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INTRODUCTION GENERALE

Les plantes medicinales font parties de I’histoire de tous les continents. A
travers des siecles, le savoir faire concernant les plantes s’est transmis de
géneration en genération (CTA, 2007). Dans certaines sociétés traditionnelles,
la prise en charge médicamenteuse de pathologies dites chroniques est en
grande partie assurée par I’utilisation de plantes médicinales et alimentaires
(Sharma et al, 2008). Les plantes médicinales revétent un enjeu particulier pour
les pays du tiers monde et particulierement les populations africaines
(Farnthworth, 1985).

Aujourd’hui, le recours a la medecine par les plantes connait un regain d’intérét
dans les pays occidentaux, particulierement pour traiter les deséquilibres
entrainés par la vie moderne, qu’il s’agisse de stress ou des problemes de poids
(CTA, 2007). En effet, les plantes médicinales produisent des substances
naturelles tres diversifiées. Elles accumulent des métabolites secondaires qui
représentent une source importante de molécules utilisables par I’homme en
particulier dans le domaine pharmacologique (Marouf et Joél, 2007). Ainsi, des
recherches effectuées sur les plantes medicinales ont montré que celles-ci sont
sources de principes actifs pouvant traiter diverses affections (Fall, 2012 ;
Ozcelik et al, 2011) ou sont des précurseurs dans la synthese de drogues utiles.
Les plantes sont souvent utilisées entierement ou en partie (feuilles, tiges
écorces, racines, fruits) dans des préparations galeniques. Des plantes ou des
substances extraites de celles-ci ont montré des propriétés anti-infectieuses,
antidiabétiques, anti-inflammatoires, antalgiques, anti-palustres etc. (Sarr et al,
2011 ; Bever, 1986). Ainsi, I’utilisation des plantes sous forme préventive
devient fréquente et n’est plus réservée au traitement de maladies. Selon
Farnthworth (1985), plus de 70 % de la population africaine ont eu a utiliser des
plantes médicinales dans le traitement de diverses affections. De méme, I’'OMS

rapporte que plus de 80 % de la population africaine ont recours a la médecine



et a la pharmacopée traditionnelle (OMS, 2001). Mais la forte pression
déemographique pourrait entrainer une surexploitation de la flore avec une
destruction inacceptable de I’écosysteme (Sakande, 2004). En effet, en Afrique
comme ailleurs, les foréts sont menacées par I’exploitation abusive et les coupes
sauvages. Par conséquent, les plantes médicinales qui y poussent a I’état
sauvage disparaissent donc rapidement, souvent pour toujours et la biodiversité
s’en trouve considérablement diminuée (CTA, 2007).

Aujourd’hui, pour contribuer a la protection des plantes medicinales, la
recherche devrait étre appuyée afin d’isoler les principes ou molécules actifs.
Ces dernieres pourront servir de modeles pour la synthese de nouvelles
molécules répondant surtout a I’'innocuité et a I’efficacité a I’image des
médicaments conventionnels. En effet, I’utilisation de principes dosés et/ou de
molécules synthetiques pourrait contribuer a la conservation des especes dans

leur biotope et donc a la protection de I’environnement.

Icacina oliviformis, est une plante de la pharmacopée traditionnelle senégalaise
dont les feuilles sont utilisées dans le traitement de plusieurs affections. En
effet, des etudes ethnopharmacologiques menées sur cette plante ont montré son
utilisation dans le traitement traditionnel du diabete, du paludisme et dans la
prévention du rachitisme (Sarr et al, 2011 ; Ndiaye et al, 2008).

Des études phytochimiques faites sur le tubercule de la plante révelent la
présence de molécules comme I’icacenone, icacinol, B-sitostérol, stigmastérol et
hardwikiol linoléate. Mais les feuilles de Icacina oliviformis n’ont pas encore
fait I’objet d’investigations axées sur I’isolement et la caractérisation de
molécules. Des travaux antérieurs portant sur les extraits aqueux et éthanolique
de la feuille de Icacina oliviformis ont montré une activité anti-
hyperglycemiante chez des rats normoglycémiques et sur un modéle de diabéte
induit par I’alloxane (Sarr et al, 2011 ; Ndiaye et al, 2008).



L’objectif de la présente étude est de rechercher le principe actif responsable de
I’activité anti-hyperglycémiante.

Ainsi, ce travail est structuré en deux grandes parties :

La premiere partie, va concerner a une synthése documentaire sur lIcacina
oliviformis et sur le diabete.

La seconde partie sera consacrée a une étude experimentale sur I’activité
antidiabétique des fractions de feuilles de Icacina oliviformis et sur I’isolement

et détermination des structures de molécules contenus dans ces fractions.



PREMIERE PARTIE: SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

Le diabéte est une maladie endocrinienne qui touche environ 2 % de la population
mondiale. Le diabéte de type 2 est le plus fréquent, c’est une forme insidieuse a
developpement lent qui apparait généralement vers la cinquantaine. Il représente 85 a 90 %
de la population diabétiqgue. En Afrique, le recours aux plantes de la pharmacopée
traditionnelle est courant. En effet, plus de 70 % de la population africaine ont eu a utiliser
des plantes médicinales dans le traitement de diverses affections.

Beaucoup de substances naturelles produites par des végétaux (momordicine, rutine,
isoquercétine...) sont utilisées dans la phytothérapie antidiabétique. Ce pendant, certaines
substances apportées par I’alimentation (vitamine E, vitamine C, les polyphénols...) jouent
le role d’antioxydants. En effet, les antioxydants lutterait contre le stress oxydatif
responsable des complications du diabéte avec comme conséquences I’oxydation des
lipides, des protéines et de I’ADN.

Icacina oliviformis est une plante de la pharmacopée traditionnelle sénégalaise dont les
feuilles sont utilisées au Sénégal dans le traitement du diabete. C’est une espece annuelle a
tiges herbacées venant généralement en touffe sortant d’un gros tubercule profondément
enfoui dans le sol. Peu exigeante, elle pousse sur des terres sableuses et pauvres. Elle serait
une plante pionniere qui apparait souvent en premier dans les champs de jachére et serait
aussi un indicateur biologique d’un état de dégradation ou de régénération. On la trouve
dans la savane boisée soudano-guinéenne a I’ouest et au nord de I’ Afrique centrale. Le fruit
et le tubercule sont comestibles et renferment plusieurs metabolites (acides aminés, sucres,
protéines, terpenes etc.).




Chapitre 1 : GENERALITES SUR ICACINA OLIVIFORMIS (POIRET)
RAYNAL (ICACIACEAE)

I. Systématique

Icacina oliviformis appartient a la classe des Dicotylédones, sous classe des
Dialypétales, seérie des Disciflores, ordre des Célastrales, famille des Icacinacées
(Raphaél et al, 2012 ; Raynal, 1975; Reutter, 1923).

Icacina oliviformis est synonyme de Icacina senegalensis (Raynal, 1975).

Les appellations en langues locales (Berhaut, 1975 ; Kerharo et Adam, 1974 ;
Berhaut, 1967) :

Badiaranké : mana sé

Balante : mtazi, foya, foe, songol

Bassari: a nagan, a narham

Baynouk: ba dingali, da vogo

Coniagui: a ndagna, dagan

Créole portuguais: manganasa

Diola : furaba, butima, kuraba, futimay, u ruba, bu bambulaf, hu timo
Foula : silla, manganaté, mankanaso

Mancagne : be nasin

Manding ma nkanaso

Mandjaque: be nasia, mankanas

Peul: mankanasé

Sérere: "ba

Socé: manganaso

Tadanké: merill

Wolof : ba nkanas, ndangam



Icacina oliviformis a été connue dans la littérature depuis 1813 lorsque J. Poiret
publia la description de Hirtella olivaeformis Poiret et I’attribua a la famille des
Rosaceae. En 1823, Adrien de Jussieu décrit la méme espece comme lIcacina
senegalensis Adr. Juss. C’est ce nom qui est utilisé jusqu'a ce que J. Raynal
(1975) la renomme Icacina oliviformis (Poiret) Raynal.

Icacina senegalensis var. pubescens Boutique (Boutique 1956) récoltée au Zaire
a été décrite comme une variéeté distincte a cause de la pubescence observée sur

les tiges et sur les surfaces sub-axiales des feuilles (Fay, 1987).

En 1851, Miers décrit la famille des Icacinaceae et a cette epoque, plus de 400
especes regroupées dans environ 54 genres ont été decrites. Ce sont de grands
arbres de la forét tropicale, des arbustes ou des lianes (Karehed, 2002 ; Villiers,
1973).

Permis les espéces de ce genre, figurent : Icacina oliviformis(ex senegalensis),
Icacina trichantha, Icacina mannii, Icacina claessensi, Icacina guessfelftii,
Icacina dubia, Icacina grandifolia, Icacina ledermannii, Icacina macrocarpa,
Icacina mauritiana, Icacina poeppigiano et Icacina sarmentosa. (Dei et al,
2011; Fay, 1987).



I1. Description botanique

11.1. Les racines

Ce sont de gros tubercules napiformes qui peuvent atteindre 50 cm de large et
peser jusqu’a 25 kg (Baumer, 1995; Berhaut, 1975 ; Kerharo et Adam, 1974 ;
Berhaut, 1967). La partie comestible du tubercule est blanche avec des taches

jaunes habituellement mouchetées (National Research Council, 2008)

H“"'.i. : V.1 -
Tiges feuillées de Icacina (Photo : MANGA A, 2013)  Fruits de Icacina

Figure 1: Icacina oliviformis (Poiret) Raynal

11.2. Les tiges

Les tiges sont herbacées venant généralement en touffe. Elle a une ou plus de 10
tiges annuelles, dressées, non ramifiées, atteignant 1m de haut en sortant d’un
gros tubercule profondément enfoui dans le sol (Raphaél, 2011 ; National
Research Council, 2008 ; Berhaut, 1975 ; Kerharo et Adam, 1974).



11.3. Les feuilles

Les feuilles sont simples ou entieres (Villiers, 1973). Elles sont alternes et
parfois denses sur les tiges. Les feuilles sont en cymes corymbeuses, laches, et
terminales.

Le limbe est ovale ou ovale elliptique. Il est long de 5 a 12cm et large de 5 a 8
cm. L’apex est en coin, glabres, arrondi, et finement poilus dessous. Le calice
est court (Akoegninon, 2006 ; Berhaut, 1975 ; Hutchinson, 1958).

Figure 2 : Icacina oliviformis (Fay, 1987). A: Rameau feuillé. B, C: Feuilles.
D: Fleurs. E1 et E2: Pétales vue des deux faces. F: Etamines. G: Ovaire et un

style. H: Fuit. I: Diagramme florale



11.4. Les fleurs

Icacina oliviformis fleurit de mars a aolt (Raphaél, 2011 ; Berhaut, 1975 ;
Kerharo et Adam, 1974). Les fleurs sont blanches ou blanches créme. Elles sont
en cyme corymbiforme terminale arrondis ou allongée. La corolle est large de 7
a 10 mm. Elle a 5 pétales libres entre eux et pubescents a la face interne. Le
calice est tres court (National Research Council, 2008 ; Berhaut, 1975 ; Villiers,
1973). Les étamines sont libres. Le style est souvent excentrique et bifide
parfois pubescent se terminant par un stigmate plus ou moins développé.

L’ovaire est souvent asymétrigue uniloculaire (Villiers, 1973).

I1.5. Les fruits

Ce sont des drupes veloutées jaune ou rouge carmin a maturité. La longueur
d’un fruit varie de 3 a 4 cm et la largeur est comprise entre 2 a 3 cm. Le fruit
renferme une grosse graine unique sphérigue ou ovoide entourée par une mince
couche (environ 0,2 cm) de pulpe blanche gélatineuse acide et sucrée au godt
agréable. Cette pulpe est entourée d’un épicarpe fin recouverte de poils tres
courts. Dans un méme endroit, la maturité des fruits est étalée sur plusieurs

semaines (National Research Council, 2008 ; Baumer 1995 ; Berhaut, 1975).

I11. Répartition géographique
I11.1. En Afrique

Icacina oliviformis est une espece commune de la savane boisée soudano-
guinéenne dans I’ouest et le nord de I’ Afrique centrale. On la trouve au Sénégal,
en Guinée Bissau, en Gambie, au Ghana, au Bénin, au Nigéria, au Tchad, en
Républigue Centrafricaine, au Congo et au Soudan (Raphaél et al, 2011,
Berhaut, 1975; Percival, 1968; Irvine, 1961; Boutique, 1960 ; Keay, 1958;
Adams, 1957; Roberty, 1954 ; Andrews, 1952; Tisserant, 1950 ; Pereira de
Sousa, 1949 ; Burtt-Davy et Hoyle, 1937; Chevalier, 1913 ; De Wildeman,
1911 ; Oliver 1868).



Dans certains de ces pays, I’espece est trouvee dans les foréts en reconstitution
et/ou dans les zones de jacheres (Timothée et Idu, 2011). Elle est tres abondante
au Sénegal, en Guinée-Bissau, au Ghana et République Centrafricaine (Fay,
1987 ; Irvine 1961; Rosevear, 1961). Selon Cunningham (Cunningham, 1993)
cité par Mbatchou et Dawda, 2012), certaines especes du genre Icacina sont
retrouvées aussi en Zambie. Par contre, Icacina oliviformis serait inconnue
dans certains pays de I’Afrique de I’ouest comme la Sierra Leone, le Liberia, la
Cote-d'lvoire, le Mali, le Burkina Faso, le Niger et le Cameroun. (Fay, 1987 ;
Peyre de Fabrégues et Lebrun 1976 ; Lebrun et al 1972 ; Keay, 1958).

Figure 3: Distribution de Icacina oliviformis en Afrique (Fay, 1987)
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111.2. Au Sénégal

Icacina oliviformis est commune au sud du Sénégal a partir de Kaolack. Elle est
tres abondante en moyenne Casamance dans les savanes boisées, en Casamance
maritime dans les jacheres des champs d’arachide, de mil ou de cassave
(manioc), dans le Sine Saloum a I’est et au sud de Kaolack (Berhaut, 1975 ;
Kerharo et Adam, 1974).

IV. Ecologie

C’est une espece annuelle (Berhaut, 1975) qui s’adapte a plusieurs associations
phytoecologiques et a plusieurs formations pédologiques.

Icacina oliviformis est une pyrophyte et pousse mieux sous un régime de brulis
annuels (Fay, 1993). C’est une espece peu exigeante qui pousse sur des terres
sableuses et pauvres. Elle serait une plante pionniere qui apparait en premier
dans les champs de jachere. Et grace au developpement de son systeme
racinaire, lcacina oliviformis jouerait un r6le contre I’erosion éolienne et
hydrique (communication personnelle : Dr Maleiny Diatta). D’aprés Diatta,
Icacina oliviformis serait un indicateur biologie d’un état de dégradation ou de
régenération des terres appauvries.

Les abeilles sont les principaux vecteurs de pollinisation de Icacina oliviformis.
Six especes d’abeilles se sont révelees plus fréquentes. Parmi ces hyménopteres
pollinisateurs figurent : Dactylurina staudingeri Gribondo (Apidae) le plus
frequent ; Apis mellifera L. (Apidae) ; Meliponula bocandei Spinola (Apidae)
(Fay, 1993). Divers nuisibles attaquent les tiges et les jeunes fruits (Fay, 1993).
Dans son biotope, Icacina oliviformis peut se trouver en association avec
plusieurs especes comme : Lophira lanceolata, Terminalia laxiflora, Pericopsis
angolensis, Hymenocardia acida, Erythrophleum africanum, Piliostigma

thonningii, Amblygonocarpus andongensis (Fay, 1993).

11



V. Usages

V.1. Usages alimentaires

Icacina oliviformis est une plante alimentaire indigéne (Guillemin et al, 1830)
dont le mésocarpe des fruits mires est consommé dans plusieurs pays et
géneralement par les enfants (Baumer, 1995 ; Berhaut, 1975 ; Tisserant, 1950 ;
Dalziel, 1937). Ces fruits de cueillette, riches en éléments minéraux et en
sucres, joueraient un réle important dans I’equilibre alimentaire des populations
locales (Gueye et al, 2011).

Les graines et les tubercules étaient utilisés lorsqu’il y avait une pénurie des
produits alimentaires de base, en période de disette (Kerharo, 1974). Ce sont les
éléments les plus consommés dont la farine est utilisée pour produire du

couscous (Cerighelli, 1919).

Tubercules de Icacina (Fay, 1987) Graines de Icacina (Moses, 2013)
Figure 4 : Graines et tubercules de Icacina oliviformis

V.2. Usages en médecine traditionnelle

V.2.1. Les racines

Selon Berhaut (1975), les racines sont employées pour traiter divers affections.
Ainsi, la racine est d’abord considérée en usage interne et externe comme
revigorante. Elle est utilisée contre le rachitisme, I’anorexie, I’infection bucco-

dentaire, le lymphatisme, la cachexie, les maladies de voies respiratoires,
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I’impuissance et comme purgatif de dérivation pour les cedemes généralisés, le

météorisme abdominal et toutes les intoxications ou envenimations.

La poudre de racines aurait un effet contre les maux de ventre, les caries
dentaires. En cas de fatigue, le macéré de la poudre de racines est donné en bain
et en boisson.

Le décocte des racines serait un adjuvant thérapeutique contre les dermatoses,

les maux de téte, de poitrine, de reins, de coryza.

Au Togo, le tubercule serait utilisé pour traiter I’hernie (Raphaél, 2011). En
Gambie, les racines additionnées avec des feuilles de Mangifera indica sont
bouillies dans l'eau. Le décocté ainsi obtenu serait un bon remede contre le

paludisme.

V.2.2. Les feuilles

Selon Kerharo et Adam (1974), Icacina oliviformis est un grand médicament
des casamancais, ayant rang de panacee.

Le décocté concentré de feuilles donné en bain et boisson agirait contre
I’hémorragie interne consecutive a un choc, la toux et la bronchite. 1l lutterait
aussi contre les morsures de serpents. Les feuilles en association avec celles de
I’ Annona senegalensis seraient utilisees dans le traitement externe des asthénies
(fatigue) (Kerharo et Adam, 1974). Le décocté de la poudre des feuilles de
Icacina oliviformis est recommendeée par les guérisseurs contre le paludisme et
les fievres (Sarr et al, 2011).

Des études sur le plan pharmacologique ont éte réalisees sur Icacina oliviformis.
Ainsi, d’aprés Sarr et al (2011), I'extrait methanolique de feuilles de Icacina
oliviformis a révélé une action inhibitrice sur la croissance de Plasmodium
falciparum qui est chloroquino-sensible (3D7) et chloroquino-résistants (7G8).
Cependant, cet extrait lyophilisé n’a aucun effet hémolytique sur les globules

rouges.
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Sarr et al (2011), rapportent aussi que le test de cytotoxicité effectué sur la
lignée de cellules Hépatiques 1-6 révele une constance d’inhibition IC 5o > 100
ug/mL. En plus, aucune toxicité est notée sur les cellules des fibroblastes
dermiques humains normaux méme a des concentrations superieures a 500
ug/mL (Sarr et al, 2011).

Des travaux antérieurs (Ndiaye et al, 2008), portant sur les extraits éthanolique
et aqueux de feuilles de Icacina oliviformis, ont montré une activité anti-
hyperglycemiante chez des rats normoglycémiques et sur un modeéle de diabéte

induit par I’alloxane.

V1. Quelques données chimiques sur le genre Icacina

VI1.1. Les graines

Des analyses nutritionnelles des graines et des racines tubéreuses de lIcacina
oliviformis (Icacinaceae) en République Centrafricaine a révélé que les graines
contiennent 80,7 % d’extraits non azotes, 14,0 % de protéines brutes et 0,5 %
de matieres grasses brutes (poids sec). Les racines contiennent 84,5 % d’extraits
non azoteés, 4,4 % de protéines brutes et 1,6 % matieres grasses brutes (poids
sec). La teneur moyenne en eau des graines fraiches est de 18,3 %, et celle de la
racine fraiche est d’environ 59 % (Fay, 1991).

Le profil des acides aminés et des protéines des graines est comparable a celui
d’une protéine de bonne qualité, mais la digestion de cette protéine n’a pas eté
étudiée (Fay, 1991).

V1.2. les tubercules

Une analyse chimique de la farine du tubercule séché au soleil a confirmé la
présence de résines (facteurs anti-nutritifs) identifiées comme étant des terpenes
(Dei et al, 2011 ; Vanhaelen et al, 1986). Les fortes concentrations de résines
pourraient étre responsables de la faible performance de croissance des oiseaux

expérimentés (Deli, et al, 2011).
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Comme rapporté par Dei et al, (2011), l'analyse chimique de la farine de
tubercules séchés au soleil a révélé la présence de certains acides aminés
essentiels et non essentiels. Les acides aminés essentiels qui ont été détectés
sont : I’arginine, la glycine, I’histidine, I’isoleucine, la leucine, la lysine, la
phénylalanine, la méthionine, la thréonine, le tryptophane, la valine. Les acides
aminés non essentiels sont : I’alanine, I’acide aspartique, la proline, la cystine,
I’acide glutamique, la sérine, la tyrosine (Dei et al, 2011).

Selon Woot-Tsuen et coll. (1968), la farine produite a partir du tubercule de
Icacina oliviformis est composée de : eau (11,7 %), protéines (10,3), matieres
grasses (0,7 %), glucides (74,5 %), cendres (2,8 %), calcium (150mg / 100g),
fer (7mg / 1009).

Pour la farine des graines la composition est la suivante : eau (12,3 %),
protéines (8 %), lipides (0,1 %), glucides (72,73 %) et cendres (0,5 %) (Moses
etal, 2013).

