sous lampe UV a 254 et a 366 nm, afin de
distinguer les molécules possedant un chromophore (par exemple les flavonoides).

Les molécules, difficilement détectables sous UV, sont révélées par la vanilline sulfurique,
une solution composée de 1 g de vanilline, 2 mL d’acide sulfurique et de I’éthanol a 95%
g.s.p. 100 mL. Les plaques sont ensuite chauffées a 120°C, pendant quelques minutes. Les

fractions semblables sont rassemblées, évaporées et lyophilisées.
1.2.1.1. Chromatographie liquide sous vide (VLC)

La VLC (Vacum Liquid Chromatography) est une technique de fractionnement préliminaire
de I’extrait brut. Elle peut étre considérée comme une chromatographie sur colonne
préparative, sous vide, permettant d’accélérer le débit d’élution. En pratique, elle permet
I’élimination des sucres, des chlorophylles et des tanins, contenus dans les extraits.

Un verre fritté, de diameétre et de hauteur variables, selon le poids de 1’échantillon, est fixé sur
une fiole a vide, Un filtre en verre fritté, de porosité fixe, dont la taille est choisie, en fonction
de la masse d’extrait a séparer, est utilisé. La phase stationnaire est du SiO2 35-70nm éluee
par un melange CHClz/MeOH/H20.

1.2.1.1. Chromatographie d’exclusion Sephadex LH-20

La chromatographie d’exclusion, ou chromatographie sur gel perméable, est une méthode qui
permet la séparation des constituants d’un mélange, par taille moléculaire décroissante, au

travers d’un gel poreux.
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Les molécules, dont le diameétre est supérieur a celui des pores, sont exclues et sont donc
éluées en premier comme les tannins. Les molécules, plus petites ou moyennes, sont les
derniéres a étre éluées car elles pénétrent dans les pores du gel et leur migration se trouve
retardée. Les saponines et les flavonoides présentent une élution intermédiaire. Le support

stationnaire utilisé est la Sephadex LH-20 et le solvant d’élution le méthanol.
1.2.1.1. Chromatographie liquide moyenne pression (MPLC)

La MPLC est une technique analytique, permettant de fractionner et purifier plusieurs
grammes d’un mélange. La taille de la colonne de séparation a silice (Buchi, Labortechnik
GmbH, Essen, Germany) est sélectionnée, selon la quantité de produit a injecter (460 x 15
mm ou 230 x 15 mm). Le support utilisé peut étre, soit de la silice phase normale, le Silicagel
60 F254 (15-40 um), soit de la silice phase inverse (Merck KGaA, Darmstadt, Germany) ou
RP-18 (75-200 um, Silicycle).

Les systémes de solvants, utilisés pour 1’élution, sont des mélanges tertiaires (CHCI3/
MeOH/H-0), en phase normale ou des mélanges binaires (MeOH/H20), en phase inverse.
Dans notre étude, deux principaux appareils ont été utilisés: le premier est constitué¢ d’une
pompe Gilson M305, d’une colonne Biichi, remplie de gel de silice 60 ou de silice en phase
inverse RP-18; le second est un appareil Buchi Manager C-605 a deux pompes (2x Bichi
Pump Module C-601). Les deux appareils sont reliés & un collecteur de fractions C-660. La
colonne est eluée avec un débit de 2 mL/min et une pression moyenne de 2 Bar. Les fractions

recueillies sont regroupées selon les résultats de 1’analyse par CCM.
1.2.2. Evaluation de I'activité antioxydante de Po

Le test in vitro KRL (Blache & Prost, 1992) permet de mesurer l'activité antioxydante de
I'extrait aqueux de Po, en évaluant la résistance a lI'agression des radicaux libres par la mesure
de la capacité du sang total a résister a I'némolyse, induite par les radicaux libres. Le trolox,
un analogue synthétique de la vitamine E, soluble dans I'eau, est utilisé comme standard et

son activité antioxydante (mmol.L™) est comparée a celle de I'extrait aqueux de Po.

I1. Animaux et régimes

Vingt-huit rats males Wistar (Institut Pasteur, Alger, Algérie), agés de 8 semaines et pesant
138+12g, sont soumis, pendant 15 jours, a un régime semi-synthétique, contenant 20% de
caseine et supplémenté avec 1% de cholestérol et 0,5% d’acide cholique (Sigma-Aldrich

Chemie, Germany);, afin de provoquer une hypercholestérolémie.
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Apres cette phase d’adaptation, les rats rendus hypercholestérolémiques (cholestérol total =
5,76+0,80 mmol.L? vs valeur usuelle chez le rat < 3,90 mmol.L}), pesant 225,08+8,26g,
subissent une injection intra-péritonéale d’une dose unique de streptozotocine (STZ) (Sigma,
St Louis, USA), a raison de 55 mg.kg™? PC. La STZ est diluée dans du tampon citrate (0,05M,
pH 4,5) juste avant son utilisation.

L’hyperglycémie est confirmée, 48 heures apreés l'injection de STZ, sur un prélévement
sanguin, effectué au niveau de la veine de la queue, a I’aide d’un glucometre (Accu-Chek ®
Active, Roche Diagnostics, Mannheim, Germany). Les animaux, dont la glycémie a jeun est

supérieure a 2,50 g.L* (13,87 mmol.L™), sont considérés comme diabétiques.

Les rats rendus hypercholestérolémiques-diabétiques (n = 20) sont répartis en 2 groupes : Un
groupe non traité consomme un régime a 20% de cas€ine, supplémenté avec 1% de
cholestérol (HD) et un groupe traité soumis au méme régime, supplémenté avec 1% d’extrait
aqueux lyophilisé de Portulaca oleracea (HD-Po), durant 28 jours. La composition des

régimes est présentée dans le Tableau Il1I.

Tableau I11. Composition des régimes (g.kg* régime)!

Ingrédients HD HD-Po
Caséine? 200 200
Amidon de mais® 585 575
Huile de tournesol* 50 50
Saccharose® 50 50
Cellulose® 50 50
Vitamines’ 20 20
Sels minéraux® 40 40
Cholestérol® 10 10
Acide cholique!® 5 5
Extrait aqueux de Portulaca oleraceal* 0 10

YLes régimes préparés au Laboratoire de Nutrition Clinique et Métabolique (LNCM) sont
isoénergétiques (17,78 MJ/kg) et donnés sous forme de poudre. >**Sigma-Aldrich Cheme, Germany.
*ONAB, Sidi Bel Abbgs, Algérie. “CEVITAL SPA, Béjaia, Algérie. ®ENASUCRE, Sfisef, Algérie.
®Prolabo, Paris, France. "UAR 200 (Villemoisson, 91360). Mélange vitaminique (mg/kg de régime):
vit A, 39 600 Ul; vit Ds, 5000 Ul; vit By, 40; vit By, 30; vit Bz, 140; vit Be, 20; vit B7, 300; vit B12, 0.1;
vit C, 1600; vit E, 340; vit K, 3.80; vit PP, 200; choline, 2720; Acide folique, 10 ; Acide
paraaminobenzoique (PAB), 180 ; Biotine, 0,6 ; Cellulose, gsp, 20g. *UAR 205B (Villemoisson, 1360,
Epinay/S/Orge, France). Mélange minéral (mg/kg de régime): CaHPO,, 17 200; KCI, 4000; NaCl,
4000; MgO,, 420; MgSQOas, 2000; Fe;0s, 120; FeSOs, 7H,0, 200; MnSO4, H2SO4, H20, 98; CuSOs,,
5H:0, 20; ZnSO4, 80;CuSOs, 80; CuSOs4, 7H20 et K, 0,32.
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Les animaux sont maintenus dans une animalerie, dans des conditions environnementales
standard, a la température de 24°C, avec un cycle circadien 12h jour/12h nuit et une
hygrométrie de 50%. L’eau et la nourriture en poudre sont données a volonté. La mesure du
poids des animaux et de la nourriture ingérée est réalisée quotidiennement et la glycémie est
déterminée une fois par semaine.

Du 21°™ au 28°™ jour, les rats sont placés dans des cages & métabolisme. Les urines et les
féces sont recueillies sur un antiseptique (thymol-isopropanol a 10% (P/V), Merck, Germany)
puis filtrés et conservées a 4°C. Débarrassés de tout résidu de nourriture, les féces sont
séchées dans une éetuve (Tan Steril, Italy) a 40°C puis finement broyées, elles sont ensuite
conservees a -20°C.

Les conseils pour la protection et 1’utilisation des animaux de laboratoire sont suivis (Council

of European Communities, 1987).

I11. Prélevement du sang et des organes

Apres 28 jours d’expérimentation, les animaux des deux groupes sont pesés puis anesthésiés,
aprés 12 h de jelne, par injection intra-péritonéale d’une solution de pentobarbital sodique
(Coop. Pharmaceutique Frangaise, 77000, Melun) (60mg.100g* PC).

Le sang est prélevé par ponction de 1’aorte abdominale et mis dans des tubes, contenant 0,1%
d’EDTA-Na; (Sigma, 4K10 Bioblock Scientific, Germany), puis centrifugé a 1000xg pendant
20min a 4°C. Le plasma et le culot, contenant les érythrocytes sont récupérés. Les
érythrocytes sont immédiatement lavées avec du tampon phosphate salin (PBS) (NazHPOa:
1,44g.L, NaCl: 8g.L1, KCI: 0,2g.L™%, eau distillée gsp 50mL).

Les organes (foie, reins, coeur, muscle gastrocnémien, cerveau, tissu adipeux épididymaire et
aorte) sont soigneusement préleveés, rincés avec une solution fraiche de NaCl a 0,9%, séchés

puis pesés. Le plasma et les organes sont conservés a -70°C, jusqu’a leur utilisation.

IV. Analyses biochimiques de certains paramétres

IV.1. Estimation des lipides et du cholestérol ingérés, des lipides fécaux et de la
digestibilité des lipides

1V.1.1. Dosage des lipides totaux

La teneur en lipides des régimes et des féces est déterminée selon la technique de Delsal,
(1941). Un gramme de régime ou de feces est homogénéisé avec 20 mL de mélange
chloroforme:méthanol (4:1, v:v), et laissé en contact pendant 2 h.
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Les solvants sont évaporés sous vide a 48°C (Rotavapor Blchi). Apres séchage du ballon, la
quantité de lipides totaux est déterminée par différence entre le poids final et le poids initial
du ballon. Les lipides sont repris dans 10 mL d’isopropanol, pour le dosage des différents

constituants lipidiques.
1V.1.2. Dosage du cholestérol ingéré et fécal

Suite a la récupération des lipides, les taux de cholestérol ingéré et fécal sont mesurés, par une
méthode colorimétrique enzymatique (Kit Biocon, Germany). Le cholestérol, présent dans
I’échantillon, donne, apres hydrolyse enzymatique et oxydation, un complexe coloré
quantifiable par spectrophotométrie (spectrophotometre Jenway 7305, Royaume-Uni).
L’indicateur colorimétrique est la quinonéimine, formé a partir du 4-amino-antipyrine et le
phénol par le peroxyde d’hydrogene, sous ’action de la peroxydase. La lecture se fait a une

longueur d’onde A = 500 nm.

IV.2. Détermination des teneurs plasmatiques et urinaires en urée, en acide urique et en

créatinine
1V.2.1. Dosage de l’urée

La détermination de I'urée, présente dans 1’échantillon donne, en présence d’uréase et de
nitroprussiate, un indophénol coloré quantifiable, par spectrophotométrie (kit Biocon,

Germany). La lecture se fait a une longueur d’onde A = 600 nm.
IV.2.2. Dosage de ’acide urique

L’indicateur colorimétrique de 1’acide urique est la quinonéimine, formée a partir du 4-amino-
antipyrine et de I’hydroxy-benzéne-sulfonique, par le peroxyde d’hydrogeéne, sous I’action de

la peroxydase. La lecture se fait a une longueur d’onde A = 510 nm.
1V.2.3. Dosage de la créatinine

L’analyse de la créatinine, présente dans 1’échantillon, réagit avec le picrate en milieu alcalin,
pour donner un complexe coloré (kit Biocon, Germany). La lecture se fait a une longueur

d’onde A =500 nm.
I1VV.3. Détermination de la glycémie, de I’insulinémie et de I’hémoglobine glycosylée
1V.3.1. Détermination de la glycéemie

A J0, J7,J14, J21 et J28 de I’expérimentation, la glycémie est mesurée sur un échantillon
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de sang de la veine caudale, selon la méthode décrite précedemment (glucometre Accu-Chek

® Active, Roche Diagnostics, Mannheim, Germany).
IV.3.2. Détermination de l’insulinémie

La détermination quantitative du taux d’insuline, dans le plasma, est réalisée selon une
technique immuno-enzymatique (EIA kit, Spi-Bio, Bertin groupe, Montigny Le Bretonneux,
France). Cette méthode repose sur la compétition entre 1’insuline libre et
I’acétylcholinetransférase (AChE) liée a I’insuline, chez le rat, sur les sites spécifiques de
I’insuline, contenant I’antisérum de cochon d’inde.

Le complexe anticorps de cochon d’inde-insuline libre se lie avec ’anticorps anti-cochon
d’inde fixé sur les puits de la plaque de microtitration. La plaque est ensuite lavée avec le
tampon de lavage. Le réactif d’Ellman (contenant le substrat enzymatique de 1’AChE et un
chromogene) est ajouté aux puits. L’AChE réagit avec le réactif d’Ellman et induit la
formation d’un composé coloré en jaune.

L’intensité de la coloration est déterminée par spectrophotométrie a A = 450 nm. Elle est
proportionnelle & la quantit¢ de marqueurs fixés sur les puits, et est inversement
proportionnelle a la quantité d’insuline libre. Une gamme étalon d’insuline a 10 ng.mL™ est

utilisée comme standard.
IV.3.3. Détermination de I’hémoglobine glyquée

L’hémoglobine est oxydée par le ferricyanure de potassium en méthémoglobine qui est
ensuite transformée en cyanméthémoglobine, par le cyanure de potassium. La lecture se fait a
une longueur d’onde A= 540 nm. Le sang est mélangé & un agent contenant un détergent et
une grande concentration en ions borate. L’¢élimination de la base labile de Schiff est achevée
durant I’hémolyse.

Le sang hémolysé est melangé pendant 5 min a une faible résine échangeuse de cations a
laquelle se lie I’hémoglobine totale. Un séparateur spécial est utilisé pour €liminer la résine du
surnageant qui contient I’HbALc. La proportion d’HbAlc est donnée en pourcentage de
I’hémoglobine totale dans 1’échantillon, par le dosage de la fraction HbAlc et de
I’hémoglobine totale a 415 nm, en comparaison avec le dosage du standard de I’HbAlc,

obtenu au cours de la réaction (Kit Biocon, Germany).
IV.4. Détermination des teneurs en protéines totales plasmatiques et hépatiques

Les concentrations en protéines totales du plasma et du foie sont déterminées selon la
méthode de Lowry et al., (1951).
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La sérum albumine bovine (SAB) (Sigma Chemical Company, St Louis, MO, USA) est
utilisée pour établir la courbe de référence. Le dosage des protéines au niveau tissulaire est
effectué sur des homogénats préparés dans du KCI a 1,25%, a raison de 1g de tissu dans 0,9
mL de KCI. En milieu alcalin, le complexe formé par les ions Cu?* et les groupements
tyrosine et tryptophane des protéines est réduit par le réactif de Folin. Il se développe alors
une coloration bleue dont I’intensité est proportionnelle a la quantité de protéines contenue

dans I’échantillon. La lecture se fait a une longueur d’onde A=750 nm.
IVV.5. Détermination des teneurs plasmatiques en albumine

L’albumine plasmatique est déterminée par une méthode colorimétrique (Kit Spinreact,
Girona Spain). En milieu tamponné a pH 4,2, ’albumine présente dans 1’échantillon donne
aprés sa liaison avec le vert de bromocrésol, un complexe coloré quantifiable par
spectrophotométrie. L’intensité de la coloration est proportionnelle a la quantité d’albumine

présente dans I’échantillon. La lecture se fait a une longueur d’onde A = 630 nm.
IVV.6. Détermination des teneurs en lipides plasmatiques et hépatiques

IV.6.1. Dosage du cholestérol total, du cholestérol libre et des esters de cholestérol

Les concentrations en CT du plasma et de ’extrait lipidique du foie sont déterminées par une
méthode enzymatique colorimétrique (Kit Biocon, Germany). Les teneurs en cholesterol libre
(CL) sont dosées par une méthode enzymatique colorimétrique (Kit CHOP-PAP, Biolabo,
France). La lecture se fait a une longueur d’onde A = 500 nm.

Le cholestérol estérifié (CE) est obtenu par différence entre le CT et le CL puis multiplié par
1,67 (poids moléculaire d’un acide gras qui estérifie le cholestérol) pour obtenir les esters de

cholestérol (EC).
1V.6.2. Dosages des triglycérides

Les teneurs en TG du plasma et de I’extrait lipidique du foie sont déterminées par une
méthode enzymatique colorimétrique (Kit Biocon, Germany). Les TG présents dans
I’échantillon donnent, apres hydrolyse enzymatique et oxydation, un complexe coloré
quantifiable par spectrophotométrie.

L’indicateur, la quinonéimine est formée a partir du H2O2, du 4-amino-antipyrine et du
chlorophénol sous I’action de la peroxydase. La lecture se fait a une longueur d’onde A = 500

nm.
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1V.6.3. Détermination des teneurs en phospholipides

Les phospholipides (PL) du plasma et de I’extrait lipidique hépatique sont estimés par une
méthode enzymatique colorimétrique (Kit Cypress Diagnostics, Belgium). Les PL sont
hydrolysés par la phospholipase D. La choline libérée est oxydée par 1’oxydase de choline
(CHO) en peroxyde d’hydrogéne. Ce dernier oxyde par la suite le phénol et le 4-amino-
antipyrine gréace a la peroxydase (POD). La lecture s’effectue a une longueur d’onde A = 505

nm.
IVV.7. Détermination de I"activité des transaminases plasmatiques

Les transaminases sont des enzymes préedominantes dans le foie, le muscle et, notamment,
dans le cceur. Ce sont des marqueurs important du fonctionnement hépatique, leur
augmentation refléte une 1ésion cellulaire. L'activité de 1’alanine aminotransférase (ALT) et
de I’aspartate aminotransferase (AST) est mesurée, par des méthodes enzymatiques
colorimétriques. L'ALT est une transaminase, connue sous le nom de glutamate-pyruvate-
transaminase (GPT). Elle catalyse le transfert du groupe aminé de la L-alanine vers 1’a-
cétoglutarate, pour donner du L-glutamate.

L’AST est une transaminase, également, connue sous le nom de glutamate-oxalo-acétate-
transaminase (GOT), elle catalyse le transfert du groupe aminé du L-aspartate vers 1’a-
cétoglutarate pour donner du L-glutamate. La lecture se fait, par spectrophotométrie, a une

longueur d’onde A=340 nm.

V. Séparation et analyse des différentes fractions de lipoprotéines et dosage de la

Iécithine : cholestérol acyltransférase
V.1. Séparation des lipoprotéines plasmatiques

Les VLDL (d<1,006) et les LDL-HDL1 (1,006<d<1,075) sont précipitées selon leur densité,
par la méthode décrite par Burstein et al., (1970), qui utilise du phosphotungstate (Prolabo,
Paris, France) et du chlorure de magnésium (MgCl2) (Merck, Germany).

Les lipoprotéines de haute densité HDL, (1,085<d<1,121) et HDL3 (1,121<d <1,210) sont
précipitées par du sulfate de dextran 500 000 (Sigma Chemical Company, St Louis, USA), et
du MgCly, selon la méthode de Burstein et al., (1989).

Toutes les centrifugations sont effectuées a 1000 x g, pendant 30 min, a 20°C (Eppendorf,

Centrifuge 5702, Germany).
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V.1.1. Séparation des VLDL et des LDL-HDL

Vingt cing pL d'une solution de phosphotungstate (pH 7,6), et 100 pL d'une solution de
MgCl> 2M sont ajoutés & 2 mL de plasma. Aprés 30 min d'incubation, a température
ambiante, le mélange est centrifugé et le surnageant est separé du précipité qui contient les
VLDL. Cette fraction de lipoprotéines peut apparaitre sous forme d'un anneau a la surface du
tube. Au surnageant, sont ajoutés 100 pL de chacune des deux solutions précédentes. Apres
incubation et centrifugation, le précipité obtenu correspond a la fraction LDL-HDL;.

