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AVANT-PROPOS

La filiere Biologie Santé, est 1’une des filiéres de ’'UFR Agroforesterie a 1’Université Jean
Lorougnon Guéde de Daloa, dont I’objectif principal est de valoriser scientifiguement la
pharmacopée traditionnelle africaine. Elle vise & mettre au point des médicaments a base de
plantes médicinales efficaces et pouvant aider dans le traitement des maladies infectieuses.

La présente étude a été réalisée sous la direction du Docteur ACKAH Jacques Auguste
Alfred Bognan, Maitre de Conférences au Laboratoire d’ Agrovalorisation a 1’Université Jean
Lorougnon Guédé de Daloa. Elle s’inscrit dans le cadre de la valorisation des especes végétales
utilisées dans la prise en charge de certaines maladies métaboliques telles que le diabete du type
Il et I'obésité. Le théeme que nous abordons dans ce présent mémoire est I'effet préventif et
curatif des extraits d’écorces de Carapa procera et de la plante entiére de Corchorus olitorius
sur des rates wistars rendues diabétiques par un régime hypercalorique. Les travaux débutés en
2019, ont été réalisés en partenariat avec certains centres et institutions de recherche dont
1I’Université Felix Houphouét Boigny (UFHB), I’Institut National de Santé Publique (INSP), le
Comité National d’éthique des Sciences de la vie et de la Santé (CNESVS ref : 044-
21/MSHP/CNESVS-Km) et l'unité de fabrication artisanale de phyto-médicament DJEKA
PHARMACO.

Nous avons axé nos recherches lors de cette étude sur les tests phytochimiques et les tests
de cytotoxicité des extraits des especes de plantes de Carapa procera et de Corchorus olitorius,
les activités antihyperlipidémique et antihyperglycémique in vivo sur des rates chez qui nous

avons induit le diabéte.
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Introduction

Un défi majeur de notre époque reste le traitement efficace et durable des maladies qui
se sont accrues avec le fort taux d'urbanisation. En 2011, & sa 66 *™assemblée générale,
I'Organisation des Nations Unies (ONU) a classé les maladies non transmissibles comme un
nouveau défi dans la lutte pour I'amélioration de la santé (Alwan et al., 2011). Au nombre de
ces pathologies, le diabéte prend une part prépondérante. Le diabéte est un probléme de santé
publique dans le monde. Cette pathologie touche environ 4 % de la population mondiale et on
s'attend & une augmentation de 5,4 % en 2025 (Al-Achi, 2005). Le diabete, caractérisé par une
hyperglycémie permanente, apparait lorsque la concentration du sucre a jeun est supérieure a
1,26 g/l (Ghalandari et al., 2015 ; Tenenbaum et al., 2018). Cette anomalie métabolique est due
aun déficit de sécrétion de I’insuline (hormone chargée de la dégradation des glycoses apportés
par 1’alimentation) par le pancréas ou lorsque le corps est incapable d’utiliser efficacement
I'insuline qu'il sécrete ces faits sont a 1’origine de la classification du diabéte en deux types
spécifiques : le diabéte de type | et le diabéte de type II.

Le diabéte de type | (précédemment connu sous le nom de diabete insulinodépendant ou
juvénile) qui survient quand le pancréas ne produit pas suffisamment d’insuline et exige une
administration quotidienne de cette derniere. Il touche généralement le sujet jeune avant 30 ans
et ses symptomes sont les suivants : excrétion excessive d’urine (polyurie), sensation de soif
(polydipsie), faim constante, perte de poids, altération de la vision et fatigue. Ces symptémes
peuvent apparaitre brutalement (Johnson, 1983).

Le diabéte de type Il (précédemment appelé diabéte non insulinodépendant ou diabete de la
maturité) qui résulte d’'une mauvaise utilisation de 1’insuline par I’organisme ; forme de diabéte
retrouvé chez les adultes et les obéses.

A coté de ces deux formes qui constituent le diabéte primitif, il y a le diabéte gestationnel
(induit par certaines grossesses, mais qui disparait d'ordinaire apres la naissance) et le diabéte
Mody (Maturity Onset Diabetes of the Young) qui est un diabéte secondaire a une mutation au
niveau de facteurs transcriptionnels (Simon, 2002).

Le diabete de type I, insulinodépendant (DID) est actuellement maitrisé surtout apreés la
synthése de I’insuline recombinante (Johnson, 1983). Pour le diabéte de type II (DNID), le
champ de recherche est encore ouvert. Ce type représente un probléme de santé préoccupant,
en progression dans presque toutes les régions du monde (Imbert, 2008). 1l est le plus répandu
et représente environ 90 % de 1’ensemble des diabétes sucrés (Simon, 2002). Il se caractérise
par une résistance périphérique a I’insuline et une hyperglycémie résultant de plusieurs facteurs

I’age, 1’environnement, le comportement (la réduction des activités physiques et

I’augmentation de la consommation d'alcool, accroissement de la consommation de graisses,
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surtout saturées, reduction de la consommation de fibres) et aussi le stress de la vie moderne
(Simon, 2002 ; Reaven, 2005). Les complications secondaires (micro-angiopathie, cécité,
néphropathie) qui en résultent entrainent des répercussions néfastes sur 1’état de santé des
diabétiques et causent chaque année beaucoup de mortalité (Ravi et al., 2005). Selon les
estimations de I’OMS, plus de 347 millions de personnes sont diabétiques dans le monde et
plus de 80 % des déces par diabéte se produisent dans des pays a revenu faible ou intermédiaire.
L’OMS prévoit qu’en 2030, le diabéte sera la septieme cause de déces dans le monde (OMS,
2013). Selon la Féderation Internationale du Diabéte (IDF), le taux de prévalence du diabete en
Afrique subsaharienne augmentera de 98 % entre 2010 et 2030 si des mesures urgentes
préventives ne sont pas prises pour freiner son incidence (FID, 2021).

En Cote d’Ivoire, le diabéte est en pleine expansion, du fait du changement de mode de
vie de la population avec une prévalence de (6,2%), soit 700000 personnes atteintes dans la
population (AIP, 2019). Cette évolution clinique exige chez le diabétique un traitement a vie,
bien suivi et une auto-surveillance réguliere, trés onéreux en milieu hospitalier, faisant appel a
’association de plusieurs thérapies. Ces colits prohibitifs pour les populations des pays pauvres,
qui accedent difficilement aux médicaments modernes, orientent les malades vers les remédes
traditionnels a base des plantes médicinales (Béne et al., 2016). Ces plantes ont la capacité de
produire des substances naturelles trés diversifiées. A coté des métabolites primaires, elles
accumulent fréquemment des métabolites dits secondaires qui représentent une source
importante de molécules utilisables par 1’Homme en particulier dans le domaine
pharmacologique (Marouf & Joél, 2007 ; Dibong et al., 2011 ; Zerbo et al., 2011). L’OMS
encourage l’intensification de la recherche des pistes incluant celles qui ont recours aux
traitements traditionnels a base de plantes médicinales (Berthiot, 1995 ; Anderson & Markham,
2006).

C’est dans cette optique que certains chercheurs se sont appuyés sur les vertus médicinales
des plantes de la pharmacopée dont on dénombre 50 000 especes aux propriétés médicinales
avérees selon Adjanohoun (1990) qui pourraient étre de nouvelles tétes de series de
médicaments pouvant permettre de constituer un « arsenal » thérapeutique nouveau, mieux
outillé plus efficace et a moindre codt. La filiere biologie santé du laboratoire d’agrovalorisation
s’inscrit dans cette logique en ayant pour approche, d’explorer les plantes de la pharmacopée
ivoirienne afin de détecter celles pouvant étre a I’origine de nouveaux médicaments
antidiabétiques. Pour y parvenir, une enquéte ethnobotanique a été mené en 2016 qui a abouti
a la sélection de nombreuses plantes parmi lesquelles, on compte des especes a activités anti-

infectieuses, anti-drépanocytaires, anti-diabétiques (Bouquet & Debray, 1974 ; Gueye et al.,
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2010 ; Tra Bi et al., 2016). Au nombre de ces plantes, figurent Corchorus olitorius et Carapa

procera utilisées dans le traitement du diabete (Gueye et al., 2010).

L'objectif est de contribuer & la valorisation de la pharmacopée ivoirienne a travers la prise

en charge des patients diabétiques a partir de Carapa procera et de Corchorus olitorius deux

plantes médicinales issues de cette pharmacopée.

Dans la présente étude, il s’agit plus spécifiquement de :

Faire le tri phytochimique des extraits de plantes ;

Etudier la Cytotoxicité des extraits de plantes sur les cellules humaines et animales ;
Evaluer I’effet des extraits aqueux de 1’écorce de Carapa procera (ext 1) et de la plante
entiere Corchorus olitorius (ext 2) en préventif ;

Evaluer I’effet des extraits aqueux de 1’écorce de Carapa procera (ext 1) et de la plante

entiere Corchorus olitorius (ext 2) en curatif.

Hormis I’introduction et la conclusion, ce mémoire s’articule autour de trois grandes parties.

La premiere partie presente les généralités. Une deuxiéme partie décrit le matériel utilisé et la

méthodologie adoptée pour mener cette étude. Une troisieme partie présente les résultats

obtenus et leurs discussions est suivie de la conclusion et des perspectives de recherches.
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Généralités

1.1. Diabete
1.1.1. Généralite sur le diabete

Selon I’Organisation Mondiale de la Santé, le diabéte est une maladie chronique qui survient
lorsque le pancréas ne produit pas suffisamment d'insuline ou que I'organisme ne peut pas
utiliser efficacement I'insuline qu'il produit. Cela se traduit par un taux de sucre dans le sang
(glycémie) élevé : on parle d’hyperglycémie (OMS, 2019). L’ hyperglycémie est due a une
altération de la sécrétion d’insuline en réponse au glucose par les cellules B du pancréas
endocrine, et une diminution de la sensibilité tissulaire principalement des muscles
squelettiques, du tissu adipeux et du foie aux effets de I’insuline, ce qui se traduit par une
insulinorésistance (DeFronzo et al., 2015). Les criteres diagnostiques du diabéte sont fondés
sur les seuils de glycémie associés aux maladies microvasculaires, la rétinopathie en particulier
(ADA, 1997). Une hyperglycémie chronique est définie soit par une glycémie a je(n supérieure
a 1,26 g/l (7 mmol/l) ou une glycémie supérieure a 2 g/l (11,1 mmol/l) a n’importe quel moment
de la journée ou lors d’une hyperglycémie provoquée par voie orale a deux reprises. Le diabéte
est associé aux complications aigués, mais aussi aux complications a long terme touchant les
vaisseaux sanguins, les nerfs, les reins, le cceur et les yeux (Dehayem, 2016).
1.1.2. Classification étiologique du diabete

Une nouvelle classification du diabéte sucré a été proposée par un groupe d’experts sous la
responsabilité de 1’Association Américaine du Diabéte (ADA) remplagant celle ¢laborée en
1979 (Tableau I) par le National Diabétes Data Group (NDDG) et confirmée en 1980 par I’OMS
(Rodier, 2001). Les expressions de diabéte insulinodépendant et non insulinodépendant sont
supprimées. La nouvelle classification définit le diabéte du type 1, le diabete de type 2 et les
autres types de diabéte d’étiologies spécifique (Buysschaert & hermans, 1998) .
1.1.2.1. Diabete de type 1

Le diabete de type 1 ne concerne généralement qu’une minorité de la totalité¢ de la
population atteinte du diabéte, soit 10 a 15 % des diabétiques (OMS, 2009). Cela dit, son
incidence ne cesse d’augmenter, aussi bien dans les pays pauvres que les pays riches. Le diabéte
de type 1 (DT1) est occasionné par une carence en sécrétion d'insuline et par conséquent une
altération importante du métabolisme du glucose. Il apparait généralement avant I'age de trente
(30) ans (Alberti & George, 2010). 11 s’agit d’une maladie auto-immune dont la destruction de
la cellule B est essentiellement due a une infiltration des ilots par des lymphocytes T CD4 Helper
et des lymphocytes T CD8 Cytotoxiques conduisant a un déficit en insuline. Ce processus se
déroule pendant plusieurs années et au cours de cette période, des auto-anticorps dirigés contre

certains antigenes pancréatiques se produisent (Dubois-Laforgue, 2010). Le diabete de type 1
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est le diabéte insulinopénique primaire qui est classé en diabete auto-immun (type 1 A) et en
diabéte idiopathique (type 1B) (Marker & Maclaren, 2001).
Tableau I : Classification étiologique du diabéte (ADA, 2014)

-Diabete sucré de type 1
» Auto-immun (trouble des cellules )
» Idiopathie (rare, sans élément pour facteur auto-immun)
-Diabéte de type 2
» Résistance a I’insuline et
» Défaut de sécrétion d’insuline
-Autres types de diabéte ou diabete sécondaire
Défaut fonctionnel primaire de la cellule f du pancréas : MODY (Maturity-onset Diabetes of
the Young). Actuellement, au moins 7 génes sont impliqués dans 1’apparition de cette
maladie :
e MODY 1 : Mutation du HNF-4a (Facteur nucléaire 4a de 1’hépatocyte)
e MODY 2 : Mutation déficitaire du géne de la GCK
e MODY 3 : Mutation du géne HNF-1a,
e MODY 5 : Mutation du HNF-1 béta
e Formes rares de MODY (MODY 4 : Mutation au niveau de I'lPF-1, MODY 7
e Diabéte néonatal transitoire, Diabéte néonatal permanent
» Défaut génétique dans I’action de I’insuline

e Résistance a I’insuline de type A, Lépréchaunisme, Diabéte lipo-atrophique,
e Syndrome de Rabson-Mendenhall : défaut des récepteurs de I’insuline, et autres

» Maladie du pancréas exocrine (Pancréatite, néoplasie, fibrose Kkystique,
hémochromatose)

» Endocrinopathies (Acromégalie, syndrome de Cushing, pheochrocytome)

» Induit pas les médicaments et produits chimiques (stéroides, pentamidine, acide
nicotinique, diazoxyde, thiazides, inhibiteur de la protéase, autres)

» Infections (Rougeole congénitale, oreillons, virus coxsackie, cytomégalovirus

» Formes rares de diabete immunogéne (syndrome de stiff- Man, anticorps anti-
insulinerécepteurs, autres)

» Autres syndromes génétiques associés au diabéte (trisomie 21, syndrome de
Klinefelter, syndrome de turner, dystrophie myotonique, autres)

-Diabéte gestationnel

1.1.2.1.1. Diabeéte de type 1 auto-immun

Le Diabéte de type 1A est un diabete polygénique et est le plus répandu, car il représente
80-90 % de tous les cas de DT1 (OMS, 1999 ; Daneman, 2006). C’est une pathologie
inflammatoire chronique qui entraine la destruction sélective des cellules B des ilots
pancréatiques (Atkinson & Eisenbarth, 2001). Ces cellules sont affectées par un processus

impliquant des mécanismes spécifiques d'auto-immunité cellulaire et humorale contre leurs
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antigenes. Une défaillance des cellules T régulatrices sur ce processus est impliquée (Chatila,
2009). L'autre sous-type de ce groupe est le diabete auto-immun latent chez I'adulte (Fourlanos
et al., 2006), qui apparait aprés I'dge de 35 ans et est fréiquemment associé a d'autres maladies
endocriniennes auto-immunes. Le diabete de type 1A se déroule en trois étapes successives :
une phase de latence : caractérisée par une prédisposition genétique ; une phase préclinique :
silencieuse, caractérisée par I’activation du systéme immunitaire contre les cellules 3 des ilots,
suivie de la destruction progressive de ces cellules B et une phase de diabéte Clinique :
caractérisée par une hyperglycémie (Bouhours-Nouet & Coutant, 2005).
1.1.2.1.2. Diabéte type 1 idiopathique

Le Diabete de type 1B représente une minorité de diabétique (Drouin et al., 1999). Chez les
Africains, il se traduit parfois par une acidocétose révélatrice aprés laquelle I'insulinothérapie
n'est plus nécessaire (Caquet, 2012). Lorsque cette hyperglycémie se manifeste cliniquement,
pres de 80% des cellules B sont ravagées. C’est une maladie silencieuse qui débute souvent vers
le jeune age (enfance ou adolescence) et se manifeste la plupart du temps vers la vingtaine. Elle
est diagnostiquée par une glycémie élevée ainsi que par la présence d’auto-anticorps (contre les
Tlots pancréatiques et contre 1’insuline) dans la circulation sanguine. Le diagnostic de la maladie
doit se faire rapidement pour débuter I’insulinothérapie (injection d’insuline exogéne) et
préserver le maximum et le plus longtemps possible le peu de cellules B restantes intactes
(Ouchfoun, 2010). Le seul traitement possible du diabéte de type 1 B est I'utilisation de
I’insuline étant donné que 1’insuline est en manque (Brue et al., 2008).
1.1.2.2. Diabete de type 2

Le diabete de type 2 est dii @ une mauvaise utilisation de I’insuline par les cellules de
I’organisme, que 1’on appelle phénomene d’insulino-résistance, puis a un épuisement des
cellules sécrétrices amenant a une insulino-déficience. Il s’agit du diabéte le plus fréquent
puisqu’il représente 85 % des sujets diabétiques. Le diabéte de type 2 évolue progressivement
sur plusieurs années, de maniére insidieuse puisque les symptémes ne sont pas toujours visibles
et se caracterisent par deux phases. On assiste tout d’abord a une résistance des cellules de
I’organisme a I’insuline. Cette résistance se développe avec 1’age et est physiologique.
Cependant, elle va étre aggravée par un exces de tissus adipeux en cas de surpoids et surtout
d’obésité. On appelle ce stade la « phase d’insulinorésistance » (Ouchfoun, 2010). L’organisme
va alors tenter de s’adapter en augmentant dans un premier temps, la production d’insuline par
le pancréas. C’est ce que 1’on appelle I’hyperinsulinisme. Effectivement, plus on augmente la
concentration d’insuline circulante, plus la probabilité d’action de la molécule est importante.

Apres plusieurs années d’hyperinsulinisme (une a deux décennies), le pancréas s’épuise et
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n’arrive plus a sécréter suffisamment d’insuline pour réguler le taux de sucre dans le sang
(Saltiel & Kahn, 2001). On en arrive a la « phase d’insulino-déficience ». Le plus souvent, le
diabéte de type 2 demeure asymptomatique et évolue en silence jusqu’au jour ou il est découvert
a I’occasion d’une prise de sang. A ce moment-la, un traitement va pouvoir étre mis en place
dans le but de diminuer la glycémie et de prévenir les complications.
1.1.2.3. Autres types de diabéte
1.1.2.3.1. Diabete gestationnel

Le diabete gestationnel ou diabete de grossesse est une préoccupation croissante. Ce type
de diabete survient au cours de la grossesse, surtout pendant le 2°™ ou 3°™ trimestre ou les
besoins en insuline sont beaucoup plus importants qu’en temps normal. De plus, certains
facteurs tels que les hormones de croissance et placentaires diminuent I’action de 1’insuline. Le
diabete gestationnel est détecté par la présence élevée de glucose sanguin chez la femme
enceinte. Il expose la mére ainsi que 1’enfant a plusieurs risques, voir méme la possibilité d’étre
atteint de diabéte de type 2 au cours de leur vie (Ouchfoun, 2010).
1.1.2.3.2- Diabetes de type MODY

Ils ont été a juste titre séparés du diabete de type 2 et individualisés grace a leurs
caractéristiques génetiques et moléculaires (Drouin et al., 1999). Survenant généralement
durant 1’adolescence ou chez 1’adulte jeune, ils sont liés a des défauts génétiques de la fonction
de la cellule béta pancréatique. (Ex : mutation du gene de la glucokinase). Le défaut génétique
dans I’action de I’insuline est la résistance a I’insuline de type A (le préchaunisme, syndrome
de Rabson-Mendenhall : défaut des récepteurs a I’insuline, diabéte lipo-atrophique, autres). Les
syndromes génétiques associés au diabéte sont la trisomie 21, le syndrome de Klinefelter, le
syndrome de Turner et le dystrophie myotonique (Spinas & Lehmann, 2001).
Actuellement, cinq défauts différents sont connus dans le diabéte de type MODY (Mbodj, 2003)
a savoir :
MODY 1 : di a un défaut du facteur nucléaire 4 o de I’hépatocyte (hepatocyte nuclear factor
40 (HNF-4))
MODY 2 : défaut de la glucokinase
MODY 3 : défaut de HNF-1
MODY 4 : défaut de facteur 1 du promoteur de ’insuline (IPT-1)
MODY 5 : défaut de HNF-1a, diabete mitochondriale.
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1.1.2.3.3- Diabetes secondaires

Ces types de diabétes sont souvent appelés diabétes spécifiques, puisqu’ils sont liés a une
cause bien définie (Tableau I). Ces causes peuvent étre de nature génétique, comme le diabéte
MODY (Maturity Onset Diabetes Of the Young), et affecter la fonction des cellules. Les
diabetes secondaires peuvent aussi découler de 1’évolution d’une autre maladie, telles que les
maladies endocrines (Syndrome de Cushing, hyperthyroidie), les maladies du pancréas
(pancréatite, cancer du pancréas) et les maladies du foie (cirrhose, hépatite C). Certains
médicaments comme les corticoides peuvent aussi induire ce type de diabete (Naik & Palmer,
2003).
1.1.3. Epidémiologie

Le diabéte sucré est un probléeme de santé majeur présent partout dans le monde. Les études
épidémiologiques ont montré qu’il touche indistinctement toutes les populations et toutes les
tranches d’age. A I’échelle mondiale, le nombre de patients diabétiques est en augmentation
spectaculaire ces derniéres années (Baceld, 1996). A [I’instar d’autres maladies non
transmissibles, la hausse du diabete se fait surtout ressentir dans les zones urbaines des pays a
faible et moyen revenu. Selon les estimations de la Fédération Internationale du Diabéte (FID),
175 millions de personnes, soit prés de la moitié de personnes atteintes de diabete, ne savent
pas qu’elles souffrent de cette maladie (FID, 2017). Ces chiffres s’expliquent par le lien étroit
qu’il existe avec le mode de vie, incluant I’inactivité physique et le choix alimentaire (Cecchini
et al., 2010). En effet la croissance économique et le développement facilite 1’accés aux
commodités modernes, augmentant ainsi 1’apport calorique et réduisant les dépenses
énergétiques (Hamkes, 2006). Par ailleurs, les régions sont diversement affectées a des degrés
trés divers. Ainsi, les régions de 1’Asie du Sud-Est et du Pacifique Occidental constituent
I’épicentre de la crise du diabete : la Chine compte a elle seule 121 millions de personnes
atteintes de diabéte et 1’Inde 74 millions. La prévalence du diabéte a quadruplé aux Etats-Unis
depuis les années 1980, touchant 30,2 millions d’ Américains en 2017, soit pres de 13% de la
population. La maladie est la conséquence majeure de I’augmentation de 1’obésité outre-
Atlantique, générée par des habitudes alimentaires néfastes. Plus de 36 % de la population
américaine est obese, selon I’agence fédérale chargée de la prévention des maladies (FID,
2019). A I’opposé, I’ Afrique présente le taux le plus faible (4,7 % en 2019) en raison de la sous-
nutrition, d’un taux d’obésité inférieur et d’une urbanisation moins importante (Figure 1).
Néanmoins, face a 1’inégalité¢ des systemes de soins et de I’accés aux traitements colteux
(antidiabétique, insuline), la maladie est beaucoup plus mortelle en Afrique et en Asie. Le

diabete représente 10,7 % de la mortalité mondiale. Ce chiffre est plus élevé que le nombre
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combiné de décés en 2015 du au SIDA (1,1M), a la tuberculose (1,8M) et au paludisme (0,4M).
Plus de trois quarts des morts liés au diabéte en 2013 ont été enregistrés chez des personnes de
moins de 60 ans (FID, 2013). Toutefois, selon les estimations de la FID ce chiffre devrait
doubler d’ici a 2035. Ce qui représente un facteur inquiétant pour la capacité de développement
de I’Afrique. De plus, les données actualisées publiées par la FID indiquent qu’en Afrique, la
prévalence du diabete de type 2 est de 4,8 %. Ce taux est plus élevé dans les Tles Maurice avec
23,8 % suivi des Tles de la Réunion (16,95 %), puis viennent respectivement les Seychelles
(12,1 %), le Gabon (10,7 %) et le Zimbabwe (9,7 %) (Mbanya et al., 2014). L’ Afrique reste le
continent dont la prédiction pour I’horizon 2035 sera en progression de 110 % avec le taux de
mortalité le plus élevé au monde. En outre, prés de 75,1 % des cas de diabéte ne sont pas
diagnostiqués et les zones rurales restent les plus indexées (Peer et al., 2014). En Cote d’Ivoire,
les estimations de la FID indiquent une prévalence de 5,19 % avec 501530 cas de diabéte et 11
884 déces liés a cette pathologie (FID, 2013).

N
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Nord & Caraibes

Er5 13,0%
€D 12,3%
e 11,1%
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€25 11,4%
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Figure 1 : Prédiction de la prévalence du diabéte chez les adultes (20 a 79 ans) de 2019 a 2045
(FID, 2019)
1.1.4. Critéres de diagnostic
De nouveaux criteres de diagnostic du diabete sucré ont été établis par I’ American Diabetes
Association (ADA) sur la base d’études épidémiologiques qui ont permis de corréler les
niveaux de la glycémie et le risque de survenue ultérieure d’'une microangiopathie (rétinopathie,
néphropathie et neuropathie) et des complications cardiovasculaires (coronaropathie et artérite

des membres inférieurs) (ADA, 1997). Par la suite, ces critéres ont été retenus successivement
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par 1I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), I’Association de Langue Francaise pour
I’Etude du Diabete et des Maladies métaboliques (ALFEDIAM) et 1’Agence Nationale
d’Accréditation et d’Evaluation en Santé (ANAES) (Drouin et al., 1999 ; Alberti & Zimmet,
1998). Les critéres de diagnostics du diabéte ont fait 1’objet de débats et de mises a jour au fil
des décennies, mais les critéres actuels de I’OMS préconisent d’observer 1’¢lévation des taux
de glucose dans le sang pour diagnostiquer le diabéte (Tableau Il). Les valeurs ci-apres sont
utilisées comme critéres diagnostics : pour le diagnostic du diabete sucré, il faut observer un
taux d’hémoglobine glyquée (HbAlc) > 6,5 %, comparable a un taux de glucose plasmatique a
jeGne > 7,0 mmol/l (1,26 g/l) ou un taux de glucose plasmatique aprés deux heures
d’hyperglycémie provoquée par voie orale (HGPO) > 11,1 mmol/l (2 g/l) ou un taux de glucose
plasmatique > 11,1 mmol/l accompagné de symptomes hyperglycémiques. Pour le diagnostic
de pré-diabete, il faut un taux de HbAlc situé entre 5,7 et 6,4 % ; ce qui correspond a un taux
plasmatique de glucose a jelne de 5,6-6,9 mmol/L (1-1,26 g/lI) ou a un taux de glucose
plasmatique apres 2 heures HGPO situé entre 7,8 et 11,1 mmol/l (1,4-2 g/1) (ADA, 2010).

Tableau 11 : Critéres de diagnostic du diabéte sucré et les intolérances au glucose (ADA, 2017)

Un diabéte doit étre
diagnostiqué si un ou
plusieurs des criteres

suivants sont satisfaits

Une intolérance au glucose
(IG) doit étre diagnostiquée
lorsque les deux criteres

suivants sont remplis

Une anomalie de la
glycémie a jeun (AGJ) doit
étre diagnostiquée lorsque
les deux criteres suivants

sont satisfaits

Glycémie a jeun > 7,0

mmol/l (126 mg/dl)

Glycémie a jeun < 7,0
mmol/l (126 mg/dl)

Glycémie a jeun 6,1-6,9
mmol/l (110 a 125 mg/dI)

Glycémie a deux heures
apres ingestion de glucose
orale de 75 g (test oral de
tolérance au glucose
(HGPO)) > 11,1

mmol/l (200 mg/dl)

Glycémie a deux heures
apres ingestion de glucose
orale de 75 g de 7,8-11,1
mmol/l (140-200 mg/dl)

Glycémie a deux heures
aprés ingestion de glucose
orale de 75 g de < 7,8 mmol/I
(140 mg/dl)

Glycémie aléatoire > 11,1
mmol/l (200 mg/dl) ou
HbA1c > 48 mmol/mol

(équivalant a 6,5 %)
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1.1.5. Homéostasie glucidique (différents mécanismes)
1.1.5. 1. Glycémie : la définition, la régulation et les organes impliqué

Le principal carburant de I’organisme est le glucose. Pendant la journée il est transporté dans
le sang vers 1’ensemble des cellules de 1’organisme, pour y étre soit utilisé pour produire
I’énergie (production d’ATP), soit stocké sous formes de glycogene et d’acides gras. Ces stocks
peuvent étre mobilisés & tout moment selon les besoins de l’organisme. En effet, la
concentration de glucose dans le sang (glycémie) est variable. Les périodes de satiété (post-
prandiale) et de jelne sont différentes. La glycémie chez ’Homme est comprise entre 0,60 et
1,10 ¢/l le matin a je(ne, elle augmente considérablement apres un repas. Cette hyperglycémie
ne doit pas dépasser 1,40 g/l deux heures apres celle-ci. Certaines hormones maintienent

I’indice de glycémie dans les normes (Jacqueminet & Grimaldi, 2005).

1.1.5.1.1. Pancréas
Le pancréas est un organe prééminent de I’organisme. C’est une glande possédant plusieurs

fonctions sécreétrices. Le pancréas se situe dans la cavité abdominale en arriére de 1’estomac,
devant et au-dessus des reins (Motta et al., 1997). Chez I’Homme adulte, il peut avoir une
longueur de 12 et 20 cm et une masse d’environ 110 g (Papin & Lang, 2009). Au niveau
anatomique et fonctionnel le pancréas comporte deux parties : une partie exocrine qui contribue
a la digestion en émettant le suc pancréatique et une partie endocrine qui fournit des hormones
dans le métabolisme glucidique (Papin & Lang, 2009 ; André & Hammel, 2012).
1.1.5.1.2. Tissus adipeux blancs

IIs stockent le glucose sous forme d'acides gras (triglycérides). L’insuline aide a favoriser
le transport du glucose vers les cellules adipeuses afin qu'il puisse étre converti en Lipides
(Scherer, 2006). Les adipocytes ont également des fonctions endocriniennes qui régulent la
consommation, I’apport énergétique et alimentaire (Longo et al., 2019).
1.1.5.1.3. Muscles squelettiques

Pendant un effort physique, 1ls contribuent a 1’appareil locomoteur de 1’organisme et sont
de grands consommateurs de glucose. De plus ils garantissent le stockage d’environ 80 % du
glucose apporté par I’alimentation principalement sous forme de glycogene (Yang, 2014).
Comme pour les adipocytes, I’insuline contr6le le stockage du glucose. De maniére
intéressante, le muscle possede également des propriétés endocrines, ce qui est fascinant. Par
exemple, pendant I’exercice, il produit des molécules appelées « exerkines » (Fractalkine, IL-
6, ostéoprotegerine, exosomes) qui intervient dans la communication inter-organe et aident a le

contréler dans I’homéostasie glucidique (Langlois et al., 2021a).
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1.1.5.1.4. Foie

Il maintient principalement la glycémie a un niveau homeéostatique en réduisant sa
production de glucose pendant la période post-prandiale et en produisant du glucose pendant
une période de jelne a partir de stocks de glycogéne mobilisables ou de précurseurs non-
glucidiques (Pilkis & Granner, 1992 ; Klover & Mooney, 2004).
1.1.5.1.5. Rein

C'est un organe capable de produire du glucose au niveau du cortex rénal par
néoglucogenese. 1l joue également un réle dans la réabsorption du glucose dans le sang pendant
la filtration glomérulaire. Par conséquent, I'urine ne contient pas de glucose dans des conditions
physiologiques normales. Ces mécanismes contribuent au maintien de la glycémie, en
particulier pendant les jelines (DeFronzo et al., 2012 ; Girard, 2013).

Par conséquent, lorsque la glycémie varie au cours de la journée, la sécrétion appropriée
des hormones pancréatiques permettra aux principaux tissus insulinosensibles mentionnés ci-

dessous de stocker ou de libérer du glucose dans le sang (Figure 2).

[Glycémie] ~1g/L

L 4

Sport, jedine, repas ...

