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RESUME

Crataegus azarolus est une plante trés répandue dans la région d'El Tarf (Est
Algérien). Elle appartient a la famille des Rosacées et est traditionnellement utilisée
dans les pays arabes pour le traitement du diabete.

Des rats femelles Wistar albinos, rendus diabétiques par injection intra-
péritonéale d'une dose d’alloxane (130mg/kg) ont été traités per os avec I’extrait
aqueux obtenu par infusion des feuilles de cette plante, aux doses de 150 mg /kg (dy)
et 300 mg/kg (d;), et par la métformine (28 mg/kg de poids corporel), deux fois par
jour; le traitement a commencé 72 heures aprés injection de I’alloxane et
confirmation de [I’hyperglycémie chez les animaux. Une dose moyenne dj;
(225mg/kg) a ¢été également administrée a un lot sain pour évaluer l'effet
hypoglycémiant éventuel de la plante.

Les résultats obtenus par mesure de la glycémie a jeun, avant et apres sacrifice
ont révélé qu’apres traitement de 12 jours, les rats normaux n'ont manifesté aucun
effet hypoglycémiant. La dose d; a exercé un effet correcteur du diabete supérieur a
celui de la dose d; et la métformine; en effet on observe des baisses significatives des
glycémies ( p<0,001).L'é¢tude histologique au niveau des pancréas des rats diabétiques
a montré que la plante aux deux doses d; et d, a exercé une restauration des ilots de
Langerhans 1¢ésés par l'effet de I’alloxane. La présence résiduelle d’insuline dans le
sang confirme cet effet.

Une étude phytochimique de I’extrait de plante a révélé la présence de certains
principes actifs tels que les flavonoides, tripterpénes, saponosides et tanins qui
pourraient étre a I’origine de I’effet antidiabétique. On constate également 1’absence
d’alcaloides, substances connues pour leur toxicité.

Parallelement il a été remarqué d'une fagon générale que la plante provoque une
amélioration des poids corporels et du bilan lipidique chez les rats diabétiques.

L'extrait aqueux de cette , plante semble n’avoir aucun effet toxique sur les
organes prélevés des rats femelles normales (pancréas, foie, rein, coeur et rate). Au
contraire il pourrait jouer un rdle cytoprotecteur des trois organes 1ésés par ’effet

toxique de I’alloxane: le pancréas, les reins et la rate.

Mots clés: Diabete, Plantes médicinales, Phytothérapie, Alloxane,

Antidiabétiques, Pharmacognosie.
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ABSTRACT

Crataegus azarolus is a widespread plant in the region of EL Tarf (Algerian's Est). It
belongs to the Rosaceae family and it's tradionally used in Arab countries for the

treatment of diabetes.

Female albino Wistar rats were rendred diabetic by intraperitoneal injection of
a dose of 130mg /kg of alloxan. They were treated orally twice a day with an aqueous
extract obtained by infusion of leaves at doses of 150 mg /kg (d;), 300 mg / kg (d>)
and finaly with metformin ( 28 mg/kg of body weight). The treatment began 72 hours
after injection of alloxan and confirmation of hyperglycemia. An average dose d;
(225mg/kg) was also administred to normal and healthy rats to assess the potential

hypoglycemic effect of the plant.

The results obtained by measuring the fasting blood glucose before and after

sacrifice; showed that after 12 days of treatment, normal rats manifested no
hypoglycemic effect. d; dose exerted a correcting effect of diabetes higher than the d>
dose and metformin. In effect, we observed significant decreases of blood glucose (p<

0.001).

The histological study of pancreas in diabetic rats has shown that the plant with
the two doses d; and d, had restored islet cells injured by the effect of alloxan. The

residual presence of insulin in the blood confirms that.

A phytochamical study of the plant extract revealed the presence of some active
compounds such as flavonoides, saponins, tripterpenes and tannins that may be
responsible for the antidiabetic effect. It also notes the absence of alkaloids, substances

known to be toxic.

Meanwhile, it has been observed generally that the extract of plant causes an
improvement in body weight and lipid metabolism in diabetic rats. The plant seems to
have no toxic effect on organs taken from normal female rats (pancreas, liver, kidney,
heart and spleen). Instead, it could play a cytoprotective role of three organs injured by

the toxic effect of alloxan on pancreas, Kidneys and spleen.

Keywords: Diabetes, medicinal plants, Phytotherapy, Alloxan, antidiabetic,

Pharmacognosy.
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INTRODUCTION

Les traitements actuels du diabéte visent a normaliser autant que possible la glycémie sans pour
autant guérir la maladie. L’épidémie du diabéte engendre des dépenses financiéres majeures pour les
individus et pour la société, du fait de la maladie et surtout de ses graves complications. La diminution
du pouvoir d’achat des populations, le cout des médicaments et leurs effets secondaires non
négligeables, qui dans de nombreux cas, sont plus graves que les troubles de la maladie elle-méme et
enfin la méfiance vis-a-vis des produits de syntheése, ont fait que les populations du tiers monde
(comme 1’ Algérie) et méme ceux des pays développés utilisent encore des plantes médicinales comme
alternative thérapeutique, en particulier pour le diabéte de type I1(Ortiz, 1993; Marles et Fransworth,
1995; Perez et al, 1998; OMS, 2002; Grimaldi, 2005).

Plusieurs groupes de recherche ont montré un intérét certain pour ses plantes, connues comme
source de nouvelles bio molécules hypoglycémiantes.... 'insuline végétale n’étant pas encore connue
(Chicouri, 1983).

La phytothérapie antidiabétique connait a ce jour un essor considérable du fait de la découverte
d’un nombre important d’extraits de plantes antidiabétiques. L’utilisation des plantes est une pratique
courante dans le monde. Aujourd’hui plus de 800 plantes ont été identifiées et étudiées comme
traitement potentiel du diabéte de type II. Les principaux principes actifs isolés et identifiés comme
antidiabétiques sont: Les flavonoides, les mucilages, les glycanes, les triterpénoides, les alcaloides, les
saponosides et tanins (Marles et Fransworth, 1995; Perez et al, 1998; Wang et Ng, 1999).

L’utilisation médicinale d’extraits ou teintures préparés a base de feuilles, fleurs et fruits de
plantes du genre Crataegus, date de tres longtemps. Les flavonoides tels que les flavones, les dérivés de
flavanol, les procyanidines et épicatéchines sont considérés comme les constituants les plus actifs de la
plante. Faisant partie de leur médecine traditionnelle, ’aubépine : Crataegus azarolus a été utilisée
depuis tres longtemps par les arabes pour traiter le diabéte (Barnes et al, 2002; Said et al, 2002)
(Bahorun et al, 2003; Svedstrom et al, 2006).

Par ses principaux constituants phénoliques, cette plante jouerait un role cyto-protecteur contre le
stress oxydatif qui serait selon quelques auteurs impliqué dans 1’évolution de la pathologie (Ljubuncic
et al, 2005).

En Algérie, I'utilisation de cette plante se fait d’'une facon empirique. Les malades la cueillent
eux méme et 1’utilisent sans crainte en raison de la consommation habituelle de son fruit (Koyuncu et

al, 2007). IIs I’achetent chez des herboristes peu qualifiés. Ils la consomment sans avis médical, ni

—_—— )
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étude expérimentale, ni posologie. C’est pour ces trois raisons que nous avons choisi d’étudier I’espece

Crataegus azarolus locale.

Le but de notre étude est la recherche de I’effet antidiabétique potentiel d’un extrait aqueux
obtenu par infusion des feuilles de I’espeéce choisie. Nous avons utilisé pour notre expérience des rats
Wistar femelles normoglycémiques pour évaluer I’effet hypoglycémiant et des rats femelles avec un
diabete induit a 1’alloxane, pour déterminer I’effet antidiabétique de deux doses de l'extrait comparé a
I’effet d’un médicament antidiabétique du commerce : La métformine.

Ces animaux rendus diabétiques, ont été traités par I’extrait et le médicament par voie orale (per
0S).

Cette étude est subdivisée en deux parties :

e Une partie bibliographique, dans laquelle nous avons essay¢ de faire une synthése bibliographique de 1’état

actuel des connaissances sur :

- Le diabete sucré et ses traitements
- La phytothérapie
- La plante utilisée dans cette étude.

- Les mode¢les animaux utilisés dans les expériences sur le diabéte

e Une partie expérimentale, ou nous avons:

- Effectué un screening phytochimique pour rechercher différents principes actifs contenus dans

I’extrait tels que: Flavonoides, tanins, saponosides.....

- Recherché s’il existe un effet hypoglycémiant et anti hyperglycémiant de I’extrait aqueux sur un
model d’animaux, rats femelles Wistar, avec un diabéte induit a [’alloxane. De méme nous avons

déterminé I’'impact de I’extrait sur certains paramétres sanguins.
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IV. LES MODELS ANIMAUX DANS LE DIABETE

IV.1. Les modéles Spontanés

Dans de nombreux mode¢les, les animaux diabétiques présentent des altérations métaboliques
héréditaires qui ont quelques similitudes avec le diabéte humain. Les souches animales fournissent un
modele génétiquement bien défini, pouvant apporter des informations sur les relations existant entre

I’hérédité et les facteurs controlables de I’environnement (Pterides, 1980). Parmi ces mod¢les on cite :
IV.1.1. Les rongeurs de laboratoires

1V.1.1.1. Rat Goto Kaki Zaki

Mis au point en 1973 par une équipe Japonaise (Goto et ses collaborateurs), le rat Goto Kaki
Zaki est un modele polygénique, non obése, spontané¢ de diabéte de type II, crée en croisant
successivement des individus, intolérants au glucose d’une souche de rats Wistar. Six régions
chromosomiques semblent étre impliquées dans la genése du diabéte chez ce modele de rat (locus
Nidd/gk1a6). Ses principales caractéristiques sont : Une hyperglycémie en rapport avec une baisse de
la tolérance au glucose, une hypoinsulinémie avec une résistance a ’insuline et une lipidémie normale.

Chez les rats femelles diabétiques gestantes, le taux élevé de glucose dans le sang serait toxique
pour les cellules B du pancréas du feetus. Ceci constitue un modéle expliquant les anomalies de
développement du pancréas endocrine chez le diabétique (Ktorza et al, 1997; Hubert, 2003;

Srinivasan et Ramarao, 2007).

1V.1.1.2. Souris non obése diabétique (NOD)

Les souris non obeses diabétiques (NOD) ont été découvertes au Japon dans les années 1970
dans une lignée de souris appelée ICR. Elles développent spontanément un diabéte insulinodépendant
trés semblable a celui de I’homme. Ce diabete animal résulterait de I’infiltration des ilots de Langerhans
du pancréas par des cellules immunitaires entrainant la destruction totale des cellules  produisant
I’insuline. Les cellules immunitaires principalement incriminées sont: les TCD4 et TCDS8 et
accessoirement, les lymphocytes B et les macrophages.

Comme chez ’homme, un certain nombre de composants génétiques et environnementaux
favorise le développement du diabéte de ces souris. Plus de 15 loci appelés idd, dispersés sur

11chromosomes ont été associés a la maladie (Bo et Diane, 1997; Korganow et al, 1999).

—_—)
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1V.1.1.3. Rat BioBreeding

Ce rat fut découvert en 1974 par les laboratoires BioBreeding (BB) d’Ottawa Canada. 11 dérive
d’une colonie non consanguine de rats Wistar. Il est utilis¢é comme mod¢le du diabéte spontané auto-
immun (type I).

Dans la plupart des lignées BB, le rat développe le diabéte (60% a 90% des cas). 1l existe des
souches de rat BB résistantes a la maladie dont seul 1% deviennent diabétiques.

Chez ce modele, le diabete survient entre 60-120 jours d’age avec une incidence similaire entre
males et femelles. Ces animaux se caractérisent par une insulite fréquemment associée a une thyroidite
et une lymphopénie sévere.

Des geénes du complexe majeur d’histocompatibilité de classe I ainsi qu'un geéne intervenant
dans I’expression de la lymphopénie ont été incriminés dans le développement de cette maladie. La
possibilité de transférer la maladie & des animaux sains par injection de lymphocytes montre le role
prédominant d’une immunité a médiation cellulaire (Nakhooda et al, 1977; Nakhooda et al, 1978;

Smith et Hammond, 1991; Hubert, 2003).

1V.1.1.4. Cobaye

Dans les années 1970, un diabéte semblable a celui observé chez le jeune diabétique humain a
¢té mis en évidence dans une colonie de cobayes, avec des hyperglycémies, des anomalies des cellules 3
et des microangiopathies (Iésions vasculaires et rénales). La maladie s’est révélée contagieuse bien

qu’aucun agent étiologique n’ait pu étre identifié¢ (Lang et al, 1977).

IV.1.2. Les grands mammiferes
Les diabétes spontanés présents chez les mammiféres pourraient servir de modéle d’étude du
diabéte sucré chez ’homme. Les grands mammiféres se rapprochent en effet davantage de I’homme que
les rongeurs, par leur taille et la reproductibilité de leur évaluation métabolique. Cependant I’incidence
de diabétes spontanés est rare voire exceptionnelle, ce qui constitue un frein a [’utilisation de ces
modeles.
Parmi les grands mammiféres, le chien et le chat représentent les deux seules espéces bien

¢tudiées et diagnostiquées pouvant développer un diabéte spontané de type I (Sun et al, 1996).
IV.2. Les modéles induits

IV.2.1. Les modéles induits chimiquement

—_—
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1V.2.1.1. Modéle induit par I’alloxane

e Structure

Employé pour la premi¢re fois par Wdohler et Liebig, le mot Alloxane est issu de la
combinaison des deux mots Allantoine (produit d’oxydation de ’acide urique) et acide oxalurique
(dérivé de I’acide oxalique et de 1'urée).

L’alloxane ou (2, 4, 5,6 Tétraoxypyrimidine ; 5,6 dioxyuracil): est un composé issu de
I’oxydation de I’acide urique et dont la structure chimique détaillée est représentée par la (Fig. 11)

(Lenzen et Panten, 1988; Szkudelski, 2001).

e Mode d’action

L’alloxane est un composé tres utilisé pour I’induction du diabéte chez les animaux rongeurs
et non rongeurs. Son effet diabétogéne est obtenu apres son administration par les voies intraveineuse,
intra péritonéale ou enfin sous cutanée. La dose nécessaire pour induire un diabéte dépend de I’espece
utilisée, de la voie d’administration ainsi que du statut nutritionnel de 1’animal (les animaux mis a jeun

sont plus susceptibles a I’effet de ce produit).

Comme le diabéte humain, celui crée expérimentalement présente les mémes symptomes que
chez I’homme tels que : polydipsie, polyurie, glycosurie, hyperglycémie...etc.

Le mécanisme d’action de I’alloxane a été tres étudié et d’une maniére prédominante in vitro (sur
des cellules B de Langerhans isolées ainsi que sur pancréas de rat perfusé¢). L’action de 1’alloxane sur le
pancréas est précédée par son absorption rapide par les cellules B de Langerhans. Selon certaines études,
on attribue a ce produit une action cytotoxique (nécrose des cellules f de Langerhans) médiée par une
génération de radicaux libres.

Avant la formation de ces derniers, L’alloxane va d’abord oxyder les groupements SH trouvés au
niveau des agents réducteur de la cellule f de Langerhans. Ces agents réducteurs sont le glutathion
réduit(GSH), la cystéine, les enzymes sulthydriles, ’acide ascorbique et surtout la glucokinase.

La glucokinase est une enzyme spécifique au glucose appartenant aux cellules B de Langerhans et au
foie. L’enzyme active est nécessaire au bon fonctionnement des cellules de Langerhans et donc a la
sécrétion d’insuline. Deux groupements SH du site actif de la glucokinase sont oxydés par 1’alloxane
formant ainsi une liaison disulfure, rendant cette enzyme inactive. Apres cette étape 1’alloxane est
réduit en acide dialurique capable de se ré-oxyder en alloxane. Ce dernier et son produit de réduction

forment un cycle redox produisant des radicaux intermédiaires d’alloxane (HA) et des ions superoxydes

S
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(05). Les radicaux superoxydes formés vont libérer les ions ferriques Fe’* de la ferritine et les réduire
par la suite en ions ferreux Fe*". Les ions superoxydes vont subir une dismutation soit spontanée soit par
I’enzyme dismutase produisant ainsi du peroxyde d’hydrogeéne H,O,. Ce dernier va former alors en
présence de Fe*™ de IOH™ (réaction de Fenton) :  Fe’" + H,0, — Fe "+ OH™ + OH

En plus de produire ces radicaux libres, I’alloxane agit en perturbant 1’homéostasie du Ca*"
cytosolique libre des cellules B de Langerhans. L’alloxane dépolarise la membrane de ces cellules
provoquant 1’ ouverture des canaux Ca®" voltage dépendants entrainant ’augmentation du flux en ions
Ca”" a intérieur de la cellule et I’élévation de sa concentration (Lenzen et Panten, 1988; Szkudelski,
2001; Srinivasan et Ramarao, 2007). Le mécanisme d’action de I’alloxane est résumé dans la (Fig.

12).
1V.2.1.2. Modéle induit par la streptozotocine

e Structure

La streptozotocine est un antibiotique dérivé de Streptomyces achromogenes. Structuralement
c’est un glucosamine dérivé de la nitroso-urée (2déoxy-2-(3-méthyle-3-nitrosoueido-D-
glucopyranose).Ce produit est commercialis¢é comme médicament sous le nom de Zanosar. Il est utilisé
chez ’homme comme antinéoplasique (Szkudelski, 2001; Rakieten et al, 1963; Vidal 2009). Sa

structure chimique détaillée est représentée par la (Fig. 13).

e Mode d’action

La stréptozotocine est utilisée pour induire chez I’animal un diabéte de type I ou de Type II.
Son effet diabétogene a été démontré pour la premicre fois en 1963 chez le chien et les rats ( Junod et
al, 1967; Ozturk et al, 1996; Szkudelski, 2001).

Les doses utilisées pour induire un diabete chez 1’animal ne sont pas aussi bien quantativement
définies que pour 1’alloxane . Les voies d’induction de la maladie sont les voies: intraveineuse et
intarperitonéale. Comme 1’alloxane, ce produit cause principalement une hypeglycémie et une baisse de
la sécrétion d’insuline dues a son effet cytotoxique directe sur les cellules B de Langerhans. Par sa
partie deoxyglucose, la streptozotocine s’introduit d’abord a [Dinterieur de ces cellules par
I’intermedaire des transporteurs GLUT2. Sa partie nitroso-urée étant elle résponsable de 1'effet toxique

de ce produit.

Plusieurs experiences ont montré que le principal effet causant la mort des cellules B est en

premier lieu du a I’alkyaltion de sa partie nitroso-urée avec I’ADN.

e —
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Comme I’alloxane, la streptozotocine joue un role dans la génération de radicaux libres ainsi
que dans D’altération des mécanismes réparateurs des cellules: Les scavengers endogenes. En premier
lieu, la molécule joue le role de donneur de radicaux NO, qui selon quelques expériences effectuées
joueraient un role cytotoxique en détruisant ’ADN cellulaire ( Szkudelski, 2001; Srinivasan et

Ramarao, 2007).

