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INTRODUCTION

Le diabéte constitue un véritable probleme de santé publique. On compte environ 10 a
15 % de la population atteinte d’un diabéte de type 1. Par contre, le diabete de type 2, apparait
géneralement vers la quarantaine et représente 85 a 90 % des cas diabétiques (Doupa et al.,
2014).
L’évolution de la biologie moléculaire a permis d’améliorer 1’effet de la pharmacothérapie
dans le traitement du diabete en associant la prise médicamenteuse a une hygiéne alimentaire.
(Guillausseau et Laloi-Michelin, 2003).
Comme autre alternative du traitement des maladies par la chimiothérapie, 1’utilisation des
plantes médicinales ou ce qu’on appelle la phytothérapie est en grande évolution, en raison de
I’existence de métabolites secondaires dotés d’un pouvoir pharmacologique utilisable pour le

traitement de diverses maladies chroniques comme le diabéte (Marles et Farnsworth, 1995).

L’utilisation de ces métabolites secondaires a des fins curatives n’est pas dépourvue d’effets
indésirables. Pour cela des études permettant de déterminer la dose efficace non toxique sont

indispensables.

Hyoscyamus albus est une plante médicinale appartenant a la famille des Solanaceae réputée
pour son pouvoir analgésique, antipyrétique et antibactérien. (Goullé et al., 2004). Comme
toutes les plantes, H. albus est riche en métabolites primaires et secondaires. Parmi ces

derniers on trouve les calystégines qui sont des alcaloides nortropaniques polyhydroxylés.

Ainsi, I’objectif de ce travail est la mise en évidence de I’influence des calystégines sur le
traitement du diabete In-vivo sur un modele animal qui est la souris albinos. Pour ce faire, un
test de toxicité sub-aigue de 28 jours sera réalisé ; par la suite, ’effet antidiabétique des
calystégines sera recherché par I’investigation de 1’activité antihyperglycémiante dans le cas
d’une hyperglycémie expérimentale afin de mettre en évidence la tolérance au glucose par les
tissus périphériques des souris traitées ainsi que leur effet sur le stockage du glycogéne
hépatique. Une étude de leur action protectrice du pancréas contre les effets induits par
I’alloxanne sera également envisagée afin de déterminer un éventuel effet prophylactique et

donc préventif.
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CHAPITRE I ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

1.1- Le diabéte
1.1.1-Définition

Le diabéte sucré est une maladie endocrinienne caractérisée par une élévation de la
concentration de glucose dans le sang (> 1.26g/l). Le diabéte résulte d’une diminution de la
production d’insuline ou d’une résistance anormale a cette hormone qui entraine une hausse

du taux de glucose dans le sang (Cox, 2009).

On distingue deux sortes de diabetes selon son origine physiopathologique. La premiére
résulte de la destruction des cellules béta des ilots de Langerhans, par les anticorps et les
cellules immunitaires, empéchant ainsi 1’entrée du glucose dans les cellules aboutissant a un
diabéte de type 1 également appelé insulino-dépendant ou DID. La deuxiéme
physiopathologie est représentée par une insulinopénie ou une insulinorésistance qui
provoquent le diabete de type 2 autrement appelé diabete non insulino-dépendant ou
DNID (Guillausseau et Laloi-Michelin, 2003).

1.1.2- Symptomes du diabete

Le diabete est caractérisé par plusieurs symptomes avec essentiellement (Abdulfatai et al.
,2012 ; Raccah, 2004)

- Une chute brutale du poids corporel,
- Une asthénie
- Une sensation de faim intense,

- Une polydipsie qui entraine une polyurie.
1.1.3- Facteurs de risque du diabéte
1.1.3.1- Diabéte de type 1

La destruction des cellules béta de langerhans pourrait s’expliquer par la présence d’une
predisposition genétique ou par I’influence de quelques facteurs environnementaux (Ransom,
2013).

L apparition de la réaction auto-immune qui méne & la destruction des cellules béta des ilots

de langerhans serait liée a 1’association de génes de prédisposition et de facteurs
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environnementaux. Les variants génétiques associés a cette forme de diabéte sont multiples.
Le plus important d’entre eux, identifié a ce jour, est localisé dans le systeme HLA
(Grimaud, 2000).

Certains facteurs environnementaux tels que les virus et les facteurs nutritionnels (Exp:
administration du lait de vache) seraient aussi la cause de cette réaction auto-immune
(Grimaud, 2000).

1.1.3.2- Diabéte de type 2

L’apparition de ce type de diabéte est la conséquence de certains facteurs ou de la
combinaison de plusieurs de ces facteurs (Virally et al., 2007). Parmi eux : Les facteurs
génétiques qui ont un impact important dans 1’apparition du diabete de type 2. Ce type de
diabéte se développe suite a plusieurs aberrations génétiques. Ces défauts peuvent étre
différents d’un cas a un autre Des chercheurs ont découvert quatre genes qui peuvent étre la
cause de I’apparition du diabéte non insulino-dépendant: TCF7L2, HHEX, EXT2 et
SLC30AS8 (Sladek et al., 2007).

Ces geénes sont tous exprimés dans le pancréas, ou ils exercent leur activité de production de
molécules essentielles pour le bon fonctionnellement de cet organe. De plus ils ont un role
dans la synthése et la sécrétion d’insuline. Par exemple : le gene SLC30A8 produit la protéine
ZnT8 qui participe au transport du zinc, ce dernier permet la fixation des molécules d’insuline
dans le pancréas (Sladek et al., 2007).

I.1.4- Impact des statines sur le développement du diabeéte :

Certains médicaments pourraient engendrer le diabete suite & leurs effets secondaires. Une
étude realisée sur les statines a démontré que la prise de poids corporel (qui est I’'un de ses
effets secondaires et en méme temps un facteur de risque du diabete) est la conséquence de
I’inhibition de I’expression des génes codant pour le 3-hydroxy-3-méthylglutaryl-coenzyme A
(HMG-CoA) réductase par ces statines, conduisant a 1’apparition d’une insulino-résistance
(Swerdlow, 2015).

D’autres chercheurs ont émis la théorie que I’inhibition du HMG-CoA réductase pourrait
influencer directement le développement du DNID mais aucun résultat ne confirme cette
théorie (Swerdlow, 2015).
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e Autres facteurs de risque

Les autres facteurs de risque impliqués dans le développement du diabéte sont : I’4ge, 1’indice
de masse corporel (IMC), les antécédents familiaux de diabéte, des antécédents personnels de

diabete gestationnel, I’hypertension artérielle et I’obésité (Malek et al., 2013).
I.1.5- Stockage hépatique du glucose et diabéte :

Tous les tissus peuvent utiliser le glucose pour leurs fonctions. Certains utilisent d’autres
sources d’énergie comme substrat alternatif ou préférentiel tels que les acides gras libres
(AGL) et les corps cétoniques (CC). A I’état nourri, les besoins énergétiques de 1’organisme
sont couverts par I’apport exogeéne en glucose. L’organisme 1’utilise immédiatement ou le met

en réserve (Jun et al., 2015).

Le maintien de la glycémie normal nécessite des voies métaboliques qui permettent le
stockage ou la libération des substrats énergétiques (Jun et al., 2015).Celles-ci nécessitent un
contrdle hormonal qui est assuré par des hormones spécifiques. On doit souligner le réle
essentiel de 1’insuline, hormone de 1’état nourri, et du glucagon, hormone du jeun (Bu-Abbas
et al., 1995). Une fois que I’insuline est dans la circulation sanguine, elle va initier des voies
biologiques au niveau des tissus cibles qui sont le foie, le tissu adipeux, le muscle cardiaque et
le muscle squelettique (Buysschaert et al., 1999).Au niveau du foie, I’insuline stimule le
stockage du glucose en glycogene et inhibe 1’hydrolyse du glycogéne en glucose, empéchant

ainsi la libération du glucose au niveau sanguin (Jun et al., 2015).