U4 ¥

¥ Glycémie A Glycémie
Hypoglycémie < 0.6 g/L Hyperglycémie = 1.10g/L

‘ Normo-glycémie J

A Stockage glucose -

A Libération glucose ]
4 « Libération glucose

¥ Stockage glucose

GLUCAGON INSULINE

Figure 2 : Processus intervenants dans le contréle de la glycémie. (Moore et al., 2003)
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1.1.6. Organe clé dans le contréle de la glycémie (Pancréas)

1.1.6.1. Paticularité du pancréas

Prét de 95% de la masse du pancréas est composé d’un tissu exocrine qui fabrique des
enzymes qui participent a la digestion des nutriments (trypsine, chymotrypsine). Le canal
pancréatique traverse chaque partie du pancréas. Il recueille les sucs digestifs produits par les
cellules acineuses et les transporte vers la téte Pancréatique. Lors des repas, la contraction
musculaire du sphincter d'Oddi libere des substances digestives dans le duodénum. Cela
représente une étape essentielle a la digestion (Betts et al., 2013). Le pancréas est une glande
amphicrine, ce qui signifie qu'en plus de sa fonction exocrine, il a des fonctions endocriniennes.
En fait, comme le montre la figure 3, la petite structure parmi les cellules des tissus exocrines,
se distinguent des cellules appelées iles de Langerhans. Ces flots, composés de cellules
endocrines, ne constituent que 1 a 2 % de la masse des Tlots pancréas (Cerasi & Ktorza, 2007).
Ces cellules sécretent des hormones spécifiques qui sont indispensables pour maintenir la

glycémie : il s’agit du pancréas endocrine.

Artére splénique

P Rate
Pancréas S ‘I'I?ts.
pancréatiques Pancreatiques
( P S, 4| 4
Canal cholédoque b \ — e e, I .
Sphincter d’Oddi I
e Tlot de Langerhans
Enzymes
digestives

3 Cellules
Duodénum endocrines
Conduits Cellules acineuses
pancréatiques (production des
sucs digestifs)

Cellules
exocrines

Figure 3 : Structure du pancréas humain (Betts et al., 2013).

1.1.6.2. Pancreéas exocrine

Le pancréas exocrine est composé des cellules acineuses, des cellules centro-acineuses, des
cellules canalaires et des cellules stellaires (fibroblastes). Le pancréas exocrine est I’organe qui
sécrete la grande quantité d’enzymes par rapport a sa masse ; ces enzymes sont responsables de
la dégradation des aliments en éléments simples (oligopeptides ; oligosaccharides et

monoglycérides) qui peuvent étre digérés et absorbés par I’intestin (Andre & Hammel, 2012 ;
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Betts et al., 2013). La suppression de cette fonction entraine des desordres graves de la digestion
et de D’absorption intestinale. Le pancréas exocrine représente 90 % de la masse
parenchymateuse comme les glandes salivaires. Il est composé de cellules glandulaires
groupées en acini a I’intérieur des lobules. Ces cellules zymogénes sont responsables de la
sécretion des enzymes pancréatiques. Le produit de sécrétion est déversé dans des canaux
excréteurs (cellules canalaires responsables de la majeure partie de sécrétion hydro
électrolytiques du pancreas) dont le principal est celui de Wirsung qui se jette dans le
duodénum.
1.1.6.2.1. Suc pancréatique

Le suc pancréatique est produit par les cellules acineuses, qui contienne les po-enzymes (
les trypsinogénes et les chymotrypsinogenes), les lipases, les amylases et les nucléases, mais
aussi une solution hydro électrolytique (Papin & Lang, 2009). La quantité de suc pancréatique
produite par jour est de I’ordre de 2 litres.
1.1.6.2.2. Enzymes

Pour prévenir une autodigestion du pancréas, les cellules acineuses produisent activement
les enzymes présentes dans le suc pancréatique. Par la suit, ces enzymes sont dirigées vers la
lumiére des acinis et transportées jusqu’au duodédum par le biais de canaux excréteurs,
principalement le canal de Wirsung. Par la suite, ces enzymes seront activees grace au clivage
protéolytique, principalement dans le duodénum. L’entérokinase transforme le trypsinogéne en
trypsine, tandis que la trypsine stimule d’autres pro-enzymes telles que le chymotrypsinogene,
la chymotrypsine, la prophospholipase A2 et la phospholipase A2. (Boullu et al., 2009).
1.1.6.2.3. Solution hydro électrolytique

Comme son nom 1’indique, la solution hydro électrolytique est constituée d’eau (97 %) et
présente des concentrations significatives d’ions Na*, K*, HCO®*, Cl- et Ca?* (Morisset, 2008).
Cette solution alcaline contribue a neutraliser I’acidité du systeme digestif (Pocock & Richard,
2004).
1.1.6.2.4. Pancréatique exocrine

Le systéme nerveux autonome est également responsable de la régulation de la sécrétion
pancréatique exocrine, qui repose essentiellement sur des facteurs hormonaux stimulateurs ou
inhibiteurs. L’activation de la branche vagale du pancréas accroit la production de suc

pancréatique tandis que 1’activation des fibres sympathiques la bloque (Almaca et al., 2016).
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1.1.6.2.5. Eléments hormonaux qui stimulent

Cette stimulation est principalement contrdlée par deux hormones duodénales : la sécrétine
et la cholécystokinine (CCK) (Morisset, 2008). Les cellules endocrines S du duodénum
produisent la sécretine, qui stimule les cellules épithéliales des canaux excréteurs, conduisant
de ce fait a la génération de la solution hydro-électrique. L’arrivée du chyme gastrique acide
déclenche la production de sécrétine par le duodénum. Sur la membrane basale des cellules
épithéliales du canal, les récepteurs de cette hormone se trouvent en association avec une
protéine G. L’activation de ces récepteurs déclenche 1’activation de la cyclase d’adénates au
sein de la cellule. Cela conduit donc a une augmentation de I’AMP cyclique, favorisant la
production d’ions bicarbonates et d’cau par le pancréas (Boullu et al., 2009).
L’activation de ces récepteurs entraine une augmentation du Ca?* dans le cytosol, facilitant ainsi
I’exocytose des granules contenant les enzymes présentes dans le suc pancréatique. Au-dela de
ces deux hormones, les cellules endocrines de 1’iléon libérent la neurotensine en réponse a
I’introduction de lipides non digérés. Cette hormone intensifie ’effet de la sécrétine et de la
cholécystokinine sur la production du suc pancréatique. La somatostatine, qui est en partie
produite par les cellules endocrines 6 du pancréas, fait partie des facteurs inhibiteurs
hormonaux. Cette hormone empéche de maniére indirecte la production du suc pancréatique en
empéchant la sécrétion de sécrétine et de cholécystokinine par le duodénum (Boullu et al.,
2009). Cette hormone est sécrétée est notamment en présence de glucagon, de sécrétine, de

CCK ou d’une carence en insuline ce qui provoque la fin du processus digestif.

1.1.6.3. Fonction du pancréas endocrine

Les iles de Langerhans sont composées de plusieurs cellules. Les fonctions endocriniennes
sont spécifiquement responsables du contréle glycémique (Roder et al., 2016). L’ile représente
1 a2 % du poids total du pancréas chez la majorité des mammiferes adultes. La plupart du tissu
endocrinien (environ 6 580 %) est constitu¢ de cellules béta sécrétoires d’insuline. Les cellules
alpha représentent 15 a 20 % du pancreas endocrinien et fabrique le glucagon. Les cellules delta
et les cellules gamma représentent chacune 3 a 5 % du pancréas endocrinien et génere
respectivement la somatostatine (inhibe la sécrétion de plusieurs hormones) et polypeptide
pancréatique (PP), qui contréle I’apport nutritionnel et 1’utilisation de 1’énergie. Enfin, les
cellules epsilon, qui représentent moins de 1 % des Tlots pancréatiques, libérent de la ghréline,

une hormone qui stimule la prise alimentaire, les dépots de graisse et la sécrétion d’hormone de
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croissance (Batterham et al., 2003 ; Miiller et al., 2015 ; Roder et al., 2016 ; Rorsman &
Huising, 2018).

Les cellules au sein des Tlots peuvent varier selon les espéces. Par exemple, chez la souris,
les cellules béta sont plus susceptibles d'étre situees au centre de I'Tlot, et plus nombreuses que
chez les humains comme le montre la figure 4. Les cellules alpha et les cellules delta sont
principalement situés a la péripherie des Tlots de souris, chez I'nomme ils sont dispersés dans
tout I'flot. Notez que les cellules o semblent étre plus nombreuses dans les ilots humains (Figure
4) (Abdulreda et al., 2013 ; Campbell & Newgard, 2021). Les ilots pancréatiques sont appelés
micro-organes par ce qu’ils possédent une riche vascularisation. Par conséquent, I’organisation
spatiale spécifique combinée a la structure vasculaire est indispensable a la fonction
endocrinienne et permet une bonne communication intra-ilot (Breton et al., 2015). Cette
coordination implique de nombreuses protéines. Par exemple, la connexine 36 relie les cellules

entre elles et joue un réle important dans I'exocytose insuline (Ravier et al., 2005).

ilot de rongeur ilot humain

Rongeur : 10-20% ~5% <1%
Humain : 30-50% ~5% <1%

Figure 4 : ilot de Langerhans humain et de rongeurs (Campbell & Newgard, 2021)
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1.1.7. Régulation de la glycémie
1.1.7.1. Glucagon

Le glucagon est une molécule de 29 acides aminés, produite par les cellules alpha du
pancréas. On ne produit du glucagon que lorsque la glycémie baisse considérablement en-
dessous de 0,65 g/l. A 1’état basal, la teneur en glucagon dans le sang est basse, par contre en
condition d’hypoglycémie le taux est augmenté d’un facteur 2 a 3 (Campbell & Drucker, 2015).
En 1923 pendant la purification de I'insuline, le glucagon a été identifié comme une hormone
hyperglycémiante (Pincus, 1953 ; Finan et al., 2020). Le glucagon tire son origine du pro-
glucagon, son précurseur. Le glucagon est présent dans les cellules intestinales
entéroendocrines, dans les cellules alpha pancréatiques, dans les neurones de la zone
hypothalamique et du tronc cérébral (Knop & Eje, 2018). Au cours de sa maturation, les
prohormones convertases PC1/3 ou PC2, en fonction du tissu, séparent pro-glucagon (Figure
5). Cette maturation particuliére du tissu permet d’extraire du glucagon biologiquement actif,
mais aussi d’autre peptides comme le Glucagon Like Peptide-1 (GLP-1), le Glucagon Like
Peptide-2 (GLP-2), ’oxyntomoduline, la glicentine, les Intervening Peptide-1 et 2 (IP-1 et 2)
et aussi le Major ProGlucagon Fragment (MPGF). Ces peptides participent a plusieurs
processus physiologiques,comme la prise de nourriture et le maintien de 1’équilibre des glucides
(Cohen et al., 2003 ; Raffort et al., 2017 ; Campbell et al., 2020). Selon Watanabe et al. (1998),
le récepteur du glucagon est un récepteur lié aux protéines G qui est présent dans le foie, mais
aussi dans divers tissus comme les reins, le ceeur, le systeme digestif, la graisse corporelle, le
cerveau et la rate. Selon Kulina & Rayfield (2016), la connexion du glucagon avec son récepteur
favorise la production de glucose en activant les mécanismes de la glycogénolyse et de la
néoglucogenese. Ces mécanismes provoquent une hausse de la glycémie, ce qui permet de
maintenir une glycémie physiologique dans des situations hypoglycémiantes (jelne, stress,

sport).
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Peptide Pro-glucagon
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Figure 5 : Processus de maturation du glucagon (Knop & Eje, 2018).
1.1.7.2. Insuline

Les cellules béta du pancréas produisent de I'insuline, un polypeptide de 6 kDa, sous la

forme d'un précurseur appelé pré-pro-insuline. La signal-peptidase effectue la premiere étape
de maturation en éliminant le peptide signal situe en N-terminal, qui est la proinsuline (Figure
6). Cette pro-forme se trouve dans des granules immatures au niveau du trans Golgi. La
conversion de la pro-insuline en insuline mature se produit ensuite lorsque le milieu intra-
granulaire devient plus acide, grace a l'action des protéines convertases (PC1/3 et PC2) et d'une
carboxypeptidase E (CPE). Ces enzymes liberent le peptide C et produisent une forme bioactive
de I'insuline, composée de deux chaines peptidiques reliées entre elles par deux ponts disulfures
comme le montre la figure 6 (Ryle et al., 1955 ; Patzelt et al., 1978 ; Steiner et al., 2009). En
outre, un pH acide entraine une déshydratation de la granule, ce qui réduit la solubilité de
I'insuline mature et encourage la formation d'hexameéres qui se conglutinent et forment un cristal
d'insuline (Hou et al., 2009). Cette caractéristique permet particuliérement de conserver une
quantité importante d'insuline mature. Selon Dean (1973), ces granules d'insuline mature sont
appelés coeur dense et ont un diameétre compris entre 200 et 500 nm.

Apres une augmentation du taux de sucre dans le sang, I'insuline est libérée dans le sang et
agit sur diverses cellules, en transmettant a son récepteur spécifique. Le récepteur a I'insuline a
une activité tyrosine kinase et se manifeste dans divers tissus tels que le foie, le muscle
squelettique et le tissu adipeux, et a une activité tyrosine kinase. L’interaction entre l'insuline
et son recepteur favorise 1’assimilation et le stockage du glucose par les muscles du squelette et
le tissu adipeux en activant les processus de glycogénéese et de lipogenése, et diminue la

production de glucose par le foie en inhibant la glycogénolyse et la néoglucogenése (Pessin &
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Saltiel, 2001 ; Barreto et al., 2010 ; Boucher et al., 2014). Ces mécanismes maintiennent la

glycémie physiologique en permettant la clairance du glucose sanguin a la fin du repas.

Signal-peptidase
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Figure 6 : Processus de maturation de I’insuline (Kaufman, 2011).

1.1.7.3. Somatostatine

Le polypeptide somatostatine est un inhibiteur de la libération de I'hormone de croissance
(GH) hypophysaire au sein du cerveau (Brazeau et al., 1973). Elle est présente dans d'autres
tissus du corps, tels que le pancréas et le tractus gastro-intestinal (Brereton et al., 2015). La
somatostatine est fabriquée grace a la maturation du précurseur pré-pro-somatostatine, qui est
clivé en pro-somatostatine. La pro-somatostatine est maturée via la protéolyse effectuée par une
enzyme similaire a la trypsine. Cette maturation varie en fonction du tissu, et on obtient soit de
la somatostatine 28 (28 acides aminés) soit de la somatostatine-14 (14 acides aminés) (Figure
7). Ces différentes formes actives de somatostatine ont les mémes fonctions biologiques. La
somatostatine-14 est principalement présente au niveau périphérique dans l'intestin et le
pancréas, tandis que la somatostatine-28 est principalement présente dans le systeme nerveux
central. Effectivement, la somatostatine-14 est produit et secrétée par la cellule delta du
pancréas en réaction a une hausse du taux de sucre dans le sang (Brereton et al., 2015). La
somatostatine se fixe sur ses récepteurs situés a la surface des cellules pancreatiques alpha et
béta, entravant ainsi respectivement la production de glucagon et d’insuline (Brereton et al.,
2015 ; Rorsman & Huising, 2018 ; Hartig & Cox, 2020). Chacun des cing sous-types de

récepteurs de la somatostatine a ses propres voies de signalisation. En cas d'hyperglycémie, le
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blocage de la fabrication d'insuline par la somatostatine peut sembler paradoxale. Cependant,
le mécanisme de régulation crucial empéche une sécrétion accrue de glucagon ou d'insuline.
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Figure 7 : Processus de maturation de la somatostatine (Hartig & Cox, 2020).
Les hormones du pancréas sont responsables de la gestion, de la dégradation, du stockage et de
la production de glucose. Les hormones pancréatiques régulent les principales voies du
métabolisme glucidique, comme le montre la figure 8. Dans tous les cas, le glucagon est

hyperglycémiant et I'insuline est hypoglycémiante.
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Figure 8 : hormones pancréatiques dans le mécanisme d’utilisation et de stockage
du glucose (Hartig & Cox, 2020).
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1.1.7.4. Controle paracrine intra-ilot

Les différentes hormones ont des effets biologiques distincts, qui peuvent étre
completement opposeés. Les cellules alpha, béta et delta sont toutes sécrétées pas le pancréas
endocrine. Par conséquent, il est crucial que cette sécrétion soit organisée. Grace a une
communication paracrine bien régulée, cette coordination tissulaire permet notamment une
réponse rapide a la variation de la glycémie (Figure 9) (Brereton et al., 2015).

Comme mentionné précédemment, lorsque la glycémie descend en dessous du seuil normal,
la production de glucagon contribue a préserver la teneur en glucose normale en autorisant sa
production a partir des réserves glucidiques et non glucidiques. En plus de son impact
endocrinien, le glucagon influence aussi les effets paracrines, notamment sur la production
d’insuline par les cellules béta du pancréas. A I"opposé de ce que I’on pourrait croire, le
glucagon stimule la production d’insuline grace aux caractéristiques opposees de ces deux
hormones (Huising, 2020). En fait, le glucagon agit principalement sur la cellule béta en reliant
deux types de récepteurs aux protéines G : Les récepteurs au glucagon (GcgR) possédent
également une faible affinité et les récepteurs au GLP-1 (GLP-1R) (Hartig & Cox, 2020).

=l : Potentialise la sécrétion

—I : Inhibe la sécrétion

Glucagon/GLP-1

Cellule delta

Somatostatine

Figure 9 : Contréle des cellules alpha, béta et delta pancréatiques (Rorsman & Huising,

2018).
GLP-1 : Glucagon-like peptide-1 ; Ucn 3 : Urocortine 3 ; GABA : Acide gamma-aminobutyrique.

La hausse des niveaux d’AMPc intracellulaires produit une potentialisation d’exocytose des
granules contenant I’insuline. En plus de ces actions nettes sur la sécrétion, I’AMPc¢ a également
des impacts favorables a long terme, surtout grace a I’activation du facteur de transcription. Le
facteur « c-AMP Response Element-binding protein » (CREB) est un des facteurs qui
contribuent a la différenciation et a la fonction de la cellule béta (MacDonald et al., 2002 ;

Hartig & Cox, 2020). Les effets du glucagon peuvent donc étre ceux du glucagon-like peptide
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1 (GLP-1), qui est fabrique par des cellules entéroendocrines (MacDonald et al., 2002). 11 s’agit
d’une hormone incrétine, capable de potentialiser 1’action du glucose sur la production
d’insuline cependant ne favorise pas de sécrétion d’insuline peres. De fagon appropriée, des
recherches ont démontré que les cellules alpha génerent aussi du GLP-1, et que le nombre de
ces cellules génératrices de GLP-1 augmente en cas de diabéte de type 2 (Campbell et al., 2020).
Les cellules delta du pancréas sont affectées par le glucagon et le GLP-1, qui stimulent la
production de somatostatine. Cependant, en revanche, les actions du glucagon sur la cellule
béta inhibent le développement de la masse cellulaire delta pancréatique chez la souris (Gelling
et al., 2003).

Le glucagon est regulé par le glucose (action de rétrocontrole), mais les modulateurs
paracrines tels que I’insuline ou la somatostatine sont produit en hyperglycémie (Bansal &
Wang et al., 2011 ; Kulina & Rayfield, 2016). La sécrétion de glucagon cesse lorsque la
glycémie revient a sa valeur de référence.

La production de I’insuline et le glucagon est inhibée par la somatostatine. Ensuite, la
somatostatine est une protéine G inhibitrice qui abaisse considérablement la capacité des
cellules a produit leurs hormones. La concentration intracellulaire d’AMPc a diminué, ce qui
conduit a une diminution de ses effets potentiels. On a ici un effet contraire a 1’effet incrétine.
L activité de la Protéine kinase (PKA) diminue sur ses cibles, comme les canaux ioniques. Ce
qui favorise une hyperpolarisation de la membrane plasmique. 1l a été etabli que la
somatostatine active des canaux de type G-protein activated Inwardly Rectifying K* current
(GIRK) ce qui conduit a une sortie cruciale d’ions K*. Cela a provoqué une hyperpolarisation
de la membrane plasmique, qui conduit & une quiescence sécrétoire de la cellule (Hartig & Cox,
2020). Des recherches menées sur des Tlots humains ont révélé que la Sérotonine (SST), via son
récepteur SSTR2, stimule les courants qui sortent des canaux K* GIRK et entravent les courants
calciques P/Q (Kailey et al., 2012).

De plus, I’insuline intervient aussi sur la cellule alpha par le biais de son récepteur
spécifique, entravant les mécanismes cruciaux pour produire du glucagon. Principalement en
activant la phosphodiestérase 3B qui modifie I’AMPc cytosolique et diminue 1’activité PKA
(Elliott et al., 2015). Par ailleurs, I"urocortine 3 (Ucn3) et le neurotransmetteur GABA qui se
trouvent dans la cellule béta et cosecrétent avec 1’insuline, augmentent I’effet positif du glucose

sur la libération de somatostatine (Rorsman & Huising, 2018).
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1.1.8. Diabete de type 2 : homéostasie glucidique et pathogénése
1.1.8.1. Définition et mécanismes impliqués dans I’insulinorésistance

Dans les conditions physiologiques, ’autophosphorylation produit par le récepteur a
activité tyrosine kinase associé a I’insuline permet de retenir les protéines substrats du récepteur
d’insuline (principalement IRS1 et IRS2). La membrane plasmique est fixée aux IRS (Insulin
Receptor Substrate) grace a son domaine PH (Pleckstrin Homology). Le récepteur a I’insuline
les phosphryle,puis ils integrent des protéines dotées d’un domaine de liaison aux tyrosines
phosphorylées (domaine SH2) comme la protéine Grb2 (Growth factor receptor binding protein
2) et la sous-unité régulatrice de la PI3K (Phosphatidyl-Inositol 3-Kinase) (DeMeyts, 2016 ;
Petersen & Shulman, 2018). Deux voies de la réaction a I’insuline, appelée Grb2 et PI3K,
commencent par ces protéines. Une fois activée, la PI3K provoque la transformation du
Phosphatidyl-Inositol 4,5-bisphosphate (PIP2) présent sur la membrane plasmique en
Phosphatidyl-Inositol 3,4,5-trisphosphate (PIP3), qui attire les activateurs de la protéine kinase
B (PKB) ou Akt (Manning & Toker, 2017). L’activation de cette méthode PI3K/AKkt est
essentielle, car elle favorise d’une part la pénétration du glucose dans les adipocytes et les
cellules musculaires grace a la translocation du transporteur au glucose GLUT-4 vers la
méthode plasmique. De plus, elle stimule I’expression et I’activation de diverses protéines
comme des enzymes,des facteurs de transcription ou des protéines anti-apoptotiques (Boucher
et al., 2014). La seconde voie canonique de signalisation par I’insuline est la Grb2/MEK/ERK.
Effectivement, le récepteur a I’insuline stimule la phosphorylation de la protéine adaptatrice
Grb2, ce qui déclenche le facteur d’échange nucléotidique guanylique SOS (Son Of Sevenless),
qui ensuite stimule la petite protéine G Ras. Les kinases protéiques mitogen-activées (MAPK)
telles que ERK 1 et ERK 2 ne stimulent pas la petite protéine G Ras, ni la méthode de
signalisation Ras/Raf/MEK. L’expression et I’activation de protéines impliquées dans la voie
Grb2/MEK/ERK contribuent a la prolifération et a la différenciation cellulaire (Boucher et al.,
2014 ; DeMeyts, 2016 ; Petersen & Shulman, 2018). Cette situation est bien illustrée par la
figurel0.
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FigurelO : Récepteur a I’insuline active les voies de signalisations. D’aprés (Boucher et al.,
2014).

La préservation de la glycémie pourrait se détériorer. Cela entraine généralement une résistance
a I'insuline et une intolérance au glucose qui peuvent se transformer en diabéte de type 2.
L’insuline est essentielle pour I’utilisation et le stockage du glucose. Dans des conditions
environnementales néfastes pour le métabolisme, comme I’obésité, une diminution de la
performance de I’insuline sera observée. Effectivement, on reconnait généralement que
1I’obésité contribue au développement de la résistance a I’insuline. Cela signifie que les organe
cibles ne répondent plus ou moins efficacement a son action, entravant ainsi une clairance
optimale du glucose dans le sang (Skyler et al., 2017). La désensibilisation des tissus insulino-
sensibles face a cette hormone est provoquée par une inflammation de faible intensité du tissu
adipeux qui survient suite a 1’obésité (Barazzoni et al., 2018). Par ailleurs, méme en faibles
quantités, I’insuline exerce une action anti-lipolytique sur le tissu adipeux. Par conséquent,en
cas d’obésité ou de surpoids ou la masse grasse est déja importante, le maintien ou
I’accroissement des réserves de graisse stimule le développement d’un milieu favorisant les
inflammations (Kahn & Flier, 2000 ; Barazzoni et al., 2018). L’ inflammation, associée a une
hyperglycémie temporaire et une hyperlipidémie existante, génere un milieu toxique qui
perturbe la signalisation de I’insuline (Boucher et al., 2014). En cas de résistance a 1’insuline,
I’obésité et la surnutrition peuvent entrainer une baisse du pH membranaire du récepteur de
I’insuline tout en diminuant son activité kinase (Caro et al., 1987 ; Samuel & Shulman, 2016).
Cette baisse d’activité perturbe le trajet IRS/PI3K/Akt, réduisant ainsi la rapidité de
transmission des transporteurs de glucose GLUT4 vers la membrane. Si le glucose ne parvient

plus a pénétrer la cellule, celle-ci ne peut plus le conserver sous forme de glycogéne ou d’acides
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gras, ce qui maintient 1I’hyperglycémie est ainsi maintenue (Yu et al., 2002 ; Petersen &
Shulman, 2018). La surnutrition peut également provoquer une hypertrophie des adipocytes, ce
qui peut engendrer du stress oxydatif et provoquer de 1’inflammation par la production de
cytokines pro-inflammatoires telles que I’IL-1B, I’'IL-6 et le TNFa (Furukawa et al., 2004 ;
Barazzoni et al., 2018 ; Yaribeygi et al., 2019). Ces cytokines pro-inflammatoires déclenchent
des processus de signalisation comme JNK (c-Jun N-terminal Kinase) ou IKK[ (Inhibitor of
Kappa B Kinase-), provoquant une baisse de la production GLUT4, d’IRS et d’autres protéines
cruciales pour la signalisation de I'insuline (Tilg & Moschen, 2008 ; Boucher et al., 2014).
L’exces de tissu adipeux libere aussi dans le sang d’importantes quantités d’acides gras libres
(AGL), qui stimulent la néoglucogenese du foie et entravent les processus impliqués dans le
métabolisme du glucose. Les AGL saturés comme le palmitate peuvent également provoquer
des processus néfastes dans la cellule béta (comme I’inflammation, le stress oxydatif et le stress
du réticulum endoplasmique), tout en activant voies de stress comme JNK et IKKf (Boni-
Schnetzler et al., 2009 ; Boucher et al., 2014 ; Samuel & Shulman, 2016). Par ailleurs, il apparit
que les AGL modifient la nature des myokines. Effectivement, des recherches ont démontré
que les cellules musculaires du squelette humain produisent diverses myokines en fonction de
leur sensibilité a I’insuline. Ces myokines peuvent affecter positivement ou négativement la
production d'insuline, la multiplication et la survie de la cellule béta (Bouzakri et al., 2011 ;
Langlois et al., 2021b).

En définitive, en perturbant plusieurs processus cellulaires principalement impliqués dans
I’homéostasie des glucides (Figure 11), ces mécanismes néfastes aggravent la condition
métabolique et contribuent au développement du diabete de type 2. On considere
I’insulinorésistance comme une étape prédiabétique réversible. 1l présente une alerte
métabolique et, a ce point, une transformation du style vie est requise. 1l convient toutefois de
souligner que cet état est pallié par la grande plasticité anatomique et fonctionnelle de la masse
des cellules béta du pancréas. En augmentant la masse des Tlots de Langerhans, ces processus
adaptatifs aident le corps & maintenir une glycémie normale (Bouzakri et al., 2011).
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Figure 11 : Origines et conséquences de la résistance a ’insuline (Bouzakri et al., 2011).

1.1.9. Mécanismes de compensation de la masse cellulaire béta endocrine fonctionnelle
face a la résistance a I’insuline
1.1.9.1. Plasticité de la forme

L’adaptabilité du systéme hormonal du pancréas a des conditions physiologiques ou
environnementales changeantes au fil du temps est appelée plasticité. Par conséquent, selon les
exigences, on pourrait constater soit la création de cellules béta (néogenese) dans le but
d’augmenter la production d’insuline, soit une multiplication des cellules existantes.il est
également indispensable et complémentaire a ce processus de préserver la fonctionnalité des
cellules. Dans le corps humain, on constate la prolifération la plus importante des cellules béta
avant deux ans. Par la suite, durant lI'adolescence et I'enfance, les taux de néogeénes et
d’apoptoses changent pour parvenir a un équilibre garantissant une masse béta fonctionnelle et
stable jusqu’a la maturité (Meier et al., 2008 ; Chen et al., 2011 ; Goodyer et al., 2012 ; Gregg
et al., 2012). Cependant, cette masse cellulaire peut étre ajustée pour satisfaire les besoins
métaboliques significatifs de 1’organisme qui se manifestent en cas d’insulinorésistance
physiologique (comme la grossesse) ou pathologique (comme 1’0bésité et la surnutrition)
(Butler et al., 2010 ; Alejandro et al., 2015 ; Prentki et al., 2020). Il apparait que chez le rongeur
en gestation, la principale méthode de récompensation serait la multiplication des cellules béta
existantes, stimulée notamment par les signaux de prolactine et/ou sérotonine (Aguayo-
Mazzucato & Bonner-Weir, 2018). Ces processus nécessitent des mécanismes de prolifération
et de survie MEK/ERK et PI3K/Akt (Baeyens et al., 2016). Méme si les études sur les femmes
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sont généralement effectuées post-mortem, on observe une proportion plus significative de
petits Tlots pancréatiques (environ 40% de plus par pancréas) et une augmentation du nombre
de cellules favorables a I’insuline dans les cellules ductales du pancréas (Butler et al., 2010).
Ces informations indiquent que contrairement au rongeur, la néogéneése provenant des cellules
ductales est le processus principal qui contribue a I’augmentation de la masse béta pendant la
grossesse féminine. Toutefois, compte tenu de la complexité d’accomplir ces recherches, le
débat demeure en suspens et les processus prolifératifs peuvent toujours potentiellement étre
considérés (Sullivan et al., 2015 ; Aguayo-Mazzucato & Bonner-Weir, 2018).

La résistance a I’insuline associée a I’obésité ou a la surnutrition provoque aussi une
transformation de la masse cellulaire béta du pancréas comme illustré dans la figure 12. On a
prouveé que des signaux extracellulaires comme I’insuline, les facteurs de croissance, le glucose
et les acides aminés ont un impact significatif sur la régulation de la masse cellulaire béta en

cas de résistance a I’insuline (Prentki et al., 2020).
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Figure 12 : schéma de la mise en place progressive du diabéte de type 2 (Chen et al., 2017).

Dans le cas du rongeur, la résistance a 1’insuline causeée par un régime gras provoque une
augmentation de la masse cellulaire grace a des processus de prolifération et d'hypertrophie liés
a la signalisation IGF1/PI3K/Akt/mTOR (Alejandro et al., 2015). Bien que la masse cellulaire
des rongeurs puisse augmenter de maniére significative, on ne constate qu’une augmentation
de 30 % chez I’homme dans des conditions similaire. Par conséquent, alors que la réplication
est le principal processus de croissance compensatoire chez la souris, il apparait que la néogénes

est le mécanisme dominant pour I’homme (Aguayo-Mazzucato & Bonner-Weir, 2018).
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1.1.9.2. Plasticité fonctionnelle

L’accroissement de la masse des cellules béta doit favoriser une production accrue
d’insuline. De plus, en plus de I’impact expansif sur la masse cellulaire béta, une hausse rapide
de la biosyntheése et de la sécrétion d’insuline se produit en réaction a un besoin croissant en
insuline et/ou a des niveaux de glucose inhabituels. Cela est di a une hausse de : I’activité des
facteurs de transcription (MafA, PDX-1, NeuroD1) indispensable a la production d’insuline,
I’exocytose de I’hormone et celle des enzymes mitochondriales qui ont un impact significatif
sur I’homéostasie du glucose (Prentki et al., 2020). Les adaptations a I’obésité ou a la grossesse
présentent des mecanismes similaires de plasticités fonctionnelles (Baeyens et al., 2016 ; Chen
etal., 2017).