L’effet cytotoxique de la streptozotocine ne se limite pas uniquement & NO. Plusieurs études ont

montré que ce produit génererait des radicaux oxygenes libres.
Parmi ces derniers, la formation de superoxyde, par action directe de la streptozotocine sur la
mitochondrie (MIT) et sur la xanthine oxydase( XOD) de la cellule B. Il a été rapporté également que
cette substance inhibe le cycle de krebs et reduit la consommation d’O; par la mitochondrie ce qui limite
la production d’ATP et cause I’épuisement de nucléotides des cellules . On a su par la suite qu’en plus,
la diminution de I’ATP mitochondrial est partiellement du au NO qui en se liant a la composante
ferrique de 1’aconitase, I’inhibe (enzyme nécessaire a la production d’ATP par le cycle de Krebs).
L’ ATP réstant est déphosphorylé augmentant la concentration en substrat de la XOD. Ces substrats sont
les bases puriques, qui dégradées produisent de I’acide urique, produit final de la dégradation de I’ATP.
La XOD catalyse les réactions de formation d’ions superoxydes, engendrant celle d’autres
radicaux:H,0O, et OH".

Le NO ainsi que les radicaux oxygeéne libres agissent chacun directement sur ’ADN ou
ensemble en formant le peroxynitrate (ONOO) et le dégrade. L’ADN endommagé active I’enzyme
poly-ADP- ribose synthétase, cette enzyme favorise I’épuisement du NAD dans la cellule B et
finalement conduit a I’épuisemment de I’ATP cellulaire. On aboutit alors a la mort cellulaire et a ’arret
de la sécrétion d’insuline (Nukatsuka et al, 1990; Sofue et al, 1991; Turk et al, 1993; Szkudelski,

2001). Le mécanisme d’action de la streptozotocine est résumé dans la (Fig. 14).
1V.2.1.3. Modéle induit par le Cyclophosphamide

e Structure

Comme la streptozotocine, le cyclophosphamide est un agent alkylant de I’ADN. Le
cyclophosphamide appartient a la famille des oxaphosphorines. Il est commercialisé chez ’homme sous
le nom d’ Endoxan. Il a un effet antinéoplasique cytostatique (Vidal, 2009; FNCLCC, 2009).Sa

formule chimique détaillée est représentée par la (Fig.15).

S
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e Mode d’action

L’injection de fortes doses de cyclophosphamides déclenche I’apparition d’un diabéte
uniquement chez les souris NOD prédiabétiques (souche NOD/ WEHI). Son action résulterait de
I’accélération d’un phénomeéne autoimmun et sans doute moins d’une toxicité directe de la molécule sur
les cellules B du pancréas. En effet , les splénocytes de souris dont le diabéte a été¢ induit par le
cyclophosphamide sont capables de transférer la maladie & des animaux sains (Yasunami et Bach,

1988; Charlton et al, 1989) .
1V.2.1.4. Modéle induit par la pentamidine

e Structure

La pentamidine, est un médicament antiprotozoaire employé chez ’homme dans les traitements
des pneumopathies a pneumocystis carinii, dans la maladie du sommeil et dans le traitement de la
Leishmaniose. Il est commércialisé sous le nom de spécialité: Pentacarinat chez ’homme et Lomidine

chez I’animal (Sai et al, 1983; Vidal, 2009). Sa formule chimique est détaillée par la (Fig. 16).

e Mode d’action

L’utilisation de la pentamidine chez le rat et chez la souris induit un diabéte irréversible, dose
dépendant et temps dépendant. L’action diabétogene de ce medicament provoquée par la toxicité sur les
cellules B, serait obtenue moins rapidement qu’avec 1’alloxane et la streptozotocine. Il a ét¢ démontré
¢galement que ce médicament a une action diabétogeéne chez ’homme (Sai et al, 1983; Osei et al,

1984).

IV.2.2. Les modéles induits chirurgicalement
Cette méthode consiste en une pancréatéctomie complete ou partielle pour provoquer un diabete
réspectivement de type I ou de type II chez les animaux de laboratoires. Les modeles induits
chirurgicalement les plus utilisées dans la recherche sur le diabéte humain sont les grands mammiféres
comme le chien ,le singe et le porc, car leur métabolisme glucidique est assez proche de celui de
I’homme. Leur morphologie autorise certaines intérventions irréalisables chez les rongeurs La longue
durée de vie relative des mammiferes, permet de suivre a long terme la durée d’un traitement a ’essai

(Like et Rossini, 1976; Hubert, 2003).

S
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Fig. 11: Structure chimique de 1’alloxane (Lenzen et Panten, 1988).
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Fig. 12 : Mécanisme d’action de I’alloxane sur les cellules 3 de Langerhans
(Szkudelski, 2001).
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Fig. 13: Structure chimique de la streptozotocine (White, 1963).
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Fig. 14: Mécanisme d’action de la stréptozotocine (Szkudelski, 2001).
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Cl Cl

Fig. 15: Structure chimique du cyclophosphamide (Schorderet et col, 1992)
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Fig. 16: Structure chimique de la pentamidine (Schorderet et col, 1992)
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IV.2.3. Les modéles induits par inoculation de virus
Certaines inféctions virales peuvent engendrer un diabete aussi bien chez I’homme que chez
I’animal. L’exempe le plus connu est I’inféction de la souris par le virus EMC (Encéphalomyocardite).
Ce virus entraine un diabéte en pénétrant a I’intérieur des cellules . L’ ADN viral s’intégrant au génome
des cellules hotes provoque alors une altération des fonctions de ces cellules et notammant de le

séctrétion de I'insuline (Petrides et al, 1980).

IV.2.4. Les modéles induits par le régime alimentaire

Citons ’exemple du:

Rat Psamomys obesus:

Dans son milieu naturel, cet animal se nourrit de plantes salées pauvres en calories. Soumis a
un régime standard de laboratoire, il devient obese et developpe un diabete non insulino-dépendant
caractérisé par une hyperphagie, une hyperinsulinémie, une intolérance au glucose et des cellules § du
pancréas d’abord intactes et qui progressivement se détériorent et se nécrosent. La déficience en insuline

pouvant conduire a la mort de I’animal (Shafrir et Zif, 1998; Shafrir et al, 1999; Shafrir, 2001).

IV.2.5. Les modéles transgéniques et Knock-out
Les techniques de génie génétique ont pérmis d’obtenir des animaux permettant 1’étude de
diabete. Les modeles transgéniques dans le cas du diabéte sont obtenus par transfert de genes vers des
animaux. Ces genes appelés transgénes codent pour des molécules intérvenant dans le métabolisme
insulinique. On obtient ainsi une souche génétiquement modifiée.

Les modeles knock-out quant a eux sont obtenus par la suppression ou I’inactivation de ces
genes et ’étude des conséquences de cette intervention. Ces deux modeles permettent I’étude du role
des génes sur la production et I’action periphérique de I’insuline. Il existe par exemple des genes codant
pour les récepteurs ISR-1 et ISR-2 de I’insuline et des génes codants pour le transporteur GLUT2

responsables de la secretion d’insuline (Srinivasan et Ramarao, 2007).

IV.2.6. Les modéles induits par Anticorps anti - insuline
L’injection de serum anti-insuline est une méthode de choix pour obtenir une carence aigue en
insuline. Cette forme de diabéte est réversible et sa sévérité dépend de la quantité de sérum administrée.
L’avantage de ce modele éxperimental tient a ce que I’insuline circulante est neutralisée de facon
spécifique sans aucune Iésion d’organe. A noter cependant que les animaux ainsi traités, présentent une
pancréatite allérgique interstitielle. Des modifications similaires ont également été décrites dans le
pancréas d’enfants de meres diabétiques et parfois chez des diabétiques de type juvénile (Petrides et al,

1980).
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I. LE DIABETE SUCRE

I.1. Généralités sur le diabéte sucré

I.1.1. Prévalence
Selon ’OMS, la prévalence du diabéte chez 1’adulte de plus de 20 ans qui était de 4 % en 1995
atteindrait 5,4 % en 2025, ce qui équivaudrait a une population de diabétique passant de 135 a 300
millions de malades. En Algérie, la fréquence de diabéte est également en constante augmentation et est

estimée de 5 a 8 % (Grimaldi, 2005; Barket, 2009).

1.1.2. Définition
Le diabéete (dia baino en grec = passer a travers) est une affection métabolique résultant d’une
déficience de sécrétion d’insuline, d’anomalies de son action sur les tissus cibles, ou de 1’association des
deux. Ce défaut d’insuline entraine un trouble du transport du glucose conduisant a une hyperglycémie
chronique, une baisse des réserves et de la synthése des lipides et une baisse de la synthése des protéines.
Ces modifications biochimiques aurons a la longue des manifestations cliniques aigues et chroniques
(Vaughan et Mckay, 1980; Chicouri, 1983).
L’OMS dans la derniére révision des critéres diagnostiques en 1999, indique que le diagnostic de
diabete peut étre retenu dans les quatre situations suivantes :
e Présence de symptomes de diabéte (polyurie, polydipsie, amaigrissement) et glycémie sur plasma
veineux > 2 g/l (11mol/l).
e Glycémie sur plasma veineux a jeun > 1,26 g/l (7 mmol/l).
e Glycémie sur plasma veineux mesurée n’importe quand > 2 g/I (11 mmol/1).
e Glycémie (sur plasma veineux) deux heures aprés ingestion de 75g de glucose (test

d’hyperglycémie provoquée orale (HPGO) > 2¢g/1 (11 mmol/l) (Grimaldi, 2005).

I.1.3. Classification

Le diabete se divise en :
Diabéte de type I : ou diabéte insulinodépendant, juvénile, maigre, cétosique. Il survient a tout age et
est plus fréquent chez les jeunes entre 9-14 anms. Il est li¢ ou non a une destruction auto-immune
progressive des cellules B des ilots de Langerhans, par infiltration des lymphocytes et de macrophages

(insulite) qui conduit en quelques années a un état d’insulinopénie absolue. Dans ce type de diabéte
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plusieurs anticorps ont été mis en évidence (Luton et al, 1999; Lubetzki et al, 2000; Gaw et al,

2004; Grimaldi, 2005).

e Le diabéte de type II : est le diabéte non insulinodépendant ou diabéte de la maturité, gras, non
cétosique. C’est entre 40 a 80 ans qu’il est le plus fréquent. On le décrit plus rarement chez les
adolescents et les enfants. Il résulte de la combinaison de deux anomalies métaboliques : un déficit de
I’insulinosécrétion et une diminution de la sensibilité¢ a I’insuline des tissus cibles (foie, muscle, tissus
adipeux) (Luton et al, 1999; Lubetzki et al, 2000; Guillausseau et Michelin, 2003; Gaw et al,
2004).

e Autres types de diabete:

1. Diabete non insulino prive du sujet jeune ou MODY (Maturity Onset Diabetes in the Young).
2. Diabete gestationnel.

3. Diabéte tropical et enfin le diabéte du sujet noir (Luton et al, 1999).

I.1.4. Les facteurs de risques

Les principaux facteurs de risque du diabete sont :

oL es facteurs héréditaires
Les facteurs héréditaires sont certains méme s’ils sont plus importants pour le diabéte de type 11

que dans le diabete de type I (Tableau 01) (Luton et al, 1999).

Tableau 01 : Facteurs Héréditaires (Luton et al, 1999; Idelman et Verdetti, 2000).

Diabéte Concordance entre parenté Génes en causes
jumeaux

Genes du complexe majeur
Type >50 % 5% d’histocompatibilité codant
pour les Ag HLA DR, PQ, DP

25 % - 30 %(un parent
Type 11 100 % touché par la maladie) polygénique
50 % (les deux parents).
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oL es infections
L’augmentation modérée (15 % de I’ensemble des cas de diabéte sucré) du diabéte de type I
pourrait s’expliquer par I’infection par rétrovirus responsables d’un super antigéne (SADs) impliqué dans
le mécanisme d’auto-immunité, d’autres virus ont également ét¢ incriminés ainsi que la consommation

de protéines de lait de vache (Luton et al, 1999; Idelman et Verdetti, 2000; Gaw et al, 2004).

e [ ’alimentation
Le bouleversement des habitudes de la vie moderne (L’alimentation des- équilibrée riche en
graisses saturées, sucres et pauvre en fibres) est un facteur de risque essentiel d'apparition d'un diabete

sucré (Idelman et Verdetti, 2000; Barket, 2009).

e La sédentarité et I’obésité
La sédentarité est est un facteur d’obésité avec répartition androide des graisses. L’exces de poids
favorise I’insulinorésistance multipliant le risque de diabéte de type II par 3 a 6 (85% des cas). Ainsi
I’augmentation de ce type de diabéte que ce soit dans les pays nantis ou en voie de développement est
une véritable « épidémie » et un important probléme de santé publique (Chicouri, 1983; Idelman et

Verdetti, 2000; Guillausseau et Michelin, 2003; Grimaldi, 2005; Barket, 2009).

I.2. Traitement

Le traitement du diabete de type I reste essentiellement basé¢ sur I’insulinothérapie et certains
adjuvants. La greffe des ilots semble étre prometteuse (Sutherland, 1994; Idelman et Verdetti, 2000; Owens
et al, 2001).

Le traitement de diabéte de type II comporte deux aspects :

e  L’aspect préventif : qui consiste en la lutte contre la sédentarité, I’obésité et les mauvaises habitudes

alimentaires par des programmes de santé et d’éducation sanitaire (OMS, 1985; Grimaldi, 2005).

e  Le traitement symptomatique : il repose sur la prise de médicaments de plusieurs classes (OMS,

1985) tels que :

- Les sulfamides ou sulfonylurées (exp : glibenclamides): stimulent I’insulinosécrétion est
n’agissent probablement pas sur I’insulinorésistance (Schorderet et Col, 1989; Idelman et Verdetti,

2000).
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- Les biguanides (exp: métformine seule commercialisée en Algérie): agissent sur
I’insulinorésistance et non sur 1’insulinosécrétion. Ils diminuent 1’absorption intestinal du glucose et des
acides aminés, inhibent la néoglucogenese hépatique et améliorent I’utilisation périphérique du glucose
au niveau musculaire (I’activation de I’hexokinase et la phosphofructokinase) (Schorderet et Col, 1989;

Idelman et Verdetti, 2000; Hubert, 2003; Liu et al, 2007).

- Les inhibiteurs des « glucosidases (exp: acarbose = glucobay en Algérie) : empéchent
I’hydrolyse des hydrates de carbone au niveau du gréle et diminuent I’assimilation des oses (Luton et al,

1999; Idelman et Verdetti, 2000).

- Glinides (exp: Répaglinides): sont des insulinosécréteurs non sulfamidés (Halimi et al, 2008).

1.3. Régulation de la synthése et sécrétion d’insuline

I.3.1. Chez I’individu normal
L’homéostasie glucidique est indispensable au bon déroulement des activités biologiques des
cellules de ’organisme. Un contrdle strict de la glycémie entre 80-120 mg/dl, aprés chaque repas est
donc nécessaire pour la santé des individus. Cette homéostasie glucidique résulte du fait que la production
hépatique de glucose est exactement équilibrée par une utilisation tissulaire équivalente de glucose. Dans
ce processus deux hormones pancréatiques sont essentiellement impliquées : L’insuline et le glucagon

(Idelman et Verdetti, 2000; Grimaldi, 2005; Lacroix, 2006).

Apres ingestion d’aliments lorsque la concentration de glucose sérique est élevée, I’insuline
unique hormone hypoglycémiante, réagit en la diminuant. Cet effet est contrebalancé par le glucagon
(effet hyperglycémiant) (Pocock et Richards, 2004; Lacroix, 2006; Larousse, 2008).

Au niveau de la cellule § du pancréas, un grand nombre de facteurs peuvent moduler la sécrétion
d’insuline (Tableau 02). Le glucose représente cependant le facteur le plus important de la sécrétion

(Costanso, 2001; Guénard et al, 2001).

Le glucose est transporté a travers la membrane de la cellule B de Langerhans du pancréas. Aprés
une chaine de réactions, il y’aura enfin exocytose des vésicules d’insuline (Fig. 01). L’insuline ainsi
sécrétée, se lie a son récepteur a tyrosine kinase au niveau des cellules cibles (muscles, tissus adipeux,
foie). Le mécanisme moléculaire de son action débute par une autophosphorylation du récepteur et se

termine, apres une cascade de réactions de phosphorylation, par ses différents effets métaboliques
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(Fig. 02) (Idelman et Verdetti, 2000; Guénard et al, 2001; Capeau, 2003; Grimaldi, 2005). Ainsi

I’insuline stimule les processus anaboliques et la mise en réserve de 1’énergie.

Sur le muscle strié : elle active la glycogénése et surtout la glycolyse, inhibe la lipolyse et la protéolyse

et favorise le transport des acides aminés.
Sur le tissu adipeux : elle stimule la lipogenése et est la seule hormone antilipolytique de ’organisme.

Sur le foie : elle inhibe la néoglucogenese et stimule la glycogénése. Elle inhibe I’effet cétogéne du
glucagon et posseéde sur les protéines une action a la fois anabolique et anti catabolique (Borel, 1997;

Hennen, 1996; Trivolet et Halimi, 1994; Idelman et Verdetti, 2000).

Le glucagon est sécrété par les cellules a de Langerhans pancréatiques, par I'intermédiaire de
plusieurs facteurs dont la baisse du glucose étant le plus important (Tableau 03). Il agit seulement au
niveau du foie, ou il stimule la glycogénolyse, la néoglucogenese, inhibe la glycolyse et la lipogenése. 11
stimule la cétogenése et il a sur les protéines un effet catabolique favorisant donc la production de I'urée

(Idelman et Verdetti, 2000; Costanso, 2001).

L.3.2. Chez le diabétique

Les causes des anomalies de I’insulinosécrétion sont d’ordre anatomique et fonctionnel. Pour le
diabete de type I, I’absence de I’insulinosécrétion résulte d’une destruction importante des cellules 3 de
Langerhans. Quant au diabéte de type I, il s’accompagne d’une réduction d’environ 50% des cellules B,
mais le dysfonctionnement des cellules résiduelles semble nécessaire pour 1’apparition d’un diabéte
patent. La découverte de dépots amyloides dans les ilots accrédite cette these. Ces dépdts sont dus a la
précipitation de I’amyline cosécrétée avec I’insuline. Elle aurait un effet délétere sur les cellules B, sur la
diffusion de glucose et en fin sur la sécrétion d’insuline (Idelman et Verdetti, 2000; Grimaldi, 2005).
L’insuffisance ou I’absence de sécrétion de I’insuline résulterait de perturbations de la cinétique de
I’insulinosécrétion avec une diminution de la sécrétion de I’insuline vraie et augmentation de la
concentration en proinsuline (Lubetzki et al, 2000; Guénard et al, 2001; Guillausseau et Michelin,
2003).