V.1.2. Séparation des HDL et des HDL3

Quatre vingt uL de sulfate de dextran a 5% et 200 uL de MgCl, 2M sont ajoutés au
surnageant précédent. Aprés incubation, le précipité, obtenu par centrifugation, correspond a
la fraction HDL>. Le pH du surnageant, voisin de 7,6 est ajusté a 5,4 par du HCI ; une
précipitation immédiate a lieu. Aprés centrifugation, le précipité contenant les HDL3 est

séparé du surnageant qui correspond aux protéines plasmatiques solubles.

V.2. Purification des lipoprotéines

Pour minimiser la contamination par les protéines plasmatiques, les quatre précipités
contenant les différentes fractions de lipoprotéines (VLDL, LDL-HDL1, HDL, et HDL3), sont
purifiées par lavages successifs.

Les VLDL et les LDL-HDL; sont solubilisees dans une solution, contenant du citrate
trisodique et du NaCl, 0,01M, puis dans du tampon Tris salin (NaCl 0,14M, Tris 0,05M, Nao.
EDTA 0,1%, pH 7,6).

La solution est ensuite précipitée avec le sulfate de dextran 0,05% et le MgCl, 0,05M, incubée
et centrifugée pour obtenir des surnageants qui correspondent aux fractions VLDL et
LDL+HDL: purifiées.

Les HDL, sont dissoutes dans la solution de solubilisation puis dans le tampon Tris salin.
Elles sont reprécipitées, par addition de MgCl> 2M. Aprés centrifugation, le précipité est
solubilis¢ dans de 1’oxalate de potassium 0,5M et le surnageant contenant les HDL; est obtenu

aprés une 2°™ centrifugation. Le précipité contenant les HDL, est solubilisé dans la solution

de solubilisation puis centrifugé pour avoir les HDL; pures.

V.3. Analyse des différents constituants des lipoprotéines

Les contenus en apolipoprotéines (apos) et en lipides (CT, CL, EC, TG et PL) des VLDL, des
LDL-HDL,:, des HDL, et des HDL,; sont déterminés, selon les meéthodes décrites
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précédemment. La masse de chaque fraction de lipoprotéine correspond a la somme de leurs

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

V.4. Dosage des apolipoprotéines (apo A-1 et apo B) plasmatiques

La concentration en apo A-l et en apo B est déterminée, par turbidimeétrie (Kit Spinreact,
Spain). L’addition d’anticorps anti-apo A-1/apo B a un échantillon contenant des apo A-l et B
conduit a la formation d’un complexe qui précipite, entrainant une variation de 1’absorbance a
A=510, proportionnelle & la teneur en apolipoprotéines, présentes dans 1’échantillon, qui peut

étre calculée a I’aide d’un étalon de concentration connue.

V.5. Détermination de I'activité de la lécithine: cholestérol acyltransférase (LCAT, EC
2.3.1.43)

L’activité de la LCAT (enzyme responsable de la conversion du cholestérol libre en
cholestérol estérifié) est évaluée par une méthode endogene (Chen & Lacko, 1986), apres 4 h
d’incubation a 37°C, a partir d’un acide gras et de la lécithine, principalement dans les HDL.
Le CL est dosé par la méthode citée précédemment.

L’activité de la LCAT est exprimée en nanomoles de CE.ht.mL™* de plasma. Elle est calculée
selon la formule suivante : Activité LCAT = (CLt0 h - CLt4 h)/4 h d’incubation

V1. Evaluation du statut redox
V1.1. Dosage des substances réactives a I'acide thiobarbiturique (TBARS)
VI1.1.1. TBARS du plasma, des érythrocytes et des lipoprotéines

Les teneurs en TBARS sont déterminées par la méthode de Quintanilha et al., (1982). A 1
mL de plasma ou d’érythrocytes ou des différentes fractions de lipoprotéines (VLDL, LDL-
HDL, HDL2 et HDL3) dilués avec de I’eau distillée (1:1, v:v), sont ajoutés 2 mL de mélange
réactionnel contenant de I’acide thiobarbiturique (TBA) 0,017 mM et du buthyl-hydroxy-
toluéne 3,36 UM. Le mélange est incubé, pendant 15 min a 100°C. Aprés refroidissement
dans un bain glace et centrifugation pendant 10 min, a 1000 x g, I’absorbance du surnageant
est mesurée a 535 nm. Le malondialdéhyde (MDA) est utilisé comme standard. Les résultats
obtenus pour le plasma, les érythrocytes et les lipoprotéines sont exprimeés en nmol de
TBARS.mL™* de plasma.
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V1.1.2. TBARS tissulaires

La mesure des TBARS au niveau tissulaire est déterminée selon la méthode de Ohkawa et
al., (1979). Cent mg de tissu sont homogénéisés a I’ultraturax avec 0,9 mL de tampon KCl
(1,15 %). A 0,2 mL d’homogénat, sont ajoutés 0,2 mL de sodium dodécyl sulfate (SDS a 8,1
%), 1,5 mL d’acide acétique a 20% (pH 3,5) et 1,5 mL d’une solution aqueuse de TBA a
0,8%). Le volume du mélange est ajusté & 4 mL avec de I’eau distillée et chauffé dans un
bain-marie & 95°C, pendant 60 min. Apres refroidissement, 1 mL d’eau distillée et 5 mL d’un
mélange n-butanol:pyridine (15:1, v:v) sont ajoutes.

Apreés une agitation vigoureuse et une centrifugation a 1000 x g, pendant 10 min, 1’absorbance
de la phase supérieure (butanolique) est mesurée a 532 nm. Le MDA est utilisé comme
standard. Les résultats obtenus sont exprimés en mmol de TBARS.g™ de tissu.

VI1.2. Détermination des teneurs en glutathion (GSH) au niveau érythrocytaire et

tissulaire

Basée sur une méthode colorimétrique (Sedlak & Lindsay, 1968), la détermination des
teneurs en GSH repose sur son oxydation, par 1’acide 5,5'-dithiobis 2-nitrobenzoique
(DTNB), avec libération de 1’acide thionitrobenzoique (TNB).

Un mélange, composé de 1 mL d’homogénat, 800uL d’eau distillée glacée et de 200 pL
d’acide trichloroacetique (TCA) a 50%, est agité pendant 10min puis centrifugé a 1200 x g
pendant 15 min. Au surnageant de 400uL, sont mélangés 800uL de tampon Tris (0,4 mol.L! &
pH = 8,9) et 20uL de DTNB (0,01 mol.L). Aprés 5 min d’incubation, la lecture de
I’absorbance s’effectue a 412 nm. Les concentrations sont déduites a partir d’une gamme

étalon établie dans les mémes conditions précédemment décrites.

VI1.3. Détermination de Dactivité des enzymes antioxydantes érythrocytaires et

tissulaires
V1.3.1. Préparation des érythrocytes

Le sang est centrifugé a 1000 x g pendant 20 min a 4°C. Le culot obtenu, contenant les
hématies, est récupéré et lavé 2 fois. 02 mL d’hématies sont ajoutés a de 1’eau distillée glacée

(1:4, v:v) et la suspension obtenue est centrifugée a 1000 x g pendant 6 min a 4°C.
V1.3.2. Préparation des homogénats tissulaires

Les homogénats tissulaires sont obtenus, apres addition de tampon phosphate de 200 mM (pH

7,8) pour la détermination de la superoxyde dismutase (SOD), de 0,12 mM (pH 7,2) pour la
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détermination de la glutathion peroxydase (GPx) et de la glutathion réductase (GRed), ainsi

que 50 mM (pH 7) pour le dosage de la catalase.
V1.3.3. Activité de la superoxyde dismutase (SOD, EC 1.15.1.1)

L’activité de la SOD est mesurée, en utilisant un chromogene, le nitroblue tetrazolium afin de
détecter les radicaux libres de la SOD générés, suite a 1’action de la xanthine oxydase et
I’hypoxanthine (Kit Cayman, USA). Cette méthode consiste a déterminer la capacité de
I’enzyme a inhiber la réduction de 1’anion superoxyde, par du nitroblue tetrazolium.

Une unité de SOD est définie comme étant la quantité nécessaire a I’inhibition de 50% de la
dismutation du radical superoxyde. Cette technique permet de mesurer les trois types de SOD

(Cu/Zn, Mn et Fe). La lecture se fait a une longueur d’onde A = 560 nm.
V1.3.4. Activité de la glutathion peroxydase (GPx, EC 1.11.1.9)

L’évaluation de I’activité de la GPx repose sur une méthode colorimétrique (Kit Cayman,
USA). L’activité la GPx est mesurée indirectement, par une réaction couplée a la glutathion
réductase (GRed). Le glutathion oxydé (GSSG), produit aprés réduction de I’hydoxyperoxyde
par la GPx, est recyclé sous sa forme réduite par la GRed et le nicotinamide adénine
dinucléotide phosphate réduit (NADPH).

L’oxydation du NADPH en nicotinamide adénine dinucléotide phosphate oxydé (NADP™)
donne lieu a une diminution de 1’absorbance a A = 340 nm. Cette réduction est directement

proportionnelle a I’activité de la GPx de 1’échantillon.
V1.3.5. Activité de la glutathion réductase (GRed, EC 1.6.4.2)

L’activité de la GRed est déterminée par la mesure du taux d’oxydation du NADPH, en
présence de glutathion oxydé par une méthode colorimétrique (Kit Cayman, USA). L unité
d’activité de cette enzyme est définie comme la quantité d’enzyme capable d’oxyder 1 mmole
de NADPH par minute. Cette activité est mesurée par rapport a I’activité d’'une GRed de

référence.
V1.3.6. Activite de la catalase (CAT, EC 1.11.1.6)

La determination de I’activité de la catalase, selon la méthode d’Aebi, (1974), se fait par la
mesure du taux de décomposition du H202. Le dosage s’effectue sur 250puL de surnageant
pour les érythrocytes et 250pL d’homogénat tissulaire (100 mg de tissu broyé dans 0,9 mL de
KCI). Sont rajoutés 250 puL d’H202 (30 mmol dans du tampon phosphate & 50 mmol.L?) et

250 pL de tampon phosphate et la solution est ensuite agitee puis incubée, pendant 5 min.
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Apres addition du titanium sulfate (TiOSOa), la lecture est réalisée par spectrophotométrie a

une longueur d’onde A =420 nm.
VII. Détermination du statut inflammatoire
VI1.1.Dosage du facteur de nécrose humorale (TNF-a) et de I’interleukine-6 (I1L-6)

La détermination des concentrations en TNF-a et en IL-6 du plasma, se réalise par des tests
immuno-enzymatiques, Elisa spécifiques (kit RayBiotech, Norcross GA, USA). Des plaques
de 96 puits sont traitées par 50 mL/puit d’une solution du premier anticorps monoclonal de
capture, dilué dans du PBS/thimérosal 0,05 % (P/V).

Apres une nuit d’incubation a 4°C et trois lavages successifs, 25 pl d’échantillon et 25 pl
d’une solution d’anticorps biotinylés sont déposés en double dans chaque puits. Ensuite, les

plaques sont incubées, pendant 2 heures, a température ambiante.

Suite a un lavage, 50 ul d’une solution de streptavidine-HR-peroxydase sont ajoutés dans
chaque puits. La réaction enzymatique est révélée, aprés 1 heure d’incubation, a température
ambiante, par du dichlorate d’O-phénylenediamine (OPD SigmaFast, Sigma). La lecture

s’effectue au spectrophotometre a une longueur d’onde 450 nm.

Les concentrations plasmatiques en TNF-a et IL-6, sont déterminées a 1’aide de gammes

étalons établies a partir de solutions méres de TNF-a (500 pg.mL™) et IL-6 (1000 pg.mL™).
VII1I. Analyse statistique

Les résultats sont exprimés sous forme de moyenne * erreur standard (M + ES) de 10 rats par
groupe. Apres analyse de variance, la comparaison entre les deux groupes de rats
hypercholestérolémiques-diabétiques, traités ou non, avec I’extrait aqueux de Portulaca
P< 0,001.

*kk

oleracea, est déterminé par le test ‘t” de Student-Fischer. "P< 0,05 ; “P< 0,01 ;
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I. Résultats de I’analyse phytochimique de Portulaca oleracea
I.1. Analyse phytochimique préliminaire

La forte concentration de tannins, dans 1’extrait aqueux de Po, rend I’isolement des molécules
pures, particulierement, difficile. En effet, les tannins sont retrouvés dans toutes les zones de
polarité et présentent une grande gamme de poids moléculaire.

Par conséquent, le travail préliminaire a I’isolement des composés de cette plante, consiste a
tester de nombreuses méthodes chromatographiques, en association avec divers systémes de
solvants, afin de mettre au point un systeme de fractionnement, permettant la séparation des
tannins des autres composés de I’extrait.

L’alternance de chromatographies d’adsorption (en phases normale et inverse) et d’exclusion
permet, en partie, de remédier a ce probleme. Cependant, de nombreuses phases de
purification sont nécessaires avec un rendement final en composeés purs tres faible.

Pour connaitre la proportion des différents solvants chloroforme/méthanol/eau (CHCIs/
MeOH/H:0), un extrait brut aqueux de Po (1g), est dissout dans un mélange MeOH/H-0.
Une chromatographie sur couche mince est réalisée sur ce mélange, avec différents solvants
de migration. Il s’avére que la proportion la plus adéquate est de 70 :30 :5, v: v: v. Aprés
migration, trois taches distinctes et un gros dép6t brun (tannins), sont révélés sous UV et sont

toujours visibles apres ajout de vanilline et chauffage avec un pistolet thermique (Fig. 7).

Po systeme solvant 70 :30 :5

Fig. 7. Plaque CCM de I’extrait brut de Portulaca oleracea (Po)

Dans le but d’éliminer les tannins qui masquent les autres composes, I'extrait aqueux (15,84Q)
est soumis a une chromatographie liquide sous vide (VLC), sur gel de silice normale SiO; 35-
70 nm éluée par un melange CHCls/ MeOH/H0 (60 :32 :7), de 300 mL. Le mélange solvant-

extrait brut est aspiré sous vide. Un précipité brun rouge (13,30 g), reste a la surface de la
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silice, alors que la fraction soluble (2,43 g), migre dans la fiole. Le précipité donne une
réaction positive avec 0,1% de chlorure de fer (FeCls) (coloration vert brun), caractéristique
de la présence de tannins.

Une partie de ce précipité (500 mg) est soumise a une hydrolyse acide (2 heures, acide
trifluoroacétique 2 N, 120°C), révélant la presence de glucides identifiés comme étant du
galactose, du glucose, de I'arabinose, de 1’acide galacturonique et du xylose (CCM sur gel de
silice, CHCIls/ MeOH/H20O (64 :40 :8), vanilline sulfurique suivie d'un chauffage) ; ce qui
laisse suggérer la présence de polysaccharides.

Afin de s’assurer de 1’élimination des tannins, une CCM est réalisée sur 1’extrait pur et la
migration est faite dans une proportion de CHCIs/ MeOH/H-0 de (60 :32 :7).

La séparation des differentes fractions de Po est réalisée sur cet extrait purifié par une
chromatographie sur colonne (Sephadex LH 20, 33cm x 2,3cm, MeOH). Ces dernieres (Pos -
Po7) sont obtenues dans la gamme Rf de 0,2 a 0,79, apres analyse par CCM dans du CHClz/
MeOH/H.0 (60 :32 :7) et révélation avec un réactif de vanilline a 1% (valline 1g + 100g
EtOH puis 50 mL de cette solution sont mélangés a 1mL H.SO4 a 95%) (Fig. 8).

systeme solvant 60 :32 :7

Po Pol Po2 Po3 Po4 P05 Po6  Po7

Fig. 8. Plague CCM illustrant les différentes fractions purifiées de Po

1.1.2. Etude de la fraction Po;

Apres avoir mélangé le contenu de tous les tubes, ayant les mémes spots, constituant la
fraction 1 (Po1) (20mg), une chromatographie liquide moyenne pression (MPLC), sur petite
colonne (23 cm x 1,5cm), avec un mélange CHCls/MeOH/H20 (60 :32 :7), est effectuée sur
cette fraction. Une CCM est réalisée avec une migration dans la méme proportion 60 :32 :7.
Un spot, bien défini (pesant 2 mg), est observe, apres révélation a la vanilline, mais n’a pas

été observe en UV, ce qui suppose la présence d’alcaloides (Fig. 9).
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1.1.3. Etude de la fraction Po;

Une Chromatographie Liquide Moyenne Pression en phase inverse MPLC RP18 est effectuée,
sur 200 mg d’extrait, en utilisant des solvants en proportion : 100% H20 ; 50% H>O et 50%
MeOH ; puis 100% MeOH. Les fractions sont testées par CCM dans un systeme (60 :32 :7),
plusieurs spots sont visibles sous UV et deux sont visibles, apres réveélation a la vanilline sur
la fraction 100% MeOH, mettant en évidence la présence de flavonoides (Fig. 9).

1.1.4. Etude de la fraction Pos

Sur une petite colonne (MPLC) (23 cm x 1,5 cm), une séparation est réalisée sur la fraction
Pos (427 mg), suivie d’'une CCM (60 :32:7). Un spot, visible en UV, est révelé, ce qui

suppose la présence de flavonoides (Fig. 9).

Po, systéme solvant 60 :32 :7 Pos systéme solvant 60 :32 :7

Po; systéme solvant 60 :32 :7

Pol  Poia Pow Poic Poig Poge Po, P0,H20  Pg,MeoH50% pg, MeoH100%

Fig. 9. Plaques CCM des fractions Pos, Po; et Po3

1.1.5. Etude de la fraction Pos

Sur 200 mg de la fraction Pos, une MPLC (46 cm x 1,5 cm), dans du 60 :32 :7, est effectuée,
suivie de plusieurs CCM (60 :32 :7), Huit sous fractions sont obtenues de P0osa & Poan (0.0048,
0.0056, 0.0048, 0.0063, 0.0163, 0.0429 et 0.025g, respectivement). La couleur jaune de

certains spots présume de la présence de flavonoides (Fig. 10).
1.1.6. Etude de la fraction Pos

Sur la fraction 5, une MPLC (46 cm x 1,5 cm), dans du 60 :32 :7 est réalisée, suivie d’une
CCM (60 :32 :7). Neuf sous fractions sont obtenues. Une plaque CCM des fractions, a spots
isolés, est réalisee dans le 30:32:7. Les spots colorés en jaune indiquent la richesse en
flavonoides (Fig. 10).
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Poy4 systeme solvant 60 :32 :7 Pos systéme solvant 30 :32 :7

Pos P04a POsy P04 POsg POge POgss P04g Pogsp Pos Pos, Posy, Posc Posg Pose Post POsg Pos, Pos;

Fig. 10. Plaques CCM des fractions Pos et Pos

1.1.7. Etude de la fraction Poe
Une MPLC (46 cm x 1,5cm) dans du 60 :32 :7 est réalisée. Quatre fractions sont obtenues

(présence de flavonoides) (Fig. 11).

1.1.8. Etude de la fraction Poy

Une MPLC (46 cm x 1,5 cm) dans du 60 :32 :7 est realisée. Six sous fractions sont obtenues,
aprés CCM sur du 60 :32 :7. La coloration des spots suppose la présence de flavonoides (Fig.
11).

systeme solvant 60 :32 :7 Po; systéme solvant 60 :32 :7

Pog P0ga Pogy Posgc Pogqy Po; Po7a  Pop Po;c POy Poze  Pog

Fig. 11. Plaques CCM des fractions Pog et Po7

Une MPLC en phase inverse RP18, allant de 20% a 80% MeOH, en 1h30 min, sur colonne 46
X 1,5 cm est réalisée, suivie d’'une CCM sur du 60 :32 :7. Cing sous fractions paraissent avoir
des spots bien définis: Poza (0.12), Posb (0.096), Posc (0.069), Pozd (0.011), et Pof
(0.023).
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Le Poy de la fraction 7 (350 mg), est successivement soumis & une MPLC sur gel de silice
(CHCl3/ MeOH/H20 ; 60 :32 :7) et une RP-18 sur gel de silice (MeOH/H20 eau gradient),
donnant trois composés 1 (11 mg), 2 (123 mg), et 3 (15 mg).