Certains genres d’lcacina renferment des substances terpéniques. En effet, une
étude phytochimique sur le tubercule révele la présence d’icacenone (0,08 %),
d’icacinol (0,03 %), de p-sitostérol (55 %), de stigmastérol (45 %) et
hardwikiollinoléate (Soicke et al, 1991 ; Vanhaelen et al 1986 ; On’Okoko et al,
1985).
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Figure 5 : Quelques structures chimiques de Icacina (Mbatchou et Dawda,
2012 ; Vanhaelen et al, 1986 ; On’Okoko et al, 1985)
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Chapitre 2 : GENERALITES SUR LE DIABETE

I. Régulation physiologique de la glycémie
Il existe deux grands modes de régulation physiologique de la glycémie ; la

régulation hormonale et la regulation nerveuse (Lehninger, 1985).

I.1. Régulation hormonale

A I’état normal, la régulation de la glycémie est sous le contr6le de deux
systemes : un systeme hyperglycémiant et un systeme hypoglycémiant
(Lehninger, 1985).

1.1.1. Systeme hypoglycémiant

Ce systeme se réesume pratiquement a I’action de I’insuline qui est la principale
hormone hypoglycémiante. L’insuline est la seule hormone hypoglycémiante de
I’organisme. Elle est produite par les cellules B des ilots de Langerhans du
pancreas. Elle stimule I’absorption du glucose sanguin par des tissus comme le
foie, les muscles squelettiques, les tissus adipeux et participe au stockage du
glucose sous forme de glycogene. De plus, elle inhibe les voies de production
hépatiqgue de glucose ; la néoglucogenese et la glycogénolyse. L’insuline
intervient enfin dans la régulation du métabolisme lipidique en inhibant la
lipolyse des triglycérides adipocytaires et en facilitant leur synthese de méme

que celle des protéines dans le tissu adipeux (Grimaldi et al, 2001).

1.1.1.1. Structure de I’insuline

L’insuline est un polypeptide de poids moléculaire égal a 6000 daltons. Elle est
constituée de deux chaines d’acides amines reliées par deux ponts disulfures de
facon covalente.

La chaine A renferme 21 acides aminés et la chaine B en a 30 acides aminés. La
chaine A possede un pont bisulfure intra-caténaire entre deux résidus de

cystéine situés en position 6 et 11. Il existe en outre deux ponts disulfures inter-
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caténaires localisés d’une part entre deux résidus de cystéine situes en position 7
sur les deux chaines, d’autre part entre un résidu de cystéine en position 19 de la
chaine B et un résidu cystéine en position 20 de la chaine A. Cette structure
existe dans les molécules d’insuline de la plupart des espéces et en particulier

chez I’lhomme (Lehninger, 1985).

1.1.1.2. Biosynthese de I’insuline

La pro-insuline produite est une chaine polypeptidique unigue contenant entre
autres une séquence d’environ 30 résidus absente dans I’insuline, appelée
peptide de connexion ou peptide C. Le peptide C unit I’extrémité C-terminale
de la chaine B a I’extrémité N-terminale de la chaine A de la future molécule
d’insuline. La pro-insuline est transformée en insuline au niveau de I’appareil de
Golgi. Cette transformation se fait précisement au niveau des granules de
sécrétion sous I’action d’enzymes.

La sécrétion de I’insuline se fait selon deux modes : un mode continu qui
permet de maintenir un taux basal d’insuline circulante et un mode diphasique
qui fait suite a un stimulus qui est souvent I’absorption d’aliments (Lehninger,
1985).

1.1.1.3. Action physiologique de I’insuline

L’insuline agit essentiellement sur trois organes cibles et sur le métabolisme
glucidique et lipidique de divers tissus périphériques, en favorisant I’entrée de
certains substrats dans les cellules et en agissant sur le métabolisme cellulaire de
ces substrats.

Au niveau du foie, siege principal de la glycogenese, I’insuline stimule la
synthése de glucokinase, une hexokinase spécifique du foie, qui favorise le

stockage du glucose en glycogeéne.
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Au niveau du tissu adipeux, I’insuline stimule la lipogenése (stockage des
triglycérides). C’est aussi la seule hormone antilipolytique de I’organisme. Elle
diminue également la glycogénolyse et la protéolyse.

Au niveau des muscles striés, I’insuline stimule la synthese du glycogene (par
stimulation de I’hexokinase), mais aussi et surtout la glycolyse. Elle inhibe la
proteolyse et la lipolyse musculaire, favorisant le transport actif de certains
acides aminés a travers la membrane cellulaire. D’une facon générale, dans les
différents tissus périphériques, il y’a une augmentation de [I’utilisation du
glucose. L’insuline stimule tout d’abord le transport du glucose dans la cellule.
En normo-glycémie, I’insuline favorise la permeabilité des membranes
cellulaires aux oses. Le glucose est transformeé en G-6-P dont les trois voies
métaboliques. Ces voies sont la glycolyse, la voie des pentoses-phosphates et la

glycogénogeneése stimulées par I’insuline (Lehninger, 1985).

1.1.2. Systeme hyperglycémiant

Il fait intervenir quatre hormones que sont le glucagon, I’adrénaline, la
Somatostatine hormone (STH) et le cortisol. Le glucagon et I’adrénaline sont
des hormones d’urgence mises en circulation trés rapidement lors d’une chute
de la glycémie. Ces hormones stimulent la glycogénolyse hépatique. La STH et
le cortisol jouent un réle a long terme notamment dans I’activation de la
néoglucogenese ainsi que la glycogénolyse hépatique.

En cas de chute de la glycémie, on a une libération de I’adrénaline par la
médullosurrénale. L’adrénaline libérée agit au niveau du foie en inhibant la
sécrétion de I’insuline par les cellules béta et en activant celle du glucagon par
les cellules alpha. Elle inhibe également la capture du glucose par les muscles.
L’ action de I’adrenaline et du glucagon va se traduire par une hyperglycemie
suite a une augmentation de la glycogénolyse.

Le glucagon est un facteur antagoniste de I’insuline. L’organe cible du glucagon

est le foie alors que I’action de I’adrénaline est prépondérante au niveau des
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muscles. Le glucagon a une action glycogénolytique, néoglycogénique et
lipolytique. Il augmente le glucose sanguin en stimulant I’adenylcyclase des
cellules hépatiques. Ceci entraine une activation de la phosphorylase d’ou une
augmentation accrue du glycogene. Il augmente la néoglycogénese hépatique, a

partir des acides aminés disponibles et accroit le métabolisme (Kebieche, 2009)

1.2. Régulation nerveuse de la glycémie

Elle se fait par I’intermédiaire du systéme nerveux autonome qui module la
secrétion de I’insuline et du glucagon. Ces deux hormones interviennent en
prépondérance dans la régulation physiologique de la glycémie.

La sécrétion de [Iinsuline est stimulée par I’innervation du systeme
parasympathique qui a comme neurotransmetteur I’acétylcholine. Quant au
glucagon, sa sécretion est stimulée par I’innervation des nerfs sympathiques du
pancreéas par I’intermédiaire des récepteurs Béta adrénergiques et de I’AMP
cyclique.

Donc d’une maniére générale, I’insuline va lutter contre les tendances a une
hyperglycemie alors que le glucagon lutte contre les tendances a une

hypoglycémie (Ganong, 1977).

I1. Diabéte sucreé

11.1. Définition

Le diabete est défini par une élévation chronique de la concentration de glucose
dans le sang (hyperglycémie) et regroupe, dans un véritable syndrome, plusieurs
maladies de pathogénie différente (Rodier, 2001). L’hyperglycémie chronique
est la cause principale des complications dégéneératives (Menon et Ribeiro,
2011 ; Fontbonne et Simon, 2001).

C’est une maladie métabolique caractérisée par des troubles du métabolisme des
glucides, des lipides et des protéines associes a des déficits absolus ou relatifs

de I’action et/ou de la sécrétion d’insuline ou due a un exces des facteurs qui
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s’opposent a son action (Nmila et al, 2002 ; Barrier et Osinki, 2001 ; Rodier ,
2001).

Actuellement, le diabete est défini par une glycémie a jeun supérieures a 1,26
g/L (Grimaldi et al, 2001). Lorsque la glycémie mesurée a jeun est supérieure a
1,26 g/L, la personne est considérée comme diabétique. Ce chiffre a été retenu
par le corpus médical parce que c’est a partir de cette valeur seuil qu’apparait le
risque de survenue de complications micro-vasculaires, et en particulier la
rétinopathie (Grimaldi et al, 2001 ; Raccah, 2004 ; Kebieche, 2009).

11.2. Diabéte de type 1

Le diabete de typel résulte d’une déficience absolue ou totale du taux d’insuline
circulante (Kebieche, 2009). Ce type de diabete est principalement lié a une
destruction auto-immune progressive des cellules béta des ilots de Langerhans,
survenant chez des sujets géenétiquement prédisposeés, et qui conduit en quelques
années a un état d’insulinopénie absolue (Nmila et al, 2002 ; Sarfati, 2008). Le
diabéte de type 1 apparait lorsque plus de 80 % des cellules béta sont détruites.
Il représente donc la cicatrice metabolique d’une maladie immunitaire. 1l
survient a tout age, mais surtout avant I’age de 20 ans (juvénile entre 15 et 24
ans ou infantile entre 0 et 14 ans) avec un pic de fréequence vers 12 ans (OMPI,
2002 ; Grimaldi et al, 2000). Le malade est presque toujours maigre. Ce diabete
maigre s’accompagne de troubles acido-cétosiques (OMPI, 2002). Le diabete de
type 1représente 20 a 25 % des diabetiques (Hurte, 2003).

11.2.1. Physiopathologie du diabéte de type 1

La physiopathologie du diabete de type 1 est complexe et multifactorielle
(prédisposition genétique, réaction immunitaire, rle de I’environnement). Il est
probable qu’il existe une susceptibilité individuelle de développer un diabéte
insulinodépendant, et qu’un ou plusieurs facteurs environnementaux soient

déterminants pour I’émergence clinique de ce diabéte (Sarfati, 2008).
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11.2.1.1. Prédisposition génétique

Le fait d’appartenir a la famille d’un diabétique est un facteur de risque
particulier puisque 5 % des apparentés au premier degré développent un diabéte
soit environ 20 fois la prévalence de la population générale (Bysschaert, 2001).
De nombreux genes interviennent probablement dans la susceptibilité au diabete
de type 1; les facteurs génétiques sont essentiels mais n’explique pas
entierement le déterminisme de la maladie. La principale région génomique
contrblant cette prédisposition familiale est celle du complexe majeur
d’histocompatibilité qui code pour les glycoprotéines HLA de classe 1 et 2. Elle
est localisée sur le bras court du chromosome 6.

L’étude du complexe majeur d’histocompatibilité (systeme HLA) a permis de
mieux comprendre la susceptibilite génétiqgue du diabete de type 1. Les
premieres associations HLA-type 1 rapportées (positives avec HLA-B15 ; B8 et
B18 et négatives avec HLA-B7) suggéreraient que les antigenes HLA de classe
1 seraient directement impliqués. Mais plus récemment, ce sont les antigenes de
classe 2, HLA-DR3 et DR4 qui sont incrimines : plus de 90 % des sujets
développant un diabete de type 1 et moins de 50 % dans une population
générale sont en effet HLA-DR3 et/ou DR4 positifs. Le risque le plus éleve
correspond aux hétérozygotes DR3-DR4 (Sarfati, 2008 ; Buysschaert, 2001). Le
risque de diabete pour le frere ou la sceur d’un sujet diabétique
insulinodépendant est de 15 % s’il est HLA identique, de 4 a 5 % s’il est HLA
mono-identique, et inférieur a 1 % s’il est HLA différent. Les sujets
hétérozygotes HLA DR3/4 sont les plus exposés (risque relatif entre 30 et 50
%); inversement, les individus HLA DR2 et HLA DR15 semblent protégés
(Sarfati, 2008).
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0 Réactions immunitaires
L’examen histologique du pancréas endocrine au moment de I’éclosion clinique
d’un diabéte de type 1 montre au sein des Tlots de Langerhans une réduction
drastique des cellules B ainsi qu’une infiltration de cellules mononuclées
constituées de lymphocytes T (CD4" et surtout CD8"), de macrophages et de
lymphocytes B. Cette inflammation appelée « insulite » correspond a la réaction
auto-immune dirigée contre certains antigenes exprimés entre autres par les
cellules B des Tlots (Buysschaert, 2001). Les auto-antigenes contre lesquels est
dirigee la réaction immunitaire ne sont pas déterminés. Les mécanismes
Immunitaires responsables de I’insulite et de la destruction des cellules
demeurent controversés mais I’activation de la réaction auto-immune précede
de plusieurs mois ou plusieurs années le syndrome hyperglycéemique. La nature
des facteurs déclenchant I’activation des lymphocytes cytotoxiques spécifiques

reste également hypothétique (Menon et Ribeiro, 2011 ; Sarfati, 2008).

o Auto-anticorps

Des auto-anticorps anti-cellules d’7lots (ICA : Islet Cells Antibodies) et plus
récemment, les auto-anticorps reconnaissant des antigenes insulaires identifies
sont détectées chez une majorité de sujets au moment du diagnostic. Ils sont
gu’exceptionnellement observés a titres faibles, dans une population générale
(Buysschaert, 2001).

Les auto-anticorps anti-cellules d’1lots de Langerhans (anti ICA) sont présents
chez 60 a 85 % des diabétiques de type 1 au moment du diagnostic, chez 4 a 5
% de leurs parents au premier degre, et chez moins de 1 % dans la population
générale.

Les anticorps anti-insuline sont retrouvés avant toute injection d’insuline chez
30 a 40 % des nouveaux diabétiques. Les anticorps antiglutamate décarboxylase
(GAD) sont détectés chez 80 a 90 % des nouveaux diabétiques ; ils sont

aujourd’hui les meilleurs marqueurs de I’auto-immunité au cours du diabéete de
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type 1 et tendent a supplanter le dosage des anticorps anti-ilots de Langerhans.
Tous ces anticorps peuvent étre observes des années avant la survenue du
diabéte insulinodépendant et peuvent ainsi étre utiles dans le cadre d’un
dépistage familial ; leur titre diminue lorsque la destruction béta-
Langérhansienne est compléte, apres plusieurs années de diabéte. Le role de ces
anticorps est mal connu. Sécrétés par les lymphocytes B stimulés par les
lymphokines, ils sont les témoins de la réaction immunitaire mais pourraient
avoir un r6le plus direct dans la pathogénie du diabete de type 1 (Menon et
Ribeiro, 2011 ; Sarfati, 2008).

11.2.1.2. Facteurs environnementaux

Des modeles expérimentaux démontrent qu’un diabete de type 1 peut étre induit
chez I’animal par une infection virale. Le role potentiel d’une infection virale
dans la pathogénie du diabete de type 1 fut suspecté initialement a partir
d’études épidemiologiques (augmentation de I’incidence du diabéte en automne
et en hiver, association significative entre le diabete et rubéole congénitale,
oreillons, coxsackie B4, cytomégalovirus, virus Epstein-Barr) et par I’existence
de modéles de diabetes viro-induits chez I’animal. Les mécanismes potentiels
sont multiples : réaction antigene croisée (homologie entre protéines virales et
autoantigenes), activation lymphocytaire T, modification de [I’expression
antigénique des cellules p.

L alloxane, la streptozotocine, la pentamidine et le pyrinuron (raticide) affectent
directement la cellule béta mais la susceptibilité a chaque agent est variable
selon les especes.

L’ implication possible du lait de vache ou des nitrosamines dans la pathogenie
du diabéte de type 1 a été envisagée, mais il n’existe aucune preuve dans ce
domaine (Sarfati, 2008).
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11.3. Diabeéte de type 2

Le diabete de type 2 est de loin le plus fréequent pour diverses raisons,
notamment liées a la nutrition, a I'obésite, a la sedentarité (Nmila et al, 2002). 11
représente 85 a 90 % de la population diabétique (Ndiaye et al, 2008 ; Raccah,
2004).

Le diabéete de type 2 est classiquement caractérisé par une altération de la
réponse insulinique au glucose associee a une déficience des effets de l'insuline
sur les tissus périphériques (insulino-résistance) (Nmila et al, 2002). L’insulino-
deficience responsable de I’hyperglycémie dans le diabéete de type 2 est
précédee par 10 a 20 ans d’hyperinsulinisme euglycémique, conséquence de
I’insulino-résistance. La cellule béta qui était initialement sensible aux stimuli
insulino-sécréteurs devient progressivement moins sensible au glucose puis aux
autres stimuli hyperglycémiants. Cette insulino-déficience relative au début,
devient absolue lorsque la glycémie a jeun atteint environ 2g/L.

Le diabéte de type 2 est une forme insidieuse a développement lent qui apparait
généralement vers la cinquantaine chez les sujets atteints d'un syndrome
métabolique (Ndiaye et al, 2008 ; Raccah, 2004 ; Vischer, 2003). Le diabete
type 2 était considéré comme une pathologie exclusive de I’adulte. 1l s’agit
d’une maladie multifactorielle, ayant certes une influence génétique, mais pour
laguelle I’environnement, et en particulier I’inactivité physique, le surpoids et la
répartition abdominale des graisses sont des facteurs de risques majeurs. Or,
alors que I’obésité devient un probleme de santé publique dans le monde
industrialisé et chez I’enfant en particulier (Campagna, 2003), le diabete de type
2 est maintenant une pathologie que I’on peut rencontrer en pédiatrie et qu’il
faut pouvoir différencier du diabéte de type 1 (Kent, 2005 ; Campagna, 2003 ;
Raccah et al, 1999). Dans ce type de diabéte, I’insulino-sécrétion pancréatique
est déficitaire mais conservée. A cela, s’ajoute une utilisation périphérique de
I”insuline qui est perturbée soit par une modification des recepteurs a I’insuline

soit par modification de la structure de I’insuline elle-méme. Cette forme de
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diabete est retrouvée généralement chez I’adulte apres I’age de trente ans et
dans 90 % des cas chez les sujets obeses (Campagna, 2003 ; Raccah et al,
1999).

11.3.1. Physiopathologie du diabéte de type 2

Plusieurs facteurs interviennent dans I’étiopathogénie du diabete de type 2. Il est
probable qu’un individu hérite la susceptibilité de développer un diabéte de type
2 et qu’un ou plusieurs facteurs environnementaux soient déterminants pour en

favoriser I’expression clinique (Raccah et al, 1999).

11.3.1.1. Facteurs génétiques

La place des facteurs géneétiques est soulignée par les études familiales, la
concordance se situant selon les études entre 60 et 100 % pour les jumeaux
monozygotes. Le risque pour les apparentés au premier degré des sujets
diabétiques de type 2 de développer a leur tour un diabete de type 2 est
d’environ 40 %. Toutes les etudes convergent pour affirmer que le diabete de
type 2 est une maladie polygénique ; il existe sans doute un tres grand nombre
de genes de prédisposition au diabete de type 2. Différents genes ont pu étre
identifies comme des candidats potentiels (glucokinase, récepteur de I’insuline,
récepteur du glucagon, IRS1, glycogéne-synthétase), mais aucun de ces genes
n’est consideré comme un gene « majeur » du diabéte de type 2 (sauf pour les
formes de type MODY) (Sarfati, 2008 ; Raccah, 1999).

11.3.1.2. Facteurs métaboliques

o Insulino-résistance
Elle est définie comme une diminution d’efficacité de I’insuline comme facteur
d’utilisation du glucose ; elle s’accompagne d’un hyperinsulinisme (insulino-
sécrétion compensatrice). L’ insulino-résistance n’explique pas seule la survenue
du diabete de type 2, mais elle caractérise la plupart des diabétes de type 2 avec

obésité. L’insulino-résistance aggrave les troubles de I’insulino-sécrétion («
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épuisement pancréatique »). Un certain degré d’insulino-résistance est retrouve
dans de nombreuses situations cliniqgues en dehors du diabéete (obésité,
hypertension artérielle essentielle, grossesse) (Sarfati, 2008 ; Tchobrouisky,
1991).

L’insulino-résistance intéresse principalement les muscles striés squelettiques
(diminution de la captation du glucose, diminution de I’oxydation du glucose et
surtout du stockage sous forme de glycogene), le tissu adipeux (diminution de la
captation du glucose, lipolyse accrue avec libération excessive d’acides gras
responsables d’une mauvaise utilisation périphérique du glucose) et le foie
(diminution de la captation du glucose, augmentation de la production hépatique

de glucose).

o Mecanismes de I’insulino-résistance
Elle est a la fois génétiquement déterminée et favorisée par I’obésité. Son
mécanisme interne est multifactoriel. Schématiquement I’insulino-résistance est
due soit a des anomalies situées en amont des récepteurs a insuline, soit au sein
ou mieux et plus probablement en aval de ceux-ci, en particulier au niveau des
protéines IRS (IRS1/IRS2), substrats de récepteurs qui une fois stimulés
(phosphorylées) servent d’ancrage pour d’autres molécules de signalisation.
La phosphatidyl inositol-3 kinase (P1-3 kinase) est une molécule dont une
activation « anormale » conduit a un défaut de translocation des transporteurs de
glucose (Glut-4) depuis le compartiment intracellulaire vers la membrane
plasmique (Lutton et al, 1999).
Il existe :
- Des anomalies du nombre de récepteurs a I’insuline (I’hyperinsulinisme induit
une diminution du nombre de récepteurs a I’insuline « down-régulation »), ou
de I’affinité insuline-récepteur (avec réponse biologigue maximale conservée au

prix d’un hyperinsulinisme compensateur).
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- Des anomalies post-réceptrices avec altération de la réponse biologique
maximale. Au cours du diabete de type 2, ces anomalies coexistent, mais les
anomalies post-récepteur prédominent et sont d’autant plus marquées que
I’équilibre métabolique est mauvais. L’hyperglycémie chronique et I’exces
d’acides gras libres aggravent I’insulino-résistance, tout comme |’obésité ou
I’inactivité physique.

