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Résumé Introduction. L'insulino-résistance, marquée par une réaction inflammatoire via
la production de TNF-a et par I’hyperinsulinémie compensatoire, conduit a long
terme a l'installation d’une glucolipotoxicité et du diabéte de type 2. Objectif. Dans cette
étude, les effets d’un extrait aqueux de Globularia alypum (Ga) a été analysé in vitro, suite
a un stress induit sur le cardiomyocyte de Rattus norvegicus. Matériel et Méthodes. Le
stress a été induit par addition d’'une dose élevée d’insuline (10 Ul/ mL). Les taux de
prolifération ont été déterminés par comptage et les contenus cellulaires en monoxyde
d’azote (NO), en malondialdéhyde (MDA) et en catalase ont été évalués. Résultats. En
présence de la dose élevée d’insuline, les cardiomyocytes ont montré une diminution de
la survie cellulaire, un déséquilibre du statut redox en faveur d’'une augmentation de
NO et de MDA et d’une diminution d’'une enzyme du systéme antioxydant, la catalase.
Suite a I'action de I'extrait de Ga, il a été noté une amélioration du taux de prolifération
cellulaire, une diminution du taux de No et de MDA ainsi qu’une augmentation de
I'activité de la catalase. Conclusion. L'état de stress induit sur le cardiomyocyte par
I'insulino-résistance, mimé par la dose élevée d’insuline, entraine des altérations
physiologiques et biochimiques. Ces dernieres, précurseurs de mort cellulaire par
apoptose sont atténuées aprés addition d’un extrait de Globularia alypum, lequel
pourrait constituer une cible thérapeutique en aval de l'installation du DT2.

Mots clés : Insuline, Stress oxydant, Polyphénols, Globularia alypum, thérapeutique
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Abstract Introduction. Insulin resistance marked by an inflammatory response via TNF-a
production and compensatory hyperinsulinemia leading to a long term installation of
glucolipotoxicity and type 2 diabetes (2TD). Objective. In this study, the effect of Globularia
alypum (Ga) aqueous extract in vitro, following an induced stress on the cardiomyocyte of
Rattus norvegicus. Material and Methods. The stress was induced by the addition of a high
insulin dose (10 Ul/mL). The proliferation rate was analyzed by counting and the cellular
contents of nitric oxide (NO), malondialdehyde (MDA) and catalase were determined.
Results. In the presence of a high dose of insulin, cardiomyocytes showed decreased cell
survival, imbalanced redox status in favor of increased NO and MDA and decreased
catalase. Following the action of Ga aqueous extract, improvement in the rate of cell
proliferation, decreased levels of NO and MDA and increased levels of catalase
activity were noted. Conclusion. The state of stress on cardiomycytes induced by insulin
resistance, mimed by the high dose of insulin was marked by physiological and biochemical
alterations. These, apoptosis precursors are attenuated after addition of Globularia
alypum aqgueous extract which may be a therapeutic target upstream on the installation of

T2D.

Keywords: Insulin, Oxidative Stress, Polyphenols, Globularia alypum, Therapeutic.

Introduction

Le diabéte de type 2 est considéré comme une maladie
polygénique avec une forte implication des facteurs
environnementaux, tels que l'alimentation et |Ia
sédentarité [1]. L’intolérance au glucose, en association
avec I'hyperinsulinémie et la résistance a l'insuline sont
des caractéristiques précoces de la phase prédiabétique
[1,2]. La conception traditionnelle de la pathogenése du
diabete de type 2 est que I'hyperinsulinémie se produit, en
conséquence de l'insulino-résistance [1]. Par ailleurs, il est
établi que la résistance a l'insuline est médiée par les acides
gras et les cytokines inflammatoires [4,5]. Selon Polonsky
et al. [6], I'hyperinsulinémie compensatoire est une défense
incontournable et rapide de I'organisme contre Ila
résistance a l'insuline et «ce, afin de maintenir
I'hnoméostasie du glucose.

