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I. INTRODUCTION

Depuis longtemps, I’étre humain en général, les guerriers au combat et les sportifs ufilisaient
divers produits afin d’améliorer leur performance physique et d’empécher I’appafition,de 1a
fatigue (SADRI K. et coll., 2014) qui est une réduction de la capacité des musclesa genererune
force maximale a la suite d’un effort musculaire (GANDEVIA S.C., 1998)sCest un
phénoméne métabolique complexe provoquant 1’altération de la performance menant a la
diminution de la puissance, de 1’endurance musculaire, de 1’habilité motrice et des fonctions
mentales (WANG B. et coll., 2014). Elle se traduit par un manque d’énergie ét de motivation a
faire des activités physique et mentale. La fatigue provoque divers desordres qui influencent la
régulation biologique du systéme nerveux autonome, endocrifien, immunitaire, moteur et
sensoriel. Bien qu’elle soit souvent considérée comme unéyréponse négative du systeme
neuromusculaire a 1’exercice, elle constitue un phénomeéne de ‘protection qui empéche la
déficience en énergie et préserve 1’intégrité de ’organisme. Lafatigue est réversible apres une
période de repos (GUEZENNEC C.Y., 2008).

Depuis plusieurs années, un nombre important, d’études ont été réalisés afin de mieux
comprendre les processus neurophysiologiques, ‘a leorigine de la fatigue musculaire
(BIGLAND-RITCHIE B. et coll., 1995 ; ENOKA R.M. et STUART D.G., 1992). La fatigue
peut étre divisée en 2 catégories: la fatigue mentale ou centrale et la fatigue physique ou
périphérique (HYUN A.O. et coll., 2015). La fatigue centrale est due a la détérioration de la
transmission neuronale du cortex moteur.vers les muscles (SHEI R.J. et MICKLEBOROUGH
T.D., 2013), a la diminution de la cammande et de la stimulation des motoneurones alpha aux
muscles (ENOKA R.M., 1995)..Elle se:manifeste par un manque de motivation (SHEI R.J. et
MICKLEBOROUGH T.D., 2013). Par contre, la fatigue périphérique résulte des désordres
métaboliques au niveau des.muscles striés squelettiques tels que la déplétion en substrats
énergétiques comme les phosphagenes et les réserves de glycogéne, 1’hypoxie tissulaire,
I’accumulation de métabalites comme le lactate, I’ammonium et les espéces réactives de
I’oxygéne contribuant a la diminution de la production d’ATP et de la libération des ions Ca?*
du réticulum sarcoplasmigue (SHEI R.J. et MICKLEBOROUGH T.D., 2013).

La fatigue de/courte duree est liée a des exercices trés intenses et correspond essentiellement a la
fatigue périphérique. Par contre, la fatigue de longue durée est due a des exercices intensifs mais
prolgnges et €llé st a la fois d’origine périphérique et centrale (BURY T., 2012). L’exercice
musculaire de,longue durée provoque 1’épuisement des réserves de glycogene et contribue a
une hypoglycémie pouvant altérer la fonction nerveuse (LI T. et LI W., 2009). Ce type d’effort

déclenche aussi I’hypoxie qui entraine des dommages au niveau des axones des neurones
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centraux, ce qui diminue la stimulation et la conduction neuronale, provoquant ainsi la fatigue
centrale et périphérique (SADRI K. et coll., 2014).

En effet, le mécanisme de la fatigue provoquée par le travail ou 1’exercice musculaire est
principalement li¢ a I’utilisation excessive de substrats métaboliques et d’énergie (ZHANG G.
et coll., 2015). Comme I’ATP est la seule source d’énergie directement utilisable pour la
contraction musculaire, son approvisionnement doit étre continuel. Pourtant, le stock d’ATP
immédiatement disponible est peu important dans le muscle; par ailleurs il y existe trois sources
d’ATP additionnelles utilisées lors de la contraction musculaire (SHERWOOD L. et coll.,
2013): la phosphorylation directe de I’ADP par la créatine phosphate, la glycolyse anaérobie et
la respiration cellulaire aérobie (MARIEB E.N. et coll., 2008). Au début de la contraction,
I’ATP nécessaire est fourni par le transfert de phosphate et d’énergie de la créatine phosphate
a PADP. Cette voie de synthése d’ATP est rapide et importante au cours des contractions
musculaires bréves et intenses (SHERWOOD L. et coll., 2013). Quand I’activité¢ musculaire est
intense et se poursuit, ou lorsque I’apport en oxygene est insuffisant par rapport aux besoins
des muscles en contraction, la glycolyse anaérobie se met en ceuvre pour produire des molécules
d’ATP. Cette réaction a lieu dans le cytosol ou le glucose est dégradé en acide pyruvique puis
en acide lactique et une petite partie de 1’énergie libérée sert a fabriquer des molécules d’ATP,
2 molécules d’ATP par molécule de glucose. Cette voie est deux fois et demie plus rapide que
la voie aérobie, mais I’accumulation d’acide lactique qu’elle occasionne contribue a la fatigue
musculaire (MARIEB E.N. et coll., 2008). Lors des efforts d’endurance, le métabolisme aérobie
constitue la source essentielle d’énergie (BURY T., 2012). Pendant la respiration cellulaire
aérobie qui se déroule dans les mitochondries, le glucose est entiérement dégradé en CO; et en
H20 et une partie de I’énergie libérée au cours de cette dégradation est captée dans les liaisons
des molécules d’ ATP. Cette voie métabolique fournit de grandes quantités d”’ATP, 36 molécules
d’ATP par molécule de glucose, mais elle est relativement lente et nécessite un apport continu
d’oxygene et de nutriments. En outre, pour la syntheése d’ATP, les cellules musculaires extraient
I’énergie libre de son environnement via le catabolisme des glucides, des lipides et
exceptionnellement des aminosides (MARIEB E.N. et coll., 2008).