Leur caractérisation est effectuée, par méthodes spectroscopiques de résonance magnétique
nucléaire (RMN 1D et 2D), notamment, la spectroscopie de corrélation (COSY), hétéro-
nucléaire corrélation quantique unique (HSQC), corrélation hétéro-nucléaire liaison multiple
(HMBC), expériences et spectrométrie de masse FAB. lIs sont identifiés comme I'adénosine
(1), l'allantoine (2) et I'adénine (3), par comparaison des données de spectroscopie RMN et de

masse, avec des valeurs de la littérature (Pretsch et al., 2000).

1.1.9. Activité antioxydante de Portulaca oleracea

A la dose de 1 g.L, I'extrait aqueux de Po développe une activité antioxydante importante,
similaire a celle de 422 mmol.L? de trolox. Cette activité antioxydante augmente avec la

concentration de I'extrait de Po (Fig.12).

500

400 -

300 -

Trolox mmol.L

200

100 H

0 02 04 06 08 1 12 (gL

Fig. 12. Activité antioxydante de Portulaca oleracea, comparée au trolox
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2. Evolution du poids corporel, nourriture ingérée, lipides ingérés et excrétés et
digestibilité des lipides

Tout au long de I’expérimentation, une diminution du poids corporel (PC) est notée chez les
rats rendus hypercholestérolémiques-diabétiques, traités avec ’extrait aqueux de Portulaca
oleracea et chez les rats non traités (-14 et -19%, respectivement). A J28, les valeurs
moyennes du PC, chez le groupe HD-Po présentent une augmentation significative de 10%,
comparé au groupe HD, alors que la nourriture ingérée, exprimée en g.j .rat™ est similaire

entre les groupes traités et non traités (Fig.13).
Poids corporel
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Fig. 13. Evolution du PC et nourriture ingérée

Chaque valeur représente la moyenne = ES de 10 rats par groupe. HD : rats hypercholestérolémiques-
diabétiques non traités. HD-Po : rats hypercholestérolémiques-diabétiques traités par [’extrait aqueux de
Portulaca oleracea. Aprés analyse de variance, la comparaison des moyennes est effectuée par le test ‘t’ de
Student-Fischer a "P<0,05.
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La consommation des lipides et du cholestérol sont similaires chez les deux groupes de rats.
De méme, le traitement avec 1’extrait aqueux de Po ne modifie pas les teneurs de lipides
fécaux, alors que 1’excrétion fécale du cholestérol est 24% plus importante, chez le groupe
HD-Po, comparé au groupe HD. Par ailleurs, aucune différence significative n’est observée

dans les valeurs de la digestibilité des lipides (exprimée en %) (Tableau IV).

Tableau IV. Lipides et cholestérol ingérés et excrétes et digestibilité des lipides

HD HD-Po
Lipides ingérés (mg.j.rat?) 1040,95+69,33 1045,25+34,45
Lipides excrétés (mg.j*.rat?) 181,64+17,13 192,13+12,59
Cholestérol ingéré (mg.j*.rat?) 208,19+13,87 209,05+6,89
Cholestérol fécal (mg.j*.rat?) 30,94+2,50 23,4542 25"
Digestibilité des lipides* (%6) 82,45+2,36 81,62+0,96

Chaque valeur représente la moyenne + ES de 10 rats par groupe. HD : rats hypercholestérolémiques-
diabétiques non traités. HD-Po : rats hypercholestérolémiques-diabétiques traités par [’extrait aqueux de
Portulaca oleracea. Aprés analyse de variance, la comparaison des moyennes est effectuée par le test ‘t’ de
Student-Fischer a “P< 0,05.

!Digestibilité des lipides = [(Lipides ingérés — lipides excrétés) / Lipides ingérés] x 100.

3. Valeurs absolues et relatives du poids des organes

Chez le groupe consommant le régime supplémenté en extrait aqueux de Po, le poids du
muscle est 1,2-fois plus élevé, par rapport au groupe non traité. En revanche, le poids du foie,
du cceur, de I’aorte, du cerveau, des reins et du tissu adipeux ne présentent aucune différence

significative entre les deux groupes (Tableau V).

Le poids relatif des organes (poids de I’organe/poids corporel du rat x 100) renseigne sur la
croissance pondérale de I’organe par rapport a celle de 1’organisme entier. Le poids relatif du
foie est 1,2-fois plus faible, alors que celui du muscle est 1,1-fois plus élevé, chez les rats
supplémenté avec ’extrait aqueux de Po. Cependant, le poids relatif du cceur, de ’aorte, du

cerveau, des reins et du tissu adipeux sont similaires chez les deux groupes (Tableau V).

4. Evolution de la glycémie, insuline plasmatique et hémoglobine glycosylée

Chez le groupe diabétique non traité, la glycémie s’éleve de 10, 11 et 12% a J14, J21 et J28,

respectivement, alors que le traitement] avec 1’extrait |aqueux de Po induit une diminution

significative de la glycémie a J7 et persiste tout au long de 1’expérimentation.

En effet, comparé a la glycémie initiale (JO), les valeurs sont diminuées de 36, 54, 61 et 62% a

J7,J14, J21 et J28, respectivement. Au début de I’expérimentation, la glycémie est similaire
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chez les deux groupes de rats. La valeur devient plus faible 1,7-fois a J7 et 3-fois a J28, chez
le groupe HD-Po, comparé au groupe HD. (Fig.14).

Les valeurs plasmatiques de I’insuline sont augmentées de 11%, chez le groupe traité comparé
au non traité (Tableau VI). Par ailleurs, le pourcentage d’hémoglobine glycosylée diminue
significativement (-42%), chez les rats hypercholestérolémiques-diabétiques traités vs non
traités (Tableau VI).

Tableau V. Valeurs absolues et relatives du poids des organes

HD HD-Po
Poids des organes ()

Foie 7,14 £ 0,30 6,63 £ 0,55
Cceur 0,75+ 0,05 0,76 £ 0,07
Aorte 0,06 £ 0,01 0,05+ 0,01
Cerveau 1,80+ 0,03 1,84 +0,02
Rein 1,66 £0,13 1,70 £ 0,09
Muscle 0,54 £ 0,02 0,66 +0,03"
Tissu adipeux 0,70 £ 0,02 0,69 £ 0,04
Poids relatif des organes (g)

Foie 4,06 £ 0,25 3,39 +0,30
Cceur 0,42 + 0,03 0,39 £ 0,04
Aorte 0,03 £0,01 0,03+0,01
Cerveau 1,02 £ 0,04 0,94 £ 0,03
Rein 0,94 £ 0,08 0,87 £ 0,07
Muscle 0,30 £ 0,01 0,34 +0,03"
Tissu adipeux 0,39 £ 0,02 0,36 + 0,02

Chaque valeur représente la moyenne + ES de 10 rats par groupe. HD : rats hypercholestérolémiques-
diabétiques non traités. HD-Po : rats hypercholestérolémiques-diabétiques traités par [’extrait aqueux de
Portulaca oleracea. Aprés analyse de variance, la comparaison des moyennes est effectuée par le test ‘t’ de
Student-Fischer a “P< 0,05.

25 -
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20 4 emee-S e aiututat i Tocomooeees 1 —— HD-Po
2 15 ,
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5 .

0 , : . 5

0 7 14 21 28

Fig. 14. Evolution de la glycémie

Chaque valeur représente la moyenne = ES de 10 rats par groupe. HD : rats hypercholestérolémiques-
diabétiques non traités. HD-Po : rats hypercholestérolémiques-diabétiques traités. par 1’extrait aqueux de
Portulaca oleracea. Apres.-analyse de variance,1a comparaison des moyennes est effectuée par le test ‘t’ de
Student-Fischer a “P< 0,01 ; "7"P<.0,001.
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Tableau VI. Insulinémie et hémoglobine glycosylée

HD HD-Po
Insulinémie (pmol.L1) 61,70+1,74 69,41+1,85
HbAlc (%) 11,24+1,48 6,57+0,92"

Chaque valeur représente la moyenne + ES de 10 rats par groupe. HD : rats hypercholestérolémiques-
diabétiques non traités. HD-Po : rats hypercholestérolémiques-diabétiques traités par l’extrait aqueux de
Portulaca oleracea. HbAlc : hémoglobine glycosylée. Aprés analyse de variance, la comparaison des moyennes
est effectuée par le test ‘t’ de Student-Fischer a "P< 0,05 ; ""P< 0,01.

5. Concentrations plasmatiques et urinaires en urée et en créatinine

Chez le groupe hypercholestérolémique-diabétique traité, comparé au non traité, les
concentrations en urée sont diminuées de 31%, au niveau du plasma, et augmentent de 19%
au niveau urinaire. Par ailleurs, la valeur de la créatinine plasmatique est réduite de 28%,

inversement, elle augmente de 49% au niveau urinaire (Tableau VII).

Tableau VII. Concentrations plasmatiques et urinaires en urée et en créatinine

Plasma (mmol.L™?) Urine (mmol.L™?)
Urée Créatinine Urée Créatinine
HD 8,77+0,64 61,92+2,57 61,53+3,71 5,45+0,60
HD-Po 6,05+0,53" 44,76+1,60" 76,26+1,81" 10,59+0,52™"

Chaque valeur représente la moyenne + ES de 10 rats par groupe. HD : rats hypercholestérolémiques-
diabétiques non traités. HD-Po : rats hypercholestérolémiques-diabétiques traités par l’extrait aqueux de
Portulaca oleracea. Aprés analyse de variance, la comparaison des moyennes est effectuée par le test ‘t’ de
Student-Fischer a “P< 0,05 ; "P< 0,01.

6. Teneurs en protéines totales et en lipides du foie et du plasma

6.1. Teneurs en protéines totales
Au niveau hépatique et plasmatique, le traitement avec ’extrait aqueux de Po induit une

diminution des teneurs en protéines totales de -10 et -18%, respectivement (Fig.15).

6.2. Teneurs en triglycérides, en cholestérol libre, en esters de cholestérol et en
phospholipides

Au niveau hépatique, une diminution des teneurs en TG (-36%), en CL (-11%), en EC (-52%)
et en PL (-36%) est notée, chez le groupe hypercholestérolémique-diabétique traité avec
I’extrait aqueux de Po, comparé au groupe non traité.

Au niveau plasmatique, les contenus en TG, en CL et en EC sont diminuées, respectivement,
de 63%, 32% et 47%, chez les rats traités vs non traités, alors que les teneurs en PL ne

montrent aucune différence significative entre les deux groupes (Fig. 15).
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Fig. 15. Teneurs en protéines et en lipides du foie et du plasma

Chaque valeur représente la moyenne + ES de 10 rats par groupe. HD : rats hypercholestérolémiques-
diabétiques non traités. HD-Po : rats hypercholestérolémiques-diabétiques traités par [’extrait aqueux de

Portulaca oleracea. Aprés analyse de variance, la comparaison des moyennes est effectuée par le test ‘t’ de
Student-Fischer a "P< 0,05 ; “P< 0,01 ; ""P< 0,001.
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7. Teneurs plasmatiques en apolipoprotéines A-I et B100

Chez le groupe HD-Po comparé au groupe HD, une augmentation des concentrations en apo
A-1 (+51%) et inversement, une diminution des valeurs en apo B100 (-45%), sont notées
(Tableau VIII).

Tableau VII11. Concentrations plasmatiques en apo A-I et apo B100

apo A-1 (g.L?) apo B100 (g.L?)
HD 1,21+0,12 2,12+0,17
HD-Po 2,460,20™" 1,17+0,15™

Chaque valeur représente la moyenne + ES de 10 rats par groupe. HD : rats hypercholestérolémiques-
diabétiques non traités. HD-Po : rats hypercholestérolémiques-diabétiques traités par l’extrait aqueux de
Portulaca oleracea. Aprés analyse de variance, la comparaison des moyennes est effectuée par le test ‘t’ de
Student-Fischer a “"P< 0,01 ; ""P< 0,001.

8. Indices d’athérogénicité

Le traitement avec Po améliore de fagon significative les indices d’athérogénicité. En effet,
une réduction des rapports C-LDL/C-HDL (-85%), CT/C-HDL (-57%), CT-C-HDL/CHDL (-
82%) et apo B/apo A-1 (-73%) est observée (Tableau. 1X).

Tableau IX. Indices d’athérogénicité

C-LDL/C-HDL CT/C-HDL CT-CHDL/CHDL apo B/apo A-I

HD 1,44 + 0,03 3,25+ 0,06 2,12 + 0,06 1,76 + 0,22
HD-Po 0,21 +0,01™ 1,40 +0,06™ 0,39 + 0,02 0,48 + 0,06

Chaque valeur représente la moyenne + ES de 10 rats par groupe. HD : rats hypercholestérolémiques-
diabétiques non traités. HD-Po : rats hypercholestérolémiques-diabétiques traités par [’extrait aqueux de
Portulaca oleracea. Aprés analyse de variance, la comparaison des moyennes est effectuée par le test ‘t’ de
Student-Fischer a ™"P< 0,001.

9. Teneurs et composition des apolipoprotéines et des lipides des différentes fractions de
lipoprotéines (VLDL, LDL-HDL1, HDL2 et HDL3)

9.1. Répartition du cholestérol total

Une diminution des teneurs plasmatiques en CT (-42%), est notée chez le groupe HD-Po,
comparé au groupe HD non traité.

La distribution du cholestérol plasmatique entre les différentes fractions de lipoprotéines
montre que chez le groupe HD-Po, la plus grande part de cholestérol (47%) est portée par la
fraction anti-athérogéne (HDL>), alors que chez le groupe hypercholestérolémique-diabétique
non traité, ¢’est la fraction athérogéne (LDL-HDL1) qui porte le plus de cholestérol (46%). Le

traitement avec Po entraine, une diminution des teneurs en cholestérol des VLDL (-66%), des
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LDL-HDL: (-80%) et une augmentation du cholestérol des HDL> (+38%), sans influer
significativement sur les HDL3z (Tableau X).

Tableau X. Teneurs plasmatiques en cholestérol total et sa répartition au niveau des
lipoprotéines (mmol.Lt)

CT C-VLDL C-LDL-HDL, C-HDL; C-HDLs
HD 5,52 £ 0,40 1,18 + 0,02 2,44 + 0,04 092+0,02 0,78+0,03
22% 46% 17% 15%
HD-Po 3,22+0,12" 0,40 +0,03™ 0,49 +0,03" 1,49+0,02” 0,81+0,02
13% 15% 47% 25%

Chaque valeur représente la moyenne + ES de 10 rats par groupe. HD : rats hypercholestérolémiques-
diabétiques non traités. HD-Po : rats hypercholestérolémiques-diabétiques traités par [’extrait aqueux de
Portulaca oleracea. CT : cholestérol total. Aprés analyse de variance, la comparaison des moyennes est
effectuée par le test ‘t’ de Student-Fischer a ""P< 0,01 ; "P< 0,001.

9.2. Répartition des triglycérides

L’extrait aqueux de Po entraine une réduction de la triglycéridémie (-63%). Chez le groupe
HD traité, comparé au non traité, les teneurs en TG des VLDL, des LDL-HDL; et des HDL
sont diminuées (-73, -73 et -40%, respectivement), alors qu’aucune différence significative
n’est notée au niveau des HDLz.

Par ailleurs, la répartition des TG entre les différentes fractions de lipoprotéines, chez les deux
groupes de rats, montre que la plus grande proportion est retrouvée dans les VLDL (40 et
53%, chez les groupes HD-Po et HD, respectivement). Cependant, les TG portés par les LDL-
HDL,, HDL; et HDLs3, représentent respectivement 23, 19 et 18%, chez le groupe HD-Po vs
30%, 11% et 06% chez le groupe HD (Tableau XI).

Tableau XI. Teneurs plasmatiques en triglycérides et leurs répartitions au niveau des
lipoprotéines (mmol.L?)

TG TG-VLDL TG-LDL-HDL, TG-HDL: TG-HDLs

HD 1,78 +0,16 0,93 £ 0,07 0,52 + 0,03 0,20 £ 0,05 0,11+ 0,04
53% 30% 11% 6%

HD-Po  065+0,09" 0,25+0,067 0,14+0,03" 0,12+0,04™ 0,11+0,05
40% 23% 19% 18%

Chaque valeur représente la moyenne + ES de 10 rats par groupe. HD : rats hypercholestérolémiques-
diabétiques non traités. HD-Po : rats hypercholestérolémiques-diabétiques traités par [’extrait aqueux de
Portulaca oleracea. CT : cholestérol total. Aprés analyse de variance, la comparaison des moyennes est
effectuée par le test ‘t’ de Student-Fischer a ""P< 0,01 ; ™P< 0,001.
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9.3. Teneurs et composition des VLDL

La masse des lipoprotéines, exprimée en g.L?, représente la somme des contenus en
apolipoprotéines, en TG, en PL en CL et en EC.

Quantitativement, la masse des VLDL est 1,9-fois plus faible chez le groupe de rats traités,
rapport aux rats non traités. Qualitativement, une diminution des TG (-73%), des PL (-54%),
du CL (-50%) et des EC (-70%) est notée, chez le groupe HD-Po, comparé au groupe HD. En
revanche, aucune différence significative n’est observée, en ce qui concerne le contenu en

apolipoprotéines, chez les deux groupes (Fig. 16).
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Fig. 16. Teneurs et composition en lipides et en apolipoprotéines des VLDL

Chaque valeur représente la moyenne + ES de 10 rats par groupe. HD : rats hypercholestérolémiques-
diabétiques non traités. HD-Po : rats hypercholestérolémiques-diabétiques traités par [’extrait aqueux de
Portulaca oleracea. Apos: apolipoprotéines; CL: cholestérol libre; EC: Esters de cholestérol, TG:

triglycérides ; PL : phospholipides. Aprés analyse de variance, la comparaison des moyennes est effectuée par le
test ‘t’ de Student-Fischer a “"P< 0,01 ; ""P< 0,001.
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9.4. Teneurs et composition des LDL- HDL1

La masse des LDL-HDL; est 2,2-fois plus faible, chez le groupe consommant le régime
supplémenté avec 1’extrait aqueux de Po, par rapport au groupe consommant le régime
standard. En effet, une diminution significative des teneurs en TG (-73%), en CL (-66%) et
en EC (-86%) est notée, chez le groupe HD-Po, comparé au groupe HD. Inversement, les
teneurs en PL sont augmentées de 23%. Cependant, aucune différence significative n’est

notée dans le contenu en apolipoprotéines, chez les deux groupes de rats (Fig. 17).
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Fig. 17. Teneurs et composition en lipides et en apolipoprotéines des LDL-HDL

Chaque valeur représente la moyenne + ES de 10 rats par groupe. HD : rats hypercholestérolémiques-
diabétiques non traités. HD-Po : rats hypercholestérolémiques-diabétiques traités par [’extrait aqueux de
Portulaca oleracea. Apos: apolipoprotéines; CL: cholestérol libre; EC: Esters de cholestérol, TG:

triglycérides ; PL : phospholipides. Aprés analyse de variance, la comparaison des moyennes est effectuée par le
test ‘t’ de Student-Fischer a "P< 0,05 ; ""P< 0,001.
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9.4. Teneurs et composition des HDL

Chez les rats hypercholestérolémiques-diabétiques traités avec I’extrait aqueux de Po, la
masse des HDL. est 1,4-fois plus élevee, par rapport a celle des rats non traités. La
composition des HDL> montre une augmentation du contenu en apo (+22%), PL (+17%), CL

(+35%) et EC (+19%), alors qu’une réduction des teneurs en TG (-40%) est notée (Fig. 18).
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Fig. 18. Teneurs et composition en lipides et en apolipoprotéines des HDL

Chaque valeur représente la moyenne + ES de 10 rats par groupe. HD : rats hypercholestérolémiques-
diabétiques non traités. HD-Po : rats hypercholestérolémiques-diabétiques traités par [’extrait aqueux de
Portulaca oleracea. Apos: apolipoprotéines; CL : cholestérol libre; EC: Esters de cholestérol, TG:

triglycérides ; PL : phospholipides. Aprés analyse de variance, la comparaison des moyennes est effectuée par le
test ‘t’ de Student-Fischer a "P< 0,05 ; ""P< 0,01.
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9.5. Teneurs et composition des HDL 3

Aucune différence significative n’est notée au niveau de la masse des HDL3, entre les deux
groupes de rats. Qualitativement, une réduction des teneurs en PL (-35%) et en CL (-41%) est
observée, chez le groupe traité, comparé au non traité, associée a une augmentation des taux

d’EC (+21%). Cependant, les teneurs en TG et en apos n’ont révélé aucune différence

significative, entre les deux groupes (Fig. 19).
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Fig. 19. Teneurs et composition en lipides et en apolipoprotéines des HDL 3

Chaque valeur représente la moyenne + ES de 10 rats par groupe. HD : rats hypercholestérolémiques-
diabétiques non traités. HD-Po : rats hypercholestérolémiques-diabétiques traités par [’extrait aqueux de
Portulaca oleracea. Apos: apolipoprotéines; CL: cholestérol libre; EC: Esters de cholestérol, TG:

triglycérides ; PL : phospholipides. Aprés analyse de variance, la comparaison des moyennes est effectuée par le
test ‘t’ de Student-Fischer a "P< 0,05 ; ""P< 0,01.
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10. Activité de la lécithine: cholestérol acyltransférase

La consommation d’un régime, supplémenté en extrait aqueux de Po, induit une stimulation
de l’activité LCAT, qui est 1,6-fois plus élevée, par rapport au groupe HD non traité. Une
augmentation des teneurs plasmatiques en apo A-1 (+51%), qui est le cofacteur-activateur de
la LCAT et en EC des HDL> (+19%), qui est le produit de la réaction enzymatique de la
LCAT, est notée, chez le groupe HD-Po, comparé au groupe HD.

