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1. DEPARTEMENT DE BIOLOGIE DES ORGANISMES ANIMAUX (BA) (25)
N° Noms et Prénoms Grade Observations
1 | 1 [DONGMO Alain Bertrand Professeur (Pr) En poste
2 |2 |LEHMAN Léopold Professeur (Pr) En poste
3 | 3|MANDENGUE Samuel Honoré Professeur (Pr) En poste
4 | 4 MASSOMA LEMBE Dieudonné Professeur (Pr) Chef de Département
5 | 5|AKONO NTONGA Patrick Professeur (Pr) SD/ MINESUP
6 | 6 |KENNE Martin Maitre de Conférences (MC) En poste
7 |7 |MBIDA MBIDA Jean Arthur Maitre de Conférences (MC) En poste
8 | 8 |MISSOUP Alain Didier Maitre de Conférences (MC) Chef de Div/ ISH
9 |9 |TINDO Maurice Maitre de Conférences (MC) En poste
10 |10[AYINA A. C. Noel épse LISSOCK  [Maitre de Conférences (MC) En poste
11 |11{NACK Jacques Maitre de Conférences (MC) Chef de Département ISH
12 |12|WANKEU NYA Modeste Maitre de Conférences (MC) En poste
13 [13|AHMADOU Chargé de Cours (CC) En poste
14 |14|ENDOUGOU EFFA Anne Marie Chargé de Cours (CC) En poste
15 |15/ KOJI Ernest Chargé de Cours (CC) En poste
16 |16 TCHAMADEU Marie Claire Chargé de Cours (CC) En poste
17 |17|ATEBA Sylvain Benjamin Chargé de Cours (CC) En poste
18 |18(BIKA LELE Elysée Claude Chargé de Cours (CC) En poste
19 [19|BOGNING Zangueu Calvin Chargé de Cours (CC) En poste
20 [20(KAPSO TCHOUANKEP Mireille Chargé de Cours (CC) En poste
21 [21{MEKOULOU NDONGO Jerson Chargeé de Cours (CC) En poste
22 [22[Aicha De NKAINSA LINDOUX Il [Assistant En poste
23 |23|FEIGNI YOUPI Marcelle Olga Assistant En poste
24 |24|MBOUMWA Paul Valérie G Assistant En poste
25 [25[YOUSSEU NANA William Assistant En poste

2. DEPARTEMENT DE BIOLOGIE DES ORGANISMES VEGETAUX (B.V) (18)

26 | 1 |[NDONGO DIN

|Professeur (Pr)

|En poste
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27 | 2 |TAFFOUO Victor Désiré Professeur (Pr) En poste
28 | 3 |[NGO N. Laurette épse EKOUE Maitre de Conférences (MC)|Chef de Département
29 | 4 |[ASSENG Charles Carnot Maitre de Conférences (MC)|En poste
30 | 5 [BETTY Jean Lagarde Maitre de Conférences (MC)|Bertoua
31 | 6 [PRISO Richard Maitre de Conférences (MC)|Vice Doyen/VDS
32 | 7 |[SIMO Claude Maitre de Conférences (MC)|En poste
33 | 8 [NDIANG Zenabou Chargé de Cours (CC) En poste
34 | 9 [NGOTTA BIYON Jacques Bruno |Chargé de Cours (CC) En poste
35 | 10 [TCHIAZE Alice épse GOUADO Chargé de Cours (CC) En poste
36 | 11 [Séraphine EBENGNE MOKAKE Chargé de Cours (CC) En poste
37 | 12 [LADOH YEMEDA Christelle F. Chargé de Cours (CC) En poste
38 | 13 [MADOUNTSAP T. Nadege Chargé de Cours (CC) En poste
39 | 14 |[MFONKA Zakari Chargé de Cours (CC) En poste
40 | 15 [MVOGO OTTOU Patrice Brice Chargé de Cours (CC) En poste
41 | 16 |WAMBA FOTSO Oscar Simple Chargé de Cours (CC) En poste
42 | 17 |PHARAON MBIANDA Auguste |Chargé de Cours (CC) En poste
43 | 18 [SEMBOUNG LANG Firmin Chargé de Cours (CC) En poste
3. DEPARTEMENT DE BIOCHIMIE (BC) (29)
44 | 1 |[NGONO NGANE Rosalie Annie Professeur (Pr) Chef de Département
45 | 2 |GOUADO Innocent Professeur (Pr) En poste
46 | 3 [JAZET DONGMO Pierre Michel Professeur (Pr) En poste
47 | 4 |SAMEZA Modeste Lambert Professeur (Pr) En poste
48 | 5 |KANA M. Modestine épse SOP Maitre de Conférences (MC)|En poste
49 | 6 |KOANGA MOGTOMO Martin L. |Maitre de Conférences (MC)|En poste
50 | 7 |KORO KORO Francioli Maitre de Conférences (MC)|En poste
51 | 8 [LENG Marlyse Solange Maitre de Conférences (MC) ﬁgle_'f de Departement
52 | 9 [MINYAKA Emile Maitre de Conférences (MC)|DFI/IUT
53 | 10 [NDOMOU Mathieu Maitre de Conférences (MC)|En poste
54 | 11 [TAVEA Fréderic Marie Maitre de Conférences (MC)|En poste
55 | 12 [TCHAMENI NGUEMEZI Severin |Maitre de Conférences (MC)|En poste
56 | 13 |[EBELLE ETAME Rebecca M. Maitre de Conférences (MC)|S.G MINRESI
57 | 14 [ETOUNDI O. Cunégonde Blanche |Maitre de Conférences (MC)|En poste
58 | 15 ',:'Acét,ig(,\\,’\gi@v ANGA Sylvie epse Chargé de Cours (CC) En poste
59 | 16 [NOAH MBOENE Alexandre Chargé de Cours (CC) En poste
60 | 17 [TAMGUE Ousman Chargé de Cours (CC) En poste
61 | 18 [AKAMI Mazarin Chargé de Cours (CC) En poste
62 | 19 [DEMASSE M. Adelaide Chargé de Cours (CC) En poste
63 [ 20 IDONGHO DONGMO Fabrice F. Chargé de Cours (CC) En poste
64 | 21 [FOGANG MBA Aymar Rodrigue |[Chargé de Cours (CC) En poste
65 [ 22 [LIENOU LIENOU Landry Chargé de Cours (CC) En poste
66 | 23 [NOLLA Nicolas Policarpe Chargé de Cours (CC) En poste
67 | 24 |SOH OUMBE Aimé Valére Chargé de Cours (CC) En poste
68 [ 25 |MBOCK Arnaud Michel Assistant En poste
69 | 26 [NTAH A AYONG Moise Assistant En poste
70 | 27 [FOUELIFACK NZEKO Eric Assistant En poste
71 | 28 |ABOUDI ETONO Colette Elysée |Assistant En poste
72 | 29 [MANZ KOULE Jules Assistant En poste
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4. DEPARTEMENT DE CHIMIE (CH) (31)