L’utilisation des substrats énergétiques dans les muscles squelettiques dépend de I’intensité du
travail musculaire effectué: les glucides sont bralés pour réaliser un travail de haute intensité et
de courte durée (CHERPEC R., 2009), alors que les glucides et les lipides sont dégradés pour
un travail moins intense et de longue durée (BURY T., 2012). Quand 1’énergie venant des

hydrates de carbone et des réserves lipidiques sont épuisés, les protéines et les acides amines



constituent des alternatifs pour 1’organisme afin de puiser de I’énergie (ZHAO X-N. et coll.,
2015).

Le choix du substrat énergétique, la synthése et I’intensité de I’utilisation de I’ATP ainsi que le
mécanisme de la régulation du métabolisme énergétique dépendent du type de fibre musculaire
(CHERPEC R., 2009). De plus, le type de fibre musculaire recruté par le systeme nerveux
central dépend du type de mouvement musculaire effectué. Les fibres de type | sont
préférentiellement recrutées dans une grande proportion lors d’un effort de moins grande
intensité, mais de longue durée, alors que les fibres de type IIx sont recrutées lors d’un effort
de courte duree et de grande puissance. En effet, les fibres de type | sont dites endurantes, lentes
et résistantes a la fatigue. Ce type de fibre a comme source d’énergie principale le métabolisme
de type aérobie, c’est-a-dire qu’il utilise 1’énergie produite par 1’oxydation des nutriments
disponibles tels que les glucides et les lipides (GOLLNICK P.D. et coll., 1985). Les fibres de
type lIx sont plus puissantes, mais plus rapidement fatigables. Ces fibres sont dites
anaérobiques, rapides et glycolytiques car la conversion d’énergie est basée sur la disponibilité
immédiate du stock cytosolique de créatine phosphate et sur le métabolisme glycolytique élevé.
Les fibres de type lla possédent une capacité oxydative et une résistance a la fatigue,
intermédiaires entre les fibres de type | et 1Ix (CHERPEC R., 2009). Ce sont des fibres alliant

les deux métabolismes, aérobie et anaérobie.

Apparemment la fatigue musculaire ne résulte pas d’un seul et unique facteur, mais plutot de
plusieurs mécanismes neurophysiologiques et dépend des paramétres de 1’exercice musculaire
effectué (BIGLAND-RITCHIE B. et coll., 1995 ; ENOKA R.M. et STUART D.G., 1992). Lors
d’un exercice musculaire de courte durée mais intense comme la traction a la barre fixe, les
muscles produisent de I’acide lactique par la glycolyse anaérobie. Or I’augmentation de la
production d’acide lactique provoque la diminution du pH musculaire, la perturbation de la
contraction musculaire et des dommages au niveau des cellules musculaires conduisant a la
fatigue musculaire (ZHONGHUI Z. et coll., 2013). Pendant un exercice musculaire prolongé
tel que la marche et la nage, la fatigue est liée a 1’épuisement des réserves de glycogénes
musculaire et hépatique, a la diminution du glucose sanguin et a la déshydratation (NOSEK
T.M. et coll., 1987). L’effort musculaire de longue durée consomme une grande quantité
d’oxygene pour le métabolisme aérobie du glycogene et des réserves lipidiques, et produit une
grande quantité de radicaux libres (LAMOU B. et coll., 2016). Pourtant, les radicaux libres
endommagent les bicouches lipidiques des membranes des mitochondries dans cellules

musculaires. Ces dommages au niveau mitochondrial réduisent la respiration cellulaire et la
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production d’ATP (BAO L. et coll., 2016) inhibant en retour la performance et contribuent a la
fatigue musculaire (HORNG C-T. et coll., 2014; PRASAD V.M.P. et KHANUM F., 2011).