Pour évaluer si la hausse de la production d’insuline est liée a une augmentation de la masse
cellulaire béta, des scientifiques ont évalué les taux plasmatiques d’insuline chez des patients
obeses reésistants a I’insuline et non reliés a leur masse cellulaire béta par le biais d’analyses
histologiques. En regle générale, les taux d’insuline dans le plasma a la suite d’une stimulation
dépassent largement la hausse constatée de la masse cellulaire béta (Chen et al., 2017). Par
ailleurs, la production d’insuline chez les individus obéses est jusqu'a trois fois supérieure a
celle observée chez ceux qui ne le sont pas (Chen et al., 2017). Par conséquent, ces informations
démontrent combien la plasticité anatomique et fonctionnelle du pancréas endocrine est cruciale
pour maintenir une glycémie normale face a la résistance a ’insuline (Figure12). Ceci met en
évidence que la capacité accrue des cellules béta a sécréter serait essentielle pour une adaptation
efficace. En réalité, ce critére est essentiel a considérer pour examiner la progression vers un
état pathologique. Toutefois, si le stade prédiabétique est maintenu de maniére prolongée, la
production d’insuline se détériore et sa sécrétion devient inadéquate. On parle alors
d’insulinopénie. En combinaison, la résistance a 1’insuline et ’hypoglycémie entrainent une

hyperglycémie pathologique : le diabéte de type 2 (Skyler et al., 2017).

1.2. Physiopathologie du diabéte
1.2.1. Physiopathologie du diabete de type 1

On ne connait pas I’histoire naturelle du diabete de type 1. On la définit généralement en
trois étapes : une période de latence, marquée par prédisposition génétique ; une période
préclinique, marquée par un réveil du systéme immunitaire contre les cellules d’ilots, durant
laguelle on identifie des auto-anticorps et des lymphocytes T auto-réactifs. Enfin, une phase
clinique, appelée hyperglycémique, se produit lorsque presque 80 % des cellules B ont été

éliminées (Sinclair & Drucker, 2005 ; Dubois-Laforgue, 2007). Il est fort probable qu’une
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susceptibilité personnelle pour le développement d’un diabéte insulinodépendant soit présente,
et que plusieurs facteurs de milieu peuvent jouer un réle déterminant dans la survenue clinique
de ce diabete (Leon et al., 2003).
1.2.2. Physiopathologie du diabete de type 2

Le diabete de type 2 a longtemps été percu comme une affection associée a la résistance a
I’insuline, tandis que la fonction du pancréas ne se détériorait qu’au moment ou la glycémie au
jelne commencait & augmenter (Benhaddou-andaloussi, 2009). Il apparait aujourd’hui que les
processus de diminution du fonctionnement du pancréas et d’aggravation de 1a résistance a
I’insuline se déroulent simultanément, ou au moins sans interruption mutuelle. Effectivement,
une diminution prématurée de la fonction pancréatique se manifeste dés le début de la maladie
et joue un réle crucial dans la physiopathologie du diabéte de type 2 (Pratley & Weyer, 2001).
Les principaux dysfonctionnements impliqués dans 1’étiopathie du diabéte de type 2 sont :
I’insulino-résistance ; le dysfonctionnement des cellules béta et I’augmentation de la production
hépatique de glucose (Figure 13)
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Figure 13 : Acteurs de la physiopathologie du diabete (Blickle, 2011).

A : Diabeéte insulino-dépendant ou diabéte de type 1 B : Diabéte non insulino-dépendant ou diabéte de type 2

1.2.3. Complications

Les diverses sortes de diabete peuvent causer des complications dans plusieurs régions du
corps et augmenter le danger global d’une mort prématurée. L’accident vasculaire cérébral,
I’insuffisance rénale, I’amputation des jambes, la perte de la vision et des Iésions nerveuses
peuvent constituer des complications potentielles. Au cours de la grossesse, une mauvaise
gestion du diabete accroit le danger d’une mortalité feetale et d’autres complications selon Vally
et al. (2017). Il existe deux types de complications selon la durée du diabete : les complications
a court terme ou complications métaboliques ou aigués et les complications a long terme ou

complications chroniques.

1.2.3.1. Complications métaboliques ou aigués
Les complications aigués du diabete comprennent trois composantes a savoir

I’acidocétose, le coma hyper-osmolaire et 1’acidose lactique.

1.2.3.1.1. Acidocétose diabétique

L’acidocétose apparait a la suite d’une hyperglycémie chronique (glycémie > 2,5 g/l), d’une
cétonémie positive ou cétonurie, d’'un pH sanguin veineux inférieur a 7,25 ou artériel inférieur
a 7,3. Elle est la conséquence d’une insuffisance profonde en insuline. Au-dela de son réle
régulateur de la glycémie, I’insuline est également un stimulateur de la lipogenese et de la
cétogenese. Sa carence va donc entrainer la formation des corps cétoniques (I’acétoacétate,
I’hydroxybutyrate et I’acétone). Ces substances s’accumulent et provoquent I’acidification
excessive du sang et des cellules conduisant ainsi aux syndromes potentiellement fatals :
élimination rénale du potassium et du sodium, déshydratation, vomissement, nausée, difficultés
respiratoires, trouble profond de la conscience, une perte importante de poids, une polyurie, une

hypertension, une reduction du débit cardiaque (Grimald, 2000).

1.2.3.1.2. Coma hyper-osmolaire

Le coma hyper-osmolaire survient généralement dans le cas du diabéte insulino-dépendant
(type 1). Il se caractérise par une hyperglycémie (glycémie > a 6 g/l soit 39 mmol/l), une
osmolarité plasmatique supérieure a 155 mg/l et un pH supérieur a 7,2. L’hyperglycémie sans

compensation hydrique va entrainer une hyper-osmolarité plasmatique avec déshydratation
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intercellulaire. Les symptomes associés a ce coma hyper-osmolaire sont : des troubles profonds
de la conscience, une perte importante de poids, une polyurie, une hypotension artérielle, une
réduction du débit cardiaque, une détérioration de I’insulino-sécrétion. (Tamion &
Bonmarchand, 2009)
1.2.3.1.3. Acidose lactique

L’acidose lactique est caractérisée par un taux plasmatique de lactate supérieur a 7 mmol/|
et un pH artériel inférieur & 7 avec une réserve alcaline inférieure & 10 mg/l, une glycémie
variable, une kaliémie souvent élevée et une insuffisance rénale franche (Yan et al., 2007).
1.2.3.2. Complications chroniques

Les deux composantes de complications chroniques du diabete sont : la microangiopathie
et la macroangiopathie (Figure 14).
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Figure 14 : Complications chroniques du Diabéte (Anonyme, 2019)

1.2.3.2.1. Complications microangiopathiques
Chez les diabétiques de type 1 et 2, les microangiopathies constituent des complications

courantes. L’hyperglycémie chronique diabétique est un facteur déterminant de la
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microangiopathie. Cependant, lorsqu’elle est assez avancée pour causer une protéinurie ou des
Iésions rétiniennes perceptibles au fond de ’ceil, le maintien d’un équilibre glycémique idéal

parait peu influent sur son développement (Grimaldi & Bosquet, 1985).

1.2.3.2.1.1. Rétinopathie

Dans les pays développés, le diabéte est la principale cause de cécité chez les adultes. Il
représentel0 % des cas de cécité les plus récents et environ 20 % des cas de cécité survenant
entre 45 et 74 ans. Le diabete de type 1 présente un impact plus significatif que celui du diabete
de type 2. Suit a une progression de 15 ans, la plupart des patients atteints de diabéte de type 1
présentent une rétinopathie. Aprés une vingtaine d’années, 60 % présentent rétinopathie.
Environ 20 % des patients atteints de diabéte de type 2 présentent une rétinopathie, dont
I’apparition est estimée au moins 6,5 ans avant la détection du diabéte. Apres une période de
diabete de type 2, approximativement 60 % des patients atteints d’une rétinopathie et 20 %
d’une forme proliférante (Raccah, 2004). On ne connait pas encore clairement les processus
physiopathologiques qui associent I'hyperglycémie chronique a la rétinopathie diabétique .la
voie des polyols, l'accumulation d’AGE (advanced glycation and products), I'activation de la
protéine-kinase C et la voie de la glucosamine (Wémeau, 2014). La rétinophotographie est
utilisée pour détecter la rétinopathie diabétique (Bichkle, 2011). Alors que le traitement se base
sur la photocoagulation par laser des Iésions ischémiques (Brue et al., 2008).

1.2.3.2.1.2. Néphropathie

Le diabéte représente la principale cause de terminale insuffisance rénale a travers le monde.
La présence d’une néphropathie augmente de dix fois le danger pour la santé cardiovasculaire
des diabétiques de type 1 et de trois a quatre pour ceux souffrant de diabéte de type 2 (Pillon et
al., 2014). En Céte d’Ivoire, prés de 3000 individus atteints de diabete ont commencé une
dialyse depuis 2006 et ce nombre devrait continuer a croitre (Bouhanick et al., 2013). La
néphropathie diabétique est une lésion rénale causée par une hyperglycémie chronique (Savaga
et al., 2008). La néphropathie diabétique entraine une persistance de la protéinurie, une
hypertension artérielle, une augmentation de la taille des reins, une hyper-filtration glomérulaire
et enfin, une défaillance totale de la fonction rénale (Rossing, 2006).
1.2.3.2.1.3. Neuropathie

Les taux de prévalence signalés varient entre 5 et 100 % selon les critéres de diagnostic
(Young et al., 1993). La Neuropathie diabétique est une complication relativement tradive,au

moins sur le plan clinique, touchant 50 % des patients atteints de diabete apres une période
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d’évolution de la maladie de vingt ans (Pillon et al., 2014). Cela indique la présence de facteurs
qui ne sont pas liés a I’hyperglycémie dans le contexte physiopathologie de la neuropathie. Il
est possible que ces facteurs soient génétiques, mais aussi associés a l’environnement, en

particulier nutritionnel (Raccah, 2004).

1.2.3.2.2. Complications macroangiopathique

L’atteinte vasculaire touche aussi les arteres musculaires d’un diamétre supérieur a 200
microns. On la désigne sous le terme de macroangiopathie et se différencie du diabéte par son
apparition précoce (athérosclérose accelérée), sa fréquence et son intensité (les infarctus du
myocarde sont généralement fatals). Chez la majorité des diabétiques, ces derniéres constituent
le premier facteur de mortalité (50 a 60 % des déces) (Pillon et al., 2014).

1.2.3.2.2.1. Maladie coronaire

La maladie coronaire est la principale cause de décés chez les diabétiques. Le dépistage
demeure complexe en raison de sa nature discréte et des contraintes liées aux examens non
invasifs. On observe 1’émergence de nouvelles méthodes, comme la détermination du score
calcigue (SCC), un indicateur des dépdts de calcium dans les vaisseaux. Ces dépots reflétent la
manifestation de I’athérosclérose coronaire. Ce score présente une excellente valeur prédictive
négative qui peut contribuer au diagnostic d’une maladie coronaire. Le SCC présente aussi un
intérét pronostique et permet de déterminer le degré de danger cardiovasculaire pour ces
patients (Bordier et al., 2009)

1.2.3.2.2.2. Accidents vasculaires cérébraux (AVC)

A I’échelle, les accidents vasculaires cérébraux constituent la seconde source de mortalité.
Les individus atteints de diabete présentent un risque 1, 5 a 3fois supérieur d’accident vasculaire
cérébral, notamment d’infarctus cérébral, notamment d’infarctus cérébral, par rapport aux non
diabétique .11 est possible de diminuer ce surrisque, notamment observé chez les jeunes et les
femmes, grace a des tactiques thérapeutiques efficaces destinées a réguler le taux de sucre dans
le sang et a traiter des comorbidités comme I’hypertension artérielles ou les dyslipidémies
(Bejot & Giroud, 2010).
1.2.3.2.2.3. Autres Complications

Les complications infectieuses concernent principalement la peau, le génito-urinaire
(infections urinaires et gynécologiques), les poumons (tuberculose) et les dents (abcés et
infections dentaires) (Brue et al., 2008). Le diabéte est lié a une forte probabilité d’infections,

principalement bactériennes. Cela pourrait étre associé aux conséquences néfastes de
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I’hyperglycémie sur la santé immunitaire des cellules (Belouidhnine et al., 2013). Les individus
atteints de diabéte sont également plus susceptibles d’avoir des problémes trophiques des
extrémités. Le pied diabétique est désormais un majeur en matiére de santé publique, avec une
fréquence constante d’amputation des membres inférieurs (Van, 2014 ; Wémeau, 2014). Ces
complications aggravent considérablement le pronostic d’un diabétique et ne sont pas toujours
réversibles, en particulier si la maitrise de 1’équilibre du sucre dans le sang n’est pas assuree.
Elles constituent les principales raisons de sa maladie et sa mortalité, affectant significativement
sa qualité de vie (Brue et al., 2008).
1.2.4. Traitements

Les thérapies contre le diabete se basent sur une régulation de la nutrition, un exercice

régulier et la prise d’agents hypoglycémiants et/ou d’insuline.

1.2.4.1. Régime alimentaire

Tous les traitements du diabéte reposent sur le régime alimentaire. Pour le patient atteint de
diabéte de type 1, I’objectif principal du régime est de fournir des calories nécessaires a la
progression et a I’activité, tout en veillant a une régularité dans I’alimentaire quotidienne afin
que I’insuline soit disponible simultanément avec 1’apport en glucides. Dans le cas du diabete
de type 2, I’alimentation est congue pour permettre au patient d’atteindre son poids optimal
(Littele & Rhodus, 2007), maintenir son taux de sucre dans le sang et, par conséquent, réduire
les effets néfastes du diabete sur la santé (Blickle, 2011).
1.2.4.2. Activité physique réguliére

L’exercice physique présente des effets positifs clairement démontrés (Casillas et al., 2009
; Duclos & Gautier, 2009). Elle provoque une consommation additionnelle de glucose par les
muscles en mouvement ; dés que le glucose circulant est absorbé, le foie génere un volume
identique equivalente de glucose pour prévenir 1’hypoglycémie. La sécrétion d’insuline est
réduite ; par ailleurs, les muscles travaillant deviennent plus « sensibles » aux effets de
I’insuline. Par conséquent, la glycémie demeure presque invariable, méme lors d’un exercice
intense. Si cette durée excede une heure, il est recommandé de boire ou d’avoir des aliments
sucrés, car le foie avoir dépassé ses réserves. Au cours des heures qui suivent conclusion de
’activité physique, le corps reconstitue ses réserves initialement, dans les muscles et ensuite
dans le foie grace au glucose sanguin (Beckers, 2016). Les programmes d’activités combinées
ont permis de diminuer le poids, I’hémoglobine glycosylée, le cholestérol total, le cholestérol a

lipoprotéines basse densité, les triglycérides, la tension artérielle systolique et diastolique.de

36



Généralités

plus, ils ont favorisé une sensibilisation accrue a I’insuline chez les individus souffrant de

diabéte de type 2.

1.2.4.3. Traitements médicamenteux
1.2.4.3.1. Antidiabétiques oraux

Les médicaments antidiabétiques oraux (Tableau I11) ont pour but de diminuer le taux de
sucre dans le sang en cas de diabete de type 2. lls ne sont pas le diabéte de type 1, ni dans celui
du type 2 chez la femme gestation ou chez les patients souffrant d’une maladie aigué ou rénale.
Ces médicaments (Figure 15) sont classés par leur mode d'action (Littele & Rhodus, 2007) :
- augmentation de la sensibilité hépatique a I’insuline : diminution de la production hépatique
de glucose (metformine, thiazolidinediones) ;
- augmentation de la sécrétion d’insuline (sulfonylurees, glinides, incrétinomimetiques) ;
- réduction de la sécrétion de glucagon (incrétinomimetiques) ;
- augmentation de la sensibilit¢ musculaire a I’insuline : augmentation de la captation et
I’utilisation du glucose par le muscle (metformine, thiazolidinediones) ;
- augmentation de la sensibilité adipocytaire a 1’insuline (thiazolidinediones) ;
- diminution de I’absorption intestinale des sucres alimentaires (inhibiteurs des a-glucosidases,
metformine, gliflozines) ;
- augmentation de 1’excrétion urinaire du glucose (gliflozines).
1.2.4.3.2. Insulinothérapie

L’insulinothérapie est employée pour les patient atteints de diabétique de type 1 et pour
quelques patients souffrant du diabéte de type 2. En réalité, le traitement du diabete de type 1
se base sur une insulinothérapie, combinée a un accompagnement psychologique du patient et

des normes d’hygiéne et d’alimentation, ainsi qu’une autosurveillance du patient.
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Tableau 111 : Différents antidiabétiques oraux (Inzucchi et al., 2015a ; Inzucchi et al., 2015b)

Classe Molécules Cible Effets princeps Avantages Inconvénients
moléculaire
(organe)
* Longue expérience = Intolérance digestive
« Diminution de * Pas d’hypoglycémie | = Risque dacidose
Biguanides | = Metformine « AMPK (foie) la production * Pas de prise de poids lactique
hépatique de glucose « Etude UKPDS
*Faible coit

* Glibenclamide | «Canaux =Augmentation de *Longue expérience = Risque d hypoglycémie
Sulfamides | = Gliclazide potassique I'insulmosécrétion * Faible coiit * Prise de poids

* Glimépiride (pancréas) = Sécurite CV?

= Glipizide

*Pioglitazone » Augmentation de la » Pas d’hypoglycémie | = Prise de poids
Glitazones (rétirée en sensibilit€ & Finsuline sMeilleure durabilité *Risque d'msutfisance

France) *PPAR-gamma *Protection CV? Cardiague

(tissu adipeux) * Fractures osseuses
*Cancer de vessie?

=Sitagliptine *Potentialisation de * Pas d’hypoglycémie | = Coit plus élevé

=Saxagliptine I"insulinosécrétion * Pas de prise de poids | =Sécurité pancréatique?
Gliptines *Vildagliptine *Enzyme DPP-4 * Maniabilité = Risque d’insuffisance

+Linagliptine {ubiquitaire) * Inhibition de la * Bonne tolérance cardiaque?

*Alogliptine sécrétion de glucagon

* Canagliflozine * Inhibition de la * Pas d’hypoglycémie | »Infections uro-génitales
Gliflozines * Dapagliflozine | *Cotransporteurs réabsorption du *Perte de poids = Déplétion volémique

*Empagliflozine | SGLT2 (rein) glucose (glucosurie) * Risque d’acidocétose?
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Figure 15 : Principaux modes d’action des agents antihyperglycemiants utilisés au cours du

diabéte de type 2 (Petit et al., 2016) + : stimulation ; - : inhibition

1.2.4.4. Métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont un groupe de molécules qui interviennent dans
I’adaptation de la plante a son environnement ainsi que la régulation des symbioses et d’autres
interactions plantes-animaux, la défense contre les prédateurs et les pathogenes, comme agents
allélopathiques ou pour attirer les agents chargés de la pollinisation ou de la dissémination des
fruits (Judd et al., 2002). En général, les termes, métabolites secondaires, xénobiotiques,
facteurs antinutritionnels, sont utilisés pour déterminés ce groupe, il existe plus de 200.000
composés connus qui ont des effets antinutritionnels et toxiques chez les mammiferes. Comme
ces composés ont des effets toxiques, leur incorporation dans 1’alimentation humaine peut étre
utile pour la prévention contre plusieurs maladies (cancer, diabéte, maladies circulatoires, les
infections viral), car la différence entre toxicité et effet bénéfique est généralement soit dose ou
structure- dépendant (Makkar et al., 2007).
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1.2.4.4.1. Composes phénoliques

Les composes phénoliques sont une vaste classe de substances organiques cycliques trés
variées, d’origine secondaire qui dérivent du phénol CeHsOH qui est un monohydroxybenzene.
Les composés phénoliques sont fort répandus dans le régne végétal ; on les rencontre dans les
racines, les feuilles, les fruits et I’écorce. La couleur et I’ardme, ou 1’astringence des plantes
dépendent de la concentration et des transformations des phénols. Ces composés représentent
2 a 3 % de la matiere organique des plantes et dans certains cas jusqu’a 10% et méme
d’avantage. Dans la nature, ces composés sont généralement dans un état li¢ sous forme d’esters
ou plus généralement d’hétérosides. Ils existent également sous forme de polymeres naturels
(tanins). Le groupe le plus vaste et plus répandu des phénols est celui des flavonoides (Walton
& Brown, 1999).
1.2.4.4.1.1. Flavonoides

Le nom flavonoide proviendrait du terme flavedo, désignant la couche externe des écorces
d’orange, cependant d'autres auteurs supposaient que le terme flavonoide a été plutdt prété du
flavus ; (flavus = jaune). Les flavonoides ont été isolés par le scientifique E.Chervreul en 1814,
mais n’ont été réellement découverts qu'en 1930 par Albert Szent-Gyorgyi. Désignés sous le
nom de vitamine P, en raison de leur efficacité a normaliser la perméabilité des vaisseaux
sanguins, cette dénomination fut abandonnée lorsqu'on se rendit compte que ces substances ne
correspondaient pas a la définition officielle des vitamines, il devient clair que ces substances
appartiennent aux flavonoides. Les travaux relatifs aux flavonoides sont multiples. Pres de 4000
flavonoides ont été décrits (Lhuilier, 2007 ; Marfak, 2011 ; Mohammedi, 2011). L’activité la
plus remarquable c’est qu’ils sont thermodynamiquement capables de réduire les radicaux
libres oxydants comme le superoxyde, le peroxyle, I’alkoxyle et I’hydroxyle par transfert
d’hydrogene ou par la chélation des ions métalliques impliqués dans la production des especes
oxygénées reactives. D’autres études aussi ont montré que les flavonoides sont des bons
inhibiteurs d'enzymes responsables de la production des radicaux libres comme la xanthine
oxydase, la cyclooxygénase et la lipooxygénase (Di-Carlo et al., 1999). Des études ont montre
que certains flavonoides comme : quercétine, myricétine, I’apigénine et la chrysine ont des
effets anti-inflammatoires par 1’action inhibitrice des enzymes responsables du métabolisme de
I’acide arachidonique. D’autres flavonoides : rutine et kaempférol ont montré une action
inhibitrice sur le facteur d’activation plauettaire (PAF), agent ulcérogene potentiel, et ainsi la
réduction des dommages gastro-intestinaux. Les flavonoides montrent des effets anticancéreux
par I’inhibition du tissue-type plasminogenactivator (t-PA) en lui greffant la laminine, une

molécule de la matrice extracellulaire qui joue un réle important durant la mort cellulaire. Les
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flavonoides préviennent le diabéte en inhibant 1’aldose réductase. Les flavonoides empéchent
le développement de 1’athérosclérose ce qui réduit les maladies cardiovasculaires. On attribue
aux flavonoides d’autres propriétés : veinotonique, anti tumorale, analgésique,
antispasmodique, antibactérienne, hépato-protectrice, etc (Tran et al., 2001).
1.2.4.4.2. Alcaloides

Les alcaloides sont des composés azotés complexes, a caractére basique, présentant
généralement une intense activité pharmacologique. Ce sont pour la plupart des poisons
végétaux trés actifs, dotés d’une action spécifique. La médecine les emploie le plus souvent a
I’état pur. La morphine a été le premier alcaloide isolé de I’opium (vers 1805). Puis on découvrit
la strychnine (1818), la caféine (1819) (Guignard, 1979). Les alcaloides exercent généralement
leurs activités pharmacologiques sur les mammiféres comme I’Homme. Jusqu’a aujourd’hui,
plusieurs médicaments utilisés sont des alcaloides naturels, ils affectent chez I’étre humain le
systtme nerveux, particuliecrement les transmetteurs chimiques tels 1’acétylcholine,
epinephrine, norépinephrine, acide y-aminobutyrique (GABA), dopamine et la sérotonine. Les
alcaloides jouent plusieurs activités pharmacologiques (Badiaga, 2011). Bien que beaucoup
d'entre eux soient toxiques (comme la strychnine ou I'aconitine), certains sont employés dans
la médecine pour leurs propriétés antioxydantes (pipérine, caféine), antibactériennes
(berbérine), antifongiques (spartéine), anti-inflammatoire (colchicine), anticancéreuses
(pipérine), analgésiques (comme la morphine, la codéine), dans le cadre de protocoles de
sédation (anesthésie, atropine) souvent accompagnés des hypnotiques, ou comme agents
antipaludéens (quinine, chloroquinine), antihypertension,hépatoprotecteur et antidiabetique
(Bhat et al., 2005 ; Zenk & Jueng, 2007 ; Badiaga, 2011).

1.2.4.4.3. Saponosides

Les saponosides sont des métabolites secondaires hétérosidiques présent dans de
nombreuses plantes et quelques organismes marins ou ils auraient un réle de défense contre des
agents pathogenes extérieurs (champignons, bactéries et insectes). Composés d’une partie
lipophile, la génine (ou aglycone) et d’une partie hydrophile osidique, ces molécules sont
connues depuis longtemps pour leur propriété tensio-active, leur pouvoir hémolytique ou
encore leurs toxicités vis-a-vis des animaux a sang froid (ichtyotoxicité). Les plantes riches en
saponosides telle que la saponaire (Saponairia officinalis) ou le bois de panama
(Quillajasaponaria) ont été utilisées pendant de nombreuses années comme savon d’ou le nom
donné a cette classe de métabolite secondaire (saponosides) du latin sapo (savon) (Chwalek,

2004). Les saponines sont des glycosides naturels de triterpenes ou de stéroides qui présentent
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des activites biologiques et pharmacologiques variées, principalement dans les domaines de
I’immunologie, la cancérologie et la microbiologie. Les saponines sont connues pour leurs
activités anti-tumorales, anti-inflammatoires, immunostimulants, antimicrobiennes, insecticide
(Antileshmanien). Les saponines retiennent I’attention aussi bien pour leur exploitation
industrielle. Certains sont des matiéres premic¢res pour 1’humsynthése des molécules
médicamenteuses stéroidiques que pour leurs propretés pharmacologiques. De nombreuses
drogues a saponines sont utilisées pour I’obtention de forme galénique, mais également par la

phytothérapie ou I’industrie des cosmétiques (Djahra, 2015).

1.2.4.4.4. Terpénes et stéroides

Le terme terpéne inventé par kékulé, vient de leur origine historique de I’arbre de terebinth
: (Pistacia terebinthus). Du point de vue structural, les terpénes constituent une grande famille
de composés prénologues, c’est-a-dire d’homologues a enchainement isoprénique. Ces
substances organiques font partie des métabolites secondaires, les plus répandus dans la nature
(Bhat et al., 2005). En effet, plus de 36 000 structures différentes ont été identifiées. Plusieurs
sont isolés a partir des fleurs, des tiges, des racines et différentes parties des plantes. On peut
en rencontrer encore, chez les animaux, les phéromones et hormones juvéniles
sesquiterpeniques des insectes et dans les organismes marins (Bruneton, 1993). Les stéroides
jouent un réle important dans la croissance et développent des plantes. Cependant la grande
majorité des composés terpéniques sont des métabolites secondaires et semblent agir comme
toxines ou comme agents de dissuasion visa-vis des insectes herbivores. Des potentialités
thérapeutiques dans les différents domaines (cytostatiques, anti-inflammatoires, analgésiques,
insecticides, molluscicides, etc.) présentent un intérét considérable dans le secteur de I’industrie
pharmaceutique particulierement la production de meédicaments stéroidiques ayant des

propriétés contraceptives, anabolisantes, anti-inflammatoires, etc.

1.2.4.5. Phytothérapie Antidiabétique

Selon le rapport de I’OMS, 80 % de la population mondiale utilise les plantes médicinales
pour traiter diverses maladies. Ce taux remarquablement élevé, peut étre expliqué par
I’efficacité thérapeutique de ces remédes naturels au sein de la population, et aussi par leur
disponibilité et leur faible colt. Cette pratigue médicale tres ancienne, qui est fondee sur
’utilisation d’extraits de plantes et de principes actifs naturels est connue sous le nom de la

phytothérapie (Schlienger, 2014).
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L’une des remarquables applications de la phytothérapie, est I'utilisation des plantes
médicinales pour le traitement du diabéte. Ainsi, plusieurs plantes sont utilisees par la
population pour maintenir le taux de glucose. Cette pratique a motivé plusieurs chercheurs a
entreprendre des expériences afin de comprendre le mécanisme d’action de ces remedes
naturels et d’extraire les principes actifs. Une référence classique est a I’origine de 1’émergence
de plusieurs études réalisées sur ’activité antidiabétique des plantes médicinales (Marles &
Farnsworth, 1995). Ces deux auteurs reportent 1’existence de 1123 espéces douées d’un pouvoir
antidiabétique, appartenant a 725 genres et 183 familles. En effet, Marles et Farnsworth ont
trouvés que parmi ces plantes utilisées traditionnellement pour le traitement du diabete, il y’a
celles qui ont été testées expérimentalement, et 81 % d’entre elles ont montré des résultats
positifs, ce qui les a menés a constater que ces remedes naturels représentent une source
potentielle pour des nouveaux médicaments antidiabétiques (Marles & Farnsworth, 1995).
Plusieurs composants actifs présents dans les plantes ont la capacité d’agir sur le corps. En ce
qui concerne le diabete, leur action hypoglycémiante varie en fonction du mécanisme et de la
substance active impliquée. Les polysaccharides, les peptides, les alcaloides, les glycopeptides,
les triterpenoides, les acides aminés, les stéroides, les flavonoides, les phénols, les coumarines,
les ions inorganiques et les guanidines font partie des composants présents dans les plantes qui
ont un effet hypoglycémiant (Jarald et al., 2008). Plusieurs mécanismes peuvent expliquer
I’activité antidiabétique des plantes :

- diminution de la résistance a I’insuline ;

- augmentation de la production d’insuline par les cellules béta ou/et inhibition du processus
dégradatif de I’insuline ;

- approvisionnement en quelques composants essentiels tels que le Calcium, le Zinc, le
Magnésium, le Manganese et le Cuivre pour les cellules béta ;

- régénérescence ou/et réparation des cellules béta du pancréas ;

- effet de protection contre la dégradation des cellules béta ;

- augmentation du volume et du nombre de cellules présents dans les Tlots de Langerhans ;

- inhibition de la réabsorption du glucose par le rein ;

- blocage de -galactosidase, de a-glucosidase et de a-amylase.

En Afrique, 185 espéces sont aujourd’hui utilisées par la population contre le diabéte
(Mohammed et al., 2014). Les chercheurs se sont vivement intéressés, a étudier ces plantes
médicinales populaires afin d’une part de prouver et de reproduire leur activité antidiabétique
dans les conditions du laboratoire et d’autre part de cerner le (s) principe(s) actif(s), et

d’expliquer son (leur) mécanisme d’action, dans un but de trouver de nouveaux médicaments
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antidiabétiques plus efficaces et avec peu d’effets secondaires (Azzi et al., 2012). Ainsi,
plusieurs sites d’actions ont été proposés (Figure 16).