L’insulino-résistance du diabete de type 2 peut étre mise en évidence par de
nombreuses methodes (élévation du rapport insulinémie sur glycémie, test de
tolerance a I’insuline, clamp euglycémique hyper-insulinémique) (Sarfati,
2008).

11.3.1.3. Facteurs environnementaux

L’obesité augmente considérablement le risque de survenue d’un diabete de
type 2, particulierement lorsqu’il s’agit d’une obésité androide.

Une surcharge graisseuse, abdominale et préviscérale, méme en I’absence de
surpoids évident, est également un facteur de risque, la notion d’une prise de
poids de 15 a 20 kg par rapport au poids des 18-20 ans est souvent retrouvée
méme en I’absence d’obésiteé vraie.

L’obésitée androide est source d’insulino-résistance (diminution du nombre de
récepteurs membranaires a I’insuline).

La prévalence du diabete de type 2 augmente dans certaines populations, des
lors qu’elles changent radicalement de mode de vie (migration en zone urbaine,
abandon des activités traditionnelles etc.). L’inactivité physique est source
d’insulino-résistance. Des études d’interventions ont montré que I’augmentation
modérée de I’activité physique (30 a 45 minutes de marche par jour) dans un
groupe a risque prévenait ou retardait I’apparition d’un diabéte de type 2
(Sarfati, 2008).
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11.4. Stress oxydatif dans la pathologie du diabéte

A coté de I’hyperglycémie chronique, et la glycation non enzymatique des
protéines, un facteur tres important impliqué dans la genese de ces
complications du diabete est le stress oxydatif. En effet, le métabolisme
cellulaire normal produit de maniére continue de faibles quantités d’especes
oxygeénées activees dont font partie les radicaux libres (O,, OH', le peroxyde
d’hydrogéne (H,0,) et I’oxygéne singulet (*O,). Le patient diabétique présente
une surproduction des ROS (especes reactives de I’oxygene), une diminution
des antioxydants, ce qui génére un état de stress oxydatif élevé et une altération
des systemes de défense antioxydant qui semblent contribuer a I’initiation et a la
progression des complications a I’origine des micros et des macro-angiopathies
(Gardes et al, 2003 ; Dey lucey et al, 2002).

11.4.1. Oxydation par I’alloxane

L’alloxane est un composé organique basé sur un squelette de I’hétérocyclique
de la pyrimidine. Ce composé a une haute affinité pour I’eau existant sous
forme mono-hydratée. Les données caractérisant I'alloxane dans les conditions
standards sont les suivantes (Lenzen, 2008) :

Nom chimique : 2, 4, 5,6(1H, 3H)-pyrimidine tétraone monohydrate.

Structure chimique : C4H,N,04

Masse moléculaire : 160,09 g/mol.

Point fondant : 253°C

O
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o
Figure 6 : Structure chimique de I'alloxane.
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L’alloxane est un agent oxydant fort qui exerce une activité cytotoxique sur les
cellules B par le produit de sa réduction, I’acide diallurique (Lenzen, 2008 ;
Grankvist et al, 1981). Il établit un cycle d’oxydoréduction avec formation de
radicaux superoxydes, associé a I’internalisation de fortes doses de calcium
dans le cytosol provoquant ainsi la destruction rapide des cellules B (Lenzen et
al, 1996 ; Ammon et al, 1983). Cet effet délétere est inhérent a la vulnérabilité
de ces cellules au stress oxydatif en raison d’une part, de leur pauvreté en Cu®* /
Zn*, en super oxyde dismutase, en catalase et en glutathion peroxydase, d’autre
part au faible contenu en glutathion réduit (Grankvist et al, 1981). Cette fragilité
intervient dans les mécanismes qui conduisent a la destruction des cellules 3
sous l’effet d’agents diabétogenes comme I’alloxane (Lenzen et al. 1996 ;

Ammon et al, 1983 ; Grankvist et al, 1981).

11.4.2. Consequences biochimiques du stress oxydant

11.4.2.1. Oxydation des lipides

Les acides gras polyinsaturés sont les cibles privilégiées des ERO radicalaires
en raison de leurs hydrogenes bis-allylique facilement oxydables. Plus I’acide
gras est insaturé, plus il est susceptible d’étre peroxydé, c'est-a-dire dégradé par
un processus oxydant non enzymatique. Il s’agit d’un enchainement de
réactions radicalaires organisées en trois phases successives : I’initiation, la
propagation et la terminaison (Halliwell et Gutteridge, 2007 ; Halliwell et
Gutteridge, 1999).

La phase d’initiation consiste en la création d’un radical d’acide gras (Re) a
partir d’un acide gras (RH) par soustraction d’un atome d’hydrogéne provenant
d’un groupement methylene —CH,- bis allylique. Cette déshydrogenation peut
étre provoquée par un initiateur radicalaire tel que le *OH et le HOOe-. Le
radical lipidique Re subit ensuite un réarrangement moléculaire pour donner un
radical avec une structure de diéne conjugué, plus stable, qui peut réagir avec

une molécule d’O, et former un radical peroxyle (ROQOs) (Esterbauer et al
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1992). Ce radical est suffisamment réactif pour arracher a nouveau, un
hydrogene a un acide gras polyinsaturé voisin, propageant ainsi la réaction.

Il est généralement admis que chaque radical Re peut étre a I’origine d’une
centaine de molécules d’hydroperoxyde avant que survienne la phase de
terminaison. L’hydroperoxyde lipidique (ROOH) formé peut étre oxydé en
présence de métaux de transition divalents de Fe** ou Cu®*" et entrainer la
formation d’alcanes et d’aldéhydes toxiques dont le malonyldialdéhyde (MDA)
ou le 4-hydroxynonenal (4-HNE). La réaction en chaines peut étre interrompue
(phase de terminaison) par I’association de deux radicaux libres et la formation
d’un compose stable ou le plus souvent par la réaction du radical avec une
molécule antioxydante (Delattre et al, 2005).

La peroxydation de lipides fournit ainsi une grande variété de produits, dont
certains peuvent réagir avec les protéines et I’ADN. Parmi les produits formes
lors de la peroxydation lipidique, I’isoprostane, le malonyldialdéhyde (MDA) et
le 4-hydroxynonénal (4-HNE) ont été étudiés comme marqueur de la

peroxydation lipidique (Marnett, 1999).

11.4.2.2. Oxydation de I’ADN

Les ADN nucléaires et mitochondriaux constituent une cible cellulaire
importante. Cing classes principales de dommages oxydatifs de I’ADN mediées
par OHe peuvent étre générées. Parmi elles, les bases oxydées, les sites
abasiques, des adduits intra-caténaires, des cassures de brins et des pontages
ADN-protéines (Cadet et al, 2002). Les bases qui composent I'ADN, et
particulierement la guanine, sont sensibles a I'oxydation. L'attaque radicalaire
peut étre directe et entrainer I'oxydation des bases, engendrant un grand nombre
de bases modifiées. Mais le stress oxydant peut aussi attaquer la liaison entre la
base et le désoxyribose, créant un site abasique, ou attaquer le sucre lui-méme,
créant une coupure de chaine simple brin. Des dommages indirects peuvent

résulter de l'attague des lipides dont la peroxydation génere des aldéhydes
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mutageénes, formant des adduits sur les bases de I'ADN de type MDA-guanine
(Kebieche, 2009).

11.4.2.3. Oxydation des protéines

Les modifications oxydatives des protéines par les ERO provoquent
I’introduction d’un groupement carbonyl dans la protéine (Levine, 2002). Ces
réactions d’oxydation sont fréiguemment influencées par les cations métalliques
comme le Fe?* ou le Cu®*. Les réactions d’oxydation de protéines peuvent étre
classées en deux categories : d’une part, celles qui cassent les liaisons
peptidiques et modifient la chaine peptidique, et d’autre part, les modifications
des peptides par addition de produits issus de la peroxydation lipidique comme
le 4-HNE. De telles modifications conduisent genéralement a une perte de
fonction catalytiqgue ou structurale des protéines affectées (Levine, 2002) et
deviennent genéralement plus sensibles a I’action des protéases et sont donc
éliminées. L’oxydation de la cystéine est réversible mais peut également
perturber les fonctions biologiques du GSH ou de certaines protéines. Le réle
des protéines dans la cellule est tel que leur dysfonctionnement peut bouleverser

le fonctionnement cellulaire (Delattre et al, 2005).

11.4.3. Substances naturelles anti-oxydantes

Etant donné I’implication du stress oxydant dans la pathologie diabétique, il est
intéressant de considerer I’apport potentiellement bénéfique des antioxydants.
Du fait que les antioxydants agissent en synergie et de fagon a éviter un
éventuel deséquilibre de la balance antioxydants/pro-oxydants, il est souvent
souhaitable de les administrer en association (Sharma et al, 2000 ; Paolisso et al,
1993).
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11.4.3.1. La vitamine C

L’acide L-ascorbique ou vitamine C est consideré comme le plus important
antioxydant dans les fluides extracellulaires. C’est un piégeur tres efficace des
ions superoxydes, du peroxyde d’hydrogene, de I’hypochlorite, des radicaux
hydroxyles et pyroxyles, et de I’oxygene singulet. Le role antioxydant de la
vitamine C est basé sur sa réaction avec les radicaux peroxyles aqueux, le
produit formé étant le radical ascorbyle. En piégeant les radicaux peroxyles
dans la phase agueuse avant qu’ils initient la péroxydation lipidique, la vitamine
C protege les biomembranes et les lipoprotéines (Delattre et al, 2005 ; Richelle
et al, 2001).

11.4.3.2. La vitamine E

Le terme genérique de vitamine E designe en fait une famille constituée des
tocopherols et tocotriénols, la forme la plus active étant I’a-tocophérol. Cette
vitamine est décrite comme étant le principal antioxydant liposoluble dans le
plasma et les érythrocytes chez I’lhomme. Situé dans les lipoprotéines et dans les
membranes, 1’a-tocophérol est capable, d’une part, de piéger chimiguement
I’oxygéne singulet (*O,) en s’oxydant en quinone, d’autre part, de réagir avec le
radical hydroxyle (¢OH). Mais son principal réle biologique est de réagir avec
les radicaux peroxyles (ROOe) pour former un radical tocophéryle. L’a-
tocophérol est régéenéré essentiellement selon deux voies ; d’une part, la
vitamine C, ou I’acide ascorbique, est capable de réduire le radical tocophéryle,
d’autre part, une enzyme spécifique, glutathion dépendante, la tocophéryl
réductase, est capable de réduire le radical tocophéryle en ao-tocophérol
(Delattre et al., 2005).
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11.4.3.3. Le p-carotene

Le B-caroténe est apporté par I'alimentation. Il est doué de plusieurs capacités.
C’est un précurseur de la vitamine A et il capte lI'oxygéne singulet sous faible
pression d'oxygene. Avec les autres caroténoides, la vitamine A a le pouvoir de
terminer les réactions en chaines de lipoperoxydation. Il protege les structures

cellulaires contre lI'agression oxydante (Goudable et Favier, 1997).

11.4.3.4. Les polyphénols

Les vegétaux regroupent une grande variété de composes comprenant entre
autres les flavonoides, les anthocyanes et les tanins. Ce sont des composés
ubiquistes que I’on retrouve dans les plantes. lls attirent I’attention des
chercheurs depuis quelgues années a cause de leurs propriétés antioxydantes. En
effet, ils sont capables de piéger des radicaux libres, d’inhiber la peroxydation
lipidigue en réduisant les radicaux hydroxyles, superoxydes et peroxyles. lls
sont aussi capables de piéger les ions métalliques, car ils ont des propriétés
chélatrices (Delattre et al, 2005).

o Les flavonoides
v' Définition, classification et structure

Ce sont des composés phénoliques des végetaux qui constituent un groupe
d’une extréme diversité. Ce sont des pigments quasi universels des vegétaux
presque toujours hydrosolubles. Ils sont responsables de la coloration des fleurs,
des fruits et parfois des feuilles assurant ainsi la protection des tissus contre les
agressions des ultraviolets (Bruneton, 1993 ; Rajnerayanama et al, 2001 ;
Sakande, 2004 :).

Les flavonoides sont des dérives du noyau Flavone ou 2-Phényl chromone
portant des fonctions phénols libres, éthers ou glycosides. Le noyau flavone est

lui-méme un dérivé du noyau flavane de base (Bruneton, 1993)
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Les flavonoides se répartissent en quinze familles de composes, dont les plus
Importantes sont les suivantes : flavones, flavonols, flavanones, flavononols,
isoflavones, isoflavanones, chalcones, aurones et anthocyanes. Les composes de
chaque sous classe se distinguent par le nombre, la position et la nature des
substituants sur les deux cycles aromatiques A et B et le cycle intermédiaire.
Les flavonoides se rencontrent a la fois sous forme libre ou sous forme
d’hétérosides qui résultent de la combinaison du groupe réducteur d’un ose avec
une substance non glucidique : I’aglycone ou la génine, avec élimination d’eau.
La partie osidique peut é&tre mono-, di- ou trisaccharidique. La partie glycarique
est formée soit d’hexoses (D-glucose, D-galactose, D-allose...) ou pentoses (D-
apiose, L-arabinose, L-ramnose...) ou avec des acides (D-glucuronique, D-
galacturonique...). La partie osidique peut étre linéaire ou ramifiée. La liaison
génine-ose existe entre un hydroxyle phénolique ou d’un hydroxyle de
I”hétérocycle oxygéne et un —OH ou un —CH de la fonction hemiacétalique du

ou des oses. On obtient alors des O-hétérosides ou des C-hétérosides (figure 7).
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O-hétéroside C-hétéroside

Eutine

Figure 7 : Structure chimique de deux flavonoides O- et C-hétéroside

Il existe différentes genines :

i

(@) : flavone (b) : isoflavone

Figure 8 : Exemple de deux structures de flavonoides
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v Propriétés anti oxydantes des flavonoides

Les polyphénols et surtout les flavonoides sont des antioxydants puissants
susceptibles d’inhiber la formation des radicaux libres et de s’opposer a
I’oxydation des macromolécules (Van Acker et al, 1996). En effet, les
flavonoides sont des piégeurs efficaces des radicaux libres les plus prooxydants,
particulierement impliqués dans la peroxydation lipidique, puisqu’ils
préviennent comme cette derniere comme I’a-tocophérol. Ils formeraient des
especes radicalaires intermédiaires peu réactives (Laughton et al, 1989 ; Puppo,
1992). De plus, ils ont une activiteé chélatrice des métaux tels que le cuivre et le
fer qui, a I’état libre, peuvent étre a I’origine de la production de radicaux libres
par les réactions de Fenton et d’Haber-Weiss (Van Acker et al, 1996 ; Puppo,
1992). Les flavonoides sont de puissants inhibiteurs de I’oxydation des LDL
(De Whalley et al, 1990 ; Laughton et al, 1989).

0 Les tanins
v' Définition, classification et structure

Les tanins sont des substances d’origine végétale qui ont la propriéeté de
transformer la peau fraiche en un matériau imputrescible, le cuir (Bruneton,
1999). Cette propriété de tanner provient de la création de liaisons entre les
molécules de tanins et les fibres de collagene de la peau. Ce sont des
polyphénols de masse moleculaires allant jusqu’a 20 000 Da (Hagerman, 2002).
Selon leur structure biochimique, il est usuel de distinguer deux classes de
tanins : les tanins hydrolysables (THs) et les tanins condensés (TCs) (Brunet,
2008 ; Muller-Harvey, 2001).
La structure chimique des tanins présente de nombreux groupements hydroxyles
et phénoliques qui leur conférent la proprieté de former des complexes avec de
nombreuses macromolécules telles que des protéines et des hydrates de
carbones, ou encore avec des ions métalliques (Bravo, 1998 ; Mueller-Harvey et
Mc Allan, 1992).
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Acide gallique Béta-penta-O-galloyl-D-glucose

Figure 9 : Structures de I’acide gallique et d’un tanin gallique (Brunet, 2008)

v Propriétés anti oxydantes des tanins

De nombreux tanins présentent des propriétés anti-oxydantes par le piégeage
des radicaux libres ou encore par I’inactivation des ions pro-oxydantes (Lim et
al, 2007 ; Bruneton, 1999). Grace a leurs fonctions phénoliques, qui ont un fort
caractere nucléophile, les tanins sont d’excellents piégeurs de radicaux libres.
Les radicaux libres tels le fer et le cuivre sous forme libre, sont des especes
chimiques instables trés réactives. lls s’attaguent a I’ADN et perturbent le
processus de réplication, induisant des mutations cancérigenes (Brunet, 2008 ;
Ellis, 2001 ; Richelle et al, 2001).

I1.5. Phytothérapie antidiabétique

Le contr6le adéquat quotidien de la glycémie est tres difficile a atteindre dans la
plupart des cas ce qui conduit a long terme a I'émergence de complications tres
sérieuses. L'essor récent de la phytothérapie offre une opportunité pour trouver
des molécules naturelles susceptibles d'exercer des effets bénéfiques sur la
régulation du métabolisme glucidique en évitant les effets secondaires des

substances synthétiques (Eddouks et al, 2007). Pour pallier aux effets
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secondaires des traitements antidiabétiques, la recherche de nouveaux
médicaments, a partir de plantes utilisées traditionnellement contre le diabete, se
sont multipliées ces dernieres anneées. En effet, les guanidines furent extraits
pour la premieres fois a partir de Galega officinalis, qui constituent une source
naturelle pour la I’hémi-synthése des biguanides les moins toxiques que les
guanidines (Dey lucey et al, 2002). D’autres composés vegétaux montrent une
activité biologique, antidiabétique.

Il a été montré que les flavonoides ont une action inhibitrice de I’aldose
réductase. Cette enzyme convertit le D-glucose en sorbitol. Des travaux ont
porté sur une quarantaine de flavonoides et substances apparentées (flavones,
flavanones, isoflavones, catéchines...) qui se sont montrés tous inhibiteurs « in
vitro » de I’aldose réductase a des concentrations variantes.

Tomas-Barberan et coll (1986), ont étudié I’activité inhibitrice de quinze
flavonoides provenant de différentes plantes de la famille des Labiaceae vis-a-
vis de I’aldose réductase de cristallin des rats. A quelques exceptions preés, tous
ces composes se sont montres inhibiteurs plus ou moins puissants de I’aldose
réductase. Et que le plus intéressant est I’axillarine ou le 5,7,3”,4’-tétrahydroxy-
3,6-diméthoxyflavone. Les flavones sont les meilleurs inhibiteurs de I’aldose
réductase de tous les dérivés flavoniques. Dans ce groupe des flavones, les

hétérosides sont les plus actifs que les génines correspondantes.

0 Substances naturelles et plantes antidiabétiques

Momordica charantia (CUCURBITACEAE)
Les differents organes de la plante et particulierement le fruit sont utilisés pour
le traitement du diabéte (Karunanayake et al., 1990 ; Rivera, 1942)

Principes actifs:

e polypeptide P (polypeptide) (Marles and Farnsworth, 1995)
- Une administration sous cutanée du polypeptide P, chez des diabétiques de
type 1, entraine une action insulinomimétique.
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e Charantine (hetérosides stéroides) Dey Lucey et al, 2002)
Des études ont rapporté que:
- Le jus de M. charantia peut améliorer la tolérance au glucose chez les
diabétiques de type 2 (Welihinda et al, 1986).
- L’extrait aqueux de M. charantia diminue la glycémie post prandial avec une
réduction du taux de I’hémoglobine glycosylée (Srivastava et al, 1993).
- Il augmente I’utilisation hépatique du glucose et inhibe la néoglucogeneése, il
réprime I’insulinorésistance en augmentant le taux des transporteurs

membranaires de glucose (Al-Achi, 2005).

Trigonelle foenumgrecum :
Principes actifs:
e Trigonelline (Alcaloide) (Dey Lucey et al, 2002; Marles and
Farnsworth, 1995).
Les extraits bruts ont montré les effets suivants :
- Diminution de la glycémie post prandiale.
- Diminution du taux de glucagon, somatostatine, insuline, cholestérol total et
des triglycérides
- Augmentation du taux d’HDL Cholestérol (Ribes et al, 1984).

- Resensibilisation des cellules a I’action de I’insuline (Al-Achi, 2005).

Allium cepa et Allium sativum (LILIACEAE)
Elles sont utilisées comme hypoglycémiant. La drogue est constituée par le
bulbe de la plante.
Principes actifs: ce sont des dérives de la cystéine (Al-Achi, 2005 ; Dey Lucey
et al, 2002 ; Marles and Farnsworth, 1995 ; Augusti, 1975).

o Allyl propyldisulfide (Allium cepa)

e Diallyl disulfide oxide ou Allicine (Allium sativum)
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- Ces deux composes (dérivés de la cystéine) sembleraient agir par compétition
avec I’insuline sur son récepteur (Al-Achi, 2005 ; Dey Lucey et al, 2002 ;
Marles and Farnsworth, 1995).

- L’insuline est une protéine disulfurée inactivéepar les albumines et autres
composés riches en groupement —SH. Ainsi, I’ Allyl propyldisulfide deplacerait
ces composes par phénomene de compétition avec I’insuline pour le
groupement —SH, produisant une potentialisation de I’effet de I’insuline qui

préviendrait les augmentations d’acides gras (Augusti et Benaim, 1975).