Des produits sont disponibles afin de diminuer 1’apparition de la fatigue. Ils se difféerent par
leurs mécanismes d’action et leurs cibles. Certains produits agissent au niveau du systéme
nerveux central tandis que d’autres ont une action au niveau des muscles squelettiques. Par
exemple, les vitamines B sont essentielles pour 1I’exécution de travail musculaire. La vitamine
B1 (Thiamine) participe a divers processus biologiques: la phosphorylation oxydante, la -
oxydation des acides gras, la dégradation des acides aminés et la glycolyse. En raison de son
réle dans la conversion de I’énergic provenant des aliments en énergic musculaire,
I’insuffisance en thiamine peut causer la diminution de la performance physique (MANORE
M.M. et WOOLF K., 2006). Il y a aussi la vitamine B4 (Choline) qui est impliquée dans la
synthése et la libération de 1’acétylcholine, un neuromédiateur nécessaire dans la commande
neuronale du mouvement musculaire. Cette vitamine participe aussi au maintien de la structure
des cellules musculaires, stimule le métabolisme des lipides et du cholestérol (BOJANIC V. et
coll., 2011). En outre, la vitamine C (acide ascorbique) est connue comme antioxydante
protégeant les cellules contre les radicaux libres de 1’oxygene. Elle joue un role dans le
métabolisme en participant a la conversion de 1’énergie provenant des hydrates de carbone, des
graisses et des protéines en énergie musculaire (MANORE M.M. et WOOLF K., 2006). Cette
vitamine améliore aussi la réparation des fibres musculaires endommagées pendant un effort
musculaire, donc elle diminue la douleur et la fatigue musculaires (BOJANIC V. et coll., 2011).
Les psychostimulants tels que 1’amphétamine (Adderall©®), la dextro-amphétamine
(Dexedrine®©), le méthylphénidate (Ritaline©) sont utilisés pour améliorer la vigilance, les
fonctions exécutives et I’état de fatigue (THOER C. et ROBITAILLE M., 2011). L’apport en
oligoéléments diminue aussi la fatigue musculaire. Le zinc exerce une action
insulinomimétique et il fait partie des enzymes importantes dans la glycolyse et la
néoglucogenese. Il favorise aussi 1’action des LDH (Lactates Déshydrogénases), enzymes qui
catalysent et reduisent les alpha-cétoacides (pyruvates), ce qui fait que la formation d’acide
lactique est perturbée, augmentant ainsi I’élimination des ions H* de la cellule musculaire
(KHALED S. et coll., 1997).

La médecine traditionnelle est une alternative et une solution potentielle pour combattre la
fatigue musculaire (NARKHEDE A.N. et coll., 2016). De nombreuses plantes médicinales sont
utilisées comme remedes afin d’améliorer les capacités sportives et de retarder 1’apparition de

la fatigue (HYUN A.O. et coll.,, 2015). Apprécié depuis 7000 ans pour ses proprietés
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médicinales, le Panax ginseng (ginseng) (ARALIACEAE) est la plante chinoise la plus connue
et la plus recherchée. La racine séche de cette plante est machée ou mélangée avec de la soupe
pour retrouver de 1’énergie. Le ginseng est un puissant tonique pour les athlétes et les personnes
effectuant des efforts physiques. Une autre plante médicinale utilisée est 1’Astragalus
membranaceus (astragale) (FABACEAE), elle figure parmi les plantes toniques les plus
populaires en Chine. Les Chinois utilisent le décocté de racine d’astragale comme fortifiant,
particulierement pour les personnes jeunes et actives, car elle favorise ’endurance et la
résistance physiques. Citons aussi Codonopsis pilosula (dang shen) (CAMPANULACEAE) qui
est tres utilisé dans la phytothérapie chinoise, car le décocté de sa racine tonifie le ’Qi’’ (énergie
vitale), améliore la résistance au stress et diminue la fatigue. Le décocté de racine
d’Eleutherococus senticosus (ginseng sibérien) (ARALIACEAE) est trés efficace dans le
traitement des épuisements et asthénies résultant du surmenage et du stress prolongés. Elle
accroit le tonus intellectuel, réduit les effets du stress physique lors des périodes d’entrainement
sportif (ISERIN P. et coll., 2001). A Madagascar, de nombreuses plantes sont utilisées pour
combattre la fatigue. Les noix de Cola nitida (kdla) (MALVACEAE) sont méchées pour leurs
propriétés stimulantes nerveuses et musculaires. En outre, le décocteé des feuilles de Terminalia
catappa (antafana, antafa, amandier) (COMBRETACEAE), de Sida rhombifolia (sandahory,
tsindahoro) (MALVACEAE), de Melia azedarach (voandelaka) (MELIACEAE) et de
Grangeria porosa (maivalafika, morasira) (CHRYSOBALANACEAE) servent a lutter contre
la fatigue (NICOLAS J.P., 2012).

D’apres les enquétes ethnopharmacologiques que nous avions effectuées aupres de la
population locale du village de Mangabe dans la région Alaotra-Mangoro, les feuilles de la
plante avec laquelle on a obtenu I’extrait GLS-12 sont traditionnellement utilisées sous forme
de décoction avant de travailler dans les champs, afin de retarder 1’apparition de la fatigue

musculaire.

L’objectif de ce travail consiste a étudier 1’activité de I’extrait GLS-12 contre la fatigue
expérimentale chez la souris pendant un effort musculaire bref et lors d’un effort musculaire de
longue durée. Trois tests ont été utilisés afin d’étudier cette activité : la traction a la barre fixe,
la nage forcée et la marche sur le Rotarod. La traction a la barre fixe a été utilisée pour étudier
son effet sur la fatigue provoqueée par un effort musculaire intense et de courte durée. Tandis
que lanage et la marche forcées ont été choisies pour étudier son effet sur la fatigue provoquée

par un effort musculaire de longue durée.
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Il. MATERIELS ET METHODES

A. PARTIE CHIMIQUE

1. Préparation de I’extrait

La plante utilisée dans ce mémoire appartient a la famille des LILIACEAE. Ses feuilles ont été
récoltées le mois de septembre 2016 a Mangabe, un village localisé dans la région Alaotra-
Mangoro. Elles ont été séchées a I’ombre dans une salle aérée, a la température ambiante,
pendant 3 mois. Cent quatre-vingt-dix grammes de feuilles séchées ont été broyées a 1’aide d’un
broyeur électrique a marteau (BROOK CROMPTON ©, Série 2000), et la poudre ainsi obtenue
a été macérée dans un mélange éthanol-eau (60:40), a la température ambiante pendant 4 jours
en agitant tous les jours. Le macéréat a ensuite été filtré sur du coton hydrophile, puis le filtrat a
été évaporé a sec a la température de 80°C a I’aide d’un distillateur (Figure 1) et dans un bain-
marie a 100°C (Figure 2).