Le premier but dans le traitement du diabete est la diminution du taux du glucose dans le
sang. Pour atteindre ce but, les plantes peuvent agir selon trois modalités. La premiére implique
une diminution de I’apport du glucose dans le sang, et cela est possible soit par 1’inhibition de
la production hépatique du glucose (origine endogene du glucose), soit par la diminution de
I’absorption intestinale du glucose (origine exogene du glucose). La deuxieéme modalité est li¢e
a une augmentation de 1’utilisation du glucose par les tissus périphériques notamment le muscle.
Enfin, la troisiéme concerne la stimulation de la sécrétion de I’insuline (Hui et al., 2009).
Beaucoup de travaux ont été réalisés sur des molécules purifiées issues de plantes a activité
antidiabétique, les structures chimiques de ces molécules ont été bien déterminées. Pour
¢lucider quelques exemples, prenons tout d’abord le S-méthyle cystéine sulfoxyde, un acide
aminé isolé de la pulpe d’Allium cepa (Amaryllidaceae). Des expériences ont montré qu’une
administration quotidienne de ’acide aminé a une dose de 200 mg/kg, durant 45 jours, a
significativement diminué I’hyperglycémie des rats rendus diabétiques par 1’alloxane. Cette
diminution a été comparable a celle observée avec le glibenclamide et I’insuline chez les mémes
animaux (Kumari et al., 1995). D’autre part, des travaux ont été menés sur 1’étude du
mécanisme d’action possible de 1’acide aminé en question. Ainsi, Kumari et al. (1995) ont
proposé que I’acide aminé agit en améliorant 1’activité des enzymes hépatiques, notamment
I’héxokinase et la glucose 6- phosphatase. Dans un autre travail plus récent, Kumari & Augusti
ont proposé un autre effet sur ’amélioration de la sécrétion de I’insuline chez les animaux
diabétiques (Kumari & Augusti, 2002). Un autre acide aminé qui mérite aussi d’étre mentionné,
est celui qui a été isolé des graines de Trigonella foenum-graeceum (Fabaceae), le 4-
Hydroxyisoleucine. Cet acide aminé a montré une action directe sur les flots de Langerhans
isolés du rat et de ’homme, en stimulant la sécrétion de 1’insuline induite par le glucose
(Sauvaire et al., 1998). Le méme acide aminé a également montré une amélioration de la
tolérance orale au glucose chez le rat et le chien (Broca et al., 1999). En outre, des dérives ont
été préparés a partir du 4-hydroxyisoleucine et ont montré un effet dans la stimulation du
transport du glucose dans les cellules musculaires squelettique, chose remarquable, que cet effet
a été plus important que celui du composé parental (Korthikunta et al., 2015). De méme,
d’autres mécanismes d’actions ont été proposés pour d’autres molécules isolées de plantes, par
exemple 1’acide ursolique, un triterpene isolé de Rosmarinus officinalis (clamiaceae), est actif
comme antidiabétique par 1’augmentation de la translocation des vésicules de I’insuline, la

sécrétion de I’insuline et I’augmentation du contenu du glycogéne musculaire soléaire (Castro
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et al., 2015). Quant a leurs derives synthétiques, leur activité a été bien évidente dans
I’inhibition de I’a-glucosidase et d’une fagon plus importante que 1’acarbose (Wu et al., 2014).
Nous pouvons également citer la mangiférine, et son glycoside la mangiferin-7-O-beta-
glucoside, isolés de Anemarrhena asphodeloides (Bunge). Ces deux molécules peuvent agir en
augmentant la sensibilité des tissus a I’insuline (Ichiki et al., 1998). Aussi, le lophenol un
phytostérol isolé de Aloe vera, qui selon des travaux, peut stimuler le catabolisme du glucose
et supprimer la production de nouveau du glucose par la réduction des enzymes de la
néoglucogenese (Misawa et al., 2012). Enfin, citons I’exemple de 1’acide férulique isolé de

syzyginum cumini et qui pourrait jouer un role dans la régénération des cellules B-pancréatiques
(Mandal et al., 2008).
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Figure 16 : Différents sites d’actions de plantes médicinales utilisées pour le traitement du

diabéte sucré (Azzi et al., 2012)
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1.3. Connaissances sur les plantes étudiées
1.3.1. Carapa procera
1.3.1.1. Position systématique

Regne : Plantae
Sous-régne : Tracheobionta
Embranchement : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Ordre : Sapindales
Famille : Meliaceae
Genre : Carapa

Espéce : Carapa procera

1.3.1.2. Description et caractéristique

L’arbre de Carapa procera atteindre jusqu’a quarante-cinq meétre de hauteur, un tronc
cylindrique de diametre compris entre quarante et soixante centimetres. Les premieres
branches, sont souvant obtenues a partir d’une hauteur de vingt métres. Sur les pousses jeunes,
leurs écorces sont grisatres et lisses, tandis qu’elles peuvent se détacher sur les especes adultes.
Les feuilles terminales de la branche ont une longueur d’environ quatre-vingts centimetres,
accompagnées de folioles de six a dix-huit centimétres. Les pétioles sont longs d’un a deux
centimétres. sagissant des fruits, a la maturité, les capsules s’ouvrent en cing valves avec au

moins dix graines brunes (Guévara, 2015), comme le montre la figure 17.

o R~ R &~ P

Figure 17 : Plante de Carapa procera (photo Brahima)
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1.3.1.3. Répartition géographique

Carapa procera se trouve dans toutes les foréts d’Afrique tropicale, depuis I’équateur, du
rift d’ Albertine (Ouganda, Rwanda) jusqu’a 1’est du Sénégal et a 1’Ouest du Mali. En Afrique
de I’Ouest, on identifie trois especes appartenant au genre Carapa : Carapa microcarpa,
Carapa procera et Carapa velutina. Le carapa (procera et velutina) se rencontre uniqguement
au Sud du Mali et Sénégal, dans le domaine soudanoguinéen, sur le les frontieres de la Guinée
et la Cote d’Ivoire, en raison des conditions climatiques trop séches au nord. Dans cette période,
la distribution de ces espéces n’est pas homogéne et leur présence est constamment
conditionnée par une disponibilité d’eau variable, que ce soit dans les forages ou les failles
rocheuses alimentées par des aquiféres perchés (Weber et al., 2010).
1.3.1.4. Composition chimique et utilisation de Carapa procera en médecine traditionnelle
et thérapeutique

C’est Eugene Caventou (co-découvreur de la quinine) qui le premier, a isolé des principes
amers (touloucounine, carapine), la matiére colorante, la gomme et des traces d’amidon de
I’écorce de Carapa. Mais, d’autres travaux ont extrait des composés chimiques des graines de
Carapa procera (Snijder et al., 1981). Ceux-ci ont indiqué la présence de composés d’intérét
tels que 1’évodulone, I’acétate d’a-obacunyle, le methylangolensate, et le limonoide nommé
proceranone (Smith & Siwatihan, 1975). L’amertume de ces graines serait due a la présence
de triterpénes reconnus comme fébrifuges et insecticides, et de limonoides a activités anti-
inflammatoires avérées. Andrade et al. (2001) ont indiqué la présence de sesquiterpenes,
germacréne D et a-humuléne dans les fleurs.

Les thérapeutes et les herboristes sont particulierement attirés par la plante médicinale
Carapa procera (Weber et al., 2010), car toutes ses composantes sont exploitées (Guillemot,
2004 ; Eyog-Matig et al., 2006). On extrait de sa gaine une huile estimée a 55 % dans la
composition de 1’amande (Sanogo et al., 2006). On obtient traditionnellement cette huile
végétale grace a des méthodes basiques. Elle participe a la production de cosmétiques et de
savons sur place. En médecine traditionnelle vétérinaire et humaine, elle est employée pour
soigner diverses affections (Gueye et al., 2010 ; Weber et al., 2010). L'écorce est employée par
les Amérindiens sous forme de décoction, pour traiter les ulcéres, les plaies, coupures et
mycoses, (Fleury, 1991), et en gargarisme pour soulager I’inflammation de gorge (Hammer &
Johns, 1993). L’huile de Carapa procera est utilisée pour traiter les tiques et faire le pensement
des plaies de bovins (Bah, 1993 ; Hougni et al., 2006 ; Sanogo et al., 2006). En Cote d’Ivoire

il est utilisé comme emménagogue et anti abortif (Bouquet & Debray, 1974). Carapa procera
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est d’importance socio-culturelle ou médicinale reconnue sur toute leur aire de distribution.
L’huile est traditionnellement extraite par les femmes et est utilisée dans le traitement d’une
dizaine de maladies et en cosmétique. Toutes les parties de la plante sont utilisées en médecine
traditionnelle (Guéye et al., 2010). On utilise 1’huile de carapa procera est pour les massages
de tout ordre en sport, en médecine, en cosméetique et aussi pour des fins médico-magiques,

mentionnés par plusieurs auteurs (Gueye et al., 2010).

1.3.2. Corchoruis olitorius
1.3.2.1. Position systématique
Regne : végétale
Division : magnoliophyta
Classe : magoliopsida
Ordre : malvales
Famille : Tiliacées
Genre : Corchorus

Espéce : Corchorus olitorius

1.3.2.2. Description et caractéristique

La coréte potagere (Figurel8) atteint une hauteur environ 2 m 40. Ses feuilles, qui mesurent
entre 6 et 10 cm en hauteur et 3,5 et 6 cm en largeur (Mahmoud et al., 2016), présentent une
teinte verte. Elle présente une forme lancéolée et finement crantée (Loumerem & Alercia,
2016). Elle se distingue par sa pointe piquante, sa base aigué et sa texture légérement épineuse
(Osawaru et al., 2012). Elle est une plante herbacée annuelle érigée pouvant atteindre 2a 4 m
de haut, habituellement fortement ramifiée. Les fleurs sont hermaphrodites, pollinisées par les
insectes, ont un diamétre de 2 a 3 centimetres, une teinte jaune et 5 pétales. Les fruits se
présentent sous la forme d’une capsule verte ou marron clair, environ 7 cm de long et renfermant
des particules en forme de triangle noir. Les graines sont non comestibles et tres toxiques
(Mahmoud et al., 2016). Cette plante prospére bien dans les sols acides, neutres, alcalins, et ne
peut pas tolérer les sols humides (Loumerem & Alercia, 2016). Corchorus olitorius, également
connu sous le nom de corete potagere, est un légume-feuille couramment cultivé dans la
majorité des pays d’Afrique tropicale. Il est employé en tant que légume mucilagineux.

Corchorus olitorius est plus connue En Céte d’Ivoire, on la nomme généralement « kroala ou
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kplala », dérivé du mot vernaculaire Baoulé. Ce sous-groupe ethnique appartenant au groupe
Akan qui vit principalement dans les zones centrales du pays (Tra-Bi et al., 2016).

- £

Figure 18 : Feuilles, Fleurs, Fruits et Graines de Corchorus olitorius (photo Brahima)

1.3.2.3. Répartition géographique

Il était freqguemment question de sa provenance géographique, car elle est cultivée depuis
des siecles en Asie et en Afrique, et elle se retrouve sauvage sur les continents. Selon Bonnet,
(2015), certains sientifiques voient dans I’Inde ou la région indo-birmane le foyer de Corchorus
olitorius et de nombreuses autres especes de Corchorus. Toutefois, le fait que I’ Afrique compte
le plus grand nombre d’espéces sauvages de Corchorus et la plus grande variété génétique intra
spécifique de Corchorus olitorius suggere que c’est la que le genre serait originaire, tandis
qu’un centre secondaire de la diversité se situe dans la zone indo-birmane. Mais selon une étude
plus récente, Loumerem & Alercia, 2016 ont confirmé que Corchorus olitorius est une plante
originaire d’Inde ou a la frontiére de I’inde et la birmanie. A I’heure actuelle, Corchorus
olitorius est couramment présent dans toutes les zones tropicales et il se trouverait sans doute

dans tous les pays d’Afrique tropicale (Bonnet, 2015).
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1.3.2.4. Composition chimique et utilisation de Corchorus olitorius en médecine
traditionnelle et thérapeutique

Pour 100 g de partie comestible de corchorus olitorius, la composition des feuilles est la
suivante : eau 80,4 g (74,2-9,1 g), énergie 243 kJ (58 kcal), protéine 4,5 g, lipides 0,3 g, glucides
12,4 mg, fibres 2,0 g Ca 360 mg P 122 mg, Fe 7,2 mg B-caroténe 6410 pg, Thiamine 0,15 mg,
riboflavine 0,53 mg, niacine 1,2mg, acides ascorbique 80 mg (Leung et al., 1968). On a prouvé
en Egypte et au Nigéria que ses feuilles contiennent une grande quantité de protéines, de lipides,
de glucides, de fibres, de calcium, de phosphore, de fer, de -caroténe, de thiamine, de
riboflavine, de niacine et d’acide ascorbique (Adeyeye et al., 2018 ; Samuel et al., 2020). Les
feuilles de Corchorus olitorius renferment des substances phénoliques antioxydants, la plus
significative étant 1’acide 5-cafféoylquinique. Une activité inhibitrice de la libération
d’histamine par les cellules d’exsudat péritonéal du rat, induite par une réaction entre un
antigene et un anticorps,a également éte détectée des feuilles. Les graines peuvent nuire aux
mammiféres et aux insectes. Elles incluent des hétérosides du cceur (corchorosique et
olitoroside). En général, la vérification phytochimique effectuée sur la plante a révélé la
présence de stérol (B — Sitosterol), tri terpénes (acide Oxocorocine), coumarines, saponines,
tannins et de flavonoides (Mibei et al., 2012 ; Ragasa et al., 2016).
Les feuilles de ce légume possédent des vertus pharmacologiques telles que I’activité
antioxydante (Ben-Yakoub et al., 2020), P’activit¢é antidiabétique (Mohammed, 2007),
hypolipidémique, et 1’activité anti-obésité (Wang et al., 2011). Une étude réalisée par
souleymane et al., (2023) montre que seulement 17,3 % des enquétés affirment que les feuilles
de kroala ont un usage médicinal. Selon la fréquence des cas de citation, les principales
affections soignées par les feuilles comprennent I’anémie (31,9 %), la fievre typhoide (18,1 %),
la constipation (16,7 %) et le paludisme (8,3 %). La préparation la plus courante est la sauce
(76,86 %), suivie par la décoction (18,1 %), le pétrissage (8,3 %) et finalement la purgation (4,2
%). Au Kenya, on utilise des lamelles provenant de la coréte potagere pour soigner les douleurs
dentaires, une décoction de racine est utilisée comme tonique. Au Congo, on utilise des pousses
feuillées contre les problémes cardiovasculaires. En Tanzanie, on absorbe une infusion de
feuille en cas de constipation et au Nigeria,on utilise également les graines comme purgatif et
fébrifuge (Bonnet, 2015).
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Matériel et Méthodes

2.1. Matériel
2.1.1. Matériel végétal

Le mateériel végétal était composé des écorces de la tige de Carapa procera et de la plante
entiere Corchorus olitorius (Figures 19 et 20).

Les écorces de la tige de Carapa procera ont été récoltées en octobre 2021 dans la région
du Haut Sassandra en Cote d’Ivoire. Elles ont été nettoyées, triées, lavées, puis séchées a 1’abri
du soleil pendant plusieurs jours et broyées. La poudre obtenue a été conservée dans des sachets
hermétiquement fermés. Cette poudre d’écorce a été codifiée ext 1.

Les plantes entieres de Corchorus olitorius ont été récoltées en ao(t 2021 dans la région du
Haut Sassandra en Cote d’Ivoire. Les plantes récoltées ont été triées, lavées, séchées a 1’abri du
soleil puis broyées. La poudre obtenue a été conservée dans des sachets hermétiquement fermés.

Cette poudre de plante a été codifiée ext 2.
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2.1.2. Matériel animal

L’étude in vivo a été réalisée sur des rates albinos (Rattus norvegicus) de souche wistar
(Figure 21) agés de 3 a 4 mois et de poids compris entre 100 et 280 g selon le test biologique a
effectuer. Les animaux ont été hébergés a I’animalerie du Laboratoire de Biologie Santé a
I’Université Jean Lorougnon Guédé de Daloa dans des cages plastiques avec une fermeture en
acier inoxydable (36 cm x 25 cm) tapissées de copeaux de bois ou ils avaient libres acces a
I’eau et a la nourriture. Les cages ont été nettoyées et la litiere changée chaque trois jours. Les
cages €taient munies d’un porte étiquette ou ont été mentionnés : le nom du lot, le traitement
subi et les dates des expérimentations. Avant le début des traitements les rates ont subi une
période d’acclimatation de 14 jours au niveau de I’animalerie a une température constante 22 +
2 °C et soumis a un cycle de lumiére/obscurité de 12h/12h pour le respect de leur mode de vie.
Nous les avons traités en respectant les principes et les directives mentionnés dans le manuel
concernant la prise en charge et I’emploi des animaux d’expérimentation. L’identification des

rates individuellement a été realisée par la numérotation de la queue grace a un marqueur

permanent.

Figure 21 : Rates albinos de souche wistar (photo Brahima)
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2.1.3. Régime d’induction du diabéte : régime hypercalorique

Les régimes a haute teneur en calories augmentent le poids et augmentent la masse grasse
(Cardenas, 2017). Non seulement ils renferment d’importantes quantités de macronutriments
industriels (comme graisses, le cholestérol, les protéines et les sucres), mais également une forte
teneur en sel (chlorure de sodium) et un faible pourcentage de fibres. Il se distingue par une
concentration accrue en céréales, farines complétes, graisses hydrogénées, légumineuses et
mets preparés. On peut aussi le décrire comme une alimentation abondante en pétes grasses,
viande rouge, beurre et saindoux, ceufs dans les sandwichs, en sauces, en pizzas, sodas, sucreries
et desserts (Farooqui, 2015). Le régime hypercalorique était constitué d’une solution de
saccharose a 15 % (0,6 kcal / ml) et un assortiment d'aliments composé de nourriture standard
pour rats, de gateau au chocolat, de biscuits, d'une nourriture riche en graisses pour rats. Ce
régime fournissait une moyenne de 4,5 kcal / g, soit environ 12 % de I'énergie de protéines, 45
% de graisses et 43 % de glucides
2.1.4. Matériel chimique

Pour la préparation des extraits de plantes nous avons utilisé 1’eau distillée. Quant a 1’étude
triphytochimique le réactif de Stiasny, la solution alcoolique de quercétine, 1’acide gallique,
I’acide sulfurique, le chlorure ferrique 2 %, le réactif de Borntragen, et le réactif de Dragendorff
ont été utilisés. Tous ces articles sont issus de la société polychimie d’ Abidjan.

Les réactifs employée pour les caractérisation des groupes chimiques et d’autres essais
comprenaient : ’ammoniaque, le chloroforme, I’acide sulfurique (H2SOa),le polyéthyléne
glycol, phénol-chloroforme, 1’acide sulfurique concentré, le réactif de Dragendorff, le réactif
de Godin, des Copeaux de magnésium, 1’alcool isoamylique, 1’acide chlorhydrique dilué¢, le
chlorure ferrique d’alcool a 60 °C, le réactif de Mayer, I’anhydride acétique, le chlorure ferrique
a 2 %, le réactif de Stiasny (Formol 30 %, HCI concentré : 1/0,5), le trichlorure d’antimoine
(SbCl5) et le réactif de Liebermann donner par RY CA-PHARMA (Céte d’lvoire).

Dans cette étude nous avons utilisé comme molecule de référence la metformine (1,1-
diméthylbiguanide) qui est actuellement 1’antidiabétique oral de premicre intention
recommandé au niveau international lors de la prise en charge thérapeutique du diabéte de type
2. Elle est I’antidiabétique le plus prescrit dans le monde avec plus de 120 millions de patients
traités. Elle est une biguanide dérivée de la galégine (Figure 22), une substance active extraite
du lilas francais (Galega officinalis), une plante utilisée au Moyen Age pour le traitement des
symptomes attribués au diabete de type 2. (Natali & Ferrannini, 2006).
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Figure 22 : Origine et structure de la metformine (Natali & Ferrannini, 2006).

2.1.5. Matériel technique

Pour la réalisation technique de cette étude, divers équipements ont été utilisés. Un
glucométre de marque ’On Call vivid * a été utilisé pour le dosage de la glycémie caudale.
Les automates HITACHI Cobas C311 (Suisse), et SYSMEX XN-1000 (Japon) ont été utilisés
pour le dosage des paramétres biochimiques et hématologiques. La centrifugeuse ALC a servi
a centrifuger le sang artério-veineux de chaque animal. La balance électronique SI-602 a servi
a la pesée des rates, des extraits et de la gélose. Les congélateurs -20 °C ont été utilisés pour
conserver les échantillons. Le vortex a été utilisé pour faire le mélange des échantillons.

Les Micropipettes ont servi a faire les prélevements. Une broyeuse pour le broyage des

plantes et un évaporateur rotatif de type BUCHI pour réduire la quantité du solvant.
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2.2. Méthodes
2.2.1. Préparation des extraits aqueux

L’extrait aqueux de Carapa procera et celui de Corchorus olitorius ont été obtenus a partir
de 100 g de poudre de chaque plante qui sont dissous et homogénéisés dans 1 litre d’eau distillée
chacun. Les mélanges ont été macérés sous agitation pendant 24 heures a la température du
laboratoire a I’aide d’un agitateur magnétique. L’homogénat obtenu de chaque plante a été
recueilli dans un carré de tissu blanc (propre) et pressé a la main par applications de pressions
fortes. Les solutions recueillies ont été filtrées successivement deux fois sur du coton
hydrophile. Puis une fois sur du papier filtre Whatman 3 mm. Des aliquotes du filtrat ont été
évaporés sous vide a 30 °C a I’aide d’un évaporateur rotatif de type BUCHI (Figure 23).
Le rendement des différents extraits a été obtenu par la formule suivante :

R (%)=M/Myx100 |

R : Rendement exprimé en %.
M : Masse en gramme de l'extrait sec obtenu

Mo : Masse en gramme du matériel végétal a traiter

Séchage + broyage pesce

Poudre de H 100 g de poudre 1 L d'eau distillée

plante végetale

Macération 24h température de la salle

Homogénat

Filtrer 2 fois sur du coton
Hydrophile et une fois sur
Papier Wathman

| Résidus R

Evaporation

I Extrait aqueux I

Figure 23 : Diagramme de préparation des extraits de plantes (Zirihi et al., 2003)

56



Matériel et Méthodes

2.2.2. Analyses phytochimiques

La mise en évidence des groupes ou composés chimiques (métabolites sécondaires) présents
dans les différents extraits de la plante a été faite selon les méthodes classiques utilisées en
chimie des substances naturelles rapportées par Bekro et al. (2007) avec quelques
modifications.
2.2.2.1. Recherche des stérols et des polyterpenes par la réaction de Lieberann

Pour mettre en évidence les stérols et les polyterpénes, le réactif de Liebermann a été utilisé.
Apres évaporation a sec de 5 ml de chaque solution dans une capsule sur bain de sable sans
carboniser, le résidu a été dissout a chaud dans 1 ml d’anhydride acétique, puis dans un tube a
essai en faisant couler avec précaution 0,5 ml d’acide sulfurique concentré le long de la paroi
du tube. L’apparition a I’interphase d’un anneau pourpre ou violet, virant au bleu, puis au vert,
indique une réaction positive.
2.2.2.2. Recherche des polyphénols par la réaction au chlorure ferrique

La mise en évidence des phénols totaux dans les extraits a été réalisée par 1’utilisation d’une
solution de clorure ferrique (FeCls). Quelques gouttes de la solution alcoolique de FeCls (2 %)
ont été ajoutées a un volume de 2 ml de I’extrait. L apparition d’une coloration bleue noiratre
prouve la présence des polyphénols.
2.2.2.3. Recherche des flavonoides

La présence des flavonoides a ét¢ mise en évidence par 1’ajout de quelques gouttes
d'hydroxyde de sodium & 2 ml d’extrait pour donner une couleur jaune intense. Si I’ajout de 2
a 3 gouttes d’acide chlorhydrique dilué au mélange conduit a la disparition de cette couleur,
cela indique la présence des flavonoides.
2.2.2.4. Recherche des tanins

La caractérisation des tanins s’est faite sous 1’action conjointe de formol et d’acide
chlorhydrique. Les tanins galliques sont des dérivés de I’acide gallique et sont combinés sous
forme d’hétérosides hydrolysables. Les tanins catéchiques de nature hétérosidique sont formés
de polymeres de catéchols sous forme condensée. La reaction de Stiasny permet de différencier
les tanins catéchétiques condensés des tanins galliques hydrolysables. Le réactif de Stiasny est
composé de formol 30 % dans de I’acide chlorhydrique concentre.
2.2.2.4.1. Recherche des tanins catéchiques ou condensés

Le réactif de Stiasny (Formol 30 %, HCI concentré : (1/0,5 ; v/v) permet d’identifier Les

tanins catéchiques. Chaque extrait a été séverement évaporé dans une capsule sur un bain de

sable sans carbonisation. Une fois 15 ml du réactif de Stiasny incorporés au résidu, le mélange
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est maintenu dans un bain-marie a 80 °C pour une durée 30 minutes. Les tanins catéchiques
sont caractérises par la présence d’un précipité en gros flocons.
2.2.2.4.2. Recherche de tanins galliques

La solution précédente a été filtrée, saturée avec de 1’acétate de sodium et une a deux gouttes
de solution alcoolique de chlorure de fer a 2 % y ont été ajoutées. La réaction positive s’est
traduite par I’apparition d’une coloration bleu-noire intense caractéristique des tanins galliques.
2.2.2.5. Recherche des quinones libres ou combinées

Le réactif de Borntraéger permet de mettre en évidence les substances quinoniques libres.
Les quinones combinées sont identifiées par hydrolyse. Pour ce faire, 2 ml de chaque solution
d’extrait ont été¢ d’abord évaporés a sec dans une capsule en porcelaine sur bain de sable sans
carboniser, ensuite le résidu a été trituré dans 5 ml d’acide chlorydrique au 1/5. Puis la solution
obtenue a été portée au bain-marie bouillant pendant une demi-heure. Enfin, aprés
refroidissement sur un courant d’eau froide, I’hydrolysat a été extrait avec 20 ml de chloroforme
et la phase chloroformique a été recueillie dans un autre tube a essai additionné de 0,5 ml
d’ammoniac dilué de moiti¢. L’apparition d’une coloration allant du rouge au violet indiquait
la présence de quinones.
2.2.2.6. Recherche des alcaloides (réactifs de Dragendorff et de Bouchardat)

Dans le premier tube, ont été ajoutées 2 gouttes de réactif de Dragendorff a 2 ml d’extrait.
L’apparition d’un précipité rouge-orangé ou brun-rougeéatre indiquait un test positif (présence
d’alcaloide). Dans le deuxiéme tube, ont été ajoutées 2 gouttes de réactif de Bouchardat. La
formation d’un précipité brun-noir, brun-terre ou jaune-brun indiquait la présence d’alcaloides
dans le milieu.
2.2.2.7. Recherche des saponosides

Les saponosides forment une solution moussante persistante par agitation. Cette propriété
des solutions de saponosides a été utilisée pour les mettre en évidence. Ce test consistait a
dissoudre 0,01 g d’extrait de plante dans 2 ml d’eau distillée. Aprés agitation vigoureuse a la
main, la formation d’une mousse d’une hauteur supérieure a 1 cm, stable et persistante pendant

30 min a indiquait la présence de saponosides.
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2.2.3. Cytotoxicite des extraits de plantes sur les cellules

Les méthodes utilisées pour les tests de cytotoxicité des extraits sont les méthodes rapportées
par Gueyraud et al. (2019) avec quelques modifications.

2.2.3.1. Culture cellulaire

2.2.3.1.1. Décongélation des cellules

La décongélation des cellules contenues dans un cryotube, a été faite rapidement dans un
bain marie pendant environ 1 min, en maintenant la téte du cryotube. Le cryotube est essuyé
avec de I’alcool et placer sous la hotte. Ensuite, les cellules ont été transférées dans une boite
de culture cellulaire a ’aide d’une pipette de 2 ml et nous avons ajouté goutte a goutte 10 a 20
ml du milieu de culture préalablement préparé et chauffé au bain marie (37 °C). La boite de
culture cellulaire a été mise a plat, remuée lentement de facon circulaire, puis marquée des
références de la cellule (le nom, le passage et la date). Enfin, elle a été placée dans un incubateur
microbiologique a 37 °C pour permettre la multiplication et la fixation des cellules.
2.2.3.1.2. Trypsination ou trypsinisation

La trypsinisation est une protéolyse (hydrolyse des protéines) avec l'utilisation de la
trypsine. La trypsine est une enzyme de digestion du pancréas qui fait partie des protéases
sérines. La trypsine a pour fonction de cliver les peptides issus de la digestion par la pepsine
grace a une hydrolyse des liaisons peptidiques. L'éthyléne diamine tétraacetic acid (EDTA), un
agent chélateur et renforce la capacité de la trypsine a détacher les cellules adhérentes, est
fréguemment employé dans la culture cellulaire habituelle. Durant la culture, il est nécessaire
de passer régulierement les cellules (divisées, sous-cultivées). Pour les cellules adhérentes, on
les détache des surfaces de culture et on les transfére en partie dans de nouveaux flacons
contenant un milieu de culture frais. Cette condition évite que les cellules soient exposées a des
contacts trop serrés entre les cellules, qui contribuent a la réduction du taux de division
cellulaire en raison de l’inhibition des contacts entre les cellules. Ainsi, la trypsinisation
entraine le clivage des protéines d’adhésion qui permettent aux cellules de se fixer sur la surface
des flacons de culture. 11 s’agit d’une phase de culture ou nous exposons les cellules a la trypsine
pour qu’elles digestionnent les protéines liantes entre les cellules et le substrat.

De facon pratique, la trypsinisation a été effectuée sous une hotte a flux laminaire dans des
conditions stériles. La boite de culture cellulaire a été retirée de 1’incubateur pour observer les
cellules au microscope inversé, afin de s’assurer que les cellules se sont bien multipliées et ont
adheré aux parois de la boite de culture. Aprés observation la boite a été essuyée avec de 1’alcool
et placée sous la hotte afin de retirer le milieu de la boite a I’aide d’une pipette de 10 ml et de

laver le tapis cellulaire avec 10 a 12 ml de phosphate-buffered saline (PBS) 2 fois. Ensuite a
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I’aide d’une pipette de 2 ml, nous avons prélevé 1ml de trypsine EDTA que I’on a ajouté a la
boite de culture (permettre le décollement des cellules ayant adhéré a la boite), qui a été remise
a 1”’incubateur pendant 5 min. Enfin la boite de culture a été retirée, tapotée, puis nous avons
ajouté 9 ml de milieu de culture afin d’arréter I’action de la trypsine ; faire le processus d’action-
refoulement au moins 10 fois.
2.2.3.1.3. Préparation de la suspension de numérotation

Nous avons fait une dilution au demi (100 pl de cellule et 100 pl de bleu de trypan) ou au
1/58me (400 pl de cellule et 100 pl trypan) pour la numérotation.
2.2.3.1.4. Remplissage des plagues de culture cellulaire

La méthode de remplissage des plaques de culture a été réalisée suivant un protocole bien
défini. Elle a commencé par le remplissage des puits de la plaque de 100 pl de milieu minimum
essentiel (MEM). Mais au niveau de la ligne A seuls 8 puits ont été remplis de 100 ul de milieu
MEM. Ensuite, viennent les ajouts de 60 pul de milieu MEM a tous les puits de la ligne B et de
40 ul de drogue aux puits de la ligne A. Suite a ces additions de milieu et d’agent, nous avons
extrait 100 pl de solution provenant de la ligne A pour les placer dans les puits de la ligne B.
Ensuite, nous avons continué la dilution progressivement jusqu’a la ligne finale sans agent.
Nous avons conclu le processus de recouvrement en introduisant 100 pl de solution cellulaire
dans chaque puits de la plaque. La plaque a été mise a I’incubateur pendant 24 h /48 h/ 72 h
selon le test.
2.2.3.2. Tests de cytotoxicité

Deux (2) méthodes complémentaires sont utilisées pour déterminer la cytotoxicité dans les
lignées cellulaires : celle de la lactate-déshydrogénase (LDH) extracellulaire et celle des
mitochondriale [bromure de 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl) -2,5-diphenyl tétrazolium)] (MTT).
Selon les directives des fabricants, les cellules sont plantées dans des plagues comportant 96.
Les plaques ont été incubées pendant 24, 48 et 72 h a 37 °C.
2.2.3.2.1. Test de viabilité au bromure de 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl) -2,5-diphenyl
tétrazolium

Le test de viabilitt au MTT est une technique colorimétrique qui permet d’évaluer
rapidement le nombre de cellules en vie. Par la suite, on peut effectuer un rapport sur le nombre
de cellules décédées. Ce procédé se base sur I’emploi du sel de tétrazolium ou bromure de 3-
(4,5-dimethylthiazol-2-yl) -2,5-diphenyl tétrazolium (MTT). Ce sel renferme un anneau de
tétrazolium qui se transforme en formazan lorsqu’il rencontre la succinate déshydrogénase
mitochondriale, une enzyme de la chaine respiratoire des mitochondries (Tominaga et al.,

1999). Cela donne lieu a un précipité violette. Selon Chong et al. (2000), le test se sert d’un
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substrat chromogénique reduit par les déshydrogénases mitochondriales des cellules vivantes.
Par la suite, on peut déterminer par spectrophotométrie le nombre relatif de cellules vivantes
qui ont un métabolisme en cours. D’apres la réponse suivante : en général, I’expérimentation
est effectuée sur une surface de 96 puits. Un puits contient entre 1000 et 100 000 cellules qui

sont incubée durant une période de 6 a 48 heures en utilisant le stimulus adéquat.
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Par la suite, la solution de MTT a été préparé en pesant 5 mg de poudre de MTT, pour le
dissoudre dans 1 ml de PBS (pour une plaque de 96 puits), votexer pour bien homogénéiser la
solution. Dix (10 ul) de solution pour chaque puits de la plaque, contenant les cellules et les
drogues préalablement incubées pendant 24 h, 48 h et 72 h ont été prélevés. Il est alors
recommandé d’incuber les cellules pendant 3 a 4 heures a 37 °C jusqu'a ce que des cristaux de
formazan, violets et intracellulaires, soient perceptibles au microscope. Etant donné que le MTT
est vulnérable a la lumiére, les milieux en incubation doivent étre recouverts par du papier
aluminium. Une fois l'incubation réalisée, le MTT est retiré et 100 ul du dimethylsulfoxyde
(DMSO) a 100 % est ajouté a chaque puits de la plague (donc pour une plaque de 96 puits
prévoir 10 ml de DMSO). L’incubation doit alors se faire a température ambiante ou a 37 °C
pour une durée de 30 minutes a 2 heures, jusqu'a la dissolution des cellules et la dissolution des
cristaux violets. Pendant ce temps, on peut ensuite déterminer lI'absorbance a 570 nanomeétres.