73| 1 [MBAZE MEVA’A Luc Leonard Professeur (Pr) DAASR/UY1/FS
74 2 | KAMDEM WAFFO Alain Francois | Professeur (Pr) En poste
75 3 |WANSI Jean Duplex Professeur (Pr) En poste
76| 4 |AZEBAZE Anatole Guy Blaise Professeur (Pr) Vice Doyen / VDP
77) 5 |NDOM Jean Claude Professeur (Pr) Vice Doyen/FMSB
78| 6 |ETOH Marie Annie Professeur (Pr) Chef de Département
79 7 |BIKELE MAMA Désiré Maitre de Conférences (MC)|En poste
80| 8 |CONDE Mariam epse ASSENG Maitre de Conférences (MC)|En poste
81l 9 |DIKA MANGA Joseph Marchand |Maitre de Conférences (MC)|En poste
82 10 |DINA David John Daniel Maitre de Conférences (MC)|En poste
83| 11 |[NGUEFA HAPPI Emmanuel Maitre de Conférences (MC)|En poste
84| 12 |[NOUGA BISSOUE Achille Maitre de Conférences (MC)|Chef de Dept/ ENSET
85| 13 |TOZE Flavien Aristide Alfred Maitre de Conferences (MC) Chef de service a la
DAAC
86 14 |KEDE Charles Melea Maitre de Conférences (MC)|En poste
87| 15 |LOBE SONGUE Jules Maitre de Conférences (MC)|En poste
88| 16 $E$¥£ GNE Sidonie Beatrice epse Maitre de Conférences (MC)|En poste
89 17 |BANENZOUE Charles Maitre de Conférences (MC)|En poste
90| 18 |AKONE Hervé Sergi Chargé de Cours (CC) En poste
91| 19 E\’?‘VSOS,\?PEAECKAMOH'WE Yolande epse Chargé de Cours (CC) En poste
92 20 |[MAKOTA Suzanne épse NDI Chargeé de Cours (CC) En poste
93| 21 |TCHIETA Pierre Gerard Chargé de Cours (CC) En poste
94| 22 |ATEBA AMANA Baruch Chargé de Cours (CC) En poste
95 23 |AWAZI TENGU épse NYONGHA |Chargé de Cours (CC) En poste
96 24 |LONGUE EKON Jean Pierre Chargé de Cours (CC) En poste
97 25 |[MAZA DJONKAM Hermine L. Chargé de Cours (CC) En poste
98| 26 |[NGASSA PIEGANG Guy bertrand |Chargé de Cours (CC) En poste
99( 27 |[NOUDOU Soilitaire Bodrix Chargé de Cours (CC) En poste
100[ 28 |MABOU LEUNA Jules Blaise Assistant En poste
101 29 |NGO HANNA Joelle Assistant En poste
102| 30 |ABEGA Aimé Victoire Assistant En poste
103] 31 |DIPITA KOLYE Ernest Yves H. Assistant En poste
5. DEPARTEMENT DE MATHEMATIQUES ET INFORMATIQUE (M) (20)
104 1 |BOWONG TSAKOU Samuel Professeur (Pr) Chef de Département
105 2 |FONO Louis Aime Maitre de Conférences (MC)|En poste
106 3 |NGAKEU Ferdinand Maitre de Conférences (MC)|En poste
107 4 |DONFACK V épse KOMMOGNE [Chargé de Cours (CC) En poste
108 5 |MBAMA ENGOULOU Bertrand [Chargé de Cours (CC) En poste
109 6 |NOUMSI WOGUIA V. Auguste Chargé de Cours (CC) En poste
110 7 |TAGNE WAFO Roger Chargé de Cours (CC) En poste
111 8 |TSIMIJEAN Armand Chargé de Cours (CC) En poste
112] 9 |DJIKEN Guy Lahlou Chargé de Cours (CC) En poste
113] 10 |OUMAROU NGOUTE Charly Chargé de Cours (CC) En poste
114 11 |FOTSING TETSING Hans Chargeé de Cours (CC) En poste
115 12 |MOSKOLAI NGASSAHA Justin  |Charge de Cours (CC) En poste
116] 13 |PEMHA Gabriel Cedric Chargé de Cours (CC) En poste
117 14 |UM Laurence Emilie Chargé de Cours (CC) En poste
118[ 15 |DJEUMEN D. Rodrigue Aime Assistant En poste
119] 16 |NDJE Yves Jonathan Assistant En poste
120] 17 |ONANA NDZANA Maximilien D. |Assistant En poste
121| 18 |DJOUKWE TAPI Myriam Sonia Assistant En poste
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122| 19 |DZUCHE Justin Assistant En poste
123| 20 EFONGOURAIN MOUGNUTOU Assistant En poste
émy
6. DEPARTEMENT DE PHYSIQUE (PH) (23)
124 1 |NGUENANG Jean Pierre Professeur (Pr) Chef de Departement
125 2 |LENOUO Andre Professeur (Pr) En poste
. Directeur ENSP/
126 [ 3 |MOHAMADOU Alidou Professeur (Pr) Université Maroua
127| 4 |MOTAPON Ousmanou Professeur (Pr) DAAFUNIversite
128 5 |YAMAPI Rene Professeur (Pr) En poste
129 [ 6 |NANA Laurent Maitre de Conférences (MC)|En poste
130 | 7 |NDONTCHEUNG MOYO Maurice |Maitre de Conférences (MC)|Chef Service/ MINRESI
131 8 |WEMBE TAFO Evariste Maitre de Conférences (MC)|En poste
132 9 |DAFOUNANSOU Ousmanou Maitre de Conférences (MC)|En poste
133 | 10 |EYIKE Albert Maitre de Conférences (MC) I(\:Ar:el\ll"éjésdllvmon/
134 [ 11 |LISSOUK Daniel Maitre de Conférences (MC)|S.G/ENS Kumba
135 [ 12 |EKOE A AKATA Aloys Martial Chargé de Cours (CC) En poste
136 | 13 |EPEE EPEE Michel Douglas Chargé de Cours (CC) En poste
137 | 14 |KENGANG KANA Lucas Z. Chargé de Cours (CC) En poste
138 [ 15 |MBIAKE Robert Chargé de Cours (CC) En poste
139 [ 16 |NGWA EBONGUE Alexandre Chargé de Cours (CC) Chef de service/FS
140 [ 17 |ZANGA AMOUGOU Alain Chargé de Cours (CC) En poste
141 | 18 |LEKEUFACK TIOKENG Olivier |Chargé de Cours (CC) En poste
142 [ 19 |MENYE Cyrille Chargé de Cours (CC) En poste
143 | 20 |ONDOUA Rodrigue Yanick Assistant En poste
144 | 21 |ATANGANA NKENE épse NDOP |Assistant En poste
145 [ 22 |BELL Jean Pierre Assistant En poste
146 | 23 |YOUSSOUFA MATI Assistant En poste
7. DEPARTEMENT DE SCIENCES DE LA TERRE (ST) (22)

