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Introduction générale

Le diabéte est l'une des plus anciennes maladies connues de I'humanité dont I'effet
dévastateur augmente de jour en jour et gravement & un niveau épidémique (Wild et al.,
2004). C'est une maladie du métabolisme désordonné des glucides, qui affecte également les
protéines et les graisses qui sont causees par l'insuffisance totale ou relative de l'action de
I'insuline (Rodier, 2001).

Plusieurs données expliquent que les principaux facteurs de risques responsables de la
propagation du diabéte sucré, sont I’urbanisation, le changement de mode de vie, ’inactivité
physique, I’obésité, et le stress psychosociologique qui menace les individus jour aprés jour
(Whiting et al., 2011).

Le diabéte connait une expansion trés significative, selon les derniéres estimations de
I’OMS et de I'IDF (2016), 422 millions de personnes dans le monde sont diabétiques, ce
chiffre atteindrait 552 millions d’ici 2030, soit une personne sur dix et la moitié des personnes
atteintes de diabéte ne sont pas diagnostiquées. Actuellement, Il y a plus de 199 millions de
femmes diabétiques dans le monde soit 47% et ce total devrait augmenter a 313 millions. Le
diabéte se caractérise aussi par la gravité des complications qu’il engendre. En effet, il est la
premiere cause d’insuffisance rénale terminale, de cécité et d’amputation des membres
inférieurs, il est aussi la sixiéme cause de mortalité.

Au Maroc, plus de 2 millions de personnes agées de 25 ans et plus sont diabétiques dont
50% sont des femmes et malheureusement 50% de 1’ensemble des diabétiques méconnaissent

leur maladie (Ministere de la santé, 2016).

Malgré I'utilisation des hypoglycémiants comme drogues antidiabétiques, le diabete et
ses complications constituent une grande problématique dans la prise en charge thérapeutique
des diabétiques et la réussite du traitement serait d’un intérét grandiose, malgré I’avancée de
nouvelles molécules thérapeutiques. Les médicaments modernes, y compris l'insuline et les
hypoglycémiants oraux (les biguanides, les sulfonylurées), leur administration réguliére
engendre d’effets indésirables (Bailey, 2008; Grant, 2003). Récemment, les diabétologues
sont arrivés a I’évidence d’un complément thérapeutique constitué par les extraits de plantes

est nécessaire pour optimiser le traitement du diabéte (June et al., 2015; Pareek et al., 2009).

Année universitaire 2017-2018 Page |5 | 137



Faculté de Médecine et de Pharmacie de Rabat Introduction générale

Le domaine de la recherche sur les plantes médicinales a gagné une importance
considérable au cours des derniéres décennies et la demande d'utiliser des produits naturels
dans le traitement du diabéte augmente dans le monde entier. La littérature disponible montre
qu'il y a plus de 400 espéces végétales montrant 1’activité antidiabétique (Grover et al., 2002).
Bien que certaines de ces plantes aient une grande réputation dans la médecine traditionnelle,
beaucoup restent a démontrer scientifiquement (Kolling et al., 2010). Une étude scientifique
des remédes traditionnels a base de plantes pour le diabéte peut fournir de précieuses pistes

pour le développement de médicaments et de stratégies alternatives (Pan et al., 2013).

Au Maroc, comme dans tous les pays du Maghreb et les pays en voie de développement,
le recours a la médecine traditionnelle est largement répandu, et plusieurs remeédes a base de
plantes utilisés individuellement ou en combinaison sont recommandés pour soigner le
diabéte sucré (Barkaoui et al., 2017).

Les plantes sont une excellente source d'ingrédients actifs qui peuvent étre utilisées pour
traiter de nombreuses maladies. Notre travail s’inscrit dans le cadre de la valorisation de la
flore locale d’intérét thérapeutique, utilisée en médecine traditionnelle pour le traitement du

diabéte sucré ou ses symptomes.

Dans un premier temps, nous nous sommes donné pour but la réalisation d’une enquéte
ethno-pharmacologique qui a été réalisé dans la province de Beni Mellal par des entretiens
directs utilisant un questionnaire semi-structuré. Quarante-cing plantes médicinales
appartenant a vingt-cing familles ont été identifiées comme étant utilisées pour traiter le
diabete. La famille des Fabacées était la plus représentée dans cette étude, alors les plantes les
plus fréguemment utilisées étaient : Olea europae, Salvia officinalis, Allium sativum
,Trigonella foenum-graecum. De plus, cette étude a montré que les parties de plantes les plus
utilisées étaient respectivement les feuilles et les graines. Cependant, la décoction était la

principale méthode de préparation citée dans cette étude.

Parmi les plantes les plus abondantes dans la région, et les moins étudiées, on cite
Arbutus unedo L qui est connue sous le nom arabe de “Sasnou” dont les racines sont utilisées

en médecine traditionnelle spécialement dans le traitement du diabéte.

Le présent travail s’intéresse a 1’évaluation de 1’activité antidiabétique de ce végétal par
la réalisation d’une série d’essais effectués sur la souris swiss rendu diabétique par la

streptozotocine/nicotiamide comme modeéle de diabéte expérimental.
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Pour cela nous nous sommes fixes sur les objectifs suivants :

= Procéder a un inventaire, identification, authentification (classification
taxonomique), des plantes utilisées pour le traitement du diabéte par la
population autochtone de la province Beni Mellal (Maroc), a 1’aide d’une
enquéte ethnopharmacologique ;

= Une étude phytochimique préliminaire : caractérisation des principaux
constituants des extraits de plante, ainsi une étude in vitro de leur activité
antioxydante respective vis-a-vis du radical libre DPPH.

= Une évaluation in vitro pour leur activité inhibitrice vis-a-vis de I’a amylase et
des a glucosidases intestinales.

= Evaluer la toxicité aigué.

= Evaluer ’effet antihyperglycémiant de 1’extrait aqueux des racines d’A.unedo,
a moyen terme durant (4 semaines), aprés 1’administration orale quotidien de
500mg/Kg p.c d’extrait brut aqueux des racines chez la souris swiss diabétique.

= Suivre [D’évolution de quelques paramétres biochimiques sériques
cholestérolémie,  triglycéridémie,  transaminases,  créatinémie,  apres
I’administration orale quotidienne d’extrait des racines d’A.unedo chez la
Souris swiss.

= Evaluation de I’absorption intestinale : Chambre d’Ussing.

= |soler et identifier la molécule active.
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|.  Digestion et absorption des glucides

1.1. Digestion des glucides

Les glucides alimentaires majeurs dans notre alimentation peuvent étre d’origine animale
ou vegétale soit sous forme polymérisee (glycogéne, amidon...) ou libre (saccharose, lactose,
glucose, fructose, etc.). Les glucides polymerisés et les disaccharides subissent une digestion
avant leur absorption qui est relativement simple, a I’exception de I’amidon qui nécessite une
premiere étape de digestion intraluminale. Les produits de cette digestion intraluminale sont
ensuite traités comme les disaccharides naturels (saccharose, lactose) au niveau de la bordure
en brosse des entérocytes ou ils sont clivés en monosaccharides puis absorbés. Toutefois, il
est indispensable de mentionner que les monosaccharides absorbés au niveau de I’intestin ne
sont que le glucose, le fructose et le galactose. Ou le glucose représente environ 80% des
produits de digestion formés cependant que le fructose et le galactose représentent environ
20%. En plus le fructose et le galactose sont convertis en glucose par le foie (Tortora and
Grabowski, 2001).

Les celluloses ne sont pas digérées dans I’intestin gréle. Elles sont en effet insensibles a
I’action des enzymes permettant la digestion des glucides et parviennent intactes dans le

colon, expliquant leur effet laxatif (Holloway et al., 1978).

Quant a I’amidon ingéré, il est hydrolysé par I’a amylase présente dans la salive.
L’amidon résiduel est ensuite hydrolysé par ’a-amylase pancréatique en maltose et petits
polymeres de glucose qui seront a leur tour transformés en glucose par les a-glucosidases
(maltase et a-dextrinase) présentes a la bordure en brosse des cellules intestinales (Marze,
2017).

Le glucose issu de la digestion des glucides est soit immédiatement utilisé pour faire
fonctionner le corps, soit stocké sous forme de glycogéne. Lorsque le repas tarde a venir ou
que I’effort se prolonge, le glycogéne se transforme a nouveau en "glucose"(Tortora et
Grabowski, 2001).

Les autres disaccharides provenant de I’alimentation seront hydrolysés au niveau de la
bordure en brosse des entérocytes par des enzymes spécifiques avec la formation des

monosaccharides correspondantes (figure 1).
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La bordure en brosse des entérocytes présente de nombreuses enzymes souvent appelées

disaccharidases ou oligosaccharidases qui vont hydrolyser les saccharides. Ce sont des

grosses glycoprotéines enchassees dans la membrane entérocytaire et faisant saillie dans la

lumiére intestinale. On en distingue deux familles (Lecleire, 2008) :

= Les a-glucosidases, comprenant la saccharase-isomaltase, la glucoamylase et la

tréhalase. Les deux premiéres hydrolysent le saccharose, le maltose et les

oligosaccharides provenant de 1’action de I’a-amylase sur 1’amidon, alors que la

derniére hydrolyse le tréhalose.

= Une B-galactosidase unique, la lactase, hydrolyse le lactose en galactose et en

glucose. Cette derniere enzyme est la seule a ne pas étre inductible.

Amidon
o -amylases k—:;
pancréatiques j\
Maltose —_— :"-"[EJIE.SE — [J - Glucose
a-glucosidase
Maltotriose = Gluccamylase i [ - Glucose
'/" i -glucosidase \\\
Dextrine "\\‘
Iwmalt.asl:: D - Glucose
a-glucosidase
. Saccharase L =% [} - Glucose
Saccharose ——w
L i -glucosidase j =& [} - Fructose
Lactase ’//—"' D - Glucose
Lactose —_—
B-glucosidase —® [} . Galactose
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l'entérocyte

Figure 1: Principales étapes de la digestion des sucres (Nistor Baldea et al., 2010)
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Apres une digestion compléte, tous les glucides complexes sont transformés en sucres
simples principalement constitué du glucose, alors 1’absorption des glucides se fait sous forme
de monosaccharides. Ils doivent ensuite traverser les cellules épithéliales de I’intestin gréle
afin de rejoindre la circulation sanguine. Il est a savoir que la membrane des cellules
épithéliales est lipophile donc les sucres ne peuvent pas passer et ont besoin de transporteur.
Les transporteurs membranaires du glucose appartiennent a deux familles distinctes : (1)les
SGLT (Sodium-Glucose Linked Transporter), Co-transporteurs Na+/glucose, réalisent un
transport actif de glucose dans le rein et I'intestin et (2) les GLUT (Glucose Transporter)
relaient la diffusion facilitée du glucose dans pratiquement toutes les cellules (Nistor Baldea
etal., 2010).

Le glucose et le galactose pénétrent dans l'entérocyte via le transporteur de glucose
sodium dépendent (SGLT1). Deux ions de sodium facilitent la captation du glucose en se liant
au transporteur (Lecleire, 2008),et a cet effet, un gradient de sodium est maintenu par la
pompe Na*/K*ATPase située a la membrane baso-latérale de I'entérocyte. Le gradient
¢lectrochimique ainsi généré par le sodium fournit 1’énergie permettant I’entrée du glucose. Il
a été démontré qu'en I'absence de Na™, le glucose ne se lie pas a son transporteur et n’est donc
pas absorbé (Wright et al., 1994).

L’absorption du glucose se fait toujours en couple avec les ions Na*. Au niveau intestinal,
le passage du glucose est favoris¢é d’une part par le GLUT2 et d’autre part par le co-
transporteur Na* /glucose dépendant GLUT (SGLT-1). Pour mieux suivre la quantité du
glucose absorbé, c’est plus facile de suivre le flux des ions Na* pour savoir s’il y’a eu passage
du glucose dans la membrane ou non et évaluer sa quantité. Le second moyen par lequel les
sucres peuvent traverser la membrane luminale est le GLUTS5. Ce transporteur est responsable
de I'entrée du fructose dans les entérocytes intestinaux mais ne transporte ni de glucose ni de
galactose, le fructose sort de la cellule par le transporteur GLUT2 qui représente une voie

commune pour le glucose et le fructose(Harmon and Mcleod, 2001) (figure 2).
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Figure 2:L’absorption intestinale du glucose (Harmon and Mcleod, 2001)

2. Diabete sucré - généralités

Le diabéte est défini par une hyperglycémie chronique liée soit a un trouble de la
sécrétion de I’insuline, soit a un trouble de ’action de I’insuline, soit les deux (Raccah,
2004).L’insuline est une hormone produite par le pancréas, revét un caractére essentiel dans la
régulation de la glycémie, puisque c'est la seule hormone ayant une action hypoglycémiante.
Une carence ou un défaut d’insuline entraine une hyperglycémie chronique qui est la cause
principale de la survenue des complications dégénératives de la maladie diabétique mais
celles-ci sont néanmoins susceptibles d’étre évitées ou tout au moins retardées par un

traitement adéquat (Karimulla and Kumar, 2011).

C’est en étant a jeun que le dépistage du diabete est réalisé pour mesuré la glycémie dans
le sang. Un individu est diabétique quand sa glycémie a jeun est supérieure ou égale a 1,26g/I
(7 mmol/l) et doit étre mesurée a deux reprises (Fagot-campagna et al., 2010). On distingue
différents types de diabéte sucré suivant la cause de la maladie (étiologie), le diabete de type 1
et le diabéte de type 2. Le diabéte de type 1 représente de 5 a 10% du total des cas et se
caractérise par une destruction auto-immune ou idiopathique des cellules B des Tlots de
Langerhans du pancréas. Le type 2 représente de 90 a 95% des cas de diabete totaux et peut
aller d'une résistance prédominante a I'insuline avec un déficit relatif en insuline a un défaut

prédominant de sécrétion avec ou sans résistance a l'insuline (OMS, 2002).
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Le nombre de personnes atteintes de diabete sucré augmente en raison de croissance
démographique, faible poids a la naissance, vieillissement, urbanisation, modes de vie
sédentaires avec inactivité physique, régimes surmenés, tabagisme, stress psychologique et

augmentation de la prévalence de I'obésité (Riturparna and Neeraj, 2007; Wild et al., 2004).

Les symptomes du diabéte sucré sont caractéristiques et se manifestent par une polyurie,
une polydipsie, un amaigrissement, et parfois par une polyphagie et des troubles de la vision
(ADA, 2014). Si aucun traitement n’est administré, la situation peut se développer vers
I’acidocétose, I’hyperosmolarité ou 1’acidose lactique (ADA, 2014).

Souvent les symptomes du diabéte sucré ne sont pas visibles, et I’hyperglycémie présente
d’une fagon permanente cause des perturbations progressives au niveau des vaisseaux
capillaires, ainsi qu’a I’apparition de complications a long terme, qui touchent en particulier
I’eil, les reins, les systémes nerveux et cardiovasculaires (Alberti and Zimmet, 1998). Pour
cette raison, un diagnostic de la maladie s’avére nécessaire pour un dépistage précoce et un

¢tablissement d’un traitement adéquat.

2.1. Diagnostic du diabéte sucré

Les exigences pour la confirmation du diagnostic d'une personne présentant des
symptdmes séveres et une hyperglycémie différent de celles de la personne asymptomatique
dont les valeurs de glycémie se situent juste au-dessus de la valeur seuil diagnostique (WHO,
1999). Le diagnostic clinique du diabéte est souvent suspecté devant des symptdmes tels
gu'une augmentation de la soif et du volume urinaire, des infections récurrentes, une perte de
poids inexpliquée et, dans les cas graves, une somnolence et un coma. Une estimation de la
glycémie unique supérieure aux valeurs diagnostiques indiquées établit le diagnostic dans de
tels cas. Un test de tolérance au glucose par voie orale (OGTT) pour établir un diagnostic ne
doit étre pris en compte que si les valeurs glycémiques sont incertaines et si les taux de
glycémie a jeun sont inférieures a ceux qui établissent le diagnostic de diabete (Alberti, 2010).
Si un OGTT est effectué, il suffit de mesurer les valeurs de la glycémie a jeun et a 2 heures
aprés une charge orale de glucose de 75 g. Pour les enfants, la charge orale en glucose est liée
au poids 1,75 g par kg. Les critéres de diagnostic chez les enfants sont les mémes que pour les
adultes (Mahler and Adler, 1999; WHO, 1999).
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Le diagnostic de diabéte chez un sujet asymptomatique ne doit jamais étre établi sur la
base d'une seule valeur glycémique anormale. Pour la personne asymptomatique, au moins un
résultat de test de glycémie additionnel avec une valeur dans la gamme diabétique est
essentiel, a jeun, a partir d'un échantillon aléatoire (occasionnel) ou du test oral de tolérance
au glucose (OGTT). Si ces échantillons ne parviennent pas a confirmer le diagnostic de
diabete sucré, une surveillance avec des tests périodiques jusqu'a ce que la situation

diagnostique devienne claire est recommandée (Tripathi and Srivastava, 2006; WHO, 1999).

Les critéres de diagnostic du diabete sucré sont les suivants : symptémes du diabete plus
des concentrations de glucose sanguin aléatoires supérieures a 11,1 mmol / | (supérieures a
200 mg / dI), glycémie a jeun supérieure a 7,0 mmol / | (supérieure a 126 mg / dl) (6,1 mmol
11 (110 mg dI-1) pour le sang total) ou glycémie plasmatique supérieure a 11,1 mmol / |
(supérieure a 200 mg / 1) dI) lors d'un test oral de tolérance au glucose. Le jelne est défini

comme l'absence d'apport calorique pendant au moins 8 heures (ADA, 2010).

Bien qu'il existe une forte corrélation entre I'élévation du glucose plasmatique et de
I'hnémoglobine glyquée, la relation entre le glucose plasmatique a jeun et I'némoglobine chez
les individus présentant une tolérance normale au glucose ou une légére intolérance au
glucose est moins claire et n'est pas universellement standardisée (ADA, 2010; Tripathi and
Srivastava, 2006).

2.2. Classification

La classification du diabete a évolué au cours des 50 dernieres années. En effet, en 1980,
I’OMS considérait, comme la plupart des cliniciens, qu’il y avait deux classes principales de
diabeéte, le diabéte insulinodépendant ou diabete de type | et le diabéte non insulinodépendant
ou de type II; des « diabetes d’autres types » et le diabete gestationnel étant aussi reconnus
(WHO, 1980). Les recommandations de IOMS de 1999 proposent de supprimer les
dénominations « insulinodépendant » et « non insulinodépendant », pour garder uniqguement
les termes « type I » et « type II » et détailler les différentes formes de « diabéte d’autre type

», tout en continuant d’individualiser le diabéte gestationnel(WHO, 1999).
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2.2.1. Diabete de type |

Autrement appelé diabéte insulinodépendant ou diabete juvénile, est une maladie
majoritairement auto-immune (90% des cas). Elle est le résultat de la destruction des cellules
R des Tlots de Langerhans du pancreas. Dans de cas rares, ce type de diabéte est considéeré
comme étant idiopathique, ou les causes restent encore inconnues. La destruction des cellules
3 conduit a une carence quasi complete de 1’insuline et par conséquent, une ¢lévation de la
glycémie sanguine. Lorsque cette hyperglycémie se manifeste cliniqguement, pres de 80 % des

cellules B8 sont ravagées (Pirot et al., 2008).

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 flots pancréatiques
et contre I’insuline) dans la circulation sanguine (Torpy et al., 2007). Le diagnostic de la
maladie doit se faire rapidement pour débuter I’insulinothérapie (injection d’insuline exogene)

et préserver le maximum et le plus longtemps possible, le peu de cellules 3 restantes intactes.

2.2.2. Diab&te de type Il

Souvent appelé diabete adulte ou insulino-indépendant, le diabete de type 2 est un trouble
métabolique qui se caractérise par une glycémie élevée dans le contexte de la résistance a
I'insuline et de la déficience relative en insuline, et qui affecte habituellement les adultes agés
de plus de 40 ans. Par contre, de plus en plus de jeunes enfants ayant un surpoids en souffrent
également (Simoneau and Garand, 2011). L’état de résistance a 1’insuline accompagné d’un
dysfonctionnement de sécrétion de I’insuline joue un role déterminant et causal dans le
développement de ce type de diabéte. De plus, le diabéte de type 2 est trés souvent associé a
I’obésité (Vaccine and Licensed, 2010). En effet, plus de 80% des diabétiques de type 2 sont
obeses. Bien que le mode de vie et la suralimentation semblent étre les principaux facteurs
déclencheurs de cette maladie, des éléments génétiques sont aussi impliqués (Risérus et al.,
2009). En effet, I’hérédité augmente d’environ 2 a 4 fois le risque de contracter ce type de

diabéte, si un des parents en a souffert (Stumvoll et al., 2005).
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2.2.3. Diabate gestationnel

Le diabéte gestationnel se caractérise par [’apparition ou la reconnaissance de
I’intolérance au glucose observée au cours de la grossesse. Ce diabéte, présent dans 2 a 4%
des grossesses, peut parfois avoir des conséquences néfastes aussi bien sur le bébé que sur la
mere (WHO, 1999).

2.2.4. Autres types de diabéte : Diabete secondaire (spécifique)

La classe des autres types particuliers de diabetes secondaires est associée a une cause
bien définie. Il s’agit des diabétes pancréatiques, endocriniens, diabéte insipide ou diabete
cortico-induit des formes monogéniques de diabete ou des diabétes associés a un syndrome
génétique ou provoqués par des agents chimiques. Toutefois, ces affections sont relativement
peu connues (WHO, 1999).

La présente étude vise principalement le diabéte de type 2 et il est discuté en détail dans

les sections suivantes.

3. Physiopathologie du diabete de type Il

Le diabéte de type 2 est une maladie multifactorielle. 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 (WHO, 1999) .

Cette pathologie comporte une importante prédisposition génétique. Le diabete de type 2
est une maladie métabolique caractérisée par une hyperglycémie chronique dont les éléments
physiopathologiques comprennent une résistance accrue des tissus périphériques (foie,
muscles) a ’action de I’insuline, une insuffisance de sécrétion d’insuline par les cellules B du
pancréas, une secréetion inappropriée de glucagon, ainsi qu’une diminution de 1’effet des
incrétines, hormones intestinales stimulant la sécrétion postprandiale de 1’insuline (Kimmel
and Inzucchi, 2005).
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3.1. Insuffisance pancréatique

Au bout de 10 a 20 ans d’intolérance au glucose, le patient devient diabétique. Le
pancréas n’arrive plus a fournir la demande en insuline. La sollicitation excessive du pancréas
par I’hyperglycémie entraine son usure prématurée. Ainsi, les cellules f du pancréas
endocrine ne peuvent plus assurer une production suffisante d’insuline. La baisse d’activité
des cellules B est quantitative et qualitative. Lors d’une injection intraveineuse de glucose, il y
a absence du pic précoce d’insuline. Cette absence de pic est préjudiciable pour le patient car
il joue un role majeur dans la tolérance postprandiale au glucose. Une baisse
d’insulinosécrétion a tous stimuli est observée méme si 1’insulinémie basale reste identique.
L’insuline réellement active ne représente que 50% de I’insulinémie alors qu’elle est de 80%

chez un patient non diabétique (Pinget, 2002).
3.2. Résistance a l'insuline

L’insuline produit tout un éventail d’effets biologiques sur les processus métaboliques et
mitogéniques. Cependant, le terme de résistance a I’insuline se traduit par une diminution de
I’effet de I’insuline sur les tissus insuline-sensibles (tissu musculaire, tissu adipeux, foie). La
résistance a I’insuline est donc un état physiopathologique dans lequel les niveaux normaux
ou ¢levés d’insuline produisent des effets biologiques atténués. Les principales manifestations
cliniques de la résistance a 1’insuline sont I’hyperinsulinémie résultant de la surproduction de
I’insuline par les cellules P-pancréatiques dans le but de contenir I’hyperglycémie, et
I’intolérance au glucose qui est caractérisée par un taux élevé du glucose dans le sang suite a
un repas, mais par des concentrations plasmatiques normales du glucose a jeun (Ashcroft and
Rorsman, 2012). En fait, une diéte hypercalorique associée a un manque d’exercice physique

et & I’obésité peut conduire a un état de résistance a ’insuline (Brothers et al., 2010).

La résistance a I’insuline est considérée comme un état pré-diabétique quand le diabéte de
type 2 représente 1’étape subséquente oU la sécrétion exagérée d’insuline ne parvient plus a

maintenir une glycémie normale.
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4. Complications du diabéte sucré

Le diabete prédispose les patients a des infections opportunistes, des pathologies
vasculaires et neurales. Basé sur sa physiopathologie, les complications du diabete sucre

peuvent étre aigues ou chroniques (Alves et al., 2012).

4.|. Complications aigues

Il existe trois complications métaboliques aigues principales, 1’acidocétose, le coma
hyperosmolaire et 1’acidose lactique. Elles sont le plus souvent, la conséquence d’erreurs

thérapeutiques ou d’un défaut de surveillance (Orban and Ichai, 2008).

4.1.1. Acidocétose diabétique

L’acidocétose est une aggravation du diabéte, associé a une deficience en insuline
absolue ou relative (Kitabchi et al., 2008).Elle touche surtout les diabétiques de typel mais
aussi certains diabétiques de type 2, peut apparaitre en cas d’omission d’insuline, de stress
physiologique (infection, chirurgie, infarctus du myocarde...) (Chun et al., 2012) .En absence
d’insuline, les cellules du corps sont privées de glucose qui reste piégé dans le compartiment
sanguin. En réaction, le tissu adipeux stimule la lipolyse, ce qui aboutit a une libération
d’acides gras libres dans le sang(Keller et al., 2003). Ces acides gras sont absorbés puis
transformés en Acétyl-CoA par les cellules du corps, ce qui leur procure 1’énergie dont elles
ont besoin. L’Acétyl-CoA est dégradé en corps cétoniques libérés en quantité excessive dans
le sang puis dans les urines (Hansen and Moller, 2010).Une acidocétose sévere peut entrainer
une léthargie et une dépression du systeme nerveux central aboutissant éventuellement a un
coma (Kitabchi et al., 2008; Moller et al., 2005).