Chez un sujet diabétique, I’absence d’insuline ou sa présence a faible concentration, méne a
une utilisation et une production du glucose endogéne non corrélée au sein du foie. Cette
absence inhibe la synthese du glycogene qui est la cause d’une élévation anormale de la
glycémie. Des études réalisées sur certains métabolites secondaires issus de plantes ont pu
démontrer que ces molécules avaient la capacité de stimuler de maniére directe la synthése du

glycogeéne sans faire appel a I’insuline (Eddouks et al.,2003).

Ces resultats ouvrent donc le champ a la recherche de molécules pouvant promouvoir le

stockage du glucose en cas d’insuffisance de production ou d’absence d’insuline.
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1.1.6- Traitement du diabéte

Le traitement du diabéte se fait généralement par la réduction du poids, le suivi d’un
régime alimentaire et la pratique du sport. Mais ces derniers ne sont pas en mesure de corriger
les problemes impliqués lors de la pathogenése du diabete. Pour cela il est nécessaire de faire
appel a certaines molécules thérapeutiques pour préserver la fonction des cellules béta et pour

prévenir les complications du diabéte (Doupa et al.,2014).
1.1.6.1- Les antidiabétiques oraux :
Parmi ces molécules on peut citer :

e Les sulfonylurées : font partie de la plus ancienne classe d'agents
antidiabétiques oraux. lls se fixent sur les récepteurs du sulfonylurée lié
a l'unité protéique du canal k+ ce qui provoque une exocytose de
I’insuline (Charpentier et al., 2000).

e Les repaglinides : leur mécanisme d’action est le méme que celui des
sulfonylurées. L’effet des repaglinides sur la sécrétion d’insuline
semble étre glucose dépendante contrairement aux sulfonylurées. leur
avantage est un léger gain de poids (Snyder et Berns, 2004).

1.1.6.2- L’insulinothérapie :

L’insulinothérapie est utilisée pour imiter le role de I’insuline dans les conditions
physiologiques anormales. Le profil pharmacocinétiqgue des molécules analogues a
I’insuline est différent de celui des molécules d’insuline d’origine ce qui leur confére une

durée d’action rapide ou prolongée (Grimaldi, 2000).
1.1.6.3- Phytothérapie du diabete :

Certaines plantes sont employées en médecine traditionnelle surtout en Europe pour leur
effet sur le diabéte. Parmi ces plantes on cite : Ephédra ; Poterium spinosum (Goetz,

2007) Momordica charantia, Anacardium occidentale (Marles et Farnsworth, 1995).

1.1.7- Induction du diabéte

Afin de trouver des solutions pour le traitement du diabete, il est nécessaire d’avoir des
modeles expérimentaux pour I’induction du diabéte (Szkudelski, 2001). Il existe plusieurs
méthodes pour induire le diabéte expérimentalement, on peut citer: Des méthodes
chirurgicales (pancréatectomie), par un régime alimentaire (repas riche en sucres), ou par des
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méthodes chimiques en utilisant des agents diabétogénes tels que la streptozotocine ou encore
I’alloxane (Szkudelski, 2001).

1.1.7.1- La streptozotocine :

La streptozotocine ou 1’izostazin est un antibiotique et un anti tumorale obtenue a partir d’un
bouillon fermentaire de streptomyces achromogenes. Elle est utilisée comme un agent chimio
thérapeutique du cancer. L’une de ses propriétés est qu’elle est sélectivement cytotoxique
pour la cellule béta de Langerhans par conséquent elle provoque un diabéte (Figure 1)
(Szkudelski, 2001).

HOCH:2

OH

H
HO

HN?-— ’.\I—CH:J
O NO

Figure 1 : Structure de la streptozotocine (Hashemi et al., 2009).

» Mécanisme d’action :

La streptozotocine est piégée par les récepteurs GLUT 2 des ilots de Langerhans. Une fois
dans le pancréas, son pouvoir alkylant de I’ADN se déclenche, elle génére ainsi des especes
réactives de 1’o0xygene responsables de nombreux dégats dont on peut énumérer la chute de
I’ATP qui méne a la mort des cellules béta pancréatiques (Szkudelski, 2001).

1.1.7.2- L’alloxane :

Une autre méthode chimique pour induire le diabéte est 1’utilisation de 1’Alloxane qui est un
composé organique dérivé de I’acide urique. Il possede une grande affinité pour I’eau existant

sous forme monohydratée (Figure 2) (Lenzen, 2008).
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O

HN NH

O O
O |

Figure 2 : Structure chimique de I'Alloxane (Lenzen, 2008).

> Meécanisme d’action :

L’injection de I’Alloxane par voie intra péritonéale (125 mg/Kg de poids) déclenche un
diabéte chez le rat (Diatewa et al., 2004). Ce diabéte résulte d’une nécrose de la cellule béta
du pancréas donnant ainsi une déficience insulinique chronique. Cette nécrose est due au
produit de réduction de I’alloxane qui est 1’acide diallurique ce dernier génere des especes

réactives de 1’oxygene et provoque 1’accumulation du calcium dans le cytosol (Wattiez,
2012).
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1.2- Hyoscyamus albus
1.2.1- Les solanacées

La famille des solanacées notamment nommee les «blémes» ou les «tristes» en raison
des feuilles qui ont un aspect tombant avec des couleurs assez ternes (Spichiger et al., 2004).
Elles sont retrouvées dans les zones tempérées et froides dans le monde entier. Ce sont des
arbustes parfois grimpants, avec des feuilles alternes, simples, entieres ou dentées (Spichiger et
al., 2004). Les plantes de cette famille sont considérées comme étant toxiques, car elles sont
riches en alcaloides tropaniques qui sont dotés d’activité hallucinogéne et antispasmodique

notamment dans le genre Atropa (Goullé et al., 2004).

1.2.2- Hyoscyamus albus

Parmi les diverses especes de solanacées on trouve Hyoscyamus albus (Figure 3) connue aussi
sous le nom de la jusquiame blanche. C’est une variété annuelle ou bisannuelle, de hauteur
pouvant atteindre les 90 cm avec un port dressé, et des feuilles de couleur vert clair, larges,
ovales, collantes de 5 a 10 cm de long. Au printemps, la floraison donne des fleurs de 1 a 3
cm de long, bilabiées, irrégulierement lobées, de couleur vert pale (Goullé et al., 2004).Le
fruit est une capsule fermée par un opercule, qui renferme des centaines de graines a surface
réticulée (Hammiche et al., 2013).

Figure 03: Hyoscyamus albus (Reynaud, 2002).
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1.2.1- Classification botanique de Hyocyamus albus :
La classification botanique de Hyoscyamus albus est présentée dans le tableau N I.

Tableau | : Taxonomie de Hyosyamus ablus (Quézel et Santa, 1963).

Rang taxonomique  Nomenclature
Régne Plantae
Embranchement Tracheophyta
Classe Magnoliopsida
Sous Classe Magnoliidae
Ordre Solanales
Famille Solanaceae
Genre Hyocyamus
Espéce Hyocyamus albus

1.2.2- Les alcaloides retrouvés dans Hyoscyamus albus :

Des recherches récentes ont démontré qu’il existe une grande variété d’alcaloides tropaniques

dans toutes les parties de cette plante. On peut citer :
La scopolamine ; I’atropine ; I’hyoscyamine qui possédent des propriétés thérapeutiques.