147 1 [NIDA Marie J. épse NTAMAK Professeur (Pr) Doyen/ FS

148 | 2 [ETAME Jacques Professeur (Pr) Directeur IUT Douala
149| 3 [OWONA Sebastien Professeur (Pr) En poste

150 4 [MVONDO OWONO Francois Maitre de Conférences (MC) | Chef de Département/ST
151| 5 [BAYIGA ELIE Constantin Maitre de Conférences (MC) |En poste

. - , Directeur Adjoint EGEM

152| 6 [NGON NGON Gilbert Maitre de Conférences (MC) Ngaoundére

153 | 7 [BASSEKA Charles Antoine Maitre de Conférences (MC) |En poste

T 15 2 0)

154| 8 |NKOUE NDONDO Gustave Raoul |Chargé de Cours (CC) Charg d stude N1
155| 9 [Christophe WONKAM Chargé de Cours (CC) En poste

156 | 10 [IBOUM KISSAAKA Joseph B Chargé de Cours (CC) En poste

157 | 11 [NGO BOUM Suzane épse NKOT |Chargé de Cours (CC) En poste

158 | 12 [OUAFO M. Marie épse LEUMBE |Chargé de Cours (CC) En poste

159 | 13 [EMVOUTOU Huguette Christiane | Chargé de Cours (CC) En poste

160 | 14 [ITIGA Zenon Chargé de Cours (CC) En poste

161] 15 [NJO MBIE W. Patrick Merlin Chargé de Cours (CC) En poste

162 | 16 [NSANGOU NGAPNA Moussa Chargé de Cours (CC) En poste

163 | 17 [TCHEUMEUNACK KOUEMO J. |Charge de Cours (CC) En poste

164 | 18 [FOWE KWETCHE Paul Gustave Chargé de Cours (CC) En poste
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165| 19 |[TCHUIMEGNIE N. Nicaise Blaise |Charge de Cours (CC) En poste

166 | 20 [BINYET NDJEBAKAL Joseph L. |Assistant En poste

167 | 21 [NYEMB BAYAMACK Joél Fabrice | Assistant En poste

168 | 22 [NLEND Bertil Yvon Assistant En poste

8. CEPAMOQ (9)

169 1 [KWATO NJOCK Moise G. Professeur (Pr) Chef de Centre
170| 2 [KENFACK ASSONGO Cyril Maitre de Conférences (MC) | En poste

171| 3 [BONGUE Daniel Chargé de Cours (CC) Chef de service
172| 4 [BOURI Celsus Chargé de Cours (CC) En poste

173| 5 [DJIEUDEU Nicodéme Chargé de Cours (CC) En poste

174| 6 [NKEM Christophe Chargé de Cours (CC) Chef de Service/DAC
175| 7 [SILENOU MENGOUE Marius Chargé de Cours (CC) En poste

176 | 8 |TETCHOU NGANSO Hugues M. |Charge de Cours (CC) En poste

1771 9 [MBOGNING FEUDJIO William Chargé de Cours (CC) En poste

REPARTITION CHIFFREE DES ENSEIGNANTS PERMANENTS PAR DEPARTEMENT

Départements Nombre d’enseignants

Pr MC CcC ASS Total

BA 5(0) 7(1) 9 (3) 4(2) 25 (6)

BV 2 (0) 5(1) 11 (4) 0 (0) 18 (5)

BC 4 (1) 10 (4) 10 (2) 5(1) 29 (8)
CH 6 (1) 11 (3) 10 (4) 4 (3) 31 (10)

Ml 1(0) 2 (0) 11 (1) 6 (1) 20 (2)

PH 5 (0) 6 (0) 8 (0) 4(2) 23 (2)

ST 3(1) 4(0) 12 (2) 3(2) 22 (5)

CEPAMOQ 1(0) 1(0) 7 (0) 0 (0) 9 (0)
Total 27 (3) 47 (9) 78 (16) 27 (11) 177 (38)

Soit un total de : 177 (38) dont
- Professeurs 27 (3)

- Maitre de Conférences 47 (9)