4.1.2. Coma hyperosmaolaire

Le coma hyperosmolaire est une forme de coma qui affecte essentiellement les
diabétiques de type 2 d'un age avancé. Il se caractérise surtout par une hyperglycémie, une
polyurie, une insuffisance rénale et une forte deshydratation. Ces symptomes s'installent en
plusieurs jours et conduisent & un collapsus, a des infections pulmonaires et a des convulsions.
La premiére mesure consiste a traiter la baisse de volume sanguin (hypovolémie) en injectant

un sérum salé isotonique (Usi, 2014).
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4.1.3. Acidose lactique

L’acidose lactique est une complication exceptionnelle, mais grave, souvent liée a
I'emploi des antidiabétiques appartenant a la famille des biguanides. Elle consiste en
I'accumulation d'acide lactique, responsable de crampes musculaires, de troubles digestifs, et
de fatigue, de respiration difficile. Ces symptdmes ne doivent pas étre confondus avec les
crampes banales observées apres un effort ou apres la prise de certains diurétiques. L'acidose
lactique est favorisée par une insuffisance rénale, par une insuffisance hépatique grave, par un
surdosage en biguanides, par les boissons alcoolisées ou par un jedne prolongé (Francois and
Jacques, 2013).

4.2. Complications chroniques

Les complications chroniques du diabete sucré affectent de nombreux systémes d'organes
et sont responsables de la plupart de la morbidité et de la mortalité associées a la maladie. Les
complications & long terme du diabéte sont classiqguement divisées en deux catégories
(Tripathi and Srivastava, 2006) :

- Les complications microangiopathiques : neuropathie, néphropathie et rétinopathie
dont le facteur de risque majeur est I’hyperglycémie chronique (Michael and
Fowler, 2008).

- Les complications macroangiopathiques : maladies cardiovasculaires dont les
facteurs de risque sont I’hyperglycémie, 1’insulinorésistance, des carences en
insuline, une dyslipidémie, I’hypertension, I’hyperlipidémie et

I’inflammation(Monnier and Thuan ., 2007).

4.2.\. Complications microangiopathiques

4.2.1.1. Rétinopathie diabétique

La rétinopathie est une complication fréquente qui touche plus de 50% des diabétiques
aprés 15 ans d’évolution du diabéte (Michael and Fowler, 2008 ; Tripathi and Srivastava,
2006). Cette pathologie est responsable, a terme, de cécité en 1’absence d’un traitement
adapté (Bunce and Richard, 2006; Stratton et al., 2001).Plusieurs facteurs favorisent la
survenue d'une rétinopathie diabétique et accélerent sa progression : lI'ancienneté du diabete,

le niveau de glycémie, un diabete instable, I'nypertension artérielle, le tabagisme, etc. Elle se
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traduit par diverses 1ésions observables lors d’un examen du fond d’ceil : micro-anévrismes
rétiniens, hémorragies rétiniennes punctiformes, exsudats et oedémes rétiniens, et ocedéme

maculaire (Emanuele et al., 2005; Harding et al., 2003).

4.2.1.2. Neuropathie diabétique

La neuropathie diabétique est la complication la plus fréquente du diabete sucre, affectant
jusqu'a 50% des patients atteints de diabéte de type 1 et de type 2. La neuropathie
périphérique diabétique implique la présence de symptébmes ou de signes de
dysfonctionnement du nerf périphérique chez les personnes atteintes de diabéte aprés que
d'autres causes possibles ont été exclues (Zeng et al., 2017). La neuropathie périphérique dans
le diabete peut se manifester sous plusieurs formes différentes, y compris les neuropathies
sensorielles, focales / multifocales et autonomes. Environ la moitié de toutes les personnes
atteintes de diabéte présentent un certain degré de neuropathie, qui peut étre une
polyneuropathie, une mono-neuropathie et / ou une neuropathie autonome (Shaw et al., 2003).
La polyneuropathie est la forme la plus courante de neuropathie du diabete (Michael and
Fowler, 2008; Tripathi and Srivastava, 2006) .1l y a une perte de sensation périphérique qui,
associée a une jonction microvasculaire et macrovasculaire altérée a la périphérie, peut
contribuer aux ulceres non guérisseurs, principale cause d'amputation non traumatique
(Abbott et al., 1998).

4.2.1.3. Néphropathie

La néphropathie touche préférentiellement les diabétiques de type 1 : 50% des malades en
sont atteints (Michael and Fowler, 2008). Ses principaux facteurs d’apparition et de
progression sont le mauvais équilibre glycémique et I’hypertension (Giorgino et al., 2004). La
néphropathie diabétique évolue en plusieurs étapes et débute par une protéinurie discréete,
couramment appelée micro-albuminurie, qui traduit des défauts anatomiques et biochimiques
au niveau des glomérules rénaux (Gheith et al., 2016; Giorgino et al., 2004). Elle évolue
associée a une hypertension en un syndrome cedémateux susceptible d’évoluer vers une
insuffisance rénale. Le patient est alors macroalbuminurique et les glomérules rénaux
diminuent en nombre et en capacité fonctionnelle. La néphropathie diabétique évolue a terme

vers une insuffisance rénale chronique sévére (Cha et al., 2000).
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4.2.2. Complications macroangiopathiques

La macroangiopathie est définie comme l'atteinte des artéres de moyen et gros calibre.
Elle regroupe les atteintes des artéres coronaires, des artéres a destinée cervicale et des artéres
des membres inférieurs (Kissela et al., 2005). Elle représente la principale cause de mortalité
dans le diabéte, qu'il s'agisse du diabéte de type 1 ou 2(Michael and Fowler, 2008; Tripathi
and Srivastava, 2006). L’athérosclérose est beaucoup plus fréquente et sévére chez le
diabétique que dans la population générale (Califf et al., 2008; Holman et al., 2008). Les
Iésions touchent non seulement les gros troncs, mais aussi, et ceci est particulier au diabéte,
les artéres plus distales. Ces atteintes distales et souvent diffuses rendent plus difficiles les
perspectives de traitement chirurgical tant en ce qui concerne les coronaires que les membres

inférieurs (Kissela et al., 2005).

9. Diab&te et stress oxydant

Le stress oxydant se définit par un désequilibre entre production de radicaux libres et
espéces antioxydante en faveur de la production de radicaux libres ou espéces réactives
oxygénées (Favier, 2003). Le stress oxydant augmente dans les différents tissus que se soit
dans le cas du diabéte expérimentale ou chez les patients diabétiques, I'nyperglycémie induit
une production prolongée des especes réactives de I'oxygene (ERO) intracellulaires et ceux-ci
prolongent le gradient électrochimique des protons générés dans la chaine mitochondriale
menant a une surproduction d'anions superoxydes, qui est I'une des especes réactives de
I'oxygéne qui peut endommager les cellules dans de nombreuses voies a travers le stress
oxydatif, en I'absence d'une compensation appropriée de la réponse des réseaux antioxydants
endogénes des cellules, le systéme est débordé, entrainant un déséquilibre d'oxydo-réduction,

ce qui aggrave encore la situation (Defraigne, 2005; Haleng et al., 2007).

Les espéces réactives de I'oxygéne générées lors de I'hyperglycémie causent
principalement des dommages de I'ADN, des protéines et des lipides. En plus il est évident
gue dans le diabéte de type 2, l'activation des voies du stress oxydant est sensible par
I'élévation du glucose et des acides gras, elle conduit a deux niveaux de résistance a l'insuline
et une diminution de la sécrétion d'insuline et la dysfonction des cellules B sécrétrices de
Iinsuline (Evans et al., 2003).1l a été montré chez des rats Goto-Kakizaki (GK), diabétiques
de type 2, non obéses, une augmentation des marqueurs du stress oxydant suite a une

hyperglycémie (Ihara et al., 1999).
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I existe plusieurs mécanismes responsables de la surproduction d’ERO lors
d’hyperglycémie : 1’auto-oxydation du glucose, la voie des polyols, la voie de la PKC et la
glycation des protéines avec formation des produits avancés de fin de glycation (AGES)
(Vincent and Taylor, 2006).

a.l. Auto-oxydation du glucose ou glycoxydation

L’auto-oxydation du glucose a été décrite par Wolff et Dean (1987). Une forte
concentration de glucose peut conduire & une accumulation de glycéraldéhyde-3- phosphate
qui est ensuite converti en méthylglyoxal. Le méthylglyoxal est un précurseur de la formation
des AGE. Normalement le méthylglyoxal est neutralisé par des enzymes, les glyoxalases, qui
nécessitent la présence de NAPDH. La depression en NADPH, utilisé par la voie des polyols,
fait que le méthylglyoxal ne pourra pas étre neutralisé, entrainant ainsi la glycation des

protéines intracellulaires (Maessen et al., 2015).

a.2. Voie des polyols

De nombreuses études ont montré que I’hyperglycémie peut entrainer une déviation
d’une partie du glucose vers la voie des polyols. Dans des conditions physiologiques, la voie
des polyols est inactive. Dans des conditions d’hyperglycémie chronique, une partie du
glucose est réduit en sorbitol par action de I’aldose réductase dont le co-facteur est le NADPH
(Colak and Majkié-Singh, 2009; Tesfamariam B., 1994).

Le sorbitol va s’accumuler dans les cellules, de part son incapacité a traverser les
membranes, et entrainer de multiples dommages tels que des dommages osmotiques. Une

partie du sorbitol peut étre oxydée en fructose a 1’origine de produits avancés de glycation.

De plus, I'utilisation du NADPH comme cofacteur va entrainer une diminution de la
disponibilité de celui-ci pour D’activité de la glutathion réductase, importante pour la
formation du glutathion réduit (Brownlee, 2005; Haleng et al., 2007; Lee and Chung,
1999).L’activation de la voie des polyols va ainsi entrainer une augmentation du stress
oxydant au sein de la cellule avec une diminution des défenses anti-oxydantes (Haleng et al.,
2007).
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3.3. Voie de la Protéine kinase C (PKC)

L’hyperglycémie induit une synthése accrue de glycéraldéhyde-3-phosphate via la
glycolyse. Le glycéraldéhyde-3-phosphate est un précursseur du diacylglycerol, activateur de
la protéine kinase C (PKC). Il a largement été démontré que le diabéte entrainait une
activation de la voie de la PKC (Brownlee, 2005).

L’activation de la PKC va entrainer I’augmentation de la production d’ERO par
I’augmentation de I’activit¢ NADPH oxydase. L’activation de la PKC va aussi jouer un rdle
dans D’inflammation par le biais de 1’augmentation de la synthése du facteur pro-
inflammatoire NFKB aussi va contribuer a I’installation de 1’insulino-résistance via la

diminution de I’expression de eNOS (Haleng et al., 2007).

9.4. Production de produits terminaux de glycation (AGE)

Le glucose réagit facilement avec les groupements amines libres des protéines pour
former des « produits d’Amadori ». Ces derniers sont relativement instables et se dégradent
en produits avancés de la glycation (AGE) ou en produits de Maillard (Haleng et al.,
2007).Les AGE sont augmentés au cours du diabete. Ils sont les produits de trois voies de
formation: la glycation non enzymatique, la glycoxydation résultant de 1’auto-oxydation du

glucose et la voie des polyols (Boulanger et al., 2002).

Des recherches récentes ont montré que les AGE, retrouvés en concentrations élevées
dans la rétine et les glomérules rénaux, jouent un réle important dans le développement des
complications du diabéte. Ainsi les AGE peuvent aussi étre apportés de facon exogene, par
I’alimentation, en particulier si les aliments sont riches en sucres et subissent une étape de
cuisson (Koschinsky et al., 1997).

Parmi les AGE figure la pentosidine, résultant de la réaction de pentoses avec les
protéines. Sa concentration s’éléve avec 1’age, dans le diabéte et dans les maladies rénales au
stade terminal (Haleng et al., 2007). A ce titre, la pentosidine n’est pas un simple marqueur de
glycosylation dans le diabéte, mais elle pourrait étre utilisée comme marqueur plus général de
stress oxydant dans d’autres pathologies. Il serait intéressant d’étudier sa présence ainsi que
celle d’autres produits AGE dans diverses maladies afin de valider leur implication dans les
complications du diabete. En réponse a cette élévation, des travaux récents ont montré que la
concentration plasmatique des RAGE était, par exemple, nettement diminuée chez des

patients atteints de poly- arthrite rhumatoide (Pullerits et al., 2005) .
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B. Traitement du diab&te sucré

L'hyperglycémie observée dans le diabéte sucré est le résultat d'un décalage entre la
quantité d'insuline nécessaire pour réguler les processus métaboliques et la quantité d'insuline
sécrétée par les cellules 3. Le traitement par l'insuline est le pilier des patients atteints de
diabete sucré de type 1, tandis que les modifications du régime alimentaire et du mode de vie
sont a la base du traitement et de la prise en charge du diabete sucré de type 2 a ses débuts.
L'insuline est également importante dans le diabéte sucré de type 2 lorsque la glycémie ne
peut étre contrblée par I'alimentation, la perte de poids, I'exercice et les médicaments oraux
(Tripathi and Srivastava, 2006).

B.1. Traitements non médicamenteux

Le traitement du diabéte de type 2 repose d’abord sur des modifications du style de vie
(régime, perte de poids et exercice physique) et sur la prise en charge des facteurs de risque
cardiovasculaire associés. Selon les recommandations de I’HAS, (2006) la diététique est la
premiere étape de la prise en charge du diabéte de type 2. Une alimentation équilibrée est
conseillée, avec une augmentation des apports en glucides lents et une diminution des apports

en graisses saturées (Grimaldi, 2011).

L’exercice régulier est bénéfique dans le diabéte de type 2 ; il améliore le controle
glycémique grace a une augmentation de la sensibilité a I’insuline. De plus, la pratique de
I’exercice physique associ¢ a des conseils diététiques retarde la progression de I’état pré-
diabétique vers le diabete. Lorsque les mesures précédentes n’apportent pas un contrdle
suffisant de la glycémie, ’introduction d’un hypoglycémiant oral s’avére nécessaire (Ducobu,
2003). Encore, I’insulinothérapie occupe une place importante dans 1’arsenal thérapeutique du
diabete de type 1 et du diabéte de type 2(Creusot et al., 2016). Ce dernier nécessite chez la
majorité des patients et surtout pendant les premiers stades, une prise en charge
médicamenteuse et cela par I’intervention des antidiabétiques oraux qui sont classés selon leur
mode d’action en trois catégories : les sulfamides hypoglycémiants, les biguanides et les

inhibiteurs des alpha-glucosidases.
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B.2. Traitements médicamenteux

B6.2.1. Sulfamides

Les sulfamides appartiennent chimiquement a la famille des sulfonylurées, ils sont
associés a une hypoglycémie, le risque étant plus élevé chez les personnes agées et les
patients atteints d'insuffisance rénale. Ils stimulent la sécrétion d'insuline sans influencer sa
synthese. La premiére génération de sulfonylurées comprenait le tolbutamide,
I'acétohexamide, le tolazamide et le chlorpropamide. Une deuxieme génération de
sulfonylurées plus efficaces a été mise au point et comprend du glibenclamide, du glipizide,
du gliclazide et du glimépiride (Scheen, 2014; Tripathi and Srivastava, 2006).

Les sulfamides se lient & un récepteur spécifique présent sur la membrane des cellules
béta-pancréatiques, appelé SUR “sulfonylurea receptor”. La liaison des sulfamides a leurs
récepteurs spécifiques entraine la fermeture des canaux potassiques ATP dépendant de la
cellule béta-pancréatique source d'une dépolarisation membranaire et de I'ouverture
secondaire des canaux calciques. L'afflux de calcium dans le cytoplasme des cellules béta-
pancréatiques induit I'exocytose des vésicules contenant I'insuline d'une facon similaire a celle

observée apres stimulation par le glucose (Gribble and Reimann, 2003).

6.2.2. Biguanides

Les biguanides représentent une des principales classes des antidiabétiques oraux. La
seule molécule de cette classe médicamenteuse actuellement disponible est la metformine.
Son utilisation est privilégiée dans les situations d’insulinorésistance, notamment chez les

sujets obeéses ou en surpoids.

Le mécanisme d’action des biguanides est tout a fait complémentaire de celui des
sulfamides hypoglycémiants qui pour leur part améliorent la sécrétion d’insuline. D’autre
part, les biguanides peuvent étre prescrits en association avec un traitement par insuline,
I’objectif étant alors d’améliorer la sensibilit¢ a 1’insuline injectée chez les patients

insulinoresistants et de diminuer ainsi les doses d’insuline nécessaires (Inzucchi et al., 1998).

Le mode d’action précis de la metformine reste assez mal connu mais on sait que son
action est double en réduisant d'une part l'insulinorésistance et d'autre part en diminuant la
production hépatique de glucose (Miller et al., 2013). En présence d’insuline, la metformine

diminue la néoglucogénese et la glycogénolyse au niveau hépatique. Ainsi, 1’insuline a une
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meilleure efficacité et permet, avec des taux circulants plus bas, de diminuer la glycémie
(Hundal et al., 2000).

B6.2.3. Glinides ou métaglinides

Les glinides sont des antidiabétiques oraux apparentés aux sulfamides hypoglycémiants.
Ils agissent en stimulant la sécrétion d’insuline par les cellules B-pancréatiques avec le méme

mécanisme d’action que les sulfamides hypoglycémiants (Takahashi et al., 2007) .

Deux analogues sont actuellement disponibles pour une utilisation clinique a savoir le
répaglinide et le nateglinide. Bien que les structures et les mécanismes chimiques différent
entre ces agents, I'effet sur la libération d'insuline en phase précoce est similaire, avec une
augmentation rapide des concentrations d'insuline aprés administration et une demi-vie
courte. Les premiers essais démontrent leur effet dans la réduction du glucose postprandial et

la réduction des épisodes hypoglycémiques (Black et al., 2009).

Les glinides ont un mode d’action similaire a celui des sulfonylurées, mais ont une demi-
vie métabolique beaucoup plus courte. lls stimulent une libération rapide mais de courte durée
d’insuline par les cellules B du pancréas qui dure une ou deux heures. Lorsqu’ils sont pris aux
repas, ces agents atténuent les excursions de la glycémie plasmatique postprandiale et
diminuent le risque d’hypoglycémie pendant la fin de la phase postprandiale parce que moins
d’insuline est sécrétée plusieurs heures apres le repas (Black et al., 2009; Takahashi et al.,
2007).

B.2.4. Thiazolidinédiones ou glitazones

Les thiazolidinediones ou glitazones sont des médicaments hypoglycémiants oraux
relativement récents qui ont été retirés du marché en 2011. La premiere de ces molécules, la
troglitazone, fut commercialisée aux Etats-Unis en 1997 avant d’étre interdite plus tard en

raison de son hépatotoxicité (Pillon et al., 2014).

L'agent antidiabétique de la thiazolidinedione dépend de la présence d'insuline pour son
mécanisme d'action. Il diminue la résistance a l'insuline dans la périphérie et dans le foie, ce
qui entraine une elimination accrue du glucose a base d'insuline et une diminution de la

production de glucose hépatique (Girard, 2001).
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Un effet intéressant de ces médicaments antihyperglycémiques est sur le récepteur activé
par le peroxisome-proliférateur y (PPARy). Ces médicaments agissent comme des agonistes
lors de la liaison a PPARYy qui se lie préferentiellement a I'ADN activant la transcription d'une
grande variété de régulateurs métaboliques. Les régulateurs augmentent I'expression d'un
certain nombre de génes impliqués dans la régulation du glucose et du métabolisme lipidique.
Des études ont montré qu'il existe une bonne corrélation entre l'affinite PPARYy et les effets

antihyperglycémiques (Girard, 2001).
B.2.3. Inhibiteurs de DPP-4

Les inhibiteurs de DPP-4 bloquent I’action de cette enzyme connue pour dégrader le
GLP-1. Le GLP-1 est une incrétine, une hormone gastro-intestinale qui stimule la sécrétion
d’insuline lorsque la glycémie est trop élevée. L’inhibition de la DPP-4 entraine donc
I’augmentation de GLP-1 et la sécrétion d’insuline, tout comme le font les analogues ou

mimétiques du GLP-1 tel I’exanatide (Scheen, 2012).

B.2.B. Inhibiteurs des alphas glucosidases intestinales

Les inhibiteurs des a-glucosidases agissent, comme leur nom l'indique, en inhibant de
maniere compétitive les a-glucosidases intestinales. Elle vient en complément des autres
antidiabétiques oraux pour le traitement du diabéete de type 2, mal contr6lé, ou lors de la

contre-indication aux autres traitements (Laar, 2008).

Les inhibiteurs des a-glucosidases sont compétitifs des enzymes présentes dans les
entérocytes de la bordure en brosse, enzymes nécessaires pour hydrolyser les oligo- et les

polysaccharides en monosaccharides afin de permettre leur absorption (Dhital et al., 2013).

L'inhibition de ces enzymes ralentit I'absorption des glucides, réduisant ainsi
I'hyperglycémie et I'hyperinsulinémie post-prandiale. L'acarbose (Glucor®) a été le premier
inhibiteur des alpha-glucosidases disponible, le miglitol (Diastabol®) a été récemment mis sur

le marché ; et enfin le voglibose, lui, n'est disponible qu'au Japon (Laar, 2008).

Le choix le plus évident pour ces alternatives serait des plantes avec des utilisations

ethnomédicales dans le traitement du diabéte.
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B.3. Traitement naturel

Malgré la présence de médicaments antidiabétiques connus sur le marché
pharmaceutique, les remedes a base de plantes médicinales sont utilisés avec succes pour
traiter cette maladie (Kooti et al., 2016). De nombreux traitements traditionnels contre le
diabete sont utilisés dans le monde entier. Les médicaments a base de plantes et les
formulations a base de plantes sont souvent considérés comme moins toxigques et ont moins
d'effets secondaires (Annapurna et al., 2001),et pendant des millénaires, les plantes
médicinales ont été une source précieuse d'agents thérapeutiques, et beaucoup de
médicaments d'aujourd'hui sont des produits naturels & base des plantes ou de leurs dérives
(Atanasov et al., 2015).

Sur la base des recommandations de I'OMS, les hypoglycémiants d'origine végétale
utilisés en médecine traditionnelle sont importants (Comité OMS d'experts du diabéte sucré,
1980). Les effets antihyperglycémiques attribués a ces plantes sont dus a leur capacité a
restaurer la fonction des tissus pancréatiques en provoquant une augmentation de la
production d'insuline ou en inhibant I'absorption intestinale du glucose ou la facilitation des
métabolites dans les processus insulino-dépendants. La réalisation de cibles glycémiques dans

le diabéte de type 2 reste un grand défi pendant les soins cliniques (Cook et al., 2001).

A I'heure actuelle, plus de 400 traitements traditionnels contre le diabéte ont été signalés,
dont seulement un petit nombre a recu une évaluation scientifique et médicale pour évaluer
leur efficacité (Gunjan et al., 2011). L'effet hypoglycémiant de certains extraits végétaux a été

confirmé dans des modéles humains et animaux de diabéte de type 2 (Preethi, 2013).

Le Comité d'experts sur le diabete de I'Organisation Mondiale de la Santé a recommande
que les plantes médicinales traditionnelles fassent lI'objet d'une enquéte plus approfondie. Le
principal obstacle a I'intégration de la phytothérapie dans les pratiques médicales modernes
est le manque de données scientifiques et cliniques prouvant leur efficacité et leur innocuité. 1l
est nécessaire de mener des recherches cliniques sur les médicaments a base de plantes en
utilisant des bioessais appropriés pour la standardisation biologique, I'évaluation
pharmacologique et toxicologique et en développant différents modeles animaux pour
I'évaluation de la toxicité et de la sécurité. Il est egalement important d'établir le ou les

composants actifs a partir de ces extraits de plantes (Gunjan et al., 2011).
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Une recherche scientifique sur les remedes traditionnels a base de plantes pour le diabéte
peut fournir des pistes précieuses pour le développement de médicaments et de stratégies
alternatives. Des alternatives sont clairement nécessaires pour une meilleure gestion du
diabéte en raison du codt élevé et de la faible disponibilité des thérapies actuelles pour de

nombreuses populations rurales, en particulier dans les pays en développement.

Les principaux constituants actifs dérivés de plantes médicinales ayant une activité
antidiabétique comprennent les alcaloides, les glycosides, la gomme de galactomannane, les
polysaccharides, les peptidoglycanes, les hypoglycans, la guanidine, les stéroides, les
glucides, les glycopeptides, les terpénoides, les acides aminés et les ions inorganiques. Ceux-
ci affectent diverses cascades métaboliques, qui affectent directement ou indirectement le

niveau de glycémie dans le corps humain (Prabhakar and Doble, 2011)
B6.3.1. Modes d'actions des plantes antidiabétiques

Une tres grande variété de mécanismes est impliquée dans I'abaissement du taux de
glucose dans le sang. Ceci est dd a la grande variété de classes chimiques des constituants
hypoglycémiants provenant des plantes. Certains de ces composés se révélent véritablement
hypoglycémiants et pourraient avoir un potentiel thérapeutique, tandis que d'autres peuvent
produire une hypoglycémie en tant qu'effet secondaire de leur toxicité, notamment
I'népatotoxicité(Jarald et al., 2008).

L’activité antidiabétique des plantes peut dépendre de plusieurs mécanismes (Jarald et al.,

2008; Khalil et al., 2016; Singh, 2011).