Les calystegines sont une autre classe d’alcaloides tropaniques extraits pour la premiere fois
de la plante Calystegia sepium, puis par la suite & partir des solanaceaes. Ils sont aussi dotés

de plusieurs activités thérapeutiques (Stegelmeier et al., 2008).

Les calystegines dérivent des polyhydroxyles heterocycliques. Ce sont des produits naturels

capables d’inhiber compétitivement plusieurs glycosidases grace a la présence du groupement
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OH du carbone 2. llIs sont synthétisés a partir de la voie de biosynthese des alcaloides

tropaniques (Scholl et al., 2003).

Le point de départ de cette voie semble étre la tropinone qui elle-méme est issue de la
putrescine. La voie de biosynthése des calystegines n’est pas bien €élucidée a ce jour. Elle
comporte des réactions d’oxydations spécifiques pour donner la fonction hémiaminalique et

une déméthylation pour accéder a leur squelette (scholl et al., 2003).

La distribution des calystégines et leur teneur a été étudiée par chromatographie en phase
gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (GC-MS) au sein des plantes suivantes : Datura
metel, Atropa belladonna, Hyoscyamus albus, Mandragora autumnalis, Solanum sodomaeum,
Withania somnifera, frutescens Withania et Brunfelsia nitida. Huit sortes de calystegines ont
été mises en évidence : A3, A5, B1, B2, B3, B4, C1 et N1 (Figure 4) (Bekkouche, 2001).

Dans le genre Hyocyamus albus, le rendement des calystegine au niveau des feuilles atteint
approximativement 0.32% ; au niveau des fleurs il est de 0.27% et au niveau des graines il est
plus important et atteint les 0.53% (Biastoff et Drager, 2007).

H

HO e~ — OH
OH
Calystegine A, Calystegine A
b
i g T A\ - OH
HO HO —~—— OH
) e OH _ "OM
HO—= OH
Calystegine B, Calysiegine B,
OH
H hé OH @
— QH

[ HO
HO _~OH
H‘\ —OMH

HM- —

. == - OH
H.N N\ OH ~—_— OH
p ~——OH HO—1=— "OH
~ OH

Calystegine C,

OH

Calysiegine B,

Calystagine N

Figure 4 : structures de différents types de calystegines (Bekkouche, 2001).
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1.2.4- Les activités thérapeutiques de Hyoscyamus albus :

Hyoscyamus albus est une des plantes médicinale qui est utilisée pour ses divers effets
thérapeutiques (Goullé, 2004).

1.2.4.1- Activité antipyrétique :
L’extrait méthanolique des feuilles de Hyoscyamus albus exerce une activité inhibitrice
des prostaglandines au niveau de 1’hypothalamus ce dernier est le centre de la

thermorégulation (Benhouda et Yahia, 2014).

1.2.4.2- Activité analgésique :

Cette activité pourrait étre due a une action synergique de certains composants de la
jusquiame blanche tels que les saponines, les alcaloides, les tanins condensés et les
flavonoides (Benhouda et Yahia, 2014).

1.2.4.3- Activité antibacterienne :
La richesse de Hyoscyamus albus en ces métabolites lui confére une activité
antibacterienne qui peut étre due a 1’association de chacune des actions des alcaloides et

des polyphénols.

L’activité antibactérienne des flavonoides peut étre due a leur capacité a se complexer

aux protéines extracellulaire de la paroi bactérienne (Benhouda et Yahia, 2014).
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II- MATERIELS ET METHODES

Ce travail a pour but d’étudier I’activité antidiabétique des calystégines extrait des graines de

Hyoscyamus albus, ainsi que la toxicité pouvant étre engendrée durant son administration.
I1.1-Matériel

11.1.1-le matériel végétal

Dans notre étude 1’utilisation d’un extrait préalablement préparé a été faite, sa préparation a

été faite comme suit :

Les graines de Hyoscyamys albus (Figure 5) ont été récoltées au mois d’aout 2015 dans la
wilaya de Tizi-Ouazou puis séchées a I’étuve pendant 48 h a 40°C. Les graines ont ensuite été
broyées a 1’aide d’un broyeur électrique. La poudre obtenue a été conservée dans des flacons

en verre hermétiquement fermes a 1’obscurité et & 1’abri de ’humidité.

(A) (B)

Figure 5 : Hyoscyamus albus (Photo prise sur le terrain). (A) : Partie aérienne, (B) : Graines

11.1.2- conditions d’élevage

Des souris males et femelles albinos SWISS avec un poids allant de 25 a 30g obtenus aupres
de la faculté de médecine de 1'université de Constantine ont été utilisees. Ces souris ont été
élevées dans des cages standards a température ambiante avec libre acces a 1’eau du robinet

et a la nourriture en bouchon et soumises & un cycle lumineux jour/nuit.
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1. 2 Méthodes

11.2.1- Preparation de I’extrait brut des graines de Hyoscyamus albus

La connaissance des caractéres hydrosolubles des calystegines a permis d’opter pour la

méthode décrite par Bekouche et al., 2001 pour leur extraction.

100g de poudre de graines de Hyoscyamus albus délipidée par de 1’éther de pétrole ont été
soumis & trois macérations successives de 24h chacune, sous agitation. Les macérations ont

été réalisées dans un melange de méthanol/eau avec un rapport de (50/50 ; v/v).

Apres filtration des trois macéras a ’aide d’un papier filtre wattman, ces derniers ont été

évaporés dans une étuve a une température de 40°C pendant 48h.
11.2.2- Purification des calystegines totaux

11.2.2.1- Purification sur colonne échangeuse de cations Amberlite IR 120B, H*

Un volume de 0.5ml d’extrait brut a été déposé sur la résine, apres une heure la colonne a été
rincée avec 200ml d’eau distillée pour pouvoir éliminer les autres contaminants, et I’élution a
été faite avec 300ml de NH4OH a 4N, 1’¢luat ainsi obtenu a été mis a sécher a 1’étuve pendant

24heures.
11.2.2.2- Purification sur colonne Dowex 1X2, CL"

Un volume de 0.3ml d’extrait obtenu a partir de la premiére purification a été dépose sur la
colonne, puis laissé échanger pendant lheure. L’élution a été faite avec de 1’eau distillée

(150ml) puisque les alcaloides d’intérét sont des molécules hydrosolubles.

L’¢éluat qui en résulte a été filtré puis séché a 1’étuve a 40°C pendant 24heures.
11.3- Test de toxicité subaigtie des calystégines totaux

11.3.1- Principe du test

Ce test consiste en ’administration quotidienne d’une dose unique, d’un composé donné,
pendant une période d’exposition de 28 jours, sur un modele animal le plus souvent la souris
ou le rat de laboratoire. Ces derniers sont des lors observés chaque jour, au cours de la période

d’essai, afin de déceler tout signe éventuel de toxicité ; les animaux qui meurent au cours du
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test sont autopsiés et, au terme de 1’essai, tous les survivants sont euthanasiés puis a leur tour
autopsiés (OCDE, 2008).

11.2.3.2- Répartition et traitement des animaux :

Des souris males et femelles ont été réparties dans des lots de 5 souris chacun (Figure 4)
comme suit :

v’ Lot: ayant recu des Calystégines — 10mg/kg
v’ Lot: ayant recu des Calystégines — 50mg/kg
v’ Lot: ayant recu des Calystégines — 100mg/kg
v’ Lot: ayant recu de I’eau physiologique.

Les doses de calystégines ont été préparées quotidiennement dans de 1’eau physiologique puis

administrées a raison de 0.5ml de solution par souris, par gavage intra-gastrique a I’aide d’une
sonde de gavage (Figure 6).