- Chargés de Cours 78 (16)

- Assistants 27 (11)

- () = Nombre de femmes.

Le Doyen de la Faculté des Sciences
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A MA MAMAN CHERIE Mme
Pauline AMOUGOU ASSOMO
Epouse MBARGA

Theése rédigée par MBANG MBARGA Audrey Judith vii



P— —
LLlSTE DES ABREVlATlONSj

—

ACD : Association Canadienne du Diabéte

ADA : American Diabetes Association

AIEA : Agence Internationale de I’Energie Atomique
ANOVA : Analysis of Variance

AOAC : Association of Official Analytical Chemists
DHG : Diete Hypercalorique Grasse

DHS : Diéte Hypercalorique Sucrée

DID : Diabete Insulino-dépendant

DN : Diete normale

DNID : Diabete Non Insulino-dépendant

DT1 : Diabéte de type 1

DT2 : Diabéte de type 2

ERO : Especes réactives de I’oxygene

FASA : Faculté d’ Agronomie et des Sciences Agricoles
FID : Fond International du Diabete

GPx : Glutathions Peroxydase

GSH : Glutathion réduit

GSSG : Glutathion oxydé

HbA1c : Hémoglobine glyquée

HDL : High Density Lipoprotein

HGPO : hyperglycémie provoquée par voie orale
I1Cso : Concentration inhibitrice 50

IL-1: Interleukine 1

IRS : Substrats du récepteur de 1’insuline
LABPMAN : Laboratoire de Biochimie des Plantes Médicinales, des Sciences Alimentaires
et Nutritions

M1laq : Extrait aqueux du mélange 1

M1et : Extrait éthanolique du mélange 1

M1heth : Extrait hydroéthanolique du mélange 1
M1hex : Extrait hexanique du mélange 1

M2aq : Extrait aqueux du mélange 2
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MZ2et : Extrait éthanolique du mélange 2

M2heth : Extrait hydroéthanolique du mélange 2
M2hex : Extrait hexanique du mélange 2

M3aq : Extrait aqueux du mélange 3

M3et : Extrait éthanolique du mélange 3

M3heth : Extrait hydroéthanolique du mélange 3
M3hex : Extrait hexanique du mélange 3

M4agq : Extrait aqueux du mélange 4

Md4et : Extrait éthanolique du mélange 4

Md4heth : Extrait hydroéthanolique du mélange 4
Md4hex : Extrait hexanique du mélange 4

MDA : Malonyldialdéhyde

MnSOD : Superoxyde Dismutase & manganese

OCDE : Organisation de Coopération et de Développement Economique
PC: Poids Corporel

PPARg : Peroxysomes Proliferator Activated Receptors
SOD : Superoxyde Dismutase

TBARS : Substances réactives a 1’acide thiobarbiturique
TN : Témoin Négatif

TNFa : Tumor Necrosis Factor a

TP : Témoin Positif

VCAM-1 : Vascular Cell Adhesion protein 1
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Ce travail n’aurait jamais vu le jour sans I’intervention de certaines personnes qui,
d’une maniére ou d’une autre contribuent chaque jour & mon éducation.