= Réduction de la résistance a I’insuline ;

= Stimulation de la sécrétion d’insuline a partir des cellules Bou/et inhibition du
processus de dégradation de ’insuline ;

= Apport de quelques éléments nécessaires comme le Calcium, le Zinc, le
Magnésium, le Manganése et le Cuivre pour les cellules 3 ;

= Régénération ou/et réparation des cellules pancréatiques [ 1ésées ;

= Effet protecteur de la destruction des cellules 3 ;

= Augmentation du nombre de cellules 3 dans les ilots de Langerhans ;

= Inhibition de la réabsorption rénale du glucose ;

* Inhibition des B-galactosidase, a-glucosidase et a-amylase ;
Prévention du stress oxydatif, qui peut étre impliqué dans le dysfonctionnement des
cellules B ;

= Diminution des activités du cortisol.
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B.3.2. Etude toxicologique des plantes médicinales

L’efficacité d’une substance en pharmacologie n’est pas suffisante pour justifier son
utilisation en thérapeutique. Un toxique, est une substance capable de perturber,
immédiatement ou a terme, de fagon passagere ou durable, le fonctionnement normal d'un
organisme vivant, pouvant aller jusqu’a sa suppression compléte et amener la mort (Viala et
al., 2007). Il faut donc définir le rapport bénéfice risque dans 1’indication thérapeutique de
chaque substance (Subramanion et al., 2011). Les effets toxiques peuvent étre détectés par un
examen pathologique macroscopique lors de I'examen post mortem ou histopathologique
apres la réalisation d'études de toxicité. Certains peuvent également étre détectés en utilisant
I'analyse clinico-chimique des fluides corporels (Timbrell et al., 1996). La phytothérapie et a
la consommation des plantes doit apporter une certaine garantie et une certaine caution.
L’évaluation de la sécurité d’une substance peut étre appréciée soit par 1’étude de sa toxicité
aiglie aprés administration d’une dose unique ou bien par 1’étude de sa toxicité chronique
apres administration répétée de la substance. Cependant, 1’étude de la toxicité aigue reste le
jalon indispensable dans toute étude toxicologique en utilisant des animaux modeles tels que

des souris BALB / c, des souris albinos, des souris Wistar, des rats et des lapins.
= Toxicité aigue

Toutes les substances chimiques sont toxiques lorsque les doses administrées sont
suffisantes. Pour qu’une drogue possédant des effets pharmacologiques puisse éventuellement
étre utilisée comme médicament, il est d’abord nécessaire que I’activité apparaisse a des doses

pour lesquelles la toxicité est négligeable.

L’étude de la toxicité aigué permet d’exprimer la dose capable de tuer dans des
conditions déterminées, la moitié des animaux mis en expérience dans une méme espece
animale (DL50). Dans un delai généralement court, fixé au minimum a sept jours et au
maximum a quatorze jours ainsi que la dose maximale sans effet toxique (DME) c¢’est a dire
la dose la plus élevée pour laquelle aucun effet toxique n’est relevé par rapport au lot témoin
(Traore, 1999). La toxicité peut étre appréciée entre autres par la détermination de la DL50.
Cette détermination est fondée sur 1’évaluation des réponses de tout ou rien : mort ou survie
des animaux.

L’étude de la toxicité aiglie peut étre réalisée selon différentes méthodes ; Méthode de
Dragstedt et Lang ; Méthode de Karber et Behrens ; Méthode de Miller et Tainter ; Méthode
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de Trevan ; Méthode de Litchfield et Wilcoxon ; Méthode selon la ligne directrice européenne
de I’OCDE code 423.

Parmi ces méthodes on définit la méthode de la ligne directrice européenne de
I’OCDE code 423 [OCDE, 2002]. Cette méthode est reproductible, utilise trés peu d’animaux
et différente des autres methodes de toxicité aigué (Lignes directrices 420 et 425). Elle permet
de classer des substances par ordre de toxicité de facon similaire. Une dose déterminée de la
substance est administrée par voie orale a un groupe d’animaux. La méthode utilise des doses
prédéterminées et donne des résultats qui permettent le classement des substances dans le
Systeme de Classification Globalement Harmonisé (SCGH) de substances entrainant de la
toxicité aigué. Cette méthode ne vise pas le calcul d’une valeur précise de la DL50. Comme la
mort d’un nombre d’animaux reste le principal effet observé, la méthode permet de
déterminer dans quelle gamme de doses la substance doit étre considérée létale. Toutes les
informations disponibles sur la substance d’essai doivent étre rassemblées avant de procéder a
I’essai. Ces informations contiendront 1’identité et la structure chimique de la substance, ses
propriétés physico-chimiques et les résultats obtenus dans tout autre essai de toxicité in vitro
et in vivo ; elles seront utiles dans le choix de la dose initiale appropriée. Une dose déterminée
de la substance est administrée par voie orale a un groupe d’animaux. La substance est testée
dans un processus séquentiel dans lequel trois animaux d’un seul sexe (des femelles) sont
utilisés a chaque étape (Roll R et al, 1986). L’absence ou la manifestation de mortalité liée a
la substance dans un groupe ayant recu une dose a une étape donnée détermine 1’étape
Suivante, c’est a dire :

=  Arrétde ’essai ;
» Administration de la méme dose a trois animaux supplémentaires ;
= Administration de la dose immédiatement supérieure ou inférieure a

trois animaux supplémentaires.
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7. Induction du diab&te expérimental

Le diabéte sucré expérimental a été induit chez des animaux de laboratoire par plusieurs
méthodes. Une méthode efficace consiste généralement a extraire le pancréas du corps.
Toutefois, pour induire une forme notable de diabete, il faut éliminer au moins 90 a 95% du
pancréas. Sinon, les Tlots de Langerhans dans le pancréas restant peuvent subir une
hypertrophie et sécréter une quantité suffisante d'insuline pour satisfaire les besoins
métaboliques naturels. L'une des méthodes les plus couramment utilisées pour induire le
diabete est en endommageant le pancréas par I'administration de produits chimiques tels que
la streptozotocine (STZ) et I'alloxane (Szkudelski, 2001).

Différents modéles animaux ont été utilisés pour le dépistage de l'activité antidiabétique
de nouveaux médicaments. Ceux-ci vont des modeles chirurgicaux, des modéles génétiques,
de diverses souches animales qui développent spontanément le diabete, et des modeles
chimiques du diabéte sucré. L'espéce d'animal utilisée est déterminée par plusieurs facteurs.
Généralement, les souris sont largement utilisées dans la recherche scientifique en raison de
leur facilité de manipulation ainsi que le degré d'homologie qu'ils partagent avec les étres
humains (Ghatta et Ramarao, 2004).

1.1. Modeles de diabete induits chimiquement : alloxane et streptozotocine (STZ)

La recherche sur le diabéte chez les sujets humains est entravée par des considérations
éthiques évidentes. Le diabete est une maladie chronique avec des séquelles éloignées tout a
fait distinctes du syndrome précoce. Comprendre la pathologie diabétique nécessiterait une
vie d'études en série. L'utilisation de modeles animaux contourne largement ces problémes.
La maladie peut étre induite chez de nombreux animaux, en particulier les rongeurs de
laboratoire, en utilisant une variété d'agents chimiques et d'autres procédures expérimentales.
Les syndromes spontanés et induits font I'objet d'études approfondies, non seulement parce
gu'ils sont fascinants en eux-mémes, mais aussi parce qu'ils offrent de nouvelles perspectives
sur le diabéte chez I'nomme. L'incidence stable du diabéte dans les colonies d'animaux
constitue un outil puissant pour I'étude des thérapies préventives de la maladie. L’Alloxan et
la STZ sont utilises pour induire le diabete expérimental chez les animaux. L’action
cytotoxique de ces deux agents diabétogénes est médiée par les espéces réactives oxygénées.
Cependant, la source de leur génération est différente dans le cas de I'alloxane et de la STZ
(Like et Rossini, 1976).
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71.11. Streptozotocine

Streptozotocine, ou Streptozocine ou lzostazin ou Zanosar, (STZ) est un agent
antinéoplasique synthétique, initialement identifié dans les années 1950 comme un
antibiotique, et est chimiquement lié & d'autres nitrosoureas utilisés dans la chimiothérapie
anticancéreuse. La streptozotocine (2-désoxy-2- (3- (méthyl-3-nitrosouréido) -D-
glucopyranose) est synthétisée par Streptomycetesachromogenes (figure 3) (Graham et al.,
2011), L'utilisation de STZ a été signalée pour la premiére fois en 1963 (Asrafuzzaman et al.,
2017),elle entraine un effet cytotoxique sélectif des cellules B des ilots de Langerhans

(Anderson et al., 1974), et est utilisée pour induire a la fois I'IDDM et le NIDDM.
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Figure 3: Streptozotocine

Malgré les efforts déployés dans ce domaine par de nombreux chercheurs, le mécanisme
d’action de cet agent diabétogene reste encore mal connu. Cependant, des études antérieures
ont montre son action sur les Tlots de Langerhans. Cette action réduit la masse des cellules f3
et par conséquent une insulinopénie caractéristique d’une hyperglycémie chronique ou

transitoire (Szkudelski, 2001)
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La molécule de la STZ pénetre les cellules B pancréatiques a travers les transporteurs de
glucose GLUT2. La pénétration est assurée par la présence du glucose dans la molécule. La
décomposition de la STZ en espéces réactives oxygénees (ERO) se fait a I’intérieur de la
cellule. Les ERO provoquent une alkylation de ’ADN qui se défragmente, ce qui active la
poly(ADP-ribose) polymérase, enzyme clé de la réparation de I’ADN. Cette réaction
consomme le NAD et I’ATP comme cofacteurs enzymatiques conduisant a leur déplétion et a

la nécrose de la cellule B (Szkudelski, 2001).

En plus de son impact sur le métabolisme des hydrocarbures qui est bien étudie, la STZ
provoque une altération du métabolisme glucidique, lipidique et protéique due a la défaillance
en insuline (Szkudelski, 2001) .

En revanche, certaines recherches ont démontré ’effet indirect de cette toxine sur la
signalisation de I’insuline. L hyperglycémie chronique est a I’origine d’une insulinorésistance
résultante d’une diminution d’autophosphorylation du récepteur de cette hormone (Kadowaki

etal., 1984).

Récemment dévoilé, elle active 1’expression de la protéine kinase C, une protéine
responsable de la déphosphorylation du récepteur de I’insuline (Davidoff et al., 2004). On
ajoute que I’injection de la STZ est a ’origine d’une chute de poids (Chen and lanuzzo David,
1982)

De nombreux travaux effectués, ont pour objectif de comprendre le mécanisme
pathogene de la STZ. Ces recherches ont montré que ce produit diminue la défense
antioxydante de la cellule, particuliérement une inhibition de I’activité superoxide dismutase
(Rajasekaran et al., 2004).

Selon la voie d’administration, la dose ajoutée de la STZ est variable, I’animal et surtout
la pathologie voulue (Chen and lanuzzo David, 1982) A titre d’exemple, dans les essais
préliminaires, il est primordial de garder la vitalité de 1’animal ou on injecte de faibles doses

de STZ (dose inférieure ou égale a 60mg/kg ) (Xin et al., 2012).

Année universitaire 2017-2018 Page 44 | 157



Premigre partie Synthése bibliographique

1.1.2. Alloxane

L’alloxane est une pyrimidine oxygénée, son nom scientifique est le 2,4,5,6-
tetraoxypyrimidine. Cette molécule est préparée par oxydation de I’acide urique sous 1’action
de I’acide nitrique (Szkudelski, 2001).Grace a une analogie structurale au glucose, 1’alloxane
pénétre a travers les transporteurs de glucose GLUT2 des cellules B pancréatiques. C’est au
cytosol que se déroule la réduction de I’alloxane en acide dialurique. Cette réduction est due a
plusieurs agents tels que le glutathion réduit, la cystéine, 1’acide ascorbique et les
groupements SH des protéines. Un pont disulfure est formé par deux groupements thiol du

site actif de la glucokinase et I'alloxane. Ce pont inactive I'enzyme (Lenzen et al., 1988)

La ré-oxydation de I’acide dialurique formé en alloxane, favorise la production des
espéces réactives oxygénées et ’activation de la réaction de Fenton (Szkudelski, 2001). De
I’autre coté, les especes réactives oxygénées attaquent I’ADN et induisent une
défragmentation de ce dernier. Ce mécanisme ressemble a celui de la streptozotocine(Rohilla
and Ali, 2012)

L’alloxane inhibe la sécrétion de I’insuline glucose-dépendante, augmente la perméabilité
des membranes des cellules B (Watkins et al., 1964), et diminue le taux de I’hormone de

croissance au niveau de 1’adénohypophyse (Medjdoub et al., 2013) .
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Figure 4: Alloxane

Au Maroc, plusieurs plantes médicinales sont utilisées traditionnellement pour traiter le
diabéte. Une espéce bien connue de ce genre est Arbutus unedo L, qui a été montré pour

posséder un réle bénéfique contre le diabéte (Ziyyat et al., 1997) , objet de notre étude.
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8. Plantes sous |'étude
8.1. Arbutus unedo [

8.1.1. Description botanique d' Arbutus unedo L.

Arbutus unedo L. est un arbre a feuilles persistantes, d’une hauteur comprise entre 2 et 10
meétres en moyenne (Celikel et al., 2008), qui appartient a la famille Ericaceae, se développe
dans les zones qui conservent encore une assez bonne fertilité du sol, abonde sous climat non
continental; cette espece est typique d'un stade de dégradation des groupements de I'étage de
végetation du subhumide et du semi-aride supérieur essentiellement, et est largement répandu
dans la région mediterranéenne et I'Afrique du Nord. Au Maroc, il est connu sous le nom de

«Sasnou ».

Le tronc et les branches sont robustes et présentent une écorce brun-rougeéatre se

détachant en laniéres fibreuses sur les spécimens agés.

Les feuilles sont alternées, simples, oblitérantes, vertes foncées, en cuir et ont une marge
dentelée, genéralement 2-3 fois aussi large que glabre avec un pétiole de 10 mm ou moins
(Gomes, 2011; Males et al., 2013). Les fleurs, avec des lobes recourbés, sont en forme de

cloche, 8-9 mm de long, blanc, et souvent rose pale (Males et al., 2013).

Les fleurs sont rassemblées en grappes rameuses et terminales, hermaphrodites,
actinomorphes (réguliéres) et possedent 10 étamines. Le calice gamosépale possede 5 lobes
courts. La corolle gamopétale de 5 a 7 mm de longueur forme un petit grelot de couleur
blanchatre qui devient caduque avant la fanaison de la fleur. Chaque extrémité des 5 pétales
soudés se termine par une courte dent enroulée en dehors. Les fleurs d'A.unedo sont une

source importante de nectar et de pollen pour les abeilles (Gomes, 2011).

Les fruits sont globulaires, orange-rouge lorsqu'ils sont mdrs, atteignant 2 cm de
diamétre, sont récupérés avec des papilles coniques et mdr en automne (Oliveira et al.,
2011).1ls prennent environ 12 mois pour mdrir ; par conséquent, I'arbre porte des fruits et des
fleurs matures en méme temps. Le processus de floraison et de fructification s'‘étend
d’Octobre a Février (Mhamdi Takrouni et al., 2012).
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Figure 5: Arbutus unedo L (Oliveira, 2010).

8.1.2. Classification classique

Regne Plantae
Embranchement Spermatophytes
Sous-embranchement | Eudicots

Classe Magnoliopsidées
Sous-classe Astéridées

Ordre Ericales

Famille Ericacées

Genre Arbutus

Espéece Arbutus unedo L.

8.1.3. Propriétés et usages

Dans la médecine populaire traditionnelle, les espéces d’A.unedo ont des effets
antiseptiques, diurétiques et laxatifs et sont utilisées pour traiter I'hypertension artérielle
(Pallauf et al., 2008).

Ses feuilles ont été signalées comme possédant plusieurs propriétés biologiques telles que
I'astringent, anti-agrégateur de plaquettes humaines en raison de leurs quantités relatives
élevées en tanins, antiseptiques urinaires, anti-inflammatoires, anti-diarrhéiques, anti-
hypertension et antidiabétiques (El Haouari et al., 2007; Pavlovig et al., 2011; Ruiz-Rodriguez
etal., 2011; Ziyyat et al., 1997).
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Le fruit d’A.unedo a été utilisé dans la médecine traditionnelle car il possede des
propriétés astringentes, diurétiques et antiseptiques (Doukani and Tabak, 2015), il peut étre

une bonne source d'antioxydants s'il est consommé comme fruit frais (Pallauf et al., 2008).

D'autres parties de cette plante sont egalement utilisées en médecine populaire. Les
racines sont utilisées pour le traitement de plusieurs maladies, qui comprennent des douleurs
abdominales, les maladies de la vessie, comme antihypercholestérolémiant ou comme
dépuratif sanguin (Novais et al., 2004), et pour le traitement du diabéte, de I'nypertension et
les maladies cardiaques (Jouad et al., 2001), comme diurétique, astringent, antiinflammatoires
et antidiarrhéique contre la blennorrhagie (Ziyyat et al., 1997). En outre, (ElI Haouari et al.,
2007) ont également constaté que 1’écorce d’A. unedo est utilisée pour le traitement des
troubles gastro-intestinaux, dermatologique et urologique et problémes cardiovasculaires. Ils
sont aussi une bonne source de minéraux car ils sont particulierement riches en calcium

(Ozcan and Haciseferogullan, 2007) .

8.1.4. Composition chimique d' Arbutus unedoL
»  Fruits

Le fruit contient une grande concentration de glucides, de 42% a 52% (Ayaz et al., 2000).
Des concentrations similaires dans des fruits d'A.unedo récoltés dans le nord-ouest de la
Turquie (Seker and Toplu, 2010).C'est une tres bonne source de minéraux comme il est
spécialement riche en calcium (Ozcan and Haciseferogullan, 2007). Plusieurs composants
appartenant a divers groupes phénol ont été rapportés chez les fruits d'A.unedo: les acides
phénoliques, les flavonols, les dérivés de flavan-3-ols et de galloyle, et les anthocyanes,
I'acide gallique (10,7 mg / g, poids sec) était le principal composé phénolique, suivi par I'acide
protocatéchuique, l'acide gentisique, l'acide p-hydroxybenzoique, l'acide vanillique et —
anisique (Ayaz et al., 2000). Les acides a-linolénique (36,51%), linoléique (21,50%) et
oléique (21,01%) étaient les acides gras insaturés predominants, et I'acide palmitique l'acide
gras saturé le plus important (8,20%) trouvé dans les fruits mdrs de fruits de I'arbousier
récoltés dans le territoire du parc naturel de Montesinho (Tras-os-Montes, nord-est du
Portugal) (Pimpéo et al., 2013).La prédominance de ces trois principaux acides a déja été

observée dans les fruits récoltés dans le centre et I'ouest de I'Espagne (Morales et al., 2013).
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= Feuilles

L'arbutine a été signalée comme étant présente dans des extraits de feuilles d'A.unedo
collectés au Monténégro, ainsi que des dérivés de I'nydroquinone (Pavlovi¢ et al., 2009).La
quercitrine, l'isoquercitrine, I'hyperoside et I'acide chlorogénique sont d'autres composés
phénoliques identifiés et quantifiés dans des extraits de feuilles d’A.unedo de Croatie (Males
et al., 2013, 2006).Les auteurs de cette étude ont également signalé que les concentrations de
ces composes ont changé au cours de lI'année. Par exemple, des concentrations plus élevées
d'’hyperoside et de quecitrine ont été observées en janvier, tandis que I'acide chlorogénique

était plus abondant en juin, en juillet et en octobre.

Des extraits de feuilles présentaient des flavanols (catéchines, dimeres de procyanidine et
esters de gallates respectifs), des flavonols (glucosides de myricétine, quercétine, Kampferol),
plusieurs dérivés de galloyle (gallotannins) et ellagiques (ellagitannins). Ces composes étaient
également présents dans des extraits de fruits; cependant, le nombre de composés identifiés
était plus élevé dans les extraits de feuilles que chez les fruits (Mendes et al., 2011).

L'a-tocophérol a également été trouvé dans les feuilles d’A. unedo en provenance de
Turquie, les guantités trouvées dépendant de la saison de collecte. Les feuilles récoltées en

mars avaient la plus forte concentration d'a-tocophérol
= Tiges

Des études realisées sur les tiges d’A. unedo en Algérie ont permis d’identifier a 1’aide
d’une analyse structurale par RMN 1H, RMN 13C, IR et spectres de masse, la présence de (+)
- catéchine, (+) — afzelechine et de (4, 4-dihydroxyphényl) -5,7-dihydroxychroman-3-yl 4-
hydroxybenzoate (Dib et al., 2008).

= Racines

Une étude phytochimique sur les racines d'A.unedo a permis d’identifier deux principaux
composés par spectroscopie RMN: (+) - catéchine et (+) gallate de catéchine (Miguel et al.,
2014), D'autres composés phénoliques ont également éte identifies par GC-MS tels que l'acide
benzoique, l'ester 4- (acétyloxy) -3-méthoxy-, méthylique; 1’acide 4-hydroxyphénylacétique;
L'acide caféique; acide gallique; Il'acide protocatechique et le phtalate de bis (2-
éthylhexyle)(Dib et al., 2008).
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Chapitre |

Enquéte ethnopharmacologique

|. Introduction

La phytothérapie est une alternative ou un traitement paralléle dans de nombreuses
maladies aigués et chroniques. Elle suscite un regain d'intérét dans de nombreux pays du
monde, notamment dans les pays du Maghreb. En effet, un grand nombre de plantes sont
utilisées en médecine traditionnelle au Maroc, dont certaines pour le traitement du diabéte
(Eddouks et al., 2005).

L’approche ethnopharmacologique est d’une grande importance dans ce domaine. Elle
permet de recenser les remédes antidiabéetiques et de constituer une base de données de
plantes médicinales afin de conserver un savoir ancestral qui s’appuie essentiellement sur une
tradition orale. De plus, 1’ethnopharmacologie peut conduire a la découverte de nouveaux

médicaments pour le traitement du diabéte (Grover et al., 2002).

La situation géographique du Maroc entre deux mers et un vaste désert traversé par trois
chaines de montagnes, aboutit & une gamme complete de bioclimats méditerranéens. Cette
diversité de bioclimats favorise le développement d'une flore riche et variée. Ainsi, sur les 7
000 espéces végétales répertoriées en Afrique du Nord, 4 200 existent au Maroc, contre 3 500
en Algérie, 2 200 en Tunisie, 2 100 en Egypte, 1 800 en Libye et 1 100 en Mauritanie
(Azzouzi and Zidane, 2015).

En revanche, les données scientifiques concernant le traitement du diabéte en médecine
traditionnelle sont insuffisantes. En effet, trées peu d'informations sont disponibles sur les

plantes médicinales dans le centre du Maroc (Barkaoui et al., 2017; Ouhaddou et al., 2014).

A la lumiére de ces données, nous avons mené une enquéte dans la province de Beni
Mellal pour identifier les plantes médicinales utilisées dans le traitement traditionnel du

diabete sucré.
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Il. Matériel et méthodes

|. Description de la zone d'étude

La province de Beni Mellal est située géographiquement entre le Moyen Atlas et la plaine
de Tadla, elle est ouverte vers la limite par les provinces d'Errachidia a I'Est, de Khenifra au
Nord-Est et Ouarzazate au Sud-Ouest. Sa population est estimée a 550 678 habitants, soit 22
% de la population de la région selon le RGPH 2014.Béni Mellal est une subdivision de la
région de Béni Mellal-Khénifra avec une altitude moyenne de 400 a 700 m et est caractérisée
par un climat continental, avec une précipitation de 300 a 750 mm selon les années. Cette
situation géographique et cette grande quantité de précipitations conférent aux foréts de Beni
Mellal une richesse en biodiversité végeétale, d'ou la présence de nombreuses plantes

médicinales et aromatiques utilisées en médecine traditionnelle par la population rurale et
urbaine.
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Figure 6: Une carte de la province de Beni Mellal
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2. Méthodologie

Une premiere entrevue a été menée avec les informateurs pour leur donner une bréve
explication de I’objectif de 1'étude et de I'importance de l'information qu'ils allaient fournir
afin d'obtenir leur consentement a participer a I'étude. Au total, 400 personnes ont été
intervieweées directement entre Mai 2015 et Avril 2016 a travers des enquétes ethnobotaniques

dans différentes localités, villages et douars, riveraines de la forét de Beni Mellal.

Lors des entretiens, des questionnaires semi-structurés (Annexel), ont été utilisés pour la
documentation des données. Chaque questionnaire était compose de deux parties. La premiére
partie concernait des informations démographiques telles que le sexe, I'age, I'éducation, la
source d’information, I'expérience des participants tandis que la deuxiéme partie comportait
des questions informatives sur les noms locaux de plantes, l'identification, le mode de
préparation (décoction, macération, infusion,...), la partie végétale utilisée (tiges, racines,
feuilles, graines, partie aérienne,...), le mode d’administration, disponibilit¢é des plantes,
recette a base de plantes et utilisation de la dose. Le temps passé sur chaque interview était
d'environ deux heures, et les noms des plantes ont été enregistrés par l'arabe marocain

lorsqu'ils ont été mentionnés.

3. ldentification taxonomigque et authentification des données

Au début, Une liste des noms vernaculaires des plantes médicinales utilisées par cette
population a été créée. L'identification taxonomique des plantes et la détermination définitive
de leurs noms botaniques, leurs noms en francais et en anglais ont été effectuées ; on se
référant a des documents : la flore pratique du Maroc (Fennane et al., 1999) et selon la liste
des plantes, (http://www.theplantlist.org). Les noms de familles des plantes ont été classés par

ordre alphabétique sous la base de systeme APGIII (Groupe Phylogénie angiospermes) (APG
I11, 2009), et les spécimens de plantes collectés lors de I'enquéte sur le terrain ont été pressés,
conservés, montés sur des feuilles d'herbier et ont été déposés a 1’herbier du département de
botanique de I’Institut Scientifigue de Rabat / Maroc, Pour authentifier les plantes
antidiabétiques rapportées, nous avons comparé nos données documentées avec des études
ethnobotaniques et pharmacologiques sur le diabéte, publiées précédemment dans le monde

entier.
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4, Analyse des données

4.| Fréquence Relative de la Citation (FRC)

L'importance locale de chaque espece végeétale a été calculée en fonction de la fréquence
relative de la citation (Yetein et al., 2013) . La FRC a été calculée comme suit : le nombre
d'informateurs, qui ont mentionné I'utilisation de I'espéce (Fc), divisé par le nombre total
d'informateurs (N). RFC=Fc/N
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ll. Résultats

| Données sociodémographiques des informateurs

La présente etude a enr6lé 400 informateurs, y compris des guérisseurs traditionnels, des
herboristes et des villageois compétents représentés par 210 femmes (52,5%) et 190 hommes
(47,5%) ont été interviewés. Leur age moyen était de 56 ans avec un minimum de 20 ans et un
maximum de 92 ans. La majorité des personnes interrogées appartient a la zone rurale (92%)
et 61,75% sont analphabétes. En ce qui concerne l'origine de leurs connaissances, la majorité
d'entre eux (67,75%) ont éte initiés a la pratique de la médecine traditionnelle dans la famille,

cependant les autres ont été initiés par ailleurs (tableau 1).