Panax ginseng

Principes actifs :
e Ginsenoside (Heétéroside stéroidique)
- Cette plante provoquerait une augmentation du nombre de transporteurs de

glucose, une stimulation de la synthése de I’insuline (Al Achi, 2005).
Blighia sapida (SAPINDACEAE)

La drogue est constituée par le fruit. Deux principes actifs ont été isolés des
graines.
Principes actifs:

e Hypoglycine A

e Hypoglycine B
- Les hypoglycines ont une action hypoglycémiante certaine qui est
independante de la présence du pancréas et des glandes surrénales.
- L’hypoglycine A est deux fois plus active que I’hypoglycine B.
- L’hypoglycine A inhibe la formation glycogene hépatique a partir du glucose
(Holt et al 1966).
- Les hypoglycines bloqueraient I’oxydation des acides gras a longues chaines
en inhibant les béta-oxydations. L’organisme utiliserait alors d’autres voies pour

produire son énergie, en I’occurrence il va oxyder de grandes quantités de
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glucose d’ou la diminution du glycogene hépatique et une baisse de la glycémie
(Holt et al 1966).

Catharanthus roseus (APOCYNACEAE)
Tous les organes sont utilisés dans la médecine populaire. La partie aérienne est
surtout réputée antidiabétique. Dans tous les pays, I’infusion des feuilles est
utilisée dans le traitement des diabétiques et donne une amélioration plus ou
moins notable des symptémes de la maladie (Farnsrworth, 1961).
Principes actifs : ce sont des alcaloides
e Lochnerine et Leurosine : ont une action hypoglycémiante de longue
durée caracterisée par un debut lent.
e Vindoline et Leurosine : exercent a doses égales une action plus puissante
que celle du Tolbutamide.
e Isovindoline (chlorhydrate) est le plus hypoglycémiant des alcaloides
expérimentés. 1l exerce a dose égale, une action presque aussi puissante

que celle de I’ Acétohexamide (Farnsrworth, 1961).

Eugenia jambolana (MYRTACEAE) (Sharma et al 2008)

Divers organes tels que les feuilles, écorces et fruits sont utilisés comme drogue
dans le traitement de maladies variées. La semence embryonnée sert
spécialement dans le traitement du diabete.

- Une ingestion de 75 cg/jour de poudre de la graine entraine non seulement une
ameélioration nette des signes cliniques et biologiques de la maladie diabétique,
mais aussi une disparition de la cétose qui est une complication grave du diabéte
(Berhaut, 1967)

Momordica charantia (CUCURBITACEAE) (Kerharo, 1976).
Tous les organes sont utilisés, mais surtout le fruit, dans le traitement du
diabete.

Principes actifs :
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e Momordicine

e Charantine

Sclerocarya birrea (ANACARDIACEAE)
La drogue est constituee de feuilles d’une part et d’écorces de tronc ou des
racines d’autre part.
Des tanins galliques et catéchiques ainsi que des flavonoides ont été mis en
évidence dans les feuilles. Ces derniers sont précisément des hétéromonosides
(glucose ou rhamnose), du Kaempférol et du quercétol.
Principes actifs :

e Kaempferol

e Quercétol
- La poudre de feuilles est depourvue d’activité chez le rat a glycémie normale,
par contre I'activité hypoglycémiante est nette chez I’animal hyperglycémique,
elle est proportionnelle a la dose administrée et I’hyperglycémie moderée
s’annule pratiquement pour des doses de 1g/kg (Giono-Barber, 1971).
- une particularité de la plante est signalée (Gueye, 1973): son administration a
des rats hypoglycémiques entraine une augmentation du taux de sucre sanguin.
Il apparait donc que la drogue agit sur un systeme régulateur de la glycémie,
lequel est d’abord hyperglycémiant. Cependant, son mécanisme d’action exact

n’a pu étre détermine.

Scoparia dulcis (SCROFULARIACEAE)
La drogue est constituée de la plante entiere.
Des traces d’alcaloides ont éeté signalées dans les feuilles de Scoparia dulcis, et
aussi une substance amere insoluble. Par ailleurs, d’autres chercheurs ont fait
état de la présence de triterpénoides dans les feuilles, tiges et racines (Kerharo,
1976).
Principes actifs :

e Amelline
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- L’activité antidiabétique a eté signalée par Nath et Banerjee (1943). En effet,
aprés avoir extrait I’Amelline de la plante, elle a été utilisée dans des
experiences qui se sont averées concluantes. Ainsi, par voie orale, a raison de 15
a 20 mg/jour, I’Amelline produit une chute lente de la glycémie, alors que la
glucosurie tombe graduellement a zéro.

Sur 15 malades traités régulierement par administration buccale d’Amelline, on

a assisté a une régression des signes du diabete (Nath et Banerjee, 1943).

Tecoma stans (BIGNONIACEAE)
La drogue est constituée de feuilles.
Principes actifs :

e Técomine (alcaloide)

e Técostamine (alcaloide)
- L’extrait de feuilles entraine une amélioration des symptomes du diabete et
une régression de la glycémie.
- Apres la decouverte de la técomine et de la técostamine, leur action
hypoglycémiante fut confirmée et semble étre comparable a celle du
tolbutamide.
- on a découvert qu’en méme temps que les principes hypoglycémiants
n’agissent qu’en présence d’un minimum de cellules béta actives, mais le

mécanisme d’action exact n’a pu étre elucidé (Hammouda et al, 1963)

Terminalia macroptera (COMBRETACEAE)
Ce sont les écorces des racines qui renferment des flavonoides qui sont utilisés

pour I’activité antidiabéetique (Diouk, 1991).

Cassia occidentalis L (CESALPINIACEAE)
La drogue est constituée de graines.

Les principes responsables de I’activité hypoglycémiante sont des alcaloides
(Seck, 1991)
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Ranunculus repens L (RANUNCULACEAE)

La drogue est constituée de feuilles. Les jeunes pousses de feuilles sont utilisees
en décoction et en infusion dans le traitement du diabete sucré (Kebiech, 2009).
Les principes responsables sont des flavonoides.

- L’évaluation de I’effet antihyperglycemique des extraits

de flavonoides chez les rats a mis en évidence une tolérance élevée des tissus au
glucose, ce qui attribue une action insulinomimique a ces substances qui
stimulent la néoglycogenese favorisant ainsi le stockage du glucose.

- Par ailleurs, il a été observé que les flavonoides de R. repens stimulent la
secrétion de I’insuline qui internalise le glucose dans le foie et qui le transforme
en glycogene.

- Les résultats obtenus de I’étude de [I’activité préventive des extraits
flavonoidiques comme la quercétine possedent également un pouvoir
chémoprotecteur de ces composes contre I’effet délétere et diabétogene de
I’alloxane qui se manifeste par le maintien de I’équilibre redox des cellules
pancreatiques malgré I’effet prooxydant et cytotoxique de I’alloxane (Kebiech,
2009).

Ciminum nigrum Linn (OMBELLIFERES) (Ahmad et al, 2000)
La drogue est constituée de graines. Ces graines sont utilisees comme
expectorant, antihelminthique, diurétique, galactagogue, carminative et
antidiabétique.

e Les principes actifs des flavonoides.
- Selon Ahmad et al (2000), les flavonoides de Ciminum nigrum ont un effet

hypoglycemique chez des lapins normaux et diabétiques ;

Phyllanthus sellowianus Muller (Hnatyszyn et al, 2002)
La drogue est constituée d’ecorces de tiges.
e Les oprincipes actifs sont des composés flavoniques (Rutine,
Isoquercétine).
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- Les fractions butanoliques et aqueuses administrées a une dose égale a 200
mg/kg a des souris entraine une reduction significative de la concentration du
glucose dans les 6 a 9 heures.

- La réduction du glucose dans le sang obtenue est identique a I’effet
hypoglycemique du glibenclamide a 10 mg/kg qui est utilisé comme référence
pour I’activité hypoglycémique.

- L’analyse phytochimique des fractions révele la présence de composés

flavoniques. La rutine et I’isoquercétine y sont majoritaires.

Conclusion partielle

Les plantes médicinales revétent un enjeu particulier pour les pays de tiers
monde. Ces végétaux accumulent des métabolites secondaires qui représentent
une source importante de molécules utilisables par I’lhnomme en particulier dans
le domaine pharmacologique. Beaucoup de plantes sont utilisées dans la
phytothérapie antidiabétique.

Icacina oliviformis possede differentes propriétés dont la plupart sont connues
en médecine populaire. Le plus souvent ces propriétés n’ont pas fait I’objet de
recherches tres poussées pouvant conduire a la détermination de molécules
responsables de ces activités. Les feuilles de Icacina oliviformis auraient des
propriétés antidiabétiques et c’est pourquoi nous nous proposons dans le cadre
de ce travail d’identifier les fractions actives et de déterminer la structure des

molécules qui seraient responsables de cet effet.

46



DEUXIEME PARTIE : ETUDE EXPERIMENTALE

Une étude phytochimique et pharmacologique ont eté réalisée sur les feuilles de Icacina
oliviformis. La récolte des feuilles de Icacina oliviformis a éte faite aux mois de février
2010 et 2011 en Casamance dans I’enceinte de I’Université de Ziguinchor ou elle pousse
spontanément.

Au plan chimique :

Apres extraction de la poudre de feuilles, les composés de la fraction ethanolique brute
(FEB) ont été séparés sur colonne de silice avec deux systemes d’eluant. La fraction
éluée a I’acétate d’ethyle/méthanol (FAEM) évaporée a sec est soumise a des méthodes
d’analyses spectroscopiques (HPLC, RMN, IR, MS) ce qui a permis d’isoler trois
molécules et de déterminer les structures. Il s’agit de deux nouveaux flavonoides C-
glycosylé (AG2 et AG3) non connues des bases de donnés et le trans (S, E)-(-)-
Clovamide (AG4). La CCM a montreé outre les flavonoides, la présence de tanins dans la
FEB et la FAEM.

Au plan pharmacologique :

Les tests ont été réalises chez des rats normo-glycémiques, sur un test de tolérance au
glucose et chez des rats diabétiques de type 2. La méthode a la glucose oxydase été
utilisée pour doser le glucose sanguin. Chez des rats normo-glycémiques, la FEB (150
mg/kg, per os) entraine une baisse du glucose sanguin (0,57 + 0,03 g/L vs 0,68 + 0,03
g/L) (p< 0,05 ; n = 5). Sur un test de tolérance au glucose, la FEB (150 mg/kg, per 0s) et
la FAEM (150 mg/kg, per os) préviennent de fagon significative I’apparition d’un pic
d’hyperglycémie. Chez des rats diabétiques de type 2, I’administration quotidienne de la
FAEM (150 mg/kg, per 0s) entraine un effet anti-hyperglycémiant au bout de 8 jours de
traitement.

La FAEM est anti-hyperglycémiante sur des modeles d’hyperglycémie temporaire et
chronique. Cela pourrait justifier I’utilisation traditionnelle de feuilles de Icacina
oliviformis pour traiter le diabete de type 2.
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Chapitre 3: ETUDES PHYTOCHIMIQUES DES FEUILLES DE ICACINA
OLIVIFORMIS (POIRET) RAYNAL (ICACINACEAE)

|I. Extraction et fractionnement

I.1. Matériel

1.1.1. Matériel vegétal

Il est constitué de poudre de feuilles de Icacina oliviformis récoltées au mois
de février 2010 et 2011 en Casamance dans I’enceinte de I’Université Assane
Seck de Ziguinchor ou elle pousse spontanément. Elles ont été identifiées et
séchees pendant 3 semaines a la tempeérature ambiante au laboratoire de
pharmacognosie de la Faculté de Médecine et Pharmacie de I’Université de
Cheikh Anta Diop de Dakar (UCAD). Un spécimen est déposé a I’herbier du
laboratoire de pharmacognosie. Apres récolte et séchage, la drogue a été broyée
a l'aide d'un broyeur de type Bradender OHG Duisburg. La poudre fine ainsi
obtenue apres pulvérisation a été utilisée comme matiére premiére pour faire

I’extraction.

1.1.2. Matériel de laboratoire
v" Balance électronique de précision type SARTORIUS ;
Ballon, Bécher, Erlenmeyer, fiole ;
Papier filtre, Entonnoir ;
Evaporateur rotatif, ballon rodé ;
Etuve, dessiccateur, verre de montre ;

Eau distillée ;

DN N N N N

Solvants organiques : cyclohexane, chloroforme, dichloromeéthane,
éthanol, méthanol, acétate d’éthyle

v" Colonne, silice.
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1.2. Méthodes

1.2.1. Extraction par des solvants de polarité croissante

Un épuisement de la drogue a été réalisé par des solvants de polarité croissante
avec successivement de I’hexane, du dichlorométhane, de I’éthanol et de I’eau
(figure 10). En effet, 230 g de poudre sont introduits dans un ballon de 2 litres
contenant 500 ml de solvant et le tout porté a ébullition a reflux pendant 4
heures. Apres refroidissement et filtration, le filtrat ainsi obtenu est évaporé a
sec par un rota-vapor, et est mis dans un verre de montre et placé dans un
dessiccateur pour une évaporation complete du solvant d’extraction. Le marc
issu de I’extraction hexanique est repris successivement dans les mémes
conditions que précédemment par 500 ml de dichlorométhane, d’éthanol puis
d’eau. Les filtrats obtenus donnent respectivement aprés évaporation les

fractions dichlorométhanique, éthanolique (FEB) et aqueuse (FA).
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Poudre (230 g)

Hexane (500 ml)

A 4

Marc (séché)

Dichlorométhane (500 ml)

A 4

Extrait Dichlorométhane

Evaporation

Fraction

Dichlorométhanique

Marc (séché)

A 4

Extrait Hexanique

Ethanol (500 ml)

Evaporation

A 4

Fraction hexanique

A 4

Marc (séché)

Eau (500 ml)

v

Extrait aqueux

Evaporation

A 4

Fraction Aqueuse
(FA)

|
v

Marc (séché)

A

Extrait éthanolique

Evaporation

|

Fraction Ethanolique
(FEB)

Figure 10 : Schéma de I’extraction des feuilles de Icacina oliviformis
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1.2.2. Fractionnement de la FEB sur colonne de silice

8 g du résidu sec de la fraction éthanolique brute (FEB) sont fractionnés par
chromatographie sur gel de silice (34 cm) au laboratoire de chimie et physique
des matériaux (LCPM) de I’Université de Ziguinchor. L’élution est faite avec
1litre suivant un gradient de polarité croissante successivement par un melange
de solvants avec Acétate d’éthyle / Cyclohexane (3 : 7 v/v) ; Acétate d’éthyle
(AE) / Cyclohexane (7 : 3 v/v) et Acétate d’éthyle / Méthanol (9:1 v /v). Les
trois phases obtenues successivement ont été évaporées séparement a Ssec
(Figure 11).

Colonne (FEB + Silice)

FAEC <+—— | Elution avec AE/cyclohexane (3 :7)

FAEC <«— | Elution avec AE/cyclohexane (7 : 3)

FAEM <«—— Elution avec AE/méthanol (9 : 1 v/v)
v

Figure 11 : Schéma du fractionnement de la FEB

FAEC : Fraction acetate d’éthyle /cyclohexane

La fraction Acétate d’éthyle / méthanol (FAEM) ainsi obtenue a été utilisée
pour I’identification des molécules et mais aussi pour les tests

pharmacologiques.

I1. Identification des principes actifs
Deux principales méthodes ont été utilisees :
v Une chromatographie sur Couches Minces (CCM) ;
v Une méthode d’analyses spectrales : UV, IR, HPLC, RMN et SM.
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I1.1. Caractérisation de la FEB et FAEM par CCM

11.1.1. Materiel

Plaques Silicagel (E.Merck, Darmstadt, 60F,s; de dimension 5 x 10 cm
d’épaisseur 0,5 mm), cuve chromatographique, étuve, lampe UV, solvants
(méthanol, chloroforme, diéthylamine, acétate d’ethyle, eau, acide acétique,

AICl5), Cinchonine, Quercetine, Acide Gallique.

11.1.2. Méthodes

La FEB et la FEAM retenues apres bioguidage pharmacologique sur I’activité
antidiabétique ont été analysés par CCM. En effet, 20 mg de la FEB et FAEM
ont éete dissous séparément dans 5 ml de méthanol. Les solutions ainsi obtenues

sont utilisées pour faire la caractérisation.

11.1.2.1. Caractérisation des flavonoides

Quelques microlitres de la solution de FEB, de FAEM et de Quercétine (Q) ont
été déposes sur une plague chromatographique. Apres séchage a I’air libre, la
plague était ensuite introduite dans une cuve chromatographique contenant le
solvant de migration (éluant). L’éluant est composé d’un mélange d’acide
acétique /eau (7,5 : 50, v/v). Aprés migration, la plague a été révélée par une
solution de chlorure d’aluminium (AICl3) a 5% dans le mélange eau / méthanol
(1:1, viv).

Apres séchage, la plaque est observée sous la lumiere ultra-violette U-V.
L’observation de spots a fluorescence jaunatre correspondant aux molécules de

flavonoides, permet de déterminer les rapports frontaux (Rf) de chaque spot.

11.1.2.2. Caractérisation des tanins

Comme précédemment, apres dép6t de quelques microlitres de la solution de la
FEB, de la FAEM et de I’acide galligue (Ag), ces produits ont été élués avec un
mélange de solvants composes d’acetate d’ethyle / méthanol / eau (40 : 8 : 5,

v/v). La révélation a été faite par une solution de chlorure ferrique (FeCls) a 2%.
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L’observation de spots de couleur bleu noire correspondant aux molécules de

tanins, permet de déterminer les rapports frontaux (Rf).

11.1.2.3. Caractérisation des alcaloides

Le dép6bt se fait de la méme maniere que pour les tanins et les flavonoides avec
comme téemoin la Cinchonine. L’élution a été faite avec une solution de
chloroforme / diéthylamine (45 : 5, v/v), la révélation a été faite en versant une
solution du réactif de Dragendorff sur la plaque qui est ensuite séchée a I’air
libre. Une observation de taches de couleur rose correspondant aux alcaloides

permet de déterminer les rapports frontaux (Rf).

11.2. Analyses spectrales

Apres avoir isolé une substance naturelle, le probleme se pose d’identifier ce
produit ¢’est-a-dire de déterminer sa formule aussi complete que possible. Pour
ce faire, plusieurs méthodes peuvent étre utilisées. Actuellement, celles qui
donnent plus d’informations sur la structure sont les analyses spectroscopiques
de masse (SM) et de résonance magnétique nucléaire (RMN) couplées a la
chromatographie liquide haute performance (HPLC). A coté des ces méthodes,
nous avons la spectrométrie d’absorption (ultra violet et infra rouge) qui donne
moins d’informations. Les spectres infra rouge, bien que fournissant moins
d’informations que la RMN et la spectrométrie de masse, donne un spectre
complexe qui est un reflet de tous les deétails de la structure moléculaire.
Convenablement interprétés, ils fournissent sur les molécules étudiées, des
renseignements qui peuvent étre trés précis. Les spectres IR contrairement aux
spectres ultra violet sont individuels (spécifiques) en ce sens que seules deux
molécules parfaitement identiques peuvent avoir exactement le méme spectre.
Les spectres UV ne sont intéressants que pour certains groupes chimiques
présentant des insaturations. C’est ainsi que la spectrométrie UV contribue de

fagon importante a I’identification des flavonoides.
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11.2.1. Spectrometrie d’absorption (UV, IR)
11.2.1.1. Principe de la spectrométrie UV-visible
C’est une spectrométrie qui a pour base I’absorption d’énergie dans 'UV et le
visible. On distingue :
o L’UV lointain dont la longueur d’onde varie de 100 a 200 nm et I’énergie
absorbée comprise entre 140 et 280 Kcal.mol-1 ;
o L’UV proche : entre 200 et 400 nm, énergie entre 80 et 140 Kcal.mol-1 ;
o Le visible : entre 400 et 800 nm, energie entre 35 et 80 Kcal.mol-1.
Les bandes d’absorption observees sur le spectre dans I’UV correspondent a la
présence dans la molécule de groupement non saturés. L’UV ne donne que des
renseignements sur le degré d’insaturations d’une molécule d’ou la nécessité

d’utiliser d’autres méthodes pour avoir de plus amples informations.

11.2.1.2. Principe de la spectrométrie Infra-Rouge (IR)

C’est la spectrometrie vibrationnelle et rotationnelle. Notons cependant que la
vibration est le phénomeéne le plus important. Une molécule soumise a une
radiation IR absorbe une partie de cette irradiation conformément a la loi de
Beer-Lambert et commence a vibrer.

A chaque groupe d’atomes susceptibles d’entrer en vibration ou en rotation a
une longueur d’onde donnée correspond une bande d’absorption caractéristique
des liaisons chimiques présentes dans ce composé. L’absorption d’une radiation
infra rouge aura pour effet de faire vibrer successivement les liaisons des
atomes présents dans une molécule. Cette absorption conduit au spectre IR qui

bien interprété permet d’identifier les fonctions présentes dans le composé.

11.2.1.3. Matériel
o Spectrometre UV
o Spectrometre Moyen Infrarouge (IR) a Transformée de Fourier TENSOR

27 a été utilisé. Le systeme optique comprend :
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v" RockSolid, Interférometre a miroirs en coin de cube, systéme a
alignement permanent.

v Domaine de mesure 8000-340 cm-1

v" Résolution meilleure que 0,9 cm-1

v Optique: compacte, scellée et desséchée pour travailler sous atmosphére
stabilisée avec compartiment echantillon indépendant

v Compartiment échantillon: grand volume 255 x 270 x 160mm (I x p x h)

v" IntelliSense, reconnaissance automatique des composants optiques
(sources, détecteurs, séparatrices, laser)

v' Polarimétre.

11.2.2. Chromatographie liguide haute performance (HPLC)

11.2.2.1. Principe

C’est une chromatographie de partage ou d’adsorption caractérisée par la
finesse des particules de la phase solide (phase stationnaire), ceci nécessite a cet
effet une forte pression pour obtenir un écoulement de la phase mobile
(Bassene, 2012).