Globularia alypum est une plante sauvage appartenant a la
famille des Globulariaceae, c’est un arbuste vivace qui se
trouve dans toute la région méditerranéenne [7,8]. Dans
la pharmacopée traditionnelle algérienne,

Globularia alypum appelée localement "Ain Larnab" est
I'un des plus traditionnels remedes végétaux, ses feuilles
sont traditionnellement utilisées comme un agent
hypoglycémiant [9,10] ; elle est également utilisée dans le
traitement des maladies cardiovasculaires et rénales
[8,11].

Pour notre part, nous nous sommes intéressés a I'étude de
I'effet thérapeutique d’un extrait aqueux de Globularia
alypum in vitro, sur le cardiomyocyte de Rattus
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norvegicus soumis a une dose supra-physiologique
d’insuline mimant un état hyperinsulinémique.

Matériel et méthodes

Préparation de I'extrait aqueux de Globularia alypum

La partie aérienne de Globularia alypum correspond au
spécimen Voucher (INA / P / n ° 6), conservée dans
I'herbier du Département de Botanique, de I'Institut
National Agronomique (INA), Alger - Algérie. L'extrait
aqueux a été préparé par décoction et lyophilisé (80
Cryodos, -75 °C, 5 m3/ h). Le rendement obtenu est de
0,15 %. L'extrait a été stocké dans des flacons en verre
scellés a £4°C avant d'étre testé et analysé. Cette partie a
été réalisée en collaboration avec le laboratoire d’analyse
organique fonctionnelle de la Faculté de chimie de
I"USTHB.

Détermination des polyphénols totaux

La teneur en polyphénols totaux dans I'extrait aqueux de
Ga est déterminée en utilisant le réactif de Folin-
Ciocalteu selon la méthode de Singleton et al., (1999), en
utilisant I'acide gallique comme référence. Une aliquote
de 0,2mL de I'extrait aqueux correspondant a 1000 ug de
Ga est mélangé a 46mL d'eau distillée et 1mL de réactif
de Folin-Ciocalteu. Le mélange est incubé durant 3 min
dans l'obscurité puis 3mL d'une solution de carbonate de
sodium (7,5%) sont ajoutés a ce dernier. Apres 2h



Composés bioactifs

d’incubation a I'obscurité, 'absorbance est mesurée a 740
nm. Le contenu phénolique total est évalué a partir
d'une courbe étalon d'acide gallique et les résultats sont
exprimés en microgrammes d'acide gallique (GA)
équivalents (E) par milligramme d'extrait (ug GAE/mg)
[12].

Détermination des flavonoides totaux

Les flavonoides totaux sont déterminés selon la méthode
décrite par Djouahri et al., (2014), en utilisant la quercétine
comme référence. Quatre mL de Ga sont mélangés a 4mL
d'une solution de trichlorure d'aluminium (2 % dans du
méthanol). Aprés 15 min d’incubation, I'absorbance est
mesurée a 415 nm. Le contenu en flavonoides totaux est
évalué a partir d'une courbe étalon de quercétine et les
résultats sont exprimés en microgrammes de quercétine
(Q) équivalents (E) par milligramme d'extrait (ug QE/mg)
[13].

Activité antioxydante ou effet piégeage sur le radical
DPPH par I’extrait aqueux de Ga