T

.‘.
%
Ll
i
A

A=

1

Figure 6 : Elevage des souris et administration de 1’extrait de H. albus par gavage

11.2.3.3- suivi des animaux mis en expérience

Le premier parametre qui a été pris en compte est la mortalité des souris traitées, accompagné
d’une évaluation de la consommation alimentaire quotidienne durant tout le test. Ainsi Les
animaux testés ont été examinés et observés quotidiennement pour la détermination
d’éventuels signes d’intoxications : Tremblements, somnolence, vomissements, diarrhée,

perte du pelage, changement de la couleur du pelage, géne respiratoire, convulsions,
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salivations, perte de poids, apparition de déformations ou d’anomalies quelconques (cedéme,

kyste...) selon ’OCDE Guide N °407.

A la fin du test (le 29éme jour), tous les animaux ont été anesthésié puis sacrifié (a jeun), le
sang a été recueilli pour la réalisation d’un bilan hépatique et rénal (Annexe 1) et une
dissection minutieuse de chaque animal a été réalisée (Figure 7) ou une observation de
I’anatomie générale et une pesée des organes internes ont été effectués. Le foie, les reins, les
intestins, de trois souris choisis aléatoirement dans chaque lot, ont été récupérés pour une

étude histopathologique (Annexe 2).

(A)

Figure 7 : (A) récolte du sang, (B) fixation de la souris, (C) dissection de la souris
11.4- Activité antidiabétique
11.4.1- Effet prophylactique sur le diabéte induit par ’alloxane monohydrate

11.4.1.1- Principe du test :

Ce test est basé sur 1’étude de la capacité d’une substance administrée quotidiennement,
durant une période déterminée a prémunir 1’apparition, la propagation, 1’aggravation ou
encore le degré d’incidence d’un diabéte, induit expérimentalement sur un modéle animal

(Nath Singh et al., 2001).
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11.4.1.2- Répartition et traitement des lots
Les souris ont été réparties dans des lots de 6 souris chacun en :
v’ Lot: ayant recu les Calystégines — 10mg/kg
v’ Lot: ayant recu les Calystégines — 20mg/kg
v' Lot: ayant recu le Glibenclamide — 20mg/kg
v’ Lot: ayant regu I’Eau physiologique

Aprés répartition des souris saines dans chacun des lots respectifs, une administration
quotidienne du traitement relatif a chaque lot a été réalisée et ce pendant une durée de 30
jours. Au 31éme jour, les souris ont été pesées a jeun, les glycémies de tous les individus sont
mesurées pour s’assurer de 1’état de santé des animaux. Une solution d’Alloxane monohydrate
a 120mg/kg, préparée dans de 1’eau physiologique, a été injectée dans la cavité
intrapéritonéale des souris des lots concernés (Figure 8). 72 heures plus tard, la glycémie de
chaque souris du test a été mesurée a 1’aide d’un glucometre (Figure 9). Les pourcentages de
I’incidence d’une hyperglycémie ont été calculés pour chaque lot. Dans le but de visualiser
I’effet protecteur ou minimisant des alcaloides sur les dommages, causés par I’alloxane, les

pancréas des souris, devenues diabétiques, ont été prélevés pour une étude histopathologique.

Figure 8 : Injection de I’alloxane dans la cavité intra-péritonéale
11.4.2- Test de tolérance au glucose (OGTT)
11.4.2.1- Principe :

Le test OGTT est une méthode d’investigation métabolique qui implique des séries de

mesures chronométrées du taux de glucose sanguin, avant et aprés administration d’une dose
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massive de glucose, a des souris atteintes de troubles du métabolisme des glucides, et de

déficit en insuline et traitées par la substance étudiée (Mshelia et Gadzama, 2003).
11.4.2.2- La répartition et le traitement des souris : (Herrera et al., 2011)

Des souris males, préalablement rendues diabétiques par 1’alloxane, ont été répartis dans des
lots de 5 souris chacun, et traité par différentes doses de calystégines. Le lot témoin traité par

de I’eau physiologique :

v’ Lot: ayant recu les Calystégines — 10mg/kg
v’ Lot: ayant recu les Calystégines — 20mg/kg
v Lot: ayant recu le Glibenclamide — 20mg/kg
v’ Lot: ayant recu I’eau physiologique

Le traitement relatif a chaque lot a été administré 30 minutes avant I’administration d’une

dose unique de glucose & 2g/kg de poids corporel.

La glycémie a été alors mesurée a T = 0, 30, 60, 90 et 120min apres traitement en utilisant un

glucometre standard (Figure 9).

Figure 9 : Mesure de la glycémie (le glucomeétre utilisé : One Call Plus)

11.4.3- Effet sur le stockage du glycogene hépatique

11.4.3.1- Principe du test :
Ce test se base sur la capacité d’un composé a stimuler la production hépatique du glycogene,
apres administration a doses répétés, a des souris préalablement rendues diabétiques par

injection d’un agent diabétogéne comme 1’alloxane (Dedier, 1994).
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11.4.3.2- La répartition et le traitement des souris :
Les souris ont éeté réparties dans des lots de 6 individus chacun et ont été traités par
différentes doses de calystégines comme suit :
v Lot : ayant recu les Calystégines — 10mg/kg
v Lot : ayant recu les Calystégines — 20mg/kg
v Lot : ayant recu le Glibenclamide — 20mg/kg
v Lot : Contrdle négatif ayant regu I’eau physiologique
v Lot : Contrdle positif ayant regu I’eau physiologique
Apres induction du diabéte aux souris, par injection intra-péritonéal d’une dose de 120mg/kg
d’alloxane, les différents lots ont recu leurs traitements relatifs quotidiennement pendant 10
jours. Au 11éme jour, et une heure apres administration du dernier traitement une dose unique
de 2 g/kg de glucose a été administrée, a tous les animaux du test. Ces derniers ont été alors
sacrifiés 3 heures plus tard et les foies ont été récupérés apres dissection.
» Extraction du glycogene (Kubrak et al., 2012)
Trois foies choisis aléatoirement ont été homogénéises dans du TCA a 10% (1/10, w/v)
puis centrifugés a 3000g pendant 7.5min a 21°C pour précipiter les protéines. Le
surnageant a été récupéré et 1’¢thanol lui est additionné (1:3, v/v) puis centrifugé encore
une fois a 45009 durant 12min a 21°C pour précipiter le glycogéne.
Le précipité de glycogene a été repris dans de 1’eau distillée (0.5 :1, v/v) et incubé 20min
au bain-marie en présence de KOH a 30%.
» Dosage du glycogene
500ul de solution glycogénique finale et 1ml du réactif d’Anthrone a 0.2% préparé dans
I’acide sulfurique a 94% a été incubée pendant 10min dans 1’eau bouillante.
La Lecture des absorbances a été réalisée a 620nm, apres refroidissement des milieux
réactionnels. Une courbe d’étalonnage avec du glucose (10, 20, 30,40,50,60 mg/ml) dans
les mémes conditions a été préparé ( voir CHAPITRE III).
e Traitement statistique
Les résultats ont été exprimés sous forme de moyennes + SEM et les comparaisons
statistiques ont été effectuées en utilisant le logiciel STATISTICA 5.5 en appliquant le test de
Fisher (LSD) ou les différences ont été considérées comme significatives a a. = 0.05.
Le traitement statistique s'est accentué sur la recherche des différences existantes entre
différents lots de souris correspondants a chaque test ; ainsi chaque lot testé a été comparé a

un contrdle testé dans les mémes conditions et I'influence de la dose d'extrait a été recherché.