11.2.2.2. Matériel

v" HPLC analytique: colonne LUNA 5 p, C18 (2) 100A, 250 x 4,6 mn

v HPLC semi préparative: colonne LUNA 5 p, C18 (2) 100A, 250 x 15 mn
Avec un CLHP chaine DIONEX comprenant différents éléments :

v Une pompe : ultimate 3000 pump,

v Un injecteur : ASI-100 Automated Sample,

v Un four : STH585 column Oven,

v" Un détecteur: UVD340S,

v Un logiciel d'acquisition : Chromeleon 6.8,
v

Une température de colonne égale a 30°C,
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v" Un solvant d’élution : Eau + acide trifluoroacétique (TFA) (0,025%)
(solution A) / CH3CN (solution B) dans un rapport de 20% d’aceétonitrile
en isocratique,

v Une injection par 100 pl d’une solution de FAEM de C = 100mg/ml.

11.2.3. Spectromeétrie de résonance magnétique nucléaire (RMN)
11.2.3.1. Principe
La RMN est une technique basée sur [I’absorption de rayonnement
électromagnétique par la matiere. Elle renseigne sur la formule développée d’un
composé chimique. Chagque noyau atomique posséde une charge en rotation
appelée spin. Un noyau est observable en RMN s’il présente des proprietés
magnétiques caractérisées par I’existence d’un nombre de spin | non nul
(Silverstein et al, 2007 ; Clayden et al, 2003).
Lorsque des noyaux & spin non nul (*H, °C, N, 'O, *°F et *'P) sont placés
dans un champ magnetique, ils prennent différentes orientations correspondant a
des niveaux d’énergie basse et élevée. La transition du niveau d’énergie basse a
celui d’énergie haute se fait par absorption d’une radiation. Il existe des valeurs
particulieres du champ magneétique et de la frequence pour laquelle une
transition est observée. On dit que les noyaux entrent en résonance. La RMN
consiste a faire varier I’orientation en induisant des transitions entre les
différents niveaux énergétiques (Silverstein et al., 2007 ; Clayden et al., 2003).
Les atomes plus classiquement étudiés en RMN sont *H et **C qui ont un spin |
égal a %.
Le spectre RMN permet I’établissement de la structure moléculaire d’un
composé par la détermination de la nature et de I’environnement des atomes en
résonance. L’analyse des spectres RMN fait appel a 3 éléments :

- Déplacement chimique : lié entre autre a la densité électronique du noyau

et rend compte des écarts entre les signaux obtenus pour les noyaux de la

méme espece mais soumis a des environnements différents.
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- Couplage spin spin: rend compte de I’interaction entre les différents
protons voisins au niveau du signal d’un type de proton. Il permet
également d’identifier les protons qui se couplent réciproquement a partir
de la constance de couplage.

- Intégration des signaux du spectre: elle rend compte de la
proportionnalité entre le nombre de protons responsables des signaux et la
surface des signaux.

o Déplacement chimique (Koehn et Carter, 2005).

Le déeplacement chimique est noté « 6 » et exprimé en parties par million (ppm).
Il permet d’avoir une idée du groupement chimique dans lequel se trouve le
proton ou le carbone.

Le TMS (tétraméthylsilane : Si(CHs)4) est utilisé comme référence car sa
résonance se produit a un champ plus fort que dans la plupart des cas. Son pic
d’absorption est situé a I’extréme droite du spectre et correspond a I’origine de
I’échelle de mesure des déplacements chimiques. Le TMS est choisi en raison
de sa bonne sensibilité due a ses 12 protons équivalents. De plus, inerte et tres
volatile, le TMS peut étre facilement éliminé au moment de la recupération du
produit.

Le déplacement chimique d’un proton correspond a la différence de valeur du
champ pour lequel il résonne et I’origine de I’échelle.

Le proton possede une trés haute sensibilité mais I’ inconvénient majeur est que
son spectre présente une échelle trés étroite de ses déplacements chimiques. Par
contre 3C & I’opposé du spectre RMN du proton, a une grande échelle de
déplacements chimiques mais une intensite tres faible.

Signalons que le solvant de dissolution de la molécule a analyser par RMN ne

doit pas comporter de protons (exemple chloroforme deutéré : CDCly)
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- RMN bidimensionnelle
En RMN bidimensionnelle les taches observees correspondent a des interactions
entre noyaux. S’il s’agit d’une interaction ‘H-'H, on parle de corrélation
homonucléaire. Si deux noyaux de natures différentes interagissent, on a une

corrélation hétéronucléaire (*H-°C).

- HSQC (Heteronuclear Single Quantum Correlation Spectroscopy)
Le spectre du proton est inséré horizontalement et celui du **C verticalement.
Les taches décelées correspondent & la connexion en 'J (une liaison) entre un
carbone et un proton. En d’autres termes, il permet de corréler chaque carbone
d’une molécule avec le ou les hydrogenes qui lui sont liés par covalence.
Chacune des liaisons C-H de la molécule correspond a un pic de corrélation sur
le spectre HSQC. La position du pic au niveau du spectre est fonction des

déplacements chimiques du proton et du carbone (Koehn et Carter, 2005).

- HMBC (Heterronuclear Multiple Bond Correlation spectroscopy)
Le spectre du proton est inséré horizontalement et celui du **C verticalement.
Les taches décelées correspondent a la connexion entre un carbone et un proton
non plus & *J, mais en %J et *J. Cependant, dans ces couplages longue distance, il
peut y avoir des artefacts correspondant & des couplages en *J (Koehn et Carter,
2005).

- COSY (Correlation Spectroscopy homonuclear)
Les informations fournies par un spectre COSY se traduisent aussi en relation

de proximité entre carbones si on dispose d’un spectre HSQC.

- DEPT
Dans le spectre du DEPT permet d’identifier d’une part les carbones
quaternaires et d’autre part les CH, CH, et CHs. Les carbones pairs (CH, CHy)

apparaissent en mode positif et les impairs (CH;) en négatif.
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11.2.3.2. Matériel
- Spectrométre : Les spectres RMN *H et **C sont réalisés avec un appareil
de 600MHz, sonde TCI Avance I, marque Briker.

11.2.4. Spectromeétrie de masse (SM)

11.2.4.1. Principe

L application de la spectrophotométrie de masse aux molécules organiques,
impligue leur bombardement par un faisceau d’électron de moyenne énergie
sous vide poussé et I’analyse des fragments ainsi formes. La fragmentation se
fait par [I’ionisation des molécules. L’ionisation entraine en effet une
accumulation d’énergie qui en se dissipant peut entrainer la rupture des liaisons
interatomiques et donner naissance a des fragments caractérisés par le rapport
masse/charge (m/z).

Les différents fragments chargés ainsi produits sont accélérés avant de parvenir
a un analyseur (filtre de masse) qui les sépare en fonction du rapport m/z.

Le spectre de masse représente sous forme graphique, I’abondance des ions sur
la base de leur rapport m/z. Il fournit des renseignements sur la masse
moléculaire, la disposition des groupes spécifiques dans la molécule ainsi que

sur la formule de la molécule étudiée.

11.2.4.2. Matériel
- Spectrometre G1019 A (Hewlett Packard),

- mode ionisation par Electrospray (ESI).

11.3. Méthode d’identification de molécules
FAEM montrant une activité anti-hyperglycémiante intéressante chez des rats
diabétiques de type 2 a eté retenue pour identifier et déterminer la ou les

molécules responsables de cette activité.
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L’identification a été faite a I’aide de meéthodes spectroscopiques. Une
spectrométrie de masse est effectuee afin de déterminer la masse moléculaire de
chagque compose isole.

Ainsi, une expérience de chromatographie liquide couplée a la masse (LC/MS)
a été d’abord réalisée sur la FAEM a I’Université d’Amiens au Laboratoire des
Glucides avec une colonne Prevail™ C18. Une purification de la FAEM a été
fait sur HPLC, et en suite des analyses de résonance magnétique nucléaire
(RMN) mono et bidimensionnelles sont realisées afin d’établir la formule
développée de chague molécule.

Pour une bonne compréhension de notre démarche de caractérisation
structurale, il est important de rappeler quelques élements clés de la RMN
hétéronucléaire que nous avons utilisés.

Les déplacements chimiques des '*C apportent une information structurale
complémentaire & ceux du *H. Leur corrélation au moyen des spectres HSQC
(Heteronuclear Single Quantum Correlation) et HMBC (Heteronuclear Multiple
Bond Correlation) a considérablement facilité I’élucidation de structures
complexes de molécules organiques et a amelioré la fiabilité des solutions
proposées. Il est aussi possible de réaliser des corrélations entre noyaux 'H et
>N, qui peuvent apporter une aide précieuse dans I’étude d’un grand nombre de
molécules d’origine naturelle ou synthétique. Les exemples decrits ici ne
concerneront que les corrélations *H-3C.

Un spectre HSQC corréle les & des 'H et des **C directement liés. Malgré la
faible abondance isotopique du *3C (1 %), c’est I’expérience de RMN 2D hétéro
nucleaire la plus sensible. Elle ne donne toutefois pas d’information sur les
carbones quaternaires. Ceux-ci sont accessibles grace a I’expérience HMBC,
qui corréle les & des *H et des **C séparés par plus de 1 liaisons, leur nombre
étant principalement 2 ou 3, mais possiblement plus si certaines conditions
structurales sont réunies (systémes aromatiques conjugués, systemes plans).

Une corrélation HMBC Ca-Hg a travers n liaisons et une corrélation HSQC Cg-
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Hg indiquent que Ca et Cg sont séparés par n-1 liaisons. En considérant que n
vaut 2 ou 3, cela signifie que Ca et Cg sont soit liés ensemble, soit lies a un
atome commun indéterminé X. Si tous les voisins de Ca ou de Cg sont connus,
le nombre de possibilités pour X est restreint par rapport a la situation ou les
listes de voisins de Cp et Cg ne sont pas totalement connues. Il faut donc en
priorité analyser les correlations des atomes dont les voisins sont tous connus.
Pour un méthyle n’ayant qu’un seul voisin, I’analyse des corrélations des
groupes méthyles doit s’effectuer de maniére prioritaire. Ceci est d’autant plus
vrai que toutes les corrélations des protons d’un groupe méthyle sont toujours
visibles. L’ordre dans lequel les corrélations sont choisies, soit pour attribuer
des spectres, soit pour trouver une structure, est optimal lorsqu’il n’y a qu’un
nombre minimal de possibilités de déduction. Il n’est cependant pas toujours
possible de reduire ce nombre a 1 pour toutes les corrélations HMBC.

Les informations fournies par un spectre COSY (Correlation Spectroscopy
homonucleaire) se traduisent aussi en relation de proximité entre carbones si on
dispose d’un spectre HSQC: Une corrélation COSY Ha-Hg a travers n liaisons
et les corrélations HSQC Ca-Ha et Cg-Hg indiquent que Ca et Cg sont separés
par n-2 liaisons. Dans le cas ou n vaut 2, le spectre HSQC permet de détecter
immédiatement si les 2 noyaux 'H (de & différents) sont portés par le méme
carbone. Les corrélations a travers 3 liaisons permettent de déduire des liaisons
entre atomes de carbone.

Pour faciliter I’exploitation simultanée des spectres COSY, HSQC et HMBC, il
peut étre commode d’identifier les atomes d’hydrogene et de carbone, non pas
par leur déplacement chimique mais par un numéro donné arbitrairement. On
utilise dans un premier temps le spectre de **C et on numérote les résonances
par ordre de & croissants ou décroissants. Le spectre HSQC est ensuite utilise
pour donner le méme numéro & un 'H et un *C directement liés. Plusieurs
signaux de 'H peuvent ainsi porter le méme numéro. Les spectres COSY et

HMBC se réduisent alors a un ensemble de paires de numeros d’atome, chacun
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étant relié a une position particuliere de la molécule étudiée. Une relation
COSY (na, ng) indique que Ca et Cg sont liés, et une relation HMBC (na, ng)
indique soit que Cx et Cg sont liés, soit que C et Cg sont liés au méme atome X
(en excluant un chemin de couplage de longueur strictement supérieure a 3
liaisons).

Le dimethy sulfoxide (DMSO-ds) est utilise comme solvant de dissolution lors

de I’analyse.

Chapitre 4 : Etudes pharmacologiques de I’activité antihyperglycémiante des

feuilles de Icacina oliviformis

I. Matériel

I.1. Matériel biologique

Des rats males et femelles de souche Wistar de poids compris entre 125 et 1659
ont été utilisés. Ces animaux ont été éleves a I’Universite de Dakar dans
I’animalerie du laboratoire de pharmacologie. Le choix des rats pour les tests
pharmacologiques a été basé sur le poids et sur leur état de santé (aucune lésion
oculaire, pas de femelles gravides ou allaitantes).

Le matériel végétal est constitué d’extraits de feuilles de Icacina oliviformis.

1.2. Matériel de laboratoire

v" Balance électronique de précision type SARTORIUS ;

v' Balance électronique de précision type Testut ;

v" Chlorure de sodium ;

v" Seringue de 10cc avec sonde métallique pour gaver les rats ;

v" Seringue de 2cc pour I’injection sous-cutanée d’alloxane

v" Pipette Pasteur en verre pour le prélevement de sang ;

v Tubes a hémolyse contenant un anticoagulant (oxalate de potassium) et
un anti-glycolytique (fluorure de sodium) ;

v' Gants, coton, portoirs ;
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Centrifugeuses type JOUAN ;

Spectrophotometre type Biosystem ;

Un kit de réactif de glucose (Biosystem S.A. ou RANDOX) ;
Micropipettes et embouts adaptés ;

Chronometre ;

Solution de monohydrate d’alloxane ;

Solution glucosée de 50g /100ml ;

Comprimés de Glibenclamide (DAONIL®) dosés & 5 mg ;
Bandelettes réactives de type KETO-DIASTIX (Bayer)

AN NN Y U U N NN

I1. Méthodes

L’activité antidiabétique des différentes fractions de feuilles de Icacina
oliviformis a été étudiée chez différents modeles de rats de souche wistar soumis
a un jeun de 14 heures. Les tests pharmacologiques ont été réalisés chez des rats
normo-glycémiques, sur un modéle de rats soumis a un test de tolérance au

glucose et chez des rats diabétiques de type 2.

11.1. Mise en place des modeles diabétiques

Pour un test de tolérance au glucose, I’installation du diabéte temporaire a été
faite par une administration par voie orale (per os) d’une solution de glucose
50% a la dose de 4 g/kg chez des rats normo-glycémiques.

Dans le cas du diabete permanent de type 2, le diabete a été provoque par une
administration sous-cutanée de monohydrate d’alloxane qui entraine, chez des
rats normo-glycémiques, une destruction des cellules 3 des Tlots de Langherans
du pancréas, responsables de la sécrétion d’insuline. Cette carence en insuline
entraine une hyperglycémie permanente 48 heures apres administration de

I’alloxane.

o Détermination de la glucosurie
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La recherche du glucose dans les urines se fait par une méthode enzymatique au

moyen de bandelettes réactives type Keto-diastix.

o Prélevements sanguins
Le prélevement sanguin a eté effectue au niveau du sinus rétro-orbitaire de
I’animal a I’aide d’une pipette pasteur en verre. Le sang prélevé est mis dans
des tubes contenant un mélange oxalate de potassium-fluorure de sodium. Apres
chaque prélevement, la pipette a été rincée avec de I’eau physiologique. Les
tubes ont été centrifugés a une vitesse de 9000 tours /mn pendant 15 min. Le

surnageant ainsi forme (plasma) est utilisé pour doser le glucose.

I1.2. Dosage du glucose sérique (Trinder, 1969)
La glycémie peut étre dosée par de tres nombreuses méthodes, dont les plus
anciennes sont colorimétriques alors que celles pratiquées actuellement sont
enzymatiques.
Dans la présente étude, la glycémie a été déterminée suivant une méthode
enzymatique ; méthode a la glucose oxydase, au laboratoire de biochimie du
CHU de Fann (Dakar). Cette méthode a été realisée grace a un kit RANDOX
(lot 1481 GL ; Réf. G2366).

o Principe
C’est une méthode de dosage qui consiste a oxyder le glucose sanguin par le
glucose-oxydase (GOD). En présence du GOD, le glucose en solution aqueuse
est oxyde par I’oxygene dissout en acide gluconique avec formation de
peroxyde d’hydrogéne ou eau oxygénee (H,O5).

Glucose +2H0+% 0, ___ GOD ,  Gluconate + H,O;

En présence de peroxydase (POD), le H,O, est décomposé et oxyde un

chromogene, le 4-aminoantipyrine qui est incolore a I’état réduit.

2H,0; + 4-aminoantipyrine + phénol POD ,  Quinoneimine + 4 H,O
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La quinoneimine formée présente une coloration rose dont I’intensité est
proportionnelle a la concentration en glucose. Cette intensité a été mesurée au

spectrophotometre a 500 nm.

0 Mode opératoire
Composition du kit de glucose
Le Kit renferme un réactif (A) et un étalon (S) qui sont préts a I’emploi :
v Réactif (A) : Phosphate 70mmol/I ;
Phénol 5mmol/l ;
Glucose oxydase > 10U/ml ;
Peroxydase > 1U/ml ;
4-aminoantipyrine 0,4 mmol/Il ; pH 7,5.
v" Glucose standard (S): Glucose 100 mg/dl (5,55mmol/I).
Préparation des solutions a doser
Le réactif (A) est maintenu a la temperature ambiante et a I’aide d’une
micropipette la repartition des produits été realisée selon le protocole décrit

dans le tableau I.

Tableau I : Protocole de dosage du glucose

ube Blanc | Etalon Echantillon
Reéactifs
Glucose standard (S) - 10pl -
Echantillon (plasma) - - 10ul
Réactif A  (glucose- | 1000ul | 1000ul 1000ul
oxydase)

L’ensemble de ces tubes ainsi préparés a eté incubé a la température ambiante
du laboratoire (25°C) ou au bain-marie pendant 10 ou 5 mn respectivement. A
I’aide d’un spectrophotometre, I’absorbance (A) de I’étalon et de I’échantillon
est mesurée contre le blanc. La stabilité de la réaction est d’environ 40 mn. La

concentration en glucose exprimée en g/l est lue directement sur I’appareil. La
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concentration de [I’échantillon peut étre calculée en utilisant la formule
générale :

A échantillon

Concentration du glucose (g/l) = x Concentration étalon

A étalon

11.3. Recherche de I’activité des fractions sur le glucose sanguin

L’activité des feuilles de Icacina oliviformis sur la glycémie a été étudiée chez
des rats de souche wistar. Les expériences ont été realisées chez des
rats normo-glycémiques, sur un test de tolérance au glucose et chez des rats

diabetiques de type 2.

11.3.1. Essais chez des rats normo-glycémiques
Des rats ont été sélectionnés et répartis en lots de 5 rats chacun puis mis a jeun
pendant 14 heures avant le début de I’expérience.

- Lot 1 témoin ou contrdle a recu de I’eau physiologique a raison de 10

ml/kg, per os ;

- Lot 2 traité avec le la fraction éthanolique brute (FEB) a la dose de 150

mg/kg de poids, per os;

- Lot 3 traité avec la FEB a la dose de 300 mg/kg, per os ;

- Lot 4 traite avec la fraction aqueuse (FA) a la dose de 300 mg/kg per os.
Un premier prélevement sanguin a été effectué chez tous les rats avant
administration du produit a TO pour déterminer la glycémie de base (glycémie a
jeun). Immédiatement apres, les fractions et I’eau physiologique ont été
administrées per 0s. Les prélevements ont éteé faits toutes les heures pendant 4

heures correspondant respectivement a T1, T2, T3 et T4.

11.3.2. Essais chez les rats en hyperglycémie temporaire
Quinze rats ont été sélectionnés et répartis en lots de 5 rats chacun puis mis a

jeun pendant 14 heures avant I’expérience.
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- Lot 1 témoin recoit de I’eau physiologique a raison de 10 mil/kg, per os ;

- Lot 2 traité avec la FEB a la dose de 150 mg/kg, per o0s ;

- Lot 3 traité avec la fraction acétate d’éthyle / méthanol (FAEM) a la

dose de 150 mg/kg, per 0s ;

Le premier prélevement sanguin a été effectué¢ a T-90nm (1 h 30 min avant
administration du glucose) pour déterminer la glycémie de base. En suite, les
rats ont recu immédiatement I’eau physiologique, la FEB ou la FAEM suivant
les lots précités. Au temps TO (1h 30 min apres), un deuxieme prélevement a eté
effectué suivit immédiatement d’un gavage avec une solution de glucose a 50%
a la dose de 4 g/kg per os pour tous les rats. Des prélevements ont été effectués
toutes les 30 min pendant deux heures correspondant respectivement a T30,
T60, T90 et T120 mn.

11.3.3. Essais chez les rats diabétiques de type 2 ou alloxaniques

Le diabete de type 2 a éete induit chez des rats par injection sous-cutanee d’une
solution fraichement préparée de monohydrate d’alloxane en solution dans du
serum physiologique 0,9 % a la dose de 120 mg/kg per os.