L’évaluation de l'action du 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl
(DPPH) est réalisée par la méthode décrite par Brand,
(1995) [14], basée sur la dégradation du radical DPPH
(diphenyl-1-picrylhydrazyl) solubilisé dans un mélange
méthanol/eau a 80%. Un antioxydant aura la capacité de
céder un électron au radical synthétique DPPH (coloration
violette) pour le réduire en DPPH non radicalaire
(coloration jaune-verte). La mesure de la décroissance de
la coloration violette au bout de 30 min d'incubation
permet de déterminer le pourcentage d'inhibition par
rapport au blanc dont I'absorbance ne varie pas. L'extrait
aqueux de Ga est dissout dans le méthanol et une gamme
de concentrations déterminées (100, 200, 400, 600, 800
et 1000 pg/mL) est réalisée. Vingt-cing puL de chaque
concentration sont ajoutés a la solution de DPPH
méthanol (60 uM, 975 pL). Aprés 30 min d'incubation a
25 °C, l'absorbance est mesurée a 517 nm. L'acide
ascorbique et I'a-tocophérol sont utilisés comme référence
des composés. La capacité de piégeage du DPPH par
I’extrait aqueux de Ga est calculée a partir de I'équation
suivante : % de l'activité de piégeage des radicaux = [(Abs
blanc—Abs échantillons) / Abs blanc] x 100.

Culture des cardiomyocytes

Les rats Rattus norvegicus de sexe male proviennent de
I'animalerie de la Faculté des Sciences Biologiques de
I'USTHB. Les conseils pour la protection et |'utilisation des
animaux de laboratoire sont suivis [15]. Le protocole et

['utilisation des rats ont été approuvés par le Comité
d'Ethique de notre Institution. Le poids moyen des rats est
de 155,10+31,83g. Ces animaux sont anesthésiés et
sacrifiés, le coeur prélevé dans des conditions d’asepsie est
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immédiatement plongé dans une boite de Pétri contenant
du DMEM (Dulbecco Medium essentiel minimum of Eagle)
a 10% de sérum de veau foetal (SVF) additionné de 1%
d’antibiotiques (ATB) (streptomycine 50 pg/mL, pénicilline
50 Ul/mL, Sigma, USA), 1,2% de glutamine (Sigma, USA) et
5% d’hépes pour le maintien du pH. Le ventricule séparé
des oreillettes est fragmenté en explants de 2 a 3 mm
d’épaisseur. Ces derniers, aprés une incubation de 30 min
en présence de trypsine a 1% (Gibco, USA) pendant 15 mn
pour digérer la trame matricielle, sont placés dans des
flacons de culture de type flasks, contenant du DMEM
additionné de 20% de SVF, 1,2% glutamine et 1%
d’antibiotiques permettant la mise en route de Ila
primoculture, dans un incubateur a 37°C, sous atmosphére
humidifiée a 95% d’air et 5% de CO2. Lorsque les aires de
prolifération confluent et forment un tapis cellulaire, il a
été procédé a une trypsination ; l'action de la trypsine
(1%) facilite la séparation des cellules les unes des autres
et leur détachement du support. La suspension obtenue

permet le premier ensemencement correspondant au 16"

passage, c’est la mise en route de la culture secondaire.
Chaque nouvel ensemencement correspond a un nouveau

éme
passage. Au 5 passage de la culture secondaire et a
confluence, les cardiomyocytes sont mis en suspension
apres trypsination et sont ensemencés a raison de 1.5 x

10° cellules par flask, dans du DMEM supplémenté de 10%
SVF, 1.2% glutamine, 1% ATB. Plusieurs lots de cellules sont
constitués : lot témoin, lot soumis a 10 Ul/mL d’insuline
pendant 6h et lot soumis a l'insuline puis traité a I'extrait
aqueux de Ga pendant 24h.

Etude de la prolifération

Au 5eme passage, les cardiomyocytes sont mis en
suspension, apres trypsination et incubés pendant 48 h.
Au-dela de cette étape, les cellules soumises aux
différentes conditions expérimentales sont trypsinées et
I’évaluation du taux de prolifération est effectuée sur 100pl
de la suspension cellulaire par comptage sur cellule de
Mallasez.