_—


http://buy.abbyy.com/content/pdftransformer/default.aspx
http://buy.abbyy.com/content/pdftransformer/default.aspx

PARTIE BIBLIOGRAPHI¢

fermeture du i e

; 3 Dépolarisation de ¢ Cuverture du

i -~ sy canal & C; -
— F la membrane

GLUT 2 _/\,— A

I

4
Phosphorylation
(slucokinase)
2 4 5 |af NaDHD
Métabolisme du glucose|-y) E
gil
Cellusle beta de
Langerhans
AMPeyclique T

@ 7 fusion et

hY Y ai=
Go[gi 7 secrafion .. . Emlme:l
vésicule Ciyi =
K i)
Stimulus le plus important de la transcription
du gene (méfaholites de ghucose) 3 ; Q ; /

noyas i b vésicules sécrétoires

R

Fig. 01 : Synthése et sécrétion d’insuline par la cellule 8 de Langerhans
(Idelman et Verdetti, 2000; Guénard et al, 2001; Grimaldi, 2005).
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B : voie de la MAP kinase (Idelman et Verdetti, 2000; Capeau, 2003< Grimaldi, 2005).
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Tableau 02 : Facteurs modulant 1! sécrétiOn d’insuline (Guénard et al, 2001; Costanso, 2001).

Facteurs Augmenation de la Causes qui diminuent la sécrétion
sécrétion
TGlucose sanguin lGlucose sanguin
Agents Acides aminés (arginine, Somatostatine
physiologiques ysine, leucine) o v,
Adrénaline, Noradrénaline (récepteur
TAcides gras alpha)
Glucagon Leptine
Hormones intestinales de Galanine
type incrétines (GIP, GLP1)
Pancréastatine
GH, cortisol
Jelne, exercice
Parasympathique (Ach)
B adrénergiques
o Théophylline e Alpha deoxyglucose
e AMPcyclique e Mannohéptulose
Agents o Sulfonylurées e Diazoxide
pharmacologiques e Salicylates e Prostaglandines
e Diphénylhydantoine
o Alloxane
e Streptozotocine

Tableau 03 : Régulation de la sécrétion du glucagon (Costanso, 2001).

Causes qui augmentent la sécrétion

Causes qui diminuent la sécréti/n

l Ghucose sanguin
TAcides aminés (particulierement 1’arginine)
Cholécystokinine (signal% un repas

protéiques aux cellules alOha)

Adrénaline, Noradrénaline, Acétxlcholine

T Glucoce sanguin
Insuline
SomatOstatine
Acides gras

Cétone

_—
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Dans le diabéte de type II, I'insulinosécrétion et I’insulinorésistance sont intimement liés et
peuvent retentir 1’'un sur l’autre créant un cercle vicieux. L’insulinorésistance (insulinosensibilité)
résulterait d’une diminution du nombre de récepteurs des cellules cibles et le plus souvent d’anomalies
des mécanismes post récepteurs (exp : anomalie de la phosphorylation des protéines IRS) (Lubetzki et
al, 2000). Essayant de compenser cette insulinosensibilité, les cellules B restantes sécrétent une grande
quantité d’insuline et finissent par s’épuiser, ce qui réduit I’insulinosécrétion. L’ incapacité de ces cellules
a répondre aux besoins conduit alors & une hyperglycémie qui elle-méme altére I’insulinosécrétion et la
sensibilit¢ a I’insuline, c’est: la glucotoxicité (Idelman et Verdetti, 2000; Guillausseau et Michelin,
2003). En effet selon de nombreuses études ’hyperglycémie conduit a la production de radicaux libres.
Ces derniers provoqueraient un effet délétére sur les cellules B de Langerhans (Tang et al, 2006). La
diminution de I’insulinosécrétion et de I’insulinorésistance sont également dues a la lipotoxicite (effet de
Randle). Chez les individus obéses prédisposés au diabéte, I’augmentation de la concentration des
acides gras libres conduit a une €lévation du citrate qui inhiberait les enzymes clefs de la glycolyse
favorisant ainsi 1’accumulation du glucose normalement assimilé par les cellules musculaires. Cette

hypérglycémie inhiberait et altérerait la sécrétion d’insuline (Grimaldi, 2005; Magnan, 2006).
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II. LA PHYTOTHERAPIE

I1.1. Généralités sur la phytothérapie

I1.1.1. Définition

La phytothérapie, du grec phytos : plante et therapia : la cure (Belaiche, 1979) est le traitement
par I’action des plantes médicinales.

On peut distinguer deux types de phytothérapie :

-Une pratique traditionnelle, parfois trés ancienne basée sur 1’utilisation des plantes selon les
vertus découvertes empiriquement. Selon I’OMS, cette phytothérapie est considérée comme une
médecine traditionnelle, est encore massivement employée dans certains pays dont les pays en voie de
développement. C’est une médecine paralléle du fait de I’absence d’étude clinique.

-Une pratique basée sur les avancées scientifiques et la recherche des principes actifs des plantes
(exp: La morphine extraite du pavot employée comme analgésique). Cette phytothérapie est assimilée
aux médicaments et selon les pays, suit les mémes réglementations (AMM, vente en pharmacie...).On
parle alors de pharmacognosie (Iserin, 2001; Lamnaouer, 2008).

Les limites de cette définition sont dues au fait que la phytothérapie « scientifique » basée sur
I’isolement des principes actifs ne suffit pas toujours a expliquer I’effet thérapeutique voulu d’une plante
médicinale. L’ action de cette derniére serait due a I’effet combiné de ses différents composants. C’est
pour cela qu’il est généralement recommandé d’utiliser la plantes entiére ou « Totum » (Iserin, 2001).
Dans ce cas 'utilisation empirique garde encore sa place en attendant de mettre a jour et de découvrir
les combinaisons infinies et subtiles des différents principes actifs des plantes et leurs effets

thérapeutiques produits.

I1.1.2. Historique

Tout au long de I’histoire des traitements médicaux figurent I’utilisation des plantes médicinales.
Les traces de cette utilisation existent dans des textes chinois datant de plus de 5000 ans avant Jésus-

Christ.

Les tablettes d’argile de 1’époque sumérienne (2000 ans avant Jésus-Christ.) décrivent une
pharmacopée riche en plantes.
Les égyptiens possédaient déja des notions de pharmacopée. Le papyrus d’Ebers (environ

1500 avant Jésus-Christ) est le premier recueil consacré aux plantes médicinales proposant 12 plantes

—_—y
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accompagnées de leurs utilisations. A la méme époque, en Inde, les « védas », livres sacrés témoignent
eux aussi de la connaissance des plantes.

La Greéce antique c’est distinguée avec les premiers thérapeutes du monde occidental;
Hippocrate symbole de la médecine (460-377 Jésus-Christ.) fut le premier & mentionner des
observations cliniques avec plus de 230 plantes médicinales. A cette époque un début de classement
selon la toxicité des plantes fut élaboré par des savants célébres tels que Théophraste (372-287 avant
Jésus-Christ.).

Aristote (384-322 avant Jésus-Christ.) célebre disciple de Platon et naturaliste écrivait : « le
tout est plus que la somme des parties constitutives ». Chaque organe et partie d’une plante n’est pas
seulement un organe ou une partie mais est un ¢lément indispensable de 1’organisme d’un tout. N’est ce
pas la un des principes fondamentaux de la médecine par les plantes.

Galien (201-130 avant Jésus-Christ.) médecin considéré aujourd’hui comme le pére de la
pharmacie ¢élabora sa théorie des quatre humeurs s’inspirant des travaux d’Hippocrate. Galien classa les
plantes en plantes séches, chaudes, fraiches et humides. Galien écrivit uniquement 3 livres et se limita
aux plantes qu'il appréciait.

Plus tard (100 avant Jésus-Christ.), Discoride, herboriste Grec écrivit un recueil de 5 livres
consacré a plus 500 especes de plantes médicinales. Cet ouvrage est connu sous le nom de « Materia

medica » qui fut publi¢ en 1478 et constitua la référence principale en Europe.

Au premier siécle, toutes les civilisations ont eu leurs traditions phytothérapiques. Les chinois
proposaient 252 remeédes a base de plantes. Les civilisations précolombiennes (Maya, Aztéque, Inca)

utilisaient le tabac, le poivre et produisaient méme la pénicilline sur les pots des bananes.
Au 2éme siecle, commenga le commerce des épisses entre Europe, Moyen Orient, Inde et I’ Asie.

Au moyen age, la célébre école de médecine de Salerne (Italie) fut fondée et utilisait déja la
sauge comme plante médicinale. On utilisa également le pavot ainsi que le cannabis comme
analgésique.

Au 12éme siécle, le commerce des plantes entre Europe, Afrique et Asie fut entrepris (Iserin,
2001).

La culture Arabe (7-15 siécle) c’est épanouie en fournissant d’excellents médecins et
pharmaciens a I’origine de découvertes importantes (préparation des essences par distillation) et qui ont

compté de célebres praticiens tels que (Avicenne 980-1037).

S
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Le développement des explorations est incarné par le grand navigateur espagnol Christophe
Colomb (1492) qui apporta des Antilles de nombreuses plantes dont le bois de gaiac.

Paracelse (1493-1541), alchimiste et professeur de médecine a Bale, considéré comme le pére de
la chimie rédigea une ceuvre en dix volumes, au sein de laquelle les plantes avaient une place toute
particuliere. Il inventa la théorie de la signature des plantes selon laquelle, la vertu d’une plante est
reflétée par ses marques et signes externes.

N.Culpeper (1616-1654), médecin et botaniste anglais a permis aux propriétés thérapeutiques des
plantes d’étre mieux connues en développant des herbiers.

J. Ray (1628-1705) naturaliste anglais a entrepris une histoire de la flore universelle « Historia
Plantarium » traitant plus de 18.000 espéces.

C. Linné (1707-1778) naturaliste suédois, pere de la systématique des plantes publia de nombreux
ouvrages dont « Systema Naturae ».

En 1692, paraissait la premiére pharmacopée galénique et chimique.

En 1778, le premier diplome d’herboriste était décerné par la faculté de médecine de Paris.
Encore importante au lendemain de la seconde guerre mondiale, la phytothérapie subira une période de
désaffection. En 1941, le diplome d’herboristerie a été supprimé des facultés francaises. Ce déclin est
survenu pour deux raisons : L’arrivée massive des médicaments de synthese, forts de leur efficacité et
de leur présentation préte a ’emploi, I’engagement pour I’extraction a partir des plantes de son agent
actif principal (extraction d’alcaloides, exemple la morphine en 1817) ; celui-ci devenait plus intéressent
et plus crédible aux yeux des cliniciens que la plante enticre (Belaiche, 1979; Wichtl et Anton, 1999;
Iserin, 2001; Encarta, 2009).

I1.1.3. Phytothérapie et botanique

Les plantes médicinales peuvent étre des espéces cultivées mais dans la plupart des cas, ce sont
des especes sauvages d’ou la nécessité de 1’identification précise des plantes employées. Cette nécessité
garantie une utilisation sécuritaire des produits végétaux.

La culture des plantes médicinales a des avantages par rapport a leur cueillette a 1’état sauvage
surtout les plantes rares, menacées de disparition ou surexploitées (OMS, UICN et WWF, 1993)
(OMS, 2003).

Elle supprime aussi les risques de confusion entre plantes. Elle permet également I’obtention en
quantité voulue de drogues de qualité constante. De plus, la qualité des plantes cultivées peut &tre

améliorée génétiquement et/ou par action sur les facteurs écologiques afin d’augmenter les teneurs en
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principes actifs, d’augmenter leur résistance a divers agents (conditions climatiques défavorables,
maladies, parasites etc....). Mais 1’inconvénient est qu’elles ne peuvent pas remplacer les plantes a
usage alimentaire (manque de surfaces cultivables) (Ghestem et al, 2001; Lamnaouer, 2008).

Les especes sauvages ont ’avantage d’étre trés nombreuses et trés riches en principes actifs qui
peuvent étre a I'origine de molécules candidates (Wichtl et Anton, 1999). Cependant, I’exploitation
intensive de ces especes pour des besoins médicinaux peut devenir néfaste si elle dépasse le seuil de
régénération soutenable par les ressources utilisées.

De méme les nouvelles pratiques de commercialisation des ressources végétales naturelles
pourraient porter un grand préjudice a la biodiversité, d’ou ’intérét d’une politique de conservation des

milieux naturels et de développement durable et une gestion rationnelle de ces ressources (CDB, 1993).

I1.1.4. Méthodes d’utilisation des plantes

La phytothérapie utilise des plantes ayant des propriétés médicinales (ou plus précisément la
partie active ou une préparation de celle-ci). En effet, les plantes peuvent étre utilisées fraiches ou
séchées, sous diverses formes: teintures alcooliques, macérats, tisanes, compresses, cremes, poudre,
pommades, baumes... dans le but de conserver leurs différents principes actifs et d'éviter toute
décomposition (biodisponibilité maximale donc meilleurs effets). Les tisanes obtenues par infusion ou
décoction sont les plus utilisées par la population en médecine traditionnelle. Cependant la tisane ne
peut extraire que les principes actifs solubles dans I’eau.

Pour éviter la détérioration des principes actifs des plantes séchées, ensuite broyées, un procédé
récent a été mis en place c'est le cryobroyage ; broyage fin de la plante fraiche sous une température
basse de -196°¢ (la chaleur dégrade certains principes actifs) en utilisant 1'azote liquide (Schoutteten et

Girardon, 1986; Sophie et Ehrhart, 2003; Dellile, 2007; Lamnaouer, 2008).

I1.2. Les principes actifs des plantes

Les plantes produisent un grand nombre de métabolites issus du métabolisme secondaire qui ne
sont pas produits directement lors de la photosynthése, mais résultent de réactions chimiques ultérieures
(Larkins et Wynn, 2004; Lamnaouer, 2008). Parmi les plus importants sur le plan pharmaco-

toxicologique, on peut citer :
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I1.2.1. Les hétérosides

Les hétérosides ou glycosides sont des composés résultant de la condensation de deux parties,
une partie glucidique (un ou plusieurs oses) et une partie non glucidique : La génine ou aglycone (les
génines sont des groupements phénoliques de six classes : Flavones, flavonols, flavanones, chalcones,

isoflavones, bisflavones) avec élimination d’une molécule d’eau .

Basés sur le mode de liaison ose-génine, les hétérosides sont classés en :
- Les O hétérosides : R - C- OH H-OR’
- Les S hétérosides : R-C-OH H-S-R’
- Les N hétérosides : R-C-OH H- NH-R’

-Les C hétérosides : avec une liaison C-C (Hammiche, 1995).

11.2.1.1. Les O hétérosides
Les O hétéroside sont les plus largement répandus dans le régne végétal (Ghestem et al, 2001).

On en distingue par exemple :

e Les hétérosides cardiotoniques

Toutes les génines ont en commun un squelette tétra-cyclique, des stéroides avec un cycle
lactonique insaturé en C17, et une chaine osidique en C3 (Fig. 03). Ils sont solubles dans 1’eau et
légérement dans 1’éthanol et le chloroforme. L’action physiologique des cardiotoniques (exp : la
digitoxine) est d’améliorer le débit cardiaque en cas d’affaiblissement. Ils ont également une action

diurétique (Bruneton, 1993; Hammiche, 1995; Ghestem et al, 2001; Iserin, 2001).

e Les Saponosides

Les saponosides ou saponines sont des chaines d’oses linéaires ou ramifiées de glucose,
galactose, rthamnose, arabinose liées soit & une génine stéroidique ou génine triterpénique en C3
(Fig.04). Les saponosides sont amphiphiles. Ils sont caractérisés principalement par leurs propriétés
tensioactives ; ils forment ainsi une mousse par agitation dans I’eau. Ils sont utilisés en thérapeutique
pour leur propriétés : Anti-inflammatoire, cicatrisante, expectorante, antispasmodique, diurétique,
laxative et en tant que protecteurs veineux. Certains facilitent 1’absorption d’aliments. Les saponosides
stéroidiques ont un effet sur I’activité hormonale. Certains sont utilisés pour I’hémisyntheése d’hormones

stéroidiques humaines (cestrogenes, cortisone) (Iserin, 2001; Ghestem et al, 2001).
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e Les hétérosides anthracéniques (anthracénosides)

Ils résultent de la combinaison d’un ou plusieurs oses (glucose et rhamnose) avec les génine en
(C6 ou C8). Ces derniers se trouvent sous divers états d’oxydation dont le stade ultime et le plus
fréquent est I’anthraquinone. La forme réduite de la génine est appelée anthrone. Les hétérosides
anthracéniques sont peu insolubles dans I’eau et sont solubles dans les solvants intermédiaires (Fig.05).
Ils agissent sur la constipation et ont un effet laxatif. Leur action se manifeste au niveau du colon.
Il existe également des dérivés anthracéniques non hétérosidiques issus de la condensation de

groupements phénoliques (Iserin, 2001; Ghestem et al, 2001).

¢ Les flavonoides

Ce sont des pigments phénoliques quasi universels des végétaux, presque toujours
hydrosolubles. Ils sont souvent responsables de la coloration en jaune ou blanc des fleurs, des fruits ou
des feuilles. Ils sont le plus souvent sous forme d’hétérosides (flavonosides). La chaine osidique est le
plus souvent composée de glucose et rhamnose. Elle se lie en C3 aux flavonols et en C7 aux flavones et
flavanones (Fig. 06). Les flavonoides peuvent également étre sous forme de C hétérosides. Ils ont un
important champ d’action et possédent de nombreuses vertus médicinales. Ils sont antioxydants,
diurétiques, antispasmodiques, ont des effets protecteurs sur le foie. Ils renforcent les parois capillaires
et sont actifs dans le maintient d’une bonne circulation. Ils traitent 1’insuffisance veineuse et sont
efficaces dans le traitement des troubles liés a la ménopause et les crises hémorroidaires. Ils ont un effet

anti-inflammatoire et antiviral (Bruneton, 1993; Iserin, 2001; Ghestem et al, 2001).

e Les anthocyanes

Ce sont des pigments de végétaux, de couleur rouge, violette ou bleue. On les trouve dans les
fleurs, fruits murs et parfois feuilles aux quels ils conférent leur couleur. Les anthocyanes sont des
composés le plus souvent de chaines d’oses (glucose, rhamnose) fixées sur le C3 et/ ou5 de la génine
(Fig. 07). Ces structures hétérosidiques (anthocyanosides) sont généralement associées a des anions et
cations bivalents. Ils sont solubles dans I’eau. Ils sont antioxydants. Ils maintiennent une bonne
circulation, notamment au niveau de la région du cceur, des mains, des pieds et des yeux (Iserin, 2001;

Ghestem et al, 2001).
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e Les tanins

Trés répandus dans le réegne végétal, les tanins sont trés abondants chez des familles telles que
les Rosacées. Ce sont des composés polyphénoliques hydrosolubles. Ils ont une propriété¢ de tanner la
peau et la rendre imputrescible. Cela serait 1ié a leur propriété a se combiner aux protéines et aux
polysaccharides. Les tanins sont des esters d’un sucre et d’un nombre variable de molécules d’acide
phénol. Le sucre est généralement le glucose. L’acide phénol est soit I’acide gallique (tanins galliques)

ou acides ellagiques (tanins ellagiques) (Fig. 08). Ce dernier étant un dimere du premier.