Deux jours apres administration de I’alloxane, la glycosurie est déterminee a
I’aide de bandelettes réactives de type Keto-Diastix®. Les rats présentant une
glycosurie franche sont sélectionnés et répartis en 4 lotsde 8 a 10 rats puis

traités pendant une semaine :

Lot 1 témoins ou contrdéle qui recoit de I’eau physiologique a raison de

10 ml/kg/j, per os ;

Lot 2 référence traité par le glibenclamide a la dose de 0,3 mg/kg/j, per

0s (dose thérapeutique) ;

Lot 3 traité par la FAEM a la dose de 150 mg/kg/j, per os;

Lot 4 traité par la FAEM a la dose de 300 mg/kg/j, per o0s ;
Les prélevements sanguins ont éteé effectués a JO avant traitement puis toutes les
48 heures pendant 8 jours a J2, J4, J6 et a J8.
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I1.4. Analyse statistique et expression des résultats

Les résultats de la glycémie ont été exprimés sous la forme d’une moyenne *
erreur standard a la moyenne (Moy £ ESM). lls ont été comparés a I’aide du test
«t» de Student. La différence entre deux moyennes a été considérée comme

significative lorsque p < 0,05, n = 5 est le nombre d’expériences dans chaque

groupe.
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Chapitre 5 : RESULTATS ET DISCUSSION
I. Etude chimique
I.1. Rendements des extractions

1.1.1. Extraction par gradient de polarité croissant

Les rendements de poids secs des fractions ont été calculés a partir de la poudre
de feuilles. La fraction aqueuse (FA) représente le rendement le plus éleve
(17,37%) suivi de la fraction dichlorométhanique (5,21%) puis de la fraction
éthanolique (FEB) (3,67%). Le rendement le plus faible (1,80%) est obtenu par

la fraction hexanique (Tableau I1)

Tableau I1: Rendement de I’extraction par épuisement avec des solvants de

polarité croissante

Solvant Poids secs Rendement
d’extraction fractions (Q) (%)
Hexane 12 521
Dichlorométhane 4,15 1,80
Ethanol 8,45 3,67
Eau 39,97 17, 37

1.1.2. Séparation sur colonne

Le fractionnement a permis d’obtenir a partir de 8 g de la FEB une fraction
acétate d’ethyle/méthanol (FAEM) majoritaire avec un rendement de 75%. Pour
la fraction acétate d’éthyle /cyclohexane le rendement le plus élevé est obtenu

pour le rapport 7/3 : viv (15%) contre 3/7 : v/v avec seulement 12,5% (Tableau
1))

Tableau 111 : Rendement de fractionnement de la FEB
Solvant d’élution Poids fractions Rendement
(9) (%)
AE/ cyclohexane (3/7) 1 12
AE/ cyclohexane (7/3) 1,2 15
AE/ méthanol (9/1) 6 75
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1.2. Identification des principes actifs

1.2.1. Chromatographie sur couches minces (CCM)

1.2.1.1. CCM des flavonoides

La caracterisation a révélé I’existence de groupes de composés flavonoidiques

qui dans le chromatogramme, représentent les deux spots visualisés en UV. Ces

deux groupes de composes sont aussi bien présents dans la FEB et dans la

FAEM avec une plus forte teneur dans la FAEM. Ces composés ont

pratiguement le méme rapport frontal tant pour le premier composé (Rf = 0,66

et 0,86) que pour le deuxieme compose (Rf = 0,66 et 0,88) respectivement pour

de la FEB et FAEM. La figure 12 represente le chromatogramme obtenu et les

rapports frontaux (Rf) sont calculés, leurs valeurs sont consignées dans le

tableau 1V ci-dessous.

Tableau IV : Rf des composes flavonoidiques apres révelation

Produits a caractériser

Rf spots a fluorescence jaunatre

sous UV
Quercétine (Q) 0,33
Fraction acétate d’éthyle méthanol 0,66
(FAEM) 0,86
Fraction éthanolique brute (FEB) 0,66
0,88
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Figure 12 : Chromatogramme de la caractéerisation des flavonoides visualisé
sous UV
FEB = fraction éthanolique brute; FAEM = fraction acétate d’éthyle
méthanol ; Q = Quercétine

Eluant : Acide acétique / eau (7,5 : 50 v/v)

1.2.1.2. Chromatographie sur couches minces des tanins

La caractérisation a montré des spots caractéristiques des tanins. Ainsi, la CCM
a revélé la présence d’un seul groupe de composés tanniques dans les deux
fractions (FEB et FAEM). Le groupe de molécules présent dans FEB (Rf =
0,88) présentent un rapport frontal égal a celui de I’acide gallique utilisé comme
témoin (Rf = 0,88) et pratiguement identique a celui de FAEM avec un Rf =
0,89. Le chromatogramme obtenu est représenté dans la figure 13 et les Rf

calculés sont consigneés dans le tableau V.
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Tableau V : Rf des composés tanniques apres réveélation

Produits a éluer Rf des taches
Acide Gallique (Ag) 0,88
Fraction acétate d’éthyle méthanol 0,89
(FAEM)
Fraction éthanolique brute (FEB) 0,88

- -

Ag FAEM FEB

Figure 13 : Chromatogramme obtenue par la caractérisation des tanins

Ag = acide gallique ; FAEM = Fraction acétate d’éthyle / méthanol ; FEB =
Fraction éthanoligue brute
Eluant : Acétate d’éthyle / méthanol / eau (40 : 8 : 5 v/v)
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1.2.2. Analyses spectrales
Le spectre UV de la FAEM est donné par la figure 14. On observe deux pics a
288,5 nm et 319,5 nm. Le spectre de masse du pic a 319 nm obtenu par LC/Ms

est donné a la figure 15.
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Figure 14: Spectre UV de la FAEM
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Figure 15: Spectre LC/MS de la FAEM a 319 nm
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Les spectres MS des pics elués a 15 min en mode négatif et a 23 et 24 min en

mode positif sont donnés respectivement par la figure 16 et la figure 17.

ABDOU BRUTL1 68 (15.214) 5: Scan ES-
100+ 357.9 1.43e7
A
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Figure 16: Spectre MS du pic élué a 15 min en mode négatif
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Figure 17: Spectre MS des pics detectés a 23 et 24 min en mode positif

(isomeres)
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Le chromatogramme obtenu par HPLC analytique de la FAEM est représenté

par la figure 18.

2 200 SNB2##17 AGlcacina W VIS 2
[mau WVL210 ni

%D: 00 %

2000] MO 00% 27-9107

25-7,79
1800+

1600+

1400

18-4901
28-10,199
1200+

1000+

21-5900

35-14,807 41-17413

29-10.889 - 11,702

Figure 18 : Chromatogramme HPLC analytique de la FAEM

Nous remarguons cing pics majoritaires : 18 (temps de rétention 4,90mn), 21
(5,90mn), 25 (7,80mn), 27 (9,11mn) et 28 (10,20 mn) dont les spectres UV sont

représentés respectivement par les figures 19, 20, 21, 22 et 23.

Peak#18  100% at 4.90 min
%) 50% at 4.80 min: 994.18
] -50% at 4.95 min: 995.70

60,0

50,0 206.1

40,0
30,0—:
zo,m:
10,0—:

7] 268.4
0,0

-10,0 | nmj
200 250 300 350 400 450 500 550 595

Figure 19 : Spectre UV du pic 18 (temps de rétention 4,90 mn)
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Peak#21  100% at 5.90 min

60,0 % 50% at 5.80 min: 991.55
] -50% at 5.97 min: 994.79
50,0 204.6
40,0+
30,0+
1 348.1
270.8
20,0+
10,0
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i nm
-10,0+— —— —— —— —— —— —— —
200 250 300 350 400 450 500 550 595
Figure 20 : Spectre UV du pic 21 (temps de rétention 5,90 mn)
60.0 Peak#25 100% at 7.80 min
"~ e 50% at 7.71 min: 990.89
i -50% at 7.92 min: 991.19
50,0 212.7
40,0+
l 345.1
1 269.0
30,0+
20,0+
10,0
0,0+
i nm
-10,0+— —— —— —— —— —— —— —
200 250 300 350 400 450 500 550 595

Figure 21 : Spectre UV du pic 25 (temps de rétention 7,80 mn)
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Peak #27

100% at 9.11 min

60.0 o 50% at 8.99 min: 969.59
1 -50% at 9.24 min: 969.68
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40,0+
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20,0+
10,0+
0,0+
nm
-10,0-+— —— —— —— — —— e R
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Figure 22: Spectre UV du pic 27 (temps de rétention 9,11mn)
60.0 Peak#28 100% at 10.20 min
" % 50% at 10.10 min: 980.74
1 -50% at 10.32 min: 980.98
50,0+ 203.7
40,0
218.8
! 321.3
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200 250 300 350 400 450 500 550 595

Figure 23: Spectre UV du pic 28 (temps de rétention 10,20 mn)
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Remarquons aussi que les spectres des figures 20, 21 et 23 sont similaires et
correspondent au comportement en UV des molécules de la famille des
flavones. De plus le résultat de la LC/MS sur la FAEM a révélé I’existence
d’isomeres que nous confirmerons dans nos investigations structurales.

Le chromatogramme obtenu par HPLC semi-préparative de la FAEM est
représenté par la figure 24.

En mode préparatif, avec une injection de 100 pl par sequence donc plus
concentré qu’en analytique (5 pl par séquence); nous n’avons pas reproduit le
méme résultat, car le pic 21 de ’'HPLC analytique a disparu (figure 22). Ainsi
nous observons quatre pics majoritaires (figure 24) qui sont isolés. Il faut
simplement noter que les spectres UV des pics a 14, 17, 20 et 21 mn sont
respectivement identiques aux pics des figures 19, 26, 28 et 29 observés en

analytique.
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Figure 24 : Chromatogramme HPLC semi préparatif de la FAEM
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Apres purification des pics, nous avons nommé AGL1 (pic 14), AG2 (pic 17),
AG3 (pic 20) et AG4 (pic 21).

Le resultat des études de résonance magnetique nucléaire (RMN 600 MHz)
(sonde TCI Avance Ill, marque Briker) du pic 14, a montré qu’il correspond a
un mélange complexe inexploitable que nous n’avons pas pu caractériser.
Cependant les autres pics ont été caractérisés. Nous présentons ici la procédure

adoptée pour caractériser et identifier ces trois molécules AG2, AG3 et AG4.

1.2.2.1. Attribution des résonances du produit AG2

Ce travail commence par la numérotation des résonances des 6 du carbone 13
(figure 25), par ordre décroissant sur le spectre "J-modulé” (C; pour celui
résonant a 182,33 ppm, C,; pour celui a 61,95 ppm). Sur le spectre du DEPT
135 (figure 27), les CH, apparaissent négatifs, les CH et CHj; en positif. Le
signal a 40,45 ppm correspond au solvant (DMSO-dg). Cette numérotation sera
reportée sur l'ensemble des projections 1D (pour *H, DEPT 135, *C) et 2D des
spectres HSQC (figures 28, 29) (couplages 'J) et HMBC (figures 33-37)
(couplages nJ, n>1) et COSY (figures 30 -32).

La formule du schéma 1 montre la structure chimique de flavonoide de la
famille de Morin (Pongsak et Phumkhachorn, 2007) non hydraté C-glycosylé en
position 6 (numéro reglementaire suivant UIPAC). Le Morin est un composé
de la famille des flavanols. C’est une substance de couleur jaune qui a été isolée
a partir du Maclura pomifera, Maclura tinctoria et de feuille de psidium
guajava. Nous présentons deux numeérotations, la premiéere est I’officielle et la
deuxieme sera utilisée durant toute la procédure de caractérisation basée sur la

numérotation du spectre *C.
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2: Numeérotation non conventionnelle

Schémal:2’,4’,5, 7-tétrahydroxyflavone ; 6-C-p-D ou I-C-Glycopyranoside
(Pongsak et Phumkhachorn, 2007)

Il y a plusieurs stratégies pour arriver a l'attribution compléte : les étapes

detaillées ci-dessous en proposent une.
Le tableau VI a été réalisé en exploitant les spectres du proton *H (figure 25),
carbone *C (figure 26), du DEPT 135 (figure 27), et la corrélation HSQC

(figures 28 et 29).
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Tableau VI : Attribution de numeéro des atomes de carbones et d’hydrogenes de

AG2. (DMSO-ds)

Carbone N° | 6 ppm 13C Type d ppm 1H Constantes de H portés par
couplages "J I’oxygéne

1 182,33 C OH,
13,57ppm

2 164,09 C OH,
10,62ppm

3 163,70 C OH,
9,95ppm

4 161,18 C OH,
9,44ppm

5 156,64 C

6 150,15 C

7 146,20 C

8 121,87 C

9 119,43 CH 7.40 dd, J= 8,16 et

1,87Hz,

10 116,50 CH 6.92 d, J=8,16Hz

11 113,75 CH 7,39 d, J=1,86Hz

12 109,32 C

13 103,86 C

14 103,25 CH 6,57 S

15 93,93 CH 6,45 S

16 82,06 CH 3,44 m

17 79,40 CH 3,46-3,50 m
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Suite tableau VI

Carbone N° | & ppm 13C Type 6 ppm 1H | Constantes de H portés par
couplages "J I’oxygéne
18 73,48 CH 4,88 d, J=9,90Hz
19 71,07 CH 4,22 m
20 70,62 CH 3,46-3,50 m
21 61,95 CH2 3,75; 3,77 m

Les spectres du proton *H et du carbone **C de la molécule AG2 sont

représentés respectivement dans les figures 25 et 26.
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Figure 25 : Spectre *H de la molécule AG2
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Le spectre DEPT 135 de **C de la molécule AG2 est représenté sur la figure 27

et les spectres HSQC de AG2 sont représentes dans les figures 28 et 29.
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Figure 28 : Spectre HSQC de AG2.
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Figure 29 : Spectre HSQC de AG2 agrandissement.
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Dans le spectre DEPT 135 du **C (figure 27), c’est uniquement les CH, qui
apparaissent négatifs, les CH et CH3 en positif. Grace a cette opération, les
carbones quaternaires sont identifiés dans le spectre **C par soustraction.

Le spectre HSQC de AG2 (figure 28) permet d’affecter les atomes de carbones
primaires, secondaires, et tertiaires & leur hydrogéne sur le spectre *H. Ce
spectre étant difficile a exploiter, alors un agrandissement est nécessaire (Figure
29). En effet, I’agrandissement du spectre HSQC de AG2 nous a permis
d’affecter chaque carbone & son hydrogéne via un 'J ,.c.

L’analyse du spectre COSY *H-'H (figure 30, 31, et 32) de AG2 a permis de
faire une corrélation entre les atomes d’hydrogene. Ces corrélations sont

représentées dans le tableau VII.
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Tableau V11 : Corrélation entre les atomes d’hydrogéne du spectre COSY *H-

'H (Figures 30, 31, et 32) de AG2.

Le symbole X signifie que ses deux protons sont couplés entre eux via des

couplages de type 13, 23, %J et 4J.

H/H

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

O O N O O & W N P~

[HEN
o

[N
[N

[HEN
N

[HEN
w

[HEN
SN

[HEN
(6]

[HEN
(o]

[HEN
\‘

[HEN
o

[HEN
©

N
o

N
[E

89




COSY—AG2

Figure 30 : Spectre COSY 'H-'H de AG2

Le spectre de la figure 30 étant difficilement exploitable, nous avons réalisé
deux agrandissements : la zone aromatique (figure 31) et la zone osidique
(figure 32).
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Figure 31 : Spectre du COSY *
tache hors diagonale située a I’intersection des deux déplacements chimiques

des deux protons. Cette tache de corrélation est symetrique par rapport a la
diagonale. On observe une corrélation entre les hydrogénes H-9/H-11 et H-9/H-
des singulets. Ainsi on peut dire que les hydrogenes H-9, H-10 et H-11

Le couplage entre deux atomes d’hydrogene (protons) est matérialisé par une
10. Quand aux hydrogenes H-14 et H-15 il ne couple pas et apparaissent comme
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Figure 32 : Spectre COSY*H-'H de la partie osidique de AG2.

On observe les corrélations des protons H-18 /H-19, H-19/H-20, H-20/H-17, H-
17/H-16 et H-16/H-21 (figure 32).

Dans le tableau VIII de corrélations HMBC (figures 33, 34, 35, 36 et 37), les
coordonnées de chaque pic observé dans la trace de concours sont un proton et
3C  séparé de 2 ou 3 liaisons voir plus. Cela est extrémement utile pour faire

des affectations et de la cartographie a la structure covalente.
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Tableau VIII: Tableau de corrélations HMBC entre des atomes de carbones et

d’hydrogenes

Les chiffres correspondent au nombre de liaisons qui séparent le carbone et

I”hydrogene.

CH|1/2/3|4|5/6/7|8|9(10/11|12|13|14|15|16|17|18|19|20|21|OH

10

11 3
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C/H 3/4|5|/6(7(8|9(10 |11 |12 |13 |14 |15 |16 |17 |18 (19 |20 (21 |OH |OH |OH
12 3 2 3
13 3 |3 3
14

15

16 3 |4 2
17 4

18

19 3 |2

20 2 |3

21

Le spectre HMBC de AG2 est représenteé dans la figure 33.
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En raison du nombre important de pics observés avec le spectre HMBC de AG2
(figure 32), I’'analyse nécessite plusieurs parties élargies. Dans ce cas, le spectre

a été divisé en quatre sections, (voir figures 34,35, 36 et 37).
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Figure 34 : Spectre HMBC de AG2 avec agrandissement de la zone des
phénols.

Ce spectre montre des corrélations d’hydroxy aromatique OH (13,57 ppm) a
des carbones aromatiques C-1, C-3, C-4, C-12, et C-13. De méme les
corrélations de OH (9,95 ppm) a C-6, C-7, C-10 et de OH (9,44ppm) a C-6, C-
7, C-11 sont observées.
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Figure 35 : Spectre HMBC de AG2 avec agrandissement de la zone des protons

aromatiques
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Figure 36 : Spectre HMBC de AG2 avec agrandissement de la zone des

carbones quaternaires sp2.
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Figure 37 : Spectre HMBC de AG2 avec agrandissement de la zone osidique.

Nous avons réalisé un spectre de masse en électrospray (ESI) mode positif de la
molécule AG2 de formule brute C,;H»001;1 et de masse molaire moléculaire

448 daltons. Ainsi sur le spectre de masse on observe le pic a m/z 471 =
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[M+Na]" correspondant a la masse molaire moléculaire cationisée par un Na
(figure 38).
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Figure 38 : Spectre de masse de la molécule 1 (AG2)

Le spectre Infra Rouge (IR) de cette molécule est représenté dans la figure 39.
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1.2.2.2. Interprétation des spectres de AG2

» Attribution des noyaux aromatiques

e Sur le spectre de COSY *H-'H (figure 31), on repére les trois groupes de
protons dont ceux du cycle B ortho-para-trisubstitué (3 protons), et les
deux protons singulets appartiennent a deux cycles différents A (1 proton)
et C (1proton). Ceci se confirme sur le spectre HMBC (figure 35), car on
observe deux correlations entre le carbone C-12/H-15 et C-13 /H-15 via 3
liaisons, ce qui signifie que ces deux carbones et I’hydrogéne H-15
appartiennent au méme cycle. Cependant la corrélation de C-13/H-14
observée et la corrélation C-12 / H-14 non observée permet de conclure
que les protons H-14 et H-15 ne sont pas dans le méme cycle.

e Sur le spectre de HSQC (figure 29), sont attribués les 5 carbones CH
correspondants dans la region aromatique (100 — 160 ppm). Il faut noter
une particularité du deplacement chimique des carbones CH de la
position 14 et 15 des flavonoides qui varie entre 92 a 99 ppm.

e Sur le spectre HMBC (figures 34, 35 et 36) correspondant a la région
aromatique, les carbones quaternaires sont attribués. On se base en
particulier sur les corrélations suivantes (voir le tableau XIII pour plus de
détail):

0 C1 (en particulier le plus deblindé a cause de sa substitution par
I’oxygéne dans un état d’hybridation sp?): C-1/H-14 (2 liaisons),
C-1/H-15 (4 liaisons).

0 C2- (déblindé a cause de sa substitution par I’oxygene) : C-2/H-14
(2 liaisons), C-2/H-11 (4 liaisons), C-2/H-9 (4 liaisons) et C-2/H-
10 (3 liaisons)

o C-3 (déblindé a cause de sa substitution par I’oxygene) : C3/H15 (2
liaisons), C-3/OH (a 13.57ppm, 4 liaisons)

0 C-4 (déblindé a cause de sa substitution par I’oxygene) : C-4/ OH
(13.57ppm, 2 liaisons), C-4/H-14 (4 liaisons).
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0]

0]

C-5 (déblindé a cause de sa substitution par I’oxygene) : C-5/H-15
(2 liaisons)

C-6 (deblindé a cause de sa substitution par I’oxygene) : C-6/H-9
(4 liaisons), C-6/H-10 (3 liaisons), C-6/H-11 (2 liaisons) et C6/0OH
(9,95 et 9,44ppm, 2 et 4 liaisons).

C-7 (deblindé a cause de sa substitution par I’oxygene) : C-7/H-9
(2 liaisons), C-7/H-10 (3 liaisons), C-7/H-11 (2 liaisons), et C-
7/0OH (2 et 4 liaisons) a 9,95 et 9,44 ppm.

C-8: C-8/H-14 (3 liaisons), C-8/H-10 (2 liaisons), C-8/H-11 (3
liaisons), C-8/H-9 (3liaisons) (Résultat observeé dans HMBC réalisé
dans le MeOD).

C-9 : C-9/H-11 (3 liaisons), C-9/H-10 non observeée

C-10: C-10/H-10 (1 liaison), C-10/H-9 et C-10/H-11 non
observees

C-11: C-11/H-9 (3 liaisons), C11/H11 (1 liaison), C-11/H-10 non
observee

C-12 : C-12/H-15 (3 liaisons)

C-13: C-13/H-14 (3 liaisons) et C13/H15 (3 liaisons)

Il faut remarquer que nous avons réalisé la RMN dans le methanol MeOD en

premier cependant on n’observe pas de corrélation des carbones quaternaires

avec les protons des phénols. Ce constat est normal car ses protons ont été

échangés dans le methanol de référence. Ainsi, nous avons refait I’expéerience

dans le DMSOds, qui n’échange pas les groupements hydroxyles. Cette

corrélation HMBC entre les phénols et les carbones quaternaire a été la clée pour

trancher sur la position du sucre sur le noyau B des flavonoides AG2 et AG3.

