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INTRODUCTION

La médecine traditionnelle demeure depuis toujours pour les pays en voie de
développement le moyen le plus sollicité pour soulager ou guérir les malades. Les thérapies
de cette médecine traditionnelle englobent les thérapies médicamenteuses qui impliquent
I’'usage des médicaments a base de plantes, d’animaux et/ou de minéraux (Carillon, 2000).

Dans les pays en développement, en dépit des efforts consentis par I'Organisation
Mondiale de la Santé (OMS), plus d'un tiers de la population n'a pas accés aux médicaments.
C'est pourquoi I'OMS, dans sa résolution AFR/RC 50/R3 du 31 Aodt 2000, invite les pays
africains a utiliser les plantes pour satisfaire leurs besoins sanitaires.

En Afrique, I’utilisation des plantes pour se soigner est une question de tradition et de
culture. 1l est a noter que pour les besoins de santé primaire, une grande frange de la
population africaine a recours a la médecine traditionnelle, dont les remedes sont
essentiellement a base de plantes (Karou et al., 2011). L’art de guérir par les plantes est connu
et pratiqué en Afrique depuis bien longtemps, car il exploite des savoirs transmis oralement de
génération en génération a certaines catégories d'individus initiés que sont les tradipraticiens
de santé et les herboristes (Cisse et al., 2016).Les remedes a base de plantes sont beaucoup
plus sollicités pour le traitement de plusieurs pathologies notamment le diabéte, considéres
par I’OMS comme un probléme majeur de santé publique. Cette pathologie est une maladie
potentiellement mortelle responsable chaque année dans le monde de pres de 4,0 millions de
déces (IDF, 2017). C’est une maladie considérée par I’OMS comme une épidémie et dont la
prévalence a augmenté de facon tres importante au cours de ces dernieres années.
Actuellement, pres de 425 millions de personnes dans le monde sont atteintes de diabéte. Si
I’augmentation de la prévalence se poursuit, le nombre total de diabétiques atteindra 629
millions d’ici 2045, soit une augmentation de 48 % (WHO, 2003 ; IDF, 2017).En plus de ces
chiffres alarmants, il faut tenir compte des personnes qui ignorent qu’elles sont diabétiques
car le développement de la pathologie est silencieux (30 a 80 % des personnes atteintes non
diagnostiquées) (Beagley et al., 2014).D’aprées les études ethnobotaniques réalisées en Cote
d’Ivoire et en Zambie ,Piliostigma thonningii (Fabaceae), est 1'une des especes de la flore
fréguemment utilisée contre le diabéte(Baba et al., 2017). La présente étude consiste donc a
évaluer D’effet pharmacologique d’un extrait aqueux des feuilles de Piliostigma
thonningii(Fabaceae) sur I’hyperglycémie induite.

Ce travail a pour objectif genéral d’étudier la toxicité aigué et d’évaluer 1’activité anti-
hyperglycémiante de I’extrait aqueux des feuilles de Piliostigma thonningii chez les souris

albinos.



Les objectifs spécifiques de cette étude sont les suivants :

- étudier la toxicité aigué d'un extrait aqueux de Piliostigma thonningii par la
détermination de la dose Iétale 50 % (DLso) ;

- évaluer les effets de cet extrait sur la glycémie a jeun chez des souris
normoglycémiques et chez des souris hyperglycémiques ;

- réaliser un screening phytochimique afin d'identifier les différents groupes chimiques

présents dans I’extrait aqueux de Piliostigma thonningii.

Ce mémoire comporte, outre l'introduction, la conclusion et les perspectives, trois
grandes parties :
- la premiere partie se consacre a la revue bibliographique sur Piliostigma
thonningii(Fabaceae) et sur le diabete ;
- la deuxiéme partie décrit le matériel et les méthodes utilisés ;
- la troisieme partie présente les résultats de cette étude et la discussion qui leur sont

appliqués.






I- Généralites sur Piliostigma thonningii et sur la glycémie
1- Généralités sur Piliostigma thonningii (Schum.) Milne-Redh

Piliostigma thonningii est un arbuste touffu atteignant 6 m de haut, avec un tronc
tordu, trés branchu, quelquefois sarmenteux (Maydell, 1983). Son écorce est brun foncé
fibreux a tranche rose ou marron fonce. Les feuilles sont simples, alternes, bilobées, distiques,
coriaces, pubescentes en dessous (Arbonnier, 2000). Le limbe a une base profondément
cordée avec un sommet ayant une échancrure angulaire profonde, un peu plus petite qu'un
angle droit (Berhaut, 1975). P. thonningii est une espece dioique.

La floraison se passe en saison séche ou aprés les premiéres pluies notamment peu
apres la feuillaison. Les fleurs sont en racéme spéciforme terminal, long de 10 a 15 cm et
portant des fleurs blanches a pédicelles simples ou ramifiés. Les fleurs méles contiennent dix
étamines dont trois plus petites tandis que les fleurs femelles portent seulement un style épais
muni au sommet d'un stigmate en forme de calotte (Berhaut, 1975). L'espece porte trois types
de fleurs: des fleurs males, des fleurs femelles et des fleurs hermaphrodites en petit nombre.

L'inflorescence est en panicule axillaire ou terminale de 10 a 25 cm de long
(Arbonnier, 2000). Les fruits sont des longues gousses indéhiscentes, aplaties de couleur
brune, coriaces et dures avec une longueur et une largeur moyenne respectivement de 15 et 5
cm (Ouédraogo, 2006). Le péricarde des gousses est dur et fendu.

L'ensemble de la gousse n'évolue pas uniformément a maturité; les zones lignifiées et
séches se forment et s'étendent progressivement. Les gousses atteignent leur maturité vers la
fin de l'année et persistent longtemps sur l'arbre. Les gousses portent des graines ovoides
régulierement dispersées dans un tissu fibro-ligneux (Berhaut, 1975). On dénombre en
moyenne 64 graines par gousse. Les caractéristiques de P. thonningii sont quasiment
identiques a celles de P. reticulatum. L'espéce se différencie de P. reticulatum par ses feuilles
et ses fruits légerement plus grands, et la pubescence de tous ses organes (Arbonnier, 2000)
(Figure 1).



Figure 1: Rameaux de feuilles de Piliostigma thonningii (Schum. Milne Redh).

1-1- Position systématique
Piliostigma thonningii (Schum), longtemps appelé Bauhinia thonningii (Schum) appartient a:

- I'embranchement : Spermaphytes
- le sous embranchement : Angiospermes
- la classe : Dicotylédones
- I'ordre : Rosales
- la famille : Fabaceae
- la sous famille . Caesalpinioideae
- le genre : Piliostigma

-I'espéce : Piliostigma thonningii

1-2- Répartition géographique
Piliostigma thonningii est une espéce originaire d’Afrique tropicale (Bekele-Tesemma,

2007). Elle est répandue dans la région soudano-guinéenne depuis le Sénégal jusqu’en



Erythrée et se rencontre vers le Sud jusqu’en Namibie, au Botswana, au Mozambique et en
Afrique du Sud. Elle est également présente au Yémen.

Elle pousse sur tous les types de sol, surtout les sols argileux lourds ou limoneux
moyens. On la trouve en zone de forét claire et dans les savanes arborées et arbustives,
souvent dans les vallées fluviales. En Cote d’Ivoire, elle est connue sous d’autres appellations

qui sont pied de beeuf (Frangais), et gnaman (Malinké).

1-3- Utilisation thérapeutique traditionnelle

Cette espece est couramment utilisée en médecine traditionnelle africaine. En effet,
des préparations avec ses racines sont des remedes contre la toux, les rhumes, les douleurs
thoraciques, la pneumonie, la diarrhée, la dysenterie, les vers et autres problémes intestinaux,
et contre les morsures de serpent. Elles s’appliquent en outre sur les blessures, les ulcéres et
les infections cutanées. L’écorce a une action analgésique et elle est utilisée pour le soin des
affections gingivales, du mal d’oreille, des maux d’estomac (Salawu et al., 2007).

La décoction d’écorce s’emploie en bain de vapeur pour le traitement des
rhumatismes, des douleurs musculaires et des inflammations osseuses (Ibewuike et al., 1997).
Elle s’ingere également comme antiémétique. L’infusion d’écorce se prend en traitement des
abces internes, de I’hématurie et les helminthoses (Asuzu et al., 1999). L’infusion d’écorces
associees aux feuilles est utilisée contre le paludisme (Madara et al., 2012).