Page 18



CHAPIIRE 11T RESULTATS ET DISCUSSION

I11.1- Evaluation de la toxicité sub-aigué
I11.1.1- Suivi de la mortalité

L’objectif de ce test est de déterminer le degré de toxicité des calystégines de
Hyoscyamus albus a différentes doses répétées. L’un des paramétres crucial de cette étude est
le monitoring des éventuelles mortalités des individus durant les 28 jours de 1’essai. Les

résultats sont donc présentés dans le tableau N°I1 :

Tableau Il : Nombre de mortalités des souris apres 28 jours de traitement.

Nombre de mortalités

Lots Males Femelles
10mg/kg 3/5 0/5
50mg/kg 1/5 0/5
100mg/kg 2/5 1/5
Controle 0/5 0/5

D’aprés les résultats obtenus on constate la mort de 2 et 3 souris traitées
respectivement par des doses de 100 mg/ kg et 10 mg/kg. Une seule souris est morte dans le
cas des femelles traitées par une dose de 100 mg/kg. Néanmoins, I’observation quotidienne et
individuelle de chaque individu du test durant les 28 jours n’a révélé 1’apparition d’aucun
signe particulier d’intoxication tel que des diarrhées, des tremblements ou encore une

léthargie.
111.1.2- Evolution pondérale

La présence d’une toxicité s’accompagne souvent d’une perte de poids, pour cela nous
avons effectué un suivi de la variation du poids corporel des souris durant toute la période de

I’essai. Les résultats sont présentés dans la Figure 10 :
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Figure 10 : variation du poids corporel des souris méles (A) et femelles (B) durant le test de
toxicité sub-aigué.

Une vue générale des histogrammes, des poids des souris males et femelles, indique
une légére augmentation des poids corporels de tous les lots durant toute la période de ’essai.
Cette augmentation concerne méme les lots contr6le ayant recu uniguement de 1’eau
physiologique, ceci ne semble donc pas étre une conséquence de 1’administration des

calystégines, mais serait plutot di a la physiologie méme des animaux ainsi qu’aux conditions

expérimentales.

111.1.3- Evolution de la consommation de nourriture

La figure 11 représente la quantité de nourriture consommeée par les différents lots

d’animaux traités durant les 28 jours du test
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Figure 11 : Evolution de la quantité de nourriture consommeée par les males (A) et les
femelles (B).

Page 20



Poids (g)

CHAPIIRE 11T RESULTATS ET DISCUSSION

Les différentes mesures, de la quantité de nourriture, consommée au cours des 28 jours
d’exposition n’ont montré aucune différence significative, de la prise d’aliment entre les lots
de souris méles et femelles et les lots contréle (p< 0.05). Ainsi, I’administration de différentes
doses de calystégines a moyen terme, n’induit aucun changement du comportement

alimentaire chez la souris.
111.1.4- Evaluation du poids des organes

Le suivi de ce parametre est important car tout changement du poids d’un organe

pourrait étre un marqueur de toxicité (Figure 12)

EXE Cal 10mglkg
E=d Cal 50mglkg
E Cal_100mg/kg
I Control

Poids (g)

Organes Organes

& similaire au lot contrdle b different du lot controle

Figure 12 : Evaluation du poids des organes des males (A) et des femelles (B) aprés sacrifice

des souris du test de toxicité.

L’analyse du poids des différents organes, prélevés lors de la dissection des animaux
traités, a révélé ’existence de différences significatives de la masse du cceur et de la rate, pour
les méles ayant recu 100mg/kg et 10mg/kg de calystégines ainsi que pour la masse des reins,
du foie et de ’intestin pour ce dernier lot (p<0.05). La méme tendance est observée chez les
souris femelles, ou des différences ont été enregistrées concernant le poids du foie et des reins
a une dose de 100mg/kg (p<0.05). Les lots traités par 50 mg/kg de calystegines, ont révélé
une différence significative de la masse de la rate ainsi que I’estomac chez les males et

femelles successivement (p<0.05).
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RESULTATS ET DISCUSSION

La variation de la masse de certains organes internes observés peut étre une conséquence

directe de certaines anomalies ou maladies déja préexistantes.

A titre d’exemple, 1’hyperoxalurie primitive est une atteinte initiatrice de cardiomégalie et de

splénomégalie. Ainsi certaines souris du test seraient porteuses de ce type de maladies

préalablement au traitement par les calystégines (El Ghali et al., 2014).

111.1.5- Dosage biochimiques

111.1.5.1- Bilan hépatique

Les résultats du dosage des enzymes hépatiques a partir du sérum des souris du test,

sont présentés dans le tableau N°llI

Tableau 111 : Résultats du dosage des enzymes hépatiques.
ALAT (Ul/N) ASAT (UI/) PAL (UI/)
Lot Males Femelles Males Femelles Males Femelles
Lot 10
4577 +5,0 48.82+4,9 281.66°+15,3
mg/kg 1592 +0 125°+0 21.66+4.3
Lot 50
45732+ 2,1 3072+79,5
mg/kg 1067°+0 57120 82°+0 59.3324+21.9
Lot 100
45.26°+5,9 | 932.53°+682,3 | 384,33°+91,1 | 52.66°+12,3
mg/kg 3252+151 31.66%+ 9.2
Lot
167,46 52,4 51+ 8,8 542.53+302,7 303,66+51,4
controle 31+0 38.33x£11.0

2 similaire au lot controle

b différent du lot contréle

Chez les lots méles traités avec une dose de 10 mg/ kg le taux de PAL et des deux

parameétres rénaux sont différents de ceux observés chez le lot contrble. A une dose de 50

mg/kg le taux des enzymes hépatiques (ALAT, PAL) est significativement different par

rapport au controle (p<0.05). A la dose de 100 mg/kg les valeurs de la PAL ainsi que 1’urée
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augmente par rapport au lot témoin (p<0.05) contrairement au taux d’ASAT qui est

comparable a celui du contrdle chez tous les lots males aux différentes doses.

Pour les femelles, les lots ayant recu 10 mg/kg et 100mg/kg de calystégines n’ont présenté
aucune différence pour I’ALAT et la PAL par rapport au control (p<0.05). En revanche, a une
dose de 50 mg/ kg les résultats montrent que les souris traitées ont des taux de PAL et ALAT

similaires a ceux du controle.

111.1.5.2- Bilan rénal
Les valeurs des deux parametres rénaux dosés sont présentées dans le tableau N° IV :

Tableau IV : Dosage des parameétres rénaux

UREE (g/1) CREA (mg/l)

Lot Males Femelles Maéles Femelles

Lot 10 mg/kg 0.5° +0 0.392+0.03 0.33°+0 0.62+0.13
Lot 50 mg/kg 0.7120 0.54°+0.06 0.85+0 0.742+0.23
Lot 100 mg/kg 0.51°+0.06 0.52+0.02 0.502+0.06 0.472+0.17
Lot contréle 0.600+0.08 0.36+0.02 0.60+0.03 1.010.18

2 gimilaire au lot controle P différent du lot contrdle

Les concentrations de I'urée et la créatine chez le lot male traité par une dose de 10 mg/kg
sont différentes significativement de celles observées chez le lot contréle (p<0.05). Ces
mémes concentrations chez les males et femelles traitées respectivement par une dose de 50
mg/kg et 100 mg/kg sont différentes par rapport a celles observées chez le lot contrdle ceux-ci
pourrait étre du a une insuffisance rénale préexistante chez les souris concernées par ces
perturbations (Chapados, 2004).