L’extrait obtenu codé GLS-12 a été pesé et le rendement (R) a été calculé selon la formule:

Masse de I’ extrait obtenu

Rendement (%) = x 100
(%) Masse de la poudre séche

— Réfrigérant

Tuyau connectif

Colonne en verre

Ballon a fond rond
contenant le filtrat

Thermostat

Chauffe-ballon

Récipient pour
récuperer le solvant

Figure 1. Photographie d’un distillateur utilisé pour évaporer le filtrat.



-Séchage a I’ombre

-Broyage

Poudre (190g)

Macération dans le mélange éthanol — eau
(60 : 40) pendant 3 jours

Macérat

Filtration sur coton hydrophile

! | }

Filtrat Marc

Evaporation a I’aide d’un distillateur a
80°C, suivie d’un bain — marie a 100°C

Extrait GLS-12

Figure 2. Les différentes étapes de préparation de I’extrait GLS-12.

2. Criblage phytochimique

Un criblage phytochimique a été effectué sur ’extrait GLS-12 pour détecter les différentes
familles chimiques qu’il contient. Ce test est basé sur des réactions chimiques particuliéres en
utilisant des réactifs spécifiques pour chaque famille chimique (Tableau I). La présence d’une
famille chimique est caractérisée par le changement de coloration ou la formation d’un précipité

(FONG H.H.S. et coll., 1977).



La teneur de la famille chimique présente dans 1’extrait a été exprimée par les signes suivants:
— 1 Absence

+ 1 Présence en faible teneur

++ : Présence en teneur moyenne

+++ : Présence en forte teneur



Tableau I. Tests utilisés pour identifier les différentes familles présentes dans 1’extrait
GLS-12 (FONG H.H.S. et coll., 1977).

Familles chimiques Tests Réactifs Observations
DRAGENDORFF,
ALCALOIDES MAYER, Précipitation
WAGNER
Gélatine + NaCl | Précipitation verte
TANINS S— S
Gelatine + FeCls Precipitation
Méthanol bleue
COMPOSES Gélatine 1% Précipitation

PHENOLIQUES

LIERMAN Anhydride acétique | Coloration violette

BURCHARD +H2S04
STEROIDES ET
TRITERPENES BADGET Acide picrique Coloration rouge
KEDDE
Anneau de
SALKOWSKI H2S04 séparation rouge
FLAVONOIDES WIL-STATER Ruban de Mg + Coloration rouge

HCI concentré

LEUCOANTHOCYANES | BATH-SMITH HCI concentré + Coloration rouge

bain marie violacée
HCI froid
ANTHOCYANES Coloration rouge
+ 3 volumes Trouble
POLYSACCHARIDES d’éthanol
SUCRES REDUCTEURS Liqueur de Fehling | Précipitation rouge
+ bain marie brique
COUMARINES NaOH 10% Fluorescence a
I’uv
Persistance d’une
SAPONINES MOUSSE HCI + agitation mousse
(3cmd’épaisseur)
aprés 30mn




B. PARTIE PHARMACOLOGIQUE

1. Animaux d’expérimentation

Des souris méles de race SWISS, ageées de 3 a 5 mois, pesant entre 20 et 30 grammes ont été
utilisées. Elles ont été élevées a I’animalerie du Laboratoire de Pharmacologie Générale, de
Pharmacocinétique et de Cosmétologie (L.P.G.P.C), de la Faculté des Sciences de I’Université
d’Antananarivo. Ces souris ont été nourries avec de la provende CPO AGRIVAL®, elles ont
eu un acces libre a de I’eau et soumises a un cycle de lumiére et d’obscurité 12/12 heures
(NA C-S. et coll., 2013). Avant chaque test, les animaux ont été mis a jeun pendant 12 heures

et ont recu de I’eau a volonté.

2. Répartition des animaux et voie d’administration des produits

Avant chaque série de tests, les animaux ont été répartis en 4 lots de 4 souris: un lot témoin a
recu 10 ml/kg d’eau distillée, puis les 3 autres lots ont regu I’extrait GLS-12 dissout dans de
I’eau distillée aux doses respectives de 125, 250 et 500 mg/kg. Les produits ont été administrés
par voie orale dans un volume de 10 ml/kg (CHEN C-S. et coll., 2016).

3. Tests préliminaires

Pour assurer ’homogénéité des individus utilisés, les souris ont été soumises a des tests de
sélection. Elles ont été suspendues a la barre fixe et seules les souris qui sont restées suspendues
a la barre entre 20 a 30 secondes ont été retenues. Pour le test de la nage forcée, celles qui ont
été capables de nager pendant 10 minutes ont été choisies et pour le test de marche sur le

Rotarod, les animaux qui sont restés pendant 5 minutes ont été sélectionnés.