En Afrique de I’Est, le jus ou le décocté d’écorce dans du lait ou encore dans des
soupes, se boit en traitement de la gonorrhée (Aderogba et al., 2006). En Gambie, le jus de
I’écorce s’utilise pour provoquer des étourdissements chez les danseurs. La cendre de bois
vert se frictionne avec de I’huile contre les douleurs a la poitrine (Ibewuike et al., 1997).

En Cote d’Ivoire, la pate a base de jeunes feuilles et de boutons floraux broyés, est
diluée dans de I’eau et ingérée contre les palpitations. La poudre de fleurs séchées se
consomme dans la nourriture, se boit dans 1’eau ou se fume comme du tabac contre la toux.
Les décoctés de fruits sont utilisés dans le traitement de la toux, de la bronchite et des maux
de téte. On applique des lamelles de fruit sur les blessures comme pansement (Kerharo &
Bouquet, 1950).



2- Généralités sur la glycemie
2-1- Notion de glycémie

La glycémie est le taux de glucose dans le sang, ou plus exactement dans le plasma
sanguin. Elle est mesurée en général en milli moles de glucose par litre de sang, en
milligramme de glucose par décilitre de sang, ou encore en gramme de glucose par litre de
sang. La régulation de la glycémie est un systéme de régulation complexe, mettant en ceuvre
des hormones dont les deux principaux antagonistes, 1’insuline qui fait diminuer la glycémie
(hormone hypoglycémiante), et le glucagon qui fait augmenter la glycémie (hormone
hyperglycémiant) ainsi que divers organes, tels que le pancréas, le foie, le rein(Andreelli et
al., 2009).Elle varie aussi en fonction de I’4ge et en cas de gestation principalement.

Les valeurs normales de glycémie sont différentes d'une espéce animale a une autre.
Chez I'Homme, la valeur maximale a jeun, admissible pour ne pas étre considérée diabétique,
qu’autre fois était de 1,4 g/L a été ramenée a 1,26 g/L dans les années 1990. C'est un seuil
basé sur des analyses statistiques au-dela duquel le risque de rétinopathie, liée a la
glucotoxicité, augmente (Roder et al., 2016). La glycémie est tres finement régulée. Les
valeurs de glycémie varient selon 1’état nutritionnel (et le stress), en particulier la différence
entre la glycémie a jeun et la glycémie post-prandiale (c'est-a-dire apres un repas) est
importante. Lorsque la glycémie est trop élevée, on parle d’hyperglycémie. Si elle est trop

basse, on parle d’hypoglycémie.

2-2- Organes impligués dans la régulation de la glycemie

La régulation de la glycémie est le processus par lequel le taux de glucose dans le
sang, dit glycémie, est maintenu proche d'une valeur bénéfique pour l'organisme. Cette
régulation fait partie des processus de maintien de I'noméostasie au sein de I’organisme. La
glycémie a jeun normale chez I'Homme est statistiquement comprise entre 0,80 et 1,26 g/L,
soit entre 4,5 et 7,0 mmol/L (Andreelli, et al.,2009).Elle met en jeu le systéme hormonal ainsi
que plusieurs organes : pancréas, foie et rein principalement ; et diverses substances :
I'insuline qui fait décroitre le taux de sucre, ainsi que le glucagon, I'adrénaline, le cortisol en
période de stress, et I'normone de croissance, qui ont I'effet inverse et sont pour cela appelées

communément hormones de la contre-régulation.



2-2-1- Role du foie

Le foie constitue la source prédominante de glucose dans 1’organisme, en dehors des
prises alimentaires. En effet, lors d’un apport en nutriments (repas riche en glucides) par
I’alimentation, le role du foie est de stocker le glucose excedentaire sous une forme
polymeérisée (glycogene) et de le libérer lors des périodes de jeline prolongé afin de maintenir
la glycémie constante (Claude-Bernard, 1853). Ainsi, le foie régule la production et le
stockage du glucose grace a trois voies métaboliques :

- la glycogénogénese qui permet le stockage du glucose dans le foie sous forme de
glycogene ;

- la glycogénolyse qui libére le glucose sous forme de glucose-1-phosphate par
I’enzyme glycogene phosphorylase ;

- la néoglucogenése qui produit du glucose a partir de lactate, de pyruvate, de glycérol
ou en dernier recours, d’acides aminés. Elle est déclenchée par une baisse de la glycémie en

dessous de sa valeur normale associée a un épuisement des réserves de glycogéne.

2-2-2-Roble du pancréas

Le pancréas est une glande exocrine, mais aussi endocrine. Le pancréas est d’aspect
lobulé de couleur jaune pale. Son poids varie chez 1’adulte entre 60 et 125 grammes et sa
longueur est de ’ordre de 12 a 15 centimétres. La partie exocrine est la plus volumineuse. La
partie endocrine est représentée par les Tlots de Langerhans disséminés dans le parenchyme,
prédominant au niveau de la queue (Laguesse, 1984).Les Tlots de Langerhans sont de petits
organes endocrines disperses dans le pancréas exocrine. lls ne représentent que 1 % de la
masse pancréatique totale. Les ilots sont constitués de quatre types cellulaires : les cellules 3
qui sécretent I’insuline, les cellules o qui sécrétent le glucagon, les cellules A qui sécretent la
somatostatine et les cellules PP qui sécretent le polypeptide pancréatique (Agostini et al.,
2005).

De par ses fonctions exocrine et endocrine, le pancréas joue un role tres important
dans la régulation de la glycémie. En plus du suc pancréatique servant a la digestion, le
pancréas produit des hormones hyperglycémiantes (glucagon sécrété par les cellules a) et
hypoglycémiantes (insuline sécrétée par les cellules B) qui interviennent dans le maintien de

I’homéostasie glucidique (Lebreton, 2014) (Figure 2).
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Figure 2: Représentation schématique du pancréas (Lebreton, 2014)

2-2-3- Role des reins

Le rein est un producteur de glucose endogéne. Il n’est pas capable de produire du
glucose par glycogénolyse en raison de 1’absence de la glucose-6-phosphatase dans les
cellules rénales. La production de glucose par le rein provient donc en totalité de la
néoglucogenése.

En plus de sa production de glucose par néoglucogenése et de sa propre utilisation de
glucose, le rein peut également influencer I’homéostasie du glucose en opérant une
réabsorption du glucose contenu dans le filtrat glomérulaire pour une glycémie inférieure a
1,8 g/L (seuil rénal de glucose) chez des sujets sains. Ce mécanisme met en jeu des co-
transporteurs sodium/glucose. Lorsque la capacité maximale de réabsorption est dépassée
(seuil rénal de glucose), comme c’est le cas lors d’hyperglycémie prononcée, le glucose
contenu dans le filtrat glomérulaire ne repasse pas dans le sang, mais dans les urines,

provoquant une glycosurie (Shrayyef & Gerich, 2010).

2-2-4- Role de P’intestin gréle

L’intestin gréle est ’organe chargé du transfert dans la circulation sanguine des
nutriments essentiels issus de ’alimentation. Il a récemment été découvert que I’intestin était
capable de produire du glucose par néoglucogenése ; la production intestinale de glucose
représentant 20 a 25 % de la production de glucose endogéne totale pendant le jelne
(Mithieux & Gautier-Stein, 2014). Ainsi, I’intestin gréle opére une régulation hormonale de la

glycémie en sécrétant des hormones peptidiques nommées incrétines lors du passage du bol



alimentaire dans le tractus intestinal. Les hormones incrétines principales sont le glucagon-
like peptide-1 (GLP-1), libéré par les cellules de type L de I’iléum, et le glucose-dépendent
insulinotropic peptide (GIP) libéré par les cellules de type K du duodénum et du jéjunum
proximal. Ces incrétines libérées dans la circulation sanguine vont préparer les cellules P
endocrines du pancréas a I’augmentation imminente de la glycémie (Cho et al., 2014). Elles
ont pour effet de potentialiser la réponse sécrétoire au glucose émise par celles-ci. Le
glucagon-like peptide-1 (GLP-1) agit au niveau central en augmentant la satiété et régule ainsi
I’appétit (Parker et al. ,2014).