Je tiens ainsi a remercier le Seigneur DIEU Tout Puissant qui a toujours bien veillé sur
moi et qui a permis la réalisation de ce travail.

Je remercie sincerement et infiniment le Pr Cunégonde Blanche ETOUNDI OMGBA
épouse SAPE de m’avoir toujours encouragée et soutenue dans le travail. Plus qu’un
encadreur, vous étes devenue une mere ; toujours disponible, a 1’écoute et toujours préte a
aider quand il le faut. Je vous remercie treés sincerement maman pour vos conseils, votre
sympathie, votre patience et la confiance que vous m’avez accordée tout au long de ce

parcours.

Je tiens a adresser mes profonds remerciements au Pr Marie Modestine KANA SOP.
Professeur, merci beaucoup pour votre soutien et vos encouragements. Vous n’avez pas
seulement veillé de prés sur 1’évolution de ce travail, mais vous avez également été¢ un

accompagnateur spirituel. Merci beaucoup Professeur pour vos conseils et votre disponibilite.

Je tiens également a adresser mes profonds remerciements au Pr Hassan AGUENAOU
et au Dr Khalid EL KARI pour leur encadrement technique et leur soutien dans 1’obtention du
financement des publications des articles de ce travail de thése.

Je remercie sincerement 1’Agence Internationale de 1I’Energie Atomique (AIEA) pour

leur soutien financier dans la réalisation de ce travail de thése.

Je remercie le Pr Annie Rosalie NGONO NGANE, Chef du Département et Chef de
Laboratoire de Biochimie pour I’appareillage de Laboratoire mis a notre disposition afin de
bien mener ce travail et pour ses encouragements tout le long de ces travaux de recherches.

Je remercie le Pr Marie Joseph NIDA épouse NTAMACK, Doyen de la Faculté des
Sciences et tout son personnel administratif d’avoir permis que ce travail s’effectue dans leur
établissement.

Je voudrais remercier :

> Tous les autres Enseignants du Departement de Biochimie a savoir Pr Inocent
GOUADO, Pr Michel JAZET DONGMO, Pr Fréderic Marie TAVEA, Pr Modeste Lambert
SAMEZA, Pr Mathieu NDOMOU, Pr Marlyse Solange LENG, Pr Martin Luther KOANGA
MOKTOMO, Pr Emile MINYAKA, Pr Francioli KORO KORO, Pr Jean Paul ASSAM
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ASSAM, Pr Severin TCHAMENI GUEMEZI, Pr Rebecca Madeleine EBELLE ETAME, Dr
Adélaide DEMASSE MAWAMBA, Dr Alexandre NOAH MBOENE, Dr Ousman
TAMGUE, Dr Landry LIENOU LIENOU, Dr Nicolas Policarpe NOLLA, Dr Mazarin
AKAMI, Dr Aymar Rodrigue FOGANG MBA, Dr Eric FOUELIFACK NZEKO, Dr Sylvie
NGUIKWIE KWANGA épse MEKONDANE, Dr Aimé Valere SOH OUMBE, Dr Moise
NTAH AYONG, Dr Arnaud Michel MBOCK, Dr Elysee ABOUDI et le Dr Jules MANZ
KOULE, pour leurs enseignements et leur encadrement tout au long de ma formation
académique ;
> Le Dr Fabrice Fabien DONGHO DONGMO pour son soutien, sa disponibilité dans
I’élaboration de ce document de these ;
> Tous mes ainés académiques en particulier Joseph HAWADAK, Dr Merlin
NCHOUTPOUEN NGAFON, Roméo FOBASSO TAGNIKEU, Dr Francis MOUNBAIN,
Balbine ADANDE, Idriss NTATOU LEMOUCHELE, Apollin FOUFFOUO et Joél Styve
TCHEUGOUE pour leur assistance, leur disponibilité et leurs conseils tout au long de ce
travail ;
> Tous mes camarades de promotion de thése en particulier Régine TUEM SOMON,
Pascal TOBIT, Tanguy Armand NGANGUE, Yves Olivier YOUASSI, Dr Davy Victor
MOUSSANGO, Monique Liliane SEN, Fabrice  TENGNA YONKEU, Ceédric Laurel
CIDJEU, Frank Steve MONTHE, Franklin Redon NGOUSSEU, Francine Pamela KAMSU,
Noel ETAGA et Patience EMAMBO pour leur fraternité ;
> Tous les cadets académiques particulierement Rodolphe DJESSISSEM, Jean-Antoine
TSALA MESSI, Charlotte Laurelle NGO MALANG, Ines CHIEGUEN TCHIEGUEN,
Cynthia Valere KAYO TAYOU, Henri Tibo AMBATA AMBATA, Joél William NANDAH
KAMASSOP, Kevine FANDIO MOUBE, Raissa MAGNI PAFEUT, Distelle EMANI,
Alvine Joélle SIMO, Lolita Kafelle NGO’O PANYERE, Alvine Dorgelette GAMGO et
Lucinda MAFFO MOMO NGUENA ;
> Mr. Simon NYOBE et Mr. Rodrigue KAYO pour leur aide dans I’obtention des
champignons.