4. Etude de I’effet de GLS-12 sur la fatigue provoquée par un effort musculaire bref et
intense

L’effet de ’extrait GLS-12 sur la fatigue musculaire provoquée par un effort bref et intense a
été évalué en utilisant la barre fixe, constituée d’un fil de fer de 1 cm de circonférence et
0,3 mm de diametre, tendu sur 33 cm de longueur et placé a 30 cm du sol (Figure 3)
(COURVOISIER S., 1956 ; BOISSIER J. R., 1960). Les souris sélectionnées ont été
suspendues a la barre fixe par leurs pattes antérieures et leurs pattes postérieures ont été
attachées pour les empécher de s’agripper a la barre fixe.

Les animaux ont été mis a jeun pendant 12 heures avant le test et ont un acces libre a de I’eau.
Les souris ont été réparties en 4 lots de 4 souris: un lot témoin a regu 10 ml/kg d’eau distillée,
puis les 3 lots ont regu I’extrait GLS-12 aux doses respectives de 125, 250 et 500 mg/kg dans

un volume de 10 ml/kg, par voie orale. Trente minutes aprés 1’administration de 1’extrait et de
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I’eau distillée, les souris sélectionnées ont été suspendues a la barre fixe et la durée de

suspension de chaque souris jusqu’a son épuisement a été chronométrée et notée.

Figure 3. Photographie d’une souris suspendue a la barre fixe pour évaluer I’effet de I’extrait

lors d’un effort musculaire bref et intense.

5. Etude de ’effet de GLS-12 sur la fatigue provoquée par un effort musculaire de longue
durée

L’effet de ’extrait GLS-12 sur la fatigue provoquée par un effort musculaire de longue durée
a été étudié en utilisant la nage forcée et la marche forcée sur le Rotarod.

a. Etude de I’effet de I’extrait GLS-12 sur la fatigue provoquée par la nage forcée

La nage forcée a été utilisée pour étudier I’effet de 1’extrait GLS-12 sur la performance des
souris soumises a un exercice d’endurance (DING X. et coll., 2009). La piscine a été constituée
d’un bocal en verre de 30 cm de hauteur, 15 cm de diametre et rempli d’eau a 13cm de
profondeur de telle maniére que les pattes des souris ne touchent pas le fond du bocal. L’eau de
la piscine a été maintenue a la température de 30 + 1°C (Figure 4). L’extrait a été dissout dans
de I’eau distillée, puis les souris ont été mises a jeun 12 heures avant le test et réparties en 4
lots: un lot témoin et 3 lots traités avec I’extrait GLS-12 a différente dose. Les animaux du lot
témoin ont recu 10 ml/kg d’eau distillée, tandis que les souris des 3 lots ont recu I’extrait

GLS-12 aux doses respectives de 125, 250 et 500 mg/kg dans 10 ml/kg.
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Trente minutes aprés I’administration de ces produits, les animaux ont été placés dans la piscine
et laissés nager jusqu’a leur épuisement (WANG B. et coll., 2014; XU Y-X et ZHANG J-J.,
2013). La souris a été considérée comme fatiguée lorsqu’elle restait immobile et flottait pendant
plus de 7 secondes (CHEN Y.M. et coll., 2015; SARAF M.N. et coll., 2011). La durée de la

nage des animaux a été chronométrée et notée.

Figure 4. Photographie d’une souris en train de nager dans un bain a la température de 30°C

pour la nage forcée.

b. Etude de I’effet de I’extrait GLS-12 sur la fatigue provoquée par la marche forcée

La marche forcée sur le Rotarod a été utilisée pour étudier I’effet de 1’extrait GLS-12 sur la
performance des souris soumises a un exercice de longue durée (DING X. et coll., 2009;
NAGARAJAT.S. et coll., 2012).

L’objectif de cette étude a été de déterminer I’effet de 1’extrait sur la fatigue provoquée par un
effort musculaire de longue durée en calculant la distance parcourue par les souris sur le
Rotarod. Le Rotarod (marque Palmer, made in England) est un appareil constitué d’une tige
cylindrique en bois horizontale de 3 cm de diamétre, 30 cm de long, 10 cm de circonférence,
divisée en 5 compartiments et qui tourne a la vitesse de 20 rotations par minute (Figure 5).

A cette vitesse, les souris parcourent une distance de 2 métres par minute.
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Les animaux ont été mis a jeun 12 heures avant le test, mais ils ont eu de I’eau a volonté.
Ensuite, ils ont été répartis en 4 lots: un lot témoin et trois lots traités avec 1’extrait GLS-12; les
animaux témoins ont recu 10 ml/kg d’eau distillée, et les animaux des 3 lots restants ont
respectivement recu I’extrait aux doses de 125, 250 et 500 mg/kg dans un volume de solvant de
10 ml/kg.

Trente minutes aprés 1’administration des différents produits, les souris sélectionnées ont été
placées sur le Rotarod qui tourne a la vitesse de 20 rotations/minute soit 2 m/mn (PARVATHI
M. et RAVISHANKAR K., 2013).