3- Régulation hormonale de la glycémie
3-1- Hormone hypoglycémiante : I’insuline

L’insuline est la seule hormone hypoglycémiante. C’est une hormone polypeptidique
d’un poids moléculaire de 6 kDa, composée de 2 chaines A et B reliées par 2 ponts disulfures

(Figure 3). Cette conformation résulte des modalités de sa synthése.
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Figure 3: Structure primaire de 1’insuline humaine (Lawson- Evi, 2009)

3-1-1- Production de I’insuline

L’insuline est produite par les cellules B des ilots de Langerhans du pancréas. Le
précurseur de I’insuline (pré pro-insuline) comporte un peptide signal, qui dirige la chaine
peptidique vers le réticulum endoplasmique. Dans le réticulum apparait la pro-insuline par
clivage du peptide signal et formation de ponts disulfures. Celle-ci est conduite dans

I’appareil de Golgi et enveloppée dans des vésicules, les granules f. Dans ces granules,



I’insuline mature est formée par élimination du peptide C et conservée jusqu’a leurs

excrétions (insuline + peptide C) par exocytose. (Bouglé &Annane., 2009).

3-1-2- Récepteur de I’insuline

Le récepteur de I’insuline est constitué de 4 peptides glycosylés reliés par des ponts
disulfures. lls forment une glycoprotéine de 400 kDa. On distingue deux paires de sous-
unités: deux sous-unités transmembranaires p (80 kDa)qui ont une activité enzymatique de
protéine kinase, et deux sous-unités a (120 kDa) qui se retrouvent a la surface de la membrane
cellulaire et assurent la fixation de I’hormone grace a leur partie glucidique. L’ensemble des 4
sous-unités a une forme cylindrique et appartient a la famille des récepteurs a activité tyrosine
kinase qui sont tous composés de plusieurs domaines fonctionnellement distincts (Figure 4).
L’insuline active son récepteur en se liant aux sous-unités o permettant une activation de la
tyrosine kinase de I’une des deux sous-unités 3, suivi d’une rapide autophosphorylation des
résidus tyrosine des sous-unités transmembranaires : Tyr960 (région juxtamembranaire),
Tyrl146, 1150 et 1151 (boucle régulatrice) et Tyr1316 et 1322 (extrémité C-terminale). La
phosphorylation de Tyr960 est essentielle a la liaison des substrats du récepteur de 1’insuline
(IRS) contenant un domaine de liaison a la phosphotyrosine PTB (phosphotyrosine binding)
selon le motif reconnu NPXpY960 (Capeau, 2003). Une mutation de ce résidu inhibe la
phosphorylation des IRS (insuline récepteur substrat) et entraine une absence de réponse
biologique induite par 1’insuline, malgré une activation normale du récepteur (Feener et al.,
1993) ; Les sous-unités a présentent leur site de liaison avec I’insuline du c6té N-terminal et
le coté C-terminal sert de site de fixation du facteur de croissance insulinique 1 (IGF1)
(Kaburagi et al., 1993).

3-1-3- Stimulation de la sécrétion de I’insuline par le glucose

Le glucose pénetre dans la cellule B par I’intermédiaire d’un transporteur spécifique
(GLUT-2). 1l est ensuite phosphorylé en glucose-6-phosphate par la glucokinase, puis utilisé
principalement par la voie de la glycolyse et de la respiration oxydative. Le métabolisme du
glucose dans la cellule B est a I’origine d’une production d’ATP. Les taux d'ATP et d'ADP
contrdlent I'ouverture du canal K™ formé de deux sous-unités. En effet, le pore, constitué par
la protéine Kir6.2 (inwardly rectifying K™ channel), est un canal composé de 4 sous-unités
identiques de 45 kDa qui se ferme sous I'effet direct d'ATP et la sous-unité régulatrice. Cette
derniére est constituée par la protéine SURL (sulfonylurea receptorl, protéine de 140 kDa)

qui ouvre le pore en présence d'ADP (Aguilar-Bryan &Bryan, 1999).
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Figure 4: Structure du récepteur de 1’insuline (White, 2002)

La fermeture du canal K* ATP-dépendant, provoquée par l'augmentation de la
concentration d'ATP, entraine une dépolarisation de la membrane cellulaire et I’ouverture de
canaux Ca?* voltage-dépendants, aboutissant finalement & 1’augmentation massive de la
concentration cytosolique du calcium et la stimulation de 1’exocytose des granules de
sécrétion d’insuline (Koster et al., 2005 ; Magnan & Ktorza 2005). La libération d'insuline
permet la capture du glucose sanguin excédentaire par le transporteur GLUT4 et son stockage
sous forme de glycogene par l'activation de I’enzyme glycogene synthase et 1'inactivation de

I’enzyme glycogene phosphorylase.

3-1-4- Effets de I’insuline sur le métabolisme glucidique

L’insuline favorise l'entrée du glucose dans les cellules des tissus insulinosensibles.
Au niveau de ces cellules cibles, I’insuline facilite la pénétration du glucose dans le
cytoplasme en augmentant la perméabilité de leur membrane au moyen d'un recrutement de
récepteurs GLUT4 (Madsen et al., 1991). Dans le foie, I’insuline diminue la production de
glucose par blocage de la synthése d’enzymes clefs de la néoglucogenese, par diminution de

la disponibilité des substrats nécessaires a cette voie (acides aminés et glycérol) et par
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inhibition de la sécrétion du glucagon. Elle empéche en plus la glycogénolyse en inhibant
I’enzyme glycogene phosphorylase (Bouglé& Annane, 2009).

Dans le muscle, I’insuline favorise son stockage sous forme de glycogene par induction du
glycogene synthase. Il favorise également son entrée en permettant la translocation de
transporteurs spécifiques du glucose (GLUT 4) depuis des vésicules intracellulaires vers la
membrane plasmique et son oxydation en stimulant des enzymes de la glycolyse (Girard,
2008).

3-2- Hormones hyperglycémiantes
3-2-1- Glucagon

Le glucagon est produit par les cellules o des ilots de Langerhans. C’est une hormone
hyperglycémiant dont les effets s’opposent a ceux de ’insuline, ¢’est-a-dire mobilisation des
substrats énergétiques stockeés dans le foie et dans le tissu adipeux. Le glucagon stimule la
glycogénolyse, la néoglucogenese hépatique et inhibe la glycogenese. Il favorise la lipolyse et
la protéolyse (Lawson-Evi, 2009).

3-2-2-Adrénaline

La sécrétion de I’adrénaline est essentiellement nerveuse (sympathique). C’est une
hormone hyperglycémiant, qui agit plus par blocage d’insulino-sécrétion que par la
glycogénolyse qu’elle provoque. Aux doses physiologiques, elle agit plus sur le foie que sur
le muscle. Elle stimule aussi la néoglucogenése en cas de stress et entraine une lipolyse

majeure au niveau du tissu adipeux (Lawson- Evi, 2009).

3-2-3- Glucocorticoides

Il s’agit du cortisol qui est sécrété par la corticosurrénale. Le cortisol stimule la
néoglucogenése au niveau du foie, diminue la consommation du glucose et augmente le
catabolisme protidique (fournissant les acides aminés au foie) au niveau des tissus
périphériques (Mantha & Deshaies, 2000).

3-2-4- Autres hormones

L’hormone de croissance (sécrétée par I’antéhypophyse) stimule la néoglucogenese, la
sécrétion du glucagon et entraine une lipolyse. Les hormones thyroidiennes ont une action
hyperglycémiante beaucoup plus faible que celle des autres. Néanmoins, elles stimulent la

glycogénolyse et 1’absorption intestinale du glucose. L’ACTH (Adreno-corticotrophic
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hormone) est une hormone hyperglycémiante. Elle stimule la sécrétion de cortisol, la lipolyse

périphérique et la néoglucogenése (Lawson- Evi, 2009).

4- Régulation nerveuse de la glycémie
4-1- Innervation des Tlots de Langerhans

Les Tlots de Langerhans sont densément innervés et les fibres nerveuses autonomes
pénétrent tres clairement le parenchyme endocrine de ces Tlots pour aller connecter les cellules
endocrines. Les axones parasympathiques connectent a la fois les cellules a et B, et les fibres
sympathiques innervent plutét les cellules o (Figure 5). Les nerfs sympathiques, partant du
cerveau, innervent le ganglion cceliaque (ou para vertébral). Les nerfs sympathiques post-
ganglionnaires vont ensuite connecter les Tlots de Langerhans et y innerver les cellules o, mais
pas les cellules B. Les nerfs parasympathiques passent du cerveau jusqu’aux ganglions intra
pancréatiques par le nerf vague principalement, puis les nerfs parasympathiques
postganglionnaires passent dans les flots de Langerhans, ou ils innervent les vaisseaux

sanguins et les cellules a et B (Lebreton, 2014).