Je remercie ma camarade de promotion de Master Emilie Danielle MBOCK épouse
NGAMENI et son mari Mr Pierre NGAMENI pour leurs encouragements.

Je remercie le Laboratoire :

> De Biochimie de I’Université de Douala pour le plateau technique ;
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> De Chimie, de Biologie Animale et de Biologie Végétale de I’Universit¢ de Douala
pour la collaboration lors de la phase pratique de ce travail ;

> LABPMAN de I’Université de Dschang pour le dosage des macronutriments ;

> Des Sciences du sol et de la terre de la FASA de I’Université de Dschang pour le
dosage des minéraux.

Je tiens également a remercier certaines personnes dont sans leur affection, leur soutien
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RESUME :

Contexte : L’hyperglycémie sévere est un réel probleme de santé publique a I’origine
du développement de nombreuses maladies métaboliques en occurrence du diabéte de type 2,
de I’obésité, de I’insuffisance rénale... pouvant conduire au décés du malade. Cependant, un
bon contrdl de I’hyperglycémie permettrait de limiter un grand nombre de ces déces. Bien
qu’il existe des pistes de traitements permettant de pallier a ces désordres métaboliques,
ceux—ci présentent néanmoins des limites. D’ou, notre intérét pour des sources naturelles a
I’instar des champignons pleurotes. En effet, dans le souci d’apporter notre contribution dans
la lutte contre I’hyperglycémie, nous nous sommes proposé pour objectif de mélanger trois
especes de champignons pleurotes. Puis, d’étudier leurs capacités a prévenir ou a traiter
I’hyperglycémie par différentes activités biologiques.

Méthodologie : Les champignons apres récolte, séchage et broyage ont été mélangés a
des proportions différentes afin d’obtenir des différents mélanges de champignons. Ces
mélanges ont été chacun macérés dans quatre solvants différents : eau distillée, mélange
eau/éthanol 1 : 1, éthanol et hexane afin d’obtenir des extraits de champignons mélangés. Ces
extraits ont été ensuite soumis a des études in vitro telles que les tests antioxydants (DPPH,
FRAP et ABTS), potentiel inhibiteur des extraits sur quelques enzymes digestives (alpha
amylase, alpha glucosidase et lipase pancréatique) et a des études In vivo. Pour ce dernier il
s’agissait des études sur la toxicité des extraits, des tests antihyperglycémique et
hypoglycémique a court terme suivi de I’influence de la supplémentation du meilleur mélange
sur les rats soumis & un régime hypercalorique.

Résultats : Comme résultats, nous avons obtenu 4 mélanges : M1, M2, M3 et M4 et
16 extraits. Quel que soit le type de mélange, les extraits aqueux suivis des extraits
hydroéthanoliques avaient les meilleurs rendements d’extraction et les meilleurs potentiels
antioxydants. Le melange 3 (M3) étant le meilleur mélange de ces tests. Pour I’inhibition des
enzymes digestives, les meilleurs extraits ont été les extraits aqueux avec le mélange 2 comme
meilleur mélange. Pour ce qui est de la toxicité de ces extraits, aucun signe notable
d’intoxication n’a été observé. Concernant le test antihyperglycémique, 30 mn aprés ingestion
des extraits et du glucose, tous les groupes d’extraits ont présenté une glycémie inférieure a
celle du témoin positif. Le meilleur extrait ayant limité 1’augmentation de la glycémie
postprandiale était I’extrait aqueux du mélange 3 (M3aq) ou on a juste observé une
augmentation de la glycémie de 0,3 g/L contre une augmentation significative de 0,62 g/L
chez le témoin positif. S’agissant du test hypoglycéemique, 120 mn apres ingestion du glucose
et des extraits, les extraits ont présenté une capaciteé a baisser la glycémie postprandiale
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comparé au témoin positif. Les meilleurs extraits étant les extraits hydroéthanoliques des
mélanges 1 et 3 (Mlheth et M3heth) avec respectivement une baisse significative de la
glycémie de 0,23 g/L et 0,22 g/L contre 0,07 g/L chez le groupe témoin positif. Le M3 étant le
meilleur mélange de tous ces diffétents tests. En ce qui concerne la supplémentation
journaliére du M3 sur les rats soumis & une alimentation hypercalorique, les groupes de rats
tests dont I’un était supplémenté journalicrement a I’extrait de M3 et I’autre a la poudre de
M3 ont permis de limiter au mieux la prise de poids que le groupe de rats témoins positifs
(TP) et le groupe de rats témoins négatifs (TN). De méme, concernant la glycémie, le mélange
3 chez les groupes de rats tests a permis de stabiliser ou de baisser la glycémie contrairement
au groupe de rats TP. Les mémes tendances de résultats ont été observées sur 1’évaluation des
parametres biochimiques ou comparé au groupe TN, les groupes tests ont permis de réguler
ces parameétres contrairement au groupe TP. Toutefois, on note que le groupe test supplémenté
a I’extrait a mieux agi que le groupe test supplémenté a la poudre.