» Attribution de la jonction du cycle A avec le sucre

0]

On utilise les trois corrélations C-3/H-18, C-4/H-18 et C-12-H-18
sur le spectre HMBC (figure 35). D aprés les spectres *H et HSQC
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figure (25 et 29), H-18 est le proton anomérique du glucose
(doublet déblindé a 4,9 ppm).

» Attribution de la Jonction bicycle Aet C
o On utilise les deux corrélations C-1/H-15 (4 liaisons), et C-4/H-14

(4 liaisons).

» Attribution de la Jonction noyau systeme chromone (cycle A-C) avec
le noyau aromatique B

o On utilise les quatre corrélations C-8-/H-14 et C-2/H-11 (4

liaisons), C-2/H-9 (4 liaisons) et C-2/H-10 (3 liaisons) sur le

spectre HMBC (Figure 35). D’apres le spectre HSQC (figure 29) et

COSY (figure 31) les protons H-14 et H- 9, 10,11 appartiennent a

deux noyaux aromatiques différents.

1.2.2.3. Nature du sucre

On utilisera préférentiellement la COSY (figure 32, agrandissement 3 a 5 ppm).
Tous les protons H-16, 17, 18, 19, 20 et 21 ont été attribués par le spectre
HSQC (figure 29). Sur le spectre COSY (figure 32), on observe les corrélations
des protons H-18/H-19, H-19/H-20, H-20/H-17, H-17/H-16 et H-16/H-21.
L’idée de la présence d’un sucre est confirmée par les groupements CH et CH,
attribués par le spectre DEPT 135 (figure 27) ou les CH, apparaissent négatifs,
les CH en positif.

Il faut remarquer que la valeur des déplacements chimiques des CH et CH; sur
le spectre du carbone a permis de confirmer la présence du sucre en particulier
le glucose. Cependant le déplacement chimique du carbone anomérique observe
(@ 75,29 ppm) qui est habituellement entre 95 a 98 ppm a permis de confirmer
une C-glycosylation entre le sucre et le noyau aromatique A (voir HMBC figure
36 et 37). De méme la constante de couplage J w.1g / J w19 de I’ordre de 10Hz

confirme une C-Glycosylation.

104



Reprenons la structure de AG2 avec le numéro conventionnelle, puis comparer

les valeurs (déeplacement chimique des carbones) avec celle d’écrite dans la

littérature par I’équipe de Rikke et al, (2000).

AG2

Molécule Isolé en 2000 par I'équique de Rikke Norbaek , J.
Agrc. Food Chem. 2000, 48, 1703-1707

Schéma 2 : Numeérotation conventionnelle de la molécule AG2

La différence entre ces deux molécules se trouve aux niveaux de la disposition

et du nombre de groupements hydroxyles du cycle aromatique B, qui est tres

éloigneé du sucre pour avoir une influence. La valeur de la constante de couplage

J 1= J 3 = 9.9Hz, montre que H1”, H2”, et H3” sont axiales, ainsi la

jonction C6 et C1” est un B glycosylation. L’expérience RMN a ete realisée

dans les mémes conditions, a savoir un RMN 600 MHZ, dans le DMSOd.

Tableau IX : Comparaison du fragment sucre de AG2 et AG3 avec celui de la

littérature
Molécule AG2-5°C | Molécule Litt.-8"°C | Molécule AG3-8C
C1” :73.48 C1”:73.0 C1”:73.38
C2” :71.07 C27:70.1 C2”:70.71
C3”:79.40 C3":78.8 C3”:78.75
C4” :70.62 C4”:70.4 C4” :70.68
C5” :82.06 C5”:81.5 C5” :82.00
C6” :61.95 C6":61.4 C6” :61.62
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La comparaison des données physico-chimiques de notre fragment sucre, et
celle de la littérature permet de conclure sans ambiguité que c’est un glycose C-

glucoside (Tableau IX).

1.2.2.2. Attribution des résonances du produit AG-3

La formule de AG3 (Schéma 3) montre la structure chimique de flavonoide de
la famille de Morin non hydraté C-glycoside en position 8 (numéro
réglementaire suivant UIPAC). La RMN a éteé realisée dans le DMSO-dg. Le
déplacement du proton phénolique a 13.3 ppm a été determinant car ce type de
déplacement est da a la liaison hydrogene du proton OH avec I’oxygene du
carbonyle du noyau chromone. Nous avons identifié le produit AG3 par le

méme raisonnement décrit pour AG2.

OH O

Schéma 3 : Structure de la molécule AG3 (numérotation basée sur les 8*°C)
La corréelation HMBC (figures 52 et 53) de C4/OH (13,3ppm), C-12/OH
(13,3ppm), et C-15/0H (13,3ppm), ont permis de placer les 3 phénols
aromatique et les C-1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 étant placés a coté d’un atome d’oxygene
ont un déplacement chimique élevé. En observant les deux spectres de HSQC
(figures 46 et 47) et COSY (figures 49 et 50), on identifie les carbones
quaternaires, car etant absent dans le HSQC. Le reste de I’analyse est identique
a celle effectuée sur la molécule de AG2. Le composé AG2 et AG3 sont des

iIsomeres de position : la question, est savoir comment on a pu les différencier
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d’une part et d’autre part n’est elle pas la méme molécule en équilibre obtenu
par un réarrangement de Wessely-Moser (Wessely et al, 1930).

Pour répondre a la premiere question il faut analyser les deux spectres HMBC
de AG2 et de AG3. Sur les deux spectres HMBC (figures 34 et 42) le carbone
quaternaire C-4 correle avec le proton phénolique a 13,3ppm, ce qui confirme la
numerotation de C4 et C5 sur les deux molécules. Sur le spectre HMBC de
AG2 (figure 36) on observe deux types de corrélation : C-4/H-18 anomérique
(3 liaisons) et C-5/H-15 (2 liaisons), alors que dans le spectre de AG3 (figure
53 et 54) c’est I’inverse a savoir C-4/H-15 et C-5/H-18 anomérique. Ainsi
gréce aux corrélations C-4/H-18 dans AG2 et C-5/H-18 dans AG3 (non observe
dans AG2) I’isomérie entre les deux structures a été élucidee.

Pour la deuxiéme question nous allons faire un rappel du réarrangement de
Wessely-Moser (Schéma 4) qui a été un outil important dans la découverte de la
structure des flavonoides. Il permet la conversion de 5,7,8-triméthoxyflavones
en 5,6,7-trinydroxyflavones par hydrolyse des groupes methoxy en groupe
hydroxy (phénols). Le réarrangement se produit a différentes étapes

A ouverture du cycle pour donner la dicétone, B rotation de la liaison avec
formation d'un composé de type acétylacétone, et C hydrolyse des deux groupes

méthoxy et fermeture du cycle.
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Schéma 4 : Reéarrangement de Wessely-Moser

La purification de la fraction FAEM est faite avec deux solvants d’élutions
différents : [EAU] (solution A) / CHsCN (solution B) et [EAU + TFA
0.0025%] (solution A) / CH3CN (solution B). Nous avons observé les deux
iIsomeres dans les deux cas. Les conditions de réarrangement de Wessely-
Moser n’étant pas réuni dans le cas du solvant d’élution neutre, nous pouvons
sans ambiguité confirmée qu’il y a bien deux isomeres AG2 et AG3.

Le tableau X a été réalisé en exploitant les spectres du proton *H (figures 40 et
41), carbone **C (figures 42 et 43), du DEPT 135 (figure 44), et la corrélation
HSQC (figure 45-46) de AG3.
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Tableau X : Attribution du numéro des atomes de carbones et d’hydrogenes de
AG3 (DMSO-d).

Carbone N° | dppm 13C | Type dppm 'H et Proton lié
constantes de a I’atome
couplages d’oxygene
1 182,03 C H 13,18
2 164,08 C H 10,85
3 162,53 C H 10,07
4 160,38 C H 9,09
5 155,99 C
6 149,56 C
7 145,78 C
8 122,03 C
9 119,37 CH 7,54,dd; J= 8,34,
2,1Hz
10 115,63 CH 6,84; d; J= 1,86Hz
11 114,06 CH 7,48; d; J= 8,24Hz
12 104,52 C
13 104,03 C
14 102,41 CH 6,64; s
15 98,09 CH 6,27;s
16 82,00 CH 3,40-3,44, m
17 78,75 CH 3,45-3,50,m
18 73,8373.38 | CH 4,90; d; J=10Hz
19 70,76 CH 3,74-3,88; J=10Hz
20 70,68 CH 3,45-3,50; J=10Hz
21 61,63 CH2 3,74-3,88 et
3,56, dd, J=4,26;
12,12Hz
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Ce travail commence par la numérotation des résonances des & du carbone *°C,

par ordre décroissant sur le spectre.
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Figure 44 : Spectre **C DEPT 135 de AG3.

Ce spectre (figure 44) met en évidence les CH/CH; et CH, Grace au spectre

HSQC (figure 45), nous avons identifié et numéroter les protons du spectre *H.
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Figure 45 : Spectre HSQC de AG3 dans DMSO-ds

Pour la lecture de ce spectre nous avons agrandi des zones pour mieux exploiter

les donnés spectrales (Figures 46 et 47).
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Figure 47: Spectre HSQC de AG3 avec agrandissement de la zone osidique
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La corrélation COSY *H-'H permette de repérer les groupes de protons couplés

que nous indiquons par X (Tableau XIl).

Tableau XI : Corrélations du spectre COSY *H-"H obtenu sur le spectre COSY
(figures 48,49 et 50) de AG3

H/H
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COSY-AG3

ppm

Figure 48 : Spectre du COSY *H-'H de AG3 dans DMSO-ds

Les informations fournies par un spectre COSY se traduisent aussi en relations

de la proximité entre carbones d’une part et d’autre part entre atome

d’hydrogene. Pour I’exploitation des informations spectrale nous avons fait
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la zone aromatique (figure 49) et la zone osidique
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Tableau XII : Corrélation HMBC obtenu grace a une interprétation des

spectres HMBC (figures 51-53) de AG3.

C/H 2/3/4|5/6/7/8/9/10]1112|13|14|15|16|17|18|19|20 |21
1 2

2 3 2

3 2 3

4 2

S) 3

6 2 |3

7 2 |3

8 3 3

9 2

10 1

11 2

12 3 2

13 3 |3

14 1

15

16 3 2 |2
17 3

18

19 2

20 2 3
21
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Figure 51 : Spectre HMBC de AG3 dans DMSO-dg

En raison du nombre important de pics observeés, I’analyse nécessite plusieurs

parties élargies. Dans ce cas, le spectre a été divisé en trois sections.
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Figure 52 : Spectre HMBC avec agrandissement de la zone des carbones

quaternaires aromatiques et le OH (13,3ppm) de AG3.
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Figure 53: Spectre HMBC avec agrandissement de la zone protons

aromatiques de AG3.

Il faut remarquer que les corrélations 'J y.c, sont des corrélations résiduelles.
Cette constante 'J 1.c apparait sous forme de 2 tAches espacées et symétriques
par rapport au pic du proton. C’est le cas de C10/H10 et C14 / H14 (figure 53),
CHs du solvant DMSOds et le méthanol (figure 54).
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Figure 54 : Spectre HMBC avec agrandissement de la zone osidique de AG3
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Nous avons réalisé un spectre de masse de la molécule AG3 de formule brute

Cy1H»04;1 et de masse molaire moléculaire 448 daltons.

On observe sur ce spectre le pic moléculaire [M+H]" = 449 et [M+Na]® = 471

(figure 55). Le spectre infra rouge et représenté par la figure 56.
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Spectre infra rouge de AG3 dans KBr

Figure 56
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1.2.2.3. Attribution des résonances du produit AG-4

Ce travail commence par la numérotation des résonances des 6 du carbone 13
(figure 58) par ordre décroissant sur le spectre "J-modulé” (C; pour celui
résonant a 173.55 ppm, Cyg pour celui a 36.59 ppm). Cela génére un identifiant
unigue pour chaque carbone, avant méme de connaitre toutes les affectations.
Sur le spectre du DEPT 135 (figure 61), les CH, apparaissent négatifs, les CH
en positif. Le signal a 49 ppm correspond au solvant [méthanol deutéré
(MeOD)]. Cette numérotation sera reportée sur I'ensemble des projections 1D
pour *H (figures 57- 58), DEPT 135 (figure 61), 13C (figures 59, et 60) et 2D
des spectres HSQC (figures 74-76) et HMBC (figures 81-86) et COSY (figures
76-80).

Le schéma 5 montre la structure chimique de AG4 (pic 21 de I’HPLC): le trans
(S,E)-(-)-Clovamide (Rikke et al, 2000).

Schéma 5 : Structure du trans (S,E)-(-)-Clovamide.

Le tableau X111 a été réalisé en exploitant les spectres du proton *H (figures 57
et 58), carbone °C (figures 59, 60), du DEPT135 (figure 61), et la corrélation
HSQC (figures 62-64). L’étape clé de cette caractérisation est I’expérience de
masse, qui a permis d’identifier la présence d’un atome d’azote dans cette
molécule avec une masse moléculaire de 359 u.m.a (Impaire) et le pic m/z=
163 correspondant au fragment “acide cinnamique”. Cette molécule est connue
de la littérature, ainsi la stéeréochimie du carbone asymétrique a été déterminée
par comparaison aux données de la littérature.
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Tableau XI11: Attribution du numero des atomes de carbones et d’hydrogenes

de AG4 dans CD;0D.
Carbone N° | 6ppm °C | Type | éppm Constantes de
'H couplages "J

1 173,55 C

2 167,61 C

3 147,50 C

4 145,29 C

5 144,80 C

6 143,81 C

7 141,39 CH 7,40 d, J=15,72Hz

8 128,39 C

9 126,86 C

10 120,82 CH 6,91 dd; J=1,98Hz;
J=8,22Hz

11 120,25 CH 6,58 dd; J=2,1Hz;
J=2,0Hz

12 116,53 CH 6,44 d; J=15,66Hz

13 115,91 CH 6,68 d, J=2,02Hz

14 115,02 CH 6,79 d, J=8,16Hz

15 114,87 CH 6,69 d, J=8,22Hz

16 113,72 CH 7,02 d, J=1,98 Hz

17 54,10 CH 4,72 dd; J=5,28Hz,
J=5,34Hz

18 36,59 CH, 3,13 dd; J=5,64Hz;
J=5,28Hz

18 36,59 CH, 2,91 dd; J=5,648Hz;
J=5,34Hz
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Figure 62 : Spectre HSQC de AG4 dans CD3;0D
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Figure 63: Spectre HSQC de AG4 avec zoom de la zone des protons

aromatique (CD3;0D)
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Figure 64 : Spectre HSQC de AG 4 avec zoom de la zone aliphatique

La corrélation COSY *H-'H (figures 65-68) permet de repérer les groupes de

protons couplés que nous indiquons par X dans le tableau XIV.
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Tableau XIV: Corrélation COSY*H-H

H/H

4

5

6

7
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COSY-AG4

Figure 65 : Spectre de COSY'H-'H de AG4 (CDs;0D)

Ce spectre (figure 65) etant difficilement exploitable, nous avons réalisé trois

agrandissements (figures 66, 67 et 68).
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Figure 66 : Spectre COSY'H-'H de AG4 avec agrandissement de la zone des

protons aromatiques.

On observe sur le spectre de AG4 (figure 66) trois groupes de protons couplés

entre eux (H-7, H-12) ; (H-10, H-14, H-16) et (H-11, H-13, H

15).
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Figure 67 : Spectre COSY'H-'H de AG4 avec agrandissement de la zone 6,4 &

7,2 ppm
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Figure 68 : Spectre COSY'H-'H de AG4 avec agrandissement de la zone

18.

aliphatique mettant en évidence le couplage entre H-17 et H
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Tableau XV : Corrélation HMBC (Figures (68 -73) de AGA4.

C/H 3|/4|5/6|7(8|9|10|11 |12 |13 |14 15|16 |17 |18
1 2 |3
2 3 2

3 3 2 3

4 3 2

3) 2 3

6 3 2

7 1 3 3

8 3 |2
9 2 3 3

10 3 2 3

11 3 2 3
12 2 1

13 3 3
14 2

15

16 3 3

17 2
18 2 |1

En raison du nombre important de pics observeés, I’analyse nécessite plusieurs

agrandissements. Dans ce cas, le spectre a été divisé en trois sections.

145




wdd T z € v S 9 L 8
[ l ! | ! ] 1 | |
T | 1 1 1 ] 1 T 1
- -+ - - — — — |l - = =+ - - - — — - - - — = 4 —-—— - = - _—_— = e T\|OON
| | | I | | | | |
| | | i | | I | |
1 | | 1 | | | | |
| | | | | | | |
- - -7~ o T T T T ~iw\11\” \\\\\\\ o T T T T T ,\\Iom.ﬁ
| | I i = = | | | o
I | i l | - | 1 - | - | F—
| | i i | | | | |
== - -— === t - == === + - - - - - 4-===- 09T
0 g | d | | " ” | h M
ZH 0 a7 I | I i Y | | PP ﬁ —
Iy I I N [ SR BN I —
N mmm | I | I | | I | | OWHT
..m—ZHm EQB | | | | | | | | |
ZHW GOPTO0OT6°0GT 4qS | | I d | < I - - - I —
oyoDaT31UR-0YDD ZOW R o -lp L o I ee & e Loz E—
¥ZOoT s || R ” ~1a | N R - a =
sazo3aweaed burssadooxdg - Td | | | | | | | | |
| | | | | | | | |
00" 1 o O Rk
0 ad | | | | | | | | oL
ZH 0 =i | I I | I | | |
I e S e e A L - os
UNIS Mam | | | | | | | | I F
ZHWN 6<T009T°009 4qS H ” ” ” ” M d h ” s
8¥v0¢ Is |- L ____ S £
saz93awexed DuTrssa001g - ZJd ” Jﬂ | o+_c ,_ 4 ” ¢‘ _T 09 S
, oo I o o I I I [ I e
OYO3TIUY-0Ydd HAOWUI | Lo | | | | | ” | §
wdd 000°012 MS e T I T ov ——
ZH GQT0€06°"T9 SHYdId ! ! ! f ! ! ! ! ! 3
ZHW ¥S26°0GT T0dS W | | ” ” ” H | | i
Z1S ar  p-- - T To- - - T ro--- T--- - oz |
sao3sweaed uotaitstnboy - T4 ! I | | | | | | I
| | | | | | | | |
| | | | I | | | |
T ONDOdd - — — — o - — - — A - — - — — 4 e ——— 4 ~ 10
v ONdXd™ — = == S .
ZHW009 -9V HNYN = wdd
sIsjaweIreg eleqg usIand

7OY-OdIWH

146

Figure 69 : Spectre HMBC de la molécule AG4
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Figure 70 : Spectre HMBC de AG4 avec agrandissement de la zone aromatique
En raison de nombreux pics observés de 110 a 160 ppm, I’analyse nécessite un

élargissement de cette zone.
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Figure 73 : Spectre HMBC de AG-4 avec élargissement de la section

aliphatique
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Le spectre de masse de la molécule est présenté dans la figure 75. La formule
brute AG4 est : C1gH1707N.

Le spectre infra rouge de AG4 est représenté par la figure 76.
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Figure 75 : Spebtre de masse ESI+ de la molécule AG-4.
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1.2.2.3. Analyse des spectres de AG-4

» Attribution des noyaux aromatiques

e Sur la COSY (figures 66 et 67), on repéere trois groupes de protons dont
ceux couplés correspondant au cycle ortho-para-trisustiués A (3 protons,
H-10, 14, 16 couplés entre eux) et B (H-11, 13, 15 couplés entre eux).
Ceci est confirmé sur le spectre HMBC (Figures 70 et 71), car on observe
les corrélations suivantes dans un méme noyau:

Noyau A : C-10/H-16, C-10 /H-14, et C-14/H-10 ; Noyaux B : C-11/ H-13, C-
11/H-15. On observe pas de corrélation des protons du noyau A avec ceux du
noyau B, ainsi cela signifie que les deux protons ne sont pas dans le méme cycle
d’une part, et d’autre sont sépares.

e Sur le spectre de HSQC, sont attribués les 6 carbones correspondants
dans la région aromatique (100 - 160). Il faut remarquer que les
Hydrogenes H-7 et H-12 ne sont pas aromatiques car leur constante de
couplage %J trés élevé, plus de 15 ppm est différente de celle des protons
aromatiques.

e Sur le spectre de HMBC (agrandissement correspondant a la région
aromatique), les carbones quaternaires sont attribués. On se base en
particulier sur les corrélations suivantes (voir le tableau X1V pour plus de
deétail et figures 70-71):

0 C3 (deblindé a cause de sa substitution par I’oxygene) : C-3/H-
10(3 liaisons), C-3 /H-14 (2 liaisons), C-3/H-16 (3 liaisons).

0 C4 (déblinde a cause de sa substitution par I’oxygene) : C-4/H-16
(2 liaisons), C-4/H-14(3 liaisons)

0 C-5 (déblindé a cause de sa substitution par I’oxygene) : C-5/H-13
(2 liaisons), C-5/H-15 (3 liaisons)

o C-6(déblindé a cause de sa substitution par I’oxygene) : C-6/H-13
(3 liaisons), C-6/H-15 (2 liaisons)

o C-8: C-8/H-13(2 liaisons), C-8/H-15 (3 liaisons)
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o C9: C-9/C-14 (3 liaisons)
Il faut remarque que nous n’observons pas de corrélation entre les carbones
quaternaires oxygénés avec les protons phénols. Ce constat est normal car ses
protons ont été échangés dans le solvant utilisé du méthanol de référence
(CD;0D).