Le temps mis par chaque souris pour tomber du Rotarod a été chronométre et noté, puis la

distance parcourue par chaque souris a été calculée selon la formule:

Distance parcourue =  Vitesse x Durée de la marche
(m) (m/mn) (mn)

Figure 5. Photographie des souris en train de marcher sur le Rotarod pour la marche forcée.

C. EXPRESSION ET ANALYSE DES RESULTATS
Les résultats ont été exprimés en moyenne * e.s.m (x + e.s.m). Les moyennes ont été comparées
entre elles en utilisant le test t de Student, et la différence a été considérée comme significative

lorsque la valeur de P < 0,05.
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I1l. RESULTATS

A. PARTIE CHIMIQUE

1. Rendement de I’extraction

Avec les 190 grammes de poudre de feuilles seches macérées dans le mélange éthanol-eau

(60 : 40), 15 g d’extrait pateux, de couleur marron sont obtenus, soit un rendement de

7, 89 %.

2. Résultats du criblage phytochimique
Le criblage phytochimique effectué¢ sur I’extrait GLS-12 montre la présence en forte teneur
d’alcaloides, de polysaccharides, de sucres réducteurs, de stéroides et de triterpénes. Par contre

les tanins s’y trouvent en faible teneur (Tableau II).

Tableau Il. Les différentes familles chimiques présentes dans I’extrait GLS-12.

FAMILLES CHIMIQUES RESULTATS
ALCALOIDES 4+
POLYSACCHARIDES +++
SUCRES REDUCTEURS +4+
STEROIDES ET TRITERPENES +4+
TANINS +

B. PARTIE PHARMACOLOGIQUE

1. Effet de ’extrait GLS-12 sur la fatigue provoqueée par un effort musculaire bref et
intense

Les souris relachent la barre fixe lorsqu’elles sont fatiguées. Les résultats obtenus montrent que
la durée de suspension des souris ayant recu 1’extrait GLS-12 est supérieure a celle des souris
du lot témoin. Cette durée augmente en fonction de la dose de I’extrait administré. Chez le lot

témoin, le temps mis par les souris pour rester sur la barre fixe est de 21 £ 2,64 secondes, contre
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40,33+ 1,52, 89,33 + 3,05 et 224,66 + 9,07 secondes chez animaux des lots traités avec 1’extrait
GLS-12 aux doses respectives de 125, 250 et 500 mg/kg (P < 0,05) (Figure 6).

Durée de la suspension

(8)
250

200

150

100

50

Témoin GLS-12a125 GLS-12a250 GLS-12a500
mg/kg mg/kg mg/kg

Doses (mg/kg)

Figure 6. Variation du temps de suspension & la barre fixe des souris du lot témoin (=) et des
lots traités avec I’extrait GLS-12 administré par voie orale aux doses respectives de 125 (mm),
250 () et 500 (mm) mg/kg (x £ e.s.m; n=4; P <0,05).
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2. Effet de I’extrait GLS-12 sur la fatigue provoquée par un effort musculaire de longue
durée

a. Effet de I’extrait GLS-12 sur la durée de la nage des souris dans le bain

Une fois placées dans le bain, les souris nagent; s’immobilisent et flottent lorsqu’elles sont
fatiguées. Les résultats montrent que les souris des lots traités avec ’extrait nagent plus
longtemps que les souris du lot témoin. Pour le lot témoin, les souris nagent pendant
20,23 £ 0,82 minutes, contre 34,1 + 1,74, 43,85 + 3,78 et 77,91 + 4,29 minutes pour les animaux
des lots traites avec I’extrait GLS-12 aux doses respectives de 125, 250 et 500 mg/kg (P < 0,05)
(Figure 7).

Durée de la nage
(mn)

90
80
70
60
50

30
20
10

Témoin GLS-12a125 GLS-12a250 GLS-12a500
mg/kg mg/kg mg/kg

Doses (mg/kg)

Figure 7. Variation de la durée de la nage dans le bain des souris du lot témoin () et traitées
avec I’extrait GLS-12 administré par voie orale aux doses respectives de 125 (mm), 250 () et
500 (mm) mg/kg (x £ e.s.m; n=4; P <0,05).
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b. Effet de I’extrait GLS-12 sur la distance parcourue par les souris sur le Rotarod

Les souris tombent du Rotarod lorsqu’elles sont fatiguées. La distance parcourue par les souris
des lots traités avec I’extrait GLS-12 est supérieure a celle des souris du lot témoin. Elle est de
96,4 *+ 6,60 métres chez les souris du lot témoin, contre 191,98 + 9,70, 279,15 + 4,61, 425,58 +
12,12 meétres chez les animaux des lots traités avec I’extrait GLS-12 aux doses respectives de
125, 250 et 500 mg/kg (P < 0,05) (Figure 8).