Conclusion : Au terme de ces travaux, nous pouvons dire que les mélanges de
champignons pleurotes pourraient étre une alternative dans la prévention et le traitement de
I’hyperglycémie afin de prévenir de nombreuses maladies métaboliques a I’instar du diabéte
de type 2, de I’obésité, de I’insuffisance rénale...

Mots clés : Glycémie, mélange de champignons pleurotes, antioxydant.
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ABSTRACT:

Background: Severe hyperglycemia is a real public health problem causing the
development of numerous metabolic diseases including type 2 diabetes, obesity, renal failure,
etc. which can lead to the death of the patient. However, good control of hyperglycemia
would limit a large number of these deaths. Although there are treatment options to overcome
these metabolic disorders, they nevertheless have limits. Hence our interest in natural sources
like oyster mushrooms. Indeed, in order to make our contribution in the fight against
hyperglycemia, we set ourselves the objective of mixing three species of oyster mushrooms.
Then, to study their abilities to prevent or treat hyperglycemia through different biological
activities.

Methodology: The mushrooms after harvesting, drying and grinding were mixed in
different proportions in order to obtain different mixtures of mushrooms. These mixtures were
each macerated in four different solvents: distilled water, 1:1 water/ethanol mixture, ethanol
and hexane in order to obtain mixed mushroom extracts. These extracts were then subjected to
in vitro studies such as antioxidant tests (DPPH, FRAP and ABTS), inhibitory potential of the
extracts on some digestive enzymes (alpha amylase, alpha glucosidase and pancreatic lipase)
and in vivo studies. For the latter these were studies on the toxicity of extracts, short-term
antihyperglycemic and hypoglycemic tests followed by the influence of supplementation of
the best mixture on rats subjected to a hypercaloric diet.

Results: We obtained 4 mixtures: M1, M2, M3 and M4 and 16 extracts. Regardless of
the type of mixture, aqueous extracts followed by hydroethanolic extracts had the best
extraction yields and the best antioxidant potentials. Mixture 3 (M3) being the best mixture in
these tests. For inhibition of digestive enzymes, the best extracts were the aqueous extracts
with blend 2 as the best blend. As for the toxicity of these extracts, no notable signs of
intoxication were observed. Concerning the antihyperglycemic test, 30 minutes after ingestion
of the extracts and glucose, all groups of extracts presented a lower blood sugar level than the
positive control. The best extract having limited the increase in postprandial blood sugar was
the aqueous extract of mixture 3 (M3aq) where we just observed an increase in blood sugar of
0.3 g/L compared to a significant increase of 0.62 g/L. L in the positive control. Regarding the
hypoglycemic test, 120 minutes after ingestion of glucose and extracts, the extracts showed an
ability to lower postprandial blood sugar compared to the positive control. The best extracts
being the hydroethanolic extracts of mixtures 1 and 3 (M1heth and M3heth) with respectively
a significant drop in blood sugar levels of 0.23 g/L and 0.22 g/L compared to 0.07 g/L in the
control group. positive. The M3 being the best mix of all these different tests. Regarding the
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daily supplementation of M3 on rats subjected to a hypercaloric diet, the groups of test rats,
one of which was supplemented daily with M3 extract and the other with M3 powder, made it
possible to limit the weight gain better than the group of positive control rats (TP) and the
group of negative control rats (TN). Likewise, regarding blood sugar, mixture 3 in the groups
of test rats made it possible to stabilize or lower blood sugar unlike the group of TP rats. The
same trends of results were observed on the evaluation of biochemical parameters where
compared to the TN group, the test groups made it possible to regulate these parameters
unlike the TP group. However, we note that the test group supplemented with the extract
acted better than the test group supplemented with the powder.

Conclusion: At the end of this work, we can say that mixtures of oyster mushrooms
could be an alternative in the prevention and treatment of hyperglycemia in order to prevent
many metabolic diseases such as type 2 diabetes, obesity, kidney failure...

Keywords: Blood sugar, oyster mushroom mixture, antioxidant.
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INTRODUCTION GENERALE

L’hyperglycémie Se caractérise par un taux éleve de glucose sanguin a jeun et
postprandial. Une hyperglycémie non traitée devient chronique et fait place a de nombreuses
maladies métaboliques notamment le diabéte. En effet, le diabéte qui est la forme chronique
de I’hyperglycémie résulte d'une sécrétion insuffisante d'insuline et/ou d'une diminution de
son action (OMS, 2015). Il est présent dans le monde sous trois principales formes
notamment : le diabéte de type 1 qui est insulino-dépendant ou diabete infantile, le diabéte de
type 2 qui est non insulino-dépendant ou diabete adulte et le diabéte gestationnel.
Accessoirement il existe d’autres types de diabete rares a I’instar du diabete MODY,
lipoatrophiques et autres (Song et al., 2018). Le diabéte de type 2 est le plus répandu dans le
monde et cause ainsi un probléme de santé publique. C’est une maladie potentiellement
mortelle qui ne cesse de prendre de ’ampleur (Saeedi et al., 2019). Prévenir I’hyperglycémie
contribuerait ainsi a résoudre un grand probléme dans le cadre de la sante.