4-1-1- Réle du nerf sympathique

Le sympathique joue un r6le crucial lorsque la glycémie baisse soudainement. Une
diminution de glucose stimule les récepteurs hormonaux et, par l'intermédiaire d’un
mécanisme réflexe qui agit sur la médullosurrénale, entraine la libération d’adrénaline (Adr)
qui aura tendance a augmenter la sécrétion de glucagon et a diminuer celle de 1’insuline
(stimulation o adrénergique) (Lawson- Evi, 2009).

L’activation du systéme sympathique a un effet inhibiteur sur la sécrétion d’insuline et
serait impliquée dans ’adaptation de la réponse des ilots de Langerhans dans les situations de
stress, que ce soit des stress métaboliques (hypoglycémie), afin de ré-augmenter la glycémie
ou encore, en cas d’hypovolémie, pour compenser la perte de liquide sanguin en augmentant

sa pression osmotique par une hausse de sa concentration en glucose (Lebreton, 2014).

4-1-2-Role du nerf parasympathique

Le parasympathique participe a la coordination des réponses hyperglycémiques et
hypoglycémiques. Il intervient a la fois par son effet insulino-sécréteur et, a moindre degré,
par une stimulation de la sécrétion du glucagon (Mei, 1986).En cas d’hyperglycémie, le
systéeme nerveux parasympathique (nerf vague), médié par son neurotransmetteur principal

qui est I’ACh, entraine une baisse de la glycémie. Ainsi, le systéme nerveux parasympathique
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agit comme un synchronisateur de 1’activité des ilots de Langerhans au sein du pancréas afin

d’assurer une sécrétion d’insuline pulsatile dans la circulation portale (Lebreton, 2014).

A ~ NTS Hypothalamus
-\ I N AVL

Nerf vague

Hypothalamus
NMD

AVM

Hypothalamus
NPV

Moelle épiniére

Ganglion
cceliaque

Ganglion
intrapancréatique

Innervation
parasympathique

Innervat.lon Innervation
sympathique sensorielle
- Cellule-B
[ Cellule-a
Vaisseau sanguin = lot

Figure 5: Schéma de I’innervation de I’1lot par le systéme nerveux autonome






II- MATERIEL ET METHODES
1- MATERIEL
1-1- Matériel animal

Des souris albinos Mus musculus (Muridae), de souches parentales homogénes Swiss,
pesant entre 18 g et 32 g, ont servi a la réalisation des tests de toxicité et d’étude
pharmacologique sur la glycémie. Elles ont été élevées dans des conditions standard de

température (29 °C), de nutrition et de pression atmosphérique (Figure 6).

SRS —

Figure 6: Souris albinos Mus musculus de souche Swiss

1-2- Matériel végétal
Le matériel végétal utilisé est constitué de feuilles séches de Piliostigma thonningii
(Schum) Milne-Redh (Fabaceae), récoltées en février 2022dans la commune de Daloa (Céte

d'Ivoire). La plante a été identifiée a I’'UFR Agroforesterie de 1’Université Jean Lorougnon

Guédé.
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1-3- Matériel technique
1-3-1- Verrerie
Le matériel de laboratoire utilisé pour la manipulation est constitué de :

une éprouvette graduée de 1L utilisé pour mesurer la quantité d’cau distillée lors de la
préparation de 1’extrait aqueux de Piliosthigma thonningii (EAPt);

erlenmeyers de 1,5 L utilisés comme récipients pour la décoction et la filtration de
I’EAPt ;

un ballon a fond plat et des béchers de 50 mL pour faire les différentes dilutions et
dissolutions ;

entonnoirs, du coton hydrophile et du papier Wattman pour la filtration;

une sonde a gavage pour administrer les différentes substances aux animaux par voie

orale.

1-3-2- Appareillage

Il est constitué de :

une balance électronique de précision qui a servi a mesurer le poids corporel des
animaux et la quantité d’extrait sec a utiliser ;

un electrothermal qui a permis de faire la décoction des feuilles de Piliosthigma
thonningii;

une étuve qui a permis les échanges du filtrat ;

un Bain-Marie ayant servi au maintien des substances a température adéquat lors de la
caractérisation des composés pendant 1’étude phytochimique de I’EAPt ;

un glucometre de marque (Accu-check, Roche diagnostics, Allemagne) pour mesurer

la glycémie des souris.

1-3-3- Produits chimiques et pharmacologiques

Il a été utilisé entre autres comme produits chimiques et pharmacologiques, le

glibenclamide (sulfamide hypoglycémiant). Le glucose anhydre, des réactifs tels que les

réactifs de Bouchardat, de Dragendorff, de Stiansy, le chloroforme, 1’anhydride acétique,

I’acide sulfurique, le chlorure ferrique, I’alcool chlorhydrique et I’alcool iso amylique. Quant

au glucose anhydre, il a éte utilisé pour induire une hyperglycémie provoquée par voie orale

(gavage). Tandis que les réactifs précedemment cité sont été utilisés pour réaliser le tri-

phytochimique.
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2- METHODES
2-1- Préparation d’un extrait aqueux de Piliostigma thonningii

Pour la préparation d’un extrait aqueux de Piliostigma thonningii, une quantité de 250
g de feuilles seches de cette plante ont été découpées en morceaux, puis portee a ébullition
pendant 30 minutes dans 1,5 litre d'eau distillée. Le décocté obtenu a été filtrée deux fois sur
du coton hydrophile et une fois sur du papier filtre Wattman. Le filtrat recueilli a été séché a
I'étuve a 40 °C pendant 72 heures apres séchage, 1’extrait aqueux de Piliostigma thonningii
(EAPt) se présente sous forme de poudre. A partir de 250 g de feuilles, 19,6 g d’EAPt a été
obtenue ; soit un rendement d’extraction de 7,84 %. Ce produit (EAPt) a été utilisé pour les
tests de toxicité et les études pharmacologiques sur la glycémie. La préparation de cet extrait

aqueux est réesumée dans le diagramme de la Figure 7.

250 g de feuilles séches de Piliostigma thonningii
+

1,5 L d'eau distillée

Ebullition | (30 minutes)

Décocté

Filtration sur coton Hydrophile et sur papier filtre
Wattman

(x2)

Résidus

Filtrats

Séchage a I'étuve
(40 °C)

Extrait aqueux de Piliostigma
thonningii(EAPt)

Figure 7: Schéma synoptique de I'extraction aqueuse de Piliostigma thonningii
(Schum.)Milne-Redh (Fabaceae)
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2-2- Etudes toxicologiques

Des études de toxicité aigué de I’extrait aqueux de Piliostigma thonningii (Schum.)
Milne-Redh (Fabaceae) ont été réalisées sur des souris par gavage. Elles ont pour but de
déterminer éventuellement les limites de dose a ne pas excéder dans le cadre d’une étude

pharmacologique basée sur une administration unique.

2-3- Etude de la toxicité aigué chez la souris par gavage

L'étude de la toxicité aigué par voie orale a été effectuée sur 30 souris regroupées en 6
lots de 5 souris, de poids compris entre 18 et 32 g. Cette étude a été menée selon les lignes
directrices de I'OCDE 423(OCDE, 2001).Chaque souris a recu 0,2 mL d'une dose unique,
évaluée en mg/Kg de poids corporel (mg/Kg PC) de la substance, avec des doses prédefinies
de 50, 300, 500, 2000 et 5000 mg/Kg PC pour 5 lots tests. Les souris du lot témoin ont recu
chacune également 0,2 mL d'eau distillée.

L'expérimentation a été conduite séquentiellement, lot par lot. D'abord le premier lot
de souris a recoit la dose unique de 50 mg/Kg PC. Ensuite, ils ont été mis en observation
pendant les premieres 4 heures qui ont suivi le gavage, et cela durant 24 heures. Les effets sur
le comportement des animaux traités ont été observés et les troubles symptomatiques ont été
notés. Le nombre de souris mortes a été comptabilise 48 heures aprés I'administration de la
substance. L'absence de mortalité observée avec les animaux de ce premier lot a permis
d'administrer la dose supérieure qui est de 300 mg/kg PC au second lot. Cette opération a été
réalisée avec la dose de 500mg/kg PC, 2000mg/kg PC et 5000 mg/kg PC pour chaque lot

respectif restant.