Néanmoins, le contenu en PL-HDLs3, substrat de I’enzyme et la teneur en CL-HDL3, accepteur
du groupement acyl de la lécithine, sont, respectivement, diminues de 35 et 41%, (Tableau
XI11).

Tableau XI1. Activité de la lécithine: cholestérol acyltransférase et teneurs en apo A-I,
CL-HDLs, PL-HDL3 et EC-HDL.

Groupes LCAT apo A-1 CL-HDL; PL-HDL; EC-HDL;
(nmol.mL*.h?) (g.L (mmol.L™) (mmol.L™) (mmol.LY)
HD... 40,80 £ 2,95 1,21 +£0,12 0,27 £ 0,02 0,63 0,06 1,28 £ 0,17

HD-Po 65,30 £ 4,22  246+0207" 0,16+0,04" 0,41+0,06™ 1,58 +0,11"

Chaque valeur représente la moyenne + ES de 10 rats par groupe. HD : rats hypercholestérolémiques-
diabétiques non traités. HD-Po : rats hypercholestérolémiques-diabétiques traités par l’extrait aqueux de
Portulaca oleracea. Apo A-l: apolipoprotéines A-1 ; CL : cholestérol libre ; EC : Esters de cholestérol, PL :
phospholipides. Aprés analyse de variance, la comparaison des moyennes est effectuée par le test ‘t’ de Student-
Fischer a "P< 0,05 ; ™P< 0,01 ; ™"P< 0,001.

11. Evaluation du statut redox
11.1. Teneurs de certains marqueurs du stress oxydant

Chez le groupe rendu hypercholestérolémique diabétique traité, comparé au groupe non traite,
les valeurs de 1’albumine plasmatique sont 1,1-fois plus élevées. Inversement, I’activité de
I’Aspartate  aminotransférase (AST) est réduite de -23%, et celle de 1’Alanine
aminotransférase (ALT) de -13%. De méme, le taux plasmatique d’acide urique est 1,3-fois
plus faible. (Tableau XII1I).

Tableau XI11. Concentrations de certains marqueurs du stress oxydant

Albumine (g.LY)  Acide urigue (umol.LY)  AST (U.L?Y) ALT (U.LY)

HD 23,84+ 1,56 386,04 + 18,19 91,46 + 3,56 74,27 + 2,39
HD-Po 26,40 + 1,21" 304,08 + 16,69" 70,74 +296° 64,38+2.84"

Chaque valeur représente la moyenne + ES de 10 rats par groupe. HD : rats hypercholestérolémiques-
diabétiques non traités. HD-Po : rats hypercholestérolémiques-diabétiques traités par [’extrait aqueux de
Portulaca oleracea. Aprés analyse de variance, la comparaison des moyennes est effectuée par le test ‘t’ de
Student-Fischer a “P< 0,05.
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11.2. Concentrations en substances réactives a I’acide thiobarbiturique (TBARS)
11.2.1. TBARS des érythrocytes, du plasma et des différentes fractions de lipoprotéines

Chez le groupe HD-Po vs HD une diminution de la concentration en TBARS des érythrocytes
(-28%), du plasma (-31%), des LDL-HDL; (-22%), des HDL (-25%) et des HDL3 (-15%), est

observée. Cependant, aucune différence significative des teneurs en TBARS n’est observée,
au niveau des VLDL (Fig. 20).

TBARS
[] HD
Plasma Erythrocytes ] HD-Po
20 - 20 1
5 . 2
%
Ew- = S 10 ) .
: : )
£ £
0 0
4 - 4 1
VLDL LDL-HDL,
5 . - 2 =
Eol Z2 ,
= : )
£ £
0 0
2 - HDL, 27 HDL,
T
) . . I *
0 * = ’
E 1 E 1 -
= o
S £
£ c
0 0

Fig. 20. Concentrations en TBARS des érythrocytes, du plasma et des lipoprotéines.

Chaque valeur représente la moyenne + ES de 10 rats par groupe. HD : rats hypercholestérolémiques-
diabétiques non traités.. HD-Po : rats hypercholestérolémiques=diabétiques traités~par [’extrait aqueux de

Portulaca oleracea. Aprés analyse de variance; la comparaison des moyennes est effectuée par le test ‘t’ de
Student-Fischer a “P< 0,05.
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11.2.2. Concentrations en TBARS tissulaires

Les rats traités avec 1’extrait de Po, comparés aux non traités, présentent une réduction des
concentrations en TBARS, au niveau du foie, du cceur, de ’aorte, du cerveau du rein et du
muscle. En effet, les valeurs sont diminuées, respectivement de 39, 29, 38, 54, 10 et 17%.
(Fig.21).
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Fig. 21. Concentrations en TBARS tissulaires

Chaque valeur représente la moyenne + ES de 10 rats par groupe. HD : rats hypercholestérolémiques-
diabétiques non traités. HD-Po : rats hypercholestérolémiques-diabétiques traités par [’extrait aqueux de
Portulaca oleracea. Aprés analyse de variance, la comparaison des moyennes est effectuée par le test ‘t’ de
Student-Fischer & “P< 0,05 ; "P< 0,01 ; ""P< 0,001.
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11.3. Concentrations tissulaires et érythrocytaires en glutathion réduit (GSH)

Chez le rat HD traité avec I’extrait aqueux de Po, les concentrations en GSH sont,
respectivement 1,2-, 1,4-, 1,1-, 1,6- et 1,3-fois plus élevées au niveau des érythrocytes, du
foie, du cceur, de 1’aorte et des reins, par rapport au groupe non traité. Par contre, aucune

différence significative n’est notée, au niveau du cerveau et du muscle (Fig. 22).
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Fig. 22. Concentrations tissulaires et érythrocytaires en glutathion réduit

Chaque valeur représente la moyenne + ES de 10 rats par groupe. HD : rats hypercholestérolémiques-

diabétiques non traités. HD-Po : rats hypercholestérolémiques-diabétiques traités par [’extrait aqueux de

Portulaca oleracea. Aprés analyse de variance, la comparaison des moyennes est effectuée par le test ‘t’ de
Student-Fischer a “P< 0,05 ; "P< 0,01.
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12. Activité des enzymes antioxydantes tissulaires

12.1. Activité de la superoxyde dismutase
Aprés 28 jours de traitement, 1’activité de la SOD est augmentée de 21% dans le foie, de 17%

dans le cceur, de 18% dans I'aorte, de 16% dans les reins et de 20% dans le cerveau. En

revanche, aucune différence n’est notée au niveau des muscles (Fig. 23).
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Fig. 23. Activité de la superoxyde dismutase

Chaque valeur représente la moyenne + ES de 10 rats par groupe. HD : rats hypercholestérolémiques-
diabétiques non traités. HD-Po : rats hypercholestérolémiques-diabétiques traités par [’extrait aqueux de

Portulaca oleracea. Aprés analyse de variance, la comparaison des moyennes est effectuée par le test ‘t’ de
Student-Fischer a “P< 0,05.
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12.2. Activité de la catalase

Chez le groupe HD-Po vs HD, I’activité de la CAT est plus élevée, au niveau du ceeur et des
muscles (1,1-fois), de I’aorte et des reins (1,2-fois), ainsi que celle du cerveau (2,4-fois).

Cependant, aucune différence significative n’est notée au niveau hépatique (Fig. 24).
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Fig. 24. Activite de la catalase

Chaque valeur représente la moyenne + ES de 10 rats par groupe. HD : rats hypercholestérolémiques-
diabétiques non traités. HD-Po : rats hypercholestérolémiques-diabétiques traités par [’extrait aqueux de

Portulaca oleracea. Aprés analyse de variance, la comparaison des moyennes est effectuée par le test ‘t’ de
Student-Fischer a “P< 0,05 ; "“P< 0,001.
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12.3. Activité de la glutathion peroxydase

L’activité de la GPx hépatique est 1,6-fois plus élevée, chez les rats traités par rapport aux
non traités, aussi bien au niveau du cceur (1,3-fois), de 1’aorte (1,3-fois) et des reins (1,2-fois).
Cependant, aucune différence significative n’est retrouvée, dans 1’activité de la GPXx, au

niveau du cerveau et du muscle, entre les deux groupes HD-Po et HD (Fig. 25).
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Fig. 25. Activité de la glutathion peroxydase

Chaque valeur représente la moyenne + ES de 10 rats par groupe. HD : rats hypercholestérolémiques-
diabétiques non traités. HD-Po : rats hypercholestérolémiques-diabétiques traités par [’extrait aqueux de
Portulaca oleracea. Aprés analyse de variance, la comparaison des moyennes est effectuée par le test ‘t’ de
Student-Fischer a *P< 0,05 ; “"P< 0,01.
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12.4. Activité de la glutathion réductase

Le traitement avec 1’extrait aqueux de Po induit une augmentation de 1’activité de la GRed au
niveau du foie et du cceur (1,2-fois), de I’aorte et du muscle (1,3-fois). En revanche, des

valeurs similaires sont retrouvées, au niveau cérébral et rénal (Fig. 26).
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Fig. 26. Activité de la glutathion réductase (GRed)

Chaque valeur représente la moyenne + ES de 10 rats par groupe. HD : rats hypercholestérolémiques-
diabétiques non traités. HD-Po : rats hypercholestérolémiques-diabétiques traités par [’extrait aqueux de
Portulaca oleracea. Aprés analyse de variance, la comparaison des moyennes est effectuée par le test ‘t’ de
Student-Fischer a “P< 0,05.
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12.5. Activité des enzymes antioxydantes érythrocytaires

Les rats HD-Po, comparés aux HD non traités, montrent, au niveau des érythrocytes, une
amélioration des activités enzymatiques de la SOD et de la CAT, qui augmentent,

respectivement de 16% et 26%, celles de la GPx de 20% et celle de la GRed de 39% (Fig.
27).

SOD CAT —HD
HD-Po
240 - _’I"_ 2 - ]
*
T :I T
s £
o — I
E 120 - £
= E
g
S
0 0
GPx GRed
40 ~ 60 - ’:_*
— * —
- T 1
E E
E 20 - E 30 -
£ g
c c
0 0

Fig. 27. Activité des enzymes antioxydantes érythrocytaires

Chaque valeur représente la moyenne = ES de 10 rats par groupe. HD : rats hypercholestérolémiques-
diabétiques non traités. HD-Po : rats hypercholestérolémiques-diabétiques traités par [l’extrait aqueux de
Portulaca oleracea. Aprés analyse de variance, la comparaison des moyennes est effectuée par le test ‘t’ de
Student-Fischer a “P< 0,05 ; "P< 0,01.

13. Concentrations plasmatiques du facteur de nécrose tumorale-a et de I’inter-leukine-
6

Chez le groupe hypercholestérolémique-diabétique traité avec I’extrait aqueux de Po,
compare au non traité, les concentrations plasmatiques en TNF-a sont diminuées de 18%. Par
ailleurs, les teneurs en IL-6 sont réduites de 41% (Fig. 28).

71



Résultats

TNF-a ) ] HD
IL-6 [ ] HD-Po
20 - 20 -
T *
Y = -
E 10 - T 10 - -
0 0

Fig. 28. Concentrations plasmatiques en TNF-a et en IL-6

Chaque valeur représente la moyenne *

ES de 10 rats par groupe. HD : rats hypercholestérolémiques-
diabétiques non traités. HD-Po : rats hypercholestérolémiques-diabétiques traités par lextrait aqueux de

Portulaca oleracea. Aprés analyse de variance, la comparaison des moyennes est effectuée par le test ‘t’ de
Student-Fischer a “P< 0,05 ; “P<0,01.
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L’utilisation des plantes, a des fins curatives, est largement répandue a travers le monde. De
nombreuses études ont rapporté les effets bénéfiques de certaines plantes et/ou leurs extraits
sur le diabéte, I’hypercholestérolémie, le statut antioxydant et le processus inflammatoire
(Azhar et al., 2015 ; Ntchapda et al., 2015 ; Agbai et al., 2015 ; Andrade-Cetto et al.,
2015 ; Otunola et al., 2014).

C’est dans ce contexte que s’inscrit notre étude qui consiste en I’évaluation des effets de
I’extrait aqueux de Po, sur certains parameétres lipidiques, glucidiques, le statut redox et les
marqueurs de I’inflammation, chez le rat soumis a un régime hypercholestérolémiant et rendu

diabétique par injection de STZ.

Préalablement a la partie expérimentale, nos résultats quand a I’analyse phytochimique de
Portulaca oleracea, révélent la présence de composés bioactifs, tels que les tanins, les
polysaccharides, les alcaloides et les flavonoides ; ce qui confére a cette plante une haute
valeur nutritionnelle. Ces résultats concordent avec ceux obtenus par d’autres auteurs (Melilli
etal., 2019 ; Meng et al., 2016 ; Zhao et al., 2015 ; Zhou et al., 2015).

Lors de notre expérimentation, les rats hypercholestérolémiques subissent une perte pondérale
significative, aprés injection intra-péritonéale de STZ, utilisée afin d’induire le diabéte, et
provoquant ainsi une perte sévére du poids corporel, chez le rat Wistar (Omary et al., 2011).
Cette réduction pondérale peut étre due a une augmentation de la lipolyse, une fonte
musculaire et une perte des protéines tissulaires, causée par 1’insulino-déficience (Ahmad et
al., 2016).

Toutefois, aucune différence significative de la nourriture ingérée n’est notée, apres
comparaison entre le groupe de rats traité et non traité par 1’extrait aqueux de Po.
L’amélioration du poids corporel, notée chez le groupe HD-Po vs HD, ne semble étre due
qu’a la consommation de I’extrait aqueux du pourpier, confortée par 1’augmentation

significative du poids du muscle et de son poids relatif chez ce groupe.

Nos résultats concordent avec ceux de Solanki & Bhavsar (2015), suite a 1’administration de
Ficus racemosa, a la dose de 250 et 500 mg.kg™* PC, pendant 8 semaines, & des rats rendus
diabétiques par injection de STZ. De méme que Berberis integerrima (500 mg.kg? PC),
administrée, par gavage, durant 6 semaines, aux rats rendus diabétiques par la STZ (Ashraf
etal., 2013).
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Aussi, I’administration intra-gastrique d’un polysaccharide, appelé CPOP (crude Portulaca
oleracea L. polysaccharide), extrait du pourpier, a la dose de 200 et 400 mg.kg™ PC, est

associe a une amélioration significative du PC, chez le rat diabétique (Bai et al., 2016).

Cependant, les polysaccharides, extraits & partir de Po (100, 200 et 400 mg.kg? PC),
mélangés a I’eau abreuvant les rats, pendant un mois, ne possédent aucune action sur leur
poids corporel (Xiaojuan et al., 2011). Ce qui indiquerait que la réduction de la perte
pondérale, chez le rat diabétique, serait dose-dépendante et en rapport avec le mode

d’administration de 1’extrait de Po.

Il est vrai que certains traitements, a base d’extraits aqueux de plantes médicinales, ne
parviennent pas a prévenir la perte pondérale, chez le rat diabétique. En effet, Elobeid &
Ahmed, (2015), n’ont révélé aucune influence sur le PC du rat obese, rendu diabétique par la
STZ, aprés administration de 1’extrait aqueux du fruit d’Emblica officinalis, par voie orale, a

la dose de 400 et 200 mg.kg™* PC, pendant 11 semaines.

Dans notre étude, I’impact positif de Po sur le poids corporel est accompagné d’une baisse
significative du poids relatif du foie, chez le groupe HD-Po vs HD. Ceci témoigne de
I’efficacité de cette plante, & prévenir [’hypertrophie hépatique, probablement par
I’amélioration de 1’excrétion des lipoprotéines par ce dernier, I’augmentation de I’insulinémie,
la réduction de I’afflux des AG et I’accumulation de TG dans le foie (Eleazu et al., 2013 ;
Zafar & Naqgvi, 2010).

D’autres travaux confirment nos resultats, telles que 1’expérience de Barakat & Mahmoud,
(2011), menée chez le rat rendu hypercholestérolémique, traité avec une mixture Po/citrouille
a ratio (5/1), pendant 6 semaines ; et celle de Jeong et al., (2010), suite a la consommation
d’Agaricus bisporus (200mg. kg PC), pendant 4 semaines, par le rat rendu diabétique par

STZ et hypercholestérolémique.

De méme, EI-Newary (2016), a rapporté I’effet bénéfique, sur le foie, d’un extrait
éthanolique de Po (1g.kg™* PC), administré par gavage, avec une infusion pendant 8 semaines,

chez le rat hyperlipidémique.

De plus, Colocasia esculent et Musa paradisiaca, incorporées dans le régime du rat rendu
diabétique par la STZ, améliorent, significativement, le poids corporel et le poids relatif du
foie (Eleazu et al., 2013).
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La mesure des teneurs en urée et en créatinine permet d’évaluer 1’état de la fonction rénale.
Nos résultats révelent une amélioration des teneurs en urée et en créatinine, au niveau
plasmatique et urinaire aprés traitement avec 1’extrait aqueux de Po ; ce qui peut étre expliqué

par I’amélioration des parametres glycémiques et antioxydants.

Un tel potentiel néphroprotecteur a été constaté par Nabi et al., (2013), chez le rat rendu
diabétique par la STZ, consommant pendant un mois, un régime enrichi en extrait aqueux de
Piper longun (200 mg.kg* PC).

Aussi, la diminution des teneurs en protéines totales hépatiques et plasmatiques, chez le
groupe HD-Po vs HD, rend compte de la 1égitimité d’utiliser Po afin d’améliorer la fonction

rénale.

Ces résultats concordent avec ceux obtenus par Ashraf et al., (2012), suite a I’administration,
par gavage, de D’extrait aqueux de Berberis intergerrima, a la dose de 500 mg.kg! PC,

pendant 6 semaines, chez le rat rendu diabétique par la STZ.

L’amélioration de la fonction rénale peut étre due a la diminution de la concentration du
glucose plasmatique et a la glycosylation ultérieure des membranes basales rénales (Guenzet
etal., 2014).

A J28, chez le rat hypercholestérolémique et rendu diabétique par la STZ, le traitement
avec Pextrait aqueux de Po améliore la fonte musculaire et la perte pondérale, sans influer
sur la nourriture ingérée. De plus, il améliore I’hypertrophie hépatique et la fonction

rénale, conséquente aux complications diabétiques.

Chez le groupe HD-Po vs HD, I’évaluation du profil lipidique révéle de faibles teneurs en CT
plasmatique, principalement dues a une diminution du C-VLDL et du C-LDL-HDL,,

associees a une augmentation significative du C-HDL..