Les concentrations de ces différents parameétres se sont averées plus élevees chez les
différents lots males par rapport aux lots femelles. Ceci étant di a la différence de la
physiologie des males et femelles ainsi qu’a 1’environnement dans lequel les souris ont été

élevées.
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111.1.6- Etude histopathologique
111.1.6.1- Histologie hépatique :

L’observation des foies des males traités et non traités avec les calystégines indique
I’existence d’un parenchyme normal chez la majeure partie de ces souris. En revanche, la
présence d’une petite congestion vasculaire et d’un granulome a corps étrangers ont eté
décelés au niveau du tissu hépatique d’une souris male traité par 50mg/kg de calystégines et
d’une autre ayant re¢u 100mg/kg d’alcaloides respectivement. Ces deux anomalies, étant
complétement indépendante d’un éventuel effet toxique, sont plus plausiblement reliées a des
états de stress, de troubles de la circulation sanguine (Charles Valla, 2003). Ou encore a une
infection dans le cas du granulome (Louthrenoo., 2008).

L’analyse histopathologique des foies des souris femelles montre également un aspect
général similaire entre le lot contrdle et les lots traités par les calystégines (Figure 13). En
revanche plusieurs atteintes mineures ont été observées chez certains animaux de chaque lot y
compris les souris contrble. Ainsi la présence de plusieurs foyers inflammatoires, avec
infiltration de polynucléaires neutrophiles, a été détectée. Ce phénomene étant probablement
di a certaines infections. D’autre part le développement de macrostéatoses a été mis en
évidence et peut étre relié a un apport en exces de graisses via 1’aliment consommé par les

souris.

> Infiltrat inflammatoire a polynucléaires

Foyer a polynucléaires

. > Granulome . . N . . A
Figure 13 : Photomicrographies des foies a un grossissement x 100. A : souris controle ; B :

souris traitées avec 50 mg/kg ; C : souris traitées avec 10 mg/kg ; D : souris traitées avec 100

mg/Kkg.
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111.1.6.2- Histologie rénale :

L’observation du tissu rénal des souris males, sous microscope optique (figure 14),
indique la présence d’un parenchyme normal contenant une petite congestion vasculaire chez
tous les lots traités par les calystégines a différentes doses. Cette congestion est également
présente chez une des souris méle controle.

La présence d’inflammations discrétes a modérées a été détectée chez certaines souris
femelles, des lots traités par les différentes doses de calystégines ainsi que par 1’eau
physiologique, les autres animaux ont présenté un parenchyme d’aspect général sain sans

infiltrations ni congestions.

> Inflammation discréte

Foyer lymphocytaire
Inflammation discréte

Figure 14 : Photomicrographies des reins a un grossissement x 100. A : souris contréle ; B :
souris traitées avec 10mg ; C : souris traitées avec 100mg ; D : souris traitées avec 50mg.

111.1.6.3- Histologie intestinale :

Les coupes histologiques des intestins, des souris traités avec des doses de 10mg/kg ;
50mg/kg et 100mg/kg de calystégines, ainsi que des souris des lots contrle montrent des
villosités tapissées d’un épithélium monostratifié, contenant des cellules caliciformes saines
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ainsi que deux couches de tissu musculaire : circulaire interne et longitudinale externe bien
délimitées (Figure 15).

Ceci indique qu’aucune toxicité n’a été induite par les calystégines au niveau de I’intestin.

"-_Jy @

Figure 15 : Photomicrographies de I’intestin & un grossissement x 400. A : souris controle;

B : souris traitées avec 50mg ; C : souris traitées avec 10mg ; D : souris traitées avec 100mg.

De maniere générale, I’analyse histopathologique de tissus animaux, est une étude qui
permet de visualiser 1’incidence et les éventuelles anomalies induites par certaines molécules,
au niveau tissulaire et cellulaire, lors d’études de toxicité. Ainsi I’absence de nécroses et de
souffrances cellulaires chez toutes les souris du test de toxicité subaiglie indique que les
calystégines n’exercent aucun effet sur les organes cibles : foie, reins et intestin.

La mise en évidence de certaines atteintes, chez les lots contréles ainsi que chez les
lots traités par les calystégines, peuvent étre la conséquence d’une maladie chronique apparue
au minimum 3 semaines avant le sacrifice et semblent donc ne pas étre en relation avec
I’administration répétée des calystégines.

La présence des petites inflammations ainsi que des infiltrats au niveau des reins et des
foies justifie le taux élevé de certains parametres hépatiques et rénaux, dosés chez les lots
correspondants (Pariente, 2009). Ceci signifie que le déreglement du bilan hépatique et rénal

n’est pas di a I’action des calystégines. De ce fait et a la lumiére des résultats obtenus, les

Page 26



CHAPIIRE 11T RESULTATS ET DISCUSSION

mortalités notées lors de ce test peuvent avoir comme causes des maladies ayant les
symptémes observés précédemment mais a un stade beaucoup plus avancé.

En effet, une étude réalisé par Stegelmeier et Ses collaborateurs en 2008, sur la
toxicité des calystégines Az ; B2 et Cy, ainsi que sur la castanospermine a montré que cette
derniere, a dose élevée, induit des vacuolisations au niveau des reins et du foie, qui est une
forme d’intoxication sévere. En revanche, ils ont pu établir que les différentes calystégines,
testées jusqu’a une dose de 100mg/kg/jour, n’ont provoqué aucun changement de structures
tissulaires de ces organes et n’ont eu aucun effet néfaste au niveau cellulaire ce qui rejoint
donc les résultats obtenus lors de ce test et indique la non toxicité des calystégines a une dose
maximale de 100mg/kg et a moyen terme.

111.2- Evaluation de I’activité antidiabétique
111.2.1- Effet prophylactique :

Le pourcentage de souris ayant développé un diabete aprés traitement a 1’extrait

pendant 30 jours, sont présentés dans le tableau N° V :

Tableau V : Pourcentages des souris devenues diabétiques durant le test prophylactique.

Lots % de souris devenues diabétiques

10mg/kg 50%
20mg/kg 33.33%
Controdle 66.66%

L’injection intra péritonéale de 1’alloxane aux souris contrdle a provoqué le
développement du diabete chez pres de 66.66% des individus (Tableau V) ; I’administration
de 20mg/kg de calystégines a permis la réduction de ce taux de moitié et a ainsi offert une
protection contre les effets de I’agent diabétogene, de la majeure partie des souris du lot. En
revanche un effet prophylactique moins prononcé a été observé a la dose de 10mg/kg ou 50%

des animaux traités ont développé la maladie.

Le tableau VI présente le nombre d’ilots de langerhans sains comptabilises pour

chaque souris diabétique apres réalisation d’une étude histopathologique.
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Tableau VI : nombre d’ilots de Langerhans sains chez les souris diabétiques.

Nombre d’ilots de Langerhans sains
Lots o vze:
par souris diabétique
10mg/kg 4
20mg/kg 7
Contréle 3

L’observation des coupes histologiques des pancréas (Figure 16) indique la présence
de plus de 07 ilots de Langerhans en moyenne par souris ayant conservé toute leur intégrité
cellulaire et structurale pour le lot traité par 20 mg/kg de calystégines. En revanche, seulement
4 ilots sains en moyenne par souris ont été retrouves pour le lot ayant recu 10mg/kg. Le lot
contrdle non traité quant a lui n’a montré que 03 ilots en moyenne par souris présentant plus

c}’altérations.

llot altéré

Ilot sain
Figure 16 : Photomicrographies des pancréas. A: souris saine ; B : souris diabétique contrdle ;

C : souris traitées avec 10mg; D: souris traitées avec 20mg.