Aprés avoir procéde a la manipulation, on obtient une plaque de 96 puits qui est coloree en
fonction du gradient qui varie du rose pale (avec peu de cellules) au violet foncé pour les
échantillons présentant un grand nombre de cellules (Figure 24). Pour mesurer ces
concentrations de maniére authentique, une gamme d'étalonnage peut étre requise. Chaque puits
recoit alors une quantification de son absorbance au spectrophotometre, avec une longueur
d'onde de 570 nm. C'est a cette longueur d'onde que I'absorbance apparait maximale pour le

formazan formé. Pour chaque puit on obtient alors une valeur d'absorbance.
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Figure 24 : Une plaque de 96 puits est obtenue apres le test de viabilité effectué au MTT (Chong
et al., 2000)

Apres avoir divisé les valeurs d'absorbance des échantillons d'essai par 100, on obtient le
pourcentage de viabilité ou de multiplication cellulaire. Des niveaux d’absorbance supérieurs a
ceux du témoin signalent une multipliées cellulaire, tandis que des valeurs plus basses indiquent
la mort des cellules ou I’arrét de la prolifération. Les tests ont été effectués en triple et le
pourcentage de viabilité (Pradines et al., 2002) a été calculé selon la formule suivante :

Absorbance de I'échantillon
%Cellules viables = x 100

Absorbance de I'échantillon

total
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2.2.3.2.2. Test de la lactate-déshydrogénase

Le test de cytotoxicité a la lactate déshydrogénase (LDH) permet de doser la toxicité des
produits dont les extraits de plantes en utilisant des cellules cultivées. Ce test trés sensible
repose directement sur I'activité de la lactate déshydrogénase sortie de la membrane cellulaire
détruite des cellules mortes, lysées par le produit.

La lactate déshydrogénase est une enzyme cytologique présente dans la plupart des cellules
eucaryotes. La présence de la LDH dans le milieu de culture détermine la mort de la cellule ou
la destruction du cytoplasme de la membrane. L'augmentation de I'activité de la LDH dans le
surnageant est proportionnelle au nombre de cellules lysees. Le test de la LDH est une méthode
colorimétrique qui utilise un cocktail réactionnel (Schulze-Osthoff et al., 1992). La LDH
catalyse la réduction du pyruvate au moyen du NADH, selon la réaction suivante :

LDH
Pyruvate + NADH + H* L-lactate + NAD" (3)

Dans la méthode de détermination par photomeétrie, le taux de NADH diminue rapidement
en fonction de la concentration catalytique de la LDH présente dans 1’échantillon examiné.

La solution de la LDH a été préparée en mettant une tablette de R2 dans une capsule R1, il
faut fermer et mélanger doucement jusqu’a dissoudre le contenu. Cent (100) pl (si on est entre
25 °C et 30 °C) ou 50 pl (37 °C) de la LDH ont été ajoutés a chaque puits de la plaque
(préalablement préparer et mise a 1’incubateur a la veille). La solution est alors mélangée et
incubée pendant une minute. Passer ce temps, il est alors possible de faire la lecture de
I’absorbance (A) initiale de I’échantillon a 490 nm, en mettant en marche le chronomeétre et
faire a chaque minute pendant trois minutes la lecture de 1’absorption. Aprés lecture nous avons
calculé la moyenne de 1’augmentation d’absorption par minute selon la méthode de calcul
suivante :

25 °C - 30 °C A/min x 4925 = U/L LDH 37 °C A/min x 9690 = U/L LDH. (Schulze-Osthoff et
al., 1992)

Il est important de noter que la LDH doit étre prépareé le jour de son utilisation, car une fois

prépare, apres 12 h de temps, elle perd son activité.

2.2.4. Administration des extraits aux animaux

Le protocole utilisé pour I’administraton est rapporté par Nawel. (2011), avec quelques

modifications. Les extraits sont administrés deux fois par jour (matin et soir) par voie oral.
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2.2.4.1. Phase préventive

Approche préventive du diabete de type 2 chez le rat femelle. Une premiere étude a pour
objectif de déterminer si I’introduction dés le début des extraits de plantes : Carapa procera et
Corchorus olitorius avec un régime déséquilibré (régime hypercalorique (RH)) est susceptible
de s’opposer au développement des anomalies métaboliques. Les rates ont été soumises au
régime hypercalorique pendant 8 semaines avant I’administration des extraits par voie orale.

La répartition des rates en fonction des traitements s’est faite de la manicre suivante,
quatre (4) lots de quatre (4) animaux chacun ont été constitués comme suite:
- 1 lot d’animaux soumis au régime standard apres avoir récu de 1’eau distillée 10 ml constituant
le lot témoin (LT) ;
- 1 lot d’animaux soumis au régime hypercalorique (RH) recevant de 1’ecau distillée 10ml
constituant le lot positif (LP) ;
- 1 lot d’animaux soumis au régime hypercalorique (RH) aprés le traitement a I’extrait aqueux
de Carapa procera a la dose de 300 mg/kg de pc (Ext 1) ;
- 1 lot d’animaux soumis au régime hypercalorique (RH) apreés le traitement a I’extrait aqueux
de Corchorus olitorius a la dose de 300 mg/kg de pc (Ext 2).
Le poids et la glycémie ont été mesurés chaque trois jours, jusqu’a la fin des 21 jours
d’expérimentation.
2.2.4.2. Phase curative

L’utilisation du traitement chez I’homme se faisant généralement lorsque le diabéte est déja
installé, il reste de le tester chez 1’animal dans des conditions similaires. Ainsi, nous nous
sommes fixés comme objectif de vérifier ’effet antidiabétique des extraits de plantes sur un
modele animal de diabete de type 2.
Induction du diabéte de type 2
Vingt (20) rates ont été séparées en cing (5) groupes de quatre (4) rates chacun a partir de la
7éme semaine d’age. Aprés la séparation, quatre groupes ont été soumis au régime
hypercalorique (RH) jusqu’a installation du diabete (4 mois et une semaine).
Un lot est maintenu sous régime hypercalorique (RH) uniquement et constitue le lot témoin
diabétique non traité. Les trois autres lots continuent d’étre soumis au régime hypercalorique
(RH), mais recoivent le traitement par les extraits de plantes (solubilisés dans de 1’eau) a une
dose de 300 mg/kg de poids corporel et une molecule de référence la metformine, par un gavage
intra-gastrique journalier, & des heures réguliéres et jusqu’a la fin de I’expérimentation (21
jours). Dans notre etude la glycémie normale est comprise entre 0,47 g/l et 1,19 g/l et supposé
diabétique toute glycémie supérieure a 2 g/l (Boussarie, 2003).
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La répartition des rates en fonction des traitements s’est faite de la manicre suivante,

cing (5) lots de quatre (4) animaux chacun ont été constitués comme suite:
- 1 lot d’animaux soumis au régime standard recevant de 1’eau distillée 10 ml/kg de pc (LT) ;
- 1 lot d’animaux diabétiques restant sous régime hypercaloriqgue (RH) tout au long de
I’experience (LP) et recevant de 1’cau distillée (10 ml/kg de pc) ;
- 1 lot d’animaux diabétiques traités avec la metformine, un antidiabétique de référence a la
dose de 10 ml/kg de pc (LM) ;
- Un groupe d’animaux atteints de diabete traités par 1’extrait aqueux de Carapa procera pour
une dose de 300 mg/kg de poids corporel et soumis au régime hypercalorique (Ext 1) ;
- un autre groupe d’animaux atteints de diabéte traités par 1’extrait aqueux de la plante de
Corchorus olitorius pour une dose de 300 mg/kg de poids corporel, recevant le régime
hypercalorique (Ext 2).
Le poids et la glycémie ont été mesurés tous les trois jours, jusqu’a la fin des 21 jours
d’expérimentation.
2.2.5. Détermination des parametres hématologiques

A la fin de I’étude, les rats ont été anesthésiés et le sang a été prélevé par amputation caudale
dans les tubes a EDTA (tube violet). L’objectif de la numération de la formule sanguine (NFS)
a été de compter et d’analyser les cellules sanguines. Les parametres tels que le nombre de
globules rouges (GR) ou hématies intervenant dans le transport de I’oxygene des poumons vers
les tissus, le nombre de globules blancs (GB), le taux d’hémoglobine (Hb), le taux
d’hématocrite (HCT), le volume globulaire moyen (VGM), la teneur corpusculaire moyenne en
hémoglobine (TCMH), la concentration moyenne d’hémoglobine corpusculaire (CMHC), le
nombre de plaquette et le pourcentage de lymphocytes ont été déterminés. Tous ces éléments
sanguins permettront de mettre en évidence des anomalies telles que I’anémie, la

déshydratation, une infection ou un trouble de la coagulation.

2.2.6. Dosage de quelques parametres biochimiques

Le sang prélevé a la fin de 1’étude dans des tubes secs (tubes rouges) a servi a doser les
parametres biochimiques tels que 1’urée, la créatinine, les transaminases (ASAT, ALAT), la
glycémie, le cholestérol total, les triglycérides, le HDL-cholestérol et le LDL-cholestérol. Un

prélevément du foie a servi a I’extraction de I’ARN.
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2.2.6.1. Dosage des marqueurs de la fonction rénale
2.2.6.1.1. Dosage de la créatinine

Le dosage du taux sanguin de la créatinine, permet d’explorer la fonction rénale.
L’augmentation de ce taux dans le sang signifie que la fonction rénale est altérée. Ce test
colorimétrique cinétique se fonde sur la méthode de Jaffé (Bartels & Béhmer, 1971 ; Fabiny,
1971). En milieu alcalin, la créatinine forme avec le picrate un complexe jaune orangé. La
coloration se produit a une vitesse qui correspond a la teneur en créatinine dans le sang. On la
mesure a une absorbance de 512 nm.

pH alcalin
Creéatinine + acide picrique ’ complexe jaune-orangé (4)

A 2 ul de sérum ont été ajoutés 13 pl de R1 puis 77 ul de diluant (H20), 17 ul de R3.

NB : R1 comprend Hydroxyde de potassium (900 mmol/l) ; phosphate (135 mmol/l) & pH >
13,5 ; conservateur ; stabilisateur. R3 comprend 1’acide picrique (38 mmol/l), pH 6,5 ; tampon
non reactif
2.2.6.1.2. Dosage de I’urée

L’¢évaluation et le suivi de la fonction rénale peuvent étre effectués grace au dosage sanguin
de I’urée, en combinaison d’autre mesures. Effectivement, lorsque le fonctionnement rénal est
perturbé, on observe une hausse du taux d’urée dans le sang. En effet, lorsque les reins ne
fonctionnent plus normalement, il y a une augmentation dans le sang du taux de I’urée. Il s’agit
d’un test cinétique utilisant 1’uréase et la glutamate déshydrogénase (Tiffany et al., 1972 ;
Sampson et al., 1980). Sous I’action de I’uréase, I'urée est hydrolysée en ammoniac et
carbonate.

Uréase
Urée + 2 H20 » 2 NH;*+CO3? (5)

Lors d’une seconde réaction, le 2-oxoglutarate réagit avec I’ammoniac en présence de
glutamate déshydrogénase (GLDH) et de la coenzyme NADH pour former du L-glutamate.
Dans cette réaction, deux moles de NADH sont oxydées en NAD* pour chaque mole d’urée
hydrolysée.

GLDH
NHs * + 2-oxoglutarate + NADH > L-glutamate + NAD* + H,0 (6)

La vitesse de diminution du NADH est directement proportionnelle a la concentration en urée
de D’échantillon sanguin et est mesurée par photométrie en mesurant la diminution de

I'absorbance a 340 nm.
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La composition des réactifs est le suivant : 2 pl de sérum ont été ajoutés 10 pl de R1 puis
200 pl de diluant (H20) et 38 ul de R2. R1 (Solution de NaCl a 9 %) ; R2 (Tampon TRIS : 220
mmol/l, pH 8,6) ; 2-oxoglutarate (73 mmol/l) ; NADH (2,5 mmol/l); ADP ( 6.5 mmol/l); uréase
de Canavalia ensiformis( > 300 pkat/l); GLDH (foie de bovin): > 80 ukat/l; conservateur;
stabilisateurs non réactifs
2.2.6.2. Dosage des marqueurs hépatiques

Des transaminases ont été utilisées pour détecter un dysfonctionnement au niveau du foie.
Lorsque les concentrations d’alanine aminotransférase (ALAT) et d’aspartate aminotransférase

(ASAT) sont élevées, c’est généralement le signe d’une 1ésion des cellules hépatiques.

2.2.6.2.1. Alanine aminotransferase

L’ALAT catalyse la réaction entre la L-alanine et le 2-oxoglutarate. Le pyruvate forme est
réduit par le NADH, dans une réaction catalysée par la lactate-déshydrogénase (LDH), pour
former du L-lactate et du NAD".

ALT
L-Alanine + 2-oxoglutarate pyruvate + L-glutamate. (7)

LDH
Pyruvate + NADH + H* » L-lactate + NAD". (8)

La vitesse initiale de formation du NADH est directement proportionnelle a 1’activité
catalytique de I'ALT (Bergmeyer et al., 1986). Elle est déterminée par photométrie en mesurant
la diminution de I'absorbance a 340 nm.

A 9 uL de sérum, sont ajoutés 59 pl de R1 plus 32 ul de diluant et 17 pl de R2 plus 20 pl
diluant (H20).
R1 : Tampon TRIS (224 mmol/l, pH 7,3) ; L-alanine (1120 mmol/l) ; albumine bovine (0.25
%) ; LDH de microorganismes (> 45 pkat/l) ; stabilisateurs ; conservateur ; R2: 2-Oxoglutarate
(94 mmol/l) ; NADH (> 1,7 mmol/l) ; additifs ; conservateur.

2.2.6.2.2. Aspartate aminotransférase

L’ASAT de I’échantillon catalyse le transfert du groupement amine entre le L-aspartate et
le 2-oxoglutarate pour former de I’oxaloacétate et du L-glutamate. L’oxaloacétate réagit ensuite
avec le NADH, en présence de malate-déshydrogénase (MDH), pour former du NAD".

ASAT
L-Aspartate + 2-oxoglutarate oxaloacétate + L-glutamate. (9)

MDH
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Oxaloacétate + NADH + H* ’ L-malate + NAD". (10)

La vitesse de formation du NADH est directement proportionnelle a 1’activité catalytique
de ’ASAT (Bergmeyer et al., 1986). Elle est déterminée par photométrie en mesurant la
diminution de I'absorbance a 340 nm.

A 9 uL de sérum, ont été ajoutés 40 pl de R1 plus 51 pl de diluant et 17 pl de R2 plus 20 pl
diluant (H20). La composition des différents réactifs estdonnée comme suit, R1 : Tampon TRIS
(264 mmol/l a pH 7,8) ; L-aspartate : 792 mmol/l ; MDH microorganismes (> 24 pkat/l); LDH
de microorganismes (> 48 pkat/l); albumine bovine: 0,25 %; conservateur ; R2 : NADH > 1,7

mmol/l; 2-oxoglutarate: 94 mmol/Il, conservateur.

2.2.6.3. Dosage du glucose

Concernant le dosage du glucose, il a été réaliseé a partir de la méthode de référence
enzymatique a I’hexokinase (Tietz, 2006). L’hexokinase (HK) catalyse la phosphorylation du
glucose par I’ATP pour former le glucose-6-phosphatase et I’ADP. Ensuite, une seconde
enzyme, la glucose 6-phosphate déshydrogénase (G6PDH) catalyse 1’oxydationn du glucose-
6-phosphate par le NADP* pour former du NADPH. La concentration de NADPH formé est
directement proportionnelle a la concentration de glucose. On la mesure a une absorbance de
340 nm.

HK
D-Glucose + ATP » D-glucose-6-phosphate + ADP (11)

G6PDH
D-Glucose -6-phosphate + NADP* ‘ D-6-phospho- gluconate + NADPH

+H* (12)

A 2 pl de sérum ont été ajouté 150 pl de R1 et 20 pl de diluant (H20), 30 ul de R2. La
composition des réactifs utilisés se presente comme suit : R1 : Tampon tris (100 mmol/l) ; ATP
(1,7 mmol/l), Mg?* (4 mmol/l), NADP (> 1.7 mmol/l), PH 7,8. R2 comprend Mg** (4 mmol/l),
HEPES (30 mmol/l), HK (> 130 pkat/l), GGPDH microbienne (250 >0,75 pkat/l), PH 7,0.

2.2.6.4. Dosage des parameétres lipidiques
2.2.6.4.1. Cholestérol total

Il s’agit d’une méthode colorimétrique et enzymatique (Allain et al., 1974). Sous l'action de
la cholestérol-estérase, les esters du cholestérol sont scindés en cholestérol libre et en acides
gras. Dans une réaction ultérieure, catalysée par le cholestérol oxydase, le cholestérol est

transformé, en présence d’oxygene, en cholest-4-eéne-3-one avec formation d’eau oxygénée. En
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présence de peroxydase, I’eau oxygénée formée réagit avec le phénol et I’amino-4 phénazone
pour former un dérivé coloré rouge (quinone-imine).

Cholestérol estérase

Esters du cholestérol + H,O » cholestérol + RCOOH (13)
Cholestérol oxydase
Cholestérol + O ¥ cholest-4-éne-3-one + H20, (14)
Peroxydase
2 H202 + 4-AAP + pheénol » colorant quinone-imine + 4 H>O (15)

L’intensité du dérivé coloré formé est directement proportionnelle au taux de cholestérol.
Elle est déterminée en mesurant I'augmentation de I'absorbance a 505 nm.
A 2 ul de sérum ont été ajoutés 47 pl de R1 et 93 ul diluant (H20). La composition de R1
s’etablit comme suit : R1 : Tampon PIPES ( 225 mmol/l, pH 6.8); Mg?* (10 mmol/l); cholate
de sodium ( 0,6 mmol/l); amino 4 phénazone ( > 0,45 mmol/l); phénol (> 12,6 mmol/l);
monoéther d’alcool gras de polyéthyléneglycol ( 3 %); cholestérol estérase de Pseudomonas (
> 25 pkat/l > 1,5 U/ml); cholestérol-oxydase d'E. coli (> 7,5 pkat/l ou > 0,45 U/ml); peroxydase

de raifort (> 12,5 pkat/l ou > 0,75 U/ml); stabilisateurs; conservateur.

2.2.6.4.2. Cholestérol-HDL

C’est un Test colorimétrique enzymatique en phase homogéne (Katayama et al., 2009 ;
Miida et al., 2014). En présence d'ions magnésium, le sulfate de dextran forme de maniere
sélective des complexes hydrosolubles avec les Cholestérols LDL, les Cholestérols VLDL et
les chylomicrons ; ces complexes sont résistants vis-a-vis d’enzymes modifiées par le
polyéthyléne glycol (PEG). La concentration en cholestérol HDL est déterminée par voie
enzymatique a ’aide de cholestérol estérase et de cholestérol oxydase modifiées par du PEG
(40 % des groupes aminés de ces enzymes sont couplés a du PEG). Sous I’action de la

cholestérol estérase, les esters du cholestérol sont scindés en cholestérol libre et en acides gras.

Esters du cholestérol-HDL + H,0 * cholestérol-HDL + RCOOH (16)

Dans une seconde réaction catalysée par le cholestérol oxydase modifiée par le PEG, le
cholestérol est transformé, en présence d’oxygene, en 4-cholesténone avec formation d’eau
oxygénée.

PEG-cholestérol oxydase
Cholestérol-HDL + O3 ’ 4-cholesténone + H202 (17)
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En présence de peroxydase, 1I’eau oxygénée formée réagit avec la 4-amino-antipyrine et le
sodium N- (hydroxy-2 sulfo-3 propyl) diméthoxy-3,5-aniline (HSDA) avec formation d’un
dérivé coloré bleu-violet.

Peroxydase
2 H202 + 4-amino-antipyrine + HSDA + H* + H,0 » derivé coloreé bleu-violet

+5 H,0 (18)

La concentration en cholestérol influence directement intensité de la coloration créée, qui
est évaluée par photométrie a 505 nm.
A 2,5 ul de sérum ont été ajoutés 150 pl de R1 et 50 ul de R2. La composition des réactifs
utilisés est la suivante : R1 : Tampon HEPES( 10,07 mmol/l); CHES (96,95 mmol/l ; pH 7,4);
sulfate de dextran (1,5 g/l); nitrate de magnésium hexahydrate (11,7 mmol/l); HSDA( 0,96
mmol/l); ascorbate-oxydase d'Eupenicillium, recombinante(50 pkat/l) et de peroxydase de
raifort(167 pkat/l) ; R2 : Tampon HEPES( 10,07 mmol/l), PH 7,0; PEG-cholestérol estérase de
Pseudomonas (3,33 ukat/l); PEG-cholestérol oxydase de Streptomyces recombinante (127

ukat/l); peroxydase de raifort (333 pkat/l) et 4-aminoantipyrine (2,46 mmol/l).

2.2.6.4.3. Triglycérides

Il s’agit d’une méthode colorimétrique enzymatique qui fait appel, pour I’hydrolyse rapide
et compléte des triglycérides en glycérol et acides gras, a une lipoprotéine-lipase de
microorganismes. Le glycérol produit est converti en glycérol-3-phosphate, puis en
dihydroxyacétone-phosphate, ce qui conduit a la formation d’eau oxygénée. Avec une
peroxydase présente, I’ecau oxygénée formée réagit avec 1’amino-4 phénazone et le chloro-4
phénol avec formation d’un dérivé coloré rouge (Siedel et al., 1993).

Lipoprotéine-lipase

Triglycérides + 3 H,0O . Glyceérol + 3 RCOOH (19)

Glycérokinase / Mg?*
Glycérol + ATP »  Glycerol-3-phosphate + ADP (20)

Glycérophosphate-oxydase

Glycerol-3-phosphate + O> ’ dihydroxyacétone-phosphate +
H.02 (21)

Peroxydase
H20, + amino-4 phénazone » colorant quinoneinique + 4 H,0 (22)
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L’intensité de la coloration rouge développée est directement proportionnelle a la

concentration en triglycérides et est mesurée par photométrie a 512 nm.
A 2 pl de sérum ont été ajoutés 120 ul de R1 et 28 pl diluant (H20).

R1 : Tampon PIPES : 50 mmol/l, pH 6.8; Mg?* : 40 mmol/l ; cholate de sodium : 0,20 mmol/I;
ATP: > 1,4 mmol/l; amino 4 phénazone: > 0,13 mmol/l; chloro 4 phénol ( 4,7 mmol/l);
lipoprotéine-lipase de Pseudomonas ( > 83 ukat/l); glycérokinase de Bacillus
stearothermophilus ( > 3 pkat/l); glycérophosphateoxydase de E. coli > 41 pkat/l; peroxydase
raifort (> 1,6 pkat/l); conservateur; stabilisateurs.

A partir de ces differents parametres lipidiques, la valeur du Cholestérol-LDL a été
déterminée par la formule de Friedewald et al. (1972) :
LDL (g/L) = Cholestérol Total (HDL + VLDL)

2.2.7. Méthode d’extraction de ’ARN

Pour I’extraction de I’ARN, 1’organe a été broy¢ dans les tubes eppendorf avec huit cents (800)
pl de la solution de travail, afin d’obtenir un surnageant et un culot. Ensuite, le surnageant
obtenu a été transféré dans un nouveau tube d’eppindorf, puis incuber 1’homogénat a
température ambiante pendant cing (5) minutes. Apres ce temps d’incubation, il a ét¢ additionné
a I’homogénat, cent (100) ul de deux (2) M de sodium acétate a pH inverse pendant dix (10)
seconds. Pendant ce temps d’action, huit cents (800) ul de phénol et deux cents (200) pl de
chloroforme ont été ajouté pour obtenir une solution finale. Celle-ci a été par la suite mixée puis
incubée pendant quinze (15) minutes dans la glace puis centrifugée a treize milles (13000) tours
par minutes pendant 20 minutes a 4 °C dans le but d’obtenir un dépot et un surnageant. Puis, le
surnageant a été transféré dans un nouveau tube d’epindorf. A celui-ci, nous avons additionné
un volume équivalent d’isopropanol puis incubé le tube a -70 °C pendant dix (10) minutes.
Apres ce temps d’incubation, le tube a été centrifugé a treize milles (13000) tours par minutes
pendant trente (30) minutes afin d’obtenir un dépot et un surnageant. Le surnageant est ensuite
rejeté tandis que le dépdt contenant I’ ARN est repris dans trois cents (300) ul de la solution de
travail, puis on y a ajouté trois cents (300) pl d’isopropanol pour 1’obtention d’une nouvelle
solution. La solution obtenue a été mixée, par la suite incubée a -70°C pendant dix (10) minutes
puis centrifugée a treize milles (13000) tours par minute pendant dix (10) minutes dans le but
d’obtenir une fois encore un dépot, nous avons ajouté cing cents (500) ul d’éthanol 70 % ensuite
la suspension obtenue a été centrifugée a treize mille (13000) tours par minutes pendant 30
minutes afin d’obtenir un dépdt et un surnageant. Ce dernier a une fois encore été rejeté tandis

qu’au dépdt, nous avons additionné cing cents (500) pl d’éthanol 100 % dans le but de laver
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I’ARN. Ensuite cette derniére suspension qui a été centrifugée a treize milles (13000) tours par
minute pendant cing (5) minutes pour 1’obtention d’un dépdt, qui a été séché a 1’air ambiant.

Apreés cette derniére opération, on y a ajouté cent (100) ul de DEPC-treated H20.

2.2.8. Analyse statistique

Les données ont été soumises a I’ Analyse de Variance sous le logiciel GraphPad Prism
9.1. L’exploitation des résultats a été effectuée en utilisant I’analyse des variables (Anova
one- way) suivant le test de comparaison multiple de Tukey. La différence est considérée

comme significative pour un niveau de probabilité p< 0,05.

La différence est considérée comme :

Non significative p > 0,05 ; zero étoile,
Significative p < 0,05 ; une étoile (*),
Trés significative p < 0,01 ; deux étoiles (**),

Hautement significatives p < 0,001; trois étoiles (***).
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Résultats et discussion

CHAPITRE 1 : DETERMINATION DE LA COMPOSITION PHYTOCHIMIQUE DES
EXTRAITS DES DEUX PLANTES CARAPA PROCERA ET CORCHERUS
OLITORIUS.
1.1. Introduction
Les composes bioactifs ont une importance cruciale, notamment en combattant les cancers, les
affections cardiovasculaires et 1’oxydation des graisses. C’est pourquoi ils sont largement
utilisés dans la production médicamenteuse. lls contribuent également a la défense des plantes
face aux diverses agressions microbiennes (notamment fongiques), susceptibles de provoquer
la dégradation d’une importante quantité¢ de végétation (Bruneton, 1999). Ainsi, 1’évaluation
des propriétés phytopharmaceutiques, antioxydante et antihyperglycemie des plantes demeure
une tache trés intéressante et utile pour la médecine traditionnelle. C’est dans ce contexte que
s’inscrit notre travail a savoir la determination de la composition phytochimique des extraits de
Carapa procera et de Corchorus olitorius.
1.2. Rendements des extractions des plantes

Pour 100 g de poudre initiale, le rendement était de 14,5 % pour I’extrait aqueux des écorces
de Carapa procera (Ext 1) et 11,8 % pour I’extrait aqueux de la plante entiere de Corchorus
olitorius (Ext 2). La coloration de I’extrait aqueux (Ext 1) était marron clair, tandis que celle de
I’extrait aqueux (EXt 2) était vert clair. Le résultat d’extraction aqueuse des écorces de Carapa
procera indiquait que le rendement est meilleur que celui de 1’extrait aqueux de la plante entiere
de Corchorus olitorius (Tableau 1V).

Tableau IV : Rendement de I’extraction brute des composés

Espéce Solvant | Masse de | Masse Rendement | Aspect Apparence

vegetale poudre d’extrait d’extraction | physique | de I’extrait
initiale obtenu

Carapa Eau 100 g 145¢ 145 % Poudre Marron

procera distillée clair

Corchorus | Eau 100 g 11,89 11,8 % Poudre Vert clair

olitorius distillée
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1.3. Analyse triphytochimique

L'analyse triphytochimique des extraits aqueux de 1’écorce de Carapa procera et de la
plante entiere de Corchorus olitorius a révélé la présence de plusieurs métabolites secondaires.
L’extrait aqueux de Carapa procera présente des composes phénoliques tels que les
flavonoides, les stérols et polyterpénes. On observe une présence d’alcaloides, de saponosides
et une faible présence de tanins catéchiques. L’extrait aqueux de Corchorus olitorius a des
composes phénoliques tels que les flavonoides et de saponosides. On assiste & une présence de
stérols et polyterpenes et une faible présence d’alcaloides. Nous notons 1’absence de quinones
dans I’extrait aqueux de Carapa procera et I’absence de tanins et de quinones dans 1’extrait

aqueux de Corchorus olitorius (Tableau V).

Tableau V : Tests phytochimiques d'extrait aqueux de 1’écorce de Carapa procera et de la

plante entiere de Corchorus olitorius

Meétabolites Extraits
secondaires

Carapa procera | Corchorus olitorius

Stérols et

polyterpénes N N
Composés

phénoliques N N
Flavonoides + +
Saponosides + +
Alcaloides + +
Tanins catéchiques + -

Tanins galliques - -

Quinones - -

+ : présence et - : absence.