Tableau 1: Données sociodémographique des informateurs

Ci:?ﬁiﬁ:;s;fg;es Nombre d'informateurs | Fréquence (%)
<30 19 4,75
130-50] 190 475
150-70] 181 45,25
]70-90] 9 2,25
>90 1 0,25
Total 400 100
Sexe
Masculin 190 47,5
Féminin 210 52,5
Total 400 100
Scolarisation

Analphabéte 247 61,75
Primaire 102 255
Secondaire 43 10,75
Université 8 2

Total 400 100

Source de l'information

Héritage familial exclusif 271 67,75
Révélation divine 62 15,5
Initiation traditionnelle 51 12,75
Autres 16 4

Total 400 100
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2. Flore médicinale

2.|. Plantes médicinales utilisées dans le traitement du diab@te sucré

Au total 45 especes veégétales ont été répertoriées au cours de la présente étude. Les
especes les plus couramment utilisées pour traiter le diabéte étaient : Olea europaea avec le
FRC le plus éleveé (24,25%), suivi de Salvia officinalis, Allium sativum et Trigonella foenum-
graecum avec des valeurs de RFC de 23%, 22,5% et 20,5%, respectivement. Les images des

plantes ayant les valeurs RFC les plus élevées illustrées a la figure 7.

Figure 7: Espéces les plus utilisées pour traiter le diabéte

(A) Olea europaea ;(B) Trigonella foenum-graecum ; C) Salvia officinalis; (D) Allium sativum
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Les plantes ont été regroupées en 25 familles ; ce recensement donnait également les
différentes voies d'administration, le mode de préparation et les parties utilisées de la plante
en médecine telles que présentées dans le tableau 2. Les familles les plus représentées
comprenant Fabaceae (6 espéces), Apiaceae (5 especes), Lamiaceae (4 especes), Asteraceae et
Myrtaceae (3 espéces), suivies des Amaryllidaceae, Brassicaceae, Cucubitaceae, Poaceae (2
espéces pour chacune). Toutes les autres familles étaient représentées par une seule espece

comme indiqué dans la figure 8.

I £ l‘ Y’ p rd l‘
Nombre d'especes végetales
(%]

Amaranthaceae
Amaryllidaceae
Apiaceae
Apocynaceae
Asteraceae
Brassicaceae
Cactaceae
Cucurbitaceae
Cupressaceae
Ericaceae
Ephedraceae
Euphorhiaceae
Fabaceae
Lamiaceae
Moraceae
Myrtaceae
Oleaceae
Papaveraceae
Pedaliaceae
Poaceae
Ranunculaceae
Rhamnaceae
Rosaceae
Theaceae
Urticaceae

familles de plantes

Figure 8: Répartition des espéces végétales au sein des familles
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Tableau 2: Les plantes et leurs modes d’emploi dans le traitement du diabéte

Famille Espécesvégétales Nom Partie utilisée Préparation Administration | FRC
vernaculaire (%)
Amaranthaceae | Chenopodium ambrosioides | Mkhinza Feuilles Macération Orale 7,5
L.
Amaryllidaceae | Allium sativum L. Touma Bulbe Cru Orale 22,5
Allium cepa L. Al’Bassla Bulbe Cru Orale 17,5
Apiaceae Carum carvi L. Lkarwya Graines Décoction, Orale 8,5
Macération,
Infusion, poudre
Foeniculum vulgare Mill. Nafaa Graines Décoction Orale 5,25
Pastinaca sativa L. LeftLmahfour Racines Cru Orale 2,75
Pimpinella anisum L. HabbatHlawa Graines Décoction Orale 3,25
Petroselinum sativum Maéadnous Tige, Feuilles Décoction Orale 2,25
Apocynaceae Nerium oleander L. Defla Feuilles Fumigation Inhalation 6,25
Asteraceae Artemisia herba alba Asso. Chih Tige, Feuilles, Décoction, Orale 6
Racines Infusion
Matricaria chamomilla. Babounj Fleurs Infusion Orale 2,25
Artemisia absinthium L. Chiba Feuilles, Tige, Décoction, Orale 5
Fleurs Infusion
Brassicaceae Raphanus sativus L. Lfjel Racines Cru Orale 2,25
Lepidium sativum L. Habbrchad Graines Infusion Orale 3,5
Cactaceae Opuntia ficus indica (L.) Lhndia Tige, Fleurs Décoction, Orale 3
Mill. poudre
Cucurbitaceae | Cucumis sativus L. Lkhiar Fruits Cru Orale 3
Cucurbita pepo L. L’kraa Graines Décoction, Orale 2,5
Poudre
Cupressaceae Tetraclinis articulata Benth | Al’Araér Feuilles Macération Orale 7,5
Ericaceae Arbutus unedo L. Sasnou Feuilles, Racines | Décoction Orale 1,25
Ephedraceae Ephedra altissima Desf. Argan Tige, Feuilleset Décoction Orale 11,25
Partie aérienne
Euphorbiaceae | Euphorbia resinifera Ssekoum Feuilles Décoction Orale 5,75
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Ceratonia siliqua L. Lkharoub Feuilles, Graines | Décoction, Orale 3,5
poudre
Fabaceae Glycine max (L.) Merr. Soja Graines Macération, Cru | Orale 6,25
Trigonella foenum -graecum | Lhelba Graines Décoction, Orale 20,5
L. poudre
Lupinus albus L. Termes Graines Poudre Orale 55
Cicerarietanum L. Homous Graines Poudre Orale 2,75
Medicago sativa Fessa Graines Poudre Orale 2,75
Lamiaceae Ajuga iva (L )Schreb. Chendgoura Tige, Feuilles Poudre Orale 6
Marrubium vulgare L. Mriwt Feuilles Décoction Orale 6
Salvia officinalis L. Salmia Feuilles Décoction, Orale 23
Infusion
Calamintha officinalis Manta Feuilles Tige, Décoction, Orale 3
Moench Fleurs Infusion
Moraceae Ficus carica L. Lkarmous/Chriha | Feuilles Macération Orale 13,5
Eucalyptus globulus Labill Al’ Kalitouss Feuilles, Fruits Décoction Orale 2,5
(sp.)
Myrtaceae Eugenia caryophyllata Qronfel Feuilles, Fleurs Décoction, Orale 5
poudre,
Myrtus communis L Arraihan Feuilles, Fruits Décoction, Orale 1,5
Infiicion
Oleaeae Olea europeae L. Zaytoun Feuilles Décoction Orale 24,25
Papaveraceae Papaver rhoeas L. Belaaman Graines Poudre Orale 3
Pedaliaceae Sesamum indicum L. Ajenjlane Graines Infusion, poudre | Orale 3
Poaceae Phalaris canariensis Zwan Fruits Décoction, Orale 3,75
Infusion, poudre
Zea mays L. LahyatAdra Fleurs Décoction, Orale 5
Infusion
Renonculaceae | Nigella sativa L. Sanqj Graines Poudre Orale 3
Rhamnaceae Ziziphus lotus (L.) Nbeg Feuilles Décoction, Orale 2,5
poudre
Rosaceae Prunus amygdalus Louzmarr Graines Raw Orale 3,75
Theaceae Camellia sinensis(L.) Attay Feuilles Infusion Orale 3
Urticaceae Urtica dioica L. Lhriga Tige, Feuilles Décoction Orale 3
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3. Partie de plantes utilisées, modes de préparation et d'administration

Les données obtenues ont révélé que les feuilles étaient la partie la plus utilisée (36%),

suivies des graines (26%), des tiges (15%), des fleurs (10%), des fruits et des racines (7%

chacune) (figure 9). Notre enquéte a montré que la décoction était le principal mode de

préparation des plantes médicinales (37%) suivie de la poudre (22%), I’infusion (18%), la

forme brute (12%), la macération (9%) et de 1’inhalation (1%) (figure10). La voie orale a été

utilisée dans 98% des cas (figure 11).

Fréquence
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Figure 10 : Fréquence des différentes parties

utilisées dans le traitement du diabéte

Figure 9:

Formes galéniques des recettes
antidiabétiques
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Figure 11: Mode d’administration
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IV. Discussion

Le but de cette étude était d'identifier les plantes utilisées dans le traitement du diabéte
dans la province de Beni Mellal, ce qui a démontré que cette région est tres riche en médecine
traditionnelle, phytothérapie populaire et patrimoine botanique. Cette richesse se reflete dans
les connaissances des informateurs qui ont démontré une large culture concernant I'utilisation
des plantes médicinales, en particulier les herboristes. Les résultats sociodémographiques ont
montré que I'dge de tous les participants était compris entre 20 et 92 ans, le groupe le plus
représenté étant celui des 30 a 50 ans (47,5%). De méme, les résultats obtenus montrent que
les femmes utilisent Iégerement plus les plantes médicinales que les hommes. Ces résultats
confirment ceux d'autres études ethnobotaniques réalisés a 1’échelle nationale (Barkaoui et al.,
2017; Eddouks et al., 2002; Hmamouchi, 2001; Salhi. et al., 2010; Ziyyat et al., 1997). Cela
pourrait étre di a ce que les femmes se chargent du séchage, du stockage et de la préparation

des recettes pour les soins des membres de la famille.

Dans cette étude, les entretiens ont montré que les personnes agées étaient
particulierement compétentes et possédaient une plus grande connaissance des plantes que les
jeunes; des résultats similaires ont été observés dans d'autres études (Begossi et al., 2002;
Ishola et al., 2014). Néanmoins, cette découverte n’excluait pas d’autres groupes d’age
possédant des connaissances précieuses sur les plantes médicinales. En fait, les personnes
agées sont supposees fournir des informations plus fiables, car elles détiennent davantage de
connaissances ancestrales transmises oralement. La transmission de ces connaissances est

actuellement a risque car elle n'est pas toujours assurée (Anyinam, 1995).

Dans cette étude, les femmes étaient plus représentées parmi les répondants (52,5%) et
les hommes a 47,5%. Ces résultats concordent avec ceux d'une enquéte menée antérieurement
dans les régions de Chtouka Ait Baha et Tiznit au Maroc (Barkaoui et al., 2017) . Cette étude
a été menée dans les parties occidentales du Maroc, tandis que 1’étude en cours a été menée
dans les régions centrales du Maroc, qui se distinguent par leurs emplacements géographiques
et leurs zones climatiques. Ces différences étaient évidemment affectées par les plantes
utilisées pour le traitement du diabéte. Par conséquent, les plantes les plus utilisées dans la
présente enquéte étaient Olea europaea, Trigonella foenum-graecum et Salvia officinalis,
tandis qu'Allium sativum, Salvia officinalis, Marrubium vulgare et Lavandula dentata étaient

les plantes les plus citées pour le traitement du diabete dans 1’étude de Barkaoui et al., (2017).
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Les résultats de la présente étude ont montré que 61,75% des informateurs sont des
personnes analphabétes et que leur &ge était supérieur a quarante ans. Ces résultats sont en
accord avec d'autres études ethnobotaniques menées au Maroc (Eddouks et al., 2002) et au
Bangladesh (Kadir et al., 2015). L'utilisation des plantes médicinales dans le traitement du
diabete sucré est plus célebre chez les analphabetes (Rahmatullah et al., 2012). Ces résultats
sont corroborés par d'autres études, qui ont montré que les personnes présentant un niveau de
scolarité inférieur ont plus d'expertise dans les usages de la médecine traditionnelle (Pan et al.,
2013). D'autre part, les résultats de cette enquéte indiquent la prédominance de certaines
familles de plantes telles que Fabaceae et Apiaceae. La prédominance de ces familles a déja
été observée dans un autre pays africain (Karou et al.,2011), alors que d’autre étude ont

montré le contraire dans une autre région du Maroc (Barkaoui et al., 2017).

De plus, les especes les plus couramment utilisées pour traiter le diabéete étaient : Olea
europaea avec le FRC le plus élevé (24,25%), suivie de Salvia officinalis, Allium sativum et
Trigonella foenum-graecum avec des valeurs de FRC de 23%, 22,5% et 20,5%,
respectivement. L'activité antidiabétique de ces plantes a également été prouvee
expérimentalement a l'aide d'études in vivo et / ou in vitro (Chang and Johnson, 1980; Eidi et
al., 2007; Jemai et al., 2009; Lima et al., 2005; Zupko et al., 2001).

Les plantes utilisées principalement dans le cadre de cette étude sont les mémes que celles
mentionnées précédemment au Maroc (Hachi et al., 2015; Orch et al., 2015) , au Kenya
(Keter and Mutiso, 2012), au Togo (Kpodar et al., 2015) et au Pakistan (Yaseen et al., 2015).
L'utilisation de feuilles pour traiter les maladies pourrait étre attribuée a sa disponibilité, sa
facilité de la récolte et sa richesse en substance thérapeutique (Fézan et al., 2008). Le mode de
préparation des extraits médicinaux varie selon les groupes socioculturels. La décoction était
le principal mode de préparation des plantes médicinales (37%) suivi de la préparation en
poudre (22%), de I’infusion (18%), de la forme brute (12%), de la macération (9%) et de
I'inhalation (1%). Cette découverte est en accord avec d'autres études ethnobotaniques (Fah et
al., 2013), qui indiquent que les recettes sont essentiellement préparées par décoction et
qu'environ 89,23% des préparations a base de plantes étaient sous forme liquide et que I'eau
était utilisée comme solvant. Il a été observé que l'eau était le solvant de choix dans la
préparation des plantes médicinales car elle est abondante et facile d'accés. La grande majorité
des remedes ont été pris par voie orale (98%), des résultats similaires ont été obtenus dans

d'autres études (Benarba et al., 2015; Semenya et al., 2012).
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V. Conclusion

Le présent travail nous a permis d’inventorier 45 especes végétales utilisées en medecine
traditionnelle dans le traitement du diabete, dans la Province de Beni Mellal. La fréquence
d’utilisation des plantes médicinales est trés liee au profil des interviewés ; les plus jeunes
méconnaissent en général ce savoir-faire. Les femmes et les hommes ont un savoir médicinal
partagé, avec une légére différence au profit des premiéres en termes d’utilisation des plantes
médicinales.

Les plantes médicinales les plus utilisées dans la région étudiée appartiennent a 25
familles dont les plus répondues sont les Fabaceae, les Apiaceae et les Lamiaceae. En
médecine traditionnelle, les feuilles représentent majoritairement les parties de la plante
utilisées. La décoction est la forme galénique la plus pratiquée par la population locale dont la
voie orale constitue la voie d’administration la plus utilisée.

Cette étude nous a permis d’apprécier et de connaitre les pratiques de médecine
traditionnelle dans le traitement du diabéte, transmises par la population de la Province de
Beni Mellal.

A la lumiére des résultats de cette enquéte, et en se basant sur une recherche
bibliographique approfondie sur les espéces qui ont été peu ou pas étudiées auparavant, nous
avons sélectionné la plante d’Arbutus unedo pour valider expérimentalement son utilisation

comme reméde dans le traitement du diabéte.
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Chapitre 2

Etude phytochimique

|. Introduction

Les vertus thérapeutiques des plantes médicinales sont connues depuis 1’antiquité. Ainsi,
I'intérét pour I'étude scientifique de leur puissance n'a fait qu'augmenter ces dernieres années.
En fait, des études antérieures ont démontré différentes activités biologiques de plantes,
notamment celles antifongiques, antibactériennes, antioxydantes et insecticides. Ce pouvoir
thérapeutique est di principalement aux composés hautement actifs pouvant contribuer a

réduire le risque de certaines pathologies (Mathieu et al., 2008).

Pour mieux connaitre les effets possibles des plantes, il préférable de se référer a la mere
nature en étudiant plusieurs facteurs tels que, la partie utilisée de la plante, la saison de

récolte, la préparation, 1’usage traditionnel, la durée de traitement, etc (Mathieu et al., 2008).

L’étude de la phytochimie fait 1’objet d’intenses investigations pour aider a déterminer
les constituants chimiques présents dans les plantes médicinales. Pour mener a bien ces
investigations, divers organes des plantes (feuilles, écorces, racines, fruits,) sont cueillis dans
leur habitat naturel afin de déterminer leur taux de toxicité et analyser leurs éventuels effets
pharmacologiques. Un des outils indispensables est la connaissance du screening

phytochimique.

Les techniques générales de screening phytochimique peuvent étre d'un grand secours.
Ces techniques permettent de détecter la présence des groupes de familles chimiques dans une
plante donnée, par contre, il ne permet pas d’identifier ou déterminer la structure chimique

des composés présents.

Méme si les antioxydants de synthése sont efficaces, leur utilisation est associée a des
effets indésirables graves sur la santé (Williams, 1994); par conséquent, I'utilisation d'extraits
de plantes médicinales en tant que source potentielle d'antioxydants avec des effets

secondaires limités ou nuls est une autre maniére importante d'opérer.
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Il. Matériel et méthodes

. Recolte

Les racines et les feuilles d'A.unedo ont été recueillies dans la région de Beni Mellal au
Maroc (32 © 2022 "N 6 ; © 21'39" W, a 620 m d‘altitude, 493 mm de précipitations annuelles
moyennes. L’espéce A. unedo a été identifiee par le Dr. Jamal El Oualidi, département
botanique et écologique végétal de I'Institut Scientifigue de Rabat. La cueillette des

échantillons a été faite en mois de Mai 2015 et 2016.

Apreés récolte, le matériel végétal (racine, feuille) a été séché a I’air libre et a 1’abri de la

lumiere et de la chaleur. Ensuite, ils ont été broyés afin de procéder a 1’extraction.
2. Préparation des extraits aqueux lyophilisés

e 50 g du matériel végétal a été mélangée a 500 mL d'eau distillée (10% p / v) et
soumise a une décoction a reflux pendant 30 min
e Laisser le mélange refroidir ;
o Filtrer le mélange et récupérer le filtrat.
e Evaporés sous vide et a une température de 60 °C, a 1’aide d’un évaporateur rotatif.
e Les résidus sont ensuite mis dans des bouteilles, et congelés a -80°C et enfin
lyophiliseés.

3. Calcul de rendement

Le rendement désigne la masse de I’extrait obtenu, il est exprimé en pourcentage par
rapport a la masse initiale de la plante soumise a I’extraction. Nous avons déterminé les

rendements de notre plante en extrait sec par le calcul du rapport suivant :

Rdt (%) = (P1- P2/ P3) x 100

P1 : poids de la bouteille aprés lyophilisation ;
P2 : poids de la bouteille vide ;

P3 : poids de la matiére végétale de départ (509).
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4. Screenning phytochimique

Les extraits de racines et de feuilles d'A.unedo ont été examinés pour leur composition
chimique qualitative, en utilisant des méthodes standard (Danielle and Odile, 2007; Macheix
et al., 2005) pour l'identification des groupes suivants: les flavonoides, les tanins, les

alcaloides, les quinones libres, les anthraquinones, les terpénoides et les saponosides.
a. Lestanins

Afin de caractériser les tanins, 1,5 g de matériel végétal sec en poudre, ont été placés dans
10 mL de méthanol 90 % avec agitation pendant 15 min, ’extrait a été filtré et mis dans un
tube. L’ajout de FeClz 1% permet de détecter la présence ou non des tanins. La couleur vire
au bleu noir en présence de tanins galliques et au brun verdatre en présence de tanins

catéchiques.
b. Flavonoides

Pour caractériser les flavonoides, 0,5 g de la matiere végétale a été placé dans 10 mL
d’eau distillée pendant 10 min, apres agitation 1’extrait a été filtré et mis dans un tube, puis, 5
mL d’une solution d’ammoniac diluée sont ajoutés, ensuite, 1 mL d’acide sulfurique est

additionné, I’apparition d’une couleur jaune indique la présence des flavonoides.
c. Térpénoides

Afin de caractériser les terpénoides, 0,8 g de la matiére végétale a été placé dans 10 mL
de méthanol, aprés agitation et filtration, 5 de I’extrait obtenu ont ont placés dans un tube et
mélangés avec 2 mL de chloroforme, puis, 3 mL de I’acide sulfurique sont additionnés. La

présence de terpénoides est confirmée par I’apparition d’une couleur brune rougeétre.
d. Quinones libres

Pour la recherche des quinones libres, 1 g de matériel végétal, a été placé dans un tube en
présence de 15 a 30 mL d’éther de pétrole. Aprés agitation et un repos de 24 heures, I’extrait a
été filtré et concentré au rotavapeur. La présence de quinones libres est confirmée par 1’ajout
de quelques gouttes de NaOH (0.1 M), lorsque la phase aqueuse vire au jaune, rouge ou

violet.
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e. Anthragquinones

Dans un tube a essai, nous avons introduit 1g de poudre végétale et 10 mL de CH3Cl.
Nous avons procédé a un chauffage au bain marie pendant 15min, puis nous avons filtré et

complété le volume a 10 mL avec du chloroforme.

A D’extrait chloroformiques de matériel vegeétal, a été ajouté 1 mL du KOH aqueux 10%
(v/v), aprés agitation, la présence des anthraquinones est confirmée par un virage de la phase

aqueuse au rouge.
f.  Anthocyanes

La mise en évidence d’anthocyane repose sur 1’apparition d’une coloration bleu-violacée

en milieu alcalin et rouge en milieu acide.

On porte a une ébullition 1 g de poudre dans 10 mL I’eau distillé (Infusé), aprés
refroidissement en filtre). On ajoute quelques gouttes d’acide sulfurique dilué (2N), apres une
premiére observation, on ajoute 5 mL d’ammoniaque NH4OH. On reléve la variation du
filtrat. Si la coloration rouge par acidification puis vire au bleu-violacée en milieu basique, il

y a présence d’anthocyane.
g. Saponines

Le principe consiste a déterminer 1’indice de mousse persistante pendant une période de
15min d’une décoction aqueuse de 2%. Aprés refroidissement et filtration, on a réajusté le

volume a 100 mL.

Dans une serie de 10 tubes a essai numérotés de 1 a 10, introduire successivement 1, 2, 3,
10 mL de décocté. Ajuster le volume de chaque tube a 10 mL avec de I’eau distillé. Chaque
tube est agité horizontalement pendant 15 secondes puis laissé reposer pendant 15min. on
releve ensuite la hauteur de la mousse persistante en cm. Si celle-ci est inférieur a 1cm dans
tous les tubes, I’indice est moins de 100. La dilution dans le tube ou la hauteur de la mousse

est égale a lcm représente ’indice recherché.

Si elle est proche de 1cm dans le Xéme tube, on calcule 1’indice de mousse par la

formule suivante :

I= hauteur de mousse (en cm) dans le Xeme tube *10/ 0,0X (X=1, 2, 3..., 10)

La présence de saponines dans la plante est confirmée avec un indice supérieur a 100.
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h. Alcaloides

Deux grammes du matériel sec et broyé ont été ajoutés a 10 mL de H2SO4 (1%), apres le
résidu formé est soumis a une macération de 4 minutes suivie d’une filtration. La formation
d’un précipité jaune apres 1’ajout de quelques gouttes du réactif de Mayer (mercuritétraiodure

de potassium), témoigne la présence d’alcaloides.

Si ce test de base est positif, la confirmation de ce résultat se fait en milieu basique par
I’ajout de ’ammoniaque a 25% puis du chloroforme ensuite la filtration. La pulvérisation du
réactif de Dragendorff donne sur une bande CCM contenant quelques gouttes du filtrat une

coloration rouge brique qui confirme la présence des alcaloides.

9. Dosage phytochimique
2.1 Dosage des polyphénoles totaux

Les composeés phénoliques ou les polyphénols sont des métabolites secondaires présents
chez toutes les plantes vasculaires (Mberdoum, 2015). Ils constituent un des groupes le plus
nombreux et largement distribué des substances dans le royaume des végétaux avec plus de
8000 structures phénoliques présents dans tous les organes de la plante (Lugasi et al.,
2003).1Is sont synthétisés, par des plantes au cours de leur développement normal, en réponse
a des infections, des blessures, des rayons ultra-violet (UV) et des insectes. Ces composés
phytochimiques provenant de la phénylalanine et la tyrosine sont ubiquitaires dans les plantes
et sont trés diversifiées (Naczk and Shahidi, 2004).

e Principe

Les teneurs en polyphénols totaux des différents extraits sont déterminées selon la
méthode de Folin-Ciocalteu décrite par (Lister and Wilson, 2001). C’est I’'une des méthodes
les plus anciennes concue pour déterminer la teneur en polyphénols, des plantes médicinales
et les nourritures (Abdel-Hameed, 2009).

Le réactif de Folin Ciocalteu est un acide de couleur jaune constitué par un mélange

d'acide phosphotungstique (H3PW12040) et d'acide phosphomolybdique (HsPM012040).

Ce réactif est réduit par I’oxydation provoquée par les composés phénoliques, donnant un
mélange de bleus de tungstene WgO-3 et de molybdene MogOz de couleur bleu. L’intensité de
cette coloration est directement proportionnelle aux taux des composés phenoliques oxydés
(Boizot and Charpentier, 2006).
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e Mode opératoire

Brievement, 0,5 mL de chaque extrait (Img/ml) est ajouté a 2,5 mL du réactif de Folin-
Ciocalteu (10 fois dilué dans 1’eau). Ensuite, 4 mL de carbonate de sodium Na2CO3 (7,5 %,
m/v) sont ajoutés afin de favoriser un milieu alcalin pour démarrer la réaction
d'oxydoréduction. Le mélange est ensuite incubé au bain marie a 45 °C pendant 30 minutes.
L’intensité¢ de la coloration bleue produite a été mesurée a 1’aide d’un spectrophotometre

(JENWAY 6305) a la longueur d’onde 765 nm.

La quantification des polyphénols totaux a été faite en fonction d'une courbe d'étalonnage
réalisée par un standard étalon (’acide gallique) a différentes concentration (0.487, 0.975,
1.95, 3.9, 7.81, 15.625, 31.25 pg/mL) dans les mémes conditions que les extraits et les
résultats sont exprimés en milligramme d’équivalent d’acide gallique par 1 gramme d’extrait
(mg EAG / 1 g Ex), utilisant I’équation de la régression linéaire de la courbe d’étalonnage de

lacide gallique : Y=0,0104x + 0,0204 ; R?= 0,998.
3.2 Dosage des flavonoides

Le terme flavonoide désigne une tres large gamme de composeés naturels appartenant a la
famille des polyphénols, ils sont considérés comme des pigments quasiment universels des
végétaux, souvent responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des feuilles. A
I’état naturel les flavonoides se trouvent le plus souvent sous forme d’hétérosides. Et du point
de vue structurale, les flavonoides se répartissent en plusieurs classes de molécules, en effet
plus de 6400 structures ont été identifiées (Narayana et al., 2001).

e Principe

Le dosage des flavonoides est effectué selon la méthode décrite par Dewanto et al.,
(2002), avec le reéactif de trichlorure d'aluminium (AICIs) et la soude (NaOH). Le trichlorure
d'aluminium forme un complexe jaune avec les flavonoides et la soude forme un complexe de

couleur rose qui absorbe dans le visible a 510 nm.

e Mode opératoire

1 mL d'échantillon dissous a été placé dans une fiole jaugée de 10 mL. De I'eau distillée a
été ajoutée pour que le volume atteigne 7,4 ml, puis 0,3 ml de NaNO: (5%) a été ajoute. 0,3
mL d'AICIz (10% m/ v) a été ajouté 5 minutes plus tard. Au bout de 6 minutes, 2 mL de

NaOH 1M ont été ajoutés et la solution a été bien mélangée et laissée au repos pendant 30
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minutes. Les absorbances ont ét¢ mesurées immédiatement a une longueur d’onde égale a 510

nm.