L’action protectrice observée pourrait étre attribuée en partie a I’activité antioxydants

des calystégines qui empéchent la génération des radicaux libres, ou qui les neutralisent aprés
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leur génération suite a la réduction de I’alloxane par un simple don d’électrons, Les
calystegines pourraient également maintenir les systemes antioxydants a un taux normal
empéchant ainsi la nécrose des cellules béta pancréatiques (Berraaouan et al., 2015;
Bourebaba et al., 2016).

Des études realisées sur I’effet préventif de certaines molécules ont mis en évidence
leur capacité de stimulation de la prolifération des cellules B dans le pancréas de souris (Edvel
et al., 1999). Ainsi, ces résultats expérimentaux sont fondamentaux pour envisager le
potentiel thérapeutique des calystégines dans l'augmentation de la masse cellulaire R des
diabétiques de type II.

111.2.2- Test de tolérance au glucose

Afin de tester la capacité de I’extrait a neutraliser la quantité élevée du glucose, dans le
sang en cas d’un déficit en insuline, ou de résistance envers cette hormone, un test de

tolérance a été effectué. Les résultats sont présentés dans la figure 17 :

Cal_10mg'kg
Cal_20mg'kg
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Control_Diabétique
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@ similaire au lot contréle diabétique b different du lot contréle diabétique

Figure 17 : Effet des calystégines sur la glycémie de souris diabétiques ayant recu une dose
de 2g/kg de glucose.

Les valeurs de la glycémie, mesurée toutes les 30 min pour tous les lots traités ainsi
que le contrdle révéle qu’a partir de la 30°™ minute, tous les lots ont eu une hyperglycémie ce
qui est la conséquence de 1’administration d’une dose massive de glucose. Au bout de 60
minutes, une diminution de cette glycémie chez tous les lots a été constatée. Ceci s’explique

par I’intervention des mécanismes de la régulation de la glycémie. Le lot traité avec 10 mg/kg
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a présenté un effet hypoglycémiant significativement plus important (p< 0.05) comparé a
celui observé avec le lot traité par une dose de 20 mg/kg qui est similaire a 1’effet
du glibenclamide ainsi que le contrdle diabétique. A partir de la 90°™ minute tous les lots

traités avec leurs doses respectives ont démontré une baisse de la glycémie.

L’un des mécanismes les plus connus des calystégines a diminuer la concentration du
glucose dans le sang est leur capacité a inhiber les a- glucosidases au niveau de 1’intestin
(Bekkouche et al., 2001) ce qui diminue I’adsorption du glucose et par conséquent son
passage vers la circulation sanguine induisant une libération plus importante d’insuline a

partir des ilots de Langerhans.

L’effet hypoglycémiant pourrait aussi étre la consequence de I’activation de I’AKT
(protéine kinase B), une protéine clé de la voie de signalisation de 1’insuline, qui module le
métabolisme du glucose et induit la translocation des récepteurs GLUT 4. Ceci prévient la
résistance a I’insuline et augmente sa sensibilité autrement dit, favorise le captage du glucose

par le muscle en stimulant la voie insulino-dépendant (Gibbs et al., 1995).

Un autre mécanisme possible est la fixation des calystégines sur des récepteurs
spécifiques qui sont des protéines a sept domaines transmembranaires couplées a l'adenylate
cyclase (Thorens 1992). Ces récepteurs sont présents dans les cellules B du pancréas, le
tractus digestif, les poumons, le rein et le cerveau (Campos et al., 1994). Cette complexation
augmente ainsi la concentration cytoplasmique de I'AMP cyclique ce qui méne a une

augmentation de la sécrétion d’insuline.
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111.2.3- Effet des calystégines sur le stockage du glycogéne hépatique

Cet effet est illustré dans la figure 18.
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Figure 18 : Histogramme demontrant le taux du glycogene hépatique chez les différents lots
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Figure 19 : courbe d’étalonnage du glucose

Les histogrammes (Figure 18) indiquent une élévation significative du taux de

glycogéne hépatique chez les souris diabétiques, traitées par les calystégines a une dose de

10mg/kg. Le taux est pratiqguement similaire a celui observé chez les souris traitées par le
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glibenclamide (p<0.05). Le groupe traité avec une dose de 20 mg/kg démontre un taux de
stockage moins élevé que celui des lots traités par le glibenclamide et les calystégine a 10

mg/kg mais reste plus élevé par rapport au groupe controle.

L’effet hypoglycémiant, observé chez le lot traité avec 10 mg/kg, est plus important
que celui obsérvé chez les souris traitées avec une dose de 20mg/kg. Ceci pourrait s’expliquer

par le possible engendrement d’un encombrement stérique (He et al., 2000).

Plusieurs études ont déemontré la capacité de certaines molécules a inhiber la
glycogéne phosphorylase, enzyme clé de la voie de la glycogénolyse, responsable de la
production hépatique du glucose, cette action inhibitrice mene a une diminution du taux du
glucose sanguin. Le 1,4-dideoxy-1,4-imino-D-arabinitol (D-AB1) est un iminosucre qui a
révélé un pouvoir inhibiteur potentiel de cette enzyme hépatique (Chen et al., 2006). La
modification structurale de cet iminosucre lui confére cette activité inhibitrice. Les
calystégines seraient probablement dotés de cette activité inhibitrice puisque ils sont des
iminosucres polyhydroxylés ( Bekkouche et al., 2001).

La fagomine est un des iminosucres polyhydroxylés, comme les calystégines,
dépourvue d’un radical hydroxyl sur le carbone pseudo anomeérique. Cette molécule a
démontré un important effet inhibiteur des B- glucosidases et faible pour les a-glucosidases
des mammiféres ce qui prouve I’importance du groupement hydroxyle en position 2 (Legler
et al., 1984). Ainsi la présence de ce radical hydroxyle sur le carbone 2 des calystégines ferait

d’eux des molécules beaucoup plus réactives et efficaces.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Le diabéte est un syndrome caractérisé par une hyperglycémie chronique due a une
insulinopénie et/ou a une insulinorésistance.
Les résultats obtenus dans cette étude prouvent 1’efficacité antidiabétique des extraits de
Hyoscyamus albus, en particulier, les calystégines des graines de cette plante, connue pour

son utilisation a des fins thérapeutiques diverses.

Il ressort de ce travail que le traitement des souris avec les calystégines, n’affecte ni leur

comportement ni leur appétit ainsi, aucun signe de toxicité a moyen terme n’a été noté.

Cet extrait pourrait étre un traitement alternatif du diabéte de type 2 car il a également

démontré sa capacité a réduire I’incidence du diabéte par plusieurs effets :

Un effet prophylactique important, remarqué sur des souris traitées par I’extrait a une dose de
20mg/kg puis rendu diabétique avec 1’alloxane, qui consiste & la protection des ilots de
Langerhans chez plus de la moitié des souris testé contre 1’action délétére de 1’alloxane. Cette

dose de 20 mg/kg a révélé une action protectrice meilleure que la dose de 10 mg/kg.

Ces résultats ont aussi affirmé que les calystégines, a une dose de 10 mg/kg, exercent deux
actions antidiabétiques influencent sur le stockage du glycogéne hépatique par un mecanisme
méconnu ce qui prévient la hausse de la concentration du glucose libre dans le sang, Ils
induisent une tolérance élevée des tissus au glucose en visant différentes molécules, inhibent
les a-glucosidases, et les mécanismes responsables du maintien de I’euglycémie ce qui

attribue une action insulinomimique a ces substances qui stimulent la neoglucogenése.