Etude morphométrique

Au terme des différentes conditions expérimentales, le
milieu est éliminé et les cellules sont lavées au PBS 1x et
fixées au Bouin aqueux pendant 30 min. Aprés ringcage au
PBS et a I'alcool (96°), les cellules sont colorées pendant 10
min par une solution de May-Grunwald-Giemsa (V/V, 1/1,
Fluka) diluée au 1/3 dans de l'eau distillée. L'excés de
colorant est éliminé par le PBS 1x. L'observation est
réalisée sur microscope inversé (Zeiss).
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Etude des parameétres du statut redox

Dosage des substances réactives a I’acide thiobarbiturique
(TBARs)

Le dosage des TBARs est réalisé selon la méthode de Heath
et Packer (1968). Les produits de la peroxydation lipidique
les plus couramment dosés sont les aldéhydes, en
particulier le MDA. Ce dernier est dosé dans les
compartiments intracellulaires des cardiomyocytes témoins
et ceux soumis a l'insuline (10 Ul/mL) pendant 6 h ainsi que
ceux soumis a l'insuline et traités a I’extrait aqueux de Ga,
apres lyse en présence de triton X100 (Sigma) et réaction
avec l'acide thiobarbiturique (TBA) a 95°C [15]. Les lysats
sont centrifugés a 10000xg pendant 20 minutes a 4°C dans
un tampon (Na;HPO./NaH,P04) 0,2 M, pH 6,5. Le MDA
contenu dans les surnageants, en présence de l'acide
trichloracétique a 10%, réagit avec le TBA et entraine la
formation d’un complexe coloré a 532 nm. La quantité de
MDA est extrapolée a partir d’'une gamme étalon et
évaluée en umol.

Dosage du NO

Du fait de sa demi-vie trés courte, la formation du NO est
classiguement évaluée de maniere indirecte par la
détermination des concentrations des nitrites (NO,” et des
nitrates (NOs’) qui constituent les produits de dégradation
oxydative du NO. Les différents lots de cardiomyocytes sont
déprotéinisés par centrifugation a 10000 g pendant 10
minutes a 20°C. La détermination des nitrites et des
nitrates est directement réalisée a partir du surnagent
obtenu. La réaction de Griess permet de mesurer
uniqguement les nitrites. Les nitrates devront donc étre
préalablement réduits en nitrites pour étre quantifiés. La
concentration ainsi mesurée représente la somme des
nitrites et des nitrates. La transformation des nitrates en
nitrites est basée sur une réaction de réduction par le
cadmium lequel est régénéré a I'aide d’une solution de
sulfate de cuivre CuSOs 5 mM dans un tampon glycine-
NaOH, par contact pendant 5 minutes. Les nitrites contenus
dans les compartiments intracellulaires déprotéinisés et
régénérés sont quantifiés aprés addition du réactif de
Griess [0,1 % N-(1 naphthyl) ethylénediamine
dihydrochloride, 1 % sulfanilamide, et 5 % acide
phosphorique]. La lecture des DO est effectuée a 543 nm
[16]. Une gamme étalon est réalisée avec du nitrite de
sodium (NaNO,).

Dosage de I'activité enzymatique de la catalase

L'activité enzymatique de la catalase est déterminée
par la méthode de Clairborne, (1985) ; elle est basée
sur la mesure de la disparition du peroxyde d’hydrogene
(H202) du fait de I'activité de cette enzyme [18], par la
préparation dans une cuve de mesure en quartz, une
solution substrat composée de tampon phosphate
(KH2 PO4), pH 7,4), du H202 et de la source
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enzymatique (compartiment intracellulaire). La lecture
est effectuée a 560 nm chaque minute pendant 2
minutes. L’activité enzymatique est exprimée en Ul/mg
de protéine.

Analyse Statistique

Les valeurs sont présentées sous forme de moyennes
affectées de I'écart type. L’étude statistique a été réalisée
par comparaison de deux moyennes par le test de
Student : *P < 0,05; **P < 0,01 ; *** P<0,001; ****
P<0,0001.

Résultats

Etude des composants de I'extrait aqueux de Ga

Teneurs en polyphénols et flavonoides totaux

L’extrait aqueux de Ga présente une teneur en composés
phénoliques et en flavonoides, respectivement
équivalentes a 32,50+0,10 ug GAE/mg et 14,96+ 0,20 ug
QE/mg (Tableau I).