Les teneurs en flavonoides totaux dans chaque extrait sont calculées en se référant a
I’équation de régression de la gamme d’étalonnage, établie avec le standard étalon la Rutine a
différentes concentrations (50, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400 pg/mL) et dans les mémes
conditions et les mémes étapes du dosage : Y=0.001x+0.056 R?=0,9550. R= 0,9550

Elles sont exprimées en milligrammes d’équivalents de Rutine par gramme d’extrait (mg

ER / g de Iextrait).

9.3 Dosage des tanins

Les tannins sont des substances végétales de la famille des polyphénols, le plus souvent
hydrosolubles, d’origine végétale et qui posseédent la capacité de précipiter les protéines,
alcaloides et polysaccharides, a partir de leur solution aqueuse. Ces métabolites
secondaires sont utilisés par les plantes supérieures (arbres, plantes a fleur, etc) comme
moyen de défense chimique contre les microbes pathogenes et les herbivores. Leurs structures
chimiques sont en effet variées et rassemblées en famille en fonction d’activités communes

(Khanbabaee and van Ree, 2001).

e Principe
L’évaluation quantitative des tanins condensés dans nos extraits est réalisée selon la

méthode citée par (Julkunen-Tiitto, 1985) .

Le principe de ce dosage est basé sur la fixation du groupement aldéhydique de
vanilline sur le carbone 6 du cycle A de la catéchine pour former un complexe chromophore
rouge qui absorbe a 500 nm (Schofield et al., 2001).

¢ Mode opératoire

50ul de chaque des extraits (1 mg/mL), a été mélangé avec 1,5 mL de la vanilline 4%,
suivis de 750 ul de I’acide chlorhydrique HCI concentré ont été ajoutes. Apres que la solution
est bien mélangée et laissé pendant 20 min dans 1’obscurité a une température ambiante. Les

absorbances ont été mesurées a 500 nm.

Les teneurs en tanins catéchiques sont calculées a partir de 1’équation de la régression
linaire de la courbe d’étalonnage établie avec la catéchine a des concentrations de (50, 100,
200, 300, 400, 500, 600, 800, 1000 pg/mL) :
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Y=0,0006123x-0,002053 ; R?=0,9722

Exprimées en milligramme d’équivalents de la catéchine par gramme d’extrait (mg EC/g

de I’extrait).
9.4 Dosage des sels minéraux

La composition minérale (Ca, Mg, Mn, Fe, Zn, K, Na et P) a été déterminée a l'aide d'une
spectroscopie d'émission atomique a plasma a couplage inductif (ICP AES, JobinYvonUItima
2) comme décrit précédemment (Marmouzi. et al., 2015). Brievement, 150 mg de poudre de
racines et de feuilles ont été mélangés avec 2 mL d'acide nitriqgue HNO3z (70%) dans un bécher
en téflon avant d'étre incinéré a 110 °C. Ensuite, on a ajouté 0,5 mL d'acide fluorhydrique et
on a placé le bécher couvert sur un bain de sable. Le mélange d'échantillon a été chauffé
jusgu'a obtention d'une solution limpide. Apres avoir retiré le couvercle, le mélange a été
évapore jusqu'a sechage. Enfin, on a ajouté 2 mL d'acide chlorhydrique (HCI) et on a extrait le
résidu par 25 mL de HCI (2,0 M).

B. Etude de I'activité antioxydante : Piégeage du radical libre DPPH

De nombreuses méthodes sont utilisées pour 1’évaluation de I’activité antioxydante des
extraits de plantes. La plupart de ces méthodes sont basées sur la coloration ou décoloration
d’un réactif dans le milieu réactionnel. Pour étudier 1’activité anti-radicalaire de 1’extrait
aqueux d’Arbutus unedo, nous avons utilisé le test au DPPH (2,2 —diphényl-1-
picrylhydrazyle). Sous sa forme radicalaire de couleur violette, le DPPH absorbe la lumiére
visible a 517 nm. Aprés sa réduction en 2,2 —diphényl-1-picrylhydrazine par des antioxydants
ou des espéces radicalaires (figure 12), son absorbance diminue et sa couleur change vers le
jaune. La mesure de la diminution de 1’absorbance du DPPH permet donc de déterminer le

pouvoir anti-radicalaire des substances testées.

DPPH® (Radical libre) DPPHH (non radical)
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Figure 12 : Réduction par des antioxydants de DPPH en DPPHH

6.1 Test au DPPH

e Principe

L’effet antiradicalaire de différents extraits d’A.unedo vis-a-vis du radical DPPH® est

basé sur la méthode décrit par (Huang et al., 2011).

Cette méthode est basée sur la mesure de la capacité des antioxydants a piéger le radical
DPPH° (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil). Ce dernier de couleur violette se réduit en 2.2
diphényl-1-picryl hydrazine de couleur jaune en acceptant un atome d’hydrogene.

e Mode opératoire

Dans des tubes, 2,5 mL de différentes concentrations de chaque extrait aqueux ont été
introduit et 0.5 mL de solution méthanolique de DPPH (0.2 mM DPPH, dissous dans le
méthanol) fraichement préparée ont été ajoutés. Le mélange est vigoureusement agité au
vortex, les mélanges ont été placés a 1I’obscurité a température ambiante pendant 30 minutes.
Apreés I’agitation au vortex, la lecture du changement de couleur a été effectuée par la mesure
de I’absorbance a la longueur d’onde 517nm.

L’activité antioxydante de nos extraits est exprimée en ICso, ce parameétre est défini
comme étant la concentration de I’antioxydant qui cause la perte de 50% de l'activité de
DPPH.

Les valeurs d’IC50 moyennes ont été calculées par les régressions linéaires des trois
essais séparés ou l'abscisse est représentée par la concentration des composés testés et
I'ordonnée par le pourcentage de réduction (PR) du radical DPPH, qui est calculé par la

formule suivante :

I % = [(ADs control négatit— ADS Echantillon) /ADS Control négatif] X 100

Ou:
| % : Pourcentage de I’activité anti-radicalaire ;
ADS Echantition : Absorbance de I'échantillon ;

ADS control negatif : Absorbance du control négatif (solution de DPPH seulement).

Le controle négatif est composé de la solution de DPPH dans le méthanol seul, et le

contrdle positif est représenté par une solution d’un antioxydant standard le BHT, avec des
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concentrations de 0.48 a 1000 pg/mL. En outre, les valeurs ICso ont été déterminées a 1’aide

du logiciel Graph Pad Prism 5.
lll. Résultats

. Rendement d'extraction
Les rendements en extraits aqueux lyophilisés, d’A.unedo, exprimés en pourcentage par

rapport au poids du matériel végétal sec de départ, sont représentés dans le tableau 3.

Tableau 3: Rendement en extrait aqueux sec d'A.unedo

Extrait aqueux Racines Feuilles

Rendement % 39.471 37.854

Nous avons constaté que les racines et les feuilles d’A. unedo ont donné un bon
rendement en extrait sec. L’eau est le solvant le plus utilisé pour une haute récupération de
composés phénoliques.

2. Deépistage phytochimique

Nous avons réalisé les tests phytochimiques sur la matiére végétale seche. Ces tests sont
en relation avec I’intensité du précipité, et la coloration est proportionnelle a la quantité de la
substance recherchée.

Les résultats de 1’analyse phytochimique préliminaire de 1’extrait d'A.unedo conduit a la
mise en évidence de plusieurs métabolites secondaires. Le tableau 4 montre que les tanins, les
flavonoides et les anthraquinones sont présents a fortes concentrations dans les feuilles et les
racines. Tandis que, les quinones libres existent avec concentration modérée. Toutefois, les
terpénoides sont assez présents dans les racines que les feuilles. Avec une absence totale des
alcaloides et des saponines dans les deux extraits.

Tableau 4: Métabolites secondaires d'A.unedo

Racines Feuilles
Tanins catéchiques +++ +++
Anthraquinones +++ +++
Terpénoides +++ +
Flavonoides +++ +++
Quinones libres ++ +
Saponines - -
Alcaloides - -

(-) Absent ; (+) présent ; (++) présent avec une concentration modérée;(+++) présent avec une forte concentration
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3. Dosage des polyphénols totaux

La détermination de la teneur en polyphénols totaux des différents extraits a été réalisée

selon la méthode spéctrophotométrique utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu.

L’analyse quantitative des phénols de I’extrait aqueux d’A.unedo a été déterminée en se
référant a une courbe d’étalonnage dressée a partir d’une gamme de solutions standard d’acide
gallique établie séparément (Annexe 2). La quantité des phénols totaux dans les extraits est
exprimée en milligramme d’équivalents d’acide gallique par 1 gramme d’extrait (mg EAG /

g). Les résultats obtenus sont présentés dans la figure 13.

polyphénols totaux
60

50 -

40

30

mg EAG/g d’extrait

20 -

10 -

Racines Feuilles

Figure 13:Teneurs en polyphénols totaux d'extrait aqueux d'A.unedo

Nous avons constaté que 1’extrait aqueux des racines d’A.unedo présente des teneurs en
polyphénols totaux relativement plus élevée avec une valeur de 47.55 + 0.67 mg EAG/g que
celle donnée par les feuilles 37.30 + 0.19 mg EAG/g d’extrait.
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4, Dosage des flavonoides

Le dosage des flavonoides a été réalisé par la méthode de trichlorure d’aluminium (AICl3)
et I’étalon été la Rutine, en adaptant la méme procédure utilisée pour 1’établissement de la
courbe d’étalonnage (Annexe 2), en remplacant la Rutine par des dilutions des extraits jusqu'a

une concentration appropriée.

La teneur en flavonoides est exprimée en milligramme d'équivalent de Rutine par 1
gramme de ’extrait (mg ER / g de I’extrait). Les résultats obtenus sont présentés dans la

figure 14.

60

flavonoides

50 A

40 -

30 A

mg ER/g d’extrait

20 -

10

Racines Feulles

Figure 14: Teneurs en flavonoides d'extrait aqueux d'A.unedo

Le test révéle que I’extrait aqueux des racines d’A.unedo a une teneur importante en
flavonoides avec une valeur de 49,66 + 2,13 mg ER/g, tandis que celle des feuilles n’est que

de 25.73 + 2.01 mg ER/g d’extrait.
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9. Dosage des tanins catéchiques

Le dosage des tanins a été réalisé selon la méthode spéctrophotométrique de vanilline et
I’étalon été la catéchine. La teneur des tanins est exprimée en milligramme d'équivalent de

lacatéchine par 1 gramme d’extrait (mg EC/g de I’extrait).

Les taux des tanins de 1’extrait aqueux d’A.unedo sont été obtenus a partir de la courbe
d’étalonnage (Annexe 2), en remplagant la catéchine par des dilutions des extraits jusqu'a une

concentration appropriée. Les résultats obtenus sont présentés dans la figure 15.

40 -
Tanins catéchiques

30 -

20 -

15 -

mg EC/g d’extrait

10 -

Racines Feuilles

Figure 15: Teneurs en tanins catéchiques d’extrait aqueux d’A.unedo

La teneur en tanins a été également plus marquante dans les racines de 1’extrait aqueux
d’A.unedo avec une valeur de 33,38 £ 3,34 mg EC /g, face a celle des feuilles enregistrant une

valeur de 24,58 + 0,63 mg EC/g d’extrait.
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6. Composition minérale

Les teneurs en minéraux dans les racines et des feuilles d'A.unedo, exprimées en mg/kg,
sont indiquées dans le tableau 5. Cing macroéléments; (calcium (Ca), potassium (K),
magnésium (Mg), sodium (Na) et phosphore (P)) et trois microéléments ; (cuivre (Cu), fer
(Fe) et zinc (Zn)) ont été analysés. Les feuilles d'A.unedo présentent des teneurs
significativement plus élevées (p <0,05) en Ca (5738,31 + 198,54), P (1819,66 + 48,94), K
(10534,86 + 365,55), Fe (344.78 + 16,44), Mg (1620.13 + 59.78) , et Mn (29.61 + 0.33) en
comparaison avec les racines, tandis que les racines contient des quantités significativement
plus élevées de Na (455.79 + 14.22),d’autre part il n'y a pas de différence statistiquement

significative entre les feuilles et les racines dans le contenu de Zn.

Tableau 5: Composition minérale d'A. unedo en mg / kg

Racines Feuilles

Ca 3454,64 + 82,912 5738,31 + 198,54°
Na 455,79 + 14,22° 137,27 + 2,89°

51,10 +0,79° 1819,66 + 48,94°
K 238,68 + 11,19° 10534,86 + 365,55"
Fe 21,86 + 0,532 344,78 + 16,44
Mg 655,48 + 6,29 1620,13 + 59,78°
Zn 15,66 + 0,75 12,05 # 0,40°
Mn 4,43 + 0,54° 29,61 +0,33°

Les données indiquent (n = 3) + erreur standard.

Une méme lettre est affectée aux valeurs de la méme ligne qui ne présente pas une différence significative (P > 0,05)'
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1. Activité Antioxydante
1.1. Piegeage du radical libre DPPH

Le radical 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyle est un radical libre organique stable avec une
bande d'absorption a 517 nm. Il perd cette absorption lorsqu'il accepte un électron ou une
espéce de radicaux libres, ce qui entraine une décoloration visuellement perceptible du violet

au jaune.

Les résultats de 1’évaluation de I’activité antioxydante des extraits d’A.unedo étudiée par
le test de DPPH sont exprimés par le pourcentage d’inhibition (I %) du radical DPPH par les
extraits et sont représentés graphiquement (I % en fonction de la concentration) et portés par
rapport a ceux obtenus pour le BHT, 1’acide gallique et 1’acide ascorbique pris comme

antioxydants de référence.

Le test de DPPH établie pour les antioxydants de référence (figurel6) a montré que le
pourcentage d’inhibition du radical DPPH été trés ¢€levés pour les 3 produits BHT, acide
gallique et acide ascorbique et supérieur a 90 % a la concentration de 1mg/mL. La
concentration inhibitrice piégeant 50 % du radical DPPH (ICso) a été trouvée de 2,26+ 0,57
png/mL pour I’acide gallique, 2,18+ 0,71 pug/mL pour 1’acide ascorbique et de 3,28+ 0,79
pug/mL pour le BTH.

100 +

>
=

E

0 +—+—+—+——+—+—+—+—+—+—+—+—————t———————
0,48 097 1,95 3,9 7,81 1562531,25 62,5 125 250 500 1000
A—acide gallique

Concentrations en pg/ml ~ =¢=acide ascorbique

Figure 16: Pourcentage d’inhibition du radical DPPH par les antioxydants de référence
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DPPH
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Figure 17: Pourcentage d’inhibition du radical DPPH par I’extrait aqueux d'A.unedo

La figure 17 montre que I’activité antioxydant des extraits exprimée en % d’inhibition du

radical DPPH est concentration-dépendante.

Les effets de piégeage des extraits aqueux d'A.unedo et de l'acide ascorbique sur les
radicaux DPPH exprimés par 1Cso sont illustrés dans le tableau 6.

Les résultats ont montré que les racines ont une activité antioxydante meilleure que celle
des feuilles. Tandis qu’ils ont montré un effet relativement inférieure mais comparable a celui
de I'acide ascorbique (3,12 £ 0,67 ug / mL).

Tableau 6: Valeurs de ICso (ug / mL) d'A. unedo

ICs0 (ng / mL)
Racines 4.52 + 0.69°
Feuilles 7.24 £0.73°
Acide ascorbique 3.12+0.67°

Une méme lettre est affectée aux valeurs de la méme ligne qui ne présente pas une différence significative (P > 0,05).
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IV. Discussion

Le recours au traitement par les plantes ainsi que la recherche des nouvelles substances a
activités biologiques constituent une des plus grandes préoccupations scientifiques. Cela n’est
abordable que par faire d’abord un appel a I’analyse phytochimique qui va permettre

d’identifier les différents groupes chimiques présents dans I’extrait de plantes.

Dans ce chapitre I’analyse phytochimique a permis d’identifier les différents groupes
chimiques présents dans I’extrait aqueux d’A.unedo; les tanins catéchiques, les
anthraquinones, les terpénoides, les flavonoides, et les quinones libre. Nos résultats sont en

accord avec ceux obtenus par (Dib et al., 2010).

Dans notre étude, les teneurs en polyphénols totaux varient considérablement entre les
différentes parties d’extraits étudiées d’A.unedo. Cette répartition inégale des polyphénols
dans les différents organes d’une méme plante a été rapportée par plusieurs auteurs (Andrade
et al., 2009; Mendes et al., 2011; Oliveira et al., 2009). Nos résultats montrent que I’extrait
aqueux des racines possede les teneurs les plus élevées, avec une valeur de 47.55 + 0.67 mg
EAG/g d’extrait a celle des feuilles. Cette valeur est supérieure a celle trouvée par (Fortalezas
et al., 2010), qui a travaillé sur I’arbousier originaire de 1’Espagne signale que I’extrait
chloroformique d’A.unedo donne un taux de composés phénoliques totaux de 16,46 + 3,66 mg
EAG/g d’extrait. Cette différence dans les teneurs peut étre expliquée par les conditions
environnementales, climatiques et période de collecte et aussi par les facteurs génétiques et
les conditions expérimentales, ainsi la polarité du solvant joue un role clé dans I’augmentation

de la solubilité des composés phénolique (Naczk and Shahidi, 2006).

Les résultats du dosage des flavonoides montrent que 1’extrait des racines représente
I’extrait le plus riche avec une valeur de 49.66 + 2.13mg ER/g d'extrait. En comparant nos
résultats avec ceux obtenus par (Doukani and Tabak, 2015; Males et al., 2006), on constate
que les racines d’A.unedo présentent des teneurs en flavonoides largement supérieurs. Ceux-
ci peut étre expliqué par la différence dans les conditions écologiques, telles que le type de
sol, les conditions microclimatiques, position géographique, le site, I’age et le stade végétatif

des plantes et des fruits.
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De méme les résultats du dosage des tanins montrent que I’extrait des racines représente
le taux le plus élevé avec : 33.38 + 3.34mg EC/g d’extrait comparés au résultat obtenus par
(Mahmoudi et al., 2013).

Concernant la teneur en minéraux, des différences intéressantes ont été enregistrées entre
les feuilles et les racines. Ces différences sont probablement liées au profil génétique et
partiellement aux conditions environnementales. La présente étude a révélé que A. unedo est

une bonne source de Ca, Mg, P, Na et K, qui sont trés importants dans la nutrition humaine.

Des travaux antérieurs ont décrit la teneur en minéraux des fruits d'A.unedo (Ozcan and
Haciseferogullan, 2007). Cependant, a notre connaissance, il s'agit d’un premier rapport sur
les teneurs en minéraux des racines et des feuilles d'A.unedo. Les éléments minéraux sont
dotés d'une activité de promotion de la santé intéressante. Par exemple, leur contribution dans
les systémes rénaux et cardiovasculaires (Tobian et al., 1984). Le contenu riche en feuilles et
racines et le complément minéral intéressant peuvent constituer un ajout intéressant au régime

alimentaire et a la thérapie humaine.

Dans notre étude, nous nous sommes concentrés sur l'activité antioxydante de I'extrait
aqueux d’A. unedo. Cette activité des différents extraits a été évaluée par le test au DPPH,
celui-ci est souvent utilisé pour la rapidité des résultats comme il est employé pour le criblage
des molécules douées d'activités antioxydantes présentes dans les extraits des végétaux (Yi et
al.,2008).

Selon les résultats obtenus dans cette étude, il est indiqué clairement que ’extrait aqueux
des racines de la plante testée possédent de forte activité antioxydante ce qui est compatibles

avec ses teneurs les plus élevées en composés phénoliques et en flavonoides.

Des études antérieures ont étudié I'effet de piégeage des radicaux DPPH des feuilles et
des fruits d’A.unedo (Malheiro et al., 2012; Mendes et al., 2011; Oliveira et al., 2011). De
méme (Marquez-Garcia et al., 2009) a montré qu’A.unedo a une corrélation entre la teneur en
phénol et son activité antioxydante, ceci pourrait étre lié aux observations décrites par Kraus
(Kraus et al., 2004). Cependant peu de documents ont décrit la bioactivité des racines (Djabou
etal., 2013).

Des études antérieures ont confirmé que les composés phénoliques sont les principaux

constituants antioxydants dans les plantes médicinales, les Iégumes, les fruits et les épices
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(Cai et al., 2004). Normalement, I'effet de la capacité antioxydante dépend de la solubilité de

I'antioxydant, ils sont solubles dans I'eau ou soluble dans les lipides (Hosseinian et al., 2007).

V. Conclusion

En conclusion, nous pouvons dire que nos résultats montrent que I'extrait aqueux
d'A.unedo est associé a une activité antioxydante tres intéressante. Compte tenu de sa teneur
élevée en composés phénoliques et de son profil minéral, cette plante peut étre intéressante en
tant que source alimentaire riche d'une large gamme de composés phénoliques. Ce qui
suggere que l'extrait aqueux d'A.unedo peut étre utile dans le développement d'un antioxydant.
Toutefois, D'autres recherches sont nécessaires pour déterminer I'importance de cet effet

antioxydant chez les animaux et chez I'homme.

L’ensemble de ces résultats obtenus in vitro ne constitue qu’une premiére étape dans la
recherche de substances d'origine naturelle. Or qu’une étude in vivo est souhaitable, pour la

mise en valeur des activités antioxydante et antidiabétique des extraits de cette plante.
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Chapitre 3

Activité antidiabétique

|. Introduction

Le diabéte sucré est considéré comme un trouble métabolique chronique, caractérisé par
une hyperglycémie et des perturbations métaboliques des protéines, des glucides et des
graisses. Il provoque I'échec de la production d'insuline ou de I'action de I'insuline ou les deux
(Madhusudhan and Kirankumar, 2015). Selon I'Organisation mondiale de la santé (OMS),
plus de 422 millions de personnes souffrent de diabéte dans le monde et ce nombre doublera
d'ici 20 ans (OMS, 2016).

Le type 2 est plus prévalent que le type 1, avec plus de 90% du total des patients
diabétiques qui en souffrent (Malek et al., 2012). Ce type est causé par un déséquilibre entre
I'absorption de sucre dans le sang et I'utilisation inefficace de l'insuline par le corps (OMS,
2016).

Le traitement du diabéte de type 2 reste compliqué, en raison des plusieurs facteurs
inhérents au processus pathologique, notamment l'insulinorésistance, I'hyperinsulinémie,
I'altération de la sécrétion d'insuline, une diminution de Il'absorption et de l'utilisation de
glucose induite par I'insuline (Tiwari and Rao, 2002). Ce type est traité avec des inhibiteurs de

la metformine, du glibenclamide, de 1'a-glucosidase et de I'a-amylase.

Des donneées antérieures indiquent que plus de 88 plantes médicinales ont également été
citées comme remédes traitant le diabéte au Maroc (Bnouham et al., 2002a). Les plantes anti-
diabétiques et leurs composants actifs peuvent constituer une source prometteuse de nouveaux
médicaments pour traiter le diabete (Bnouham et al., 2002a, 2002b; Kar et al., 2003).

Suite a I’enquéte menée dans la province de Béni-Mellal, le criblage et le dosage
phytochimique, I'objectif de ce chapitre est de déterminer la base scientifique de l'utilisation

d’Arbutus unedo L. (ERICACEAE) connue par ses propriétés dans le traitement du diabéte.
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L’étude in vitro a commencé par 1’évaluation de I’activité inhibitrice des deux enzymes
a-glucosidase et a-amylase qui sont impliqués dans la digestion humaine. Conséquemment
dans I'équilibre du glucose sanguin. Par conséquent, leur inhibition peut étre une stratégie
importante dans la gestion de la glycémie. Les inhibiteurs naturels de I'a-glucosidase et de I'o-
amylase provenant de sources végetales est une approche attrayante pour le contrdle de

I'nyperglycémie postprandiale (Subramanian et al., 2008).

Pour continuer 1’étude, nous avons utilisé des souris rendues diabétiques par la
streptozotocine-nicotinamide, évidemment aprés une évaluation des doses toxiques de

Pextrait étudié.
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Il. Matériel et méthodes

|.  Activités antidiabétiques 7 vitro

1I. Effet inhibiteur de I'a-amylase

Le potentiel inhibiteur de 1'a-amylase a été étudié en reagissant différentes concentrations
de I’extrait aqueux d’A.unedo avec I'enzyme a-amylase et la solution d'amidon, comme décrit
précédemment (Hashim et al., 2013), avec de 1égéres modifications. Un mélange de 250 ul
d'échantillon et 250 puL de tampon de phosphate de sodium 0,02 M (pH = 6,9) contenant
l'enzyme a-amylase (240 U / mL) a été incubé & 37 °C pendant 20 minutes. Ensuite, 250 pL
de solution d'amidon a 1% dans du tampon phosphate de sodium 0,02 M ont été ajoutés au
mélange réactionnel.

Le mélange réactionnel a été incubé a 37 °C pendant 15 min. Ensuite, on a ajouté 1 mL
de (DNS) et on a incubé le mélange réactionnel dans un bain d'eau bouillante pendant 10 min.
Le mélange réactionnel a ensuite été dilué en ajoutant 2 mL d'eau distillée, et I'absorbance a
été mesurée a 540 nm dans le spectrophotometre. L'acarbose a été utilisé comme témoin
positif.