Ces résultats concordent avec ceux de Amaechi et al., (2015), chez le rat rendu diabétique par
la STZ et consommant un régime enrichi avec un extrait éthanolique de Solenostemon

monostachyus (250 mg.kg™ PC), pendant 21 jours

Aussi, Ntchapda et al., (2015), ont rapporté 1’effet hypolipidimique de I’extrait aqueux de
Zanthoxylum heitzii (225, 300, 375 mg.kg™* PC), chez le rat hypercholestérolémique, aprés 4

mois de son administration.

75



Discussion

Dans notre étude, la réduction du C-VLDL et du C-LDL-HDL41, en réponse au traitement avec
Po, reflete les faibles teneurs en cholestérol total hépatique qui peuvent étre une conséquence
a une faible absorption ou a une augmentation de 1’excrétion des lipides fécaux et du
cholestérol (Shehata & Soltan, 2012). En effet, nos résultats montrent une élévation du taux

de cholestérol dans les feces, similaire a celle obtenue par Zidan et al., (2014).

L’amélioration de la cholestérolémie, par 1’extrait de Po, peut étre due a 1’effet combiné des
®3 et des fibres contenues dans Po. Les fibres alimentaires peuvent promouvoir 1’élimination
biliaire et le manque de bile, dans le corps, peut étre reproduit a partir du cholestérol

alimentaire diminuant, ainsi, le cholestérol sérique (Shehata & Soltan, 2012).

De plus, plusieurs extraits aqueux de plantes présentent un pouvoir hypocholestérolémiant,
chez le rat rendu hypercholestérolémique, comme celui de ’extrait de Lagenaria siceraria,
consommé pendant 8 semaines, a la dose de 200 et 400 mg.kg™ PC (Aslam & Najam, 2014) ;
et celui de Zanthoxylum heitzii (225, 300 et 375 mg.kg? PC), aprés 4 mois de son
administration (Ntchapda et al., 2015).

Par ailleurs, le régime avec I’extrait de Po, de notre étude, provoque une diminution des
triglycérides au niveau plasmatique, mise en évidence par les faibles teneurs des TG, au
niveau des fractions lipoprotéiques VLDL, LDL-HDL; et HDL; et du foie.

Ces résultats sont en accord avec ceux notés, chez le rat rendu diabétique par la STZ, recevant
I’extrait hydroalcoolique de Securigera securidaca, pendant 4 semaines (Rajaei et al., 2015) ;
et ceux observés, chez le rat hypercholestérolémique (Guenzet et al., 2014 ; Zidan et al.,
2014).

De méme, D’effet hypolipémiant de I’extrait de Po résulte, probablement, de la
réduction/inhibition de I’absorption intestinale du cholestérol et de son transport inverse élevé
(Catapano et al., 2014).

Le transport du cholestérol de la plaque artérielle vers le foie est effectué grace a la lécithine:
cholestrol acyltransférase (LCAT) (Manthei et al., 2016), dont ’activité est plus importante,
chez le groupe traité par I’extrait aqueux de Po, comparé au groupe non traité, confirmant une

accélération de la conversion des HDL3 en HDL et leur captation par le foie.

Cette hypothése est confortée, par 1’augmentation des teneurs plasmatiques en apo Al,

cofacteur-activateur de la LCAT, en EC-HDL., produit de la réaction enzymatique. Ainsi, une
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diminution du contenu en PL-HDLs3, substrat de I’enzyme et du CL-HDLs, accepteur du
groupement acyl provenant de la lécithine, est notée.

La présence de composés bioactifs dans les plantes médicinales serait a 1’origine de
I’amélioration des parametres lipidiques (Vazquez-Castilla et al., 2013 ; Bouderbala et al.,
2012 ; Udem et al., 2011).

Les flavonoides, retrouves lors de notre étude phytochimique, pourraient avoir un effet
hypolipémiant, en diminuant la biosynthése du cholestérol, par 1’augmentation de 1’expression
de la protéine-kinase AMPc dépendante, enzyme responsable de I’inhibition de 1’hydroxy-
méthyl-glutarl-Coenzyme A (HMG-CoA) réductase (Sharma et al., 2012).

De méme, ces flavonoides peuvent étre responsables de 1’amélioration de 1’activité de la

LCAT, enzyme responsable de la régulation des lipides sanguins et de I’incorporation du
cholestérol par les HDL (Aslam & Najam, 2014).

En plus des flavonoides, 1’extrait de Po contient d’autres composés bioactifs, telles que les
saponines qui, selon plusieurs études, améliorent le profil lipidique, en diminuant 1’absorption
intestinale du cholestérol, en augmentant son excrétion fécale. De plus, les saponines
augmentent 1’activité de la lipoprotéine lipase, en favorisant 1’élimination des acides gras
circulants, ce qui induit a une réduction du CT circulant (Aslam & Najam, 2014 ; Devi &
Sharma, 2004 ; Fukushima et al., 1997 ; Sidhu & Oakenful 1986).

Nos résultats indiquent que I’extrait aqueux de Po prévient le développement de
I’athérosclérose, en diminuant certains rapports d’athérogénicité, tels que CT/C-HDL, C-
LDL/C-HDL, CT-C-HDL/C-HDL et apo B/apo A-l, chez le groupe traité, comparé au non
traité.

Ces données concordent avec celles rapportées par Azhar et al., (2015), chez le rat rendu
hypercholestérolémique et traité avec 1’extrait aqueux des feuilles de noix, a la dose de 200

mg.kg™ PC, pendant 4 semaines.

Au vu de ces resultats, il apparait que le régime supplémenté avec I’extrait aqueux de Po
exerce un effet bénéfique sur les paramétres lipidiques, chez le rat soumis a un régime
enrichi en cholestérol et rendu diabétique par injection de STZ et améliore les rapports
d’athérogénicité.

Plusieurs études expérimentales ont rapporteé 1’effet hypoglycémiant de certaines plantes,

telles que Kalanchoe pinnata, dont I’extrait de feuille, administré oralement, a la dose de 140
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mg.kg™ PC, induit, aprés 4 semaines, une diminution significative du taux de glucose sanguin,

chez le rat rendu diabétique par injection de STZ (Menon et al., 2015).

De méme, D’extrait aqueux de Po & 1g.kg? PC, durant 28 jours, provoque une baisse
significative de la glycémie et du taux d’HbA lc, indicateur de 1’équilibre glycémique, chez le
rat rendu diabétique par la STZ (Guenzet et al., 2014).

Aussi, I’administration de I’extrait d’Evolvulus alsinoides (150 mg.kg™ PC), durant 45 jours,
provoque une élévation de I’insulinémie, chez le rat rendu diabétique par la STZ (Gomathi et
al., 2013).

Les résultats, obtenus dans notre étude, sont en accord avec toutes ces données. En effet,
I’administration journaliére de I’extrait aqueux de Po réduit le taux de glycémie. Cette baisse
des résidus de glucose circulant est accompagnée d’une diminution significative du taux
d’HbAlc et d’une augmentation de I’insulino-sécrétion. Ceci serait di a un effet protecteur
contre la dégénérescence et une stimulation de D’activité des cellules B pancréatiques,
sécrétrices d’insuline (Ramadan, 2017), la fermeture des canaux K*/ATP et I’intensification
de I’afflux de Ca?', & travers les canaux calcium volto-sensibles (Souza et al., 2011), une
favorisation de I’utilisation musculaire du glucose et I’inhibition de sa sortie du foie
(Chauhan et al., 2010 ; Malviya et al., 2010), I’utilisation périphérique du glucose par un
mécanisme extra pancréatique (Lalromawii et al., 2014 ; Nabi et al., 2013).

Aussi, certains composeés actifs, retrouvés lors de notre analyse phytochimique de I'extrait
aqueux de feuilles séches de Po, tels que les terpénoides, les alcaloides, les flavonoides, les
phénols et les polyphénols, auraient une activité insulino-mimétique (Patel et al.,
2012 ; Ayodhya et al., 2010).

L’extrait aqueux de Po révéle un effet hypoglycémiant, associé a une diminution

significative du taux d’ HbALC et une augmentation de la sécrétion d’insuline.

L’hypercholestérolémie et le diabete, peuvent étre a 1’origine d’un stress oxydant délétere,
pour les cellules concernées et leurs fonctions vasculaires (Bhattacharya et al., 2013 ; Das et
al., 2012 ; Stapleton et al., 2010).

La peroxydation lipidique est communément évaluée, par le dosage des TBARS, dont le taux
réduit, noté dans notre étude, au niveau du plasma, des érythrocytes, du foie, du cceur, de
I’aorte, du cerveau, du rein et du muscle du groupe HD-Po, par rapport au groupe HD,

indique la capacité antioxydante de I’extrait aqueux de Po.
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Discussion

Nos résultats viennent soutenir ceux de I’étude menée par Guenzet et al., (2017), sur le rat
rendu diabétique par injection de STZ, consommant un régime supplémenté avec 1 g.kg* PC
d’extrait aqueux de Po, pendant 4 semaines ; et ceux de Zidan et al., (2016), Chez le rat
hypercholestérolémique traité pendant 4 semaines, avec 0,5% d’extrait aqueux de Po, dont les
faibles teneurs en TBARS au niveau des érythrocytes, du tissu adipeux et du cceur, indiquent

le potentiel réducteur de Po sur la peroxydation lipidique.

Dans des conditions pathologiques, 1’équilibre entre les espéces pro-oxydantes et anti-
oxydantes est rompu en faveur des pro-oxydants, favorisant une surproduction d’ERO
(Tangvarasittichai, 2015 ; Small et al., 2012).

Pour se protéger des effets délétéres des ERO, I’organisme dispose d’un ensemble complexe
de défenses antioxydantes. Le GSH est 1'un des agents le plus important de la défense
antioxydante endogene, il protége les cellules contre les dommages résultant, aprés une
exposition a des xénobiotiques et/ou a des composés naturels déléteres comme les radicaux
libres, les hydroperoxydes, 1’oxygéne singulet et les radicaux hydroxyles, connus pour causer
des dommages et la mort des cellules par apoptose et nécrose (Choi et al., 2011 ; Atakisi et
al., 2010 ; Srinivasan et al., 2010).

Lorsque la cellule est exposée a des agents oxydants, la GPx catalyse la réduction des
hydroperoxydes, incluant le H.O> avec le GSH, procurant une protection en formant le GSSG

et protége contre les dommages oxydatifs (Ferreira et al., 2013).

L’étude phytochimique, nous a permis de mettre en évidence ’activité antioxydante de

I’extrait aqueux de Po, suite a sa comparaison avec celle du Trolox (1g.L* vs 422 mmol.L ™).

En effet, nos résultats, indiquent que cet extrait permet de réduire le stress oxydatif, en
augmentant les teneurs en GSH au niveau des érythrocytes, du foie, du ceeur, de ’aorte et du
rein, en stimulant 1’activité de la GPx au niveau du foie, du cceur, de 1’aorte et du rein, ainsi
que de la GRed au niveau du foie, du cceur, de I’aorte et du muscle. Ces résultats sont
similaires a ceux rapportés par Dkhil et al., (2011), avec I’administration du jus de Po (1,5

ml.kg™? PC), pendant 12 jours, & des rats males Wistar.

L’homéostasie du GSH est maintenue grace a des enzymes antioxydantes (GPx, CAT et
SOD) (Abdel-Moneim et al., 2010). Lors de notre étude, les taux élevés de GSH sont corrélés
avec 1’augmentation de 1’activité de la GPX, au niveau du foie, du cceur, de 1’aorte, du rein et
des érythrocytes, de la CAT, au niveau du cceur, de ’aorte, du muscle, du rein et du cerveau et

de la SOD, au niveau du foie, du coeur, de I’aorte, du cerveau, et des rein.
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Discussion

Ces données sont similaires a celles de 1’étude menée par Sunmonu et al., (2015), sur le rat
rendu diabétique par la STZ et traité avec I’extrait aqueux des racines de Strophanthus
hispidus (500 et 1000 mg.kg™* PC), pendant 14 jours.

Les propriétés antioxydantes de Po sont probablement dues a sa richesse en composeés
bioactifs, tels que les vitamines (A, B1, B2, B3, B6, B9, C, E), les minéraux (zinc, potatium,
phosphore, manganése, magneésium, fer et calcium), les 3, les flavonoides, les saponines, les
polysaccharides et les composes phénoliques. Ces antioxydants non enzymatiques pourraient
influer sur le statut redox (D’Amelia et al., 2018 ; Haque et al., 2014 ; Carocho &
Ferreaira, 2013 ; Zhao et al., 2013 ; Erkan, 2012 ; Chinese Pharmacopoeia Commission,
2010 ; Zhu et al., 2010).

Les concentrations en albumine retrouvées lors de notre étude reflétent le fort potentiel

antioxydant de I’extrait aqueux de Po.

Dans des conditions normales, les marqueurs du stress oxydatif, I’AST et ’ALT sont
retrouves en faibles concentrations, au niveau plasmatique (Menon et al., 2015). Lors de
notre expérimentation, les teneurs réduites en AST et ALT, chez le groupe traité par Po,

reflétent son potentiel hépato-protecteur.

En effet, Ghahramani et al., (2016), ont rapporté que 1’administration d’un extrait hydro-
éthanolique de Po, a la dose de 50, 100 et 200 mg.Kg? PC réduit significativement les taux

plasmatiques de ces enzymes hépatiques, chez le rat rendu diabétique par 1’alloxane.

De plus, Lee et al., (2011), ont montré une diminution de 1’activité de I’AST et de I’ALT,
chez le rat hypercholestérolémique, consommant la poudre de Po.

Lors de notre étude, le taux réduit des TBARS, I’augmentation de activité des enzymes
antioxydantes (CAT, SOD, GPx et GRed), I’amélioration des concentrations en albumine,
ainsi que la diminution des marqueurs du stress oxydant (AST et ALT), renseignent sur la

capacité antioxydante de ’extrait de Po.

L’inflammation vasculaire joue un role clef dans la pathogenese et la progression de
I’athérosclérose, aggravée au cours du diabéte (Wu et al.,, 2016 ; Lee et al.,, 2012). Le
dysfonctionnement et les altérations structurelles de I’endothélium provoquent une
augmentation des molécules d’adhésion (VCAM-1), des cytokines (TNF-a), des interleukines
(IL-1, IL-6), et des molécules chimiotactiques (MCP-1), un recrutement des leucocytes et une
surproduction des ERO (Tousoulis et al., 2012).
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Discussion

Les niveaux éleves de TNF-a provoquent une augmentation de la lipolyse adipocitaire,
entrainant un accroissement des acides gras libres circulants et une perturbation de la voie de
signalisation de I’insuline (EI-Abhar & Schaalan, 2012).

L'IL-6 joue un réle central dans l'inflammation par 1’activation du signal transducteur et de la
transcription, conduisant au blocage de I'apoptose des cellules et leur maintient en vie dans
des environnements toxiques (Hodge et al., 2005).

Les résultats de notre expérimentation montrent une reduction significative des concentrations
plasmatiques d’IL-6 et de TNF-a, chez le groupe HD-Po vs HD, témoignant du potentiel anti-
inflammatoire de Po. Ces données sont en accord avec celles rapportées par Ayepola et al.,
(2014), chez le rat méale adulte Wistar, rendu diabétique par la STZ, aprés gavage par 1’extrait

éthanolique des graines de Garcinia kola (100 mg.kg™* PC), pendant 1 semaine.

De méme, une baisse significative des taux de TNF-o sériques a été constatée, chez le rat
Wistar, rendu hypercholestérolémique, consommant un régime enrichi par 1’extrait

méthanolique d’Artemisia vulgaris, pendant 4 semaines (El - Tantawy, 2015).

Aussi, I’extrait éthanolique des feuilles d’Anchomanes difformis (800 et 1600 mg.kg* PC),
provoque, chez le rat, une inhibition de 1’induction inflammatoire, traduite par la diminution
de la taille de ’cedéme, aprés 60, 90 et 120 minutes d’expérimentation (Adebayo et al.,
2014).

De plus, apres avoir provoqué une colite ulcéreuse a la souris (C57BL/6), Yang et al., (2016),
ont mis en évidence 1’effet protecteur de 1’extrait éthanolique de Po (100, 200 et 400 mg.kg™
PC), pendant 7 jours, se traduisant par une diminution de I’expression de I’ARNm des

cytokines pro-inflammatoires, tels que le TNF-a et I’IL-6.

Chez le rat rendu diabétique par la STZ, la consommation d’un extrait aqueux de Po a la dose
de 400 mg.kg PC, pendant 4 semaines, entraine une amélioration des valeurs de GSH ainsi
qu’une diminution des teneurs en TNF-o et en IL-6. Cet effet peut étre consequent a une
diminution de la production de radicaux libres et a une élévation de la teneur en antioxydants.
(Samarghandian et al., 2017).

En effet, certains composés phytochimiques des plantes médicinales, tels que les polyphénols,
les flavonoides et les alcaloides, sont de véritables agents anti-inflammatoires, compte tenu de
leur capacité a réguler I’expression génétique des signaux pro-inflammatoires (Shailasree et
al., 2012).
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Discussion

Le potentiel anti-inflammatoire de l’extrait aqueux de Po a été mis en évidence par la
réduction significative des concentrations hépatiques et plasmatiques d’IL-6 et du TNF-a,

chez le rat hypercholestérolémique et diabétique traité vs non traité.
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Conclusion

Ce travail a pour objectif I’évaluation de I’effet d’un régime supplémenté avec 1’extrait
aqueux des feuilles de Portulaca oleracea, dans le traitement de deux facteurs de risque des

maladies cardiovasculaires combinés, a savoir I’hypercholestérolémie associée au diabéte.

Lors de notre étude, le traitement, a base d’un extrait aqueux de Po, administré au rat rendu
diabétique par injection de STZ et soumis a un régime enrichi en cholestérol, limite la perte
pondérale, sans agir sur la quantité de nourriture ingérée et en favorisant le gain musculaire,

comparé au rat non traité.

Aussi, Po préserve la fonction rénale des méfaits du diabete, en réduisant les teneurs
plasmatiques en protéines totales, et en ameéliorant les concentrations en urée et en créatinine

qui diminuent au niveau plasmatique et augmentent au niveau urinaire.

Il est vrai que le traitement avec I’extrait aqueux de Po, chez le rat hypercholestérolémique et

diabétique, améliore les perturbations lipidiques et glucidiques de facon significative.

Concernant le profil lipidique, nos résultats révelent que, chez le groupe HD-Po vs HD, les
faibles teneurs plasmatiques en CT sont, principalement, dues a une diminution du C-VLDL
et du C-LDL-HDL,, associée a une augmentation significative du C-HDL. Ces taux réduits
refletent une faible absorption ou une augmentation de 1’excrétion fécale des lipides et du

cholestérol.

De méme, I’activité de la LCAT est plus importante chez le groupe traité vs non traité. Une
augmentation des teneurs en apo A-I, cofacteur-activateur de la LCAT et en EC-HDL.,
produit de la réaction enzymatique ainsi qu’une diminution du contenu en PL-HDL3 substrat
de I’enzyme et en CL-HDLs3, accepteur du groupement acyl de la Iécithine, sont notées. Nos
résultats indiquent que I’extrait aqueux de Po prévient I’initiation et le développement de
I’athérosclérose, en diminuant les rapports d’athérogénicité CT/HDL-C, LDL/HDL, CT-
HDL-C/HDL-C et apo B/apo A-I.

Le régime supplémenté en Po induit une réduction des teneurs hépatiques en TG, tout en
diminuant la triglycéridémie plasmatique, mise en évidence par de faibles contenus en TG au
niveau des VLDL, des LDL-HDL; et des HDL..

Aussi, Portulaca oleracea diminue 1’hyperglycémie, provoquée par la STZ et ce, dés la
premiére semaine de traitement, chez le rat hypercholestérolémique et diabétique. Cette baisse
des résidus de glucose circulants est accompagnée d’une diminution significative du taux
d’HbAlc et une augmentation de 1’insulino-secrétion. Ces résultats témoignent de 1’effet

hypoglycémiant de I’extrait et prouvent son efficacité, a court et a long terme.
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Conclusion

L’hypercholestérolémie et le diabéte peuvent étre a 1’origine d’un stress oxydant délétere,
pour les cellules concernées et leurs fonctions vasculaires. La peroxydation lipidique,
communément, évaluée par le dosage des TBARS et les teneurs en AST et ALT, dont les taux
réduits, retrouvés lors de notre étude, indiquent la capacité antioxydante de 1’extrait aqueux de
Po.