2-4- Etudes pharmacologiques sur la glycémie chez la souris
2-4-1- Techniques de mesure de la glycémie a I'aide du glucomeétre Accu-Chek

La glycémie a été mesurée a l'aide d'un lecteur de glucose (glucomeétre Accu-Chek a
bandelettes réactives). Ce glucométre renferme un orifice dans lequel a été introduite une
bandelette réactive pour la lecture de la glycémie. Cette bandelette comporte une couche
absorbante sur laquelle une goutte de sang a été déposée. La couche absorbante est finement
poreuse ou recouverte d'une membrane sur sa face interne qui retient les globules rouges et ne
laisse diffuser que le plasma vers les couches inférieures ou se trouve le réactif : la glucose-
oxydase associée a un chromogene. La coloration obtenue a été mesurée par réflectométrie
dans le lecteur de la glycémie et la valeur de la glycémie s’est affichée sur 1’écran du

glucometre (Figure 8). Cette valeur a été donnée en g/L (Desch, 2001).
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Affichage de la glycémie
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Figure 8: Photographie du glucometre Accu-Chek (Roche Diagnostics, Allemagne)

2-4-2- Mesure de la glycémie chez les souris normoglycémiques

L’évaluation des effets de Piliostigma thonningii sur la glycémie chez les souris
normoglycémiques, a été suivie a court terme durant 240 minutes (4 heures) aprés gavage des
animaux avec différentes doses de I'extrait aqueux de feuilles de cette plante. Cette expérience
a été faite sur 20souris de souche Swiss pesant entre 18 et 32 g. Ces animaux ont été répartis
en 4 lots de 5 souris et ont été initialement mis a jeun pendant 12 heures. Le poids moyen de
chaque lot a été détermine.

- Les souris du lot 1 (lot témoin) ont recu 0,2 mL d'eau distillée.

- Les souris des lots 2, 3 et 4 (lots tests) ont recu respectivement les doses 200 mg/Kg
PC, 400 mg/Kg PC et 600 mg/Kg PC de I'extrait aqueux de Piliostigma thonningii (EAPt).

La glycémie chez ces souris a €té mesurée a des intervalles de temps réguliers de 0, 30,
60, 90, 120, 150, 180, 210, 240 minutes apres. Cette méthode a consisté a déterminer 1’effet-
dose de [I’extrait aqueux de Piliostigma thonningii sur la glycémie des souris

normoglycémiques.

2-4-3- Mesure de la glycémie chez des souris hyperglycémiques
2-4-4- Mesure de la glycémie chez les souris hyperglycémiques prétraitées

Des souris normoglycémiques, de poids compris entre 18 et 32 g ont été mises a
jeunl12 heures avant I'expérience. Quatre lots de 5 souris ont été constitués et le poids moyen

de chaque lot a été déterminé. Ces lots de souris ont été répartis comme suit :
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- le lot 1 (R-T) est le lot témoin ou les souris ont recu 0,2 mL d'eau distillée ;

- le lot 2 (R-T +) constitue le témoin positif. C'est le lot composé de souris témoins
hyperglycémiques. Les souris de ce lot ont regu de I'eau distillée et, 30 minutes aprés, 4 g/Kg
PC de glucose anhydre ;

- le lot 3 (R-Glib) est constitué des souris qui ont recu le glibenclamide (sulfamide
hypoglycémiant oral) a la dose 5mg/Kg PC et, 30 minutes apres, 4 g/Kg PC de glucose
anhydre ;

- le lot 4 (R-EAPt) ou les souris ont recu 600 mg/Kg PC de I’EAPt et, 30 minutes
apres, 4 g/kg PC de glucose anhydre ;

L'évaluation des effets de Piliostigma thonningii(Fabaceae) sur la glycémie chez les
souris de cette série d’expérience, a été suivie a court terme durant 240 minutes (4heures).
Chez ces souris, la glycémie a éte mesurée juste avant le premier gavage (0 min) ensuite a 30

min, 60 min, 90 min, 120 min, 150 min, 180 min, 210 min et 240 min apres.

2-4-5- Mesure de la glycémie chez les souris hyperglycémiques post- traitées
Le protocole a été quasiment le méme que celui des souris prétraitées a la différence
que dans le présent cas, I’EAPt a la dose de 600 mg/Kg PC ou le glibenclamide (5 mg/Kg PC)

ont été administrés30 minutes apres I’hyperglycémie induite.

2-5- Mise en évidence de quelgues métabolites secondaires de I'extrait aqueux de
Piliostigma thonningii

La mise en évidence des métabolites secondaires consiste en des essais de
caractérisation des grands groupes de composés chimiques contenus dans I'extrait aqueux de
Piliostigma thonningii (Fabaceae). La détection de ces composés est basée sur le principe
qu'ils induisent des réactions chimiques en présence de réactifs appropriés (Wagner & Bladt,
2001). Ces tests ont été réalisés par les techniques analytiques décrites dans les travaux de
(Lazureski et al., 1966).Pour ces tests, une solution de ’EAPt a été préparée en dissolvant 5 g

de I'extrait dans 50 mL d'eau distillée.

2-5-1- Mise en evidence des stérols et polyterpénes

Pour mettre en évidence les stérols et les polyterpénes, un volume de 5mL de solution
de ’EAPt a été évaporé a sec, sans carboniser le résidu, dans une capsule sur bain de sable. Le
résidu a été ensuite dissout a chaud dans 1 mL d'anhydre acétique puis il a été ajouté avec

précaution un volume de 0,5 mL d'acide sulfurique concentré le long de la paroi du tube a
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essai contenant la solution. L'apparition d'un anneau pourpre ou violet virant au bleu puis au
vert a indiqué une réaction positive. Un essai témoin a été réalisé avec une solution

chloroformique de cholestérol.

2-5-2- Mise en évidence des polyphénols

Dans un tube a essai contenant 2 mL de solution aqueuse de I’EAPt, une goutte de
solution alcoolique de chlorure ferrique & 2 % a été ajoutée. L'apparition d'une coloration
bleue noiratre ou verte a témoigné de la présence des dérivés polyphénoliques. Un essali

témoin a éte réalisé avec une solution alcoolique d'acide gallique.

2-5-3- Mise en évidence des flavonoides

Dans une capsule, un volume de 2 mL de solution aqueuse de ’EAPt a été évaporé a
sec puis le résidu a été repris par 5 mL d'alcool chlorhydrique. La solution a été versée dans
un tube a essai et 2 a 3 copeaux de magnésium y ont été ajoutés. La coloration rose orangée
ou violacée obtenue a indiqué une réaction positive. La coloration a été comparée a celle du
quercétol standard (0,05 mg/mL) traité avec la méme quantité de réactif pour témoigner de la

présence des flavonoides.

2-5-4- Mise en évidence des composés quinoniques

Le réactif de Borntraeger permet de détecter les substances quinoniques. Pour cela, un
volume de 2 mL de solution aqueuse de I’EAPt a été évaporé a sec dans une capsule. Le
résidu obtenu a été trituré dans 5 mL d'acide chlorhydrique puis mis au bain-Marie bouillant
pendant 30 minutes. Apres refroidissement, I'hydrolysat a été extrait avec 2 mL de
chloroforme dans un tube a essai. Enfin, la phase chloroformique a été recueillie dans un autre
tube a essai ensuite 0,5 mL d'ammoniaque dilué au demi (réactif de Borntraeger) y a été
ajouté. L'apparition d'une coloration allant du rouge au violet a indiqué la présence des

quinones. Un témoin a été réalisé avec de la vitamine E.

2-5-5- Mise en évidence des alcaloides

La caractérisation des alcaloides a débuté avec I'évaporation a sec de 6 mL de solution
de ’EAPt dans une capsule. Le résidu a été repris par 6 mL d'alcool a 60°. La solution
alcoolique obtenue a éte répartie dans 2 tubes a essai. Dans le premier tube, il a été ajouté
deux gouttes de réactifs de Dragendorff. L'apparition d'un précipité d'une coloration brun-

rougeatre a indiqué une réaction positive. Dans le deuxiéme tube, deux gouttes de réactifs de
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Bouchardat ont éte ajoutées. L'apparition d'un précipité d'une coloration brun-rougeatre a
indiqué une réaction positive. Dans ces deux tests, un essai témoin a été realisé avec de la

quinine.

2-5-6- Mise en évidence des tanins

Il existe deux groupes de tanins :
- les tanins galliques, dérivés de I'acide gallique et combinés sous forme d'hétérosides
hydrolysables ;
- les tanins catéchiques, de nature non hydrolysable, formés de polymeéres de catéchols sous
forme condensée.