Les résultats ont été exprimés en pourcentage d'inhibition et calculés en utilisant

I'équation suivante :

(Ac — Acb) — (As — Asb) o

10
Ac — Acb

Inhibition (%) =

Ou Ac se réfere a l'absorbance du témoin (enzyme et tampon); Ach se réfere a
I'absorbance du blanc témoin (tampon sans enzyme); En ce qui concerne l'absorbance de
I'échantillon (enzyme et inhibiteur); Et Agp est I'absorbance de I'échantillon vierge (inhibiteur

sans enzyme). Les valeurs ICso (concentration d'inhibiteur nécessaire pour inhiber 50% de

I'activite enzymatique) ont éteé determinées.
1.2. Effet inhibiteur d'a-glucosidase

L'activité inhibitrice de I'a-glucosidase de I'extrait a été déterminée en utilisant le substrat
pNPG selon la méthode décrite par (Kee et al., 2013), avec quelques modifications. En bref,
un mélange de 150 pL de I'échantillon et 100 pL de tampon de phosphate de sodium 0,1 M
(pH = 6,7) contenant la solution d'enzyme a-glucosidase (0,1 U / mL) a été incubé a 37 ° C
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pendant 10 min. Apres la pré-incubation, on a ajouté 200 uL de solution de pNPG 1 mM dans
du tampon phosphate de sodium 0,1 M. Les mélanges réactionnels ont été incubés a 37 ° C
pendant 30 min. Apres incubation, on a ajouté 1 mL Na,COs (0,1M) et on a mesuré
I'absorbance a 405 nm en utilisant le spectrophotometre. L’'activité inhibitrice de I'o-
glucosidase a été exprimée en pourcentage d'inhibition, et lesvaleurs ICsp ont été

déterminées. L'acarbose a éte utilisé comme témoin positif.

2. Evaluation de la toxicité aigue
2.1. Animaux expérimentaux

Les souris suisses (25-30 g) ont été utilisées tout au long de I'étude. Ils ont été élevés dans
le centre des animaux a la Faculté de médecine et de pharmacie, I'Université Mohammed V a
Rabat. Tous les animaux ont été maintenus dans une piece maintenue dans des conditions
environnementales controlées de 23 £+ 1 °C et de 12 heures de cycle d'obscurité et ont
librement accés a de l'eau et a un régime alimentaire standard. Les animaux soumis a
I'administration orale d'extraits ou de médicaments ont été mis a jeun pendant 16 h avant

I'expérience.
2.2. Méthode

Pour la détermination de la toxicité aigué par la voie orale, les souris suisses femelles et
maéles d’un poids compris entre 20-30 g sont utilisées pour cette étude, exempt d’organismes
pathogenes spécifiques. Elles sont mises a jeun 14 h avant le test. L’extrait aqueux d’A.unedo
est administré a I’aide d’une sonde gastrique a la dose maximale de 2 g/kg (OCDE), a raison

de 0,5 mL/ 20 g de poids corporel de souris.

Les animaux doivent étre observés individuellement quotidiennement pendant 14 jours

aprés l'administration de la substance.

3. Activités antidiabétiques /7 viva

3.l. Induction du diab&te expérimental

Le diabéte a été induit chez les souris males a jeun par injection intrapéritonéale (IP) du
nicotinamide a une dose de 210 mg / kg p.c avant injection IP d'une solution fraichement
prépareée de STZ a une dose de 200 mg / kg p.c. Aprés une semaine, les animaux ayant des

taux plasmatiques de glucose supeérieurs a 126 mg / dL ont été inclus dans I'étude.

Année universitaire 2017-2018 Page 86 | 157



Partie expérimentale Chapitre 3 - Activité antidiabétique

3.2. Evaluation des effets antidiabétiques

Apres I’installation du diabéte chez les souris, ces derniers sont répartis en différents
groupes : Groupes des normaux témoins ; Groupes des diabétiques témoins ; Groupes des
diabétiques traités par la metformine a une dose de 300 mg / kg p.c ; Groupes des diabétiques
traités par I'extrait aqueux des racines d’A.unedo testé a une dose de 500 mg / kg p.c.

Les animaux ont été traités pendant 30 jours. La glycémie et le poids corporel ont été
mesurés chaque semaine. A la fin du traitement, les animaux ont été sacrifiés pour la

détermination des parameétres biochimiques et I'évaluation histopathologique du pancréas.

3.2.1. Evolution du poids corporel

Afin de déterminer I’influence de notre extrait sur le poids corporel et la croissance des
souris, nous avons suivi 1’évolution du poids corporel, des souris témoins et traitées,
périodiquement tout au long de 1’expérimentation.

Le poids corporel est mesuré a I’aide d’une balance en gramme (g) et les variations du
poids corporel des souris par rapport au ler jour sont exprimées en pourcentage (%) et calculé
selon la formule suivante :

Variation du poids corporel (%) = (PJ — PJ0) x 100/ PJO

PJO : poids corporel au ler jour ;

PJ : poids corporel au jour J.

3.2.2. Détermination des paramatres biochimiques

Les échantillons de sang ont été obtenus par la méthode de ponction de plexus rétro-
orbitaire en utilisant des tubes capillaires. Les échantillons de sang ont été centrifugés a 3000
tr / min pendant 10 min a 4 °C et le plasma résultant a été stocké a - 4°C jusqu'a I'analyse. Les
parametres biochimiques triglycérides, urée, créatinine, acide urique, protéine totale,
cholestérol, ASAT et ALAT ont été détermines a l'aide d'un auto-analyseur Abbott Architect

¢8000, conformément aux instructions du fabricant.

3.3. Collecte et traitement des tissus pour examen

Les procédures histologiques ont été réalisées comme décrit par (Mota et al., 2015) ; de
chaque animal sacrifié, un fragment de pancréas prélevé sur la queue pancréatique a été fixé

dans 10% de formol tampon neutre. Des tranches de 2 a 3 mm d'épaisseur ont été découpées a
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partir d'échantillons de tissus fixes avec une lame chirurgicale et traitées de maniére routiniére
pour obtenir des blocs de tissus intégrés au paraffin. Des sections de 5 um d'épaisseur ont été
traitées a l'aide d'un microtome rotatif et colorées avec de I'némotoxyline et de I'éosine avant

I'observation sous microscopie optique pour examen histopathologique.

4. Evaluation de I'activité antioxydante /7 vivo

4.|. Préparation des homogénats

La premiére étape consiste a couper le tissu en petits morceaux, en préparant 10% (p/v)
avec le tampon phosphate (0,05M, pH 7,4), puis pré-homogénéiser avec un potier. La
deuxiéme étape consiste a préparer I'homogénat avec un sonicateur et a le centrifuger 3000tr
de celui-ci pendant 10 min a 4 °C. Enfin, la derniere étape consiste a collecter le surnageant et

a faire des aliquots que nous avons conservé a -20 °C pour 1’étude.

4.2. Activité du superoxyde dismutase (SOD)

Les superoxydes dismutases (SOD) sont des métalloprotéines. Elles sont en premiére
ligne dans le systéme de défense du stress oxydant. Elles assurent la dismutation de 1’anion

superoxyde en peroxyde d’hydrogéne et en oxygene.

La mesure de l'activité SOD a été déterminée dans les tissus par la méthode
de(Beauchamp and Fridovich, 1971).Le mélange de dosage contenait (par litre) : 50 mM de
tampon phosphate (pH 7,2), 0,25% triton x-100, 10 mM EDTA (pH 8), 120 mM L-

Méthionine, 0,75 mM NBT et 10 uM de riboflavine a été ajouté a la fin de la réaction.

La réaction a eté effectuée a 25 ° C et une lampe de 15W pendant 10 min dans un
incubateur. L'absorption est lue a 560 nm, l'activitt SOD a eté mesurée d’aprés selon

I'équation suivante d’aprés (Sun et al., 1988).

Inhibition% = (A blanc - Un échantillon / A blanc) x 100

SOD une unité d'activité est définie comme la quantité d'enzyme requise pour inhiber de
50% la réduction de NBT).

4.3. Peroxydation lipidique

La peroxydation lipidique est un phénoméne général qui se produit dés la présence de

I’oxygene. La peroxydation des lipides dans le foie et les reins est évaluée par le dosage de
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malondialdéhyde (MDA) selon la méthode d’ (Ohkawa et al., 1979). Le MDA est I’un des
produits terminaux de la décomposition des acides gras polyinsaturés (PUFA) sous I’effet des
radicaux libres libérés au cours du stress. En milieu acide et a chaud (pH 2 a 3, 100 °C)
unemolécule de MDA est condensée avec deux molécules de thiobarbiturique (TBA) pour
former un complexe coloré en rose (lecture a 535 nm). Le principe de cette méthode est
résume ainsi (figure 18) :

il o o
2 N I ¢ ‘\\\C—CH —CJ;?
. \..\ " /., 2 \
H H
OH
TBA Malondialdehyde
A| W
s N OH HO N SH
b s
N N ¥ ZHQD
N CH—CH=CH™
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Figure 18: Principe du dosage du malondialdéhyde

Pour le dosage du MDA, 100 plde I’homogénat 300 puL d’acide trichloracétique (TBA ;
0,6%) et 700 ul d'acide phosphorique (1%) sont additionnés. Le mélange est chauffé a 95 °C
pendant 30 minutes, refroidi puis additionné de 2 mL du n-butanol & chaque tube et les tubes
ont été soumis a un vortex pendant 20 s, puis centrifugés a 3000 tr / min pendant 10 minutes,
I’absorbance est déterminée sur le surnageant au spectrophotometre & 535 nm. Les résultats

du dosage sont exprimeés en nmol/gramme de tissu.
a. Evaluation statistique

Les resultats sont donnés sous forme de moyennes et ecart-types. Les différences entre
les moyennes ont été déterminées par une analyse de variance unidirectionnelle suivie du test
de Bonferroni a I’aide du logiciel GraphPadPrism 5 (San Diego, CA, USA). La valeur de p

<0,05 était considérée comme significative dans toutes les expériences.
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lll. Résultats

|. Activités antidiabétiques /i vitro

Le pouvoir inhibiteur de 1'a-glucosidase et de 1'a-amylase de I'extrait aqueux d’A. unedo
et de l'acarbose est présenté dans le tableau 7. L'effet inhibiteur de 1'a-glucosidase a été plus
remarquable que I’effet de 'a-amylase, avec une ICso de 94,81 + 5,99 ng/mL et 730,15 + 0,25
ug / mL, respectivement, et significativement plus puissant que la molécule d'acarbose (P
<0,05) avec une ICso de 199,53 + 1,12 pg / mL et de 396,42 + 5,16 respectivement pour les

deux enzymes.

Tableau 7: Effet d'extraits aqueux d'A.unedo sur les activités de 1'a-amylase et de 1'a-

glucosidase
ICso(ng/mL)
a-amylase a-glucosidase
Extrait aqueux d’A. unedo 730.15+0.25 94.81+ 5.99
Acarbose 396.42+ 5.16 199.53 +1.12

2. Toxicité aigue

Aucun signe de toxicité aigué ou de mortalité a la dose (2000 mg / kg p.c) aprés 15 jours
d'observation n’a été observé. Les animaux traités n‘'ont montré aucun changement dans leur

comportement. Ainsi, aucun changement pathologique indésirable n'a été enregistre.

3. Activité antidiabétique /7 viva

3.1 Effet anti-hyperglycémiant

Les effets de I'extrait aqueux et de la metformine utilisé comme témoin positif, sur la
glycémie chez les souris diabéetiques sont présentés dans le tableau 8. Aprés une semaine,
aucune différence statistique n’a été observée entre les concentrations de glucose sanguin des
souris diabétiques témoins et les souris diabétiques traitées avec l'extrait étudié ou avec la

metformine (P> 0,05). Aprés deux semaines de traitement par I'extrait aqueux d'A.unedo, une
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diminution significative de la glycémie a été observée (P <0,05); la valeur de la glycémie
exposée était similaire a celle montrée par les souris traitées a la metformine , mais toujours
plus élevée que celle des animaux normaux. Apres 30 jours, la glycémie des animaux traités
avec l'extrait testé a diminué pour atteindre celle des animaux normaux et des souris traitées a
la metformine. Ainsi, I'extrait aqueux d'A.unedo a exercé une activité anti-hyperglycémique
notable similaire a celle de la metformine.

Tableau 8: Effet de I'extrait des racines d’A.unedo sur la glycémie a jeun chez les souris
rendues diabétiques par la STZ

Taux de glycémie & jeun (mg / dl)

Groupes 7¢me jour 14°™e jour 30°™e jour
Normaux non Traites 97.83+4.40% 101.67+5.43% 99.83+1.47°
Diabétiques non Traités 250.33+11.71° 280.17+32.41° 196.83+24.12°
Diabétiques Traités par 237.00+39.91° 135.00+13.64° 104.83 +5.042
EAAu (500mg/kg)

Diabétiques Traités par 253.17+29.47° 143.83+20.27° 104.67+4.08?
la metformine (300mg/kg)

Une méme lettre est affectée aux valeurs de la méme ligne qui ne présente pas une différence significative (P > 0,05).

3.2. Effet sur le poids corporel

Le poids corporel de tous les groupes d'animaux aux 7°™, 14°™et 30°™jours du
traitement est présenté dans le tableau 9. Au cours de la premiére et deuxiéme semaine, aucun
changement n'a été observé parmi les groupes (P> 0,05). Au 30°™jour, une diminution
significative du poids corporel des animaux diabétiques non traités (de 32,72 + 1,67 g du jour
7 a23,57 £ 1,11 g au jour 30) a été observée par rapport aux animaux normaux (P <0,05). En
d'autres termes, les souris témoins diabétiques ont subis une perte de poids significative
(29,15%) pendant toute la période expérimentale par rapport a leur poids initial, alors que les
souris normales prenaient du poids (9,97%) et les souris traitées ont maintenu un poids stable
par rapport a leur poids initial. Les groupes d'animaux diabétiques traités avec I'extrait aqueux
d’A. unedo et ceux traités avec la metformine ont eu un changement de poids corporel
comparable pendant la période expérimentale. En effet, du 7°™au 30°™, les deux groupes
d'animaux traités ont un poids corporel relativement constant. De plus, comme le montre le
tableau 11, une comparaison du poids corporel de tous les groupes au 30°™jour montre une
différence significative entre les animaux diabétiques non traités et les groupes traités avec

I'extrait étudie et la metformine (P <0,05).
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Tableau 9: Effet d'A.unedo sur le poids corporel des souris rendues diabétiques par la STZ

Poids corporel (g)

Groupes 7¢Me jour 14%™ jour 30°™ jour
Normaux non Traités 32.37+1.35 33.33+1.68 35.60 + 0.60°
Diabétiques non Traités 32,72+ 1.67 31.91+2.43 2357 +1.112
Diabétiques Traités par 32.80 + 1.44 32.33+1.22 32.50 +1.24°
EAAu(500mg/kg)
Diabétiques Traités par la 32.43+1.48 31.70£1.29 31.21 +1.67°
metformine(300mg/kg)

Une méme lettre est affectée aux valeurs de la méme ligne qui ne présente pas une différence significative (P > 0,05).

3.3. Effet sur les paramatres biochimiques

Les agents thérapeutiques utilises dans Il'induction et le traitement des maladies
diabétiques devraient également influencer I'ASAT, I'ALAT, le cholestérol total, les
triglycérides et lI'acide urique (Chen et al., 2007). Les effets de I'extrait aqueux d'A.unedo sur

ces parametres biochimiques ont été étudiés et les résultats sont présentés dans le tableau 10.

D’apres les résultats obtenus, nous n’avons noté aucune différence statistique entre tous
les groupes (P> 0,05) au niveau de taux des protéines totales, I'urée, le cholestérol total et
I'acide urique. Contrairement aux animaux témoins diabétiques, qui présentent les taux de
créatinine les plus élevés (3,83 mg/L), les animaux traités avec l'extrait étudié et avec la
metformine présentent des concentrations plus faibles (3,66 mg/L) statistiquement semblables

aux taux de créatinine chez les animaux normaux.

Concernant les triglycérides, les souris diabétiques non traitées présentent le taux le plus
élevé (1,29 g /L). De plus, le taux de triglycérides chez les animaux traités avec I'extrait
aqueux d'A.unedo était de 0,70 g / L, statistiquement similaire a celui du contréle normal a
0,60 g / L (P> 0,05). En comparaison, le niveau présenté par les animaux traités a la

metformine a été supérieur a celui des témoins normaux (P <0,05).

Concernant le taux d’/ASAT, les résultats ont montré que le contréle normal et les souris
diabétiques traitées avec I'extrait testé sont presque égaux (137,17 et 1355 Ul / |,

respectivement), tandis que les souris traitées a la metformine ont un niveau supérieur a ces 2
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groupes. Le niveau d'ASAT des souris témoins diabétiques est le plus élevé parmi les groupes

avec une valeur de 389,67 Ul / I.

De méme, les niveaux d'ALAT du contréle normal et les souris diabétiques traitées avec
I'extrait testé présentent presque les mémes niveaux (40,67 et 41,50 Ul / I, respectivement),
mais il n'y a pas de différence significative entre eux et les souris traitées avec la metformine
(50,67 Ul / 1) (P> 0,05). On constate que les animaux diabétiques présentent le taux d'ALAT

le plus élevé.

Tableau 10: Effets de I'extrait d'A. unedo. L sur des paramétres biochimiques sur des souris
diabétiques induites par le STZ

Groupes Normaux non | Diabétiques non | Diabeétiques Diabétiques

o amatres | TTaités Traités Traités par Traités par la

EAAu metformine

Proteines totaux 62.33 £ 8.24¢ 57.17 £ 6.55° 62.83 +7.60° 55.17+4.71°
Urée mg/dL 0.28+0.06° 0.32+0.07° 0.23+0.03° 0.31+0.09°
Cholesterole g/L 1.03+0.19° 1.09 £0.13% 0.90+0.11° 1.07+0.16°
Creatinine mg/L 3.83+0.41° 4.66 + 0.52° 3.83+0.41° 3.66 + 0.52°
Triglyceride g/L 0.60 +0.07° 1.29 +0.17° 0.70 + 0.23%P 0.90 + 0.34°
Acide urique mg/L | 26.00+5.37% | 26.60 + 3.36° 27.33+5.16° 30.00 £ 5.482
ASAT UI/N 137.17 +28.39° | 389.67 + 142.43° | 13550 + 26.44% | 283.17 + 54.87°
ALAT U/ 40.67 + 6.022 315.00 + 120.10° | 41.50 + 4.42? 50.67 + 8.022

Une méme lettre est affectée aux valeurs de la méme ligne qui ne présente pas une différence significative (P > 0,05).

3.4. Etude histologique

La structure du pancréas des souris témoins et des souris diabétiques traitées est présentée
sur la figure 19. Le pancréas des animaux témoins normaux a montré des acini pancréatiques
(PA) présentant un aspect histologique normal et des espaces inter-acini et interlobulaires
normaux. De plus, I'flot de Langerhans était normal et présentait un nombre normal de
noyaux de cellules et uniformément repartis dans I'ilot et espacés les uns des autres par des
cytoplasmes et des bordures de cellules indistinctes, homogenes et amorphes (figure 19A,
fleche F2). Les noyaux cellulaires étaient ronds et de taille moyenne avec suffisamment de

chromatine finement granulaire (figure 19A, fleche F1).

Année universitaire 2017-2018 Page 93 | 107




Partie expérimentale Chapitre 3 - Activité antidiabétique

Concernant le pancréas du groupe diabétique non traité, figurel9.B a montrédes acini
pancréatiques, des canalicules pancréatiques et des vaisseaux sanguins avec une architecture
et une structure histologique normale, tandis que les Tlots de Langerhans ont présenté une
hypercellularit¢ marquée et une distribution cellulaire désorganisee avec des cellules
disposées et emballées sous forme d'agrégats cellulaires en particulier & la périphérie des flots
(fleche F1). Les noyaux cellulaires étaient ronds et ovales avec une taille relativement accrue
et présentaient un aspect clair et vacuolaire (fleche F2). De plus, le cytoplasme et les limites
des cellules indistinctes sont considérés comme une matrice intercellulaire dense et

fragmentée (fleche F3).

En ce qui concerne le pancréas des animaux traités par la metformine, la figure 19C
montre des canalicules pancréatiques, des vaisseaux sanguins et des acini pancréatiques avec
un aspect histologique normal. Les Tlots de Langerhans ont des changements similaires a ceux
décrits pour le pancréas des souris diabétiques non traitées. Le pancréas des animaux
diabétiques traités avec AEau, comme celui du témoin normal, a montré des acini
pancréatiques présentant des espaces inter-acini et un aspect histologique normal. Les Tlots de
Langerhans étaient également normaux, avec un nombre normal de cellules uniformément
réparties dans I'7lot et espacées les unes des autres par un cytoplasme et des bordures de
cellules indistinctes, homogénes et amorphes (figure 19D, fleche F). Les noyaux cellulaires
étaient ronds et de taille moyenne avec suffisamment de chromatine finement granulaire
(figure 19D). En outre, un traitement avec 1’extrait aqueux d'A.unedo (500 mg / kg de poids

corporel) semblait augmenter le nombre d‘Tlots par rapport a celui des animaux diabétiques.
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Figure 19: Examens histologiques du pancréas de souris au 30°™ jour d'expérimentation

(A)Pancréas de souris témoin normal montrant des cellules B normales abondantes
réparties uniformément dans les Tlots. (B)Pancréas de souris diabétiqgue montrant un nombre
accru de cellules 3 pancréatiques avec une distribution désorganisée. (C)Pancréas de souris
diabétiques traitées a la metformine (300mg/kg), montrant des cellules B pancréatiques
similaires a celles du controle diabétique. (D)Pancréas de souris diabétique traité par I’extrait
aqueux des racines d’A. unedo (500 mg / kg), montrant des cellules 3 pancréatiques presque
similaires en nombre et en distribution a celles du contréle normal. (Les chiffres sont en

grossissement 10x).
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4. Evaluation de I'activité antioxydante /7 vivo

4.\. Activité du superoxyde dismutase

L’activité enzymatique de la SOD sur les tissus hépatiques et rénaux (foie,rein)a
significativement diminué chez les souris diabétiques non traités par rapport a celle mesurée
chez les témoins normaux non traités (p <0,05). .

L’activité enzymatique de ce systéme antioxydant est conservée a son niveau normal
chez le groupe diabétique traité par I’extrait aqueux des racines d’A.unedo et de la metformine
n’ont aucune différence significative par rapport a celle obtenue avec les souris témoins

normaux (p> 0,05). Les résultats obtenus sont enregistrés dans le tableau 11.

Tableau 11: L’effet d’A.unedo sur l'activité de Superoxyde dismutase

Diabétiques Diabétiques
Groupes Normaux non | Diabétiques non Traités par Traités par la
SOD Traités Traités EAAu metformine
(U/qg tissu) (500mg/kg) (300mg/kg)
Foie 927.775£93.864" | 700.2451.4 918.5+89.5% 904.3+78.10?
Rein 842.030+56.996" |  616.9+42.8" 841.8+92.3 832.1+49.22

Une méme lettre est affectée aux valeurs de la méme ligne qui ne présente pas une différence significative (P > 0,05).

4.2. tftet d' A unedo sur la peroxydation lipidique

Le tableau 12 montre I’effet de 1’extrait aqueux des racines d’A.unedo sur la variation du
MDA dans les tissus hépatiques et rénaux chez les souris rendues diabétique par la STZ.
Nous avons constaté une élévation significative (p < 0.001) du MDA dans le foie et les reins
des souris diabétiques non traités (0.503 + 0.055 nmol ; 0.296+0.058) respectivement par
rapport au groupe témoin normal (0.105+£0.005 ; 0.019+0.007 nmol). Par ailleurs, aucune
variation significative du MDA n’est constatée chez les souris diabétiques traités par 1’extrait
aqueux des racines d’A.unedo et la metformine (leurs valeurs respectives 0.149+0.027 nmol ;
0.055+0.022 nmol et 0.141+0.035nmol; 0.041+0.011nmol
significative avec celle obtenue avec le témoin normal). Ce résultat explique probablement la

n’ont aucune différence

protection des animaux par A.unedo contre le stress oxydatif.
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Tableau 12: L’effet d’A.unedo sur la production MDA dans les tissus hépatiques et rénaux

Diabétiques Diabétiques
Groupes Normaux non | Diabétiques non Traités par Traités par la
MDA Traités Traités EAAu metformine
nmol/g de (500mg/kg) (300mg/kg)
tissu
Foie 0.105+0.005? 0.503+0.055° 0.149+0.0272 0.141+0.035?
Rein 0.019+0.007° 0.296+0.058" 0.055+0.022" 0.041+0.011°

Une méme lettre est affectée aux valeurs de la méme ligne qui ne présente pas une différence significative (P > 0,05).
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IV. Discussion

Le diabéte sucré est le résultat d'un déséquilibre dans le métabolisme des glucides, des
lipides et des proteines, suivi d'une secrétion d'insuline ou d'une action de l'insuline
défectueuses ou des deux. Actuellement, sa gestion par extrait végétal est devenue une
tendance, et plusieurs extraits végétaux sont dotés de propriétés hypoglycémiques
considérables (Diniz et al., 2016; Helal et al., 2015).

L'évaluation de la toxicité aigué de l'extrait aqueux d'A.unedo confirme que son
utilisation peut étre saine et sans aucun effet indésirable, autre raison qui nous a poussé

d'évaluer son activité hypoglycémiante réalisée en deux étapes :in vitro et in vivo.

La capacité de l'extrait aqueux a inhiber l'a-amylase et l'a-glucosidase a été testée. En
fait, les deux enzymes ont été inhibées. Ce qui confirme que les composés responsables de
I'activité antidiabétique de la racine sont extractibles dans I'eau, ce qui soutient I'utilisation
traditionnelle de cette plante dans le traitement du diabete. En fait, plusieurs métabolites
secondaires, tels que les terpénoides, les quinines libres et I'anthraquinone, ont été examinés
dans le chapitre précédent, d'autres, tels que les polyphénols, les flavonoides et les tanins, ont
été quantifiés dans l'extrait aqueux de racine d’Arbousier. Son activité antioxydante a
également été évaluée. L’effet inhibiteur sur 1'a-glucosidase de certains de ces composés a été
démontré par (Kumar et al., 2011) . De plus, l'activité antioxydante des composés phénoliques
de l'extrait est également liée a leur effet hypoglycémique, qui agissent sur le diabéte au
niveau cellulaire en favorisant I'action de l'insuline (Kim et al., 2016). De plus, parmi les
composés abondants déja identifiés dans cet extrait, il y avait la catéchine (Castaldi et al.,
2009), qui démontrait moins la capacité d'inhiber I'a-amylase que I'a-glucosidase (Yilmazer-
Musa et al., 2015).