Il existe toutefois un autre type de tanin non hétérosidique appelé tanin catéchique issu de la
condensation des flavanes : génine ayant a peu prés le méme squelette des génines flavonoidiques et
anthocyanidiques. Les tanins sont astringents, antidiarrhéiques, antibactériens, antifongiques et piégeurs
de radicaux libres. Avec les alcaloides, ils donnent des précipités inactifs d’ou leur emploi comme

contre poison (Hammiche, 1995; Bruneton, 1999; Ghestem et al, 2001).

11.2.1.2. Les S hétérosides

Ils sont appelés thioglucosides (glucosinolates) car la liaison se fait entre la fonction réductrice
de I’ose et un thiol de la génine (exp : Sinigrosides de moutardes). Ce sont des composés irritants pour
la peau, peuvent favoriser le flux sanguin dans les zones irritées et ainsi évacuer les toxines (cataplasmes
sur les articulations douloureuses). Ils sont employés également pour déboucher les voies respiratoires

(Hammiche, 1995; Lamnaouer, 2008).

11.2.1.3. Les N hétérosides

Ce sont des molécules pouvant libérer par hydrolyse enzymatique (salive), du cyanure
d’hydrogene (hétérosides cyanogenes). Ce qui leur confere ’odeur et le gout d’amande amere. Ils sont
retrouvés essentiellement dans la famille des Rosacées. Ils sont dotés d’un pouvoir antispasmodique et

calmant (Lamnaouer, 2008).

11.2.1.4. Les C hétérosides
Exp : Hétérosides de 1’aloine (amer de I’aloes). Ces composés présentent des propriétés

laxatives et cicatrisantes d’ou leur emploie en cosmétologie (Bruneton, 1993; Hammiche, 1995).

11.2.2. Les alcaloides
Les alcaloides forment un groupe trés large, ce sont des composés organiques azotés mono ou

polycycliques. Leur solubilité est en fonction de leur pH, on en distingue deux types :

S
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OH

HO £

Fig. 03 : Structure d’une génine d’hétérosides cardiotoniques (exp : De digitoxine) (Ghestem et al,
2001).

(A) (B)
Fig. 04 : Structure de génines de saponosides. A : Génine stéroidique, B : Génine tritérpénique
(Ghestem et al, 2001).
o e}
——
O
A (B)

Fig. 05 : Structure d’une génine anthracénique. A : Génine d’anthraquinone, B : Génine d’anthrone
(Ghestem et al, 2001).

Fig. 06 : Structure d’une génine de flavonoide. A : Flavone, B : Flavonol, C : Flavanone (Ghestem et
al, 2001).
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++
ca

Mg+++

Fig. 07 : Structure d’une génine d’anthocyane (Ghestem, 2001).

COOH

(A) (B) ©)

Fig. 08 : Structure de I’acide gallique (A), ellagique (B) et de la génine (flavane) de tanins (C)
(Ghestem, 2001).
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e Les alcaloides sels : Solubles ans 1’eau et les alcools

e Les alcaloides bases : Solubles dans I’alcool et les solvants apolaires

Les alcaloides ont plusieurs propriétés pharmacologiques et de nombreuses utilisations
thérapeutiques  notamment au niveau du systéme nerveux central, autonome et du systéme
cardiovasculaire. Ils sont anti-tumoraux, antiparasitaires, parasympatholytiques, expectorants,
antispasmodiques et sédatifs (exp : Atropine) et anesthésiques locaux (exp : Cocaine). Ils sont également
hallucinogenes, vasodilatateurs, on les utilise contre les migraines, les troubles psychomoteurs et la

goutte (colchicine) (Iserin, 2001; Ghestem, 2001).

I1.2.3. Les terpenes
Ce sont des composés organiques lipidiques dérivant de la condensation de plusieurs molécules
d’isoprene. On distingue les mono-terpenes(C10), les sesquiterpénes (C15), les diterpenes (C20), les
triterpenes (C30) et les tetraterpenes (C40). Le caoutchouc est un polyterpéne (C5HS), ou n est grand.
Les terpénes constituent le principe odoriférant des végétaux (Limoneéne de citron). Beaucoup de

molécules terpéniques posseédent des propriétés antiseptiques (Larousse, 2008).

I1.2.4. Les huiles essentielles
Ce sont des mélanges complexes de composés odorants et volatils qui sont de deux types :
terpéniques et aromatiques. A température ambiante, les huiles essentielles sont des liquides a odeur
aromatique forte. Ils sont trés peu solubles dans 1’eau et sont solubles dans les solvants organiques
apolaires usuels et dans les alcools. Ils sont obtenus par entrainement a la vapeur d’eau ou par
expression a froid. Ils ont donné naissance a une nouvelle branche de la phytothérapie qui est
I’Aromathérapie. Un grand nombre présente des propriétés antiseptiques, sédatives, irritantes,

antispasmodiques, digestives en stimulant la sécrétion gastrique (Ghestem, 2001; Lamnaouer, 2008).

I1.2.5. Les mucilages
Ce sont des polysaccharides hétérogénes acides. Ils sont composés de fucose, d’acide
glucuronique et d’acide manuronique. Ce sont des constituants normaux des cellules végétales qui se
dissolvent plus ou moins au contact de I’eau pour former des solutions colloidales ou des gels par leur
propriété a retenir I’eau. Ce sont des réservoirs pour la plante, et de cette méme propriété découlent leurs
effets pharmacologiques. Ils ont une action contre les peaux seéches et irritées et également contre les

inflammations des muqueuses surtout respiratoires et digestives (Bruneton, 1993; Lamnaouer, 2008).
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I1.2.6. Les gommes et résines

Comme les mucilages, les gommes sont des polysaccharides hétérogenes acides, constitués
d’acides uroniques. Ce sont des produits qui exsudent, et sont souvent produits lors d’une blessure du
végétal. Ils ne sont pas solubles dans les solvants organiques, ce qui les différencie des résines qui sont
de nature terpénique et qui sont uniquement produits par les végétaux résineux. Comme les mucilages,
les gommes et résines forment des systémes colloidaux en présence d’eau. Les gommes sont trés
utilisées comme calmant et agent adoucissant et sont pour cela tres utilisés en cosmétologie. A usage
interne, elles entrent dans la préparation de médicaments destinés a calmer la toux, la diarrhée, la
dysenterie et les hémorragies. On les utilise également comme anti-inflammatoire (Bruneton, 1993;

Lamnaouer, 2008).

Remarque: Ces deux derniers principes actifs sont classés dans certains ouvrages comme étant des
molécules issues du métabolisme primaire du végétal (Bruneton, 1993).

En raison du nombre treés important de principes actifs, cette énumération n’est pas exhaustive.

I1.3. Facteurs de variation de I’activité biologique d’une plante

I1.3.1. Facteurs liés au végétal
o La nature du principe actif d’’une plante est un facteur évident qui influence son activité
pharmacologique et toxicologique. Les principes actifs d’origine végétale ont une constitution chimique

extrémement variée d’ou des effets pharmaco-toxicologiques dissemblables.

J Les substances responsables de I’activité d’une plante peuvent étre différemment réparties dans

le végétal. Plusieurs cas de figure sont possibles :

- Principes actifs répartis dans tous les organes de la plante : soit & des concentrations a
peu prés égales ou différentes d’un organe a I’autre.

- Principes actifs répartis dans certains organes uniquement.

e La concentration en principes actifs peut varier au cours du temps, des saisons, des mois, des jours
(chronobiologie) en fonction du stade de développement de la plante. Elle peut étre maximale au début

de la végétation (diminution et disparition en fin de croissance) et au moment de la floraison.

S
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Des études scientifiques ont permis de définir le moment optimal de la récolte. Ainsi sont
récoltées de préférences , les parties aériennes, le plus souvent au moment de floraison, les feuilles a des
périodes variables mais quelques auteurs mentionnent la période avant floraison, les fleurs avant leur
complet épanouissement voire en bouton, les fruits charnus et secs a maturité, les graines lorsqu’elles
ont perdu la majeur partie de leur humidité naturelle, les parties souterraines (racines, rhizomes, bulbes,
tubercules....), en dehors de la période de pleine végétation (automne, hiver) (Wichtl et Anton, 1999;

Ghestem, 2001; Lamnaouer, 2008).

e L’aptitude de synthétiser une quantité variable de principes actifs est le plus souvent contrdlée
génétiquement c’est pour cette raison qu’il existe de larges variations dans la teneur en principes actifs
des différentes variétés d’'une méme espéce botanique. Ces différences peuvent étre quantitatives et / ou
qualitatives. Cette variation d’ordre génétique est mise a profit dans le cas des especes cultivées pour
diminuer, par sélection la quantité de principes toxiques formés par la plante (Wichtl et Anton, 1999;

Ghestem, 2001; Lamnaouer, 2008).

I1.3.2. Facteurs climatiques et du milieu
La lumiére, la température, 1'ensoleillement et la pluviométrie ont une influence trés variable sur
la concentration en principes actifs. De méme la nature du sol et la fertilisation peuvent influencer sur la
nature des principes actifs (exp : Une terre riche en fumure azotée favorise la synthese des alcaloides

(Lamnaouer, 2008).

I1.3.3. Facteurs liés aux techniques de récolte
La qualité¢ des drogues végétales (sauvages ou cultivées) dépend en grande partie des soins
apportés a leur récolte. Ces drogues sont dans la mesure du possible, exemptes d’impuretés telles que
terre, poussiere, souillure...etc. Elles ne présentent aucun signe d’humidité (rosée), de pourriture et

d’endommagement (Wichtl et Anton, 1999; Ghestem, 2001).

I1.3.4. Facteurs liés aux méthodes de conservation et de stockage
Les conditions de séchage et de stockage ont une action déterminante sur la qualité des drogues

végétales, ce qui influence la teneur en principes actifs (Lamnaouer, 2008).
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e Les méthodes de séchage (dessiccation)
Pour inhiber les enzymes, la prolifération bactérienne et moisissures qui favorisent la
dégradation des principes actifs, on utilise le séchage en plein air, au soleil ou a I’ombre, le séchage sous

abris, sous les hangars des greniers, et le séchage par I’air chaud, qui est le plus utilisé.

Il se fait dans des installations industrielles (séchoirs) sous les conditions bien déterminées de

températures, ventilation ...etc (Wichtl et Anton, 1999; Ghestem, 2001; Lamnaouer, 2008).

e Les méthodes de stockages (conservation)

Pour protéger les drogues contre ’air, I’humidité, la lumiére, les moisissures, les insectes, elles
doivent étre stockées dans des récipients convenables (sacs, caisses, récipients métalliques ... etc.)
hermétiques, parfois sous gaz inerte. La durée de conservation du végétal est limitée, il est souhaitable

de renouveler le stock chaque année (Wichtl et Anton, 1999; Ghestem, 2001; Lamnaouer, 2008).

I1.3.5. Facteurs liés au mode de préparation de la drogue végétale
Le mode de préparation de la drogue végétale est un facteur important influengant I’activité des

remedes a base de plante (Lamnaouer, 2008).

I1.3.6. Facteurs liés a ’individu
L’activité d’un remede dépend également de 1’individu, de sa sensibilité de son age et de son état

physiologique (Lamnaouer, 2008).
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1. L’ AZEROLIER

II1.1. Description

IIL.1.1. Caractéristiques morphologiques

L’Azerolier fait partic du genre Aubépine (Crataegus) est un genre d’arbres ou arbustes
généralement épineux appartenant a la famille des Rosaceae et rassemblant toutes les especes de ce
genre. Le mot Crataegus dérive du grec Cratos qui signifie force faisant allusion a la dureté du bois.
Certains botanistes estiment le nombre des espéces al000, d’autres n’en comptent que quelques
centaines, quant au nombre de races et de formes cultivées, il semble illimité. Les especes de Crataegus
les plus fréquemment utilisées et ¢étudiées sont: Crataegus monogyna, Crataegus laevigata
(oxyacantha), qui font partie de la pharmacopée frangaise et moins fréquemment Crataegus azarolus.

(Dewit, 1963; Beloued, 1998; Ljubuncic et al, 2005; More et White, 2005; Svedstrom et al, 2006).

L’ Azerolier (Crataegus azarolus L, épine d’Espagne), de I’espagnol acerola, lui-méme emprunté
a I’arabe Azzarour est un arbre ou arbrisseau plus ou moins épineux. Il ne dépasse généralement pas les
6 metres mais peut atteindre les 12 metres de long a 1’age adulte (Bonnier, 1990; Brosse, 2000).

Il se distingue par (Fig. 09):

e Le tronc : qui peut atteindre les 2m de circonférence (Bonnier, 1990).

e Les branches : sont étalées et portent des rameaux bruns, pubescents - tomenteux pendant les deux
premicres années de la vie de I’arbre, devenant glabres par la suite. Sur les rameaux, des €épines
robustes atteignant et dépassant lcm de long peuvent y étre implantées. On y trouve également des
bourgeons ovoides, obtus a écailles brunes plus ou moins luisantes, bri¢vement pubérulentes sur les

marges (Maire, 1980).

e Les feuilles : sont caduques, alternes, portées sur un pétiole plus ou moins pubescent. Leur limbe
d’un vert grisatre est divisé en 3a 5 lobes qui sont entiers ou dentés au sommet. La nervation des
feuilles est pennée et les stipules sont ovales lancéolées, dentées et largement persistantes (Maire,

1980; Brosse, 2000; Boek, 2008).
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e Les fleurs : sont blanches, en corymbes et portées sur un pédoncule villeux. L’inflorescence compte
5-15 fleurs, chacune est constituée de 5 pétales libres insérées sur I'ovaire et de 5 sépales. La fleur
est hermaphrodite. Elle comporte 15-20 étamines et 2-3 styles avec des carpelles soudés .Ces fleurs
sont pourvues de bractées trés caduques. La floraison se fait en avril -mai (Maire, 1980; Brosse,

2000; Spichinger et al, 2000; Boek, 2008).

e Les fruits : couronnés de calice sont des drupes ou cenelles ovoides appelées Azéroles. Ils peuvent
atteindre lcm a 2cm de diametre. A maturité ses fruits se colorent en jaune, orangé ou en rouge. Ils
possédent 2 a 3 noyaux. Ils sont cueillis en automne (Maire, 1980; Brosse, 2000; Spichinger et al,
2000; Djerroumi et Nacef, 2004; Boek, 2008).

ITI.1.2. Systématique

Reégne : Plantae

Sous régne : Tracheobionta

Embranchement : Spermaphytae / Magnoliophyta (Angiospermes)

Classe : Magnoliopsida (Dicotylédones)

Sous classe : Rosideae

Ordre : Rosales

Famille : Rosaceae

Sous famille : Maloideae

Genre : Crataegus

Espece : Crataegus azarolus (Koyuncu et al, 2007; Boek, 2008; INPN, 2008).

L'Azerolier compte plusieurs sous espéces. On peut citer:
Crataegus azarolus subsp. aronia
Crataegus azarolus subsp. azarolus
Crataegus azarolus subsp. chlorocarpa Moris

Crataegus azarolus subsp. pontica C.Koch (Christensen, 1992).

Une des spécialités de Crataegus par rapport aux autres Rosaceae est de nécessiter I’avis d’un
spécialiste pour pouvoir déterminer avec certitude I’identité de leurs especes et sous especes (Rostand

et al, 1980).

S
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Fig. 09: Différentes parties de I’ Azerolier, A: Branches, B: Feuilles, C: Fleurs, D: Fruits.
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I11.1.3. Répartition géographique
L’Azerolier est trés répandu au sud de I’Europe (France — Espagne.....etc.), Asie mineur
(Jordanie — Liban — Palestine- Turquie— Syrie - Iraq .....etc.), en Chine, le nord de I’Amérique,
I’Afrique du nord (Tunisie- Maroc - tell Algero-Constantinois ...etc) et aussi le Proche Orient comme
(L’Egypte) (Quezel et Santa, 1962; Rostand et al, 1980; Brosse, 2000; Djerroumi et Nacef, 2004;
Koyuncu et al, 2007; Boek, 2008; Luo, 2008).

Caraihes
B

- Les zones ou se trouve I'Azerolier [ Crataegus azarolus)

Fig. 10: Répartition géographique de Crataegus azarolus
(Quezel et Santa, 1962; Rostand et al, 1980).

I11.1.4. Culture
L’Azerolier est multipli¢ soit par semis stratifiés des graines ou par greffage sur une aubépine. Il
ne se leve pas sur les montagnes, on le trouve dans les forets, les broussailles et plaines et dans les
régions bien arrosées et semi arides. Il s’accommode a tout type de sol, méme trés pauvre, sec et
rocailleux a condition qu’il ne soit ni excessivement calcaire ni trop argileux. I1 apprécie le soleil et ne

redoute aucunement le froid (plante rustique) (René-Maire, 1980; Bonnier, 1990; Brosse, 2000).

—_)
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II1.2. Principes actifs
Plusieurs études ont établi que le genre Crataegus est riche en flavonoides (épicatéchines, rutine,
vitexine, quercétine...etc) et oligoméres de proanthocyanes
(Petkov, 1979; Bahorun, et al, 1996; Barnes et al, 2002).
Il contient également :
= Triterpénes
= Tanins
= Saponines
= Coumarines
= vitamine C (fruits)
* Amines (triméthyl amine —uniquement dans les fleurs)
= Huiles essentielles
®  Acides phénoliques : acides chlorogénique et acide caféique (Iserin, 2001; Svedstrom et al,

2006; Shenebelen et al, 2006).

I11. 3. Utilisation

II1.3.1. Partie utilisée

Les fruits, les fleurs, et les feuilles sont considérés comme les parties les plus actives de la plante

et donc, sont les plus utilisés. L’écorce peut également étre utilisée (Rigelsky et al, 2002; Dellile, 2007).

I11.3.2. Utilisation en phytothérapie

La plante est utilisée en infusion, en décoction, en teinture, en sirop ou en poudre (Rajendran et
al, 1996; Djerroumi et Nacef, 2004; Dellile, 2007).

Pour les phytothérapeutes, c’est la plante du coeur. Elle est utilisée pour différents problémes
cardiaques, comme les troubles de I’excitabilité cardiaque (tachycardies paroxystiques et
extrasystoliques...) et aussi comme cardiotonique en cas d’insuffisance cardiaque légere, comme les
formes bénignes d’insuffisance coronarienne ou la fatigue du cceur sénile (Iserin, 2001; Ververis et al

,2004; Shenebelen et al, 2006).