Ainsi, leur mise en évidence va se faire par deux réactions différentes :
- Tanins catéchiques

Dans ce cas, un volume de 5 mL de la solution de EAPt a été évaporé a sec dans une
capsule, puis un volume de 15 mL de réactif de Stiasny (formol 30 % - HCI concentré) a été
ajouté au résidu obtenu. Le mélange a été maintenu au bain-Marie a 80°C pendant 30 minutes
puis refroidi. L'observation de précipité en gros flocons a caractérisé la présence de tanins
catéchiques. La catéchine sert de témoin.
- Tanins galliques

La solution précédente a été filtrée a I'aide d'un papier filtre. Ensuite, de l'acétate de
sodium a été ajouté au filtrat. L'addition de trois gouttes de FeCls a 2 % a provoqué
I'apparition d'une coloration bleu noire intense traduisant la présence de tanins galliques. Un

essai témoin a été réalisé avec l'acide gallique.

3-Préparation des doses a administrer

Pour chaque dose a administrer, une solution mére de concentration C (mg/ml) en faisant
dissoudre une quantité Q (mg) de produit dans un volume V (ml) d’eau distillée tout en tenant
compte du nombre d’animaux a traiter. Un volume v de la solution correspondant a la dose D

(mg/kg de PC) a administrer a été calculé suivant la formule :

v=D.P/C

Ou P désigne le poids corporel de 1’animal (kg), Le volume est ensuite prélevé avant d’étre
administré a ’animal a 1’aide d’une sonde a gavage.
Le pourcentage d’augmentation de la glycémie sur un intervalle de temps donnée se calcule

comme suite :
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Pf - Pi
X 100

Pi

Pf = Glycémie finale
Pi = Glycémie initiale

4- Traitement des résultats

Le programme informatique GraphPad InStat (San Diego CA, USA) a éte utilisé pour
I'analyse statistique des résultats. Les valeurs ont été données sous forme de moyenne suivie
de I'erreur standard sur la moyenne.
La différence entre deux valeurs a été déterminée par le test de comparaison Student-
Newman-keuls. Elle a été considérée comme non significative (ns) pour une probabilité
supérieure a 5 % (P > 0,05) ou significative : (*) pour P < 0,05 ; (**) pour P < 0,01 ; (***)
pour P < 0,001.Le programme informatique GraphPad InStat (San Diego CA, USA) a été

utilisé pour tracer les courbes.
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I11- RESULTATS ET DISCUSSION
1- RESULTATS

1-1- Toxicité aigué de I’extrait aqueux de Piliostigma thonningii administré a des souris
par voie orale

Les études toxicologiques ont consisté a déterminer chez des souris la toxicité aigué
d’un extrait aqueux de Piliostigma thonningii (EAPt) administré par voie orale (gavage).Ces
études ont pour but d’observer les comportements symptomatologiques des souris apres
administration d’EAPt puis de déterminer les paramétres toxicologiques et la limite de
I'innocuité de cet extrait. Cette démarche scientifique vise non seulement a prévoir les risques
liés a I'administration de ce produit, mais aussi a déterminer un intervalle de doses non létales

pour les études pharmacologiques ultérieures.

1-1-1- Signes cliniques des souris aprés administration par voie orale de I’extrait aqueux
de Piliostigma thonningii

Aprés administration des doses prédéfinies de 50, 300, 500, 2000 et 5000 mg/Kg de
poids corporel (PC), il a été remarqué uniquement pour les doses de 2000 et 5000 mg/Kg PC
dans les 20 premiéres minutes du gavage, que les souris se déplacent en longeant les recoins
de la cage. Apres cela, les animaux se déplacent normalement, s'abreuvent, puis mangent

normalement. Ces observations ne sont pas faites pour les doses de 50, 300, 500 mg/Kg PC.

1-1-2- Mortalité des souris aprés administration par voie orale de I’extrait aqueux de
Piliostigma thonningii

L’étude de la toxicité aigué effectuée en tenant compte des recommandations de de
OCDE (2001) a montré que I'administration de I' EAPt aux doses successives de 50, 300, 500,
2000 et 5000 mg/Kg PC n'engendre aucune mort de souris pendant toute la durée de
I’expérimentation.

1-2- Effets pharmacologiques de I’extrait aqueux de Piliostigma thonningii (Fabaceae)
sur la glycémie de souris

1-2-1- Effets dose-réponse de I’extrait aqueux de Piliostigma thonningii sur la glycémie
chez des souris normoglycémiques

Les effets de 1’administration par voie orale de I’extrait aqueux de Piliostigma
thonningii (EAPt) aux doses respectives de 200, 400 et 600 mg/Kg PC sur la glycémie des

souris normoglycémiques sont présentés par la Figure 9.
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Il apparait que la glycémie des souris témoins n’ayant re¢u que de 1’eau distillée ne
varie pas significativement (P> 0,05) pendant toute la durée de cette étude (210 minutes).Elle
est de I’ordre de 0,85 + 0,04 g/L.

L’extrait aqueux Piliostigma thonningii a la dose de 200 mg/kg PC n’entraine pas également
une baisse significative (P > 0,05) de la glycémie des souris traitées. Par contre, I’extrait
aqueux de Piliostigma thonningii aux doses de 400 et 600 mg/Kg PC fait apparaitre des
baisses significatives et dose-dépendantes de la glycémie des souris traitées. En effet, avec
EAPt a la dose de 400 mg/Kg PC, la baisse de la glycémie devient significative (P < 0,05) au-
dela de 60 minutes. Ainsi, 210 minutes aprés I’administration de I’EAPt a cette dose, la
glycémie qui était initialement de 0,85 + 0.04 g/L passe a 0,64 + 0,045 g/L ; soit une baisse de
la glycémie de 24,70 % (P < 0,01). La dose de 600 mg/Kg PC de EAPt entraine une baisse
plus importante de la glycemie. En effet avec cette dose (600 mg/Kg de I’EAPt) une heure
apres, la glycémie initiale de 0,84+ 0,05 g/L passe deja a 0,7+ 0,04g/L soit une réduction de
16,66 % (P < 0,01).Elle s’accentue avec le temps pour atteindre, par rapport a la valeur de la

glycémie basale, soit une réduction de 1’ordre de 29,76 % (P < 0,01) et cela aprés 210minutes.

1.01 s
—e— R-T (H,O distillée)

~ 09% = EAPt (200 mg/ kg PC)
m 3
o 087 —+— EAPt (400 mg/kg PC)
S
S 0.7- .
S EAPt (600 mg/kg PC)
O

0.6-

05 L] L] L]

0 30 60 90 120 150 180 210

Temps (minutes)

Figure 9 : Effets dose-réponse de I’extrait aqueux de Piliostigma thonningii sur la glycémie
de souris normoglycémiques

Les résultats sont exprimés en moyenne + ESM ; (n = 5).

™ P < 0,01 par rapport aux souris témoins (RT).
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1-2-2- Effets de I’extrait aqueux de Piliostigma thonningii sur la glycémie chez des souris
hyperglycémiques
1-2-2-1- Variation de la glycémie chez des souris hyperglycémiques prétraitées

Dans cette série d’expériences, 30 minutes apres le traitement des souris avec EAPt a
600 mg/Kg PC ou avec le glibenclamide a 5 mg/Kg PC, il n’y a pas de variation significative
(P > 0,05) de la glycémie de ces animaux par rapport a leur glycémie basale. Pendant toute la
durée de cette étude (240 minutes), la glycémie des souris témoins (n’ayant regu que de I’eau
distillée, R-T) ne varie pas significativement. Par contre, les animaux traités avec le glucose
ont présenté, 30 minutes apres, des pics d’hyperglycémie dont les valeurs varient selon que les
animaux ont été prétraités ou non avec EAPt ou le glibenclamide. En effet, chez les souris
témoins hyperglycémiques ou témoins positifs (R-T+), cette augmentation de la glycémie est
de 0,88 £ 0,07 g/L alors que chez celles qui ont été prétraitées avec EAPt a 600 mg/kg PC (R-
EAPt) ou le glibenclamide a 5 mg/Kg PC (R-Glib), la glycémie augmente de 0,7 + 0,04 g/L et
0,53 + 0,06 g/L respectivement. Ainsi, comparativement a 1’hyperglycémie induite par le
glucose chez les souris témoins positifs, en présence d’EAPt ou le glibenclamide, cette
hyperglycémie est réduite respectivement de 20,45 % et 39,77 %

Chez les souris qui ont recu du glucose, apres les pics hyperglycémiques, la glycémie
diminue progressivement et le temps du retour a la valeur de la glycémie basale initiale varie
en fonction de la substance pré-administrée ou pas.