Aussi, nos résultats indiquent que 1’extrait de Po réduit le stress oxydatif en augmentant les

teneurs en GSH, dont I’homéostasie est maintenue par la stimulation des enzymes

antioxydantes (SOD, CAT, GPx et GRed).

Par ailleurs, I’extrait aqueux de Po provoque une réduction significative des concentrations
hépatiques et plasmatique d’IL-6 et de TNF-a, chez le groupe HD-Po vs HD, témoignant du
potentiel anti-inflammatoire de Po.

A partir de cette étude, nous pouvons conclure que les désordres métaboliques, causés par la
combinaison de 1’hypercholestérolémie et du diabéte, chez le rat, telle que 1’¢lévation des
parameétres lipidiques, glycémiques et ceux du statut oxydants/antioxydants et inflammatoire,
peuvent étre améliorés significativement par le régime, supplémenté en extrait aqueux de

feuilles de Po.

Ces effets bénéfiques cumulés font de Po, une plante utile dans la prévention et le traitement
de I’hypercholestérolémie et du diabete, qui sont tous deux des facteurs de risque majeurs de

I’athérosclérose.

Ces résultats donnent lieu a un certain nombre de perspectives, afin de mieux comprendre les
mécanismes impliqués dans les effets bénéfiques de 1’extrait aqueux de Po et de se projeter

vers des essais cliniques de cette plante, a fort potentiel thérapeutique.

Des études plus approfondies sont nécessaires pour mieux comprendre les mécanismes
impliqués dans les différents effets observés. Par conséquent, notre travail pourrait étre

complété par:

- La détermination des teneurs en acides biliaires et en stérols neutres fécaux.

- L’estimation des activités des enzymes impliqués dans le métabolisme du cholestérol a
savoir: la cholestérol 7a-hydroxylase (enzyme de synthése des acides biliaires),
I’hydroxy-méthyl-glutaryl-Co A réductase (HMG-CoA réductase) (synthése du
cholestérol endogene) et 1’acyl-CoA cholestérol acyltransférase (ACAT) (estérification

cholestérol au niveau cellulaire).
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Conclusion

La determination des activites des enzymes impliquées dans le métabolisme des
triglycérides, en particulier la lipoprotéine lipase (LPL) et la triglycéride lipase
hépatique (HTGL)

La détermination des marqueurs de I’oxydation protéique par le dosage des carbonyles
et des sulfhydryles.

La détermination des especes réactives de I’oxygene, tel que le monoxyde d’azote (NO).
L’étude de I’effet de I’extrait aqueux de Po, & une dose plus €élevée, avec réalisation de
coupes histologiques sur différents organes comme le foie, le rein, le cceur, 1’aorte et le

cerveau.

L'isolement et I'identification des composes actifs de I’extrait aqueux de Po, afin de

déterminer leur potentiel antioxydant et anti-inflammatoire.

L’étude de I’'impact d’une alimentation équilibrée, incluant la plante fraiche Po sur des

individus diabétiques et hypercholestérolémiques présentant un risque cardiovasculaire.
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Tableau XIV. Evolution du poids corporel et de la nourriture ingérée

JO J7 J14 J21 J28
Poids (g)
HD 218,76x7,62  194,85+7.92 186,47+7.36 180,32+8.06 176.34+5.56
HD-Po 226,19+9.25 198,13+4.41 188,50£6,69 189,45+4.29 195.59+6.67"
Nourriture ingérée (g.j*)
HD 23,17£3,24 20,84+1,71 20,85+1,19 20,79+1,92 21,24+2 25
HD-Po 21,623+6,66  21,03x1,28 20,72+0,90 21,09+0,73 21,67+0,80

Chaque valeur représente la moyenne + ES de 10 rats par groupe. HD : rats hypercholestérolémiques-
diabétiques non traités. HD-Po : rats hypercholestérolémiques-diabétiques traités par l’extrait aqueux de
Portulaca oleracea. Aprés analyse de variance, la comparaison des moyennes est effectuée par le test ‘t’ de
Student-Fischer & "P< 0,05.

Tableau XV. Evolution de la glycémie (mmol.L?)

JO J7 J14 J21 J28

HD 18,21+1,30 19,62+1,23 20,16+1,09 20,57+0,93 20,60+1,22
HD-Po 17,72+1,40 11,33+1,26™ 8,23+0,50™" 6,92+0,25™" 6,73+0,46™"

Chaque valeur représente la moyenne + ES de 10 rats par groupe. HD : rats hypercholestérolémiques-
diabétiques non traités. HD-Po : rats hypercholestérolémiques-diabétiques traités par [’extrait aqueux de
Portulaca oleracea. Apreés analyse de variance, la comparaison des moyennes est effectuée par le test ‘t’ de
Student-Fischer a ™"P< 0,001.

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

HD HD-Po
Protéines Totales (mg.g?)
Foie 147,71+4,43 133,29+4,68"
Plasma 63,60+2,08 52,41+3,11"
Triglycérides (mmol.L?)
Foie 35,39+2,56 22,66+1,01™
Plasma 1,78+0,16 0,65+0,09™"
Cholestérol libre (mmol.L ™)
Foie 26,15+1,76 23,27+1,89"
Plasma 2,13+0,19 1,44+0,09"
Esters de cholestérol (mmol.L™?)
Foie 87,66+3,19 42,40+2,23™
Plasma 5,66+0,68 2,98+0,25™
Phospholipides (mmol.L™)
Foie 34,4412 46 21,90+1,63™
Plasma 2,14+0,10 2,05+0,14

Chaque valeur représente la moyenne + ES de 10 rats par groupe. HD : rats hypercholestérolémiques-
diabétiques non traités. HD-Po : rats hypercholestérolémiques-diabétiques traités par [’extrait aqueux de
Portulaca oleracea. Aprés analyse de variance, la comparaison des moyennes est effectuée par le test ‘t’ de
Student-Fischer a “P< 0,05 ; "P< 0,01 ; "P< 0,001.
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Tableau XVII. Teneurs et composition en apolipoprotéines et en lipides des VLDL

Groupes Masse Apo TG PL CL EC
(g.L (g.L™) (mmol.L?) (mmol.L™) (mmol.LY) (mmol.L™)
HD 515+0,10  1,51+0,02  0,93+0,07 1,1040,03 0,22+0,03 1,61+0,06

HD-Po 2,73+0,10" 1,50+0,05 0,25+0,06™  0,51+0,03"" 0,11+0,03""  0,49+0,09™

Chaque valeur représente la moyenne + ES de 10 rats par groupe. HD : rats hypercholestérolémiques-
diabétiques non traités. HD-Po : rats hypercholestérolémiques-diabétiques traités par [’extrait aqueux de
Portulaca oleracea. Aprés analyse de variance, la comparaison des moyennes est effectuée par le test ‘t’ de
Student-Fischer a "P< 0,01 ; *"P< 0,001.

Tableau XVIII. Teneurs et composition en apolipoprotéines et en lipides des LDL-HDL;

Groupes Masse Apo TG PL CL EC
(g.L (g.L™h) (mmol.LY)  (mmol.LY)  (mmol.L?)  (mmol.L?)
HD 5,22+0,16 1,53+0,03 0,52+0,03 0,26+0,04 0,70+0,08 2,90+0,15

HD-Po 2,40+0,11™ 1,50+0,04  0,14+0,03""  0,32+0,04"  0,24+0,05™ 0,41+0,07""

Chaque valeur représente la moyenne + ES de 10 rats par groupe. HD : rats hypercholestérolémiques-
diabétiques non traités. HD-Po : rats hypercholestérolémiques-diabétiques traités par [’extrait aqueux de
Portulaca oleracea. Aprés analyse de variance, la comparaison des moyennes est effectuée par le test ‘t’ de
Student-Fischer a “P< 0,05 ; ™"P< 0,001.

Tableau XIX. Teneurs et composition en apolipoprotéines et en lipides des HDL,

Groupes Masse Apo TG PL CL EC
(g.L™) (g.L™) (mmol.LY)  (mmol.L?Y)  (mmol.L?Y)  (mmol.L?)
HD 2,62+0,20 1,15+0,09 0,20+0,05 0,47+0,05 0,40+0,04 1,28+0,17

HD-Po  3,65+0,30" 1,47+0,07" 0,12+0,04™ 0,39+0,04"  0,54+0,03™ 1,58+0,11"

Chaque valeur représente la moyenne + ES de 10 rats par groupe. HD : rats hypercholestérolémiques-
diabétiques non traités. HD-Po : rats hypercholestérolémiques-diabétiques traités par l’extrait aqueux de
Portulaca oleracea. Aprés analyse de variance, la comparaison des moyennes est effectuée par le test ‘t’ de
Student-Fischer a “P< 0,05 ; "P< 0,01.

Tableau XX. Teneurs et composition en apolipoprotéines et en lipides des HDL;

Groupes Masse Apo TG PL CL EC
(g.L (g.L ) (mmol.LY)  (mmol.L?)  (mmol.LY)  (mmol.L?)
HD 4,16+0,08 2,54+0,09 0,14+0,02 0,63+0,06 0,27+0,02 0,85+0,04

HD-Po 4,15+0,09 2,53+0,06 0,13+0,01 0,41+0,06™ 0,16+0,04™ 1,08+0,09"

Chaque valeur représente la moyenne + ES de 10 rats par groupe. HD : rats hypercholestérolémiques-
diabétiques non traités. HD-Po : rats hypercholestérolémiques-diabétiques traités par [’extrait aqueux de
Portulaca oleracea. Aprés analyse de variance, la comparaison des moyennes est effectuée par le test ‘t’ de
Student-Fischer a "P< 0,05 ; "P< 0,01.
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Tableau XXI. Concentrations en TBARS des érythrocytes, du plasma, des VLDL, LDL-HDL,,
des HDL et des HDL3; (nmole.L?)

Plasma Erythrocytes VLDL LDL-HDL, HDL, HDL

HD 13,22+0,87  11,09+0,68 2,31+0,14 2,28+0,08 1,66+0,13 1,48+0,09
HD-Po 9,09+0,76" 8,01+090" 2,24+0,09 1,7740,10°  1,25+0,06"  1,26+0,05

Chaque valeur représente la moyenne + ES de 10 rats par groupe. HD : rats hypercholestérolémiques-
diabétiques non traités. HD-Po : rats hypercholestérolémiques-diabétiques traités par [’extrait aqueux de
Portulaca oleracea. Aprés analyse de variance, la comparaison des moyennes est effectuée par le test ‘t’ de
Student-Fischer a “P< 0,05.

Tableau XXII. Concentrations en TBARS tissulaires (mmole.g?)

Foie Cceur Aorte Cerveau Rein Muscle

HD 195,22+7,71  78,61+4,52  110,22+6,76  228,09+10,62 111,43+4,64 73,53+4,12
HD-Po 119,83+5,97" 55,93+2,98" 68,29+4,68™ 105,53+6,69™"  99,85+4,9" 60,84+3,90"

Chaque valeur représente la moyenne = ES de 10 rats par groupe. HD : rats hypercholestérolémiques-
diabétiques non traités. HD-Po : rats hypercholestérolémiques-diabétiques traités par [’extrait aqueux de
Portulaca oleracea. Aprés analyse de variance, la comparaison des moyennes est effectuée par le test ‘t’ de
Student-Fischer a "P< 0,05 ; "P< 0,01 ; "P< 0,001.

Tableau XXIII. Concentrations tissulaires et érythrocytaires en glutathion réduit (GSH)
(nmole.g?)

Erythrocyte Foie Cceeur Aorte Muscle Rein Cerveau

HD 21,77+¥1,12  8,97+0,73 0,93+0,05 1,19+0,10 1,03+0,09 5,27+0,86 7,62+0,31
HD-po 26,68+1,43" 12,48+0,84" 1,03+0,05° 1,95+0,27 1,06+0,08 6,84+0,63" 7,51+0,45

Chaque valeur représente la moyenne = ES de 10 rats par groupe. HD : rats hypercholestérolémiques-
diabétiques non traités. HD-Po : rats hypercholestérolémiques-diabétiques traités par [’extrait aqueux de
Portulaca oleracea. Aprés analyse de variance, la comparaison des moyennes est effectuée par le test ‘t’ de
Student-Fischer a “P< 0,05 ; "P< 0,01.

Tableau XXIV. Activité de la superoxyde dismutase (SOD) (nmole.g™)

Foie Coeeur Aorte Cerveau Rein Muscle

HD 11,29+0,77 34,94+0,57  33,02+1,04 13,03+0,39 8,01+0,24 55,33+1,79
HD-Po  14,28+0,66°  42,09+0,68" 40,14+1,62° 16,37+0,56" 9,49+0,48"  52,51+1,47

Chaque valeur représente la moyenne + ES de 10 rats par groupe. HD : rats hypercholestérolémiques-
diabétiques non traités. HD-Po : rats hypercholestérolémiques-diabétiques traités par [’extrait aqueux de
Portulaca oleracea. Aprés analyse de variance, la comparaison des moyennes est effectuée par le test ‘t’ de
Student-Fischer a “P< 0,05.
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Tableau XXV. Activité de la catalase (CAT) (umole.min=.g?)

Foie Ceeur Aorte Cerveau Rein Muscle

HD 293,04+31,87  116,79+6,15 121,65+5,79 117,95+4,69  157,11+3,07  143,48+3,16
HD-Po 313,50+28,21  130,60+5,56" 144,71+4,34"  280,91+9,14™" 181,62+3,88" 159,45+1,95"

Chaque valeur représente la moyenne + ES de 10 rats par groupe. HD : rats hypercholestérolémiques-
diabétiques non traités. HD-Po : rats hypercholestérolémiques-diabétiques traités par [’extrait aqueux de
Portulaca oleracea. Aprés analyse de variance, la comparaison des moyennes est effectuée par le test ‘t’ de
Student-Fischer a "P< 0,05 ; "P< 0,001.

Tableau XXVI. Activité de la glutathion peroxydase (GPx) (nmole.min?.g?)

Foie Ceeur Aorte Cerveau Rein Muscle

HD 64,68+5,61 19,89+1,02 21,291,738  13,21+1,22 22,31+1,52  28,58+0,81
HD-Po 103,63+6,20™  26,91+1,93"  28,7442,20° 14,38+1,36 27,04+1,35" 29,39+1,52

Chaque valeur représente la moyenne + ES de 10 rats par groupe. HD : rats hypercholestérolémiques-
diabétiques non traités. HD-Po : rats hypercholestérolémiques-diabétiques traités par [’extrait aqueux de
Portulaca oleracea. Aprés analyse de variance, la comparaison des moyennes est effectuée par le test ‘t’ de
Student-Fischer a “P< 0,05 ; "P< 0,01.

Tableau XXVI1. Activité de la glutathion réductase (GRed) (nmole.min.g?)

Foie Ceeur Aorte Cerveau Rein Muscle

HD 31,91+1,17  23,04+0,77 24,14+0,61  21,12+146 30,27+1,07 24,14+0,79
HD-Po 37,14+1,50" ~ 27,58+0,98"  31,75+0,82° 22,69+1,24 32,54+1,29  31,65+0,48"

Chaque valeur représente la moyenne + ES de 10 rats par groupe. HD : rats hypercholestérolémiques-
diabétiques non traités. HD-Po : rats hypercholestérolémiques-diabétiques traités par [’extrait aqueux de
Portulaca oleracea. Aprés analyse de variance, la comparaison des moyennes est effectuée par le test ‘t’ de
Student-Fischer a “P< 0,05.

Tableau XXVIII. Activité des enzymes antioxydantes érythrocytaires

SOD CAT GPx GRed
(U.mol?) (pmol.mintmL?)  (nmol.mint.mL?)  (nmol.mint.mL™)
HD 183,09+10,79 1,15+0,07 22,89+1,07 33,14+2,69
HD-Po 218,41+13,87" 1,56+0,12" 28,50+1,87" 54,36+4,11™

Chaque valeur représente la moyenne + ES de 10 rats par groupe. HD : rats hypercholestérolémiques-
diabétiques non traités. HD-Po : rats hypercholestérolémiques-diabétiques traités par [’extrait aqueux de
Portulaca oleracea. Aprés analyse de variance, la comparaison des moyennes est effectuée par le test ‘t’ de
Student-Fischer a “P< 0,05 ; "P< 0,01.
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Tableau XXIX. Concentrations plasmatiques en TNF-a et en IL-6 (pg.mL™)

TNF-a IL-6
HD 14,92+0,49 5,72+0,55
HD-Po 12,21+0,79" 9,77+0,41™

Chaque valeur représente la moyenne = ES de 10 rats par groupe. HD : rats hypercholestérolémiques-
diabétiques non traités. HD-Po : rats hypercholestérolémiques-diabétiques traités par l’extrait aqueux de
Portulaca oleracea. Aprés analyse de variance, la comparaison des moyennes est effectuée par le test ‘t’ de
Student-Fischer a "P< 0,05 ; "P< 0,01.
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ABSTRACT

Aims: In this study, the effects of Portulaca oleracea (Po) in the treatment of hypercholesterolemia
combined with diabetes in rats were investigated.

Place and Duration of Study: Laboratory of Clinical and Metabolic Nutrition, Department of
Biology, Nature and Life Sciences Faculty, University of Oranl, Algeria, between September and
July 2017.

Study Design: The effects of an aqueous extract from the leaves of Po were studied on glucose
homeostasis, lipid parameters, and oxidative stress markers, in streptozotocin (STZ) induced
diabetic rats on a cholesterol-enriched diet.

Methodology: Experimental hypercholesterolemia was induced by feeding rats with 1% cholesterol-
enriched diet for 15 days. Hypercholesterolemic male Wistar rats (n=28) were rendered diabetic by
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a single intraperitoneal injection dose (55 mg/kg BW) of STZ. Hypercholesterolemic diabetic rats
were divided into two groups (n=10): Hypercholesterolemic diabetic group (HC-D), and
hypercholesterolemic-diabetic group supplemented with 1% of Po aqueous extract (HC-DPo) during
28 days. Assessed parameters were blood glucose, insulinemia, glycosylated haemoglobin
(HbAZc), liver and plasma lipids, lipid peroxidation, and antioxidant enzymes in plasma, red blood
cells (RBCs), and tissues.

Results: A significant increase in final body weight was found between both groups. In HC-DPo vs
HC-D group, glycemic parameters were improved by decreasing glucose, HbA1C levels, and by
enhancing insulinemia. Low plasma values of total cholesterol (TC) (-42%), triacylglycerols (TG) (-
63%), very low and low density lipoprotein cholesterol (VLDL-C, LDL-C) (-66% and -80%), and
increase of high density lipoprotein cholesterol (HDL-C) (-26%), leading to decreased atherogenic
indices TC/HDL-C (-57%) and LDL-C/HDL-C (-85%) were noted in rats treated by Po compared to
untreated group. In the liver, heart and aorta, lipid peroxidation was lowered, and inversely,
antioxidant enzymes activities were increased after treatment with Po.

Conclusion: On the basis of these finding, it can be concluded that the Po aqueous extract is an
interesting natural product to prevent hypercholesterolemia in diabetic rats. Protocols in

hypercholesterolemia diabetic patients are needed to verify and validate these results.

Keywords: Portulaca oleracea; streptozotocin; hypercholesterolemia; diabetes; oxidative stress

antioxidant enzyme.
1. INTRODUCTION

Vascular homeostasis can be broken in
numerous physiopathological circumstances, at
the origin of noxious effects of oxidative stress
for the concerned cells and their vascular
functions. The causes of this imbalance are
multiple and recruit at least partially the classic
cardiovascular risk factors such as
hypercholesterolemia and diabetes [1,2,3].
Hypercholesterolemia is one of the main factors
of the atherogenic risk, directly bound to the
increased serum level of small-dense low density
lipoprotein cholesterol (LDL-C)and conversely
linked to the lower rate of high density lipoprotein
cholesterol (HDL-C) [4,5]. Previous studies have
shown that a hypercholesterolemic diet-induced
in animal models and man results in numerous
metabolic disorders concomitant with antioxidant
defence deficiency and altered inflammatory
response [1,6], which could induce a
cardiovascular metabolic disorder [7]. Diabetes is
related to a glycemic biological regulation
mechanisms deficiency, leading to
hyperglycemia [8]. In addition, it has been
reported that the lipid profile during diabetes is
impaired, characterised by high concentrations of
triacylglycerols (TG), total cholesterol (TC), LDL-
C, and reduced HDL-C [9]. These abnormalities
in lipid metabolism are intensified by the over-
consumption of cholesterol [10]. Moreover,
elevation levels of apolipoproteins glycation,
oxidised LDL and oxidative stress are also
observed [11,9]. In the presence of diabetes and
Hypercholesterolemia, two cardiovascular risk

factors, namely, the balance between pro-oxidant
and antioxidant species is broken in favour of
pro-oxidants, favouring an overproduction of
oxygen-reactive species (ROS) [12,13].