Dans la deuxiéme étape, l'induction du diabete de type 2 a été réalisée avec succes en
utilisant la STZ et la nicotiniamide, ce qui contribue a la destruction partielle des cellules béta
des Tlots de Langerhans (Szkudelski, 2012). Les souris témoins diabétiques induites par STZ-
nicotinamide présentaient une hyperglycémie significative par rapport aux souris normales.
L'hyperglycémie pourrait également favoriser une production excessive d'especes réactives de
I'oxygéne, entrainant une dégradation incontrolée des tissus et présentant ainsi des
complications diabétiques. Ainsi, la déficience en insuline peut s'accompagner d'une

augmentation significative des triglycérides et du cholestérol total chez les souris diabétiques.
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En fait, I'induction du diabete a influencé le poids et certains paramétres biochimiques des

souris.

Une administration quotidienne d'extrait aqueux d'A.unedo a montré une diminution
significative de la glycémie qui ressemble a celle du médicament standard au bout de 30
jours. Le mécanisme possible gu'A.unedo provoque son action hypoglycémique chez les
souris diabétiques peut étre en potentialisant I'effet insulinique du plasma en augmentant soit
la sécrétion pancréatique d'insuline par les cellules béta existantes, soit par sa libération de la
forme liée (Shirwaikar et al., 2004) .

La perte de poids peut s'expliquer par l'inhibition de la croissance et I'atrophie
musculaire, une conséquence possible de I'état diabétique. Cette perte de poids chez les
animaux diabétiques est probablement due a une carence en insuline, ce qui entraine une
diminution de I'absorption des acides aminés par les tissus et une diminution de la synthése
des protéines, ce qui freine la croissance et entraine une atrophie musculaire (Vasudevan and
Sreekumari, 2007) . Des études suggerent que la perte de poids chez les souris diabétiques
peut s'expliquer par un catabolisme accru des lipides et des protéines di au mangue de
glucides a utiliser pour I'énergie (Sathishsekar and Subramanian, 2005). La diminution du
poids corporel dans le diabéte sucré est également attribuée a la stimulation de la
gluconéogenese. En effet, l'accélération du catabolisme des protéines et des graisses conduit a
une perte de poids caractéristique aprés une augmentation de l'atrophie musculaire et une

perte de protéines tissulaires (Daisy and Jeeva Kani, 2012) .

Le traitement avec l'extrait de racine d'A. unedo a amélioré le poids corporel chez les
souris diabétiques dans notre étude. La capacité de l'extrait aqueux de racine d'A.unedo a
protéger contre la perte massive de poids corporel semble étre due a sa capacité a réduire
I'nyperglycémie, qui est une indication de I'utilisation adéquate du glucose (Pari and Satheesh,
2004), ainsi que son effet protecteur contre le contréle du renouvellement des protéines et / ou

I'amélioration des troubles associés au diabete sucré (Nutr et al., 2008; Oyedemi et al., 2012).

La perte de poids peut également étre liée a la déshydratation de la créatine dans les
cellules musculaires qui produisent de la créatinine. Cela sera eliminé dans l'urine. Le taux de
créatinine dans le sang dépend de la capacité d'élimination des reins et de la masse
musculaire. Cependant, la diminution de poids observée chez les souris non traitées peut
expliquer l'augmentation de leur créatinine sanguine (Nutr et al., 2008). La concentration de

créatinine est souvent considérée comme un parameétre clinique pour la détection des effets
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toxiques liés au traitement des reins chez les animaux de laboratoire (Fuchs and Hewitt,
2011). Ceci justifie la quantification des parameétres de l'urée et de l'acide urique pour
confirmer I'état sain des reins. Une réduction significative du taux de créatinine chez les
souris diabétiques traitées avec I'extrait aqueux d'A.unedo a été notée pendant le protocole de
4 semaines. L’extrait aqueux d'A.unedo a amélioré les modifications rénales chez ce groupe
de souris diabétiques, ou il a diminué le catabolisme de la créatine et de la phosphocréatine

dans les muscles. Ces résultats concordent avec ceux de Shirwaikar et al., (2005).

Concernant le profil lipidique, le taux d'augmentation des triglycérides aprés induction du
diabete corrobore les résultats obtenus dans d'autres études menées sur le diabéte sucré. Le
diabete sucré était associé a une hyperlipidémie qui a provoqué des perturbations profondes
de la concentration et de la composition des lipides. En outre, comme indiqué ci-dessus, la
carence en insuline entraine l'incapacité d'activer la lipoprotéine lipase, provoquant ainsi
hypertriglycéridémie et hypercholestérolémie (Shirwaikar et al., 2005) car I'insuline inhibe la
3-hydroxy-3-méthyl-glutaryl coenzyme A réductase (HMG-COA réductase), une enzyme clef
dans la biosynthése du cholestérol. Cependant, dans certains cas, une augmentation du
cholestérol est liée & un diabéte induit par la STZ et un régime riche en graisse (Antony et al.,
2017). Ce test a été réalisé sur des souris ayant un faible poids comparé aux rats
hypercholestérolémiques pendant I'induction du diabéte ; par conséquent, aucune anomalie du

taux de cholestérol n'a été observée.

Les résultats obtenus dans notre étude n'ont révélé aucune différence dans la protéinémie
dans tous les groupes. Ces résultats ne concordent pas avec ceux de plusieurs autres études
(Daisy et al., 2009; Luke et al., 2013; Rawi et al., 2011; Sivajothi et al., 2008), qui ont montré
une diminution significative des taux de protéines. Ces études ont suggéré que la diminution
des niveaux de protéines totaux peut étre due a plusieurs facteurs, tels qu'une augmentation de
la conversion et une augmentation de la conversion du taux d'acides aminés glycogéniques
avec CO2 et H,O. De méme, un autre groupe de chercheurs indiquent un qui a expliqueé la
diminution des niveaux de protéines totales en diminuant la quantité et la disponibilité de
I'’ARNmM, réduisant ainsi la synthese des protéines ribosomiques en raison de la carence en
insuline (Rawi et al., 2011). Cette différence pourrait étre expliqué par le fait que nous
n'avons pas donné suffisamment de temps pour mieux voir les conséquences de
I'nyperglycémie sur d'autres fonctions physiologiques et sur lI'altération d'autres métabolismes,

notamment lipidiques et protéiques, intimement liés au métabolisme des glucides.
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L'augmentation de I'ASAT et de I'ALAT retrouvée dans cette étude peut étre interprétée
comme une conséquence de la destruction des cellules hépatiques ou des changements de
perméabilité membranaire, indiquant une altération hépatocellulaire sévere induite par le
diabete (EI-Demerdash et al., 2005; Harris, 2005; Kade et al., 2009).

Il y a une amélioration notée dans les niveaux d’ASAT et d'/ALAT qui résultent de
I'amélioration du métabolisme des hydrates de carbone, des lipides et des protéines due a la
thérapie de I'extrait aqueux d'A.unedo. La restauration de I'ASAT et de I'ALAT a leurs
niveaux normaux pourrait étre due a la présence de flavonoides dans I'extrait aqueux
d'’A.unedo, qui seraient des agents hépatoprotecteurs (Sivajothi et al., 2008). En ce qui
concerne les modifications pathologiques observées chez les souris diabétiques non traitées
(hypercellularité et répartition inégale des cellules au Tlots de Langerhans), le traitement par la
metformine, bien qu'il soit associé a une glycémie normale, n'a pas permis de restaurer
I'architecture histologique normale des Tlots de Langerhans. Cependant, le traitement avec
I'extrait testé a entrainé une glycémie normale et régulée et la restauration de I'architecture et
de la structure normales des Tlots de Langerhans. Cela peut étre considéré comme une
régénération bien régulée et harmonisée de la population de cellules des Tlots de Langerhans,
suggerant ainsi la présence de cellules stables avec une capacité de régénération dans les flots
(De Fronzo et al., 1997).

Ceci suggere également que I'extrait de plante a la dose testée a la capacité d'induire des
cellules quiescentes a proliférer et a remplacer les cellules perdues de maniere harmonieuse et
régulée. Le mécanisme exact de ce processus n'est pas entierement compris, mais la fraction
flavonoide de cet extrait de plante a été documentée pour diminuer la glycémie et augmenter
le nombre de cellules B (Chakravarthy et al., 1980). Bien que le mécanisme exact reste
inconnu, il est évident que I'extrait aqueux d'A.unedo est capable de provoquer la régénération
des cellules B pancréatiques a une dose de 500 mg / jour par kg de poids corporel par ses

constituants actifs agissant individuellement ou ensemble.

L’effet d’A.unedo sur les souris a dépassé I’activité antidiabétique a une protection
antioxydante. En fait, le test de I’effet antioxydant in vivo de I’extrait aqueux d’4. unedo a

montré des résultats pertinents.

Les résultats obtenus du dosage des superoxydes dismutases (SOD) qui est une
composante essentielle du mécanisme d'elimination des radicaux libres; tendent a étre

similaires a ceux rapportés (Harani et al., 2012). La tendance a la baisse de l'activit¢ SOD
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peut étre di & l'inactivation causée par I'excés de radicaux libres et / ou par la glycation non
enzymatique due a I'hyperglycémie persistante, qui a été largement rapportée a se produire
dans le diabete (Maritim et al., 2003; Rains and Jain, 2011). Comme elle pourrait étre
également un excés de disponibilité d’O2 et H2O2, qui, a son tour génere des radicaux
hydroxyles, entrainant l'initiation et la propagation de la peroxydation lipidique (Kinalski et
al., 2000; Maritim et al., 2003). Dans notre étude, on a observé une diminution de l'activité
SOD dans le foie et les reins de souris diabétiques associées a une augmentation concomitante
de la peroxydation lipidique dans ces tissus. Corroborant avec d'autres études qui ont
démontré que l'activité des enzymes antioxydantes, telles que la SOD est réduite dans les
tissus des rats diabétiques. Cela peut entrainer un certain nombre d'effets délétéres dus a
I'accumulation des ROS (Stevens, 2005).

La quantification de I’effet antioxydant de 1’extrait aqueux in-vivo a été aussi évaluée par
le dosage du malondialdéhyde qui est présent naturellement dans les tissus, ou il est une
manifestation du stress oxydant. Il est issu notamment de Il'action des dérivés réactifs de
I'oxygene sur les acides gras polyinsaturés. Des preuves abondantes ont déemontré que
l'augmentation de la peroxydation lipidique joue un r6le important dans la progression du
diabéte en modifiant le gradient de fluidité de la couche intermédiaire, ce qui pourrait entraver
les activités des enzymes et des récepteurs membranaires (Dmitriev and Titov, 2010; Giacco
and Brownlee, 2010). Des études ou une augmentation de la peroxydation lipidique dans de
nombreux tissus tels que le foie, les reins, le pancréas et le cerveau de rats soumis a un
modeéle expérimental de diabéte a été décrite (Maritim et al., 2003; Punithavathi et al., 2011).
La peroxydation lipidique favorise le potentiel membranaire, l'augmentation de la
perméabilité et la rupture cellulaire (Esteghamati et al., 2013). A cet égard, I'oxydation des
lipides ou la peroxydation des lipides a une importance cruciale dans la pathogenese et les

complications du diabéte.

Les résultats obtenus suggerent qu'A.unedo peut renforcer le systéme de défense
enzymatique antioxydant, réduire les radicaux libres et atténuer les dommages au foie et aux

reins causés par le stress oxydatif chez les souris diabétiques.
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V. Conclusion

L’extrait de la plante A.unedo a eu des effets bénéfiques potentiels sur I'abaissement de la
glycémie chez les souris diabétiques, justifiant ainsi les revendications folkloriques. Cet
extrait a été capable d'ajuster certains paramétres biochimiques sériques, en particulier les
niveaux de triglycérides, ASAT et ALAT. Il a également provoqué une restauration de
I'architecture histologique des Tlots de Langerhans. De plus, un effet inhibiteur prometteur sur
l'a-glucosidase et I'a-amylase a été démontré par I'extrait étudié. Par conséquent, les résultats
de cette étude suggérent que I'extrait de racine d'A.unedo pourrait étre considéré comme une
alternative dans le traitement du diabéte sucré et gérer le stress oxydant accompagnant.
D'autres études sont nécessaires pour identifier la ou les molécules bioactives responsables de
I'effet antidiabétique obtenu de la racine d'A.unedo et pour mieux comprendre le mécanisme

de son action.
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Chapitre 4

Chambre Ussing : Mécanisme hypoglycémiant

|. Introduction

Une activité hypoglycémiante remarquable a été démontrée dans le chapitre précédant, a
la fois in vitro ou in vivo. Cette étude pourra étre approfondit par 1’élucidation d’un
mécanisme expliquant cette activité. Toutefois, I’inhibition de I’a-amylase et I’a-glucosidase ;
deux enzymes qui agissent au niveau d’intestin ; oriente I’étude a penser a un mécanisme qui
se produit au niveau de ce dernier. C’est pour cette raison que nous avons pensé a évaluer

I'absorption intestinale du glucose en utilisant la chambre Ussing.

Cette chambre a été créée en 1950 par Hans Ussing, dans le but d’étudier le flux des ions
Na" a travers une peau de grenouille afin de déterminer sa part d’implication dans le potentiel
membranaire (Mathieu et al., 2008). Par la suite, cette technique a été adaptée pour étudier le
transport de molécules a travers les barrieres physiologiques de différentes natures telles que
I’épithélium intestinal (Schultz and Zalusky, 1964). Les chambres d’Ussing représentent un
systéeme in vitro actuellement utilisé dans le domaine pharmaceutique car il permet de
déterminer assez aisément la perméabilité intestinale des molécules actives ainsi que
d'identifier ses différentes composantes telles que la nature du transfert (passif ou actif), la
présence et l'intensité d'éventuels mécanismes d'efflux, l'incidence du métabolisme
entérocytaire sur les flux d'absorption, notamment (Brown and O’Grady, 2008; He et al.,
2013).

La chambre d’Ussing permet également de mesurer en permanence les parametres
électriques caractéristiques de la préparation intestinale tels que la différence de potentiel
(ddp) et I’intensité du courant de court-circuit (Isc).

Ces charges électriques entre le coté muqueux et séreux de la membrane épithéliale sont

mesurées a 1’aide de circuit bien établi :

En circuit ouvert, la différence de potentiel (ddp) du tissu intestinal (exprimée en millivolts)
refléte ’asymétrie des charges électriques de part et d’autre du fragment intestinal. Elle est

mesurée par un millivoltmetre grace a deux électrodes au calomel reliées aux deux demi-
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chambres par deux ponts d’agar saturés en KCl baignant dans les compartiments muqueux, et
séreux opposes. La ddp spontanée tissulaire est annulée en fermant le circuit a I’aide
d’électrodes de courant en argent connectés a un micro-ampéremetre et reliées aux demi-
chambres par deux autres ponts d’agar. On mesure ainsi un courant de court-circuit (Isc) qui

est exprimé en micro-ampeéres par unité de surface intestinale exposée.

Ce circuit est relié a un voltmetre a haute impédance (TBC-Biomécatronics SAS, France)
qui fait aussi voltage-Clamp pour les mesures de courant de court-circuit. Toutes les mesures
sont ensuite enregistrées de facon continue sur un ordinateur a 1’aide d’un logiciel

BiodacgSoft (TBC-Biomécatronics SAS, France) (figure 20).

Ampéremeétre

Vv
A

Tissu biologique

I Coté Muqueux o Coté Séreux I

Electrode de Courant I
Electrode de Calomel Pontd’agarose

mV

0

Voltmétre

Figure 20: Schéma du principe de la chambre de perméation d'Ussing (Bruno ETO, 2011)

Avant le montage de la préparation intestinale et en présence de liquide de survie seul,
I’annulation de la résistance générée par tous les constituants du Systeme est nécessaire pour
mesurer correctement les paramétres électriques caractéristiques du tissu intestinal étudié. Il
s’agit de la résistance générée par les fluides, celle générée par les jonctions électriques et la
solution physiologique. Toutes ces resistances sont annulées grace au voltage clamp, de fagon

a avoir seulement la résistance générée par le Tissu d’intérét.

L’extrait aqueux d’A.unedo est pris par voir orale, il passe par I’intestin avant d’étre
transporté par le systéme sanguin jusqu'au lieu ou il doit agir. Ainsi, I’objectif de notre étude a

vérifier si I’extrait d’A.unedo a une action sur I’absorption intestinale du glucose. Celle-ci est
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déterminée par les paramétres électriques générés par le flux des ions a travers la paroi
intestinale. C’est le courant de court-circuit ou Isc encore nhommé courant de base qui a été
étudié. Une augmentation de 1’intensité de ce courant traduit une absorption de cation(s) et/ou
une sécrétion d’anion(s) par I’anthérocyte. Il représente la somme des flux ioniques nets qui
traversent la membrane. Ce sont principalement, les flux nets de sodium, de chlorure et de

bicarbonate.

Isc = J = INa+net + JCl-net + JHCO03-net — Jrésiduel

En d’autres termes, la migration de ces ions dans le milieu muqueux vers le milieu séreux
et inversement va créer un courant (1) qui peut étre mesuré par le systeme de voltage clamp.

Ce courant est régi par la loi d’Ohm.

Loid’Ohm :U=Rx 1= (1/G) x|
Avec : U = différence de potentiel (DDP) en millivolts (mV),
R = résistance du tissu,

I = intensité du courant, en microampere (LA/cm?).
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Il. Matériel et méthodes

|. Appareillage

v' Le systétme de chambre d’Ussing biomécatronics comprend un ensemble de deux
demi- chambres, un support chauffant, et un humidificateur.
v Une bouteille de carbogéne (O2/ COy).

2. Solutions utilisées

v" Solution physiologique de Ringer, dont la composition est la suivante :

115mM NaCl; 25mM NaHCOsz; 1,3mM Mgclz; 1,2mM CaCly; 2,4mM K;HPOqs;

0,4mM KH2POyg, a été utilisée comme solution de survie en chambre d’Ussing.

v" Une solution de I’extrait aqueux des racines d’A.unedo

v" Une solution de glucose et une solution de mannitol de concentrations respectives de
25 mM ont été préparées chacune avec la solution physiologique de Ringer.

v" Une solution de carbachol est préparée pour avoir une concentration finale de 10*M
dans les chambres. Cette solution sert a stimuler le canal des ions chlorures (CI).

v Une solution de Phloridzine (PHZ) est aussi préparée pour obtenir une concentration
finale de 10°M dans les chambres d’Ussing. La phloridzine est inhibiteur compétitif
du Co- transporteur Na+ /glucose(SGLT).

Toutes ces molécules de références viennent de I’entreprise Sigma-Aldrich, France.

3. Animal

Les modeéles animaux utilisés sont les souris males de souche C57BL/6JRJ. Elles

proviennent de la société d’Elevage Janviers (Le Genest Saint Isle France).
4. Extraction du matériel végétal

Voir chapitre 2 (page : 66).
9. Préparation du tissu

Les souris sont mises a jeun pendant au moins 16h. Ensuite, elles sont sacrifiées par
dislocation cervicale. Puis 1’espace en dessous de la cage thoracique est ouverte a 1’aide des

ciseaux approprié en faisant tres attention a ne pas abimer les visceéres.

L’intestin gréle est compos¢ du duodénum, du jéjunum et de I’iléon, et fait suite a
I’estomac. Le jéjunum est prélevé et placé dans du liquide physiologique de survie (solution

de Ringer) et conserveé a froid a 4°C.
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B. Montage du tissu

Le jéjunum prélevé est coupé en petit bout d’environ 1cm. Le cylindre obtenu est ensuite
ouvert longitudinalement le long de la bordure mésentérique. Le fragment de tissu ainsi
obtenu est trés délicatement étalé sur la surface d’échange de I’'une des deux demi-chambres
d’Ussing de fagon a ce qu’une fois les demi- chambres réunies, le coté muqueux et le coté
séreux du tissu étudi¢ délimitent le point d’échange entre les deux demi-chambres. L’autre
demi-chambre est superposée a la premiére et le tout est vissé par deux vices. De part et
d’autre du tissu, les demi-chambres sont remplies de la solution de Ringer (4mL/demi-
chambre). Ce liquide est tamponné a pH = 7,6 tempéré a 37° C. L’oxygénation du milieu est
assurée par un bullage permanent de carbogéne. Le carbogéne est un melange gazeux

composé¢ d’oxygene et de dioxyde de carbone dans les proportions 95% d’O2 et 5% de CO..

1. Etude d'effet d'A.unedo sur I'absorption intestinale du glucose

Apreés la stabilisation des parametres électriques des tissus, 25 mM de la solution de D-
glucose a été introduit dans les compartiments muqueux Smin aprés 1’introduction d’une
solution de mannitol dans les mémes concentrations dans les compartiments séreux pour
éviter la pression osmotique engendrée par I’introduction du D-glucose dans le compartiment
muqueux. Les variations des parameétres électriques sont ensuite relevées puis enregistrés sur

I’ordinateur.

L’ajout du glucose c6té muqueux induit une augmentation du courant de court-circuit
(Isc) qui atteint un palier et se stabilise. Ensuite différentes concentrations d’extrait d’A.

unedo ont été introduit dans le compartiments c6té muqueux, suivi de la phloridzine10°M.

En effet, la phloridzine est un inhibiteur du co-transporteur Na*/glucose. Son effet et
celui du glucose (agoniste) sont considérées comme maximal sur le co-transporteur

Na*/glucose.

8. Statistiques

Les résultats, montrés sur les figures annexées, sont rapportés en moyenne (M) de
mesures plus 1’écart type (M = ET). Toutes les déterminations ont été faites avec une
moyenne d’au moins de 7 morceaux de tissu (n). L’analyse de la variance a une voie été
effectuée suivi du test de Dunnett grace au logiciel GraphPadPrism 5 (GraphPad Software,
Inc. CA 92037 USA).
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lll. Résultats

| L'effet inhibiteur d'A.unedo sur I'absorption du glucose

Nous avons utilisé une technique de court-circuit dans la chambre d'Ussing pour
caractériser l'effet de 1’extrait aqueux des racines d’A.unedo sur le transport du glucose
intestinal.

Une fois que la préparation a atteint un enregistrement stable de parameétres électriques,
25 mM de D-glucose a été ajouté au c6té muqueux de la préparation afin de stimuler le
transport de D - glucose couplé a Na. L’augmentation de du courant de court-circuit (Isc)
refléte 1’absorption de sodium électrogéne liée au glucose par le co-transporteur sodium-
glucose 1(SGLT-1) (figure 21A).

La Figure 21B montre que lorsqu’on ajoute I’extrait d’A.unedo a différentes
concentrations, on observe une réduction du courant de court- circuit (Isc). Cette réduction
d’Isc est dose-dépendante. La concentration qui provoque 1’inhibition maximale d’Isc est 1,5
mg/mL et représentait 80% de I'inhibition induite par 0,5 mM de phloridzine

L’introduction de concentrations cumulatives de I’extrait aqueux d’A.unedo a provoqué
une réduction du courant de court- circuit (Isc) en état basal avec une ICso = 216,8 = 4,1 ug /
mL comme le montre la figure 21C.

L’ajout de la phloridzine a la fin de chaque expérience inhibe compléetement le SGLT1;
cela permet d'exprimer le résultat en% d'inhibition maximale d'lIsc. Cette méthode permet de
réduire le coefficient de détermination de différentes valeurs pour une meilleure expression
des résultats.

L'effet inhibiteur de I'extrait aqueux brut d'A.unedo sur l'absorption de la muqueuse
intestinale du glucose ne s'est pas révélé dépendant de la concentration de glucose, mais a la
méme concentration, l'inhibition électrogénique de I'absorption du glucose a été réduite de 2

fois du coté séreux du tissu.
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Figure 21: Effet de I'extrait aqueux d'A. unedo sur I'lsc induite par le glucose

(A) Enregistrement typique d’Isc (WA / cm2); (B) Courbe réponse de concentration
cumulative de l'extrait d’A.unedo ; (C) L’inhibition de la concentration d’Isc induite par le
glucose est exprimée en% de 1’effet maximal induit par 0,5 mM de phloridzine (PHZ) ; n = 6—

7 tissus étudiés.
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IV. Discussion

Le résultat de la présente étude indique que I’extrait aqueux des racines d’A. unedo inhibe
directement I'absorption intestinale de glucose par voie électrogene. Ces résultats concordent
avec I’inhibition ou la réduction de 1’absorption intestinale du glucose en tant que nouvelle
stratégie de traitement du diabéte.