A partir des pourcentages de réduction de 1’hyperglycémie induite, il ressort que, dans
le cas des animaux qui ont recu uniquement 4 g/Kg PC de glucose (R-T+), la glycémie basale
est retrouvée 210 min apres ’administration du glucose. Par contre, chez les souris prétraitées
avec EAPtou avec le glibenclamide (R-Glib), la glycémie basale a été retrouvée apres 210
minutes et 180 minutes respectivement et, par la suite, apparaissent des hypoglycémies de
0,10 £ 0,02 et 0,21 + 0,08 g/L (Figure 10).
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Figure 10: Evolution en fonction du temps de la glycémie chez des souris hyperglycémiques
prétraitées avec 1’extrait aqueux de Piliostigma thonningii ou le glibenclamide

R-T : souris témoins ayant recu de I'eau distillée

R-T + : souris témoins hyperglycémiques ayant recu du glucose (4 g/Kg PC)

R-EAPt : souris ayant recu EAPt (600 mg/kg PC), puis du glucose (5 g/Kg PC)

R-Glib : souris ayant recgu le glibenclamide (5 mg/kg PC), puis du glucose (4 g/kg PC)

1-2-2-2- Variation de la glycémie chez des souris hyperglycémiques post-traitées

Les effets du traitement des souris avec EAPt a 600 mg/Kg PC ou le glibenclamide a
5 mg/kg PC, 30 minutes aprés 1’administration de 4 g/Kg PC de glucose anhydre a ces
animaux, sont présentés par la Figure 11.

L’administration du glucose aux souris fait apparaitre, 30 min aprés, des pics
d'hyperglycémie de l'ordre de 0,86+ 0,03 g/L. Par la suite, ces hyperglycémies diminuent
progressivement jusqu’au retour aux valeurs de glycémies basales initiales. Mais, ces baisses
d’hyperglycémie induites par le glucose et le temps du retour a la glycémie basale initiale sont
variables selon que les souris ont recu ou pas par la suite EAPt ou le glibenclamide.

Les pourcentages de réduction, en fonction du temps, de I’hyperglycémie induite par
le glucose chez des souris post-traitées ou pas avec EAPt ou le glibenclamide ont indiqué que
dans le cas des souris témoins hyperglycémiques (R-T+), le retour a la glycémie basale
initiale est survenu 240 minutes apres I’administration du glucose aux souris. Par contre,
lorsque les souris ont été post-traitées avec EAPt a 600 mg/Kg PC ou le glibenclamide a 5

mg/Kg PC, le retour a la glycémie basale initiale est survenu aprés 180 minutes et 150
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minutes respectivement apres I’administration du glucose aux souris. Dans ces deux cas, il
s’ensuit des hypoglycémies allant jusqu’a 0,19+ 0,01g/L et 0,26+ 0,04 g/L respectivement
jusqu’aa la fin de cette expérience.

2.0 —o— R-T (H,0 distillée)
Q 1.5 —s— R-T+ (Glucose)
g i, —+ R- EAPt (600 mg/Kg PC)
8 —+ R-Glib (5 mg/Kg PC)
O 051
0.0 —T— T —T— T

0O 30 60 90 120 150 180 210 240

Temps (minutes)

Figure 11:Evolution en fonction du temps de la glycémie chez des souris hyperglycémiques
post-traitées avec I’extrait aqueux de Piliostigma thonningii ou le glibenclamide

R-T : souris témoins ayant recu de I'eau distillée

R-T+ : souris témoins positifs (hyperglycémiques) ayant recu du glucose (4 g/kg PC)
R-EAPt : souris ayant regu du glucose (4 g/Kg PC), puis EAPt (600 mg/Kg PC)

R-Glib > souris ayant recu du glucose (4 g/Kg PC), puis le glibenclamide (5 mg/Kg PC)

1-3- Identification des phytoconstituants de Piliostigma thonningii

Le screening phytochimique a permis de mettre en évidence quelques groupes de
composés chimiques contenus dans I’extrait aqueux de feuilles de Piliostigma thonningii
(EAPt) (Tableau 1). Dans ce tableau, les tests en tubes de mise en évidence des métabolites
secondaires ont révélé la présence de polyphénols, de flavonoides, de saponosides,
d'alcaloides et de tanins catéchiques dans cet extrait. Par contre, des composés comme les
tanins galliques, stérols et polyterpénes, composés quinoniques se caractérisent par leur
absence.
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Tableau 1 : Résultats des réactions en tube pour la mise en évidence de quelques

métabolites secondaires dans I'extrait aqueux de Piliostigma thonningii

Composés chimiques recherchés | Réactions / Réactifs Résultats
Polypheénols Réaction au chlorure ferrique +
Stérols et polyterpenes Réaction de Liebermann- Bouchard | -
Flavonoides Réaction a la cyanidine +
Saponosides Agitation vigoureuse +
Composés quinoniques Réaction de Borntraeger -

Reactif de Dragendorff +
Alcaloides
Reactif de Bouchardat +
catéchiques Réactif de Stiasny +
Tanins
galliques Reactif a I'acide chlorhydrique -

+ :composes détectés (tests positifs)

- 1 composes non détectés (tests négatifs)

29



2-DISCUSSION

L’étude de la toxicité aigué a montré que I’EAPt administré par voie orale a la dose de
5000 mg/Kg PC n’a entrainé aucune mortalité chez les souris traitées. Selon Hodge & Sterner
(1943) et Diezi (1989), les substances ayant une DLso comprise entre 50 et 500 mg/Kg PC
sont toxiques et celles avec une DLso supérieure & 5000 mg/Kg sont pratiquement non
toxiques. Ce qui signifierait que ’EAPt est non toxique par voie orale. De plus, a cette dose,
I’extrait n’a pas entrainé de modifications importantes du comportement des souris traitées.
Ces résultats sont en accord avec les travaux de Bedou (2019) qui a montré que I’extrait
aqueux des fruits de Bauhinia thonningii administré par voie orale, n’entrainait aucune
mortalité chez des souris pour des doses supeérieures ou égale a 5000 mg/Kg PC. La DLsode
cet extrait est donc supérieure a 5000 mg/Kg de PC. Les mémes résultats ont été aussi obtenus
par Kahou Bi (2017) qui a montré que I’extrait aqueux de Pseudarthria hookeri était non
toxique a la dose de 5000 mg/Kg PC.

L’étude des effets pharmacologiques de I’extrait aqueux de Piliostigma thonningii
(EAPt) administré aux doses de 400 mg/Kg PC et 600 mg/Kg PC tout comme le
glibenclamide (molécule de référence) a induit une diminution hautement significative de la
glycémie des souris normoglycémiques et hyperglycémiques par rapport aux souris témoins
non traitées.

De méme, chez les animaux rendus hyperglycémiques par administration de glucose et
par la suite traités avec le glibenclamide ou avec I'EAPt, le retour de la glycémie a la normale
a éte plus rapide et plus prononcée, comparativement aux souris témoins hyperglycémiques.
Dans ces cas, apres le retour a la glycémie basale, une hypoglycémie a été observée.

Ces résultats indiqueraient que I'EAPt tout comme le glibenclamide, en plus d’étre
hypoglycémiante, a été une substance antihyperglycémiante, et que cet extrait pourrait
également prévenir les risques d'une hyperglycémie chronique. En effet, ces résultats sont en
accord avec ceux de Kahou Bi (2017) dont les travaux ont montré que 1’extrait aqueux de
Pseudatrhria hookeri, aux doses de 1000mg/Kg PC et 1200 mg/Kg PC entrainait une baisse
significative de la glycémie chez les rats normoglycémiques et hyperglycémiques.

Les effets antihyperglycémiants du glibenclamide peuvent s’expliquer par le fait que cette
substance peut diminuer la glycémie de facon aigué et pourrait stimuler la libération
d’insuline par le pancréas. En effet, le glibenclamide, administré a jeun, stimule
I'insulinosécrétion, diminue la sécrétion du glucagon, inhibe la libération hépatique du

glucose et potentialise les effets de I'insuline au niveau du foie (Jackson & Bressler, 1981
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Lecaque, 2011 ; Gebreyohannins et al., 2014 ; Kahou Bi, 2017 ). Les effets similaires de
I'EAPt et du glibenclamide sur la glycémie suggéraient que 1’extrait aqueux pourrait agir par
le méme mécanisme que la substance anti hyperglycémique de référence utilisée. Ainsi,
I’hypoglycémie et la réduction de I’hyperglycémie observées chez les souris traitées avec
I'EAPt pourraient s'expliquer par une stimulation de la sécrétion de l'insuline (mécanisme
résiduel) et/ou, probablement, par une augmentation de I'utilisation périphérique du glucose
en présence de I’extrait. Ceci ferait de l'extrait aqueux total de Piliostigma thonningii un
potentiel antidiabétique chez les diabétiques de type 2.