Traditional medicinal plants play an important
role in the research and development of new
medicines. Recent studies revealed promising
results for the prevention and treatment of
diseases, such as atherosclerosis [14,15],
diabetes [16,17] and cardiovascular diseases
[18,19].

Portulaca oleracea L. (Portulaceae), known as
purslane “Rigla” in Arabic is a succulent annual
herbaceous plant found in the temperate and
tropical regions of the world. Po can be
consumed fresh as salad and pickle or can be
cooked as a vegetable similar to spinach [20,
21,22]. In Algeria, it is used for the preparation of
traditional couscous sauce. Po is a great source

of beneficial health compounds including
alkaloids, polysaccharides, w3 fatty acids,
proteins, carbohydrates, flavonoids, tannins,

vitamins (vitamin A, vitamin C, vitamin B and
carotenoids), and minerals (magnesium, calcium,
potassium and iron) [23,24,25,26,27,28,20].

Besides of its culinary uses, Po is widely
prescribed in folk medicine. Experimental
research has shown an important

pharmacological potential of Portulaca in the
treatment of hyperglycemia [29], hyperlipidemia
[23] and oxidation [30].

There were no reports of Po supplementation in
Wistar rats with hypercholesterolemia (HC) and




diabetes (D). Hence, the present study was
designed to evaluate the protective effect of Po
extract on glycemia, lipid profile and oxidative
stress in a rat model with HC-D.

2. MATERIALS AND METHODS

Sources of Animals, Plant Material and

Diets
Twenty-eight adult male Wistar rats were
obtained from the Animal Research Center,
Pasteur Institute, Algiers, Algeria. Portulaca

oleracea L. was collected on July 2016 in
Ouargla southeastern city (Algeria). This plant
was identified taxonomically and authenticated
by the Botanical Research Laboratory of Oran 1
University. A voucher specimen has been
deposited in the herbariumof the Laboratory
ofClinical and Metabolic Nutrition, Faculty of
Natural and Life Sciences, under the number
PO 1965.

The casein, 20%, was obtained from Prolabo,
Paris, France. Cellulose, 5%, cornstarch, 59%,
minerals, 4%, and vitamins, 2%, were collected
from Merck, Darmstadt, Germany. Sunflower oil,
5%, and sucrose, 4%, were obtained at a local
market in Oran city, Algeria.

Extraction of Plant Material

Fresh aerial parts (leaves) were air dried at an
ambient temperature (24°C) for 7 days, and then
grounded. The Po extract was prepared as
follows: a fine powder of Po (50 g) was
suspended in 500 ml of distilled water, heated
under reflux for 45 min and then filtered. The
filtrate was frozen at -70°C and lyophilised
(CHRIST, ALPHA 1-2 LD, Germany). The crude
extraction yield of the Po lyophilised extract was
approximately 30% (wt/wt). It was stored in the
dark at ambient temperature until further use.

Chemical Separation

A previous phytochemical analysis of the
aqueous extract of Po Zidan et al. [23] was

achieved leading to the conclusion of the
presence of phenolic compounds including
flavonoids, tannins and other  phenolic
compounds, carbohydrates and terpenoids.
Furthermore, some pure secondary metabolites
were isolated by successive column
chromatography techniques [column

chromatography on Sephadex LH 20, Medium
Pressure Liquid Chromatography (MPLC) on
normal and reversed-phase silica gel] and
identified by 1D and 2D NMR and mass
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spectroscopic  technigues as  adenosine,
allantoin, and adenine by comparing with NMR
and mass spectroscopic data with literature
values.

Evaluation of the Antioxidant Activity
of Po Extract

In vitro test for the antioxidant activity of the Po
extract was measured by using KRL test [31].
This evaluates the resistance to free radical
aggression by measuring the capability of total
blood to resist free radical-induced hemolysis.
Trolox, a water-soluble synthetic analogue of
vitamin E was used as a standard, and the
antioxidant activity of the extract was compared
with those of trolox (mmol/l).

Treatment of Animals

Adult male Wistar rats (Animal Research Center,
Pasteur Institute, Algiers, Algeria) (n = 28)
weighing 138 + 12 g were housed in wire bottom
cages at a temperature of 23+1°C, relative
humidity of 60% and light were automatically
turned on from 07:00 to 19:00 h. Diets and tap
water were freely available. Food consumption
and weight gain were measured in every three
days. This study was approved by the
Institutional ~ Animal Research  Committee
(International Research grants 04 MDU 629).
The General Guidelines on the Use of Living
Animals in Scientific Investigations Council of
European Communities (1987) were followed.

Hypercholesterolemia was experimentally
induced by feeding rats a cholesterol-enriched
diet (1%) and cholic acid (0.5%) (Merck,
Darmstadt, Germany), for 15 days. After this
phase, cholesterolemia value was 5.76+0.80
mmol/l vs value in normal rat <3.90mmol/l [32].
Diabetes was induced by the administration to
hypercholesterolemic rats of an intraperitoneal
injection of STZ diluted in citrate buffer (0.1mol/l,
pH 4.5) at a single dose of 55 mg/kg body weight
(BW). After 48 h, the response to the injection of
STZ was checked. The diabetic state was
assessed by measuring glycemia using a
glucometer (One-touch glucometer Accu-Chek
Active, Germany). Only rats in which fasting
blood glucose levels were greater than 16 mmol/l
within 3 days after STZ injection were considered
diabetic. Hypercholesterolemic-diabetic (n = 20)
rats were divided into two groups (n = 10) and
fed for 28 days with the same diet supplemented
(HC-DPo) or not (HC-D) with Po lyophilised
aqueous extract (1 g/100 g diet).



Collection of Samples

At d 28, the animals were food deprived for

12 h, weighed, anaesthetized with sodium
pentobarbital (60 mg/kg BW) (Sigma, St Louis,
MO, USA), and euthanised with an overdose.
Blood was obtained from the abdominal aorta
and collected into tubes containing Naz-EDTA
(0.1%) (Sigma, St Louis, MO, USA). Plasma was
achieved by low-speed centrifugation at 1000 x g
for 20 min at 4°C. Red blood cell sediment was
washed twice with ice-cold distilled water (1/4,
v/v) and centrifuged (1000 x g for 10 min, 4°C).
Liver, heart, aorta and adipose tissue were
quickly excised, rinsed with a cold saline solution
(0.9%), blotted on filter paper and weighed.
Aliquots of plasma, red blood cells and tissues
were stored at -70°C until analysis.

Chemicals

All the chemicals and reagents used were of
analytical grade and purchased from Sigma
Chemical Co. (St Louis, MO, USA) and Merck
(Darmstadt, Germany). Kits used in this study for
HbAlc, cholesterol, triacylglycerol, urea and
creatinine were from Biocon, Germany and for
insulin release, chemicals were obtained from
Spi-Bio, Bertin groupe, Montigny Le Bretonneux,
France. Other EIA kits for the determination of
superoxide dismutase (SOD), glutathione
peroxidase (GSH-Px) and glutathione reductase
(GSSH-Red) were supplied by the Sigma
Chemical Company.

Methodology

Fasting glycemia was determined by the glucose
oxidase method using a one-touch glucometer
(Accu-Chek® Active, Germany). HbAlc was
measured by ion exchange chromatography
method (kit Biocon, Germany). Plasma urea,
creatinine, TC and TG were determined with the
enzymatic methods (Kits Biocon, Germany).

Insulin was measured at d28 using an enzyme
immunoassay (EIA), based on the competition
between unlabeled rat insulin and
acethylcholinesterase (AChE) linked to rat insulin
(tracer) for limited specific Guinea-Pig anti-rat
insulin antiserum sites (EIA kit, SpiBio, Montigny-
le-Bretonneux, France). The colouration intensity
was determined spectrophotometrically at 405
nm.

Plasma VLDL, LDL and HDL lipoproteins were
isolated by differential dextran sulphate
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magnesium chloride precipitation using MgClz
(Merck, Germany) and phosphotungstate
(Prolabo, Paris, France) by the method of
Burstein et al. [33,34]. Total cholesterol of each
lipoprotein  was estimated by enzymatic
colourimetric method (kit Biocon Germany).

RBCs lipid peroxidation was measured by the
determination of thiobarbituric acid reactive
substances (TBARS) Quintanilha et al. [35],
using malondialdehyde as a standard. Liver,
heart and aorta were homogenised in four
volumes of 0.1 M phosphate buffered saline
(PBS) and centrifuged at 2000 x g, at 4°C, for 10
min. Tissue homogenates were used for
determination of tissues susceptibility to lipid
peroxidation according to the method of Ohkawa
et al. [36]. GSH concentration was determined by
the method of Sedlak and Lindsay [37]. GSH
reacts with DTNB [5.5'-dithio-bis (2-nitrobenzoic
acid)] to form TNB (5-thio-2-nitrobenzoic acid)
which can be quantified at 412 nm. One ml of
RBCs was mixed with 800 pl of ice-cold distilled
water and 200 pL of 50% trichloroacetic acid
(TCA), and incubated for 15 min. After
centrifugation at 1200 x g for 15 min, 400 ul of
the supernatant wasmixed with 800 pl of Tris
buffer (0.4 mol/l, pH = 8.9) and 20 pl of DTNB
reagent (0.01 mol/l). After 5 min of incubation,
the absorbance of the reaction mixture was
measured at 412 nm and reduced glutathione
was used as a standard.

SOD (EC. 1.15.1.1) is a metalloenzyme that
catalyses the dismutation of the superoxide
anion to molecular oxygen and hydrogen
peroxide. Superoxide dismutase assay uses a
tetrazolium salt for detection of superoxide
radicals generated by xanthine oxidase and
hypoxanthine (kit; Cayman). One unit of SOD
was defined as the amount of enzyme needed to
exhibit 50% dismutation of the superoxide
radical. SOD activity in RBCs and tissues was
measured at 440 to 460 nm using a plate reader.
Glutathione peroxidase assay (kit Cayman, Ann
Arbor USA) measures GSH-Px activity indirectly
by a coupled reaction with glutathione reductase.
Oxidised glutathione, produced upon reduction of
hydroperoxide by GSH-Px, was recycled to its
reduced state by glutathione reductase and
NADPH (nicotinamide adenine dinucleotide
phosphate, reduced form). The oxidation of
NADPH to NADP* was accompanied by a
decrease in absorbance at 340 nm. One unit of
GSH-Px is defined as the amount of enzyme that
catalyses the oxidation of 1 nmoL of NADPH per
min at 25°C. GSH-Px activity in RBCs and



tissues was measured at 340 nm using a plate
reader.

GSSH-Red (EC 1.6.4.2) is a flavoprotein that
catalyses the NADPH-dependent reduction of
GSSG to GSH. The oxidation of NADPH to
NADP+ is accompanied by a decrease in
absorbance at 340 nm and is directly
proportional to the GSSH-Red activity in the
sample. The procedure for assays was according
to the instructions provided by the manufacturer
(kit; Cayman). CAT (EC. 1.11.1.6) catalyses the
decomposition of hydrogen peroxide to water
and oxygen. Catalase activity was assayed in
RBCs and tissues by measuring the rate of
hydrogen peroxide (H202) decomposition
according to the method described by Aebi [38].
The absorbance was measured at 240 nm.

Statistical Analysis

Data are expressed as means = SEM or 10 rats
per group. Statistical analysis was performed
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using Student’s- t test using a statistical package
program STATISTICA 6.1 (StatSoftinc. software,
Tulsa, USA). The limit of statistical significance
was set at: *p < 0.05, *p < 0.01, **p < 0.001
between the hypercholesterolemic-diabetic group
treated with Po extract (HC-DPo) and untreated
group (HC-D).

3. RESULTS

At the dose of 1 g/l, the Po aqueous extract
developed an important antioxidant activity
similar to those of 422 mmol/l of trolox. This
antioxidant  activity increased with the
concentration of the Po extract (Fig. 1).

At d28, in treated group vs untreated group, FBW
was increased by 10% and liver relative weight
was decreased by 16%. However, there was no
significant difference in food intake, relative
weight of the heart, aorta and adipose tissue
(Table 1).

500 A
= 400 A
2
300 A
£
3 200 -
o
+ 100 -
0 : .
0 02 0.4

0.6 0.8 1 1.2

Fig. 1. Po (g/l) antioxidant activity compared to trolox

Table 1. Body weight (BW), food intake and relative organ weight of hypercholesterolemic-
diabetic rats treated or not with Portulaca oleracea

HC-D HC-DPo

BW (g) 176.34 + 5.56 195.59 + 6.67*
Food intake (g.dt.rat?) 21.38 +1.57 21.15+0.85
Relative organ weights

Liver 4.06 +0.25 3.39 + 0.30*
Heart 0.42 +0.03 0.39 £ 0.04
Aorta 0.03+0.01 0.03+0.01
Adipose tissue 0.39 + 0.02 0.36 + 0.02

Values are means + SEM of 10 rats per group. HC-D: Untreated hypercholesterolemic-diabetic rats, HC-DPo:
Portulaca oleracea treated hypercholesterolemic-diabetic rats.
Relative weight = [organ weight/BW] x 100. Statistical analysis was performed using the student’s -t test. *p <
.05; HC-DPo vs. HC-D group



As shown in Table 2, daily administration of Poto
hypercholesterolemic-diabetic rats induced a
significant reduction in glycemia (-67%), and
HbAlc (-42%) (p < .05). Inversely, insulinemia
was increased by 11%. The renal function
markers showed a reduction of plasma urea and
creatinine concentrations (-31% and -28%,
respectively).

Table 3 displays the treatment effect on the liver
and plasma lipids concentrations and
atherogenic index. It was observed that the
plasma TC and TG were reduced by 42 and
63%, respectively, in hypercholesterolemic-
diabetic rats fed with Po aqueous extract
supplemented diet. Furthermore, in liver, CT and
TG values were lowered by 39% and 36%,
respectively. Moreover, VLDL-C and LDL-C
concentrations were found to be 3-and 5-fold
lower, inversely; HDL-C amounts were 1.4-fold
higher in HC-DPo than HC-D group. Treatment
with Po lyophilised aqueous extract induced
reduced atherogenic ratios LDL-C/HDL-C (85%)
and TC/HDL-C (57%).
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In  hypercholesterolemic-diabetic rats RBCs,
purslane caused a significant reduction of
TBARS concentrations (28%), whereas, GSH
amounts were increased by 18% (Table 4).

In RBCs of hypercholesterolemic-diabetic rats
treated with Po extract, the antioxidant defence
mechanism was ameliorated via enhancement of
the enzymatic activities of SOD, CAT, GSH-Px
and GSSH-Red. Indeed, these activities were
increased by 15%, 26%, 20% and 39%,
respectively.

Table 5 presents the data on the tissues
antioxidant enzymes activities. In HC-DPo, liver,
heart and aorta SOD activities were 1.3-, 1.2-
and 1.2-fold higher than those of HC-D group
(Table 5). In addition, an increase of CAT activity
was observed in the heart (11%) and aorta
(16%), whereas, there was no significant
difference in the liver. GSH-Px enzyme activity
was 1.6-, 1.3- and 1.3-fold higher, in liver, heart
and aorta, respectively. In addition, GSSH-Red
activity was increased in liver (14%), heart (16%)
and aorta (24%).

Table 2. Glycemia, glycosylated haemoglobin percentage, plasma insulin, urea and creatinine
concentrations

HC-D HC-DPo
Glycemia 20.60 + 1.22 6.73 + 0.46***
HbAlc 11.24 +1.48 6.57 + 0.92**
Insulin 61.70+1.74 69.41 + 1.85*
Urea 8.77 £0.64 6.05 + 0.53**
Creatinine 61.92 + 2.57 4476 + 1.60*

Values are means + SEM of 10 rats per group. Statistical analysis was performed using the Student-t test.
HC-D: Untreated hypercholesterolemic-diabetic rats, HC-DPo: Portulaca oleracea treated hypercholesterolemic-
diabetic rats.

***p < .001; HC-DPo vs. HC-D group; **p < .01; HC-DPo vs. HC-D group; *p < .05; HC-DPo vs. HC-D group

Table 3. Liver and plasma lipids concentrations and atherogenic index

HC-D HC-DPo
Liver (umol/g)
Total cholesterol 79.86 £ 2.60 48.67 = 3.21**
Triacylglycerols 35.39 + 2.56 22.66 + 1.01**
Plasma (mmol/l)
Total cholesterol 5.52+0.40 3.22 £ 0.12**
Triacylglycerols 1.78 £0.16 0.65 + 0.09***
VLDL-C 1.18 + 0.02 0.40 £ 0.03***
LDL-C 2.44 £ 0.04 0.49 + 0.03***
HDL-C 1.70 £ 0.03 2.30 £ 0.03*
Atherogenic index
LDL-HDL:-C/HDL-C 1.44 £0.03 0.21 + 0.01***
TC/HDL-C 3.25 +0.06 1.40 £ 0.06***

Values are means + SEM of 10 rats per group. Statistical analysis was performed using the Student’s- t test.
HC-D: Untreated hypercholesterolemic-diabetic rats, HC-DPo: Portulaca oleracea treated hypercholesterolemic-
diabetic rats.

***p < .001; HC-DPo vs. HC-D group; **p < .01; HC-DPo vs.HC-D group; *p < .05; HC-DPo vs. HC-D group
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Table 4. Lipid peroxidation and antioxidant defense in red blood cells

HC-D HC-DPo
Lipid peroxidation
TBARS (nmol/ml) 11.09 + 0.68 8.01 + 0.90*
Antioxidant defense
GSH (nmol/ml) 21.77+1.12 26.68 + 1.43*
SOD (U/ml) 183.09 + 10.79 218.41 + 13.87*
CAT (pmol/min/ml) 1.15 £ 0.07 1.56 +0.12*
GSH-Px (nmol/min/ml) 22.89 +1.07 28.50 +1.87*
GSSH-Red (nmol/min/ml) 33.14 + 2.69 54.36 + 4.11**

Values are means + SEM of 10 rats per group. Statistical analysis was performed using the Student’s- t test.
HC-D: Untreated hypercholesterolemic-diabetic rats, HC-DPo: Portulaca oleracea treated hypercholesterolemic-
diabetic rats.

**p < .01; HC-D vs. HC-DPo group; *p < .05; HC-D vs. HC-DPo group

Table 5. Tissues antioxidant enzymes activities

HC-D HC-DPo
Liver 11.29 £ 0.77 14.28 + 0.66*
SOD (U/g) Heart 34.94 + 0.57 42.09 + 0.68*
Aorta 33.02+1.04 40.14 + 1.62*
Liver 293.04 £ 31.88 313.50 + 28.21
CAT (nmol/min/g) Heart 116.79 £ 6.15 130.60 + 5.56*
Aorta 121.65 +5.79 144,71 + 4.34*
Liver 64.68 £ 5.61 103.63 + 6.20**
GSH-Px (nmol/min/g) Heart 19.89 +1.02 26.91 £ 1.93*
Aorta 21.29+1.73 28.74 £ 2.20*
Liver 31.91+1.17 37.14 + 1.50*
GSSH-Red (nmol/min/g) Heart 23.04 £ 0.77 27.58 + 0.98*
Aorta 24.14 £ 0.61 31.75 + 0.82*

Values are means + SEM of 10 rats per group. Statistical analysis was performed using the Student’s- t test.
HC-D: Untreated hypercholesterolemic-diabetic rats, HC-DPo: Portulaca oleracea treated hypercholesterolemic-
diabetic rats.