Activité antioxydante ou effet piégeage par le DPPH
L'activité antioxydante a été évaluée par le dosage du
DPPH dans I'extrait aqueux de Ga comparativement aux
controles  positifs  antioxydants  synthétiques, le
butylhydroxyanisole (BHA) et le butylhydroxytoluéne
(BHT). L'extrait aqueux de Ga a montré une activité anti-
radicalaire d’une IC 50 de 40,03+ 0.09 pg / mlL, cette
activité est faible, comparé a I'effet antioxydant du BHA
et du BHT dont les IC50 sont respectivement de 21,28 *
0,12 pg/mL et 12,76+0,08 ugmL (Tableau I).

Tableau I. Teneur en polyphénols totaux, flavonoides et
activité antioxydante de I'extrait aqueux de Globularia
alypum

Echantillon Polyphénols Flavonoides DPPH

Et totaux totaux (1C50)

standards (ng (ug QE/mg)  (ug/ml)

GAE/mg)

Ga 32,50+ 0,10 14,96+ 0,20 40,03+
0,09

BHA 21,28 +
0,12

BHT 12,76 =
0,08

Les valeurs sont les moyennes affectées de I'écart-type. GAE :
Equivalent en acide Gallique ; QE : équivalent en quercétine ;
BHA : Butylhydroxyanisole et BHT Butylhydroxytoluéne.

Evaluation des taux de prolifération

Les résultats ont montré une diminution hautement
significative du taux de prolifération des cardiomyocytes
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de Rattus norvegicus apres 48 h d’incubation puis
soumis a 10 Ul/mL d’insuline pendant 6 h, par rapport a
leurs témoins correspondants (Fig. 1).

Par ailleurs, une augmentation hautement significative
du taux de prolifération des cardiomyocytes aprés 48 h
d’incubation, a été observée en présence d’insuline a
raison de 10 Ul/mL durant 6h puis traités a I'extrait
aqueux de Ga pendant 24 h par rapport a leurs témoins
correspondants. Peu de variations sont en registrées
entre les témoins soumis a Ga (témoins + Ga) et les
témoins correspondants (témoins).
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Fig. 1. Evaluation des taux de prolifération des
cardiomyocytes de Rattus norvegicus, en culture
Ins : Cardiomyocyes soumis a 10 Ul/mL d’insuline pendant 6h.
Témoin
+ Ga : Cardiomyocytes traités a I'extrait aqueux de Globularia
alypum. Ins + Ga : soumis a 10 Ul/mL d’insuline pendant 6h
puis traités a I'extrait de Globularia alypum pendant 24h. Les
valeurs représentent les moyennes de six déterminations et
sont affectées de I'écart type.
**P<0,05 Ins vs Témoin. **** P<0,0001 Ins + Ga vs Ins.

Etude morphologique

Les cardiomyocytes de Rattus norvegicus incubés pendant
48 h et soumis a 10 Ul/mL d’insuline pendant 6 h et ceux
soumis a l'insuline puis traités par Ga pendant 24 h par
rapport a leurs témoins correspondants, ont montré de
grandes variations morphologiques et fonctionnelles
marquées essentiellement par une taille qui semble
augmentée indiquant une hypertrophie ; une
vacuolisation cytosolique due a [l'‘oncose ; une
densification de la chromatine, une fragmentation des
noyaux ainsi qu’ un bourgeonnement de la membrane
plasmique, signes d’apoptose (Fig. 2).

Evaluation du MDA

Les résultats ont montré une augmentation hautement
significative des taux de MDA contenus dans les
compartiments intracellulaires des cardiomyocytes de
Rattus norvegicus apres 48 h d’incubation puis soumis a
10 Ul/mL d’insuline pendant 6 h par rapport a leurs
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témoins correspondants. Concernant les cardiomyocytes
soumis a l'insuline durant 6 h et traités par Ga, une
diminution significative des taux de MDA est notée (Fig.
3).