Ainsi, ces propriétés pharmacologiques seraient dues aux métabolites secondaires

présents dans cet extrait. Par ailleurs, le screening phytochimique a révélé la présence dans
I'extrait aqueux de Piliostigma thonningii, de polyphénols, les flavonoides, les saponosides,
les alcaloides et les tanins catéchiques. Par contre, les tanins galliques, les composés
quinoniques et les stérols et polyterpenes n'ont pas été mis en évidence dans cet extrait par les
tests en tubes. Ces résultats different de ceux de Bedou (2019) dont les travaux ont révélé
I’absence d’alcaloides dans I’extrait aqueux du fruit de Baunia thonningii. Ces différences
pourraient s’expliquer par le fait que les conditions de récoltes, les conditions de vie du
spécimen et méme les procédés d’extraction soient différents. En effet, selon plusieurs
auteurs, la composition chimique d’une essence végétale peut varier en fonction des
conditions environnementales, des saisons de récolte, de la méthode de séchage, du stade de
maturité des organes utilisés et de la méthode d’extraction (Igbal & Bangher, 2005 ; Sreelatha
& Padma, 2009 ; Sultana et al., 2009).
Ainsi, la présence d’alcaloides, de flavonoides et de tanins constitueraient un indicateur
important d’une activité hypoglycémiante ou antidiabétique probable de cet extrait. En effet,
des travaux ont indiqué que ces métabolites secondaires seraient doués de cette activité
(Guerci et al., 2001). En effet, d’autres travaux ont montré que les flavonoides peuvent
prévenir le diabete en inhibant I’alcalose réductase (Tringali, 2001 ; Huang et al., 2004 ;
Raccah, 2004).Les alcaloides possédent plusieurs applications pharmaceutiques chez 1’étre
humain. La vincamine est un alcaloide indolique reconnue pour ses propriétés vasodilatatrices
et hypoglycémiantes (Pamplona, 2001). Les travaux de Kim (1999) ont mis en évidence
l'inhibition de l'a-glucosidase par les alcaloides. Par ailleurs, I’hypoglycémie est plus
prononcée lorsque des composées de types flavonoides et alcaloides agissent de facon
synergique (Kim et al., 2006 ; Sy et al., 2008).
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

La présente étude vise a prouver scientifiguement les potentiels effets
pharmacologiques sur la glycémie d’un extrait aqueux de Piliostigma thonningii (EAPt).

Les études de toxicité aigué ont révélé que ’EAPt est non toxique a la dose de 5000
mg/Kg PC lorsqu’il est administré par voie orale. Aussi, les résultats des effets
pharmacologiques de I’EAPt sur la glycémie montrent que cet extrait possede des propriétes
hypoglycémiantes et antihyperglycémiantes chez les souris. Par ailleurs, le screening
phytochimique a mis en évidence la présence de polyphénols, de flavonoides, d'alcaloides, de
saponosides, de tanins catéchiques dans I’EAPt. Ces métabolites secondaires seraient
responsables des effets pharmacologiques observés lors de 1’administration de cet extrait (400
mg/Kg PC et 600 mg/Kg PC) aux souris. Les propriétés hypoglycémiantes et
antihyperglycémiantes de [’extrait justifieraient I’utilisation de cette plante par les
tradithérapeutes dans le traitement du diabéte. Mais avant cela, des études complémentaires
sont nécessaires.

Ainsi, il sera ultérieurement envisagé de :

- tester cet extrait par voie intrapéeritonéale afin de savoir sa tolérance par cette voie et
de faire une étude comparée avec I’administration par la voie orale ;

- tester ’EAPt sur le diabéte induit expérimentalement chez les rats par la
streptozotocine ou chez les lapins par l'alloxane ;

- réaliser des fractionnements bio-guidés pour mettre en évidence la ou les fractions
bioactives de ’extrait total ;

- identifier les composés bioactifs issus du fractionnement de I'extrait total et elucider

leur mécanisme d'action.
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RESUME

Le présent travail vise a évaluer la toxicité aigué orale et I'activité antihyperglycemiante de I'extrait aqueux
des feuilles de Piliostigma tonninghii. Ainsi, apres une étude phytochimique de I'extrait, 2 lots de souris ont
servi a I'étude toxicologique, les lots 1 et 2 ont recu respectivement de I'eau distillée et 5000 mg/kg de PC de
I'extrait par voie orale. Quant a I'évaluation de l'activité antihyperglycemiante, un test sur I'effet dose-
reponse aété effectué sur 5 lots de 5 souris normoglycemiques. Le lot 1 témoin a recu de l'eau distillée, le
lot 2 a recu duglibenclamide a la dose de 5 mg/kg de PC, les lots 3 a 5 ont recu les doses de 200, 400 et 600
mg/kg de PC de I'EAPt, et la glycémie des animaux a été releve avant administration, puis de 30 min, 1h,
jusqu’a 4h aprés administration des différentes substance. Ensuite, I'effet antihyperglycemiant a été évalué
par prétraitement puispar un post-traitement avec administration des substances pharmacologiques au doses
de 400 et 600 mg/Kg dePC pendants 4 heures de temps sur 4 lots de 5 souris. Les résultats ont montré que
I’extrait aqueux des feuilles de piliostigma thonningii n’etait pas toxiques par gavage a la dose de 5000
mg/Kg de PC; Aussi les résultats des effets pharmacologiques de I’EAPt sur la glycémie ont montré que
cet extrait possedait des propriétés hypoglycémiantes et antihyperglycémiantes aux doses de 400 et 600
mg/Kg de PC chez les souris. Par ailleurs, le screening phytochimique a mis en évidence la présence de
polyphénols, les alcaloides, les saponosides, les flavonoides, les tanins cathechiques, les polyterpénes et les
stérols. Ces métabolites secondaires seraient responsables des effets pharmacologiques observes lors de
administration de cet extrait aux souris.Les propriétés hypoglycémiantes et antihyperglycémiantes de
I’extrait justifieraient I’utilisation de cette plante parles tradithérapeute dans le traitement du diabéte.

Mots clés: toxicité, glycémie, antihyperglycemiant, souris

ABSTRACT

The present work aims to evaluate the acute oral toxicity and the antihyperglycemic activity of the aqueous
extract of the leaves of Piliostigma tonninghii. Thus, after a phytochemical study of the extract, 2 batches
of mice were used for the toxicological study, batches 1 and 2 received respectively distilled water and
5000 mg/kg of BW of the extract orally. As regards the evaluation of the antihyperglycemic activity, a test
on the dose-response effect was carried out on 5 batches of 5 normoglycemic mice. Control lot 1 received
distilled water, lot 2 received glibenclamide at a dose of 5 mg/kg of BW , lots 3 to 5 received doses of 200,
400 and 600 mg/kg BW of EAPt, and the glycemia of the animals was recorded before administration, then
from 30 min, 1 hour, up to 4 hours after administration of the various substances. Then, the
antihyperglycemic effect was evaluated by pretreatment and then by post-treatment with administration of
pharmacological substancesat doses of 400 and 600 mg/Kg of BW for 4 hours in 4 groups of 5 mice. The
results showed that the aqueousextract of the leaves of piliostigma thonningii was not toxic by gavage at a
dose of 5000 mg/Kg of BW; Also the results of the pharmacological effects of EAPt on glycaemia showed
that this extract had hypoglycemic and antihyperglycemic properties at doses of 400 and 600 mg/Kg of
BW in mice. In addition, the phytochemical screening revealed the presence of polyphenols, alkaloids,
saponosides, flavonoids, catechic tannins, polyterpenes and sterols. These secondary metabolites are
responsible for the pharmacological effects observed when this extract is administered to mice. The
hypoglycemic and antihyperglycemic properties of the extract justify the use of this plant by traditional
therapists in the treatment of diabetes.

Key Words: Toxicity, Blood Sugar, Antihyperglycemic, Mouse