Ces résultats ouvrent le champ a des investigations cliniques afin d’éclaircir certaines
ambiguités concernant les doses efficaces des calystégines entrainant le moindre danger, les
mécanismes moléculaires antidiabétiques suivi par ces molécules d’intéréts, ainsi que la
détermination du type exacte des calystégines qui sont mis en jeu en caractérisant 1’extrait par
GC-MS.
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Annexe N°1

1- Dosage des transaminases (ASAT et ALAT) :

Le principe de ce dosage repose sur la déduction des concentrations de I’ASAT et I’ALAT par
la mesure de I’absorbance du coenzyme NADH H* a 340 nm qui disparait lors des réactions

catalysées par ces deux enzymes.

ALAT
L-Alanine + a-cétoglutarate ___,. Pyruvate + L-Glutamate

Pyruvate + NADH + H*  PH_ | -lactate + NAD+

L-Aspartate + 2-Oxoglutarate 25T, Oxaloacetate + L-Glutamate

Oxaloacetate + NADH + H* MPH_ | -| actate + NAD+

2- Dosage de la Phosphatase alcaline (PAL) :

La méthode de dosage de la phosphatase alcaline (PAL) est réalisée par I’automate VITROS
5600. A pH alcalin, I"'PAL présente dans 1’échantillon catalyse I’hydrolyse du phosphate de p-

nitrophényle en p-nitrophénol selon La réaction chimique :

Phosphate de p-nitrophenyle __PAL*Mazr. AMP - p-nitrophénol + H3PO4

L’absorbance du p-nitrophénol est mesuré par spectrophotométrie a 400nm. La vitesse de

modification de la densité de réflexion est convertie en activité enzymatique.
3- Dosage de la créatinine :

Le principe de ce dosage repose sur le suivi de 1’évolution du complexe rouge orangée dont la
densité optique est proportionnelle a la concentration de la créatinine. Ce complexe résulte de
la réaction de I’acide picrique contenu dans le réactif de dosage avec la créatinine qui est, elle,

contenue dans les sérums en utilisant I’automate.



4- Dosage de I’urée

L’urée est hydrolysée par I’uréase en ammoniac et en dioxyde de carbone. L’ammoniac formé
est additionné a 1’ a-cétoglutarate par I’action du glutamate déshydrogénase avec oxydation du
NADH pour former du glutamate. Un suivi de I’absorbance a 340 nm est réalisé, la diminution

de la concentration de NAD est proportionnel a la concentration de ’urée.

Tous les dosages précédemment décrits ont été réalisés a 1’aide d’un automate de type LISA 500

plus.



Annexe N° 2

Réalisation des coupes histologiques :

Cette étude a été réalisée au niveau du laboratoire de médecine & ABOUDAOU palier

d’anatomie pathologie en suivant les étapes suivantes :
e Etape de fixation

Cette étape consiste a immobiliser les organites cellulaires en concevant leur aspect et leur
composition tissulaire et cellulaires dans une forme proche du vivant par des modifications
simples, soit la rétraction ou le gonflement des tissus biologiques. Les organes ont été ensuite

coupés et déposés dans des cassettes marquees préalablement (figurel).

Figure 1 : cassette contenant un organe coupé.
e Etape de déshydratation et d’éclaircissement (inclusion)

Les cassettes ont été toutes placées dans un portoir et lavées avec de 1’eau courante pour
¢liminer 1’excés de formol. Elles ont été ensuite placées dans 1’automate de déshydratation
Laica (figure 2) et passées d’abord par 8 bains d’éthanol a concentrations croissantes afin de
déshydrater les échantillons durant 45 mn chacun, ensuite par 2 bains de xylene pour éliminer
le formaldéhyde pendant 30 mn chacun, enfin par 2 bains de paraffine pour épurer le xylene

pendant 1h30 chacun.



Figure 2 : Automate de deshydratation laica.
o Etape d’enrobage par la paraffine et réalisation des coupes

Les cassettes contenant les organes ont été immergées dans des bains de paraffine liquide
(figure 3 A). Apres leur enrobage, les cassettes ont eté déposees sur une plaque réfrigérante

pour refroidir la paraffine afin d’obtenir des blocs pour chaque prélevement (figure 3 B).

oneR =0 @

Figure 3 : A : enrobage a la paraffine liquide ; B : bloc de reins fixé.

La réalisation des coupures du bloc a été faite a 1’aide d’un microtome a une épaisseur de 3
pUm pour chaque prélévement et pour éviter les superpositions cellulaires (figure 4). La coupe

obtenue a été déposée sur une lame en verre puis séchée a 1’étuve.



Figure 4 : coupure d’un bloc par le microtome Laica.

e Etape de déparaffinage et de coloration

Les lames ont été misent dans du xyléne deux fois successives pendant 5 mn chacune, ensuite
plongées dans deux bains successifs d’éthanol a 90 % pendant 3mn chacun enfin rincées a
I’eau. Les lames ont été inondées d’hématoxyline pendant 3 min dans le but de colorer les
noyaux, et d’éosine pendant 5 min pour colorer le cytoplasme. Apres ce traitement un lavage

a I’éthanol 90% et un séchage ont été appliqués (figure 5).

b
Figure 5 : A : lames montées ; B : coloration des lames.

e Montage et visualisation microscopique

La visualisation microscopique a été réalisée a I’aide d’une colle biologique qui est I’Eukitt,
cette derniére permet de coller la lame et la lamelle nécessaire pour une conservation
ultérieure des coupes colorées. L’observation a été faite en utilisant le microscope optique

appareil photo intégré a différents grossissements.



Résumé

Ce travail vise a tester la toxicité sub-aigue et I’activité antidiabétique des calystégines de H.albus qui fait partie
de la famille des solanacées connues pour leurs propriétés thérapeutiques diverses.

L’évaluation de la toxicité a été réalisée sur des souris males et femelles. Le suivi de tous signes d’intoxication a
été effectué durant toute la période de I’essali, les coupes histologiques de quelques organes ainsi que les bilans
hépatique et rénal effectués ont révélé I’innocuité de cet extrait aux différentes doses testées.

L’effet prophylactique a été étudié sur des souris Mus musculus ayant recu différentes doses de calystégines par
voie orale pendant 30 jours et une injection unique de 200 mg/kg d’alloxane. La dose de 20 mg/kg a présenté un
effet prophylactique important en réduisant I’installation du diabéte, validé par la présence d’un nombre élevé
d’ilots de Langerhans sains, protégés par cet extrait, au niveau des coupes histologiques des pancréas.
L’administration d’une dose de 10 mg/kg a des souris rendues préalablement diabétiques par 1’alloxane a montré
un effet hypoglycémiant ainsi qu’un taux élevé de glycogéne hépatique ce qui démontre ’action des calystégines
sur la réduction du taux de glucose sanguin.

Mots clés : Hyoscyamus albus , Calystégines, Toxicité sub-aigue, prophylactique, glycogéne.

Abstract
This work aims to test the sub-acute toxicity and antidiabetic activity of H.albus calystegines part of the
solanaceae family known for their various therapeutic properties.
The toxicity assessment performed on male and female mice. The monitoring of any signs of poisoning
effectuated during the entire test period, histological sections of some organs and the hepatic and renal balance
sheet have proven the safety of this extract in different doses tested.
The prophylactic effect studied on mice Mus musculus who received various doses of calystegines orally for 30
days and a single injection of 200 mg / kg of alloxan. The dose of 20 mg / kg provided a significant prophylactic
effect in reducing onset diabetes, validated by the presence of a large number of islets of Langerhans healthy,
protected by this extract, in histological sections of the pancreas.
The administration of 10 mg / kg in diabetic mice showed hypoglycemic effect and a high rate of liver glycogen,
which demonstrates the action of the calystegines on blood glucose level reduction.
Keywords: Hyoscyamus albus , Calystegines, sub-acute toxicity, prophylactic, glycogen.
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