Fig. 2. Cardlomyocytes de Rattus norveglcus, en culture
Témoins (A), soumis a 10 Ul/mL d’insuline pendant 6 h (B) et
ceux soumis a linsuline puis traités a [l'extrait aqueux de
Globularia alypum (Ga) (C) fixés au Bouin aqueux et colorés au
MGG.
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Fig. 3. Evaluation des taux de MDA (umole / 10°
cellules) contenus dans les compartiments
intracellulaires des cardiomyocytes de, Rattus
norvegicus, en culture.

Ins : Cardiomyocyes soumis a 10 Ul/mL d’insuline pendant 6h.
Témoin + Ga : Cardiomyocytes traités a I'extrait aqueux de
Globularia alypum. Ins + Ga : soumis a 10 Ul/mL d’insuline
pendant 6h puis traités a ['extrait de Globularia alypum
pendant 24h. Les valeurs représentent les moyennes de six
déterminations et sont affectées de I'écart type. **** P<0,000
Ins vs Témoins ; Ins + Ga vs Ins.

Par ailleurs, les résultats ont indiqué une diminution des
taux de MDA dans le lot de cellules témoins soumis a Ga
comparativement a leurs témoins correspondants (0,73 *
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0,03 vs 0,86 + 0,08 pmole/10° cellules).

Par ailleurs, les cardiomyocytes soumis a l'insuline puis
traités par l'extrait aqueux de Ga pendant 24h ont
montré une diminution significative du taux de NO,
comparé a leurs témoins correspondants. Le taux de NO
contenu dans le compartiment cellulaire des témoins
soumis a Ga est comparable a celui des témoins (Fig. 4).
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Fig. 4. Evaluation des taux de monoxyde d’azote (x10 3
umole/108 cellules) contenus dans les compartiments
intracellulaires des cardiomyocytes, de Rattus norvegicus,
en culture

Ins : Cardiomyocyes soumis a 10 Ul/mL d’insuline pendant 6h.
Témoin + Ga: Cardiomyocytes traités a [I'extrait aqueux de
Globularia alypum. Ins + Ga: soumis a 10 Ul/mL d’insuline
pendant 6h puis traités a I'extrait de Globularia alypum pendant
24h. Les valeurs représentent les moyennes de six déterminations
et sont affectées de I'écart type. * P< 0,01 pour Ins vs
témoins. ****pP<0,0001 Ins + Ga vs Ins.

Evaluation de I'activité enzymatique de la catalase

Une diminution hautement significative de I'activité de la
catalase est notée dans les compartiments intracellulaires
des cardiomyocytes de Rattus norvegicus aprés 48 h
d’incubation puis soumis a l'insuline pendant 6 h par
rapport a leurs témoins correspondants. Par ailleurs, les
cardiomyocytes soumis a l'insuline puis traités a I'extrait
aqueux de Ga pendant 24 h ont montré une augmentation
hautement significative de [l'activité de la catalase
comparativement aux témoins correspondants (Fig. 5) et
elle est 2-fois plus élevée chez les témoins soumis a Ga par
rapport a leurs témoins correspondants.
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Fig. 5. Evaluation l'activité enzymatique de la catalase
(Cat) (Ul/min /mg) dans les compartiments
intracellulaires des cardiomyocytes, de Rattus
norvegicus, en culture.

Ins : Cardiomyocyes soumis a 10 Ul/mL d’insuline pendant 6h.
Témoin + Ga: Cardiomyocytes traités a l’extrait aqueux de
Globularia alypum. Ins + Ga: soumis a 10 Ul/mL d’insuline
pendant 6h puis traités a I'extrait de Globularia alypum pendant
24h. Les valeurs représentent les moyennes de six
déterminations et sont affectées de I’écart type. ****P<0,0001
pour Ins vs témoins et Ins + Ga vs Ins.