» Attribution de la chaine aliphatique et de la double liaison
o On utilise les corrélations H-17/CH, -18 (aliphatique) et H-7/H-12
(double liaison disubstituée) sur le spectre COSY (figures 66 et 68)

» Chaine aliphatique liée au cycle B et éthyléenigue liée au cycle A
o On utilise les trois corrélations C-9/H-7 (2 liaisons), C-7/H-10 (3
liaisons), et C7-H16 (3 liaisons), sur le spectre HMBC (figure 70).
o On utilise les quatre corrélations C-8/H-17(3 liaisons), C-8/H-18 (2
liaisons), C-11/H-17 (4 liaisons), et C-13/H-18 (3 liaisons), sur le
spectre HMBC (figure 73).

» Attribution de la Jonction entre A-éthylénique et B- aliphatique

A ce stade, il ne reste que I’attribution des carbones C-1 (hybridation sp? plus
déblindé car carbonyle d’acide), C-2 (hybridation sp? carbonyle d’ester ou
d’amide) et I’atome d’azote identifié par la masse. Pour ce faire on utilise les
spectres HMBC (figures 70 et 71), ou on observe les corrélations suivantes : C-
2/H-7 (3 liaisons), C-2/H-12(2 liaisons), C-2/H-17 (3 liaisons), C-1/H-17 (2
liaisons) et C-1/H-18 (3 liaisons).

Le COSY (figures 67 et 68) donne les liaisons C17-C1g et C;-Cyy; le HMBC
(figures 70 et 71) relient les fragments noyau A-C;-C1,-C, et B-Cy5-C17-C;.
Revenons sur le spectre de masse, car grace a elle, nous avons trouvé la formule
brute de la molécule (CigH170O;N) et le fragment m/z=163 correspondant a
[CsHs0,CH=CHCO] . Le degré d’insaturation étant égale a 11, dont 8 pour les

deux cycles aromatiques, 1 pour la double liaison C;-C; et les deux restantes ne
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peut étre que les deux CO porté par les carbones C-1(a 174.95 ppm, CO acide
ou ester) et C-2 (a 169,01ppm ; CO amide).
Sur la base de ses analyses énonceées ci-dessus, le placement de I’atome d’azote

en alpha du carbone C-2 est élucide.

» Stéréochimie de la double liaison et configuration du carbone C17
La stéreochimie trans-E- de la double liaison a éte établie par le calcul de la
constante de couplage %) = 15.72Hz. Quant & la configuration S (-), elle est
deduite par compareé avec celle décrite dans la littérature (Chiaki S. et al, 1998 ;
Robolot G. et Wylde R., 1988 ; Fanier R. et al, 1980 ; Yoshihara T et al, 1977).
Autrement dit par mesure du pouvoir rotatoire de la molécule isolée
comparaison avec la valeur décrite dans la littérature, pour le trans (S, E) (-)
clovamide. [o]piit™ = -30 (C=0.5, H,0), [0]omesurs> = -12, (C=0,0043, H,0).

I1. Etudes pharmacologiques

I1.1. Action de la FEB et de la FA sur la glycémie chez des rats normo-
glycémiques

L’administration de I’eau physiologique, a la dose de 10 mil/kg per os,
n’entraine pas une modification de la glycémie de base chez les rats normo-
glycémiques au bout de 4 heures d’observation. En effet, la glycémie varie entre
0,87 £ 0,08 vs 0,77 = 0,04 g/l (ns, n = 5). A I’inverse, I’administration de la
FEB a la dose de 150 mg/kg per os, entraine une hypoglycémie au bout d’1
heure avec une glycémie qui varie entre 0,57 + 0,03 vs 0,68 + 0,03 g/l (p < 0,05,
n = 5), suivie d’un retour progressif de la glycémie vers les valeurs de base au
bout de 4 h (0,74 + 0,06 vs 0,68 + 0,03 g/l). A une dose plus élevéee, la FEB
(300 mg/kg, per os) est hyperglycémiante (1,30 = 0,17 vs 0,88 £ 0,03 g/l). Des
résultats similaires ont été observés avec la fraction aqueuse (FA) a la dose de

300 mg/kg per os. (Figure 77)
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Figure 77 : Variations de la glycémie chez des rats normo-glycemiques apres

administration de la FEB et de la FA de feuilles de Icacina oliviformis.

11.2. Action de la FEB et de la FAEM chez des rats soumis a un test de
tolérance au glucose

Un prétraitement par la FEB, a la dose de 150 mg/kg per os prévient de fagon
significative le pic hyper-glycémique observé lors du test de tolérance au
glucose. En effet, dans le groupe contréle, la variation du pic d’hyperglycemie
est de 2, 88 + 0,26 vs 0,81 £ 0,06 g/l. Cette variation n’est que de 2,01 + 0,22 vs
0,74 £ 0,04 g/l apres prétraitement par la FEB. La FAEM, a dose de 150 mg/kg
per os, est anti-hyperglycémiante. La variation de la glycémie est de 1,90 £ 0,09
vs 0,93 £ 0,05 g/l (Figure 78).
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Figure 78 : Variations de la glycémie chez des rats soumis a un test de
tolérance au glucose aprés administration de la FEB et de la FAEM de feuilles

de Icacina oliviformis.

11.3. Action de la FEB et de la FAEM chez des rats diabétiques de type?2
Dans le groupe contr6le, I’administration quotidienne de I’eau physiologique ne
modifie pas I’hyperglycémie permanente des rats diabétiques de type 2 avec une
glycémie qui varie au bout de 8 jours entre 3,27 £ 0,06 vs 2,82 £ 0,09 g/l (p <
0,05, n = 5). Par contre, le glibenclamide (0,3 mg/kg/j per 0s) entraine une
baisse significative de la glycémie ; il est anti-hyperglycémiant chez des rats
diabétiques de type 2. La variation de la glycémie est de 0,99 + 0,04 vs 2,94 +
0,06 g/l (p <0,05, n=05).

L’administration quotidienne de la FAEM est anti-hyperglycémiante de fagon
dépendante a la dose. En effet, a la dose de 150 mg/kg/j per os, la glycémie
varie de 2,81 £ 0,08 a 1,34 = 0,02 g/L au bout de 8 jours. A une dose plus
élevee (300 mg/kg/j per 0s), la glycémie varie de 2,79 £ 0,052 1,06 + 0,11 g/L
(Figure 79)
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Figure 79 : Variations de la glycémie chez des rats diabétiques de type 2 apres

administration quotidienne du glibenclamide et de la FAEM.

11.4. Discussion
Des travaux antérieurs réalisés sur I’effet sur le glucose sanguin d’extraits de
Icacina oliviformis ont montré un effet hypoglycémiant de I’extrait éthanolique
de feuilles de cette plante. Toutefois, I’hypoglycémie de I’extrait éthanolique
observee dans cette étude est transitoire avec un retour progressif de la glycémie
vers des valeurs de base (Ndiaye et al, 2008).
Le but de la presente étude était de fractionner les composés de feuilles de
Icacina oliviformis et de tester les fractions obtenues sur divers modeles d’étude
de la glycémie. Chez les rats normo-glycémiques, la fraction éthanolique brute
(FEB) de feuilles de Icacina oliviformis est hypoglycémiante une heure apres
administration avec toutefois un retour de la glycémie vers la ligne de base au
bout de 4 heures d’observation. Ces résultats montrent un effet sur le glucose
identique entre I’extrait total éthanolique des travaux antérieurs de Ndiaye et la
FEB de la présente étude.
L’effet hypoglycémiant de molécules insulino-secrétrices comme le
glibenclamide met en jeu la sécrétion d’insuline par les cellules pancréeatiques
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(Davis et Granner, 1996). L’hypoglycémie observee avec des extraits de
feuilles de Icacina oliviformis en administration aigué a dose unique pourrait
étre lie a la libération d’insuline chez les rats normo-glycémiques.

Dans une autre serie d’expériences, la FEB et la fraction acetate d’ethyle
méthanol (FAEM) ont été testés sur un modele d”hyperglycémie temporaire. En
effet, sur un test de tolérance au glucose, la FEB et la FAEM sont anti-
hyperglycemiantes avec une meilleure efficacité pour la FAEM. En effet, au
temps T60 min apres administration du glucose, I’effet anti-hyperglycémiant de
la FAEM est significativement plus important que celui de la FEB.

Pour confirmer le profil anti-hyperglycémiant des composés de feuilles de
Icacina oliviformis, la FAEM a été testée en administration chronique chez des
rats diabétiques de type 2, sensibles a I’action du glibenclamide. Comme pour le
glibenclamide, la FAEM entraine un effet anti-hyperglycémiant chez des rats
diabétiques de type 2 dont I’hyperglycémie est permanente. L’amplitude de
I’effet anti-hyperglycémiant de la FAEM est identique a celle du glibenclamide.
L’effet sur le glucose sanguin du glibenclamide met en jeu la sécrétion
d’insuline par les cellules B pancréatiques (Davis et Granner D, 1996).

Au plan phytochimique, une caractérisation préliminaire a montré la presence
de flavonoides dans la FEB et la FAEM, avec une plus forte teneur dans la
FAEM (cf. partie étude chimique).

Plusieurs études ont décrit I’effet sur le glucose sanguin d’extraits de plantes
riches en flavonoides. En effet, la fraction d’acétate d’éthyle de E. alatus riche
en flavonoides aurait des propriétés stimulantes sur la libération d’insuline
(Fang et Coll, 2008). En outre, I’administration de [’extrait butanolique
contenant des flavonoides de Ranunculus repens L, aurait provoqué un effet
hypoglycémiant significatif chez des animaux diabétiques. Ces flavonoides
auraient stimulé les cellules B et entrainé la sécrétion de I’insuline (Kebieche,

2009). Il en n’est de méme de I’effet anti-hyperglycémiant d’un flavonol dérivé
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de fleurs de Hibiscus vitifolius Linn, sur un test de tolérance au glucose
(Ragunathan et Sulochana, 1994).

L’effet anti-hyperglycémiant de la FAEM sur un test de tolérance au glucose et
chez des rats diabétiques de type 2, pourrait étre lié a la présence de flavonoides

dans cette fraction.

Conclusion partielle

L’étude chimique de la fraction acétate d’éthyle /méthanol (FAEM) de feuilles
de Icacina oliviformis a permis d’isoler trois molécules et de déterminer les
structures correspondantes par les méthodes spectroscopiques (RMN et masse).
Il s’agit de deux nouveaux flavonoides C-glycosyle AG2 (flavone 6-B-C-
glycoside) et AG3 (flavone 8-B-C-glycoside) non connue des bases de donnés
[cf.SciFinder, Reaxys, Dictionnary of natural product (DNP)] et le trans (S, E)-
(-)-Clovamide AG4 connue de la littérature.

Sur le plan pharmacologique I’étude a montré que la fraction éthanolique brute
de feuilles de Icacina oliviformis (FEB) est hypoglycémiante chez des rats
normo-glycémiques. Le fractionnement de la FEB a donne une fraction acétate
d’éthyle méthanol (FAEM) intéressante. Ainsi, I’effet anti-hyperglycémiant
obtenue chez des rats soumis a un test de tolérance au glucose a montré une
meilleure efficacité pour la FAEM par rapport a la FEB. Comme pour le
glibenclamide, la FAEM a entrainé un effet anti-hyperglycémiant chez des rats
diabétiques de type 2 dont I’hyperglycémie est permanente. Au plan
phytochimique, la caractérisation a montré la présence de flavonoides et de
tanins dans la FEB et la FAEM. Or, de nombreuses études ont déja montré
I’activité des flavonoides sur le glucose sanguin. Ce qui nous permet de penser
que se sont les flavonoides de notre fraction qui pourront étre responsables de
cet effet anti-hyperglycémiant. C’est a partir de cette fraction FAEM qui a
montré une activité intéressante que les molécules AG2, AG3 et AG4 ont été

isolées et Identifiées.
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CONCLUSION GENERALE ET
PERSPECTIVES
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Toujours considérée comme envahissante, Icacina oliviformis est menacée dans
son milieu naturel par des coupes fréquentes et les feux occasionnés par les
agriculteurs. Mais c’est une espéce a la fois utile a I’environnement et la
médecine.

Le travail que nous avons entrepris, dans le cadre d’une étude chimique et
pharmacologique, avait pour but la valorisation scientifique des recettes de
Icacina oliviformis par I’isolation de substances actives pouvant servir de
modeles de syntheses complétes afin de contribuer a la conservation de I’espece

et a la protection de I’environnement.

Ainsi, au plan phytochimique, une caractérisation effectuée sur les fractions
éthanolique brute (FEB) et acétate d’éthyle /méthanol (FAEM) a montré une
présence de flavonoides avec une plus forte teneur dans la FAEM. De méme la
présence de tanins est notée dans ces deux fractions.

La purification de la FAEM a permis d’isoler deux nouveaux flavonoides C-
glycosylés AG2 et AG3 non connue de la littérature (SciFinder, Reaxys,
Dictionnary of naturalproduct (DNP) (Norbaek et al, 2003 ; Shaheen et al,
2000) et le trans (S,E)-(-)-Clovamide déja connue.

La deuxieme partie du travail a consisté de vérifier les propriétés de la plante
sur son activité anti-hyperglycemiant.

Dans une autre série d’expériences, la FEB et la fraction acetate d’éthyle
méthanol (FAEM) ont été testés sur un modele d”hyperglycémie temporaire. En
effet, sur un test de tolérance au glucose, la FEB et la FAEM sont anti-
hyperglycémiantes avec une meilleure efficacité pour la FAEM.

Pour confirmer le profil anti-hyperglycémiant des composés de feuilles
d’Icacina oliviformis, la FAEM a eté testée en administration chronique chez
des rats diabétiques de type 2, sensibles a I’action du glibenclamide.

En effet, la FAEM est anti-hyperglycémiante sur un test de tolérance au glucose

et chez des rats diabétiques de type 2. Ces résultats pourraient justifier
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I’utilisation des feuilles de Icacina oliviformis en milieu traditionnel pour traiter
le diabéte de type 2.

Ces dernieres années, l'intérét du monde scientifique et grand public au sujet des
flavones s'est accru du fait de leur supposes effets bénéfiques contre
I’artérosclérose, I’ostéosporose, le diabete et certains cancers (Cermak, 2008).
Les etudes actuelles sur la prise de flavones et d'autres extraits de plantes en
compléments alimentaires se multiplient. Les flavones ont un effet sur l'activité
des CYP (Cermak et al 2006), enzymes metabolisant la plupart des
médicaments dans le corps. Plusieurs études ont decrit I’effet sur le glucose
sanguin d’extraits de plantes riches en flavonoides. Ces flavonoides auraient des
propriétés stimulantes sur la libération d’insuline donc anti-hyperglycémiants
(Fang et Coll, 2008; Ragunathan et Gulochana, 1994).

Dans la méme logique, nous pouvons penser que I’effet anti-hyperglycémiant
de la FAEM sur un test de tolérance au glucose et chez des rats diabétiques de
type 2, pourrait étre lié a la présence de flavonoides dans cette fraction.

Les résultats ainsi obtenus sont intéressants et ouvrent comme perspectives la
formulation de phytomédicaments antidiabétique a partir des feuilles de Icacina
oliviformis. Mais ceci nécessite encore plus d’investigations sur le plan
chimique et pharmacologique. En effet, des tests d’activités antidiabétiques
seront réalisés sur ses nouveaux flavones C-Glycosides pour mettre en évidence
leur responsabilité éventuelle dans I’activité anti-diabétique. Ainsi, une synthese
de nouvelles molécules antidiabétiques, a I’image de ces dernieres, sera

envisagée pour proteger cette plante contre toute agression.
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Tableau XVI : valeurs moyennes de la glycémie (g/L) chez des rats normo-

glycémiques

Temps (heure) TO T1 T2 T3 T4
Eau physiologique |0,77 + 0,77 + 0,85+ 0,82 + 0,87 +
(10ml/kg) 0,04 0,07 0,04 0,07 0,08

0,88 £ 0,89 1,06 + 1,17 + 1,30 £
FEB (300mg/kg) 0,03 0,04 0,11 0,16 0,17

0,68 £ 0,57 £ 0,63+ 0,67 + 0,74 +
FEB (150mg/kg) 0,03 0,03 0,05 0,06 0,06

0,85+ 0,84 + 0,92 + 1,04 = 1,13
FA (300mg/kg) 0,03 0,08 0,10 0,09 0,18

Tableau XVII : valeurs moyennes de la glycémie (g/L) sur un modele de

tolérance au glucose chez des rats

Temps
(minutes) T-90 TO T30 T60 T | T120
Eauphysiologique | 094 |08L%  [256% 243+ [255+ 288
(10mi/kg) 0,09 0,06 0,22 0,32 0,33 0,26
066+ |074% |201% |203+ |[1,82% |141%
FEB (150mg/kg) |0,04 0,04 0,22 0,64 0,27 0,37
FAEM 083+ 093+ |190% |1,69+ |1,64% |140%
(150mg/kg) 0,05 0,05 0,09 0,19 0,13 0,28
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Tableau XI11 : valeurs moyennes de la glycémie (g/L) chez des rats

Diabétiques de type 2

Temps (jours) JO J2 J4 J6 J8
Eau physiologique 2,82 + 2,93 + 3,16 + 3,22 + 3,27 +
(10ml/kglj) 0,09 0,14 0,11 0,12 0,06
2,81 1,84 1,72 = 1,63+ 1,34
FAEM (150mg/kg) 0,08 0,23 0,18 0,25 0,20
2,79 = 1,78 = 1,64 = 1,31+ 1,06 =
FAEM (300mg/kg) 0,05 0,21 0,15 0,19 0,11
Glibenclamide 2,94 2,10 = 1,80 = 1,19+ 0,99 +
(0,3mg/kg) 0,06 0,29 0,19 0,12 0,04
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Auteur : Anastasie MANGA

Résumé

Icacina oliviformis est une plante des jacheres a la fois utile a I’environnement et a la pharmacopée
traditionnelle sénégalaise et dont les feuilles sont utilisées au Sénégal dans le traitement du diabéte.
Cette étude se propose de déterminer les molécules qui seraient responsables de cette activité afin de
promouvoir la valorisation de I’espéce par la synthése de nouvelles molécules antidiabétiques.

L’étude chimique a montré que la fraction éthanolique brute (FEB) et la fraction acétate d’éthyle
méthanol (FAEM) des feuilles de Icacina oliviformis, renferment des polyphénols (tanins et
flavonoides). La purification de la FAEM a permis d’isoler 2 nouveaux flavonoides C-glycosylés
(AG2 et AG3) non connues de la littérature et le trans (S,E)-(-)-Clovamide.

Les tests pharmacologiques ont montré que chez des rats normo-glycémiques, la FEB (150 mg/kg, per
0s) entraine une baisse du glucose sanguin (0,57 + 0,03 g/L vs 0,68 + 0,03 g/L) (p< 0,05; n=5) au
bout d’1 heure d’observation. Cette baisse est toutefois transitoire, avec un retour progressif de la
glycémie a I’état de base au bout de 4 h. Sur un test de tolérance au glucose, la FEB (150 mg/kg, per
os) et la FAEM (150 mg/kg, per os) préviennent de facon significative I’apparition d’un pic
d’hyperglycémie. La variation A du pic d’hyperglycémie est de 1,75 + 0,20 g/L dans la groupe
contréle. Elle est respectivement de 1,27 + 0,26 g/L et de 0,97 + 0,13 g/L pour la FEB et la FAEM.
Chez des rats diabétiques de type 2, I’administration quotidienne de la FAEM (150 mg/kg, per 0s)
entraine, tout comme le glibenclamide, un effet anti-hyperglycémiant au bout de 8 jours de traitement.
En effet, le glucose varie de 2,81 + 0,08 g/L a 1,34 + 0,02 g/L (p<0,05 ; n=5).

Subject: Medicinal valorization of a plant fallow, Icacina oliviformis (Poiret) Raynal
(Icacinaceae): chemical and pharmacological study.

Summary

Icacina oliviformis is a plant fallow that is useful to the environment and senegalese traditional
pharmacopoeia and whose leaves are used in Senegal in the treatment of diabetes. This study aims to
identify the molecules that are responsible for this activity in order to promote the valorization of the
specie for the synthesis of new antidiabetic drugs.

Chemical study showed that the crude ethanol fraction (CEF) and the methanol ethyl acetate fraction
(MEAF) of Icacina oliviformis’s leaves, contain polyphenols ( tannins and flavonoids) Purification of
MEAF allowed to isolate two new C-glycosylated flavonoids ( AG2 and AG3 ) not known from the
literature and trans (S,E)-(-)-Clovamide.

The pharmacological tests have shown that in normoglycemic rats, CEF (150 mg/kg, per 0s) causes a
decrease of blood glucose (0.57 + 0.03 g/L vs 0.68 £ 0.03 g¢g/L) (p<0.05; n = 5) one hour after
administration, with gradual return to base line values of blood glucose after 4 hours. In oral glucose
tolerance test, the CEF (150 mg/kg, per os) and the MEAF (150 mg/kg, per os) prevent significantly
the apparition of hyperglycemic peak. The A variation of hyperglycemia peak is 1.75 + 0.20 g/L in the
control group. This variation is respectively, 1.27 + 0.26 g/L and 0.97 + 0.17 g/L for CEF and the
MEAF. In type 2 diabetic rats, the daily administration of MEAF (150 mg/kg, per o0s) induced, like
glibenclamide, an anti-hyperglycemic effect after 8 days of treatment. In fact, the glycaemia varied
from 2.81 + 0.08 g/L to 1.34 + 0.02 g/L (p< 0.05; n =5).

Discipline : Environnement

Mots clés : Icacina oliviformis, feuilles, chimie, pharmacologie, diabete de type 2.