En effet, ’extrait brut aqueux d’A.unedo utilisé dans cette étude ont une composition
riche en polyphénols dont certains ont fait preuve de leur potentiel bénéfique dans
I’amélioration de la glycémie du diabéte de type 2 (Kim et al., 2016) parmi lesquels la
quercétine (Harbilas et al., 2009; Spoor et al., 2006). De nombreuses études ont montré que ce
polyphénol a une action hypoglycémiante trés impressionnante (Dhanya et al., 2017; Piyasi
and Prajapat, 2015). C’est aussi le cas du resvératrol, autre polyphénol dont les effets
bénéfiques ont été démontré dans bon nombre de pathologies dont le diabéte, a montré son
potentiel dans I’inhibition du I’alanine et le glucose au niveau intestinal (Klinger and Gerhard,
2018). De méme, la phloridzine un autre polyphénol utilisé ici comme témoin positif, diminue
ou inhibe I'absorption du glucose intestinal (Johnston et al., 2005; Kwon et al., 2007) en
interférant avec le co-transporteur du glucose (Na*/glucose)(Kanda et al., 2017; Ohgaki et al.,
2016).11 a été noté que les concentrations micromolaires de phlorizine inhibaient le transport
du sucre dans le rein et l'intestin gréle (Francisco and Robert, 1962) tandis que des
concentrations plus élevées interféraient avec le métabolisme aérobie et produisaient un
gonflement mitochondrial (Keller and Lotspeich, 1959). Francisco et Robert ,1962 ont
démontré que la phloridzine blogue I'absorption du glucose par inhibition compétitive pour un
site de transport sur un support dans les membranes de la bordure en brosse. Ses applications
cliniques sont limitées car la phloridzine est moins efficace si elle est administrée par voie
orale, probablement en raison de I'hydrolyse intestinale par la 3-glucosidase (Malathi and
Crane, 1969; Tsujihara et al., 1996). Des dérivés de la phlorizine ont été synthétisés et testés
comme inhibiteurs du SGLT1 (Castaneda et al., 2007; Hongu et al., 1998). Dans une étude
clinique incluant 86 participants adultes il a été démontré qu’un régime riche en polyphénol

réduit la glycémie par une sécrétion précoce de I’insuline (Kim et al., 2016).
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V. Conclusion

Cette étude en chambre d’Ussing confirme les études in vivo déja effectuées et
notamment, donne une indication en ce qui concerne le mode d’action qui montre que
I’extrait de la racine d’A. unedo inhibe le co-transporteur Na*/glucose au niveau intestinal et
par conséquent ralentit 1’absorption intestinal du glucose. Ces observations indiquent que les
effets de la racine d’A.unedo peuvent en effet retarder le développement des complications

diabétiques et ses anomalies sous — jacentes.
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Chapitre a

Caractérisation chimique

|. Introduction

Les produits phytopharmaceutiques jouent un réle essentiel en médecine, car la nécessité
de rechercher des médicaments trés efficaces et sans danger pour le traitement du diabéte
sucré reste un défi majeur pour la médecine moderne. En fait, les plantes médicinales offrent
une excellente occasion de découvrir de nouvelles molécules thérapeutiques naturelles.
Certaines de ces molécules peuvent avoir des effets bénéfiques sur I'noméostasie du glucose
chez les patients diabétiques sans entrainer les effets indésirables actuellement observes dans
les antidiabétiques modernes. La recherche sur les plantes médicinales a généralement
commencé avec des procédures d’extraction qui jouent un role crucial dans les résultats de
I’extraction, par exemple les rendements et la qualité des composés phytochimiques produits.
De nos jours, une large gamme de technologies avec différentes méthodes d’extraction est
disponible. La technologie d'extraction ASE (extraction accélérée de solvant) est I’'une des
méthodes les plus efficaces d'extraction qui offre la récupération qualitative et quantitative

maximale, avec le minimum d'opérations, de solvants, de manipulation et de temps requis.

Arbutus unedo posséde diverses propriétés thérapeutiques dans la médecine
traditionnelle, ’extrait aqueux des racines d’A.unedo a montré un effet antidiabétique
intéressant dans les deux chapitres précédents, pourrait étre mieux exploitée en développant

d’un médicament, surtout par la purification du principe actif.

La présente étude visait a isoler le composé pharmacologiquement actif dans 1’extrait
aqueux des racines d’A. unedo et de déterminer sa structure chimique a l'aide de différentes

méthodes analytiques instrumentales, ainsi qu'a évaluer son activité antidiabétique.
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Il. Matériel et méthodes

|. Matériel végétal

Les racines d’A. unedo ont été collectées dans la région de Beni Mellal, au Maroc, en
octobre 2016. Le spécimen de référence a été déposé a I'herbier du département de botanique
de I'Institut scientifique de Rabat / Maroc, puis le code de spécimen de référence est (RAB
101548). Les racines ont été naturellement séchees I'ombre a la température ambiante pendant

2—3 semaines.

2. Procédures d'extraction

Les racines seches d’A. unedo ont été pulvérisées mécaniquement et le matériel végétal
(30g) a été extrait avec 200 mL d'eau a 100 °C sous pression d'azote statique (100 bars) en
utilisant I’extraction par ASE (Extraction Accélérée par Solvant) (figure 22). L'extrait aqueux
obtenu a été évaporé et lyophilisé pour donner une poudre brune qui a produit 7,12 g de
rendement (23,7%). Apres cela 1 g de ce dernier extrait a été adsorbé par I'ambre de XAD -16

qui a été préalablement lavé au méthanol.

Figure 22: Extracteur a solvant accéléré (ASE —Dionex)
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3. Méthodes analytiques
3.1HPLC analytique

Une chaine HPLC Alliance® Waters W2695 équipée d'un détecteur PDA Waters 2996
équipé d'une colonne en phase inverse Sunfire 111 C-18 (4,6 x 150 mm) 3,5 um (Waters). Ce
systéeme chromatographique est couplé a un détecteur de diffusion de lumiére Waters 2424
(DEDL). Le systtme HPLC est controlé par le logiciel Empower 3 (Waters). Dans ’eau
ultrapure (MilliQ), 0,1% I'acide formique / acétonitrile et 0,1% d'acide formique étaient les
solvants utilisés. De plus, le gradient était de 0 a 100% d'acétonitrile en 40 min + 10 min a
100% d'acétonitrile avec un deébit de 0,7 mL / min (Nothias et al., 2017).

3.2 HPLC semi préparative

Les composes présents dans la racine d’A. unedo (résine extrait-méthanol) ont été isolés
par une chaine HPLC semi préparative équipée d'un échantillonneur automatique Waters 717,
d'une pompe Waters 600, d'un détecteur PDA Waters 2998 DEDL Waters 2420 et d'un
dégazeur AF Waters. La colonne utilisée est une Sunfire III C18 (10 x 250mm) Sum. Le
systeme HPLC est contrblé par le logiciel Empower 2 (Waters). Alors que 1’eau ultrapure
(MilliQ) + 0,1% d'acide formique / acétonitrile + 0,1% d'acide formique étaient les solvants
utilisés avec un débit de 4 mL / min (Nothias et al., 2017).

4. Test d'inhibition enzymatique
Voir chapitre 3 (page 88 et 89).

9. Analyse RMN

Les spectres RMN 1H (300MHz) et RMN 13C (75MHz) ont été enregistrés sur
spectrometre Bruker avec des valeurs de déplacement chimique (8) données en partie par
million (ppm) par rapport au TMS (0.00 ppm) et en utilisant MeOD comme solvant, les
constantes de couplage (J) sont exprimées en hertz (Hz) et singulet (s), doublet (d) et doublet
d'un doublet (dd) ainsi que le multiplet (m). L'analyse des spectres de masse a haute
résolution (HRMS) a été réalisée en mode négatif en balayage de masse (m / z 100 a 600
amu) en utilisant un spectromeétre de masse Orbitrap Thermo Scientific Exactive équipé d'une
source d'ionisation par électrospray chauffée (HESI) et la résolution était 1000 (Junior et al.,
2017).
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B. Analyses statistiques

La détermination de l'activité inhibitrice de la a-glucosidase a été réalisée en triple pour
chaque échantillon. Les résultats obtenus ont été présentés en tant que moyennes * écart type
(SD) et ont ensuite été comparés a 1’aide d’un test de studentt non apparié. Les différences a P

<0,05 ont été considérées comme significatives.

Année universitaire 2017-2018 Page IIG | 197



Partie expérimentale Chapitre 5 - Caractérisation chimique

lll. Résultats

Les résultats de la présente étude ont montré que I'extraction de racines d'A. unedo par le
prototype Dionex-ASE (extraction accélérée par solvant) produisait un rendement élevé de
23,7%. Le chromatogramme HPLC de I'extrait aqueux de racines d'A.unedo a montré que cet
extrait contient plusieurs composés phytochimiques, comme le montre la figure 23A, ce qui
rend difficile I'identification du principe pharmacologiquement actif. Cela nous a obligé a
rechercher une autre méthode expérimentale d'extraction a partir de laquelle nous pouvons
obtenir la molécule thérapeutique. Des résultats satisfaisants ont été obtenus en utilisant la
résine XAD-16. Aprées adsorption sur la résine XAD-16, le composé attendu de I'extrait a été

séparé en utilisant une HPLC semi-préparative et identifié comme indiqué sur la figure 23B.
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Figure 23: (A) Analyse par HPLC de l'extrait aqueux de racines d’A. unedo (B) L'extrait
aqueux de racines d’A. unedo adsorbé par I'ambrelite XAD -16 (temps de rétention de 2 a 16
min)

Année universitaire 2017-2018 Page 118 | 187



Partie expérimentale Chapitre 5 - Caractérisation chimique

Le composé isolé a montré une activité inhibitrice intéressante de la a-glucosidase le
montre le tableau 13 par rapport a la molécule de référence (acarbose), Ces résultats nous ont
incités a identifier et a caracteriser la structure de ce composé (figure 24) a l'aide d'analyses
par spectrométrie de masse a haute résolution et RMN (*H et 3C). L'analyse HRESIMS a ions
négatifs a donneé la formule moléculaire C15H140¢ sur la base de m / z 289.10 [M-H] - (calculé
pour C15H130¢) contenant neuf insaturations. Alors que les spectres RMN 1H et 13C montrent

les signaux suivants :

IH NMR (MeOD, 300MHz): 2.46-2.54 (m, 1H, CHz (); 2.81-2.88 (m, 1H, CHz (); 3.29
(s, 1H, OH); 3.97 (dd, 1H, CH-OHgy ,J= 7.5Hz, J= 2.4Hz); 4.57 (d, 1H, O-CH) , J=7.5Hz);
4.85 (s, 4H, 40Hpcde); 5.86 (d, 1H, CH), J= 2.4Hz);5.93 (d, 1H, CHg), J= 2.1Hz); 6.69-
6.78 (M, 2H, 2CH(415)); 6.84 (d, 1H, CHaa), J= 1.8Hz).

13C NMR (MeOD, 75MHz): 27.09 (CHz); 67.40 (CH(); 81.43 (CH(); 94.17 (CH);
94.96 (CH(s)); 99.49 (C3)); 113.89 (CHy); 114.76 (CH4y); 118.69 (CH(s));130.82 (Cqo));
144.81 (C13)); 144.84 (C(12)); 155.51 (Cyg)); 156.15 (Cs)); 156.39 (Cee)).

Les spectres RMN 1H et 13C sont indiqués dans 1’ Annexe supplémentaire 3.

43 OHe

*

4] ° N OH.
b OHH; Hy

Figure 24 : Structure de la catéchine

La spectrométrie de masse a haute résolution et le spectre RMN ont montré des résultats
similaires a ceux de la catéchine (Cushnie and Lamb, 2005). Ces composés ont été évalués
pour leur activité inhibitrice de l'a-glucosidase et se sont avérés inhiber l'activité de l'a-
glucosidase avec ICsp = 87,55 + 2,23 pg / mL contre 199,53 + 1,12 pug / mL pour l'acarbose
(tableau 13).
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Tableau 13: L’effet inhibiteur de la catéchine sur I'a-glucosidase

Composes a-glucosidase 1Cso (ng / mL)
Catechine 87.55 + 2.23°
Acarbose 199.53+1.122

IV. Discussion

En raison des problémes liés aux températures élevées de traitement et aux temps de
traitement longs des méthodes d'extraction classiques, susceptibles de se dégrader ou de subir

des processus d'oxydation indésirables, il est indispensable de promouvoir le développement
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et l'application de techniques d'extraction alternatives pour les composés phénoliques.
L’extraction accélérée au solvant est une alternative écologique prometteuse offrant une
séparation et une protection exceptionnelles contre la dégradation des polyphénols instables.
L'étude en cours a révélé que la méthode d'extraction de la racine d'A.unedo a I'aide du I’ASE
(extraction accélérée par solvant), produisait un rendement élevé en extrait d'eau. Plusieurs
études ont montré que les technologies modernes, qui ont remplacé les techniques
traditionnelles, incluent I'extraction accélérée au solvant, la micro-onde assistée, I'extraction
de fluide supercritique, I'extraction de fluide sous pression et I'extraction par ultrasons. Ces
techniques alternatives ont permis d’augmenter les rendements d’extraction de polyphénols,
de réduire considérablement 1’utilisation de solvants et d’accélérer le processus d’extraction.

Flavonoides une classe de composés polyphénoliques d'origine végétale, qui ont divers
caractéres physico-chimiques et la structure chimique et inclus dans de nombreux types de
régime alimentaire humain. Les résultats de spectrométrie de masse a haute résolution et de
RMN ont révéle la présence de catéchine dans les racines de I'extrait d'A. unedo. Ces résultats
sont similaires a ceux de Junior et al. En effet, les fruits d'A. unedo sont considérés comme
une source alternative de flavan-3-ols, en particulier la catéchine et ses dérivés (Albuquerquea
et al., 2016). Cependant, l'effet inhibiteur de la catéchine sur l'enzyme a-glucosidase a été
évalué dans plusieurs études précédemment conduites qui avaient initialement démontré que
la catéchine inhibait préférentiellement la maltase plutét que la sucrase dans un systeme
d'inhibition de 1'a-glucosidase immobilisée (Bhandari et al., 2008; Justino et al., 2018; Matsui
et al., 2007). Ceci suggére que l'inhibition de la a-glucosidase par la catéchine est étroitement
associée a la présence d'un groupe hydroxyle libre a la position 3 de cette molécule (Matsui et
al., 2007). La catéchine est un métabolite tres répandu et largement répandu dans le regne
végétal. L'utilisation traditionnelle d'A.unedo en tant qu'agent antidiabétique peut étre associee
a d'autres phytoconstituants, car de nombreuses plantes contiennent de la catéchine. Par
conséquent, la propriété biologique élevée de cette plante est due a l'ensemble du
phytocomplexe, et pas seulement a une seule molécule (Ettorre et al., 2010; Giovannini et al.,
2016).

En outre, plusieurs études menées précédemment ont souligné I'intérét de I'utilisation de
la catéchine pour de nombreux avantages pour la santé, tels que les objectifs anticancéreux,
antifongiques, antioxydants et antidiabétiques (Higdon and Frei, 2003; Malongane et al.,
2017).

Cependant, dans une étude établie par Albuquerque et al. (2016), ils ont tenté d'optimiser

I'extraction de cette molécule en utilisant différentes méthodes d'extraction, telles que la

Année universitaire 2017-2018 Page 121|157



Partie expérimentale Chapitre 5 - Caractérisation chimique

macération et les techniques par micro-ondes, et étaient capables de produire respectivement
1,38+ 0,1 et 1,70 £ 0,3 mg / g poids sec de catéchine en utilisant les conditions d'extraction
optimales. Ces méthodes d'extraction se sont avérées étre les méthodes les plus efficaces. Le
rendement en catéchine de la racine d’A. unedo dans la présente étude était de 95 mg/g de
poids sec de la plante. Ce haut rendement obtenu par 1I’ASE (Extraction accélérée par solvant),
en plus de la résine XAD-16, qui a été utilisée comme une option adéquate pour une étape de
nettoyage efficace pour la purification et 1’isolation du composé de catéchine pure a partir de
I’extrait de racine de plante (Selga and Torres, 2005). Ce rendement a éteé jugé eleve par
rapport aux méthodes d’extraction précédemment utilisées (Albuquerquea et al., 2016). De
plus, les racines d’A. unedo étaient considérées comme la meilleure source d’isolement de la
catéchine, une molécule pharmacologiquement active, par rapport aux procédures d’isolement
de la catéchine de différentes sources précédemment menées (Albuquerquea et al., 2016).
Cependant, de nombreuses études ont démontré que la méthode Zippertex était respectueuse
de I’environnement, que son colt et ses besoins en solvants étaient faibles, ce qui réduisait la
durée de la procédure d’extraction et combinait étapes d'extraction / filtration (Matsui et al.,
2007).

L'effet inhibiteur de la catéchine sur I’a-glucosidase a été déja documenté ; cependant, la
méthode de purification avancée utilisée, avec un pourcentage de rendement supérieur, est
nouvelle.

A notre connaissance, la présente étude est la premiére qui est porté d'isoler le composé
thérapeutiquement actif dans ’extrait aqueux de racines d’A. unedo et de rechercher la
meilleure méthode pour isoler la catéchine dés cette plante. De plus, cette étude a approuvé
l'utilisation antidiabétique traditionnelle des racines d’A. unedo. En outre, des essais in vivo
sont nécessaires pour soutenir cette utilisation thérapeutique et pour concevoir une forme
posologique appropriée pour la production de nouveaux médicaments ou suppléments a partir
d'extrait de racines de plantes d'A. unedo, afin de contribuer a la réduction du taux de glucose
dans le sang et de ses complications.

V. Conclusion

En raison de la croissance récente d'un certain nombre de patients diabétiques dans le monde
qui a poussé les scientifiques a rechercher de nouveaux composés naturels biologiquement

actifs avec une activité inhibitrice de l'a-glucosidase est devenue une tache trés importante. La
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technologie d'extraction ASE avec la résine XAD-16 offrait une récupération qualitative et
quantitative maximale de la catéchine, avec un minimum d'opérations, de manipulation, de
solvant et de temps par rapport aux autres methodes d'extraction et d'isolation utilisées. De
plus, l'activité inhibitrice de la catéchine isolée a partir de racines d'A.unedo sur 1’o-
glucosidase a montré un effet inhibiteur potentiel par rapport a I'acarbose, ce qui explique leur
utilisation traditionnelle en tant que plante hypoglycémique. En outre, le haut rendement
obtenu a partir de cet extrait de racine favorise ses utilisations commerciales comme agent

antidiabétique potentiel.
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Conclusion et perspectives

L’objectif principal de ce travail était la vérification de 1’usage traditionnel d’Arbutus
unedo L. Dans notre étude nous nous sommes intéressés surtout a 1’étude de Deffet
antidiabétique et antioxydant, ainsi que son mécanisme d’action, parce qu’elle a montré une
activité antioxydante trés intéressante ainsi des effets bénéfiques sur I'abaissement de la

glycémie chez les souris diabétiques.

L’¢évaluation de la toxicité de cette plante a prouvé qu’elle n’est pas toxique méme a forte
dose pour I’extrait aqueux. Cela et cohérent avec 1’'usage quotidien de cette plante par la

population marocaine.

Les résultats obtenus mettent en évidence la grande teneure d’Arbutus unedo L en
polyphénols, flavonoides (divers composés chimiques identifiés) qui peuvent étre

responsables des effets biologiques trouvés de cette plante.

L’injection intrapéritonéale de la streptozotocine a la dose de 200 mg/kg de poids
corporel chez les souris males adultes a induit des perturbations métaboliques : glucidique,
lipidique et dans le fonctionnement de certains organes. En revanche le traitement des souris
diabétiques par I’extrait aqueux d’A. unedo L corrige ces perturbations et améliorent la
résistance contre le diabéte et le poids corporel chez les souris diabétiques, ainsi Cet extrait a
été capable d'ajuster certains parametres biochimiques sériques, en particulier les niveaux de
triglycérides, ASAT et ALAT. Il a également provoqué une restauration de l'architecture

histologique des Tlots de Langerhans.

De plus, un effet inhibiteur prometteur sur l'a-glucosidase et 'a-amylase a été démontré
par l'extrait étudié. Ainsi la quantification de 1’effet antioxydant de 1’extrait aqueux in vivo a
été aussi évaluée par le dosage du MDA et le dosage du SOD ou cet extrait a montré des

résultats pertinents.

En conclusion nous pouvons dire que I’extrait aqueux d’A. unedo peut renforcer le
systtme de défense enzymatique antioxydant, peut jouer un role préventif dans le
développement du diabéte sucré par I’amélioration des métabolismes glucidique, lipidique et

il peut étre utilisé comme un antioxydant.
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Pour nos perspectives, on envisage de tester la molécule active isolée sur un modeéle
animal diabétique et comprendre le ou les mécanismes d’action de toutes les voies

antidiabétiques impliquées.

Il serait intéressant de faire des formulations a partir des plantes médicinales déja
évaluées sur I’activité antidiabétiques au sein de notre laboratoire de Pharmacologie
toxicologie, afin d’étudier et de chercher un effet de synergie ou bien de potentialisation qui

va étre utile pour la fabrication d’un complément alimentaire ou d’un phytomédicament.

Cependant cette orientation doit s’accompagner d’une gestion rigoureuse en termes

d’environnement et de renouvellement d’espéces.
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Résume

Le diabéte sucré est une maladie trés fréquente dans le monde entier. Il est traité par
I’insuline et les antidiabétiques oraux qui peuvent causer des effets secondaires graves. Pour
cette raison et vu leur indisponibilité dans certains cas, les diabétiques se soignent par les
plantes médicinales. Notre theme de recherche s'articule autour de plusieurs axes. Le premier
était une enquéte ethnobotanique menée dans la province de Beni Mellal, nous a conduit a
I’investigation de 45 plantes médicinales utilisées traditionnellement pour traiter le diabete

surtout de type 2. Parmi ces plantes, Arbutus unedo L.

Le présent travail a pour objectif 1’évaluation de ’activité antidiabétique d’A.unedo ;
espece vivace qui est tres abondante dans la région de Beni Mellal(Maroc). Nous avons
réalisé dans un premier temps un screening phytochimique des racines et des feuilles. Ceci a
été confirmé par une analyse quantitative, en fonction de la mesure des composés phénoliques
totaux, flavonoides et des tanins. Nos résultats ont révélé la présence des tanins, des
anthraquinones, des terpénoides, des flavonoides, et des quinones libres. Les tests de dosage

ont montré que I’extrait des racines représente 1’extrait le plus riche.

Par la suite, nous nous sommes focalisés sur la valorisation de 1’extrait aqueux d'A.unedo,
Pour ce faire, nous avons étudié ’activité antioxydante en utilisant le test de piégeage du
radical DPPH. Les résultats obtenus ont montré que I'extrait aqueux d'A.unedo est associé a
une activité antioxydante trés intéressante. Dans un deuxieme temps, nous nous sommes
intéressés a 1’étude de I’activité antidiabétique in vitro, en mesurant I’activité inhibitrice de
l'a-glucosidase et I'a-amylase, et in vivo en utilisant le modéle animal STZ/NA-Souris. Nos
résultats ont montré que 1’extrait aqueux des racines d'A.unedo est doué d’un effet inhibiteur
remarquable sur l'activit¢ de l'a-amylase et de l'a-glucosidase avec des valeurs,
respectivement, d’ICso de 730,15 + 0,25 et 94,81 = 5,99. De plus, I'extrait a induit une
diminution significative de la concentration de glucose dans le sang chez les souris
diabétiques.L’étude histologique a montré des changements régéneratifs des cellules des ilots

pancréatiques a une dose de 500 mg / kg / jour.

A la lumiere de ces résultats, nous avons opté a I’explication de I’effet antidiabétique de
I’extrait aqueux d'A.unedo en mesurant son effet sur 1’absorption intestinale du glucose au
moyen des Chambres d’Ussing. Nos résultats ont montré que I’extrait de la racine d’A. unedo

inhibe le co-transporteur Na‘/glucose au niveau intestinal et par conséquent ralentit
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I’absorption intestinal du glucose. Cette étude nous a poussé d’isoler le composé
pharmacologiquement actif a partir de racines d’A.unedo par la technologie ASE —dionex et
HPLC-MS.

Les résultats que nous avons obtenus confirment de fagcon favorable 1’utilisation d'A.

unedo en médecine traditionnelle marocaine pour le traitement du diabete.

Mots clés : Arbutus unedo L, diabéte, extrait aqueux, streptozotocine.
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Abstract

Diabetes mellitus is a very common disease worldwide. It is treated with insulin and oral
antidiabetic drugs that can cause serious side effects. For this reason and given their
unavailability in some cases, diabetics are treated with medicinal plants. Our research theme
is structured around several axes. The first was an ethnobotanical survey conducted in the
province of Beni Mellal, led us to the investigation of 45 medicinal plants traditionally used to
treat diabetes mostly type 2. Among these plants, Arbutus unedo L.

The present work aims to evaluate the antidiabetic activity of A. unedo; perennial species
that is very abundant in the region of Beni Mellal (Morocco). We first performed a
phytochemical screening of the roots and leaves. This was confirmed by a quantitative
analysis, based on the measurement of the total phenolic compounds, flavonoids and tannins.
Our results revealed the presence of tannins, anthraquinones, terpenoids, flavonoids, and free
quinones. The assay tests showed that the root extract is the richest extract.

Subsequently, we focused on the valorisation of the aqueous extract of A.unedo. To do
this, we studied the antioxidant activity using the DPPH radical scavenging test. The results
obtained showed that the aqueous A.unedo extract is associated with a very interesting
antioxidant activity. In a second step, we studied the antidiabetic activity in vitro, by
measuring the inhibitory activity of a-glucosidase and a-amylase, and in vivo using the
animal model STZ / NA-Mouse. Our results showed that A.unedo's aqueous root extract is
endowed with a remarkable inhibitory effect on the activity of a-amylase and a-glucosidase
with IC50 values, respectively. 730.15 + 0.25 and 94.81 + 5.99. In addition, the extract
induced a significant decrease in glucose concentration in the blood in diabetic mice. The
histological study showed regenerative changes in pancreatic islet cells at a dose of 500 mg /
kg / day.

In the light of these results, we opted for the explanation of the antidiabetic effect of the
aqueous extract of A.unedo by measuring its effect on the intestinal absorption of glucose by
means of the Ussing Chambers. Our results showed that the root extract of A. unedo inhibits
the co-transporter Na + / glucose intestinal level and therefore slows the intestinal absorption
of glucose. This study prompted us to isolate the pharmacologically active compound from
A.unedo roots using Dionex-ASE and HPLC-MS technology.

The results we obtained confirm favorably the use of A. unedo in traditional Moroccan

medicine for the treatment of diabetes.

Key words: Arbutus unedo L, diabetes, agqueous extract, streptozotocin
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Annexes

Annexe | : Questionnaire

oMU . et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aaaeeaaeeees

YN UL 1] U TR

NUMEBIO A FRIBVA. . ..o e e e

Informateur

1. Identification

Sexe :Masculin OFéminin O

Age :<30 O 130-50] O ]50-70] O 170-90] O

Scolarisation : Non scolarisé O  Primaire O Secondaire 0O universitaire O

Source de I’information : Héritage familial exclusif CJ Révélation divined

Initiation traditionnelledAutres™d

2. Information sur les plantes antidiabétiques

Connaissez- vous des plantes traditionnelles pour le traitement de diabéte ?
O Oui O Non

STOULL LS QUEIIES 2 .o s
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Annexes

Utilisez-vous les plantes traditionnelles pour traiter le diabéte ?

O QOui O Non

ST OULL LES QUEIIES 2 e e —————

Plante Partie utilisée

Mode de préparation

Dose utilisée : Pincée 0  poignée O Cuillerée O
* Dose précise : Quantité en g/ verre .......
Quantité en g/ litre ........
Autres................
Mode d’administration : Oral CO0Massage CORincage [

BadigeonnageOAutres [
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Annexe 3
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