Discussion

L’étude in vitro, réalisée sur les cardiomyocytes de Rattus
norvegicus incubés pendant 48h puis soumis pendant 6h

a une dose de 10 Ul/mL d’insuline a montré une
diminution significative du taux de prolifération par
rapport aux témoins correspondants. Ces résultats
rejoignent les travaux de Smail et al., (2012) réalisés sur
les fibroblastes adventitiels de Psammomys obesus soumis
a la méme dose d’insuline [19]. Cette diminution du taux
de prolifération cellulaire serait en relation avec une
augmentation de la mort cellulaire via le processus
apoptotique, observé morphologiquement via I'apparition
d’oncose, de condensation de la chromatine périnucléaire
et du bourgeonnement membranaire [19-20]. Selon Chi
et al., (2000), I'apoptose serait favorisée par I'activation
des voies des caspases et celle de Bax dépendante qui
diminuent I'expression du récepteur de [Iinsuline,
entrainant ainsi une diminution de la captation de
glucose[21].

Carayannopoulos et al., (2000), rapportent que
I'augmentation de I'apoptose est aussi le résultat d'une
diminution de I'expression des récepteurs d'IGF-1
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et qui serait liée a une diminution de I'absorption du
glucose en rapport avec l'insulinorésistance [22]. L’addition
de I'extrait de Ga semble améliorer le taux de survie des
cardiomyocytes soumis a 10 Ul/mL d’insuline et serait
en faveur d’une réduction du processus apoptotique. En
effet, nos résultats ont montré une augmentation
significative des taux de prolifération. Selon Berdja et al.,
(2016), les polyphénols contenus dans Brassica rappa
augmentent les taux de la MAPKp38 (Mitogene activated
protein kinases) et diminuent ceux de ERK1/2
(Extracellular  signal-regulated  Kinases) impliquées
respectivement dans la différenciation et la prolifération
; elles induisent aussi la diminution du cytochrome ¢,
marqueur de I|‘apoptose via la voie intrinseque
mitochondriale [23]. Dans notre étude, les résultats ont
montré une exacerbation des taux de MDA au niveau
du compartiment intracellulaire des cardiomyocytes
incubés pendant 48 h et soumis a une dose élevée
d’insuline a raison de 10 Ul/mL pendant 6h, confirmant
gu’une situation d’insulinotoxicité induit I'installation
d’'un stress oxydant marqué. Ces résultats rejoignent
ceux des travaux d’Uma & Ishwarlal, (2008) qui ont
noté une augmentation des taux de MDA dans
I’hépatocyte des rats rendus diabétiques [24]. Par
ailleurs, I'administration de I'extrait aqueux de Ga a
induit une diminution significative de MDA. Ces résultats
rejoignent de nombreuses études notamment celle de
Cai et al, (2003) qui a montré que I'administration du
resvératrol (polyphénol) (10mg/kg) aux rats témoins
induit une diminution de 16 % du taux de MDA contenus
dans le foie, alors que son administration aux rats
diabétiques induit une diminution significative de 60 %
[25]. D’apres Ramesh & Pugalendi, (2006), la
concentration élevée de MDA est un indice suggérant
une forte peroxydation lipidique au niveau hépatique,
suite a l'injection de streptozotocine (STZ) qui est un
agent chimique induisant un diabete par la destruction
des cellules beta du pancréas. Cette augmentation de la
concentration du taux de MDA peut étre due a la

diminution des antioxydants enzymatiques et non
enzymatiques, comme l'acide ascorbique et le
tocophérol, lesquels jouent un role majeur dans

I'inhibition de Ila peroxydation lipidique [26]. Selon
Vertuani et al., (2004), I'augmentation du taux de MDA

joue un réle trés important dans l'altération de la y-
glutamylcysteine synthétase (y-GCs), enzyme
responsable de la synthése du glutathion [27].