Distance parcourue
(m)

500
450
400
350
300
250
200
150
100
50
0

Témoin GLS-12a125 GLS-12a250 GLS-12 a500
mg/kg mg/kg mg/kg

Doses (mg/kg)

Figure 8. Variation de la distance parcourue sur le Rotarod par les souris du lot témoin (m) et
des lots traités a I’extrait GLS-12 administré par voie orale aux doses respectives de 125 (m),
250 () et 500 (mm) mg/kg (x £ e.s.m; n=4; P <0,05).
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IVV. DISCUSSION

Ce travail a pour objet d’étudier I’activité de 1’extrait GLS-12 sur la fatigue musculaire
expérimentale chez la souris. Cet extrait a été préparé a partir d’une plante utilisée
traditionnellement comme antifatigue. Trois tests ont été réalisés afin d’évaluer cette activite:
la traction a la barre fixe, la nage et la marche forcées. La traction a la barre fixe a été utilisée
pour étudier son effet sur la fatigue provoquée par un effort musculaire intense et de courte
durée. Cet exercice sollicite les unités motrices a contraction rapide qui utilisent le métabolisme
anaérobie comme source d’énergie. Tandis que la nage et la marche forcées ont été utilisées
pour 1’é¢tude de son effet sur la fatigue provoquée par un effort musculaire de longue durée.
Ce genre d’effort sollicite les unités motrices a contraction lente dont la source d’énergie
provient du métabolisme aérobie (SILBERNAGL S. et DESPOPOULOS A., 2001). Les
résultats obtenus avec les différentes épreuves montrent que ’extrait GLS-12 augmente
I’endurance des souris. Il augmente la durée de suspension a la barre fixe, la durée de la nage

dans le bain ainsi que la distance parcourue par les souris placées sur le Rotarod.

L’épreuve maximale de courte durée comme la traction a la barre fixe conduit a une
hypertrophie musculaire et a une capacité glycolytique élevée dans les unités motrices a
contraction rapide. Pendant ce type d’effort, la glycolyse anaérobie est la principale voie
métabolique afin d’obtenir 1’énergie nécessaire pour accomplir I’exercice. Pourtant, cette voie
produit une grande quantit¢ d’acide lactique. Or I’accumulation excessive d’acide lactique
conduit & la diminution du pH musculaire qui inhibe la libération des ions calcium et la
glycolyse aboutissant ainsi a un manque d’ATP et a I’apparition d’une fatigue qui provoque
I’arrét de I’exercice (SILBERNAGL S. et DESPOPOULOS A., 2001 ; WANG B. et coll.,
2014). En effet, I’ion calcium joue un grand réle pendant I’activité musculaire de courte durée.
La libération des ions calcium stockés dans le réticulum sarcoplasmique augmente sa
concentration intracellulaire, a 1’origine de la contraction musculaire, et lorsque cette
concentration est inférieure a la concentration seuil, il y a détachement des ponts actine-myosine
et la force musculaire générée devient nulle conduisant a un état de relachement musculaire
(PAPAIORDANIDOU M., 2010). Il serait possible que I’extrait GLS-12 augmente la
concentration du calcium intracellulaire en libérant le calcium intra sarcoplasmique ou en
inhibant leur recapture par le réticulum sarcoplasmique. Comme c’est le cas de la caféine, un
alcaloide qui posséde un effet antifatigue musculaire en déclenchant la libération des ions Ca?*
au niveau du réticulum sarcoplasmique (OLORUNSHOLA K.V. et ACHIE L.N., 2011), les

alcaloides contenus dans I’extrait GLS-12 pourraient aussi avoir une action similaire a celle de
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la caféine. Ce qui expliquerait 1’effet antifatigue de 1’extrait lors de la suspension des souris a

la barre fixe.

Par ailleurs, I’extrait augmente la performance des souris face a des exercices musculaires de
longue durée. Ce genre d’épreuve augmente la capacité oxydative des unités motrices a
contraction lente (SILBERNAGL S. et DESPOPOULOS A., 2001). Ces fibres contiennent une
tres grande quantité de mitochondries et utilisent en grande partie les acides gras comme
substrats énergétiques (CHERPEC R., 2009). Le flux sanguin et les réserves en substrats
énergétiques sont les éléments potentiels impliqués dans la fatigue périphérique lors d’un effort
musculaire de longue durée. En effet, le flux sanguin approvisionne 1’0xygene necessaire au
métabolisme oxydatif afin que le muscle accomplisse sa tache lors de I’exercice. Une
diminution du flux sanguin lors de 1’exercice aura comme conséquence une baisse de la
synthése d’ATP par la voie oxydative et amenera a I’apparition de la fatigue
(PAPAIORDANIDOU M., 2010).

Des substances naturelles contenues dans les plantes peuvent améliorer la performance
physique comme c’est le cas de la caféine qui est un alcaloide capable d’augmenter la force
musculaire en provoquant la libération d’adrénaline qui a son tour augmente les glycogénolyses
musculaire et hépatique, favorisant aussi 1’oxydation des réserves de graisse (GOLDSTEIN
E.R., et coll., 2010). Par analogie, nous pouvons avancer une hypothése que les alcaloides
contenus dans 1’extrait augmentent la lipolyse (OLORUNSHOLA K.V. et ACHIE L.N., 2011)
et pourraient étre responsables de la dégradation des glycogenes en glucose, des graisses en
acides gras ou augmenteraient d’abord le taux d’adrénaline circulant, qui a son tour mobiliserait
les acides gras libres dans les tissus adipeux et musculaires afin d’améliorer la performance

physique.