1.4. Discussion partielle

Pour cette étude, le solvant utilisé pour I’extraction des écorces de Carapa procera et de la
plante entiére de Corchorus olitorius est I’eau distillée. Les extraits obtenus a partir de ces
extractions réalisées ont permis d’obtenir les extraits aqueux d’écorces de Carapa procera et
de la plante entiére de Corchorus olitorius. Il ressort que I’extrait de 1’écorce de Carapa procera
présente le meilleur rendement d’extraction avec 14,5 % contre 11,8 % pour D’extrait de la

plante entiére de Corchorus olitorius. Les extraits ont montré une différence de couleur,

75



Résultats et discussion

d’aspect et de nature selon la plante. Le pourcentage de rendement de ces extraits a démontré
que les extraits seraient une source potentielle de composés actifs. Le rendement basé sur la
polarité des solvants, indiquerait I’importance pharmacologique des extraits. A coté de la
méthode d’extraction, d’autres facteurs pourraient influencer 1’efficacité de 1’extraction des
composants. Elle dépendrait de plusieurs parameétres tels que : la nature et le volume du solvant
utilisé, le pH, la température, le temps d'extraction et la composition de I'échantillon, la récolte,
le séchage des échantillons (Mawa et al., 2019). Ces rendements ont permis d’envisager la
quantité¢ d’organe a prélever en cas de besoin pour une éventuelle étude. De méme, la
triphytochimique effectuée avec les extraits aqueux de 1’écorce de Carapa procera et de la
plante entiére de Corchorus olitorius a révélé la présence d’importants métabolites secondaires
que sont : les polyphénols, les saponines, les tanins catéchiques, les flavonoides, les tanins
galliques, les stérols et polyterpénes, les alcaloides. Tous ces métabolites sont responsables
d’effets thérapeutiques. Nos résultats sont semblables a ceux de Mibei et al. (2012) et Ragasa
et al. (2016) qui ont montré que 1’extrait aqueux de la plante entiere de Corchorus olitorius
contenait des stérols, triterpénes, coumarines, saponines, tanins et de flavonoides. Des études
ont montré les avantages des composés retrouvés dans 1’écorce de Carapa procera et de la
plante entiere de Corchorus olitorius. Ainsi, les polyphénols, les tanins, et les flavonoides ont
un pouvoir antioxydant. s favorisent la régénération des tissus, diminuent la perméabilité des
capillaires sanguins et renforcent leur résistance a I'hémolyse (Tepe et al., 2006). La présence
des tanins suggere la capacité de la plante a jouer un réle majeur en tant qu’agent antimicrobien,
antioxydant et antidiabétique (Punitha et al., 2005 ; Kim et al., 2006). Les flavonoides sont
dotés de propriétés hypoglycémiantes et antidiabétiques suivant les résultats de plusieurs
travaux réalisés (Tringali, 2001 ; Kebieche, 2009 ; Huang et al., 2014). Selon Pietta (2000) ;
Hollman (2001) et Raccah (2004), les flavonoides empéchent la mise en place du diabete en
inhibant 1’alcalose réductase. D’autres cherches ont aussi démontré que 1’absorption d’aliments
contenant des flavonoides est inversement liée au danger de contracter des affections cardio-
vasculaires (Bouic & Lamprecht, 1999 ; Mc-Calley, 2002). Par conséquent, les flavonoides
réduisent 1’écoulement du glucose en bloquant les transporteurs de glucose GLUT 1, GLUT 2
et SGLT 1 (Martin & Crump, 2003). Les composeés tels que les alcaloides, les stérols et les
polyterpenes ont une variété d’activités chez les plantes et ont des effets favorables sur I’homme
et ’animal (Silvestrini et al., 2002). Quant aux alcaloides, ils ont de nombreuses applications
pharmaceutiques chez 1’homme (comme les relaxants musculaires, les analgesiques et les
anticancers). On a démontré ces applications sur le plan clinique (Pamplona, 2001 ; Sy et al.,

2008). Ces alcaloides possédent un discret effet hypoglycémiant, en réduisant le taux de glucose
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et la glycosurie (Olagbende-Dada et al., 2011). D’aprés une recherche, I’effet hypoglycémiant
important et persistant total acétonique pourrait potentiellement étre associe a la présence
simultanée de composées de flavonoides et alcaloides agissant sans doute de maniére
synergique (Lean et al., 1999). Plusieurs facteurs peuvent affecter le profil polyphénolique des
extraits botaniques, notamment la localisation géographique, les conditions climatiques
favorise la croissance de la plante, comme le soulignent Anusuya & Manian (2013). Des études
récentes ont montré que les facteurs extrinseques (tels que des facteurs géographiques et
climatiques), les facteurs génétiques, mais également le degré de maturation de la plante et la
durée de conservation exercent une forte influence sur le contenu en polyphénols et en
flavonoides (Vanacker et al., 1996 ; Fiorucci, 2006). Les polyphénols pourraient contribuer aux
propriétés antidiabétiques. Plusieurs recherches expérimentales ont révélé des effets
hypoglycémiants de plusieurs polyphénols (Hanhineva et al., 2010). Par conséquent,
I’administration intraveineuse d’acide caféique ou isoférulique provoque une baisse du taux de
sucre dans le sang lors d’un test sur la tolérance au glucose sur des rats affectés par la
streptozotocine (diabéte de type 1) ou génétiquement insulino-dépendants (Fiorucci, 2006). Par
ailleurs, 1’acide 4-hydroxybenzoique, les anthocyanes et un extrait de thé vert administré
oralement aux rats réduisent le pic du sucre dans le sang suite a une épreuve de tolérance au
glucose ou suite a une alimentation contenant beaucoup de maltose (Amiot et al., 2009). On
pourrait expliquer ces effets par une inhibition des glucosidases ou des transporteurs de glucose
au sein de la barriére intestinale, ce qui restreindrait 1’absorption du glucose dans le systéme
digestif. Cette supposition est confirmée par des recherches in vitro illustrent (Amiot et al.,
2011). Une autre théorie attribue les effets hypoglycémiants des polyphénols a une
augmentation de la captation du glucose par les tissus périphériques. Cet effet est démontré par
une augmentation de la réabsorption du glucose par des cellules musculaires ou des adipocytes
de rats ou de souris cultivés en présence d’acide caféique ou d’épigallocatéchine gallate. Il est
possible que ces polyphénols modifient la réabsorption rénale du glucose, comme cela avait
déja été prouve avec la phloridzine, ou comme cela a été démontré par un traitement additionnel
en pommes lyophilisées pour un rat diabétique (Martin & Crump, 2003). Les Terpénoides
possédent de nombreuses activités biologiques. Elles sont utilisables dans de multiples
domaines, alimentaires, cosmétiques et pharmaceutiques, elles ont une large application en
phytothérapie en tant qu’agents antimicrobiens, antioxydants, relaxants et antispasmodiques
(Bruneton, 1999). Grace aux diverses propriétes, les plantes aromatiques et leurs essences
trouvent leur emploi dans multiples domaines, telles que le domaine alimentation, pour

I’assaisonnement, la coloration et la conservation des aliments ou des boissons. Certaines sont
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aussi utilisées comme suppléments diététiques (Bruneton, 1999). Les propriétés odoriférantes
des huiles essentielles, leur conférent une consommation importante en parfumerie et en
cosmétique (Bruneton, 1999). Certaines des huiles essentielles peuvent avoir un intérét
médicinal en particulier dans le domaine des antiseptiques externes, mais qui majoritairement
sont surtout destinées a 1’aromatisation des formes médicamenteuses destinées a la voie orale
(Bruneton, 1999).
1.5. Conclusion partielle

L’etude triphytochimique a mis en évidence la présence des différentes classes chimiques
de molécules bioactives telles que les phénols, les tanins, les stérols et les polyterpénes, les
alcaloides, les flavonoides et les saponines, ce qui pourrait représenter une nouvelle source
potentielle des molécules bioactives. Comme rapporté dans la littérature, certains de ces
constituants sont dotés de propriétés antidiabétiques. Il ressort de ces analyses que Carapa
procera et Corchorus olitorius sont riches en stérols et polyterpenes, en composés phénoliques
et en flavonoides. Ce qui nous permet de déduire que I’emploi récurrent de ces plantes serait le

fait de la manifestation de leurs richesses rélatives en constituants phénoliques.
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CHAPITRE 2 : ACTIVITE CYTOTOXIQUE DES EXTRAITS AQUEUX DE
L’ECORCE DE CARAPA PROCERA (EXT 1) ET DE LA PLANTE ENTIERE DE
CORCHORUS OLITORIUS L (EXT 2) SUR DES CELLULES VERO ET RD

2.1. Introduction

Les plantes meédicinales contiennent, en plus des éléments nutritionnels, des composés
chimiques ou des métaboliques secondaires qui conférent a ces derniéres leurs propriétés
médicinales et parfois la présence de composés toxiques dans ces plantes entrave 1’exploitation
de leurs potentiels alimentaire et médicinal (Lasalita-Zapico et al., 2012 ; Doudach et al., 2013).
C'est dans ce cadre d'étude de toxicité des plantes que nous avons réalisé la cytotoxicité des
extraits aqueux des écorces de Carapa procera (Ext 1) et de la plante entiere de Corchorus
olitorius (Ext 2).

2.2. Résultat du test de viabilité au MTT des cellules VERO.

Les résultats de I'activité de la sensibilité de nos composés sont présentés dans les tableaux
VI, VII et VIII. Ces données nous permettent de classer les résultats en fonction du temps
d’incubation (24 h ,48 h et 72 h) et par concentrations des extraits de plantes.

Les résultats de la viabilité des cellules apreés 24 h d’incubation montrent une bonne activité
des extraits aux différentes concentrations. Nous avons une nette viabilité a la concentration 25
pg/ml des deux extraits de plantes Carapa procera et Corchorus olitorius qui est hautement
significative a la viabilité des cellules témoins. Cependant, nous avons une bonne viabilité a la
concentration 50 pg/ml pour I’extrait de Carapa procera et 100 pg/ml pour Corchorus
olitorius. Ces valeurs significatives (p < 0,01) différentes des valeurs des cellules témoins.

Les résultats de la viabilité des cellules aprés 48 h d’incubation montrent une bonne activité
des extraits aux différentes concentrations. Toutefois, nous avons une nette viabilité a la
concentration 50 pg/ml pour I’extrait de Carapa procera. La méme observation est faite a la
concentration 6,25 pg/ml pour I’extrait de Corchorus olitorius. Cette nette viabilité des cellules
traitées avec ces deux extraits est différente (p <0,001) a la viabilité des cellules témoins. Enfin,
on assiste a une bonne viabilité a la concentration 6,25 pg/ml de I’extrait de Carapa procera et
3,125 pg/ml pour I’extrait de Corchorus olitorius. Cette bonne viabilité des cellules en présence
des deux extraits est significative (p < 0,01) a la viabilité des cellules témoins.

Les résultats de la viabilité des cellules aprés 72 h d’incubation montrent une bonne
activitée des extraits aux différentes concentrations. On enregistre une nette viabilité a la
concentration 1,56 pg/ml pour I’extrait de Carapa procera et 3,125 pg/ml pour I’extrait de
Corchorus olitorius. La viabilité des cellules traitées aux deux extraits est notable (p < 0,001)

par rapport aux cellules témoins. Néanmoins, on observe une viabilité satisfaisante a 100 pg/ml
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dans les deux extraits de plantes, ce qui est significatif (p < 0,001) pour la viabilité des cellules

témoins.

Tableau VI : Viabilité au MTT 24 h des cellules VERO.

Concentrations (ug/ml)

Viabilite en Ext 1

Viabilite en Ext 2

100 pg/ml 0,119+0,023** 0,1290,012%*
50 pg/ml 0,142+0,030* 0,1230,007**
25 pg/ml 0,098+0,005%** 0,0910,007***
12,5 pg/ml 0,108+0,006** 0,1090,010%**
6,25 pg/ml 0,1010,007*** 0,111%0,015%*
3,125 pg/ml 0,108+0,013** 0,118+0,013**
1,56 pg/ml 0,109+0,008** 0,125+0,015*

0 pg/ml 0,132+0,007 0,141%0,003

Zéro étoile : Non significative p > 0,05 ; (*) : Significative p < 0,05 ; (**) Tres significative p < 0,01 ;

(***) Hautement significatives p <0,001; Ext 1 : Carapa procera et Ext 2 : Corchorus oltorius.

Tableau VII : Viabilité au MTT 48 h des cellules VERO.

Concentrations (ug/mL)

Viabilite en Ext 1

Viabilite en Ext 2

100pg/ml 0,167%0,038*** 0,14320,026***
50 pg/ml 0,157%0,050*** 0,198+0,090**
25 pg/ml 0,19820,062** 0,16320,074***
12,5 pg/ml 0,18420,028*** 0,159+0,060***
6,25 pg/ml 0,23020,049* 0,151%0,052***
3,125 pg/ml 0,206+0,017** 0,2100,070*
1,56 pg/ml 0,214+0,059* 0,175+0,052%**
0 pg/ml 0,258+0,081 0,247%0,073

Zéro étoile : Non significative p > 0,05 ; (*) : Significative p < 0,05 ; (**) Tres significative p < 0,01 ;

(***) Hautement significatives p <0,001; Ext 1 : Carapa procera et Ext 2 : Corchorus oltorius.
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Tableau VIII : Viabilité au MTT 72 h des cellules VERO.

Concentrations (ug/mL) Viabilite en Ext 1 Viabilite en Ext 2
100 pg/ml 0,265+0,031** 0,328+0,012***
50 pg/mi 0,226+0,006* 0,201+0,050**
25 pg/ml 0,186+0,020** 0,164+0,059**
12,5 pg/ml 0,228+0,034* 0,183+0,032
6,25 pg/ml 0,193+0,047** 0,157+0,035**
3,125 pg/mi 0,157+0,041*** 0,152+0,032***
1,56 pg/ml 0,156+0,030*** 0,161+0,028**

0 pg/ml 0,248+0,060 0,184+0,011

Zéro étoile : Non significative p > 0,05 ; (*) : Significative p < 0,05 ; (**) Tres significative p < 0,01 ; (***)

Hautement significatives p <0,001; Ext 1 : Carapa procera et Ext 2 : Corchorus oltorius.

2.3. Résultat du test de mortalité au LHD des cellules VERO.

Les résultats de I'activité de la sensibilité de nos composés sont présentés dans les tableaux
IX, X et XI. Ces données nous permettent de classer les résultats en fonction du temps
d’incubation (24 h ,48 h et 72 h) et par concentrations des extraits de plantes. Les résultats de
la mortalité des cellules aprés 24 h d’incubation montrent une mortalité des cellules VERO aux
différentes concentrations. On enregistre une faible mortalité aux concentrtion 3,125 pg/ml de
I’extrait de Carapa procera et 6,25 pg/ml de I’extrait de Corchorus olitorius. Cette mortalité
minime (p < 0,05) en comparaison avec celle des cellules témoins. Cependant, on assiste & une
mortalité moyenne aux concentrations 50 pug/ml de I’extrait de Carapa procera et 100 pg/ml
de I’extrait de Corchorus olitorius. Cette mortalité des deux extraits est significative (p <0,001)
par rapport a la mortalité des cellules témoins. Les résultats de la mortalité des cellules apres
48 h d’incubation montrent une mortalité des cellules VERO aux différentes concentrations.
Toutefois, nous avons une faible mortalité a toutes les concentrations des deux extraits sauf la
concentration 100 pg/ml. Cette faible mortalité est significative (p < 0,001) par rapport a la
mortalite des cellules témoins. Cependant, on assiste a une mortalitt moyenne aux
concentrations 100 pg/ml des deux extraits de plantes. Nous avons une difference significative
(p < 0,05) des valeurs de la mortalité entre les cellules en présences des extraits et les cellules
temoins.
Les résultats de la mortalité des cellules apres 72 h d’incubation montrent une mortalité des

cellules VERO aux différentes concentrations. Cependant, nous avons une faible mortalité a la
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concentration 3,125 pg/ml de I’extrait de Carapa procera et 6,25 pg/ml de I’extrait de

Corchorus olitorius. Une mortalité moyenne aux concentrations 100 pg/ml des deux extraits de

plantes. Ces valeurs sont significativements (p < 0,001) différentes des valeurs de la mortalité

des celllules témoins.

Tableau I X : Mortalité au LDH 24 h des cellules VERO

Concentration (pg/ml)

Mortalité en Ext 1

Mortalité en Ext 2

100 pg/ml 0,03820,013** 0,041%0,012**
50 pg/ml 0,041%0,015*** 0,031%0,003*
25 pg/ml 0,0360,012%* 0,0370,013
12.5 pg/ml 0,03420,006** 0,037%0,010
6.25 pg/ml 0,025+0,002 0,028+0,002%*
3.125 pg/ml 0,023+0,003 0,029+0,003**
1.56 pg/ml 0,027+0,002 0,030+0,002*
0 pg/ml 0,025+0,004 0,035:0,011

Zéro étoile : Non significative p > 0,05 ; (*) : Significative p < 0,05 ;

(**) Trés significative p < 0,01 ;

(***) Hautement significatives p <0,001; Ext 1 : Carapa procera et Ext 2 : Corchorus oltorius.

Tableau X : Mortalité au LDH 48 h des cellules VERO

Concentration (ug/ml)

Mortalité en Ext 1

Mortalité en Ext 2

100 pg/ml 0,038+0,001* 0,048+0,011

50 pg/mi 0,030+0,002*** 0,032+0,003***
25 pg/mi 0,034+0,001*** 0,031+0,003***
12,5 pg/ml 0,031+0,001*** 0,032+0,003***
6,25 pg/ml 0,030+0,003*** 0,030+0,004***
3,125 pg/ml 0,030+0,009*** 0,031+0,002***
1,56 pg/ml 0,031+0,001*** 0,032+0,003***
0 pg/mi 0,041+0,005 0,050+0,008

Zéro étoile : Non significative p > 0,05 ; (*) : Significative p < 0,05 ; (**) Trés significative p < 0,01 ;

(***) Hautement significatives p <0,001; Ext 1 : Carapa procera et Ext 2 : Corchorus oltorius.
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Concentration (ug/ml) Mortalité en Ext 1 Mortalité en Ext 2
100 pg/ml 0,058+0,007*** 0,058+0,018***
50 pg/mi 0,028+0,003*** 0,033+0,0012**
25 pg/ml 0,03040,004** 0,033+0,006**
12,5 pg/ml 0,030+0,003** 0,029+0,003***
6,25 pg/ml 0,024+0,004*** 0,029+0,004**
3,125 pg/mi 0,024+0,008*** 0,034+0,012*
1,56 pg/ml 0,039+0,004 0,029+0,006***
0 pg/ml 0,046+0,008 0,039+0,009

Zéro étoile : Non significative p > 0,05 ; (*) : Significative p < 0,05 ; (**) Tres significative p < 0,01 ;
(***) Hautement significatives p <0,001; Ext 1 : Carapa procera et Ext 2 : Corchorus oltorius.

2.4. Résultat du Test de viabilité au MTT des cellules RD

Les résultats de I'activité de la sensibilité de nos composés sont présentés dans les tableaux
XI11; X1 et XIV. Ces données nous permettent de classer les résultats en fonction du temps
d’incubation (24 h ; 48 h et 72 h) et par concentrations des extraits de plantes.

Les résultats de la viabilité des cellules aprés 24 h d’incubation montrent une bonne activité
des extraits aux différentes concentrations. Nous avons une viabilité a la concentration 25 pg/ml
des deux extraits de plantes Carapa procera et Corchorus olitorius. Cependant, une bonne
viabilité a la concentration 100 pg/ml des deux extraits de plantes. Ces valeurs de viabilités des
deux extraits sont significatives differentes (p <0,01) des valeurs des cellules témoins.

Les résultats de la viabilité des cellules aprés 48 h d’incubation montrent une bonne activité des
extraits aux différentes concentrations. Toutefois, nous avons une nette viabilité a la
concentration 6,25 pg/ml pour I’extrait de Carapa procera et 3,125 pg/ml pour celui Corchorus
olitorius. Enfin, on assiste a une bonne viabilité a la concentration 50 pg/ml des deux extraits
de plantes. Une divergence notable (p < 0,01) existe entre les valeurs de viabilité des deux
extraits et celle des cellules témoins.

Les résultats de la viabilité des cellules apres 72 h d’incubation montrent une bonne activité
des extraits aux différentes concentrations. On observe une viabilité respectivement a la
concentration 12,5 pg/ml de I’extrait de Carapa procera et a celle 6,25 pg/ml pour I’extrait de
Corchorus olitorius. Nous avons une bonne viabilité a la concentration 1,56 pg/ml de I’extrait

de Carapa procera et 50 pg/ml pour I’extrait de Corchorus olitorius des deux extraits de
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plantes. Cependant, il y a une difference significative (p < 0,01) entre ces valeurs tests et celles

des témoins.

Tableau XII : Viabilité au MTT 24 h des cellules RD.

Concentration (ug/mL)

Viabilite en Ext 1

Viabilite en Ext 2

100 pg/ml 0,200+0,035*** 0,234+0,028***
50 pg/ml 0,120+0,014* 0,111+0,048

25 pg/ml 0,08+0,007*** 0,072+0,035%**
12,5 pg/ml 0,132+0,019 0,116£0,022*
6,25 pg/ml 0,129:0,058* 0,118+0,028*
3,125 pg/ml 0,112+0,080** 0,101:0,022
1,56 pg/ml 0,140:0,040 0,115£0,021*

0 pg/ml 0,137+0,014 0,107+0,077

Zéro étoile : Non significative p > 0,05 ; (*) : Significative p < 0,05 ; (**) Tres significative p < 0,01 ;

(***) Hautement significatives p <0,001; Ext 1 : Carapa procera et Ext 2 : Corchorus oltorius.

Tableau X111 : Viabilité au MTT 48 h des cellules RD.

Concentration (ug/ml)

Viabilite en Ext 1

Viabilite en Ext 2

100pg/ml 0,133+0,025** 0,164+0,027*
50 pg/ml 0,191%0,099* 0,214%0,059**
25 pg/ml 0,119+0,028 0,152+0,048
12,5 pg/ml 0,131%0,009** 0,16020,049*
6,25 pg/ml 0,09620,026** 0,14320,024*
3,125 pg/ml 0,109:0,007* 0,137%0,027**
1,56 pg/ml 0,157+0,012* 0,158+0,005

0 pg/ml 0,122+0,061 0,155+0,052

Zéro étoile : Non significative p > 0,05 ;

(*) : Significative p < 0,05 ; (**) Treés significative p < 0,01 ;

(***) Hautement significatives p <0,001; Extl : Carapa procera et Ext2 : Corchorus oltorius
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Tableau X1V : Viabilité au MTT 72 h des cellules RD.

Concentration (ug/ml) Viabilite en Ext 1 Viabilite en Ext 2
100 pg/ml 0,180+0,045* 0,174+0,012*

50 pg/mi 0,166+0,020** 0,216+0,066

25 pg/ml 0,157+0,076** 0,172+0,027*
12,5 pg/ml 0,152+0,039** 0,181+0,017*
6,25 pg/ml 0,156+0,014** 0,162**+0,025
3,125 pg/mi 0,181+0,025* 0,197+0,013*
1,56 pg/ml 0,216+0,046 0,203+0,045

0 pg/ml 0,212+0,014 0,218+0,015

Zéro étoile : Non significative p > 0,05 ; (*) : Significative p < 0,05 ; (**) Tres significative p < 0,01 ;
(***) Hautement significatives p <0,001; Ext 1 : Carapa procera et Ext 2 : Corchorus oltorius.

2.5. Résultat du Test de mortalité au LHD

Les résultats de I'activité de la sensibilité de nos composés sont présentés dans les tableaux
XV, XVI et XVII. Ces données nous permettent de classer les résultats en fonction du temps
d’incubation (24 h ; 48 h et 72 h) et par concentrations des extraits de plantes.
Les résultats de la mortalité des cellules apres 24 h d’incubation montrent une mortalité des
cellules RD aux différentes concentrations. On enregistre une faible mortalité aux
concentrations 25 pg/ml ; 12,5 pg/ml et 3,125 pg/ml de I’extrait de Carapa procera. La méme
remarque est faite aux concentrations 25 pg/ml ; 6,25 pg/ml et 1,56 pg/ml pour I’extrait de
Corchorus olitorius. Cependant, on assiste a une mortalité moyenne a la concentration 100
pg/ml des deux extraits de plantes. Les valeurs de la mortalité des cellules en présences des
deux extraits sont significativements différentes (p < 0,01) des valeurs des cellules témoins.
Les résultats de la mortalité des cellules apres 48 h d’incubation montrent une mortalité des
cellules RD aux différentes concentrations. Nous avons une faible mortalité & la concentrtion
3,125 pg/ml des extraits de Carapa procera et de Corchorus olitorius. Cependant, on observe
une mortalité moyenne a la concentration 100 pug/ml des deux extraits de plantes et elles sont
significativements différentes (p < 0,01) des valeurs des cellules témoins.
Les résultats de la mortalité des cellules apres 72 h d’incubation montrent une mortalité des
cellules RD aux différentes concentrations. Nous avons une faible mortalité & la concentrtion
3,125 ng/ml de I’extrait de Carapa procera. Il en est de méme pour les concentrations 50 pg/ml

et 1,56 pg/ml de I’extrait de Corchorus olitorius. Enfin, on observe une mortalité moyenne aux
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concentrations 100ug/ml et 50 pg/ml de I’extrait de Carapa procera. Les valeurs de la mortalité

des cellules en présences des deux extraits sont significativements différentes (p < 0,01) des

valeurs des cellules témoins.

Tableau XV : Mortalité au LDH 24 h des cellules RD

Concentration (pg/ml)

Mortalité en Ext 1

Mortalité en Ext 2

100 pg/ml 0,079+0,007** 0,076+0,014**
50 pg/mi 0,062+0,004 0,069+0,007*
25 pg/mi 0,056+0,017** 0,056+0,013
12,5 pg/ml 0,055+0,019** 0,068+0,017*
6,25 pg/ml 0,067+0,005 0,054+0,008
3,125 pg/ml 0,057+0,020** 0,064+0,017*
1,56 pg/ml 0,063+0,022 0,053+0,009

0 pg/mi 0,069+0,029 0,055+0,016

Zéro étoile : Non significative p > 0,05 ; (*) : Significative p < 0,05 ; (**) Tres significative p < 0,01 ;

(***) Hautement significatives p <0,001; Ext 1 : Carapa procera et Ext 2 : Corchorus oltorius.

Tableau XVI : Mortalité au LDH 48 h des cellules RD.

Concentration (ug/ml)

Mortalité en Ext 1

Mortalité en Ext 2

100 pg/ml 0,063+0,005** 0,061+0,002**
50 pg/mi 0,041+0,002 0,039+0,001
25 pg/mi 0,041+0,003 0,038+0,001*
12,5 pg/ml 0,035+0,005* 0,035+0,002*
6,25 pg/ml 0,037+0,008* 0,039+0,004
3,125 pg/ml 0,029+0,014** 0,034+0,002**
1,56 pg/ml 0,037+0,003* 0,035+0,005*
0 pg/mi 0,043+0,004 0,040+0,003

Zéro étoile : Non significative p > 0,05 ; (*) : Significative p < 0,05 ; (**) Tres significative p < 0,01 ;

(***) Hautement significatives p <0,001; Ext 1 : Carapa procera et Ext 2 : Corchorus oltorius.
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Tableau XVII : Mortalité au LDH 72 h des cellules RD.

Concentration (ug/ml) Mortalité en Ext 1 Mortalité en Ext 2
1 00pg/ml 0,048+0,016** 0,04040,003

50 pg/mi 0,041+0,004** 0,03340,001**
25 pg/ml 0,03740,001 0,036+0,002*
12,5 pg/ml 0,035+0,001 0,035+0,001*
6,25 pg/ml 0,040+0,040* 0,036+0,003*
3,125 pg/mi 0,032+0,001** 0,034+0,001*
1,56 pg/ml 0,036%0,002 0,031+0,004**

0 pg/ml 0,035+0,010 0,043+0,001

Zéro étoile : Non significative p > 0,05 ; (*) : Significative p < 0,05 ; (**) Tres significative p < 0,01 ;
(***) Hautement significatives p <0,001; Ext 1 : Carapa procera et Ext 2 : Corchorus oltorius.

2.6. Discussion partielle

La lactate déshydrogénase (LDH) est une enzyme stable dans le cytoplasme de la cellule.
Elle est libéree dans le milieu extracellulaire une fois la membrane cellulaire brisée. Ainsi, la
libération de LDH dans le milieu démontre une action toxique sur la membrane cytoplasmique.
Le processus de nécrose pourrait provoguer une production massive de lactate et cela pourrait
s'expliquer par différents phénomenes. Dans un premier temps, il y a nécessité de rééquilibrer
le potentiel redox NAD*/NADH de la cellule. En effet, le NAD™ est un élément important pour
le bon fonctionnement de la cellule et se situe au niveau des mitochondries (Schulze-Osthoff et
al., 1992 ; Harveer et al., 2014). De plus, I’exposition des cellules RD aux différentes
concentrations des extraits de plantes et a leurs profils toxiques pourrait justifier la variation de
la quantité de LDH produite. Les extraits de plantes au profil toxique agiraient directement sur
la membrane cytoplasmique de la cellule. Une production moyenne de LDH a été observée a la
concentration 100 pg/ml des deux extraits selon les heures incubation (24 h, 48 h et 72 h). En
revanche, cette production moyenne de LDH dans le milieu extracellulaire n'a pas été observée
avec les autres concentrations. Ces résultats corroborent ceux de Sriphana et al., (2018) qui ont
évalué la cytotoxicité de deux chalcones isolées pour la premiére fois a partir de fruits de
Millettia leucanthasur sur les cellules Vero et RD. De méme, Rizvi et al. (2012) ont évalué les
activités anti-VIH 1 et cytotoxiques des chalcones pipéridylthiényl et de leurs dérivés 2-
pyrazoline sur les cellules Vero et RD. Pandé et al. (2017) ont également obtenu une

cytotoxicite relative des dérivés 2-hydroxy chalcone. Les résultats obtenus ont indiqué une
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variation de toxicité allant de réduite . Pour ces auteurs (Rizvi et al., 2012 ; Pandé et al., 2017)
les tests d'activité doivent prendre en compte les concentrations toxiques des composés étudiés
; et permettre la réduction des intrants. Les différentes étapes expérimentales permettant de
déterminer le profil cytotoxique de composes ou de médicaments a différentes concentrations
grace a l'utilisation du test MTT constituent une méthode de référence (Bahuguna et al., 2017).
Il est démontré que I'absorbance diminue pour les cellules traitées avec des concentrations
croissantes de composés par rapport aux cellules témoins. Cette diminution de I'absorbance
exprimerait une bonne application des procédures expérimentales. Les résultats de ces travaux
montrent que nos composes aux profils cytotoxiques pourraient induire une nécrose et la mort
de la cellule. Nos résultats sont contraires a ceux obtenus par Aponte et al. (2008) qui ont
analyse le profil cytotoxique des dérives 2'4'- diallyloxy-6'méethoxy-chalcone. Les résultats
gu'ils ont obtenus montrent une cytotoxicité sévere sur les cellules Vero. Cette étude révéle que
nos extraits de plantes ne sont pas dangereux pour les cellules Vero et RD, en termes d'activité
thérapeutique et leur paire non cytotoxique pour en faire de bons candidats médicaments.

2.7. Conclusion partielle

Les tests de cytotoxicité des différents composés dans le cadre de I'évaluation de leur profil
toxique restent déterminants pour la suite des travaux. Cependant, les laboratoires des pays en
développement ne disposent toujours pas des moyens nécessaires pour une bonne évaluation
des composés naturels, semi-synthétiques ou synthétiques. L'acquisition des différentes lignées
cellulaires nécessaires a I'évaluation de nouvelles molécules bioactives reste un défi. Les
collaborations Nord-Sud et Sud-Sud permettraient de remédier a ce handicap. Les résultats de
I'évaluation du profil cytotoxique des extraits de plantes sur cellules Vero et RD n'ont exprimé
aucune toxicité vis-a-vis des cellules Vero et RD.
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CHAPITRE 3 : EFFET DES EXTRAITS AQUEUX DE L’ECORCE DE CARAPA
PROCERA (EXT 1) ET DE LAPLANTE ENTIERE CORCHORUS OLITORIUS (EXT 2)
EN PREVENTIF
3.1. Introduction

L’usage en médecine humaine des plantes médicinales réputées pour des activités
thérapeutiques dans certaines maladies aigués ou chroniques nécessite des études scientifiques
avec une mise a I’épreuve des plantes recensées pour ces effets. Dans ce contexte, il est fait
appel a la pharmacologie afin de rechercher les activités anticancéreuses, anti-inflammatoires,
antivirales ou antidiabétiques in vivo et in vitro. La phytochimie s’ajoute également a la
pharmacologie afin d’isoler et d’identifier les composés actifs des plantes pouvant avoir un effet
sur certaines maladies. Pour cela, aprés la sélection de deux plantes susceptibles d’avoir des
effets antidiabétiques a partir des enquétes ethnobotaniques et la préparation des extraits
aqueux, I’effet de ’administration orale de ces extraits de plantes sélectionnées a été¢ étudié
chez la rate wistar soumise a un régime hypercalorique (riche en graisses et en sucres).
3.2. Effet de nos extraits de plantes sur le poids corporel

La variation de la prise de poids corporels (exprimé en grammes) des quatre lots de rates a
savoir : le lot témoin (LT) traité avec I’ecau distillée, le lot positif recevant le régime
hypercalorique (LP), le lot recevant I’extrait aqueux de I’écorce de Carapa procera (Ext 1) et
le lot traité avec 1’extrait de la plante Corchorus olitorius (Ext 2) est representée dans le tableau
XVIII. Le poids des rates contrdles (LT) évolue normalement et cela tout au long de 1’étude.
Cependant, le groupe de rates soumises au regime hypercalorique (LP) a une augmentation de
poids. Cette prise de poids devient plus importante & partir du 12°™ jour d’expérimentation. A
la fin de I’étude, on observe une variation du poids des animaux du lot LP pour attiendre un
niveau supérieur a celui du lot LT, cette différence est significative (p<0,05). Le poids des rates
recevant les extraits Ext 1 et Ext 2 a connu une diminution du 3 *™ jour de la manipulation
jusqu’au 15 *™ jour. A partir du 15 °™ jour, le poids s’est stabilisé et les rates ont commencé
a avoir un gain du poids jusqu’a la fin de I’expérience. On ne note pas de différences
significatives de poids entre les rates traitées avec ’extrait Ext 1 et Ext 2 par rapport aux rates
LT (p <0,05).
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Tableau XVIII : Variation des poids corporels des rates

Résultats et discussion

LT LP EXT1 EXT 2
Jour3 |+1,16+0,018 | +1,60+0,045 +1,54+0,008 +1,11+0,021
Jour6 | +0,46+0,016 |+ 1,40+0,077** | -2,41+0,584** - 0,59+0,109**
Jour9 | +0,45+0,018 | +1,80+0,040** | -0,92+0,390** - 1,16+0,124**
Jour 12 | +0,19+0,029 +2,2+0,182** | - 5,5+2,33*** +0,08+0,826
Jour 15 | -0,03+0,014 +2,4+0,316*** | +0,07+0,025 +0,11+0,064
Jour 18 | +0,48+0,067 +2,9+0,516*** | +0,11+0,041 +0,46+0,164
Jour 21 | +0,45+0,129 +3,4+0,520*** | +0,10+0,075 +0,35+0,047

() : perte de poids (+) gain de poids. Zéro étoile : Non significative p > 0,05 ; (*) : Significative p <
0,05 ; (**) Tres significative p < 0,01 ; (***) Hautement significatives p < 0,001, LT : lot temoin ; LP :
lot positif ; Ext 1 : lot traité avec Carapa procera ; Ext 2 : lot traité avec Corchorus olitorius.