Elle est aussi utilisée :

—_—
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Comme antiangineuse (angine de poitrine), sédative, relaxante, vasodilatatrice, hypotensive,
antispasmodique, Diurétique, anti-diarrhéique, anti-lithiasique, hypoglycémiante, astringente,
antidiabétique, antipyrétique, anticancéreuse, contre les vertiges et les bourdonnements d’oreilles
(acouphenes), contre 1’artériosclérose et l'athérosclérose, contre les hémorragies, dans la pleurésie,
contre la goutte, comme antioxydant, contre la faiblesse sexuelle en médecine arabe traditionnelle et
enfin contre les troubles de la ménopause (Rajendran et al, 1996; Rigelsky et al, 2002; Said et al,
2002; Iserin, 2001; Ljubuncic et al, 2005).

II1.3.3. Utilisation culinaire
Le fruit de l’azérolier peut étre consommé frais ou sous forme de confitures, gelées,

marmelades ou sirops (Brosse, 2000; Koyuncu et al, 2007).

I11.3.4. Autres utilisations
Le bois des aubépines est dur et dense. Il sert donc dans la fabrication de haies, de manches

d’outils et de maillets ... etc (Rosatand et al, 1980; Koyuncu et al, 2007).
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I. MATERIEL ET METHODES

I.1. Matériel Végétal

Nous avons utilisé¢ une plante consommée par les arabes pour ses vertus antidiabétiques et dont le
genre a ¢été étudi¢é comme potentiellement antihypérglycémique au Maroc. Elle est trés répandue en
Algérie et trés consommée par la population locale en raison de ses qualités culinaires et médicinales.
Cette plante fait partie de la famille des Rosaceae, est I’Azérolier connu sous le nom scientifique de
Crataegus azarolus ou Zaarour (Ali- Shtayeh et al, 2000; Said et al, 2002; Jouad et al, 2003;
Ljubuncic et al, 2005).

L.1.1. Cueillette
Nous avons procédés a la Cueillette des feuilles de la plante au mois de Juin 2008. Cette collecte

a ¢té faite sur une colline de la banlieue du Chef lieu de la Wilaya d’EL TAREF.

I.1.2. Séchage

Apres les avoir récolté, les feuilles on été rincées avec de I’eau afin de leur enlever toute trace
d’impureté telles que: terre, poussicre, souillure, infections fongiques, contaminations animales,
résidus d’insecticides. Le séchage s’est fait en plein air et a 'ombre. Cette étape de dessiccation est tres
importante car elle consiste a abaisser la teneur en eau contenue a I’intérieur de la drogue végétale.
Cette teneur doit étre suffisamment basse pour que les réactions d’altérations ne puissent plus se
produire ou ne puissent se produire que trés lentement. La dessiccation inhibe la prolifération des
bactéries, des moisissures, ainsi que l’activit¢ de 1’ensemble des enzymes, hydrolases, oxydases et
polymérases...De ce fait, le caractére organoleptique et I’activité thérapeutique de la drogue ont été

préservés au maximum (Wichtl et Anton, 1999; Ghestem, 2001).

I.1.3. Conservation et stockage
Apres la dessiccation vient le broyage. Devenues sous forme de poudre, les feuilles ont étés
conservées dans des récipients hermétiques a 1’abri des agents pouvant entrainer leur altération tels

que : I’air, I’humidité, la lumiére, les champignons et les insectes...etc (Ghestem, 2001).

I.1.4. Etude phytochimique
Nous avons utilisés un ensemble de tests chimiques sur la plante dans le but de déceler la

présence ou I’absence de principes actifs végétaux. Ces tests sont décrits comme suit :

—_—y
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e Les Saponosides
A 2g de la poudre de plante, on ajoute 80 ml d’eau distillée et on met le mélange a ébullition.
Apres filtration, on laisse refroidir la solution. Par la suite on agite le filtrat verticalement. L apparition

d’une mousse qui dure quelques instants indique la présence des saponines (karumi et al, 2004).

e Les Alcaloides

On prend 10 g de la drogue végétale pulvérisée, ensuite on ajoute a cette poudre quelques
millilitres de HCL a 1% et on laisse le mélange en macération pendant 30min. Le mélange est filtré. On
ajoute le réactif de Mayer au filtrat .L apparition d’une solution trouble indique la présence d’alcaloides

(Dohou et al, 2003).

e Les Tanins
On prend 10g de poudre seche de plante, on extrait les tanins avec 200ml d’une solution aqueuse
de C,HsOH a 1%. On filtre et on teste le filtrat avec quelques gouttes d’une solution aqueuse de Fecls.

L’apparition d’une couleur verte indique la présence de tanins (karumi et al, 2004).

e Les Flavonoides

On met 10g de poudre séche dans 150ml d'une solution d’HCL diluée a 1%. On les laisse
macérer pendant 24h. Apres filtration, on procéde au test suivant : On prend 10ml du filtrat, on le rend
basique par I’ajout d’une goutte de NH4OH. L’apparition d’une couleur jaune claire dans la partie

supérieure du tube a essai indique la présence de flavonoides (Okumu, 2005).

e Stérols et Terpénes

On Dissout dans 210 ml d’éther de pétrole, Sg de poudre séche. On filtre, puis on évapore. Le
résidu obtenu est dissout dans 0,5ml d’acide acétique et ensuite dans 0,5ml de CHcl;. Les deux solutions
sont transférées dans un tube a essai. On ajoute par la suite, 1ml de H,SO4 concentré. Un cercle violet ou
marron est formé dans la zone de contact entre les deux liquides. Il devient gris par la suite. Ceci indique

la présence de stérols et terpénes (Dohou et al, 2003).

e Mucilages
A 1 ml de la solution a analyser, on ajoute Sml d’alcool absolu. L’apparition de précipités

floconneux montre la présence de mucilage (Adiaratou, 2001).

—_—y
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1.2. Matériel animal

I.2.1. Présentation
Durant notre expérimentation (mois de mars 2009), nous avons utilis¢ des rats femelles de type
WISTAR ALBINOS (Rattus norvegus alvinus) qui proviennent de l’institut pasteur d’Alger (centre
d’¢élevage de Kouba-Alger).Ces rats pesent a peu pres entre (170-200g).

L.2.2. Conditions d’élevage
Dés leur arrivée, les animaux ont été séparés dans des cages spécialisées ayant un libre accés a
I’eau et a la nourriture : alimentation pour ovins et bovins (mais, sauge, résidus de moulure, des acides
aminés, oligoéléments, vitamines, antioxydants, sel, antibiotiques) par manque du régime adéquat des
rats (Southon et al ,1984).
La liticre tapissant les cages a été changée tous les deux jours et les rats femelles ont été abrités
dans les conditions climatiques suivantes : Température et humidité ambiantes (printemps) et une

photopériode naturelle (un cycle de 12h jour/nuit).
I.3. Méthodes

1.3.1. Protocol expérimental
Les rats femelles ont été divisés en 6 lots de cinq (TN, TNtd;, TD, TDtM, Dtd,et Dtd,). Le
protocole a été résumé dans la Fig. 17. Pour faire un suivi de chaque rat femelle durant la

manipulation, les animaux de tous les lots ont ét¢ marqués a 1’aide de feutres permanents.
1.3.2. Traitement des animaux

1.3.2.1. Administration de l’alloxane

Dans notre expérience, le diabéte a été induit chez les rats femelles par injection intra-
péritonéale unique ou répétée (pour induire le diabéte chez les rats résistants) d’une dose d’alloxane de
130 mg /kg. La matiére a injecter a été préalablement dissoute dans de 1’eau physiologique a 0,9%,
sachant que les animaux ont été mis une nuit & jeun avant de subir l'injection (Sabu et al, 2002;

Carvalho et al, 2003).

—_—
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2 lots
(Dtd;-Dtd,)
diabétiques
traités par la
plante a deux
doses
Diftférentes
d;=150mg/kg et
d; =300mg/ kg

30 rats repartis en 6 lots
(5 rats par lot)

- —

/[

Durée du traitement

Dosages
biochimiques

12JOURS :

J1 J4 J7 J10
Mesure de la // / 1l
glycémie
Chimie des 1 1l 1l

urines
Mesure du
poids corporel 1 /1 1

—

4 lots témoins :

TN : lot normal

_ TD : lot diabétique

non traité

_TDtM : lot

diabétique traité par la

métformine (28

mg/kg)

_ TNtd3; : lot normal

traité par la plante a 1

dose moyenne

ds= (d;+d,) /2
(225mg/kg)

Pesée et Sacrifice :
Lel3éme jour

Récupération
du sang

Récupération
des organes

Pesée du :
_ Pancréas
_ Foie

_ Ceeur

_ Rate
_ Reins

Confection de coupes
histologiques
(Mettre dans du
formol) :

_ Partie du foie

_ Partie du Pancréas

Fig. 17 : Schémas représentatif du protocole expérimental.
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1.3.1.2. Administration de la métformine

e Structure

Appartenant a la famille des biguanides hypoglycémiants (dérivés de la guanidine) et issue de
Galéa officinalis, la métformine est 1'unique molécule actuellement commercialisée en Algérie.
(Schorderet et Col, 1989; Sirois, 2006).

Elle se présente sous la structure chimique développée suivante :

CH,
>N— C — NH — C —NH;
1 1
NH NH

CH-

Fig. 18 : Structure de la métformine (Schorderet et Col, 1989).

Chaque jour, durant la période de manipulation, le lot 7D¢M est traité par une dose de 28mg /kg
de métformine. Le médicament est administré deux fois par jour, par voie orale (per os) (Andrad-Cetto

et al, 2005).

1.3.2.3. Préparation et administration de la plante

La plante a été préparée par infusion selon le protocole suivant :
On prend 5 g de la poudre de plante. On la dissout dans 100ml d’eau distillée bouillie. On laisse le
mélange reposer pendant 10 min. On Centrifuge le mélange au lieu de le filtrer (absence de filtres
spécialisés). Du surnageant, on récolte les volumes correspondant aux concentrations choisies : d; (150

mg/kg) et d, (300mg/kg) (Jouad, 2003; Dellile, 2007).

Durant la période de manipulation, les deux lots Dtd; et Dtd, sont traités deux fois par jour,
respectivement par les deux doses : d; et d> de la plante. Comme pour le médicament, c’est la voie orale

qui est utilisée.

1.3.3. Détermination des poids corporels
Les poids des rats femelles ont été mesurés a des moments fixes tous les trois jours, du jour J1
(début de la manipulation) jusqu’au 13°™ jour (décapitation des rats). Au total cinq mesures de poids

ont été effectuées.
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1.3.4. Détermination de la glycémie
Pendant la période de manipulation (de J1 a J12), 4 glycémies ont été mesurées. La premicre a
été effectuée dans le but de vérifier I’installation du diabéte chez les lots traités par I’alloxane en
prenant comme référence de glycémie normale : la glycémie du lot 7N et TNtd; (avant le début du
traitement). Elle a été mesurée a jeun, 72 h aprés I’administration du produit diabétogene (Sabu et al,
2002). Si pendant cette période, le test est positif (installation de la maladie), on commencera alors la
manipulation le méme jour (temps t=0 de la manipulation) ; sinon on réinjecte l’alloxane jusqu’a
installation du diabéte. Aprés cette mesure de la glycémie, trois autres ont été mesurées tous les 3 jours
et a des horaires fixes a ’aide de glucomeétre a bandelettes ACCU-CHEK Active.

Le sang est prélevé a partir de la veine caudale des rats femelles et cela en effectuant une petite
incision dans la partie distale de la queue (BVA, FRAME, BSPCA, UFAW, 1993). Apres chaque
opération établie, la queue de I’animal doit étre désinfectée a ’aide de coton imbibé de Bétadine.

3 éme

La cinquiéme mesure de la glycémie a été effectuée le 1 jour par dosage colorimétrique et

cela apres sacrifice des animaux.

1.3.5. Détermination de la chimie des urines
La chimie des urines a été effectuée chaque jour a jeun au moment de la mesure de la glycémie.
Au total quatre analyses de 1’urine ont été effectuées a 1’aide de bandelettes COMBI-SCREEN avec les

parametres suivants : Le sang, ’acétone, le glucose et les protéines.
1.3.6. Sacrifice et préparation des prélévements

1.3.6.1. Sacrifice et prélévement sanguin

Le matin et a la méme heure choisie pour mesurer la glycémie par bandelettes ACCU-CHEK,
tous les rats femelles de tous les lots ont été décapités a 1’aide de lames bistouri stériles. Apres chaque
décapitation, le sang est prélevé dans des tubes héparinés et tout de suite centrifugé a 5000tours/min
pendant 25min. Le plasma récolté a été ensuite séparé dans des tubes Eppendorf et conservé a — 18 °C

pour doser les paramétres biochimiques.

1.3.6.2. Dissection et prélévement des organes

Apres décapitation, on procéde a une dissection des rats femelles dans le but de prélever certains
organes : Le foie, le pancréas, les reins, la rate et le cceur. Ces organes sont d’abord débarrassés de tout
ce qui est graisse, rincés au NaCl a 0,9% et pesés .Le pancréas et une partie du foie ont été mis dans du

formol a 30% (fixation) dans le but d’effectuer des coupes histologiques.
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1.3.6.3. Confection des coupes histologiques
Les coupes histologiques ont été réalisées a I’hopital d’Ibn Rochd d’Annaba, service

d’anatomopathologie par la méthode d’hématoxyline selon les étapes suivantes :

= Les organes sont retirés du formol et sont coupés en couches minces (1 & 2 Cm® de surface et de 1,5
mm d’épaisseur) a l’aide d’un couteau tranchant.

= Les prélévements réalisés sont alors mis dans des cassettes spéciales avec des parois permettant le
passage des liquides.

= Déshydratation : Afin d’enlever I’eau des tissus, les prélevements sont mis 12 h dans des bains
d’alcool de concentrations croissantes (70%, 80%, 90%, 100%).

= Réalisation des blocs (inclusion): Les tissus sont plongés dans des bains de paraffine liquide (sous
I’effet de la chaleur) c’est I’inclusion. Ces tissus imbibés de paraffine sont alors mis dans un moule
de paraffine fondue (Barre de Leuckard) qui se solidifie en blocs en se refroidissant (enrobage).

= Réalisation des coupes : De ces blocs, sont réalisés des coupes fines de quelques micromeétres de
diameétre (S5pm en moyenne) et cela grace a un appareil spécial qui est le microtome. Les coupes sont
alors mises sur des lames porte-objet. Ces dernicres sont posées sur une plaque chauffante qui
permettra 1’étalement de ces rubans de coupes et leur fixation sur la lame.

= La coloration : On baigne les coupes dans deux colorants: ’hématoxyline et I’éosine. Le premier
colorant étant basique, colore les structures acides de la cellule en bleue violacé (exp : ribosomes,
noyau). Le deuxieme colorant est acide et donc colore les structures basiques de la cellule (exp : la
plupart des protéines cytoplasmiques et donc le cytoplasme) en rouge ou en rose. Apres cette
coloration, on déshydrate les tissus dans des bains d’alcool et on les monte par la suite sur des

lames a 1’aide du baume de Canada ou a I’aide de 1’eukitt.

= Observation au microscope : On utilise le microscope photonique équipé d’un appareil

photographique (Houlot, 1984; Wheater et al, 2001).

1.3.7. Dosage des paramétres plasmatiques
Tous les paramétres plasmatiques ont été dosés grace a I'automate OLYMPUS AU 400 a

I’exception de I’insuline. Celle-ci a été¢ dosée a 1’aide d’un autre automate type AXsym (Abbott).

1.3.7.1. Glucose
Le glucose est phosphorylé par 1’action de I’hexokinase (HK) en présence d’adénosine

triphosphate (ATP) et d’ions Mg *" pour produire du glucose6- phosphate et de ’adénosine diphosphate
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(ADP). Le glucose-6-phosphate déshydrogénase (G6P-DH) oxyde le glucose-6-phosphate de fagon
spécifique pour produire du gluconate-6-phosphate. Le NAD" est simultanément réduit en NADH.
L’augmentation de I’absorbance a 340nm est proportionnelle

a la concentration en glucose de 1’échantillon (Teuscher et Richterich, 1971; Barham et Trinder,

1972).
Glucose + ATP > Glucose-6- Phosphate +ADP
HK, Mg**
Glucose-6-Phosphate + NAD" ———  Gluconate-6-P + NADH+ H"
G6P-DH

1.3.7.2. Triglycérides

La méthode du dosage est basée sur une série de réactions enzymatiques couplées :

Triglycérides + 3H,O » Glycérol + 3 acides gras
Lipase microbienne
Glycerol + ATP » Glycerol 3-P + ADP
GK, Mg*
Glycérol 3-P + O2 » Dihydroxyacétone-P + H,O,
GPO
H202 + 4AAP + 4 Chlorophénol _______ quinone imine (rouge) + HCL + 2H20
POD

L’absorbance du complexe coloré (quinoneimine) est maximale & 500nm. L’augmentation de
I’absorbance est proportionnelle au contenu en triglycérides de 1I’échantillon (Jacobs et Van-Denmark,

1960; Kodistchek et Umbreit, 1969; Trinder, 1969).
1.3.7.3. Lipoprotéines : HDL et LDL

e Principe du dosage du HDL
Un anticorps anti 3 lipoprotéines se lie aux lipoprotéines autres que ’'HDL (LDL, VLDL, Chyl.).
Les complexes antigénes-anticorps formés ne peuvent donc plus réagir avec les enzymes suivantes :

CHE, CHO, POD, tandis que le cholestérol HDL subit les réactions enzymatiques suivantes :

S
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LDL, VLDL et Chyl » Complexe antigéne-anticorps
Anti B lipoprotéines (AC)
Cholestérols HDL + H,O+ O2 3 Cholest-4-en-3one+ acide gras+H202
CHE CHO

H,O,+ 4-AA + FDAOS > Solution colorée+F+2H20
POD

Le HDL Cholestérol est quantifié par un systeme chromogene enzymatique (Riesen, 1998).

e Principe du dosage du LDL

Le LDL est protégé par un agent protecteur contre les réactions enzymatiques (CHE et CHO).
Les enzymes CHO et CHE réduisent alors toutes les lipoprotéines non LDL de I’échantillon (HDL,
VLDL, Chyl) produisant du peroxyde d’hydrogéne qui va étre décomposé par une catalase. UN agent
déprotécteur va étre par la suite rajouté. Le LDL va donc se libérer. La catalase quant a elle va étre
désactivée par 1’ajout du NaNj; (L’azide de sodium). Apres cette étape, la CHO et la CHE vont réagir
avec le LDL. Le H,O, produit lors de ces réactions enzymatiques avec le LDL, formera alors un
complexe coloré bleu par condensation oxydative avec le HDAOS et 4-AA en présence de la POD.