**p <.01; HC-D vs. HC-DPo group;*p < .05; HC-D vs. HC-DPo group

4. DISCUSSION

The present study aims to evaluate the effects of
Po aqueous extract on certain plasma lipids, and
glycemic markers, oxidative stress, and
antioxidant defence, in streptozotocin-induced-
diabetic rats fed with a cholesterol-enriched diet.

In rats treated by Po extract compared to the
untreated group, low levels in plasma amounts of
TC, TG, VLDL, LDL, were associated with
significant increase of HDL-C, leading to
decreased atherogenicity indices TC/HDL-C,
LDL/HDL, and TC-HDL-C/HDL-C. Similar results
have been obtained in hypercholesterolemic rats
treated with a 0.5 g/100 g diet of Po aqueous
lyophilised extract for 28 d [23]. As compared to
this study, there is no aggravation, due to the
association of hypercholesterolemia and

diabetes. In fact, in our study, plasma and liver
TC, TG, and CT/HDL-C ratio is respectively
decreased by 42%, 63%, 39%, 36% and 57%.
These values are sensitively similar to those
observed by Zidan et al. [23].

Hypocholesterolemic potential of other medicinal
plants is reported in many studies, using
aqueous extract in hypercholesterolemic rats.
For example, Aslam and Najam reported the
result of consumption of Lagenaria siceraria at
the doses of 200 and 400 mg/kg BW for 8 weeks
[39]. Ntchapda et al. reported the effect
ofZanthoxylum heitzii (225, 300 and 375 mg/kg
BW) after four months of administration [40].

Diabetes mellitus is a metabolic disorder
characterized by hyperglycemia due to impaired
insulin secretion, or altered glucose utilization in



the vital organs or both [41,42,8]. The STZ is
generally used to induce diabetes in Wistar rat,
leading to a severe loss of body weight [43],
inspite of increased food intake, and relative liver
weight [44]. This body weight loss in diabetes is
due to high lipolysis, and muscle wasting, and
reduced tissue proteins caused by insulin
deficiency [45].

In the present study, the FBW of Po treated
group increased significantly, as compared to the
untreated rats. However, no significant difference
was noted in food intake in both groups. In a
study done by Ashraf et al., the aqueous extract
of Berberis integerrima root (250 and 500 mg/kg
of BW) improved FBW in STZ-induced diabetic
male Wistar rats when administered daily by
gavage, for six weeks, [46]. Similar findings were
reported by Solanki and Bhavsar, after four
weeks treatment with Ficus racemosa aqueous
extract (250 and 500 mg/kg of BW), in STZ-
induced diabetic rats [47]. In the present study,
the decrease in relative liver weight in the treated
group indicated the ability of Po aqueous extract
to reduce the diabetic liver hypertrophy. These
results are in accordance with those of Eleazu et
al. [44], where, STZ diabetic rats were fed
pelletised Colocasia esculent, and Musa
paradisiacal for 21 days. Furthermore, Po
ethanolic extracts (1 g/kg BW), administered by
gavage for 8 weeks to hyperlipidemic rats, and
had significant beneficial effects on the liver [48].
This is probably due to improved liver lipoprotein
excretion, and increased insulinemia, lowering
AG influx, and TG accumulation in the liver
[49,44].

In the present study, glycemic parameters
(Glycemia and HbAlc) are significantly reduced.
These results are in accordance with those of
Guenzet et al. [29] in STZ-diabetic rats (60 mg/kg
BW) treated with Po (1 g/kg BW), for 28 days. In
both studies, Po treatment induced a decrease of
glycemia (-67% and -65%, respectively), and

HbAlc (-42% and -41%, respectively). The
relating data between these two studies revealed
that enriched cholesterol diet (or induced
hypercholesterolemia) did not aggravate the
diabetic state in treated and untreated groups.

Several experimental studies revealed a
hypoglycemic effect of aqueous extract of some
plants, in STZ-induced diabetic rats. Indeed, The
consumption of Kalanchoe pinnata (140 mg/kg
BW), for one month, had a significant decrease
in blood glucose [8]. Also, the administration of
Evolvulus alsinoides (150 mg/kg BW) involved
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high insulinemia [50]. These results are similar to
the current results, i.e., oral administration of Po
induced hypoglycemia; reduced the levels of
HbAlc, and increased the insulin secretion. This
improvement in glycemic parameters can result
in increased insulin-like action [51], stimulation of
insulin secretion from partial cells of pancreas
which might involve the closure of K*-ATP and
the intensification of calcium influx through
voltage-sensitive Ca?* channels [52], protection
against degeneration of f cells, promoting
glucose utilisation in muscle, and inhibiting the
glucose output from the liver [53,54].

Also, natural products classified into terpenoids,
alkaloids, flavonoids, phenolics, and some other
categories have shown antidiabetic potential
through the insulinomimetic activity of the plant
extract [55]. Elevated levels of serum urea and
creatinine, which are considered as significant
markers of renal dysfunction [56], were
significantly decreased in HC-DPo group vs HC-
D. This could be explained by the reduction of
plasma glucose concentration, and subsequent
glycosylation of glomerular renal basement
membranes [29]. Such a nephroprotector
potential was noted by Nabi et al. [57], in STZ-
induced diabetic rats fed with an enriched diet
with Piper longum aqueous extract (200 mg/kg
BW), for one month.

Hypercholesterolemia and diabetes can be at the
origin of a noxious oxidative stress for concerned
cells, and their vascular functions [1, 2,3]. In the
present study, the decreased levels of TBARS in
RBCs showed the antioxidant capacity of Po.
These results are corroborated by the study of
Ntchapada et al. [40] on hypercholesterolemic
rats treated with Zanthoxylum heitzii (225, 300
and 375 g/kg BW). Under pathological
conditions, the imbalance between prooxidants
and antioxidants encourages the overproduction
of reactive oxygen species (ROS). This elevated
rate is counterbalanced and eliminated from the
enzymatic and/or non-enzymatic antioxidants in
regulated cellular redox status [12,13]. Phenolic
compounds contribute largely to the plant's
antioxidant activities [58]. Our data showed that
Po extract treatment enhances antioxidant
enzymes activities (CAT, SOD, GSH-Px and
GSSH-Red). Indeed, Dkhil et al.,, (2011) noted
similar results with Po juice (1.5 ml/kg BW)
administered in rats for 12 days [30]. At the
moment, there is no scientific evidence to link the
constituents which have been detected in the
preliminary phytochemical screening to the
pharmacological actionsrevealed in this study.



However many secondary metabolites isolated
from plants such as terpenoids, alkaloids,
flavonoids, phenolics have shown antidiabetic
and hypocholesterolemic potential. The
antioxidant properties of Po are attributed to their
compounds, as gallotannins, fatty acid omega-3,
ascorbic acid, a-tocopherol, kaempferol,
quercetine, apigenine [59,20].

5. CONCLUSION

The current experimental evidence demonstrates
that metabolic disorders induced by combined
hypercholesterolemia and diabetes in rats, such
as high levels of lipids, glycemic and oxidative
stress parameters can significantly be improved
by Po supplementation in the diet. The richness
of Portulaca in different nutrients such as

alkaloids, polysaccharides, w3 fatty acids,
proteins, carbohydrates, flavonoids, tannins,
vitamins, minerals  and other  healthful

compounds improves its ability to control and to
reduce side effects of associated
hypercholesterolemia and diabetes in rats.
These cumulated beneficial effects encourage
the experimentation of this potent safety plant on
a human to make Po as a useful plant in the
prevention and treatment of patients = with
combined hypercholesterolemia and diabetes.
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Abstract

The aim of this study was to investigate the effect of an aqueous extract of Portulaca oleracea (Po) on
hypercholesterolemia combined to diabetes, in Wistar rat, by the measurement of lipid parameters,
glucose homeostasis, oxidative stress markers and pro-inflammatory cytokine levels.

Prior to the experimental study, phytochemical analysis of the Po aqueous extract, using some
chromatographic techniques, revealed the presence of bioactive compounds, such as tannins,
polysaccharids, alkaloids, and flavonoids. The antioxidant activity of Po aqueous extract was
confirmed, compared to that of Trolox (1g.L* vs 422 mmol.L™?).

Experimental hypercholesterolemia was induced by dietary supplementation with 1% cholesterol and
0.5% of cholic acid, for 15 days. Male hypercholesterolemic Wistar rats (n = 28) were made diabetic
by intraperitoneal injection of streptozotocin (STZ) (55 mg.kg? body weight). The
hypercholesterolemic and diabetic (HD) rats were divided into two homogeneous groups: untreated
HD group and HD-Po group treated with 1% Po aqueous extract, for 28 days.

In Po-treated, compared to untreated group, a significant improvement in weight loss was observed (+
10%), while the amount of food intake remained the same in the both groups. Regarding the lipid
profile, in liver, a decrease in triglycerides (TG) amounts (-36%), due to the low TG values of very
low density lipoproteins (VLDL) (-73%), low-density-high density lipoproteins; (LDL-HDL;) (-73%),
and high density lipoproteins (HDL) (-40%), was noted in the HD-Po group vs HD. In plasma,
reduced levels of total cholesterol (TC) (-42%) were mainly due to the decrease in VLDL-C and LDL-
HDL;-C (-66 and -80%), associated with an increase in HDL-C (+38%). This effect resulted,
probably, from the high cholesterol faecal excretion, and the increase in its reverse transport. Indeed,
the activity of lecithin: cholesterol acyltransferase (LCAT) was 1.6-fold higher, in treated group
compared to untreated. This was confirmed by the elevated apolipoprotein A-lI (apo A-l) (+51%)
which was the cofactor-activator of LCAT, and the HDL, cholesterol esters (HDL,-EC) (+19%), the
enzymatic reaction product, The phospholipid content of HDL; (HDLs-PL) (-35%), the substrate of
the enzyme, and unesterified cholesterol of HDLs: (HDL3-UC) (-41%), the lecithin acyl group
acceptor, were lowered. Also, treatment with Po improved significantly the atherogenicity index, by
reducing LDL-C/HDL-C, TC/HDL-C, TC-HDL-C/HDL-C, and apo B/apo A-l (P<0.001) ratios. After
STZ injection, hyperglycemia was similar in the both groups, but tended to reduce (1.7-fold), from day
7, in HD-Po group vs HD. The decrease in glycemia reached its maximum on d28, when it was
treefold lower. In addition, glycated hemoglobin (HbAlc) level was reduced (P<0.01) whereas that of
insulin was increased (P<0.05). Oxidative stress, which was a consequence of hypercholesterolemia
associated with diabetes, tended to be reduced, after Po treatment. In fact, thiobarbituric acid-reactive
substances (TBARS) were reduced in erythrocytes (-28%), plasma (-31%), LDL-HDL; (-22%), HDL
(-25%), HDL3 (-15%), liver (-39%), heart (-29%), aorta (-38%), brain (-54%), kidneys (-10%), and
muscle (-17%). In addition, glutathione (GSH) values were 1.2-, 1.4-, 1.1-, 1.6- and 1.3-fold higher, in
erythrocytes, liver, heart, aorta, and kidneys, indicating the enhanced activity of glutathione peroxidase
(GPx), in liver, heart, aorta, kidney and erythrocytes (1.6-, 1.3-, 1.3-, 1.2 and 1.2-fold higher
respectively). Similarly, glutathione reductase (GRed) activity was increased in liver, heart, aorta and
muscle (P<0.05). Catalase activity (CAT) was 1.1-, 1.1-, 1.2-, 1.2- and 2.4-fold higher in heart,
muscle, aorta, kidneys and brain respectively, and that of superoxide dismutase (SOD) was increased
by 21, 17, 18, 20 and 16% in liver, heart, aorta, brain and kidneys respectively.

The anti-inflammatory potential of Po compounds was demonstrated by the significant reduction in
plasma levels of interleukin-6 (IL-6) (P<0.01), and tumor necrosis factor-a (TNF-o) (P<0.05), in HD-
Po vs HD group.

In conclusion, aqueous extract of Portulaca oleracea induces hypotriglyceridemic,
hypocholesterolemic, hypoglycemic, antioxidant, and anti-inflammatory effects, in rats with two
combined cardiovascular risk factors: hypercholesterolemia associated with diabetes. The Po
extract enriched in bioactive compounds, such as tannins, polyphenols, ®-3, vitamins, and
minerals makes it an interesting natural product to prevent hypercholesterolemia, in diabetic
patients.

Keywords: Portulaca oleracea, Aqueous Extract, Wistar Rat, Hypercholesterolemia, Streptozotocin,
Diabetes, Lipids, Oxidative Stress, Antioxidant Enzyme, Inflammation.
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Résumé

Le but de cette étude est de révéler l'effet d’un extrait aqueux de Portulaca oleracea (Po) sur traitement de
I'nypercholestérolémie combinée au diabéte, chez le rat Wistar, par la mesure des parametres lipidiques, de
I'hnoméostasie du glucose, des marqueurs du stress oxydatif et du taux de cytokines pro-inflammatoires.

En amont de I’étude expérimentale, ’analyse phytochimique de I’extrait aqueux de Po, faisant appel a
quelques techniques chromatographiques a permis de déceler la présence de composés bioactifs, tels que les
tanins, les polysaccharides, les alcaloides et les flavonoides. De méme, I’activité antioxydante de 1’extrait
aqueux de Po est confirmée, par comparaison a celle du Trolox (1g.L* vs 422 mmol.L?). 1-L.lomm
L'hypercholestérolémie expérimentale est induite par la supplémentation du régime par du cholestérol & 1% et
d’acide cholique a 0,5%, pendant 15 jours. Les rats Wistar males hypercholestérolémiques (n = 28) sont rendus
diabétiques, par injection intrapéritonéale de streptozotocine (STZ) (55 mg.kg? poids corporel). Les rats
hypercholestérolémiques et diabétiques (HD) sont divisés en deux groupes homogenes: groupe HD non traité
et groupe HD-Po traité avec 1% d'extrait aqueux de Po, pendant 28 jours.

Chez les rats traités par Po, comparés aux non traités, une amélioration significative de la perte pondérale est
observée (+10%), alors que la quantité de nourriture ingérée reste la méme chez les deux groupes.

Concernant le profil lipidique, au niveau hépatique, une diminution des teneurs en triglycérides (TG) (-36%),
conséquente a la diminution des valeurs en TG des lipoprotéines de trés faible densité (VLDL) (-73%), des
lipoprotéines de faible-haute densité; (LDL-HDL:) (-73%), et des lipoprotéines de haute densité (HDLy) (-
40%), est notée, chez le groupe HD-Po vs HD. Au niveau plasmatique, les faibles teneurs en cholestérol total
(CT) (-42%) sont, principalement, dues a une diminution du C-VLDL et C-LDL-HDL; (-66 et -80%), associée
a une augmentation du C-HDL (+38%). Cet effet résulte, probablement, de ’augmentation de 1’excrétion
fécale du cholestérol et de ’augmentation de son transport inverse. En effet, I’activité de la lécithine:
cholestérol acyltransférase (LCAT), est 1,6-fois plus élevée, chez le groupe traité par rapport au non traité.
Ceci est conforté par I’augmentation des teneurs en apolipoprotéine A-I (apo A-1) (+51%), cofacteur-activateur
de la LCAT, en esters de cholestérol des HDL, (EC-HDL>) (+19%), produit de la réaction enzymatique et la
diminution du contenu en phospholipides des HDL3 (PL-HDLs3) (-35%), substrat de ’enzyme et en cholestérol
libre des HDL3 (CL-HDLs3) (-41%), accepteur du groupement acyl de la lécithine. Aussi, le traitement avec Po
améliore, de facon significative, les indices d’athérogénicité, en réduisant les rapports C-LDL/C-HDL, CT/C-
HDL, CT-C-HDL/C-HDL et apo B/apo A-I (P< 0,001).

Aprés injection de STZ, I’hyperglycémie est similaire chez les deux groupes mais tend a baisser (1,7-fois), a
partir de J7, chez le groupe HD-Po, vs HD. La diminution de la glycémie atteint son maximum a J28 ou elle
est 3-fois plus réduite. De plus, le taux d’hémoglobine glyquée (HbALc) diminue significativement (P< 0,01)
et celui de I’insuline augmente (P< 0,05).

Le stress oxydant, conséquent a I’hypercholegtérolém i¢e au diabéte, tend a étre réduit, aprés
supplémentation en Po. En effet, les substances {éactives a l'acide| thiobarbiturique (TBARS) sont réduites au
niveau des érythrocytes (-28%), du plasma (-31%; =HDL, (-22%), des HDL; (-25%), des HDLs (-
15%), du foie (-39%), du cceur (-29%), de 1’aorte (-38%), du cerveau (-54%), des reins (-10%) et du muscle (-
17%). Par ailleurs, les valeurs du glutathion (GSH) sont 1,2-, 1,4-, 1,1-, 1,6- et 1,3-fois plus élevées au niveau
des érythrocytes, du foie, du cceur, de 1’aorte et des reins respectivement, ce qui indique une stimulation de
I’activité de la glutathion peroxydase (GPx), au niveau du foie, du cceur, de ’aorte, du rein et des érythrocytes
(1,6-,1,3-, 1,3-, 1,2- et 1,2-fois, respectivement).

De méme, I’activité de la glutathion réductase (GRed) est augmentée, au niveau du foie, du cceur, de I’aorte et
du muscle (P< 0,05). L’activité de la catalase (CAT) est 1,1-, 1,1-, 1,2-, 1.2- et 2,4-fois plus élevée, au niveau
du ceceur, du muscle, de I’aorte, des reins et du cerveau respectivement, et celle de la superoxyde dismutase
(SOD) est augmentée de 21, 17, 18, 20, et de +16% dans le foie, le cceur, ’aorte, le cerveau et les reins
respectivement .

Le potentiel anti-inflammatoire des composés de Po est mis en évidence par la réduction significative des taux
plasmatiques d’interleukine-6 (IL-6) (P< 0,01) et du facteur de nécrose tumorale-a (TNF-a) (P< 0,05), chez le
groupe traité vs non traité.

En conclusion, I'extrait aqueux de Portulaca oleracea induit un effet hypotriglycéridémiant,
hypocholesterolémiant, hypoglycémiant, antioxydant, et anti-inflammatoire, chez le rat présentant deux
facteurs de risque cardiovasculaire combinés : I’hypercholestérolémie associée au diabete. La richesse de
cette plante en composeés bioactifs, tels que les tannins, les polyphénols, les w-3, les vitamines, et les sels
minéraux en font un produit naturel intéressant pour prévenir I'hypercholestérolémie, chez les patients
diabétiques.

Mots clés : Portulaca oleracea, Extrait aqueux, Rat Wistar, Hypercholestérolémie, Streptozotocine, Diabéte,
Lipides, Stress oxydant, Enzyme antioxydante, Inflammation.
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Résumeé

Le but de cette étude est de révéler I'effet d' un extrait agueux de Portulaca
oleracea sur traitement de I'hypercholestérolémie combinée au diabéte, chez
le rat Wistar. En amont de |’ é&ude expérimentale, |’ analyse phytochimique de
Po a permis de déceler la présence de composés bioactifs. Les rats
hypercholestérolémiques et diabétiques sont divisés en deux groupes
homogenes. groupe HD non traité et groupe HD-Po traité avec 1% d'extrait
agueux de Po, pendant 28 jours. Chez les rats traités par Po, comparés aux
non traités, I’améioration significative de la perte pondérale, des teneurs en
triglycérides et en cholestérol est concomitante a I’augmentation de
|’ excrétion fécale du cholestérol ains qu’'a I’augmentation de son transport
inverse par la lécithine: cholestérol acyltransférase. Aussi, le traitement avec
Po améliore, de facon significative les indices d athérogénicite. Chez le
groupe HD-Po vs HD, une diminution de la glycémie est notée, de méme que
pour les taux d’hémoglobine glyquée avec une augmentation significative de
I"insulinémie. Le stress oxydant, consequent a | hypercholestérolémie
associée au diabéte, tend a étre réduit, apres supplémentation en Po Le
potentiel anti-inflammatoire de Po est mis en évidence par la réduction
significative des taux plasmatiques d'interleukine-6 et du facteur de nécrose
tumorale-a.

Motsclés:

Portulaca oleracea; Extrait aqueux; Rat Wistar; Hypercholestérolémie;
Streptozotocine; Diabéte; Lipides, Stress oxydant; Enzyme antioxydante;
| nflammation.