3.3. Effet des extraits de plantes sur la glycémie des rates.

La prise de glycémie a été réalisée chaque trois (3) jours durant I’expérience comme le
montre le tableau XIX. Ces résultats montrent 1’évolution, de la glycémie durant les 21 jours.
Les rates témoins (LT) présentent une glycémie avec des valeurs normales et cela tout au long
de 1’étude. Contrairement aux rates soumises au régime hypercalorique (TP), les résultats
montrent une augmentation de la glycémie a partir du 12°™ jour et déclenchent une
hyperglycémie & partir du 15 *™ jour de mise sous régime hypercalorique. Cette augmentation
de la glycémie confirme une mise en place progressive du diabéte. Les glycémies des rates LP
sont significativement supérieures (p < 0,05) a celles des rates LT (Figure 27). Les rates
soumises au régime hypercalorique apres le traitement avec les extraits Ext 1 et Ext 2, montrent
une absence d’augmentation de la glycémie des rates traitées avec les extraits Ext 1 et Ext 2.
Les valeurs de la glycémie des rates traitées avec Ext 1 et Ext 2 sont significativement
différentes (p < 0,001) de celle des rates LP. Par contre, il n’y a aucune diffrénce significative
(p > 0,05) entre les valeurs de la glycémie des rates Ext 1 et Ext 2 avec celles de la glycémie
desrates LT.
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Tableau XIX : Effet de I’administration du traitement des extraits Ext 1 et Ext 2 sur la glycémie

durant les 21 jours

Résultats et discussion

LT LP EXT1 EXT 2
Jour 3 0,770,018 | 0,960,095 | 0,87+0,116™" | 0,87+0,025™
Jour 6 0,850,021 | 0,980,069 | 0,86+0,018 | 088+0,021
Jour 9 0,87+0,029 | 1,200,014 | 0,83+0,025 | 0,87+0,031
Jour 12 0,80+0,018 | 0,98+0,035™ | 0,80+0,043 | 0,86+0,036
Jour 15 0,780,018 | 1,15+0,021"" | 0,82+0,021 | 0,87+0,025™
Jour 18 0,88+0,018 | 1,400,014 | 0,70+0,021™ | 0,85+0,043
Jour 21 0,730,021 | 0,98+0,018™ | 0,71+0,043 | 0,76+0,035

Zéro étoile : Non significative p > 0,05 ; (*) : Significative p < 0,05 ; (**) Tres significative p < 0,01 ;
(***) Hautement significatives p < 0,001; LT : lot temoin ; LP : lot positif ; Ext 1 : lot traité avec
Carapa procera, Ext 2 : lot traité avec Corchorus olitorius.

3.4. Effet des extraits de plantes sur les paramétres lipidiques

Les résultats des parametres lipidiques des rates LT, LP, Ext 1 et Ext 2 sont présentés dans
le tableau XX. Le dosage des triglycérides montrent une différence significative (p < 0,05) entre
les rates soumises au régime hypercalorique non traitées (LP) et les rates témoins (LT). On note
une différence significative (p < 0,05) pour ce parametre entre les rates (LP) et les rates traitées
avec les extraits Ext let Ext 2. Dans le groupe des rates soumises au régime hypercalorique
traitées par les extraits Ext let Ext 2, les valeurs des triglycérides sont différentes de celles
observées chez les rates soumises au régime hypercalorique (LP). Cependant, on observe une
différence non significative des triglycérides des rates soumises au régime hypercalorique
traitées par I’extrait Ext let les rates témoins (LT). Les valeurs des triglycérides des rates
soumises au régime hypercalorique traitées par I’extrait Ext 2 sont différentes (p < 0,01) de
celles des rates témoins (LT). Le cholestérol total chez le groupe des rates soumises au régime
hypercalorique non traitées (LP) est supérieur (p < 0,05) a celui du groupe des rates témoins
(LT) et du groupe des rates soumises au regime hypercalorique traitées par les extraits de
plantes. Nous notons une différence significative (p < 0,05) entre les valeurs de cholestérol total
des rates soumises au régime hypercalorique apres traitement par les extraits de plantes et les
rates témoins (LT). On note une différence significative (p < 0,001) entre les valeurs du
cholestérol-HDL du groupe des rates témoins (LT) et le groupe des rates soumises au regime
hypercalorique non traitées (LP) et également celui traité avec les extraits des deux plantes (Ext
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let Ext 2). Cependant, on observe qu’il y’a une différence significative (p < 0,05) pour ce
parametre entre le groupe des rates soumises au régime hypercalorique non traitées (LP) et le
groupe des rates traitées avec les extraits des plantes (Ext 1 et Ext 2). Les valeurs du cholestérol-
LDL du groupe des rates traitées avec les extraits des plantes (Ext 1 et Ext 2) ont une différence
significative (p< 0,05) avec le groupe des rates témoins (LT) et le groupe des rates soumis au
régime hypercalorique non traitées (LP). Cependant il n’y a pas de différence significative pour
ce parameétre entre le groupe des rates témoins (LT) et le groupe des rates traitées avec les
extraits des plantes (Ext 1 et Ext 2).

Tableau XX : Effet des différents traitements sur les parametres lipidiques des rates

CHOLT TRIG LDL-c HDL-c
LT 0,68+0,018 0,86+0,008 0,18+0,008 | 0,398+ 0,001
LP 1+0,012*** 1,2+0,081*** | 0,22+0,02* | 0,150+0,008***
Ext1 0,54+0,018** 0,84+0,031 0,18+0,014 | 0,322+0,002***
Ext 2 0,50+0,008** 0,56+0,033*** | 0,12+0,008 | 0,266+0,003***

Zéro étoile : Non significative p > 0,05 ; (*) : Significative p < 0,05 ; (**) Tres significative p < 0,01 ;
(***) Hautement significatives p < 0,001 ; LT : lot temoin ; LP : lot positif ; Ext 1 : lot traité avec

Carapa procera ; Ext 2 : lot traité avec Corchorus olitorius.

3.5. Effet des extraits de plantes sur les paramétres hépatiques

Les valeurs presentées a la figure 25 sont les moyennes des différentes valeurs des
paraméetres ASAT et ALAT desrates LT, LP, Ext 1 et Ext 2 obtenues dans le cadre d’une étude
preventive. Dans cette étude, les analyses statistiques effectuées n’ont montré aucune
augmentation significative (p > 0,05) de I’ASAT et ’ALAT chez les rates LT, LP, Ext 1 et Ext
2.
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Figure 25 : Effet des traitements sur les parameétres hépatiques des rates.

LT : lottemoin ; LP : lot positif Ext 1 : lot traité avec Carapa procera ; Ext 2 : lot traité avec Corchorus

olitorius ; ns : non significative.

3.6. Effet des extraits de plantes sur les parameétres rénaux

Le traitement des animaux par les extraits aqueux des deux plantes a la dose de 300 mg/kg,

n’a induit aucune variation significative (p > 0,05) des taux d’urée et de la créatinine sanguine

des rates des lots traités par rapport aux rates du lot témoin (Figure 26 et 27).
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Figure 26 : Effet des extraits sur 1’urée des rates.
LT : lot temoin ; LP : lot positif ; Ext 1 : lot traité avec Carapa procera ; Ext 2 : lot traité avec

Corchorus olitorius ; ns : non significative.
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Figure 27 : Effet des différents traitements sur la creatinine des rates.

LT : lottemoin ; LP : lot positif ; Ext 1 : lot traité avec Carapa procera ; Ext 2 : lot traité avec Corchorus

olitorius ; ns : non significative.
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3.7. Discussion partielle

L’analyse du poids corporel des rates aprés administration par voie orale des différents
traitements a montré une augmentation du poids corporel chez les rates soumises au régime
hypercalorique par rapport aux rates controles et aux rates traitées avec les extraits de plantes
(Ext 1 et Ext 2). Cette légéere augmentation pondérale des rates LT est due a la croissance
normale des rates. L’augmentation de prise de poids rapide des rates LP est due a I’effet du
régime hypercalorique. L'alimentation des rats avec un régime hypercalorique entraine
impérativement une prise de poids par rapport a ceux qui consomme un régime normal. Le
modele d'obésité et d’hyperglycémie induit par le régime hypercalorique est le plus simple et
probablement celui qui ressemble le plus a la réalit¢ de 1'obésité et d’hyperglycémie chez
I'nomme (Shivaprasad et al., 2014). D’autres résultats fournissent des preuves expérimentales
du réle de la syndrome métabolique dans le cerveau en tant que processus neurodégénérative
(Trevifio et al., 2015). Une augmentation du poids corporel peut se produire lorsque I'apport
énergeétique est supérieur a la dépense énergétique, car I'énergie supplémentaire est stockée sous
forme d'adiposité (Haleem & Mahmood, 2019). Le régime hypercalorique provoque une
augmentation du taux de glucose et une résistance de I’insuline qui produit une obésité par
I’accumulation de graisse. Ce facteur affecte les dégénérescences neurofibrillaires formées de
la protéine hyper- phosphoryle. Cette altération dans la phosphorylation peut s’expliquer par un
déséquilibre entre les kinases et les phosphatases, ce qui entraine une altération du métabolisme
du glucose et une résistance a I’insuline (Lerdu, 2019). La consommation de régime alimentaire
riche en calorie provoque 1’accumulation des lipides et des protéines qui induit I’obésité
(Maysami et al., 2015). Lors du phénomeéne de prise de poids conduisant au surpoids, puis a
I'obésité et finalement au diabéte de type 2, le régime alimentaire va bien sOr jouer un role
majeur, mais la composition de l'alimentation peut également influencer directement et
indirectement le dysfonctionnement du Systéeme nerveux centrale. Ainsi, les données
épidémiologiques montrent que des régimes similaires a ceux des produits des pays développés,
riches en graisses, sont associés a un risque accru de maladie neurodégénérative ainsi qu'a une
diminution de la plasticité neuronale et de I'apprentissage. Cela pourrait étre di a une
augmentation du stress oxydatif et de I'inflammation dans le cortex cérébral et a une diminution
de la production d'un facteur neurotrophique dérivé du cerveau (Ravanan et al., 2008). Le poids
des rates soumises au régime hypercalorique apres traitement avec les extraits des écorces de
Carapa procera et de la plante entiere Corchorus olitorius ont montré une croissance normale.
Les extraits ont un effet sur le poids puisqu’ils sont différents des rates soumises au régime

hypercalorique. Les extraits des deux plantes agissent de la méme maniére sur la masse
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corporelle et on ne note pas de différence significative pour ce parameétre avec les rates
contrdles. Nous pouvons dire que les extraits de plantes empéchent la prise de poids malgreé le
régime hypercalorique.

Les analyses lipidiques des rates soumises au régime hypercalorique et non traitées
montrent des taux élevés de cholestérol total, de LDL, de triglycérides et le HDL de valeur
inferieur au LDL, suggeérant I'induction du syndrome métabolique (Malheiros et al., 2021). Le
taux ¢élevé des paramétres lipidiques augmente le risque d’apparition des maladies
cardiovasculaires, le cancer et la résistance a I’insuline menant au diabete de type 2. Concernant
I’effet des extraits de plantes sur les lipides sériques, on observe chez les groupes de rates
traitées par les extraits, que le taux des triglycérides et du cholestérol total diminuent
significativement par rapport au groupe des rates soumises au régime hypercalorique non
traitées. Les extraits testés ont un effet sur ces deux parametres, ce qui réduit les risques
d’hypertriglycéridémie qui peuvent étre la cause de diabéte et d’hypertension. L’effet de nos
extraits sur les triglycérides et le cholestérol total est important puisque les rates traitées sont
soumises a un régime hypercalorique comprenant 15,94 % de protéines, 18,63 % de saccharose
et maltodextrines, 26,93 % de saindoux, et 25,68 % ENA (extrait non azoté). On observe une
amélioration voire une baisse de ces paramétres a des valeurs normales voisines de celles
observées chez le groupe des rates contrdles. Les résultats de ces travaux sont en accord avec
les résultats d’Adon et al. (2018) qui ont montré une dimunition de ces composés. Ils ont par
ailleurs montré que cette dimunition entraine une augmentation des récepteurs LDL hépatiques.
Cette dimunition induit en conséquence une captation majorée des LDL dont la concentration
plasmatique s'abaisse selon Adon et al., 2018.

Par ailleurs, I’administration journaliére de la doses 300 mg/kg avec 1’extrait de 1’écorce de
Carapa procera « Ext 1 » et avec I’extrait de la plante entiere Corchorus olitorius « Ext 2 » a
induit une diminution significative de triglycérides et une augmentation de HDL chez les rates.
Cela peut s’expliquer par la présence des saponines dans 1’extrait aqueux des écorces de Carapa
procera et de la plante entiere Corchorus olitorius confirmé par les tests phytochimiques. En
effet, ces saponines ont des propriétés anti-hyperlipidémie, anti-hypercholestérolémie,
hypotensive et cardio dépressive selon les travaux de Price et al. (1987) et ceux de Ozlem &
Giuseppe (2007). De plus, certaines études ont attesté que les saponines ont une propriété anti-
obésité (Han et al., 2000). L'effet anti-hypercholestérolémie des saponines peut étre due a
l'inhibition de I'activité de I’acyl-CoA cholestérol acyl transférase (ACAT) comme le montre
les travaux de Zhao et al. (2008), des saponines sur l'absorption de cholestérol (Harwood et al.,
1993).
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L'examen phytochimique a mis en évidence la presence d’alcaloides dans nos extraits. Les
alcaloides réduisent la glycémie, le cholestérol et le triglycéride en l'augmentant I’expression
du récepteur hépatique des lipoprotéines a faible densité en LDL. De plus, ils entravent la
production de lipides dans les hépatocytes humains en activant 'AMPK (Brusq et al., 2008).
Nous concordons avec les recherches de Heidarzadeh et al. (2013) qui ont démontré que les
composés phenoliques, stéroidiques, terpeniques et glycoprotéines présentes dans les plantes
médicinales possedent des caractéristiques efficaces pour diminuer la graisse et le sucre.

Les groupes des rates traitées par les extraits montrent des glycémies améliorées durant le
temps de I’expérience et cet effet antihyperglycémiant des extraits Ext 1 et Ext 2. On observe
que les extraits des deux plantes s’opposent a I’augmentation de la glycémie sans changement
de poids et de la prise alimentaire par une amélioration de I’insulinorésistance (Kambouche et
al., 2009). Cet effet antihyperglycémiant nous laisse suggérer que ces extraits exerceraient leurs
effets chez les rates traitées et soumises au régime hypercalorique par 1’amélioration de
I’insulinorésistance. Les extraits des deux plantes semblent agir sur I’insulinorésistance, ceci
appuie plus I’hypothése que nos extraits agiraient par une action extra-pancréatique. Cela peut
s’expliquer par la masse corporelle élevée observée chez ces groupes de rates ayant une obésité
suite au régime auquel ils étaient soumis. Cet effet peut s’expliquer par I’amélioration de la
glycémie et de I’insulinorésistance. L’effet de ces deux extraits sur la réduction de la glycémie
pourrait étre lié a la présence des flavonoides comme il a été souligné par certains auteurs
(Kambouche et al., 2009). Les flavonoides, terpénoides, saponines et alcaloides agissent en
effet en améliorant la sensibilité¢ des cellules de I’organisme a 1’insuline, ce qui permet de
réduire ’incidence du diabete de type 2.

En ce qui concerne I’urée et la créatinine, I’analyse des résultats montre que la concentration
en urée et en créatinine des rates traitées sont non significatives comparées a celles des rates
témoins. Cela confirme que nos deux extraits sont non toxiques et que les fonctions rénales sont
intactes, car ’urée et la créatinine sont des marqueurs significatifs de la fonction rénale. Ce qui
montre que les extraits n’ont pas détruit les reins.

Par ailleurs, les extraits aqueux des deux plantes n‘ont pas affecté le taux des transaminases
(ALAT, ASAT). Cette situation peut s’expliquer par la présence des composés phénoliques,
terpénoides, saponines et alcaloides dans les deux extraits. En effet, ces substances bioactives

sont connues par leurs activités hepatoprotectrices et antioxydantes (Tran et al., 2001).
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3.8. Conclusion partielle

En préventif, les extraits des deux plantes agissent sur la prise de poids et diminuent la
glycémie. Ces extraits aqueux diminuent le taux plasmatique de cholestérol, du triglycéride et
du cholestérol-LDL. Ils augmentent le taux de cholestérol-HDL chez les rates traitées. L'extrait
aqueux de 1’écorce de Carapa procera et de la plante entiere Corchorus olitorius sont non
toxiques, car ils n’affectent pas les fonctions rénales, hépatiques et pancréatiques. Les extraits
ont un effet métabolique immédiat et un effet nutritionnel. On ne note pas de différence entre
les extraits Ext 1 et Ext 2 qui sont efficaces par leur action. Le traitement par les extraits permet
de s’opposer effectivement au développement du diabéte dans ce modele expérimental de
diabete de type 2 chez la rate. Mais qu’en est-il lorsque le diabete est déja établi ? Dans ce cas,
on se rapproche plus de I’état clinique ou le diabéte est traité plus que prévenu, d’ou la deuxiéme
approche portant sur des rates rendues diabétiques puis traitées par les extraits des deux plantes

persistant dans leur régime déséquilibré.
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CHAPITRE 4 : EFFET DES EXTRAITS AQUEUX DE L’ECORCE DE CARAPA
PROCERA (EXT1) ET DE LA PLANTE ENTIERE DE CORCHORUS OLITORIUS L
(EXT2) EN CURATIVE
4.1. Introduction

Plusieurs remedes a base de plantes sont proposés par les thérapeutes traditionnels pour
soigner le diabéte de type 2. L’art de guérir par les plantes est connu et pratiqué en Afrique
depuis bien longtemps, les savoirs sont transmis oralement de génération en génération a
certaines catégories d'individus initiés que sont les tradipraticiens de santé et les herboristes
(Cissé et al., 2016). La recherche sur les substances naturelles est un theme porteur depuis
quelques années et les laboratoires pharmaceutiques, toujours a la recherche de nouveaux
composés actifs, se tournent vers 1’identification et la caractérisation de molécules naturelles
pour la synthése de nouveaux médicaments. C’est dans ce contexte que s’inscrit notre travail a
savoir 1’étude de ’effet antihyperglycemiant de 1’ecorce de Carapa procera et de la plante
entiere de Corchorus olitorius.
4.2. Effet des differents traitements sur le poids corporel

La figure 28 présente la variation de la prise de poids corporels (exprimé en grammes) des
cing lots des rates. Ces différents lots sont présentés comme suite. Le témoin (LT) recoit I’eau
distillée, le lot traité recoit I’extrait aqueux de 1’écorce de Carapa procera (Ext 1) et le lot traité
avec I’extrait de la plante entiére de Corcherus olitorius (Ext 2). Le lot positif recoit le régime
hypercalorique (LP) et le lot traité avec la metformine (CM) la molécule de référence. Le poids
des rates contréles (LT) évolue normalement et cela tout au long de I’étude. Cependant, le
groupe de rates soumises au régime hypercalorique (LP) montre une augmentation du poids.
Cette prise de poids devient plus importante & partir du 3°™ jour d’expérimentation. A la fin de
I’étude, on observe une variation du poids du lot LP pour atteindre un niveau supérieur a celui
du lot LT, cette différence est significative (p<0,001). Le poids des rates recevant la metformine
(CM) notre molécule de référence, les extraits Ext 1 et Ext 2 a connu une diminution du 3 M
jour de la manipulation jusqu’au 15 ™ jour. Au 15 *™ jour le poids s’est stabilisé et les rates
ont commencé a prendre du poids jusqu’a la fin de I’expérience. On ne note pas de différence
significative entre les rates traitées avec les extraits Ext 1 et Ext 2 par rapport aux rates LT (p >
0,05). Par contre, Il'y a une différence significative (p < 0,05) entre les valeurs des rates recevant

la metformine et les rates LT.
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Figure 28 : Variation des poids corporels des rates

() : perte de poids ; (+) gain de poids ; ns : Non significative p > 0,05 ; (*) : Significative p < 0,05 ;
(**) Tres significative p < 0,01 ; (***) Hautement significatives p < 0,001 ; LT : lot temoin ; LP : lot
positif ; CM : lot traité avec la metformine (molécule de référence) ; Ext 1 : lot traité avec Carapa
procera ; Ext 2 : lot traité avec Corchorus olitorius.

4.3. Effet des extraits de plantes et de la metformine sur la glycémie des rates

La prise de glycémie a été réalisée chaque trois (3) jours durant 1’expérience (Figure 29). Ces
prises de la glycémie montrent 1’évolution de la glycémie des rates en fonction des différents
traitements durant les 21 jours. La glycémie des rates contrdles n’a pas changé et reste dans
I’intervalle des valeurs glycémiques normales tout au long de I’étude. Chez les rates soumises
au regime hypercalorique non traitées (diabétiques non traitees), la variation de la glycémie
observée est significativement supérieure (p < 0,001) a la valeur de la glycémie des rates
contréles. Cette dysrégulation de la glycémie apparait a partir du 12éme jour. Par contre, en
comparaison avec le groupe des rates soumis au régime hypercalorique non traitées, il apparait
une réduction significative (p < 0,05) de la glycemie aprés traitement par les extraits de plantes.

L’extrait Ext 2 fait baisser la glycémie chez les rates soumises au régime hypercalorique aprés
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traitement. Le traitement par 1’extrait Extl réduit également la glycémie des rates soumis au
régime hypercalorique et traitées par cet extrait. Alors que les rates soumises au régime
hypercalorique et traitées avec la metformine, raméne la glycémie dans les valeurs normales
mais celle-ci reste élevée par rapport aux rates traitées avec les extraits de plantes et celles du
lot témoins. Les extraits Extl et Ext2 sont efficaces par leur action sur la glycémie (p < 0,05),

qui diminue, pour rejoindre des valeurs similaires a celles des rates controles.
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Figure 29 : Effet des extraits de plantes et la metformine sur la glycémie des rates.
ns : Non significative p > 0,05 ; (*) : Significative p < 0,05 ; (**) Tres significative p < 0,01 ; (¥*%)
Hautement significatives p < 0,001 ; LT : lot temoin ; LP : lot positif ; CM : lot traité avec la
metformine (molécule de référence); Ext 1 : lot traité avec Carapa procera ; Ext 2 : lot traité avec
Corchorus olitorius.
4.4. Effet des extraits de plantes et de la metformine sur les parametres lipidiques

Pour tous les lots étudiés, les résultats concernant les concentrations des différents types de
lipides (triglycerides, cholesterol total, cholesterol-LDL et cholesterol-HDL) sont représentés
par la figure 30. Apres traitement des rates par les extraits de plantes étudiées, le dosage des
paramétres lipidiques (Figure 30) montre que le taux des triglycérides observé chez les rates
soumises au régime hypercalorigue non traitées (diabétiques non traitées), est significativement
supérieur (p < 0,05) a celui observe chez le groupe des rates controles et les groupes des rates
soumises au regime hypercalorique traitées par les extraits de plantes Extl, Ext2 et la
metformine (molécule de référence). On ne note cependant pas de différences significatives

pour le taux des triglycérides entre le groupe des rates contréles et les groupes traités par les
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extraits de plantes Ext 1 et Ext 2. On observe une différence significative (p < 0,05) entre les
valeurs des rates soumis au régime hypercalorique non traitées (diabétiques non traitées) et les
rates traitées avec la metformine. Concernant le cholestérol total, chez le groupe des rates
soumises au régime hypercalorique non traitées (diabétiques non traitées) il n’y a pas
diminution significativement par rapport a celui du groupe des rates controles, des rates traitées
avec les extraits de plantes (Ext 1, Ext 2) et les rates traitées avec la metformine. On observe
qu’il n’y a pas de différence significative entre les valeurs du cholestérol-HDL chez les rates
contréles, les rates soumises au régime hypercalorique traitées par les deux extraits de plantes
et celles soumises a la metformine. On note cependant une différence significative (p < 0,05)
entre les valeurs du cholestérol-HDL des rates contrdles et des rates diabétiques non traitées.
Les extraits des deux plantes agissent sur les triglycérides, mais il n’y a pas de différence
significative avec les rates controles. S’agissant de 1’effet des extraits de carapa procera et de
corchorus olitorius sur les triglycérides, nous constatons une baisse des triglycérides chez les
lots traités comparés au groupe des rates diabétiques non traitées, cette baisse étant significative
(p < 0,05). Les valeurs des cholestérol-LDL sont non significatives (p > 0,05) entre les rates
contr6les, les rates soumises au régime hypercalorique traitées par les deux extraits de plantes
et celles soumises a la metformine ; et une différence significative (p < 0,01) avec les rates

diabétiques non traitées.
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Figure 30 : Effet des extraits de plantes et de la metformine sur les parametres lipidiques des
rates. ns : Non significative p > 0,05 ; (*) : Significative p < 0,05 ; (**) Tres significative p < 0,01 ;

(***) Hautement significatives p < 0,001 ;LT : lot temoin ; LP : lot positif ; CM :lot traité avec la
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metformine ( molécule de référence);Ext 1 : lot traité avec Carapa procera ; Ext 2 : lot traité avec

Corchorus olitorius.

4.5. Effet des extraits de plantes et de la metformine sur les paramétres hépatiques

Les valeurs présentées sont les moyennes des différentes valeurs obtenues dans le cadre
d’une étude curative des extraits de plantes et de la metformine dans le cadre du diabete de type
2 sur les transaminases (ASAT et ALAT) des rates LT, LP, CM, Ext 1 et Ext 2 (Figure 31).
Dans cette étude, les analyses effectuées n’ont montré aucune augmentation significative (p >

0,05) de ’ASAT et ’ALAT chez les rates LT, LP, CM, Ext 1 et Ext 2.

40
ns EE ASAT

ns ns
ns NS NS ns ns ns NS B ALAT

w w
o o1

N
(6}

=
(@]

Transaminases (UI/L)
= S

Lots

LT LP CM Ext 1 Ext 2

Figure 31 : Effet des extraits de plantes et de la metformine sur les paramétres hépatiques des
rates.

ns : Non significative p > 0,05 ; (*) : Significative p < 0,05 ; (**) Tres significative p < 0,01 ; (¥*%)
Hautement significatives p < 0,001 ; LT : lot temoin ; LP : lot positif ; CM : lot traité avec la metformine
(molécule de référence) ; Ext 1 : lot traité avec Carapa procera ; Ext 2 : lot traité avec Corchorus
olitorius.

4.6. Effet des extraits de plantes et de la metformine sur les parametres rénaux

Le traitement des animaux par les extraits aqueux de deux plantes a la dose de 300 mg/kg de

pc, n’a induit aucune variation significative (p > 0,05) des taux d’urée et de la créatinine chez
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les rates. Il en est de méme pour la metformine molécule de référence dans cette étude (Figure
32 et 33).

0.3= L
= Urée

Urée (g/L)

Lots
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Figure 32 : Effet des extraits de plantes et la metformine sur I’urée des rates.
ns . Non significative p > 0,05 ; (*) : Significative p < 0,05 ; (**) Tres significative p < 0,01 ; (*¥*%)
Hautement significatives p < 0,001 ; LT : lot temoin ; LP : lot positif ; CM : lot traité avec la metformine

(molécule de référence) ; Ext 1 : lot traité avec Carapa procera ; Ext 2 : lot traité avec Corchorus
olitorius.
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Figure 33 : Effet des extraits de plantes et de la metformine sur la creatinine des rates.
ns : Non significative p > 0,05 ; (*) : Significative p < 0,05 ; (**) Tres significative p < 0,01 ; (¥*%)
Hautement significatives p < 0,001 ; TS : lot temoin ; TP : lot positif ; CM : lot traité avec la metformine
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(molécule de référence) ; Extl : lot traité avec Carapa procera ; Ext2 : lot traité avec Corchorus

olitorius.
4.7. ARN du foie des rates traitées avec les extraits de plantes

Le résultat de I’extraction de I’ARN et de sa migration sur gel d’agarose de 1% est présenté
a la figure 34. Sur cette figure, la présence de I’ARN a travers les bandes 28s et 18s indiquent

que I’ARN des rates témoins et celui des rates traitées n’est pas dégradé.

18S
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Figure 34 : Bande 28S et 18S de I’ARN du foie des rates traitées avec les extraits

4.8. Effet des extraits de plantes et la metformine sur les parametres hématologiques
Cette recherche n’a montré aucune différence notable (p > 0,05) dans divers parametres
hématologiques chez les rates traitées en comparaison avec les rates de contrbles, comme le
démontre le tableau XVII. Les taux des globules blancs (GB), des globules rouges (GR), les
taux d’hémoglobine (HGB) et d’hématocrites (HCT), ainsi que le volume globulaire moyen
(VGM), la concentration corpusculaire moyenne d’hémoglobine (CCMH), la teneur
corpusculaire moyenne en hémoglobine (TCMH), le nombre de plaquettes (PLT), les
neutrophiles, les lymphocytes, et les monocytes n’ont pas subi de variation significative chez
les rates traitées avec les extraits et la metformine par rapport a ceux des rates de controles.
Cependant, nous avons une augmentation significative des globules blancs (GB), des

neutrophiles et des lymphocytes chez les rates soumises au régime hypercalorique.
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TS TP CM Extl Ext2
GB (x10%ul) | 5,175%0,75 | 8,75¢0,275** | 6,3+0,25 6,5+0,2 6,4+0,25
GR (x10%ul) | 4,750,075 |4,35:0,025 |4,26+0,03 | 4,920,15 4,41+0,015
HGB (g/dl) | 125¢0,25 | 12,3%0,05 | 12,5¢0,05 | 12,4+0,15 | 12,640,
HCT (%) 39,9+0,3 | 39,7+0,15 | 39,6+0,15 | 40+0,5 40,210,1
VGM (Fl) 87,7055 | 87,620,7 87,9+0,5 87,8055 | 87,2+0,6
TCMH (pg) | 27,8#0,5 | 285+0,55 | 28,1%0,5 27,9+0,5 28+15
CCMH (g/dl) | 35,1#0,52 | 35,385+1,62 | 34,495+1,19 | 35%1,5 34,95+1,98
PLT (x10%ul) | 316+15 312+0,5 34305 368+2,5 31505
PNN 48+0,5 791 5%* 491 47+0,5 47405
LYM (%) 32+0,5 63t15* | 33x15 3215 3215
MONO 4205 520,5 5+0,5 40,5 40,5
PAL 33,12+1,48 | 33,66x152 | 36%0,5 33,13+1,515 | 32,4+0,6

Zéro étoile : Non significative p > 0,05 ; (*) : Significative p < 0,05 ; (**) Tres significative p < 0,01 ;
(***) Hautement significatives p < 0,001; TS : lot temoin ; TP : lot positif ; CM : lot traité avec la

metformine (molécule de référence) ; Ext 1 : Carapa procera et Ext 2 : Corchorus oltorius.

4.9. Discussion partielle

Les études que nous avons réalisées sont les premieres qui testent a la fois des effets curatif
et préventif des extraits des deux plantes Carapa procera et de Corchorus olitorius in vivo sur
un modele de diabéte de type 2 induit par le régime hypercalorique chez des rates wistar.

Dans les présents travaux, suite a I’induction du diabéte par le régime hypercalorique, au
plan biochimique, on note une augmentation significative de la glycémie des rats diabétiques
par rapport a la glycémie des rates témoins normaux. Pour confirmer cet état diabétique,
d’autres parametres biochimiques a savoir le cholestérol total, les triglycérides, le cholestérol
HDL et le cholestérol LDL ont été étudiés. L’analyse des résultats a révélé une augmentation
significative du taux du cholestérol total, des triglycérides et du cholestérol LDL apreés

I’induction du diabete. On note également une baisse du cholestérol HDL. En effet, Simonen et
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al. (2008) ont signalé une perturbation du métabolisme du cholestérol chez les sujets souffrants
d’un diabete de type 2.

Apreés vingt-un (21) jours de traitement des rates diabétiques par les extraits de plantes, une
baisse significative de la glycémie a été observée. De méme, une baisse significative du taux
des triglyceérides, du cholestérol total, et du cholestérol LDL a également été observée, ainsi
qu’une augmentation significative du cholestérol HDL. Les activités hypoglycémiante et
hypolipidémique de ces extraits semblent étre dues aux composés phénoliques agissant par
difféerents mécanismes. En effet, selon Richard et al. (2013), plusieurs flavonoides inhibent la
différentiation des adipocytes et 1’accumulation des lipides en inhibant I’expression du
récepteur activé par un proliférateur de peroxysomes gamma (PPARY). La PPARY joue un role
majeur dans la différentiation des adipocytes, I’adipogénése et I’accumulation des lipides. Selon
Seiva et al. (2012), la quercetine normalise le taux du cholestérol total et des triglycérides. L’un
des mécanismes mis en évidence est la baisse significative des activités des enzymes
pancréatiques a savoir 1’amylase et la lipase. En effet, il est possible que les composés
phénoliques présents dans ces extraits participent a la diminution du stress oxydatif induit par
le régime hypercalorique dans les différents tissus, réduisant ainsi les complications du diabéte
(Lenzen, 2008).