La concentration du LDL Cholestérol est mesurée, en mesurant I’absorbance du complexe

coloré comparée avec 1’absorbance du calibrateur du parameétre (Rifai et al, 1999).
1.3.7.4. Cholestérol Total

e Principe

La méthode utilisée pour mesurer le taux de cholestérol dans un échantillon est une méthode
enzymatique. Au cours de la procédure, les esters de cholestérol de I’échantillon sont hydrolysés par la
CHE. Le cholestérol libre produit, est oxydé par la CHO pour former du Cholesténe-3-One, avec
production simultanée de H>O; qui s’allie par oxydation avec la 4-AA et le phénol en présence de la
POD et produit un groupement chromophore (la quinonéimine) dont ’augmentation de I’absorbance a

540/600 nm peut étre mesurée par spectrophotométrie (Allain et al, 1974).

1.3.7.5. Lipides totaux
Les lipides totaux ont été calculés par la formule suivante :

Lipides totaux= Cholestérol total (2.5) + Triglycérides (Metais, 1999).

e R
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1.3.7.6. Protéines totales
Les ions cuivriques en solution réagissent avec les protéines et les polypeptides comprenant un
minimum de deux liaisons peptidiques, pour former un complexe de couleur violette. L’absorbance du
complexe a 540 /660nm est directement proportionnelle a la concentration en protéines de I’échantillon
(Weichselbaum, 1946).
Protéine + Cu®" ———»  Complexe bleu violet

OH
1.3.7.7. Urée

L’urée est hydrolysée en présence d’H,O et d’uréase. Cette réaction produit de ’'ammoniaque et
du dioxyde de carbone .L’ammoniaque produit, se lie au 2-oxoglutarate et au NADH en présence de la
GLDH pour former du glutamate et du NAD". La baisse de I’absorbance du NADH par unité de temps

est proportionnelle a la concentration en Urée (Thomas, 1998).

Urée + 2H,0 » 2NH,  + CO*

Uréase
2-oxoglutarate + 2NH;" +2NADH ——»  2L-glutamate + 2NAD" + 2H,0
GLDH

1.3.7.8. Créatinine
Dans un milieu alcalin, la créatinine forme avec 1’acide picrique un composé de couleur jaune
orangé. L importance de I'absorbance a 520 /800 nm est proportionnelle a la concentration en créatinine

de I’échantillon (Newman et Price, 1999).
Créatinine + acide picrique — Complexe créatinine + picrate

1.3.8. Activité de PALAT (TGP)

Cette méthode est basée sur les recommandations de la Fédération Internationale de Chimie
Clinique (IFCC).

L’ALAT transfére le groupement aminé de 1’alanine sur le 2-oxoglutarate pour former du pyruvate
et du glutamate. L’ajout de la phosphatase de pyridoxal au mélange de réaction, confére a I’ALAT un
niveau max d’activité catalytique. La réaction entre le pyruvate et le NADH est catalysée par la LDH
pour former du lactate et du NAD".

La baisse d’absorbance due a la consommation en NADH est mesurée a 340nm et est

directement proportionnelle a I’activité de I’enzyme dans 1’échantillon (Thomas, 1998).

S
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2oxoglutarate + L- alanine———p L- glutamate + pyruvate

ALAT

Pyruvate + NADH + H" » L-lactate + NAD"
LDH

1.3.9. Activité de PASAT(TGO)

C’est une méthode basée sur les recommandations de la Fédération Internationale de Chimie
Clinique (IFCC).

Dans cette méthode, L’ ASAT catalyse la transamination de 1’aspartate et du 2-oxoglutarate pour
former du L- glutamate et de I’oxaloacétate. L ajout de phosphate de pyridoxal au mélange de réaction,
confére a ’ASAT un niveau maximum d’activité catalytique. L’oxaloacétate est réduit en L-malate par
la MDH.

Le NADH est simultanément converti en NAD". La baisse d’absorbance due a la consommation
du NADH est mesurée a 340nm et est directement proportionnelle a I’activité de I’ASAT dans

I’échantillon (Thomas, 1998).

2-Oxoglutarate + L- aspartate __ ,  L-glutamate + oxaloacétate.

ASAT

Oxaloacétate + NADH+ H* | TL-malate + NAD"

MDH

1.3.10. Insuline

Pour des raisons matérielles, ’insuline n’a été dosée que pour un échantillon représentatif de
chaque lot.

Le dosage de I'insuline a été fait par la méthode AXSYM qui est basée sur la technologie
immuno-enzymologique microparticulaire (MEIA). L’insuline trouvée dans I’échantillon est mise en
contact avec des microparticules recouvertes d’anticorps anti-insuline. Ces microparticules se lient
irréversiblement a la matrice de 1’appareil. Un lavage est réalisé afin d’enlever 1’anticorps non lié. Sur
la matrice est distribu¢ le conjugué d’anticorps anti-insuline ; une Phosphatase alcaline qui va se lier au
complexe anticorps-antigéne (anticorps-insuline). Un autre lavage est fait pour ¢liminer I’enzyme non

liée. Le substrat de la phosphatase : méthyl-4-ombélliféryl est ajouté sur la matrice et le taux de

—_—
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formation du produit fluorescent est mesuré par un systéme optique de I’appareil (systeme MEIA)

(Travis, 1980).

1.3.11. Analyse statistiques des résultats
Les résultats sont exprimés en moyenne + écart type. Ils sont analysés par ANOVA suivi du test
de TUKEY et DUNETT, pour la comparaison des moyennes. On consideére que la différence est

statistiquement significative avec p< 0,05.

I1. Résultats

I1.1. Etude phytochimique
Les tests chimiques effectués sur la poudre de plante ont démontré la présence de saponosides,
de tanins, de flavonoides, de stérols et terpénes, de mucilage et une absence d’alcaloides. Les tests

positifs sont représentés par les figures (Fig. 19, Fig. 20, Fig. 21, Fig. 22 et Fig. 23).
I1.2. Etude de parameétres avant sacrifice

I1.2.1. Détermination des poids corporels
Les résultats des gains de poids corporels sont représentés par le Tableau 04 et la Fig. 24. Ils

montrent que:

Durant la période de J1 a J13, les lots sains 7Ntd; et TN présentent un gain des poids corporels,
cependant le gain de poids des rats du lot 7N¢d; est inférieur a celui du lot 7N. Il reste toutefois que cette

différence est non significative.

Le lot 7D présente une nette diminution des poids corporels par rapport au lot 7N. Cette baisse

est trés hautement significative a partir du J7 et persiste jusqu’a la fin de I’expérimentation.

Le lot 7DtM montre une baisse des poids corporels des rats femelles par rapport au lot sain 7N.

Cette baisse est significative au 7°™ jour et hautement significative a2 J10. Par contre a J13, nous
avons observé avec intérét que ce lot présente un gain de poids corporel trés hautement significatif

comparé au lot 7D.

S


http://buy.abbyy.com/content/pdftransformer/default.aspx
http://buy.abbyy.com/content/pdftransformer/default.aspx

PARTIE EXPERIMEN.

Comparé au lot 7N, le lot Dtd,; présente une baisse régulicre hautement significative des poids
corporels a J4 et J7. Par rapport au lot 7D, ce lot gagne du poids a J10 et J13 .Ce gain est hautement
significatif a J10 et trés hautement significatif a J13. Ce lot présente également un gain corporel

supérieur au lot 7DtM (statistiquement non significatif).

Pendant la période de J1 a J4, le lot Dtd, présente une perte statistiquement non significative
du poids corporel en comparaison au lot 7N. De J7 a J13, ce lot regagne du poids en comparaison au lot
diabétique non traité avec une différence statistiquement significative a J7 et trés hautement
significative pour les jours qui suivent. A J 10 et J13, le lot Dtd, présente une augmentation des poids
corporels plus importante que celle du lot 7DtM. Cette dernieére est hautement significative a J10 et

trés hautement significative a J13.

Au regard de I’évolution globale des poids mesurés, et a titre comparatif, il en ressort une
augmentation du poids du lot Dtd, supérieure au lot normal 7NV. De méme, les gains des poids des lots

traités par la plante sont supérieurs a ceux traités par le médicament antidiabétique.

I1.2.2. Détermination de la glycémie

Le Tableau 05 et la Fig.25 montrent les résultats des mesures de la glycémie.

Les glycémies des lots sains 7Ntd3 et TN sont quasi similaires et constantes (légere différence,

statistiquement non significative).

On note, une augmentation trés hautement significative de la glycémie du lot 7D par rapport a
la glycémie du lot 7N. Cette augmentation est importante et constante jusqu’au dernier jour de

I’expérimentation.

Au début de I’expérimentation (J1) les trois lots diabétiques traités, présentent une glycémie
¢levée comparés au lot normal. Cette différence est trés hautement significative pour les lots 7DtM et
Dtd, et hautement significative pour le lot D¢d;. De J4 a J10, on observe que ces lots ont une
glycémie qui décroit progressivement comparés au lot 7D ; cependant elle reste supérieure a celle du lot

TN (différence statistiquement non significative).

Si on compare les lots traités par le médicament et ’extrait on constate que le lot Dtd; présente

une chute importante de la glycémie, aprés un temps court, dés le quatriéme jour qui devient légere a J7

—_—
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et J10 ; alors que chez les lots 7TDtM et Dtd cette baisse est progressive du début jusqu’a la fin de

I’expérience et reste inférieur a celle du lot Drd; (différence statistiquement non significative).

I1.2.3. Chimie des urines

Le Tableau 06 montre les résultats de 1’étude de la chimie des urines.

On constate la présence non négligeable de sang dans les urines et ce, uniquement dans le lot

TD. Cette hématurie microscopique est apparue durant la période allant de J7 et J10.

Pour les corps cétoniques on note l'absence de ces composés dans les urines de tous les lots,

pendant toute la durée de notre étude.

E n ce qui concerne la Glycosurie, on remarque la présence de glucose urinaire dans le lot 7D
contrairement au lot 7N. Cette présence s’observe tout au long de ’expérimentation, a J1, J4,J7 et J10.

En comparant I'effet de la médication chimique a celui des deux doses de I’extrait de Crataegus
administrées, il apparait que la dose d; de la plante soit plus efficace dans le temps. En effet elle
entraine une régression du taux de glucose urinaire dés J4. Les autres traitements en l'occurrence la
métformine et la seconde dose de la plante d> n'ont produit une réduction du taux de glucose urinaire

qu’a partir de J7.

Alors que les protéines sont absentes dans les urines des lots 7Ntds et TN. Elles apparaissent a 1’état
de traces chez lot 7D et ce de J1 a J7, et se transformant en protéinurie franche a partir de J10. On
remarque également la présence de traces de protéines urinaires aux premiers jours de la manipulation
dans les trois lots traités 7DtM, Dtd; et Dtd,. Ces traces vont ensuite disparaitre d'abord du lot Dtd; puis

plus tardivement chez les autres lots.
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Avant Apres
Fig. 19 : Mise en ¢évidence des saponosides.

Avant Apreés
Fig. 20 : Mise en évidence des tanins.

Avant Apreés
Fig. 21 : Mise en évidence des flavonoides.

Avant Apreés
Fig. 22 : Mise en évidence des terpenes et stérols

Avant Apres
Fig. 23 : Mise en évidence des mucilages
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Tableau 04 : Evolution des poids corporels des différents lots pendant la période de manipulation.

Gain de poids Gain de poids Gain de poids | Gain de poids entre
entre [J1-J4] (g) entre [J1-J7] (g) | entre [J1-J10] (g) [J1-J13] (g)
Lots Moyenne = écart | Moyenne £ écart | Moyenne + écart | Moyenne + écart
type type type type
TN 2,21 + 0,21 6,61 =+ 3,77 8,76 + 0,2 11,89 =+ 2,23
TNtd3 0,37 + 0,28 1,84 + 0,73 2,33 + 0,89 4,15 + 0,94
TD -564 + 1.4 |™-2057 + 7,53|™%-39,52 +10,20 | ***-54,38 =+ 10,27
TDtM 732 £ 2,73 899 + 272 | ™.221 +£104 | *"_ 14,92+ 541
Dtdl | ™ 1332 £ 38 | *13,09 + 458 | "-6,08 +£0,93 | "-0,55 =+ 0,17
Dtd2 1,6+ 0,1 432 + 0,37 |"™%7,93 +1,60 | "™ 13,99 + 2,66

*p <0,05 vs TN, * p<0,01, ** p<0,001; "p < 0,05 vs TD, " p<0,01, "** p<0,001

9 <0,05 vs TDtM, € p<0,01, ¢ p<0,001; “p< 0,05 vs Dtdy, ** p<0,01, ¢ p<0,001

20

10 — :
0 ; ‘ : .
—
k) -10 e —o— ot TN
4 *— > —=— ot TNtd3
lot TD
8 20 ©
% lot TDtM
c —¥—lot Dtd1
@ -30 —e— ot Dtd2
-40

-50

-60

Fig. 24 : Evolution des poids corporels des différents lots de rats femelles pendant la période de
manipulation.
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Tableau 05 : La glycémie a jeun, avant sacrifice (J1 a J10), des différents lots de rats femelles

Glycémie (g/l) du | Glycémie (g/1) du Glycémie (g/1) du Glycémie (g/l) du
J1 J4 J7 J10
Lots Moyenne + écart Moyenne + écart Moyenne + écart Moyenne + écart
type type type type
TN 0,86 =+ 0,12 0,83 + 0,07 0,93 + 0,05 1,04 =+ 0,09
TNtd3 0,83 + 0,10 0,97 + 0,07 0,93 + 0,07 1,07 =+ 0,08
TD 478 £ 1,09 WP 74+ 1,04 487 + 1,09 577 £ 0,36
TDtM | *4,11 + 1,37 1318 + 1,09 2,374 £ 0,55 bbb2.08 + 0,39
Dtd1 ®347 £ 1,60 1,81 = 0,60 156+ 0,23 bbb 61 + 0,76
Dtd2 M440 = 1,31 3,63 £ 1,32 2,99 £ 0,96 233 + 0,79

*p <0,05 vs TN, * p<0,01, ** p<0,001 ; "p < 0,05 vs TD, ** p<0,01, " p<0,001

9 <0,05 vs TDtM, € p<0,01, ¢ p<0,001; ‘p< 0,05 vs Dtdy, * p<0,01, ** p<0,001

Glycémie (g/l)

~

(]

—e—I0ot TN
—m—lot TNtd3
lot TD
lot TDtM
—¥—lot Dtd1
—e—|ot Dtd2

5 -
4 ‘\
2 ~S— X
LR —— -— —5
0
Nl J4 J7 J10
Jours

Fig. 25: Evolution de la glycémie a jeun, avant sacrifice des différents lots de rats femelles.
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Tableau 06 : La chimie des urines des différents lots de rats femelles.

-
Chimie des urines
Lots Il\{]it
Sang Cétone Glucose Protéine
J1 J4 J7 J10 J1 | J4 J7 J10 J1 J4 J7 J10 J1 J4 J7 J10
1 - - - - - - - - - - - - - - - -
2 + /- - - - - - - - - - - + /- - +/- - -
3 + /- - - - - - - - - - - - - - - -
Lot
- + /- - - - - + /- - - - - - - - - -
TN 4 / /
6 +/- + /- - - - - - - - - - +/- - + - - -
7 . - +/- , . - - - - , , , , - - -
- - - - - +/- - - - - - + /- +/- - - -
Lot 8 / / /
TNtds || 9 - + /- - - - - - +- - - - - - - - -
10 - - - - - - - - - - - +- - - - -
11 + + + + - - - - -+ +++ -+ -+ + + + ++
12 + ++ ++ ++ ++ +- | +- - - +++ 4+ +++ 4+ + + + ++
13 - - + + - - - - 4+ 4+ 4+ 4+ + + + ++
Lot
™D 14 - - + + - - +/- - -+ -+ -+ -+ + + + ++
15 + + + ++ - - - - 4+ 4+ +++ 4+ + + ++ ++
16 +/- - - - - - - - -+ -+ -+ - + + - -
17 + + - - - - - - ++++ +++ +/+++ - + - - -
18 - - - - - - - - +++ +++ - +H/+++ + + - -
Lot
TDtM || 19 + - - - +- | +- +/- - 4+ +++ +H/+++ - + + - -
20 - - - - - - - - ++ ++/+ + + + - - -
21 - - - - +- | +- - - ++ - + + + - - -
22 - - - - - - - - ++ - - + + - - -
23 - - - - - - - - +++ - - - + - -
Lot 24 + 4+ +H++ + +
Dtd,
25 + - - - - - - - -+ -+ +++ A+ + - - -
26 - - - - - - - - +++ ++/+ ++/+ - +/- - - -
27 - - - - - - - - 4+ 4+ +H/++ - + - - -
28 - - - - + /- - - - +++ - - - + - - -
Lot 29 + + -+ -+ -+ + + +
Dtd,
30 + - - - +/- - - - 4+ 4+ 4+ +++ + + - -

/:Ou, -: Absence, +: Trace, ++ : Présence, +++ : Présence importante, ++++ : Présence trés importante

—_—y
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I1.3. Etude de certains parameétres aprés sacrifice

I1.3.1. Poids relatifs des organes
Cinq organes ont été prélevés et pesés : Pancréas, foie, cceur, rate et reins. Les résultats sont

représentés sur le Tableau 07 et la Fig. 26
e Pancréas

Dans les deux lots non diabétiques TN et TNtd;, les pancréas présentent sensiblement les mémes
poids relatifs, seule une légere différence statistiquement non significative est observée.

Les lots diabétiques 7D et TDtM ont un méme poids relatif de pancréas (différence non
significative). Ces deux lots montrent tout de méme une augmentation non significative de ces poids
relatifs en comparaison au lot normal 7NV.

Pour ceux des deux lots Drd; et Dtd>; ils sont sensiblement similaires (différence statistique non
significative), alors qu’ils sont bas par rapport aux poids relatifs des pancréas des lots : 7D et TDtM.
Cette baisse restant statistiquement non significative.

Les poids relatifs des pancréas des lots : Dtd; et Dtd, présentent une différence non significative

avec le lot 7V.

o Foie
On n’observe aucun changement chez les cinq lots: TNtd;, TD, TDtM, Dtdet Dtd,. 1ls ont

sensiblement les méme poids relatifs du foie que le lot 7N (différence statistique non significative).

o Ceaur
Les Résultats indiquent que tous les lots: 7TNtd;, TD, TDtM, Dtd,; et Dtd; présentent un poids

relatif du coeur sensiblement similaire a celui du lot 7N (différence statistiquement non significative).

* Rate
Les résultats montrent :
Que les poids relatif de la rate des deux lots 7N et TNtd3 ne présente aucune différence
statistiquement significative.
Une baisse hautement significative du poids relatif de la rate du lot 7D par rapport a celui du

lot TN.
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Une augmentation du poids relatif de la rate des trois lots : TDtM, Dtd;, Dtd, par rapport au lot
TD. Cette augmentation est hautement significative pour les deux premiers lots et seulement
significative pour le dernier lot.