L'estimation du NO contenu dans le compartiment
intracellulaire des cardiomyocytes, soumis a une insulino-
toxicité, a indiqué une augmentation significative. En
revanche, une diminution tout aussi signification est
observée dans les cellules soumises a l'insuline puis
incubées en présence de I'extrait aqueux de Ga. Nos
résultats sont en accord avec les travaux de Smail, (2011)
effectués sur le fibroblaste aortique de Psammomys
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obesus, soumis a la méme dose d’insuline [19,28] et ceux
de Chien et al., (2005) qui ont montré chez les patients
diabétiques des concentrations élevées de NO par rapport
aux patients non diabétiques [29]. De méme, une
augmentation de la production du NO est observée dans
les cellules endothéliales de la veine ombilicale humaine,
aprées I'administration de 'insuline a une dose élevée de
10000 nM [30]. Dans des conditions normales, les
cellules endothéliales protegent contre la dysfonction
endothéliale en produisant des facteurs vasoactifs
notamment le NO et ce afin de maintenir le tonus
vasculaire et d’empécher la coagulation et l'inflammation
[31-32]. Plusieurs résultats expérimentaux obtenus chez
le rongeur ont indiqué également que le NO joue un réle
important dans la fonction endothéliale et dans la
sensibilité a l'insuline. En effet, I'inhibition spécifique de
la synthése endothéliale du NO induit wune
insulinorésistance, ce qui suggére qu’une altération de la
synthése et/ou de la biodisponibilité du NO pourrait initier
I'insulinorésistance [33-34]. Dans notre étude, l'activité
enzymatique de la catalase des cardiomyocytes soumis a
une dose élevée d’insuline est diminuée de facon trés
significative par rapport a celle des témoins
correspondants, alors qu’une augmentation de la catalase
est observée, suite au traitement par Ga.

Nos résultats sont en accord avec ceux de Zabrodskaya et
al., (2007) et Subat et al., (2007) [35-36] sur les cellules
hépatiques des rats diabétiques et ceux de Sun et al.,
(1999) et Kasdallah et al., (2007) sur les cellules béta des
rats diabétiques. Cet état d’amélioration est observé,
suite au traitement par le resvératrol a une dose de 10
mg/kg pendant cing jours [37-38]. Selon Wang et al,
(2012), I'hyperinsulinémie entraine la libération de ROS
(Reactive oxygen species) par la phosphorylation
oxydative mitochondriale a travers l'augmentation de
I'expression des UCP (uncoupling Protein), de la NADPH
oxydase (Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate
oxidase) et de la diminution du rapport ATP ADP,
entrainant l'installation d’'un stress oxydatif [39]. Ces
mémes auteurs rapportent que le Nrf2 (Nuclear factor
erythroid 2-related factor 2) est une protéine régulatrice
qui intervient dans le mécanisme antioxydant et qui est
stimulée dans le cas d’un stress aigu. Cette protéine, une
fois activée, subit la translocation nucléaire liée a une
autre protéine sMAF, agirait sur le gene cible ARE
(antioxidant responsive element) et induirait I'expression
de protéines anti-oxydantes. Selon Bock, (2012), dans le
cas d’une hyperinsulinémie, Nrf2 est inhibée par la Keapl
(Kelch-like ECH-associated protein 1), induisant ainsi sa
dégradation, ce qui favorise I'accumulation de ROS au
niveau cellulaire [39].
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Conclusion

L'administration = d’'une  dose  supraphysiologique
d’insuline, a raison de 10 Ul/mL durant 6h sur le
cardiomyocyte de Rattus norvegicus, induit I'installation
d’un stress oxydatif par des variations de quelques
marqueurs du stress oxydatif, tels que le MDA, le NO et la
catalase, menant a l'oncose et a l'apoptose. Apres
administration de I’extrait aqueux de Globularia alypum,
la situation d’insulinotoxicité est réduite suite a une
amélioration de la survie cellulaire via 'amélioration de
I’'homéostasie du systeme redox intracellulaire.
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