Par ailleurs, on a constaté une baisse notable du taux de sucre dans le sang chez les rates
traitées avec la metformine (molécule de référence). La metformine présente un effet
hypoglycémiant en diminuant la gluconéogenése hépatique, provoquant une réduction de la
production de glucose par le foie, qui est particulierement importante dans le diabete de type 2.
La metformine inhibe la synthese hépatique de glucose en inhibant la chaine respiratoire
mitochondriale, ce qui entraine une diminution du statut énergétique cellulaire. L inhibition de
la gluconéogenése hépatique par la metformine ne se justifie pas, par I’activation du sens
énergétiqgue AMPK. Sans son effet hypoglycémiant, la metformine retarde le développement
de complications macrovasculaires en favorisant une protection cardiovasculaire grace a
’activation de I’AMPK (Zhou et al., 2001).

Nos extraits de plantes n’étant pas totalement purifié ont montré une meilleure activité a
celle de la metformine. L’effet de ces deux extraits de plantes sur la réduction de la glycémie
pourrait étre lié a la présence des flavonoides comme il a été souligné par certains auteurs
(Kambouche et al., 2009). Les flavonoides agissent en effet en améliorant la sensibilité des
cellules de I’organisme a I’insuline, ce qui permet de réduire 1’incidence du diabete de type 2.
Il serait compliqué de comparer le mécanisme d’action des extraits de plantes a celui de la

metformine e raison du mélange de composés susceptibles de perturber ou exercer une action
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synergique dans ces extraits végetaux. Cette synergie ou cette interférence pourrait expliquer la
différence d’action des extraits. L'amélioration et la baisse de la triglycéridémie et du taux de
LDL chez les lots diabétiques traités par les deux extraits Ext 1 et Ext 2 pourraient étre due a
I'amélioration de I'insulinosécrétion. En effet, secrétée normalement, cette hormone inhibe
I'activité de la lipase hormonosensible (enzyme lipolytique active au niveau des adipocytes), le
catabolisme des LDL et augmente 1’activité des récepteurs LDL a la surface des cellules (surtout
hépatiques), ce qui conduit a leur internalisation (Amadou, 2006 ; Babu, 2007 ; Berrouiguet et
al., 2009). La diminution du taux de cholestérol total dans les lots diabétiques peut étre
expliquee par la baisse déja observée des LDL (principaux transporteurs de cholestérol) comme
le montre les travaux de Luo et al. (2008). L’augmentation HDL-cholestérol est associée a une
baisse du risque de développement d’athérosclérose et de maladies coronariennes (Tang et al.,
2006). Il transporte le cholestérol des tissus périphériques au foie ou il sera dégrade en acides
biliaires. L’augmentation du cholestérol-HDL pourrait étre due au pouvoir de ces plantes a
restaurer la sécrétion d’insuline. Apres 21 jours de traitement des animaux, un gain pondéral a
¢été observé chez les animaux des lots traités. Cela pourrait s’expliquer par la baisse de la
glycémie chez ces rats. Selon Kamalakkanan et al. (2003) et Babu & Stanely (2004), la baisse
de la glycémie chez les rats diabétiques s’accompagne d’un gain de poids chez ces derniers. En
effet, il a été rapporté que 1’épicatéchine, de la famille des flavonoides trés fréquente dans les
aubépines et extraite des écorces de Plerocarpus marsupium (Fabaceae), avait la faculté de
régénérer les cellules 13 des Tlots de Langerhans et donc de restaurer la sécrétion d’insuline chez
les rats rendus diabétiques (Chakravarathy et al., 1981 ; Kolb et al., 1982 ; Hii & Howell, 1984
; Perez et al., 1998). De méme les flavonoides notamment la Héspiridine et plusieurs autres
composés phénoliques dont les tanins ont été testés comme cytoprotecteurs et chélateurs de
radicaux libres (Zhang et al., 2001 ; Rice, 2004 ; Ouali et al., 2007). Les composés phénoliques
et les alcaloides présents dans les deux extraits Ext 1 et Ext 2 semblent avoir un effet
déclenchant la multiplication et la différenciation de ces cellules. Nos résultats corroborent ceux
de Singh & Gupta (2007) qui ont montré les mémes effets chez les rats diabétiques traités par
I’extrait acétonique de Momordica charantia. Il a été rapporté que plusieurs métabolites
secondaires peuvent avoir un effet sur le fonctionnement du pancréas et la sécrétion de
I’insuline telles que la quercétine (flavonoides), la berbérine (alcaloides), la génistéine
(isoflavones) et 1’épigallocatéchine-3-gallate (ester d’acide phénol et de flavanol). D’autres
études mentionnent également que les tritérpenes et saponosides extraits des feuilles de
Gymnema sylvestre réduisent les dommages tissulaires (y compris les dommages

pancréatiques) chez les animaux diabétiques (Shanmugasundaram et al., 1983 ; Perez et al.,
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1998 ; Alia, 2017). Il faut noter également que la régénération pourrait étre due a d'autres
principes actifs n'étant pas encore identifiés.

En plus de I’étude de I’effet antidiabétique et hypoglycémiant éventuel de ces plantes, nous
n'avons pas omis d’étudier leurs effets toxiques possibles sur certains organes (foie et reins) en
faisant les dosages des parametres spécifiques a ces organes. L’analyse des résultats montre que
la concentration en urée et en créatinine des rates traitées est non significative a celle des rates
témoins. Cela confirme que nos deux extraits de plantes sont non toxiques et que les fonctions
rénales sont intactes, car 1’urée et la créatinine sont des marqueurs significatifs de la fonction
rénale. L’ASAT et ’ALAT sont deux enzymes hépatiques, leur augmentation est due
principalement a leur fuite a travers le cytosol hépatique et leur déversement dans le flot sanguin
(Babu et al., 2007). Le dosage de ’ASAT et I’ALAT a révélé que les deux extraits ont une
valeur sensiblement similaire a celle des rates contréles. Il n’y pas eu de toxicité hépatique.

L’effet non toxique est justifié par 1’étude de cytotoxicité réalisée sur les extraits des plantes.
Les résultats de I'évaluation du profil cytotoxique des extraits de plantes sur les cellules Vero
et RD n'ont exprimé aucune toxicité vis-a-vis de ces cellules. Cela a été justifié pas I’extraction
d’ARN du foie des rates traitées par les deux extraits de plantes et I’ARN nous a montré un bon
état des bandes 28S et 18S.Partant de ces faits nous pouvons déduire que nos extraits de plantes
sont non toxiques.

Les valeurs de I’hémogramme sont nettement significatives. Le nombre des leucocytes est
élevé chez les rates de lot LP par rapport aux rates de lot LT. L’augmentation des leucocytes
appelée aussi leucocytose associée a une infection ou a une inflammation, résulte de 1’obésité
et du diabéte de type 2. L'association entre I'obésité et I'inflammation a été démontrée pour la
premiere fois par Hotamisligil et al. (1993), qui ont constaté une surexpression de la cytokine
pro-inflammatoire TNF-a au sein du tissu adipeux de souris en surpoids. Depuis, plusieurs
études ont rapporté que l'obésité et le diabéte de type 2 sont associées a des niveaux
plasmatiques élevés de TNF-a, d'IL-6, de CRP et d'autres marqueurs de I'inflammation (Wellen
& Hotamisligil, 2003 ; Fantuzzi, 2005 ; Tilg & Moschen, 2006). Cette augmentation peut étre
caractérisée par une augmentation du nombre de polynucléaires neutrophiles, éosinophiles,
basophiles ou du nombre de monocytes ou lymphocytes.

4.10. Conclusion partielle

Les extraits de plantes utilisés dans cette étude exercent un effet métabolique et

thérapeutique sur le diabete de type 2. Cet effet hypoglycémiant et antihyperglycémiant des

extraits de plantes médicinales testées peut s’expliquer par I’augmentation de I’utilisation du
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glucose dans les différents tissus, sans provoquer de variations dans les taux plasmatiques de
I’insuline et/ou par un effet métabolique.

L’effet bénéfique dans 1’amélioration des paramétres lipidiques par les extraits des deux
plantes testées serait attribué probablement a leurs propriétés antioxydantes. Ces effets
bénéfiques pourraient également résulter d’une action directe des extraits des plantes sur le
métabolisme lipidique d’une part et/ou indirectement suite a I’amélioration de la glycémie chez

les rates diabétiques d’autre part.
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Conclusion et perspectives

L’etude triphytochimique a mis en évidence la présence des différentes classes chimiques
de molécules bioactives telles que les phénols, les tannins, les terpenoides, les stérols, les
alcaloides, les flavonoides et les saponines. Comme rapporté dans la littérature, certains de ces
constituants sont dotés de propriétés antidiabétiques. Ce qui nous permet de déduire que
I’emploi récurrent de ces plantes serait le fait de leur manifestation riche en constituants
phénoliques. L’évaluation de la toxicité des extraits a revélé que les extraits des plantes
administrés aux rates, par voie orale, ne présentaient aucun effet toxique. Les paramétres
hématologiques et biochimiques se sont révélés intéressants pour 1’utilisation de ces plantes.
L’induction du diabéte par le regime hypercalorique a entrainé une perturbation du métabolisme
glucidique et lipidique. Ce désordre métabolique s’était caractérisé par une augmentation
significative de la glycémie et du taux lipidiques chez les rates. Ces altérations biochimiques
ont été accompagnées d’un gain de poids.

Les résultats obtenus en préventif et en curatif sont encourageants puisque ces extraits ont
montré un effet hypolipidemique, hypoglycémiant et antihyperglycémiant. Les effets observés

de nos extraits de plantes résulteraient de la présence de principes actifs.

Perspectives

A la suite de cette étude, il serait souhaitable de :

- Identifier le ou les composes bioactifs

- Evaluer I’effet potentialisateur de ’action combinée des deux extraits

- Réaliser une formulation
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ABSTRACT

Introduction: Remains today a metabolic disease that is gaining ground. It is linked to some health
complications that lead to disastrous consequences in terms of loss of human life. It is necessary to
take measures to stem this pathology. So, a plant species has been tested for its effect on
hyperglycemia indicator of diabetes.

Aim: Evaluate the anthyperglycemia effect of the aqueous extract of carapa procera bark.
Methodology: The aqueous extract of the bark of Carapa procera was tested on rats subjected to
a high-calorie diet and the biochemical parameters were evaluated. In addition, a phytochemical
characterization was carried out.

Results: The high-calorie diet caused an increase in weight as well as an increase of glycemia.
The aqueous extract of Carapa procera stabilized the glycemia.

Conclusion: Agueous extract of Carapa procera has an antihyperglycemic activity.
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1. INTRODUCTION

Diabetes is a metabolic affection caused by the
body's bad use of glucose, leading to chronic
hyperglycemia. [1] According to the World Health
Organization, diabetes is a chronic disease that
occurs when the pancreas does not produce
enough insulin or when the body is unable to use
the insulin it produces effectively. This results in
an increase of sugar in the blood (glycemia): this
is called hyperglycemia [2]. Diabetes is a real
public health problem. According to figures from
International Diabetes Day 2021, the number of
diabetics in the world was 463 million in 2019
and reached 537 million in 2021, an increase of
74 million in 2 yearsand around 24 million people
live with diabetes in Africa in 2021. The number
of Africans suffering from diabetes is expected to
reach 55 million by 2045, an increase of 134%
compared to the data available in 2021. In Cote
d’'lvoire, the Ministry of Health and Public
Hygiene claims that there are 6.2% of people
with diabetes in 2019.

Treatments for diabetes are generally based on
the administration of insulin and antidiabetic or
antihyperglycemic agents. Among these diabetes
treatments, there are also phytotherapy or
traditional medicine treatments. WHO
encourages intensified research into avenues
including those wusing traditional treatments
based on medicinal Plants [3]. Medicinal plants
according to ethnopharmacological studies are
used inour societies for the medical management
of so-called chronic pathologies and are the most
reassuring way [4]. In general, medicinal plants
contain bioactive molecules (saponins, alkaloids,
sterol and terpenes and phenolic compounds)
which are secondary metabolites with high
therapeutic activity [5]. So, the plant species
Carapa procera used in the traditional
environment in Céte d'lvoire for the treatment of
some metabolic diseases such as diabetes,
hypertension and obesity motivated this work,
the general objective of which is to evaluate the
anti-hyperglycemic effect of the aqueous extract
of Carapa procera on rats placed on a
hyperglycemic diet.

2. MATERIALS AND METHODS
2.1 Plant Extraction

The plant substance used for this study is a
powder obtained from the bark dried of the stem

53

of Carapa procera. The animals used were
female albinos rats native from Wistar source
(Rattus norvegicus). The bark was cleaned,
sorted, washed, then dried away from the sun for
several days and then ground into a powder. The
extract was prepared by infusion according to the
following protocol: 30 g plant powder has been
dissolved in 100 ml of boiling distilled water. The
set has been left to rest for 10 min then filtered
successively on absorbent cotton and on
wattman paper. The filtrate obtained with an
amount of 65 ml and a concentration of 300
mg/kg of body weight was administered by
gavage to theanimals.

2.2 Experimental

The animals used weighed an average of 200 g,
the age was between 3 and 4 months. We chose
the females because they have an ease of fat
accumulation. The distribution of the spleens
according to the treatments was made as follows:
three (3) lots of four (4) animals each were made
up as follows:

e 1 lot of animals subject to the normal diet
receiving distilled water 10mL/kg;
1 lot of animals subject to high-calorie diet

(HD) (hyperlipidic: 100% animal fat,
hypercarbohydrate: simple sugar +
complex sugar and  normoprotein.
Designed to induce experimental type 2
diabetes.) receiving distilled  water
10mL/kg;

1 lot of animals subject to high-calorie diet
(HD) treated with the aqueous extract of
Carapa procera at a dose of 300mg/kg.
The extract was administered by gavage
twice a day: in the morning and in the
evening for three weeks. The weight and
glycemia of the rats were measured every
three days, during the period of the
experiment.

Twenty-four hours after the last gavage, the rats
were fasted for 14 hours. The animals were then
sacrificed and the blood collected. Blood
samples were centrifuged at 3000 rpm for 5
minutes. The collected serum was aliquoted then
sent for the dosage of the biochemical
parameters to the clinical biochemistry laboratory
of “Institut Pasteur de Cote d'lvoire”. The
phytochemicals tests of the aqueous extract
were carried out by the qualitative
characterization technic of coloration. The four
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main chemical groups saponosides, sterols and
terpenes, alkaloids and phenolic compounds
were searched.

2.3 Data Analysis

Statistical analyses were performed using the
Graph Pad Pism 5 Demo software. The results
are presented as the mean (). The test of
Student and the ANOVA test were used for the
comparison of means. A value of p<0,05 has
been considered as significant. The significant
statistical ~ differences are presented in
Table 2 by one star (*), very significant statistical
differences by two stars (**) and very very
significant statistical differences by three stars

(***).
3. RESULTS

The results summarized in Table 1 show weight
gain or loss. The statistical analyses of these
values indicate that the rats treated with the
extract and subjected to high-calorie diet did not
show any significant value on their body weight
compared to the control rats. However, we see
weight gain body that gradually increase until the
last day (day21) with the rats fed with high-calorie
diet, not treated with the extract (positive
controls).

The results summarized in the Table 2 present
the different values of glycemia on control rats,
rats submitted to high-calorie diet untreated and
rats submitted to high- calorie diet treated with
the extract. The glycemia with rats submitted to
high- calorie diet untreated are significantly
upper (p < 0,05) to those of control rats. For the
rats group submitted to high- calorie diet and
treated with plant extracts, the results show no
increase in glycemia compared to the one of
baseline.

4. DISCUSSION

During the past two decades, researches in
herbal medicine have become one of the
greatest scientific concerns [6]. Historically,
medicinal plants have been used to prevent or
treat  various diseases.  According to
ethnopharmacological studies, more than 1200
plants are used throughout the world, in
traditional medicine, for their biological activities

[7].

The analysis of the body weight of rats subjected
to high-calorie diet without treatment leads to a
gradual increase in body weight. This shows that
such a diet could cause overweight. The
hypercaloric diet causing weight gain and
hyperglycemia with rats not treated with the
extract, could contribute to the onset of type I
diabetes. This diet is the "high fat" that can lead
to obesity, hyperinsulinemia and the alteration of
the homeostasis glucose due to insufficient islet
compensation [8]. After oral administration of
the extract, a slight increase in body weight is
observed on the treated rats compared to the
control rats. This weight increase without
significant difference is due to the normal growth
of the rats. Phytochemical tests revealed the
presence of saponosides, sterols and terpenes,
alkaloids and phenolic compounds in the extract
of Carapa procera. The substances contained in
our extract would be responsible for the
pharmacological activities of this extract. Indeed,
substances such as polyphenols and flavonoids
from the large group of phenolic compounds are
generally recognized as having hypoglycemic
effects [9-11]. This explains the anti-
hyperglycemic effect of the extract of Carapa
procera on the glycemia of the treated rats
despite the fact that those ones they are
subjected to the hypercaloric diet.

Table 1. Variation in body weight of control rats and rats treated with the extract

Day 3 Day 6 Day 9 Day 12 Day 15 Day 18 Day 21
Control +1.16 +0.46 +0.45 +0.19 -0.03 +0.48 +0.45
HD +1.60 +1.40 +1.80 +2.2 +2.4 +2.9 +3.4
HD + Extract +154 -241 -0.92 -55 +0.07 +0.11 +0.10

(-): weight loss (+) weight gain

Table 2. Dosage of glycaemia of control rats and rats treated with the extract

Day 3 Day 6 Day 9 Day 12 Day 15 Day 18 Day 21

WitnessHD 0.77 0.85 0.87 0.80 0.78 0.88 0.73

HD + Extract 0.96*** 0.98** 1.20%** 0.98** 1.15%** 1.40%** 0.98***
0.87** 0.86 0.83 0.80 0.82 0.70** 0.71
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5. CONCLUSION

This study showed that the hypercaloric diet
leads to weight gain as well as increase of
glycemia. The aqueous extract from the bark of
Carapa procera induces hypoglycemia for doses
equal to 600 mg/kg body weight and anti-

hyperglycemic  effects.  Polyphenols  and
flavonoids from the large group of phenolic
compounds could be the basis of the

antihyperglycemic activity of our plant. This study
therefore reveals that the extract has good
hypoglycemic and anti- hyperglycemic potential,
which justifies its use in traditional medicine in the
treatment of diabetes.
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ABSTRACT

Background: Advances in physiological data, clinical research and medico-economic findings have
led to considering obesity as a pathogenic situation, even a real disease. Measures should be taken
to stop the spread of this pathology associated with abnormalities in glucose and lipid metabolism.
Thus, a plant species was tested to assess its effect on lipid parameters.

Method: the aqueous extract of the plant Corchorus olitorius L. was tested on female rats subjected
to a hyperlipidic diet and the biochemical parameters were evaluated. In addition, a phytochemical
characterization was carried out.

Results: The high fat diet led to overeating and weight gain. The aqueous extract of Corchorus
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olitorius L. contains bioactive molecules, which favored the reduction of plasma and tissue levels of
cholesterol, triglycerides, LDL and an increase in HDL levels in rats subjected to a hyperlipidic diet.
Conclusion: The aqueous extract of Corchorus olitorius L. has beneficial effects on lipid disorders.

Keywords: High fat diet; lipid parameters; Corchorus olitorius L.

1. INTRODUCTION

Obesity has become a pandemic, affecting adults
and children all over the world [1]. It is usually the
result of an imbalance between calories
consumed and calories expended [2]. It is the
result of a failure of the system for regulating
energy reserves by external (sedentary lifestyle,
environment) and internal (neuro-hormonal,
psychological, biological and genetic) factors [3].
Obesity is largely due to the westernization of the
diet [4,5]. This westernization is accompanied by
a significant lipid intake. The epidemiology of
obesity is characterized by a spread in almost all
countries. Obesity can no longer be considered
just a North American phenomenon [6]. It affects
all social classes and all countries of the world.

According to the latest WHO estimations, the
global prevalence of obesity has almost tripled
since 1975. The prevalence of overweight and
obesity among children and teenagers aged 5 to
19 has increased dramatically, from barely 4% in
1975 to just over 18% in 2016 [7]. Céte d'lvoire
is not spared by this scourge of modern times. In
2019 abdominal obesity was very common with
the population of the center of Coéte d'lvoire,
specifically in the city of Bouaké [8]. Current
research in the treatment of obesity highlights the
areas of dietetics and lifestyle [9]. However, the
WHO encourages more research of solutions
that turn to traditional treatments based on
medicinal plants [10]. For some years,
Phytotherapy which is the treatment by plants is
gaining momentum and is the subject of such
great interest for scientists [11]. Indeed,
medicinal plants contain bioactive molecules
which are secondary metabolites with high
therapeutic activity [12]. Thus the plant species
Corchorus Olitorius L. used in traditional
environment in Céte d'lvoire for the treatment of
some metabolic diseases such as hypertension,
stroke, heart failure, motivated this work whose
general objective is to evaluate the effect of the
agueous extract of Corchorus Olitorius L. on the
lipid parameters of rats subjected to a
hypercaloric diet. medicinal plants contain
bioactive molecules which are secondary
metabolites with high therapeutic activity [12].

Thus the plant species Corchorus Olitorius L.
used in traditional environment in Céte d'lvoire
for the treatment of certain metabolic diseases
such as hypertension, stroke, heart failure,
motivated this work whose general objective is to
evaluate the effect of the aqueous extract of
Corchorus Olitorius L. on the lipid parameters of
rats subjected to a hypercaloric diet.

2. MATERIALS AND METHODS
2.1 Plant Extraction

The plant substance used for this study is a
powder obtained from the dried plant of
Corchorus olitorius L. The animals used were
female albino rats of the Wistar strain (Rattus
norvegicus).

The plant was cleaned, sorted, washed, then
dried away from the sun for several days and
then ground into powder. The extract was
prepared by infusion according to the following
protocol: 30 g of plant powder was dissolved in
100 ml of boiling distilled water. The whole was
left to stand for 10 min then filtered successively
on absorbent cotton and on wattman paper. The
filtrate obtained with a concentration of 300
mg/kg of body weight was administered by
gavage to the animals.

2.2 Animals Grouping

The distribution of the spleens according to the
treatments was made as follows

three (3) batches of four (4) animals each were
made up as follows:

- 1 batch of animals subjected to the normal
diet receiving distilled water 10mL/kg;

- 1 batch of animals subjected to the
hyperlipidic diet (SH) receiving distilled water
10mL/kg;

- 1 batch of animals subjected to the
hyperlipidic diet (SH) treated with the
aqueous extract of Corchorus olitorius L at a
dose of 300mg/kg.
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2.3 Experimental Design

The extract was administered by gavage twice a
day: in the morning and in the evening for three
weeks. The weight of the spleens was measured
every three days, during the period of the
experiment. Twenty-four hours after the last
gavage the rats were fasted for 14 hours. The
animals were then sacrificed and the blood
collected. Blood samples were centrifuged at
3000 rpm for 5 minutes. The collected serum
was aliquoted then sent for the assay of the
biochemical parameters to the clinical
biochemistry laboratory of the “Institut Pasteur of
Cote d'lvoire.

The phytochemical tests of the aqueous extract
were carried out by the technique of qualitative
characterization of the coloration. The four main
chemical groups saponosides, sterols and
terpenes, alkaloids and phenolic compounds
were searched.

2.4 Statistical Analysis

Statistical analyzes were performed using Graph
Pad Pism 5 Demo software. The results are
presented as the mean (). The Student test and
the ANOVA test were used for the comparison of
means. A value of p<0.05 was considered
significant. Significant statistical differences are
indicated in Table 2 by a star (*), very significant
statistical differences by two stars (**) and very
very significant statistical differences by three
stars (***).

3. RESULTS

The results summarized in Table 1 show weight
gain or loss. The body weight shows significant
variations between the different batches of rats.
Indeed, the rats consuming the high-lipid diet
(RL) have a significantly higher weight than those
of the control rats. Statistical analyzes of these
values indicate that the rats treated with the
extract and subjected to the high-fat diet did not
show any significant value on their body weight
compared with the control rats.

The results of the lipid parameters are
summarized in Table 2. In this table the different
values of glycemia (GLU), total cholesterol
(CHO), triglycerides (TRIG), and LDL in rats

subjected to the untreated hyperlipidic diet are
significantly higher (p < 0.05) than those of
control rats while HDL decreases.

4. DISCUSSION

The link between health and food is more topical
than ever. During recent decades, significant
socio-economic changes in most countries have
undeniably affected people's dietary patterns and
physical activity levels. Experimental and
epidemiological data suggest that a diet high in
fat promotes the development of obesity and that
there is a direct correlation between the lipid
intake and the degree of obesity [13].

The analysis of the body weight of rats subjected
to the high-lipid diet without treatment leads to a
progressive increase in body weight. It is a
hyperlipidic and hypercaloric diet associated with
an accumulation of adipose tissue and weight
gain in both humans and rats [14]. In our study,
the high fat diet induces weight gain caused by
hyperphagia [15]. The increase in weight in rats
fed a high fat diet is associated with the increase
in the weight of adipose tissue and its enrichment
in lipids, confirming the obesogenic properties of
the high fat diet.

A significant increase in the values of lipid
parameters such as cholesterol, triglycerides and
LDL was observed. Effect Consumption of a high
fat diet has caused metabolic disturbances in
rats. Hyperlipemia, characterized by an increase
in cholesterolemia, triglyceridemia and C-LDL,
with a reduction in plasma content of C-HDL is
noted. Our results on dyslipidemia confirm those
of Wansi (2013) [16]. Hypertriglyceridemia noted
in experimental animals may be due to increased
hepatic production of very low density
lipoproteins VLDL [17], probably linked to a high
content of substrates for triglyceride biosynthesis
and resistance to the inhibitory effect of insulin
on the production and secretion of VLDL. The
hypercholesterolemia noted in rats may be due
to the activation of HMGCoA (3-hydroxy-3-
methyl-glutaryl-CoA), a key enzyme in
cholesterol  biosynthesis [16]. After oral
administration of the extract, a slight increase in
body weight is observed on the treated rats
compared to the control rats. This weight
increase without significant difference is due to
the normal growth of the rats.
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Table 1. variation in body weight of control rats and rats treated with the extract

Day3 Day6 Day9 Dayl2 Day15 Day 18  Day 21
Witness +1.16  +0.46  +0.45 +0.19  -0.03 +0.48 +0.45
RL +160 +1.40 +1.80 +22 +2.4 +2.9 +3.4
RL+Extract +1.11 -059 -1.16 +0.08  +0.11 +0.46 +0.35

(-): weight loss (+) weight gain

Table 2. Assay of the lipid parameters of the control rats and those treated with the extract

GLUE CHO TRIG LDL HDL
WITNESSES 0.73 0.68 0.86 0.18 0.398
RL 0.98** 1rxx 1.2%%* 0.22* 0.15%**
RL + EXTRACT 0.76 0.50** 0.56*** 0.12 0.266***

The phytochemical tests that we carried out
revealed the presence of saponosides, sterols
and terpenes, alkaloids and phenolic compounds
in the extract of Corchorus olitorius. Our results
are similar to those of Mohamed et al., 2020,
which show that the medicinal use of Corchorus
olitorius is justified by its nutritional virtues: rich in
proteins, lipids, carbohydrates, mineral salts,
vitamins (A, B1, B2, B3, B5, B9 and C), omega 3
fatty acids, calcium, magnesium, phosphorus,
iron, flavonoids, alkaloids, saponosides,
polyphenols, anthraquinones, sterols, terpenes,
and glucosides cardiotonics [18]. In addition, the
plant has biological activities such as antidiabetic
activity [18;19], anti-obesity [20].

The extract aqueous Corchorus olitorius L. leads
to a significant decrease in serum cholesterol
and triglyceride levels on treated rats, showing a
hypolipidemic effect of the extract. The
phytochemicals of the aqueous extract of
Corchorus olitorius, such as saponins have anti-
hyperlipidemia, anti-hypercholesterolemia,
hypotensive and cardio-depressant properties
according to the work of Price et al., 1987 and
those of Ozlem and Giuseppe, 2007 [21;22]. In
addition, some studies have attested that
saponins have an anti-obesity property [23]. The
anti-hypercholesterolemia effect of saponins may
be due to the inhibition of the activity of acyl-CoA
cholesterol acyl transferase (ACAT) [24], and
due to the inhibitory effect of saponins on the
absorption of cholesterol [25].

The presence also of alkaloid in the aqueous
extract of our plant could be at the origin of the
fall of the cholesterol and triglyceride levels by
the increase in the expression of hepatic receptor
of low density lipoproteins in LDL and inhibited
lipid synthesis in human hepatocytes through
activation of AMPK [26]. Indeed the
hypocholesterolemic action of our plant extract is
perhaps due to the improvement of the secretion

of cholesterol in the bile or to the inhibition of the
biosynthesis of hepatic cholesterol or to the
inhibition of the intestinal absorption of
cholesterol. As for the hypotriglyceridemic effect,
it can be attributed to the improvement of hepatic
lipoprotein catabolism or to the inhibition of VLDL
secretion by the liver. The work of Heidarzadeh
et al.,, 2013 showed that phenolic, steroidal,
terpenic and glycoprotein compounds present in
medicinal plants have good fat reduction
properties [27]. These results are in agreement
with our results.

5. CONCLUSION

This work consisted in the study of the effect of
the aqueous extract of Corchorus olitorius L. on
the lipid parameters of rats subjected to a
hyperlipidic diet. This allowed us to show that the
hyperlipidic diet leads to weight gain as well as a
significant increase in lipid parameters such as
triglycerides, total cholesterol and LDL. The
aqueous extract of the Corchorus olitorius L.
plant induces hypolipidemia by reducing these
parameters for doses equal to 600 mg/kg of body
weight. Alkaloids could be the basis of the
antihyperlipidemic activity of our plant.
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Resumé

Carapa procera et Corchorus olitorius sont reconnues en Afrique pour leurs vertus
thérapeutiques. L’étude expérimentale a porté essentiellement sur I’extrait aqueux des écorces
de Carapa procera et de la plante entiere de Corchorus olitorius obtenue par macération. Les
analyses phytochimiques ont montré que les extraits aqueux des écorces de Carapa procera et
de la plante entiére de Corchorus olitorius étaient riches en polyphénols, flavonoides,
saponosides, alcaloides, stérol-polyterpénes, tanins et une absence en quinones. Les extraits de
plantes montrent un effet anorexigéne en préventif et en curatif. En approche préventive, les
extraits de Carapa procera et Corchorus olitorius évitent 1’augmentation de la glycémie et
I’apparition d’une insulinorésistance, ainsi qu'une moindre prise de poids. Les extraits ont un
effet bénéfique sur les paramétres lipidique. En approche curative, les deux extraits Ext1 et Ext2
normalisent la glycémie et I’insulinorésistance, sans effet notable sur le poids. Ils ont également
un effet bénéfique sur les autres parametres étudiés. La nature et le mécanisme d’action des
composés actifs impliqués dans ces effets restent a déterminer, de méme qu’il faut confirmer
les effets antidiabétiques chez I’homme.

Mots cles : Carapa procera, Corchorus olitorius, glycémie, préventif et curatif

Summary

Carapa procera and Corchorus olitorius are recognised in Africa for their therapeutic
properties. The experimental study focused on the aqueous extract of the bark of Carapa
procera and the corchorus olitorius plant obtained by maceration. Phytochemical analyses
showed that the aqueous extracts of Carapa procera bark and the Corchorus olitorius plant
were rich in polyphenols, flavonoids, saponosides, alkaloids, sterol-polyterpenes, tannins and
an absence of quinones. The plant extracts showed a preventive and curative anorexigenic
effect. In preventive approach, extracts of Carapa procera and Corchorus olitorius prevented
glycaemia and the onset of insulin resistance, as well as reducing weight gain. The extracts have
a beneficial effect on lipid parameters. In a curative approach, the two extracts Extl and Ext2
normalise glycaemia and insulin resistance, with no significant effect on weight. They also had
a beneficial effect on the other parameters studied. The nature and mechanism of action of the
active compounds involved in these effects remain to be determined. The nature and mechanism
of action of the active compounds involved in these effects remain to be determined, as well as

the anti-diabetic effects on humans need to be confirmed.

Keywords: Carapa procera, Corchorus olitorius, glycaemia, preventive and curative
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