Les deux lots TDtM et Dtd,; présentent un poids relatif de la rate sensiblement égal au poids

relatif de la rate du lot 7N (différence statistiquement non significative).

e Reins

Des résultats obtenus, on note une similarité entre le poids relatif des reins des deux lots TNtd;
et TN (différence statistiquement non significative)

On note également une augmentation tres hautement significative du poids relatif des reins du
lot 7D par rapport a celui du lot 7N.

Les trois lots traités : TDtM, Dtd; et Dtd> présentent une baisse hautement significative du

poids par rapport & 7D. Cette baisse est proche de la normale.
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Tableau 07: Poids relatifs de certains organes des différents lots de rats femelles.

Organes Les Poids relatifs (poids organe/poids corporels) en %
Lots Moyennes + écart type
pancréas foie Ceeur Rate Rein
TN 0,49+ 0,07 3,50+ 0,23 0,36+ 0,01 0,39+ 0,04 0,66+ 0,08
TNtd; 0,50+ 0,09 3,48+ 0,22 0,37+ 0,03 0,3+0,06 0,6 +£0,04
TD 0,55 +0,12 3,50+ 0,34 0,37+ 0,03 20,19+ 0,02 230 99+ 0,10
TDtM 0,54+ 0,09 3,4+ 0,26 0,35+0,02 00,40+ 0,08 b0,79+0,07
Dtd, 0,48+ 0,03 3,50+ 0,44 0,35+ 0,02 P20, 39+ 0,13 Pb0,76+0,15
Dtd2 0,48+ 0,12 3,48+ 0,05 0,35+ 0,06 b0, 35+ 0,14 $0,79+0,10
S 0
o\ 3
\é/ 0, i 0,8
. 20,5
s 0 s bb bb
s 0 ©0,4
o (]
s 0 <03 aa
© =
= 0 0,2
s O o1
QJ il
; 0, %
T 0 S 0
no_ TN TNtds ™D TDtM Dtd; Dtd, o TN TNtds TD TDtM Dtd, Dtd,
Lots de rats Lots de rats
0 4
5 0, 3 2
8 0, 3 2
> Y— 1
el =
= 0, % 1
© put
@ 0, n 0,
- T 0 ‘
3 0 S TN TNtd3 TDtM Dtd; Dtd,
o TN TNtdgl,_ OtsT(IjDe ratsTDtM Dtd; Dtd, Lots de rats

I“I[

TNtds TDtM Dtd; Dtd,
Lots de rats

Poids relatif des reins ( %)

TN

1p <0,05 vs TN, * p<0,01, ** p<0,001; "p < 0,05 vs TD, *® p<0,01, **® p<0,001

p < 0,05 vs TDtM, * p<0,01, *** p<0,001; %p< 0,05 vs Dtd,, * p<0,01, % p<0,001

Fig. 26 : Poids relatifs des différents organes des lots étudiés de rats femelles.
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11.3.2. Dosage de parametres plasmatiques

11.3.2.1. Glucose
Le Tableau 08 et la Fig. 27a montrent les différents résultats obtenus concernant les

glycémies des lots étudiés.

Les glycémies des lots 7TNtd3 et TN sont presque identiques (différence statistique non
significative).

Le lot 7D présente une augmentation trés hautement significative de la glycémie par rapport au
lot TN.

On note avec intérét que les trois lots traités TDtM, Dtd;, Dtd, présentent une baisse treés
hautement significative de la glycémie par rapport au lot 7D. Cette glycémie reste légérement
supérieure a celle du lot 7N mais avec une différence statistique non significative.

Si on avait a classer les glycémies mesurées de ces trois lots, de la valeur la moins élevée a la
plus élevée, notre classement aurait été ainsi : Glycémie TDtM, puis Dtd; et enfin Dtd,. La différence

restant toutefois statistiquement non significative.

11.3.2.2. Lipides
Pour tous les lots étudiés, les résultats concernant les concentrations des différents types de
lipides (Triglycérides, Lipides totaux, cholestérol total, HDL et LDL) sont représentés par le Tableau
08 et la Fig. 27a.

o Triglycérides
On remarque une légeére augmentation de la concentration en triglycérides du lot 7Ntd; par

comparaison a celle du lot 7N. Cette augmentation est statistiquement non significative.

Les deux lots 7D et TDtM ont sensiblement la méme concentration en triglycérides. Cette
derniére est largement élevée par comparaison a celle du lot 7N avec une différence statistique trés

hautement significative.

On remarque également que les deux lots Dtd; et Dtd, présentent une concentration en
triglycérides plus faible que celle des deux lots: 7D et TDtM. Cette différence est statistiquement

significative pour le premier lot et trés hautement significative pour le second.

S


http://buy.abbyy.com/content/pdftransformer/default.aspx
http://buy.abbyy.com/content/pdftransformer/default.aspx

PARTIE EXPERIMEN.

La concentration en triglycéride du lot Drd; est légérement supérieure a celle du lot Dtd», avec
une différence statistiquement non significative. Comparées a la concentration du lot 7N, les

concentrations de ces deux lots ne présentent aucune différence statistiquement significative.

e Concentration en HDL et LDL
= Pour les HDL, nous observons une légére diminution de la concentration du lot 7D comparé au
lot TN avec une différence statistiquement non significative.
La concentration en HDL des lots : TNtd; et TN est similaire (leur différence statistique est non
significative).
Comparé aux deux lots 7N et TD, le lot Dtd, présente une augmentation statistiquement non
significative de la concentration en HDL.
Par contre les deux lots Dtd2 et TDtM présentent une concentration en HDL presque identique a

celle du lot 7D (différence statistiquement non significative).

= Pour les LDL, les résultats montrent que les concentrations des lots 7N¢d; et TN ne présentent
aucune différence statistiquement significative.

Nous remarquons une augmentation trés hautement significative du taux des LDL du lot TD,
par comparaison a celui du lot 7.

Nous notons avec intérét que le taux de LDL des trois lots traités 7DtM, Dtd; et Dtd. est bas par
rapport a celui du lot 7D. La différence est hautement significative pour les deux premiers lots et
seulement significative pour le dernier lot. Comparée au lot 7N, la concentration en LDL de ces trois
lots reste légerement élevée (différence non significative).

Si on compare les concentrations en LDL des trois lots 7DtM, Dtd, et Dtd>, on constate que celle
du lot Dtdsest la plus ¢élevée suivie de celle du lot Dtd; et enfin le lot 7DtM. Cependant la différence

entre ces concentrations reste statistiquement non significative.

e Cholestérol Total
Selon les résultats, on remarque que la concentration en cholestérol total du lot 7Ntds et du lot
TN ne présente aucune différence statistiquement significative.
Par comparaison au lot 7N, Les deux lots 7D et TDtM présentent une augmentation de la
concentration en cholestérol total. Cette dernicre est trés hautement significative pour le premier lot et

hautement significative pour le second.
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Par rapport au lot 7D, les concentrations en cholestérol total des deux lots traités : Dtd; et Dtd,
sont plus faibles. La différence est hautement significative pour le premier lot et trés hautement
significative pour le deuxieme. Comparées au lot 7N, ces deux concentrations ne présentent aucune

différence statistiquement significative.

e Lipides totaux

La concentration en lipides totaux du lot 7Ntd; et du lot TN présente une différence
statistiquement non significative.

Les deux lots 7D et TDtM présentent une augmentation de la concentration en lipides totaux par
comparaison au lot 7N. Pour les deux lots, cette augmentation est trés hautement significative.

On note avec intérét une baisse hautement significative de la concentration en lipides totaux des
deux lots Dtd; et Dtd, par rapport a celle du lot 7D. On remarque également, que la concentration de ces
deux lots ne présente aucune différence statistiquement significative par comparaison a celle du lot TN.
Comparés au lot 7DtM, les deux lots Dtd; et Dtd, présentent une baisse de la concentration en lipides

totaux. Cette baisse est non significative pour le premier lot et significative pour le second.

11.3.2.3. Protéines totales

L’analyse des résultats présentés sur le Tableau 08 et la Fig. 27 b permet de constater une
similarité entre la concentration en protéines totales sériques des quatre lots : TNtd;, TDtM, Dtdl et
Dtd? avec celle du lot 7N. On note également que la concentration en protéines totales du lot 7D est

légérement basse par rapport au lot 7N avec une différence statistique non significative.

11.3.2.4. Urée

Les résultats montrent que:

Le lot TNtd; a une concentration en urée sérique similaire a celle du lot 7N avec une différence
statistiquement non significative (Tableau 08, Fig. 27b).

Une élévation hautement significative de la concentration en urée sérique du lot 7D par
comparaison a celle du 7N (Tableau 08, Fig. 27b).

Les trois lots TDtM, Dtd; et Dtd, présentent une baisse de la concentration de 1’urée sérique en
comparaison celle du lot 7D. Cette baisse est statistiquement non significative pour le premier et le
dernier lot. Elle est hautement significative pour le deuxi¢éme lot Dtd; (Tableau 08, Fig. 27 b). Par
rapport au lot 7N, la concentration en urée sérique des trois lots traités ne présente aucune différence

statistiquement significative.
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11.3.2.5. Créatinine

D’aprées le Tableau 08 et la Fig. 27b, les résultats de la concentration en créatinine sérique des deux lots
TN et TNtd; sont presque égales (différence statistique non significative).

Par contre le lot 7D présente une augmentation trés hautement significative de la concentration en
créatinine sérique en comparaison avec celle du lot TN.

Les trois lots traités TDtM, Dtd, et Dtd> montrent une baisse de la créatininémie par rapport au lot 7D.
Elle est non significative pour le premier lot et hautement significative pour les deux autres lots. La
créatininémie de ces trois lots approche celle du lot 7N avec une différence statistiquement non significative.

La créatininémie du lot Dtd; est presque identique a celle du lot Dtd, (différence statistiquement non

significative). Elle est plus faible que celle du lot 7DtM mais sans différence significative.

I1.3.3. Activités de ’ALAT et de PASAT
Les résultats observés (Tableau 09, Fig. 28), montrent que les cinq lots TNtd;, TD, TDtM, Dtd, et Dtd,
présentent une activité de I’ ALAT similaire a celle du lot 7N avec une différence statistique non significative.
Quant a I’ASAT, on ne constate aucune différence statistiquement significative de I’activité de cette enzyme

du lot TN et celle des cinq lots TNtd ;, TD, TDtM, Dtd; et Dtd,.

I1.3.4. Insulinémie
Le dosage de I’insuline effectué sur un échantillon (Tableau 10) montre une concentration en insuline
des trois lots TNtd;, Dtd, et Dtd, égale a celle du lot TN soit 0,3 pUI/ml.
L'insulinémie du lot 7D est identique a celle du lot TDzM. Elle est inferieure a celle du lot 7V avec une

concentration de 0,1 pUl/ml.

I1. 3.5. Etude histologique de certains organes
L’histologie du foie de tous les lots étudiés ne témoigne aucune anormalité par comparaison au lot 7N
(Fig.29).

Par comparaison au lot 7N, I’histologie du pancréas du lot 7Dtd; montre un ilot de Langerhans normal au
contour bien délimité (Fig. 30 A et B).

Par contre si on compare I’histologie du tissu pancréatique des deux lots 7D et TDtM, on remarque la
présence de nécroses au niveau de I’ilot de Langerhans. Ce dernier apparait diffus et moins délimité que celui du
lot TN (Fig.30 A, B et C).

L’histologie du pancréas des deux lots traités par la plante montre une amélioration de 1’état de I’ilot de
Langerhans par comparaison au lot 7D. On remarque alors la disparition quasi-totale de nécroses des cellules de

Langerhans avec un ilot mieux délimité, ressemblant a celui du lot 7N (Fig. 30 A, E et F).
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Tableau 08 : La concentration des différents paramétres biochimiques-plasmatiques des différents lots étudiés.

Parameétres biochimiques plasmatiques
(moyenne=+ écart Types)
Paramétres Glucose g Lipides
» Protéines
ots 7 7 ge e
TG (g) |HDL(g/) | LDL(g/) | ChIT (g/l) | LT (g/) | totales (g/1) | Urée (g/l) Créatinine (g/1)
TN 1,00£0,05 0,59 +0,12 0,48+0,04 0,10+0,02 0,65+0,08 2,21%0,16 81,69+0,37 0,42+0,08 0,0046+0,0007
TNtd; 1,00+0,06 0,70 £ 0,13 0,46+0,10 0,08+0,018 0,62+0,12 2,12+0,14 80,74+0,76 0, 41+0,06 0,0047+0,0004
TD 6,06£0,51 | **1,34+0,03 | 0,40+0,09 30 24+0,07 | *90,94+0,05  [*3,69+0,04 76,96+ 1.00 ®1,34+0,45 *3().007620,0020
TDtM P*1,18+0,39 M131£0,10 [ 0,40+0,01 | " 0,11£0,03 | *0,84+0,034 | *3,43+0,11 80,43+0,43 0,85+ 0,34 0,0060 + 0,0007
Dtd, PP 29+0,53 b€ 0,94 +0,08 0,63+0,15 P2 0,13+0,05 Pb0,75+0,11 | P"2,80+ 0,02 80,51+ 0,78 Pb0,47+0,28 20,0052+ 0,0006
bbb B,ccc b, bbb, Bb,c bb
Dtd, 1,910, 31 0,77+0,05 0,38+0,05 0, 150,05 0,71+0,08 2,71%0,05 81,66+ 0,26 0,73+ 0, 38 0,0051£0,0014

*p <0,05 vs TN, * p<0,01, ** p<0,001; "p < 0,05 vs TD, *® p<0,01, "** p<0,001

9 <0,05 vs TDtM, € p<0,01, °“ p<0,001; *p< 0,05 vs Dtdy, * p<0,01, % p<0,001
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Fig. 27a: Résultats des concentrations des différents parametres biochimiques étudiés des lots de rats

femelles.
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*p <0,05 vs TN, * p<0,01, ** p<0,001; "p < 0,05 vs TD, *® p<0,01, "** p<0,001

9 <0,05 vs TDtM, “ p<0,01, °“ p<0,001; *p< 0,05 vs Dtdy, * p<0,01, ** p<0,001

Fig. 27b: Résultats des concentrations des différents parametres biochimiques étudiés des lots de rats
femelles (suite).

Tableau 09 : Résultats des activités enzymatiques de ’ALAT et ’ASAT.

Activités enzymatiques
(moyenne= écart Types)
aramétres Activité de PALAT (UIN) Activité de PASAT (UI/)
Lots
TN 4523 £+ 1,035 1639 =+ 5,6
TNtd; 45,14  + 1,75 163,11 + 6,05
TD 45,51 =+ 1,84 164,06 + 3,43
TDtM 45,8 + 2,77 163,7 + 6,1
Dtd, 4492 £ 1,05 162,79 =+ 5,50
Dtd, 45,56 =+ 1,28 163,80 + 7,5

p> 0,05: pas de signification.
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p> 0,05: pas de signification.

Fig.28: Détermination de I’activité de ’ALAT (TGP) et de ’ASAT (TGO) des
différents lots de rats femelles.

Tableau 10 : Relation insulinémie / glycémie d’un rat représentatif de chaque lot.

Lots Insulinémie Glycémie (g /1)
(nUI/ml)
Un rat du lot TN 0.3 1
Un rat du lotTNtd; 0.3 0.99
Unrat du lot TD 0.1 5.54
Un rat du lot TDtM 0.1 0.93
Un rat du lot Dtd, 0.3 1.07
Un rat du lot Dtd, 0.3 1.21
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E: Dtd, F: Dtd,

CHN : Cellules hépatiques normales.

Fig. 29: Coupes histologiques du foie d’un rat représentatif de chaque lot étudié.
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E: Dtd; F: Dtd,

I :Ilot de Langerhans
NC : Nécrose cellulaire
Fig. 30: Coupes histologiques du pancréas d’un rat représentatif de chaque lot étudié.
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II1. Discussion

L’objectif de cette étude vise a rechercher les principes actifs contenus dans 1’extrait aqueux
obtenu par infusion des feuilles de Crataegus azarolus grace a des tests phytochimiques, ainsi que son
effet antidiabétique éventuel sur un modele diabétique expérimental induit par I’alloxane.

Le screening chimique de D’extrait aqueux de Crafaegus azarolus a révélé 1’existence de
plusieurs principes actifs : Saponosides, tanins, flavonoides, terpenes et enfin de mucilages. Certaines
molécules appartenant aux principes actifs identifiés, ont été mentionnées comme antidiabétiques
(Marles et Farnsworth, 1995; Perez et al, 1998; Wang et Ng, 1999). Par exemple, 1’épicatéchine,
molécule flavonoidique est connue pour étre un constituant trés actif de la famille des aubépines
(Svedstrom et al, 2006). Par contre on remarque I’absence de familles chimiques connues comme étant

trés toxiques telles que les alcaloides (Marles et Farnsworth, 1995).

L’étude des parametres suivant: Poids corporels, glycémie, glycosurie, cétonurie et "les
marqueurs" de la toxicité rénale (urée, créatinine, protéinurie et sang dans les urines) a montré que :

Les rats femelles des lots normaux ont présenté un gain de poids corporel lié a une croissance
normale des animaux. Les rats normaux traités par une dose d; de 225mg/kg ont un gain de poids
inférieur a celui des rats sains (mais avec p> 0,05); ce qui pourrait signifier que la plante a la dose d;
réduirait légérement la croissance des rats. Cette observation serait en accord avec ce qui a été rapporté
par (Fehri et al, 1991) concernant ’action de 1’extrait alcoolique de Crataegus oxyacantha sur le poids
corporel des rats normaux. Les lots de rats diabétiques présentent une diminution continue des poids
corporels qui s’accentue au cours de I’expérimentation. Cette perte de poids des diabétiques est due au
catabolisme, plus particulierement des lipides par lipolyse des tissus adipeux suite a I’insulinodéficience
(Vats et al, 2004; Oliveira et al, 2008). Cependant chez tous les lots diabétiques traités respectivement
par les deux doses de la plante et le médicament, on observe a la fin un gain de poids. L’amélioration
des poids corporels des deux lots traités par les deux doses de la plante pourrait étre expliquée par le
pouvoir de la plante a restaurer le stock en triglycérides, grace a I’amélioration de I’insulinosécrétion et

de la glycémie observée par (Farnier, 2002; Babu et al, 2007).