Toutefois, I’exercice musculaire intense produit une quantité excessive d’espéces réactives de
I’oxygene qui provoque la peroxydation des lipides, la rupture de la structure membranaire des
cellules musculaires et I’inhibition de 1’enzyme ATPase utile a la fourniture d’énergie
nécessaire a la contraction musculaire (POWERS S.K. et coll., 2011 ; SUWANMALA J. et
coll., 2016). Une étude faite sur Milletiae speciosae (LEGUMINOSAE) a montré qu’il a une
propriété antifatigue chez la souris. Les polysaccharides contenus dans cette plante augmentent
la performance physique des souris (ZHAO X-N. et coll., 2015) en se comportant comme des
antioxydants qui diminuent 1’effet nocif des radicaux libres. En outre, le champignon Cordyceps

sinensis (CLAVICIPITACEAE) contient aussi une forte teneur en polysaccharides possédant
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une propriété antifatigue chez la souris en diminuant 1’augmentation d’acide lactique sanguin,
et en favorisant le stockage de glycogénes hépatique et musculaire (LI T. et LI W., 2009).

Comme I’extrait GLS-12 présente une tres forte teneur en polysaccharides, nous pouvons ainsi
avancer une hypothese que I’augmentation de I’endurance des souris traitées avec 1’extrait
GLS-12 pendant les tests de marche et de nage forcées serait due a I’inhibition des effets des
espéces réactives de 1’oxygene par les polysaccharides et & I’amélioration du flux sanguin par

une ou plusieurs familles chimiques contenues dans 1’extrait.
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CONCLUSION



V. CONCLUSION

Les résultats obtenus aprés les différents tests montrent que 1’extrait GLS-12 augmente la
performance et I’endurance des souris soumises a I’épreuve de suspension a la barre fixe, de la
nage forcée et de la marche sur le Rotarod. L’extrait GLS-12 retarde donc 1’apparition de la
fatigue musculaire tant lors d’un effort bref et intense que durant un exercice musculaire
prolongé. Ces résultats nous confirment que 1’extrait GLS-12 posséde une activité antifatigue
musculaire. Cette derniére pourrait étre due a la présence d’une forte teneur en alcaloides et en

polysaccharides dans 1’extrait.
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RESUME

L’objectif de ce travail a été d’étudier 1’activité antifatigue musculaire de I’extrait GLS-12 chez
la souris. La traction a la barre fixe a été utilisée pour étudier son effet sur la fatigue provoquée
par un effort intense et de courte durée, tandis que la nage et la marche forcées ont été utilisées
pour I’¢tude de son effet sur la fatigue provoquée par un effort de longue durée. Trente minutes
apres son administration par voie orale, I’extrait augmente la performance et I’endurance des
souris. Les souris du lot témoin restent en suspension pendant 21 + 2,64 secondes, contre
40,33 £1,52, 89,33 £ 3,05 et 224,66 + 9,07 secondes pour les lots traités avec I’extrait GLS-12
aux doses respectives de 125, 250 et 500 mg/kg (P < 0,05). L’extrait augmente la durée de la
nage des souris. Elle est égale a 20,23 + 0,82 minutes pour le lot témoin contre 34,1 + 1,74,
43,85 + 3,78 et 77,91 + 4,29 minutes pour les lots traités aux doses respectives de 125, 250 et
500 mg/kg (P < 0,05). Il augmente la distance parcourue par les animaux. Elle est de
96,4 = 6,60 meétres pour les souris du lot témoin, contre 191,98 + 9,70, 279,15 + 4,61,
425,58 + 12,12 minutes pour les animaux des lots traités avec I’extrait GLS-12 aux doses
respectives de 125, 250 et 500 mg/kg (P < 0,05). Une ou plusieurs molécules appartenant aux
familles des alcaloides, des polysaccharides pourraient étre a 1’origine de cette activité
antifatigue.

Mots-clés: antifatigue, fatigue musculaire, souris, barre fixe, nage et marche forcées.

ABSTRACT

The objective of this work was to study the muscular antifatigue activity of extract GLS-12 in
mice. The traction on the fixed bar was used to study its effect on the fatigue caused by an
intense effort and of short duration whereas the forced swimming and march were used to study
its effect on fatigue caused by an effort of long duration. Thirty minutes after its administration
by oral route, the extract increases the performance and the endurance of the mice. The mice of
the control group remain in suspension during 21 + 2.64 seconds, versus 40.33 + 1.52,
89.33 + 3.05 and 224.66 + 9.07 seconds for the treated groups with the extract GLS-12 at the
respective doses of 125, 250 and 500 mg/kg (P < 0.05). The extract increases the duration of
swim of the mice. It is equal to 20.23 £ 0.82 minutes for the control group versus 34.1 + 1.74,
43.85 £ 3.78 and 77.91 £ 4.29 minutes for the treated groups at the respective doses of 125, 250
and 500 mg/kg (P < 0.05). It increases the distance covered by the animals. It is equal to
96.4 £+ 6.60 meters for the mice of the control group, versus 191.98 + 9.70, 279.15 + 4.61,
425.58 + 12.12 minutes for the animals of the treated groups with the extract GLS-12 at the
respective doses of 125, 250 and 500 mg/kg (P < 0.05). One or more molecules belonging to
the families of alkaloids, polysaccharideg could be at the origin of this antifatigue activity.

Keywords: antifatigue, muscular fatigue, mouse, fixed bar, forced swimming and march.
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