Pour la glycémie, les mesures prises avant et apres sacrifice du lot diabétique ont montré une
hyperglycémie trés hautement significative et plus ou moins constante, détectée durant toute

I’expérimentation. Cette hyperglycémie ne peut s’expliquer que par une baisse de la sécrétion de
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I’insuline (Venkateswaram et pari, 2002). Alors que les deux doses (d,=150 et d,=300mg/kg de poids
corporel) de la plante ainsi que la métformine (28mg/ kg) entrainent une réduction trés hautement
significative de la glycémie. Néanmoins cette baisse se fait de maniere différente selon la thérapie
administrée. En effet La dose d; de la plante semble étre la plus efficace, en raison de sa rapidité
d'action, par I'ampleur de la baisse du taux de glucose et par la durabilité de son effet (Maintient de la
glycémie a une valeur plus ou moins constante autour de /g// environ et proche statistiquement de la
normale). Cependant apres sacrifice (12 jours de traitement), la glycémie du lot traité par la métformine
est légerement meilleure que celle du lot D¢d; (diminution légérement plus importante de la glycémie
sous métformine: p>0,05). Alors que la glycémie du lot normal traité par d; de ’extrait ne présente
aucune différence statistiquement significative avec celle du lot normal non traité ; on n’observe ainsi
aucun effet hypoglycémiant. Ces résultats concordent avec ceux de (Jouad et al, 2003) réalisant des
¢tudes sur les mémes doses d’une autre plante du méme genre : Crataegus oxyacantha (Jouad et al,
2003), Notons que les aubépines ont plus ou moins la méme composition en principes actifs (Rigelsky

et Sweet, 2002; Ljubuncic et al, 2005).

Les résultats obtenus par I'analyse des urines, montrent une présence importante de glucose dans
les urines des rats du lot diabétique durant les jours (J1, J4, J7, J10) de la manipulation. Cette
glucosurie reflete 'hyperglycémie et indique que la charge de glucose filtrée dépasse la capacité des
tubules rénaux a réabsorber la totalité du sucre (Gaw et al, 2004; Goetz, 2007; Oliveira et al, 2008). La
présence de glucose dans les urines est due a I’action de I’alloxane ; cet effet a été démontré lors
d’expériences sur des rats traités par cette substance (Srinivasan et Ramarao, 2007). Durant la méme
période (J1 a J10), la réduction de la glucosurie est plus rapide et plus franche pour le Dtd; que pour les
autres thérapies. Elle est dans le méme temps proportionnel et concorde avec la diminution de la

glycémie dans ce lot.

L'absence d'acétonurie dans tous les lots diabétiques démontre que les animaux malades ne
souffrent que d’une insulinopénie partielle causée par I’alloxane.
Une insulinopénie sévere aurait entrainé une lipolyse accrue, une surproduction d’acides gras, convertis
par le foie en corps cétoniques (cétogenése), passant dans le sang (cétonémie) puis dans les urines

(cétonurie) (Stryer et al, 2003; Gaw et al, 2004; Kurkly-Paulin et al, 2007).
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L’urée et la créatinine sont des marqueurs significatifs de la fonction rénale (Eidi et al, 2007). 11
apparait que la concentration en urée et en créatinine du lot 7Ntd; est sensiblement similaire a celle du
lot 7N. Ce qui confirme que notre plante a la d; n’a eu aucun effet toxique sur les reins durant le
traitement. Dans le lot 7D, la concentration en urée et en créatinine est élevée par rapport au lot 7N.
Cette augmentation a ¢ét¢ hautement significative pour le premier paramétre et trés hautement
significative pour le second. L’¢lévation de la concentration de ces deux parametres est a relier au
dysfonctionnement rénal chez les diabétiques (Almadal et Vilstrup, 1988), résultant de la toxicité de
I’alloxane sur les reins (néphropathie). Des études ont montré la nephrotoxicité de I’alloxane sur les
reins d’animaux (Orskov, et al, 1965). Il apparait que toutes les thérapies employées, (les deux doses
de la plante ainsi que le médicament) provoquent une diminution de I'urémie et de la créatininémie. Ces
traitements protégeraient ainsi les reins de la toxicité de I’alloxane. Cependant, la d; semble étre la plus
efficace. Car elle provoque une diminution hautement significative des deux parametres dont la valeur

approche la normale.

La présence de sang et plus particulierement de protéines dans les urines, traduit également un
dysfonctionnement rénal (Gaw et al, 2004). L'hématurie et la protéinurie ont été observées surtout chez
les rats diabétiques non traités en raison de I’action néphrotoxique probable de I’alloxane. Il est bien
¢établi que la détection d’une micro albuminurie chez des patients diabétiques indique 1’implication de
dommages glomérulaires rénaux précoces (Hong et Chia, 1998). Dans les trois lots Dtd;, Dtd, et
TDtM, on a remarqué durant la période avant sacrifice, que les traces de protéines urinaires retrouvées
ont disparu avec le temps d'abord dans le lot Dtdl révélant ainsi I’action protectrice de tous les

traitements et plus particulicrement de la dose d; de la plante.

En ce qui concerne le dosage des paramétres lipidiques effectués, on retrouve une augmentation
trés hautement significative des triglycérides, LDL, cholestérol total et lipides totaux de 7D par
rapport au lot 7N. Une légere diminution de la concentration en HDL a été également observée. Si on
additionne toutes les anomalies observées, on retrouve alors un tableau dislypidémique caractéristique
du diabétique ( anomalies dues a l'insulinodéficience) (George et Ludvik, 2000; Sirois, 2006).
L'amélioration et la baisse de la triglycéridémie et du taux de LDL chez les deux lots diabétiques traités
par les deux doses de la plante pourrait étre due a I'amélioration de I'insulinosécrétion .En effet secrétée
normalement, cette hormone inhibe l'activité de la lipase hormonosensible (enzyme lipolytique active au
niveau des adipocytes) , le catabolisme des LDL et augmente 1’activité des récepteurs LDL a la surface

des cellules (surtout hépatiques) ,ce qui conduit a leur internalisation (Farnier, 2002; Rigelsky et Sweet
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, 2002; Stryer et al, 2003; Gaw et al, 2004 Babu, 2007). La diminution de I’hypercholestérolémie
(Taux en cholestérol total) dans les lots Dtd;, Dtd, peut étre expliquée par la baisse déja observée des
LDL (principaux transporteurs de cholestérol) (Marshall et Bangert, 2005; Luo et al, 2008). Plusieurs
¢tudes sur le genre Crataegus ont mentionné que 1’effet antihypercholesterolémiant pourrait étre du aux
flavonoides, triterpénes et saponines (Rigelsky et Sweet, 2002). Une nette diminution des lipides totaux
a été observée au niveau des deux lots traités par la plante, ce qui pourrait etre du a la diminution du
taux de triglycérides et de cholesterol total. Cette amélioration du profil lipidique a été rapportéé par
(Rigelsky et Sweet, 2002) sur I’espéce du méme genre Crataegus oxyacantha.

Seul le lot Dtd; présente une augmentation non significative (p> 0,05) de la concentration en
HDL par comparaison aux deux lots 7D et TN. La d; semble augmenter le "bon" cholestérol. Ce dernier
est associé a une baisse du risque de développement d’athérosclérose et de maladie coronarienne (Tang
et al, 2006). 11 transporte le cholestérol des tissus périphériques au foie ou il sera dégradé en acides
biliaires. Cet effet serait tres intéressant.
L’augmentation du HDL pourrait étre du au pouvoir de la d; de la plante a restaurer la sécrétion
d’insuline. Cette derniére augmenterait 1’activité de la lécithine cholestérol Acyl transférase ou
« LACT » (enzyme se trouvant a I’'intérieur des pré- HDL plasmatiques appelés également particules
HDL naissantes). Cette enzyme forme les esters de cholestérol du pré-HDL a partir d’acides gras et de
cholestérol libre formant au final des molécules de HDL (Marshall et Bangert, 2005; Babu et al,
2007).

En ce qui concerne la protéinémie, seul le lot TD a un taux de protéines totales sériques
légérement plus faible que le lot TN (p> 0,05). Par ailleurs on sait que le métabolisme protéique ne
manifeste pas de grands changements s'il n y'a pas d'atteinte tres sévére de l'insulino sécrétion (Biolo et
al, 1992). D'une part la période de notre manipulation est courte. D'autre part il se pourrait que la baisse
légere et non significative des protéines sériques, de ce lot soit due a la toxicité rénale signalée par nos
précédents résultats (une partie des protéines sériques fuiyant dans les urines entrainant leur baisse toute
relative) (Hong et Chia, 1998). On note avec intérét que les deux doses de la plante ainsi que le

médicament ont restauré la 1égere baisse protéique signalée chez les rats diabétiques.

L’ASAT et ’ALAT sont deux enzymes hépatiques (Kesari et al, 2007) Leur augmentation est
due principalement a leur fuite a travers le cytosol hépatique et leur déversement dans le flot sanguin

(Babu et al, 2007; Eidi et al, 2007).
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Leur activité est proportionnelle au degré de dommages hépatiques (Kesari et al, 2007). Ils sont
donc deux bons indicateurs de 1’hépatotoxicité (Babu et al, 2007; Eidi et al, 2007). Le dosage de leur
activié a révelé que les cinq lots : TNtd;, TD, TDtM, Dtd, et Dtd, présentent une activité en ASAT et
ALAT sensiblement similaire a celle du lot 7NV. Il n y a pas eu donc a priori de toxicité hépatique de la
plante ou de l'alloxane. Certaines études ont mentionné que 1’étendue des 1ésions hépatiques dépend de
la quantité et de la voie d'injection de I’alloxane. Il semblerait en outre que la voie intracardiaque soit

plus incriminée dans I'hépatotoxicité que la voie intra péritonéale (Du-Bois, 1954).

Chez les rats du lot 7D, un dosage de I’insuline a été effectué montrant une présence d’une faible
quantité de I’hormone par rapport au taux normal (7N= 0,3 pUIl/ml et 7D= 0,1 pULl/ml). Cela pourrait
s’expliquer par la destruction partielle des ilots de Langerhans (Halimi et al, 2008). Chez les rats
diabétiques traités par les deux doses de la plante, on note avec intérét que le taux de ’insulinémie est
sensiblement égal a celui du lot TN (0,3 pUI/ml). A priori ce résultat serait en faveur d’une action
re-stimulante de notre plante sur la sécrétion d’insuline. Cependant 1’étude de (Jouad et al, 2003) a
montré qu’un extrait aqueux d’une autre aubépine Crataegus oxyacantha n’avait aucun effet sur la
concentration basale en insuline chez les rats diabétiques. Ce résultat pourrait étre expliqué par une
différence de principes actifs, contenus dans les extraits des deux especes, conduisant a une différence

d’action.

L’étude histologique réalisée révele que I’examen des coupes de pancréas montre une similitude
entre les ilots de Langerhans du lot traité par la métformine (7DtM) et celui du lot diabétique non
traité(7D).Ces ilots sont d’aspect diffus et présentent quelques nécroses cellulaires. La destruction de
certaines cellules de Langerhans expliquerait le taux réduit de I’insuline observé chez ces deux lots
(Halimi et al, 2008). Il est établi que la métformine agit uniquement au niveau périphérique (inhibition
de la formation du glucose par le foie, utilisation du glucose par les muscles) et donc n'a aucune action
sur le pancréas (Liu et al, 2007; Halimi et al, 2008). Les coupes histologiques du pancréas des lots Dtd,
et Dtd, présentent des ilots de Langerhans mieux délimités avec trés peu de nécroses cellulaires. Ces
lésions tissulaires limitées expliqueraient 1’insulinémie proche de la normale de ces deux lots déja
mentionnée. Cela pourrait signifier que les deux doses de la plante ont « restauré » la sécrétion de
I’insuline en « régénérant » les cellules B de Langerhans détruites par 1’alloxane (West, 2000). Cet effet
regénérateur des ilots observé pourrait étre du a la présence des composés antidiabétiques révélés par
I’étude phytochimique. En effet il a été¢ rapporté que I’épicatéchine, de la famille des flavonoides tres

fréquente dans les aubépines et extraite d’écorce d’une plante Plerocarpus marsupium (Fabacées), avait
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la faculté de régénérer les cellules B de Langerhans et donc de restaurer la sécrétion d’insuline chez les
rats rendus diabétiques par 1’alloxane (Chakravarathy et al, 1981; kolb et al, 1982; Hii et Howell,
1984 ; Perez et al, 1998). De méme les flavonoides (exp : Héspiridine) et plusieurs autres composés
phénoliques (exp : Tanins) ont été testés comme cytoprotecteurs et chélateurs de radicaux libres (Hertog
et al, 1993 ; Zhang et al, 2001; Rice-Evans et al, 2004; Ouali et al ,2007). D’autres études
mentionnent également que les tritérpenes et saponosides extraits de feuilles de Gymnema sylvestre ont
I’effet de réduire les dommages tissulaires (y compris pancréatiques) chez les animaux diabétiques
(Shanmugasundaram et al, 1983; Perez et al, 1998). Notre plante comporte ces familles de molécules
(flavonoides, saponosides, triterpenes et tanins), et il n’est pas impossible que ’'une ou I’autre ou la
synergie de tous ces composés soit responsable de la «régénération » cellulaire des filots de
Langerhans. Il est a noter également que la régénération pourrait étre due a d'autres principes actifs

n'étant pas encore identifiés.

En plus de I’¢tude de I’effet antidiabétique et hypoglycémiant éventuel de la plante, nous n'avons
pas omis d’étudier ses effets toxiques possibles sur certains organes (pancréas, foie, ceeur, rate et reins)
en mesurant leur poids relatifs; car il est admis que I’augmentation de ce dernier est un indicateur de la
toxicité des substances administrées (Simon et al, 1995).

Tous les poids relatifs de tous les organes des lots normaux traités et non traités par la plante
(TNtd; et TN) n'ont présenté aucune différence significative, suggérant ainsi l'absence d'effet toxique de
la dose d; sur les organes. Les mémes résultats ont été rapportés par (Fehri et al, 1991), sur 'action de
Crataegus oxyacantha sur les poids du foie, cceur, rate et reins et par (Ljubuncic et al, 2005), sur l'effet

de Crataegus azarolus acclimatée en Palestine, sur les poids du pancréas.

Les lots traités Dtd,, Dtd, et TDtM présentent tous trois sensiblement le méme poids relatif des
reins. On note avec intérét que ce dernier est bas (différence hautement significative) par rapport au
lot 7D et s'approche du poids relatif normal. Ce dernier lot montre une augmentation trés hautement
significative du poids relatif rénal par ¢élévation du poids de I’organe. Ce résultat pourrait étre li¢ a la
toxicité de 1’alloxane (cedéme, inflammation), et a été retrouvé par certains auteurs (Liu et al, 2007).

En ce qui concerne la rate, le lot 7D présente une atrophie significative de la rate ce qui pourrait
vouloir signifier que ’alloxane pourrait étre la cause d'une toxicité suivie d'une immunodépression
(Beytout et al, 2003). On a remarqué avec grand intérét, que les deux lots Dtd; et Dtd, ainsi que le lot

TDtM ont un poids relatif de la rate supérieur a celui du lot 7D et approchant le poids normal. Cela
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voudrait dire que la plante a pu jouer un rdle cytoprotecteur par rapport I’effet spleno-toxique de

’alloxane. Il semblerait que la 4 de la plante et le médicament aient été les plus efficaces.

Les résultats ont montré que tous les rats diabétiques traités et non traités avaient sensiblement
un poids relatif normal du cceur. L’alloxane semble n’avoir eu aucun effet sur le cceur des rats
diabétiques. Il n’entrainerait des complications cardiaques qu’a a long terme (Srinivasan et Ramarao,
2007).

Les quatre lots : 7D, TDtM, Dtd, et Dtd ont un poids relatif du foie sensiblement égal a celui du
lot TN. Ce résultat est en faveur d'absence d'hépato-toxicité de l'alloxane. Il est conforme aux résultats
retrouvés par le dosage de l'activité des deux enzymes: ASAT et ALAT ainsi qu'a l'histologie du foie.
En effet tous les lots étudiés ont des coupes histologiques normales, du foie.

Les lots D et TDtM ont sensiblement le méme poids relatif du pancréas en étant légérement supérieur
au poids relatif du lot 7N (p> 0,05). Les deux lots traités par la plante ont un poids relatif du pancréas
inférieur a celui du lot 7D (la différence est statistiquement non significative), approchant le poids
relatif du pancréas du lot 7N. Ce qui pourrait vouloir signifier que les deux doses de la plante ont
regénéré les ilots détruits par 1’alloxane (Liu et al, 2007). Ce résultat concorde avec le peu de lésions

retrouvées sur les coupes histologiques du pancréas.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

A la lumiére de ces résultats, deux doses (150mg/kg et 300mg/ kg) d’un extrait aqueux de feuilles
(infusion) de Crataegus azarolus (rosacées) ont un effet anti- hyperglycémiant chez des rats femelles de
type wistar diabétiques, par le biais d’un effet régénératif sur les cellules de Langerhans conduisant a
une amélioration de la sécrétion d’insuline. A la dose de 150mg/kg, ’extrait de plante est plus efficace
par sa rapidité d’action, son ampleur et la durabilité de son effet, sur la glycémie.

La dose moyenne de I’extrait de Crataegus azarolus (225mg /kg) n’entraine aucune modification
de la glycémie des rats normaux suggérant I’absence d’effet hypoglycémiant & dose thérapeutique.

En plus I'extrait de la plante améliore le poids et 1’équilibre lipidique des rats diabétiques. Il
n’entraine aucune toxicité sur les organes prélevés et semble avoir un effet cytoprotécteur sur les reins,
la rate et le pancréas touchés par I’effet toxique de 1’alloxane.

Le screening chimique a révélé la présence de saponosides, triterpénes, tanins et flavonoides qui
pourraient étre a I'origine de I’effet régénératif de la plante et donc de son effet antidiabétique. On a
constaté également I’absence de familles connues comme toxiques telles que les alcaloides.

Les flavonoides, semblent les principes actifs les plus intéressants. Ce sont des antioxydants. Ils
pourraient contenir 1’épicatéchine, molécule, trés abondante dans les aubépines et isolées de 1’écorce de
Plerocarpus marsupium (Fabacées). L’épicatéchine a un effet régénératif sur les cellules de
Langerhans.

Il serait intéressant de la rechercher dans notre extrait de plante, de I’isoler et tester son effet.

On pourrait également isoler : tanins, tripterpénes, saponosides et tester leur action régénérative.

Pour confirmer I’innocuité de I’extrait de plante sur I’organisme des animaux de laboratoire, il est
nécessaire de prolonger la durée de I’expérimentation.

Il serait intéressant de tester I’effet de la plante sur un modele d’animaux avec un diabéte de type
I spontané, en raison de sa plus forte ressemblance avec le modele humain non insulino-dépendant.

On pourrait expérimenter in vitro I’action de la plante sur un tissu pancréatique animal ou humain
aux fins de confirmer ou d’infirmer ses effets cyto-protecteurs et son innocuité retrouvés dans notre
travail.

On pourrait tester plusieurs doses de l'extrait des feuilles de la plante étudiée et plusieurs types
d'extraits (alcoolique....etc), dans le but de rechercher un meilleur effet thérapeutique avec moins d'effets
toxiques.

Pour confirmer nos résultats il serait souhaitable de répéter cette étude sur des échantillons

quantitativement plus importants.
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