En effet, d’apres la FID (2019), le diabete de type 2 est grandissant dans le monde. En
2000, on note que prés de 151 millions d’adultes vivent avec le diabete, et en 2009, ce chiffre
a augmenté pour une prévalence de 8,8 % soit 285 millions. En 2019, c’est prés de 9,3 % des
adultes agés de 20 a 79 ans (soit 463 millions de personnes) qui vivent avec le diabéte. Au
regard de ces chiffres, la FID estime que 578 millions d'adultes dans le monde seront atteints
du diabeéte d'ici 2030 et 700 millions d'ici 2045. Malheureusement, le diabete est de plus en
plus grandissant et sa prévalence est en voie de déborder ces prévisions faites par la FID
(2019). En effet, en 2021, le diabéte affecte déja plus de 537 millions de personnes dans le
monde (soit une prévalence de 10 %), ce qui fait une augmentation de 74 millions en 2 ans
(FID, 2021). En Afrique, d’aprés la FID (2021), environ 24 millions de personnes vivent
avec le diabéte. Ce continent devrait connaitre la plus forte augmentation du nombre de cas de
diabéte dans le monde. La FID estime que le nombre d’africains souffrant de cette maladie
devrait atteindre 55 millions d’ici 2045, soit une augmentation de 134 % par rapport aux
données disponibles en 2021. D’aprés les études faites par la FID, I’ Afrique est le continent
comptant le plus grand nombre de personnes qui ne connaissent pas leur statut pour le
diabete : on estime a 70 % le taux de personnes diabétiques qui ne savent pas qu’elles sont
touchées par cette maladie (FID, 2021). Face a cette pandémie, le Cameroun en est aussi une
victime. En effet, d’apres les statistiques de I’OMS en 2016, le Cameroun a enregistré 2340
déceés di au diabete chez les adultes agés de 30 a 69 ans et 2060 déces chez des adultes de

plus de 70 ans, avec un pourcentage de 9,2 % d’adultes souffrant de diabéte (OMS, 2016).
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Plusieurs facteurs peuvent étre a I’origine du déclenchement d’une hyperglycémie a
savoir: 1’urbanisation, une mauvaise alimentation, une prédisposition génétique, 1’obésité, le
stress oxydant, etc. Par ailleurs, il existe divers médicaments pharmaceutiques a propriétés
hypoglycémiante, antioxydante, anti-inflammatoire, etc. capables de réguler ou de traiter cette
hyperglycémie. Mais, le taux de décés dls aux maladies métaboliques suite & une
hyperglycémie qui ne cesse d’augmenter chaque année dans le monde laisse croire que ces
médicaments pharmaceutiques présenteraient des limites. Ces limites pourraient étre : le colt
élevé, la présence des effets secondaires, la non accessibilité... (Dey et al., 2002). Il serait
ainsi important d’¢tudier de nouvelles sources naturelles qui auraient peu ou pas d’effets
secondaires a I’instar de la nutrithérapie qui est un traitement par les aliments fonctionnels
(OMS, 2013).

Dans ce sens, les champignons comestibles contiennent de grandes quantités de
mycochimiques qui possédent des propriétés antioxydantes et jouent un rdle important dans la
prévention et le traitement des maladies chroniques (Yashvant et al., 2012). En effet, les
travaux antérieurs réalisés par Etoundi et al. (2017) sur les champignons comestibles
précisément le genre pleurote qui fait 1’objet d’une myciculture au Cameroun ont montré que
ces champignons pleurotes précisément Pleurotus pulmonarius et Pleurotus floridanus
présentaient des propriétés antiradicalaires et hypoglycémiantes. Ces propriétés permettraient
de pallier a certains désordres métaboliques tels que 1’hyperglycémie voire 1’hyperglycémie
chronique, I’obésité, les accidents cardiovasculaires qui sont des pathologies pouvant
conduire & la mort du patient (GBD, 2013). Mais, la limite de ces travaux a été de constater
que les propriétés bénéfiques de ces champignons ne s’observaient qu’a de fortes
concentrations. Par ailleurs, une autre étude faite par Kayo et al. (2019) a montré qu’un
mélange de trois especes de champignons pleurotes a savoir Pleurotus pulmonarius,
Pleurotus floridanus et Pleurotus sajor cajou a faible concentration avait des effets sur le
stress oxydant induit sur les rats. Ainsi dont, dans le souci d’apporter une contribution dans la
lutte contre I’hyperglycémie via I’utilisation optimale des champignons pleurotes, nous nous
sommes proposés de mélanger ces trois espéces de champignons pleurotes a différentes
proportions. Puis, d’étudier leurs capacités a prévenir ou a traiter I’hyperglycémie par
différentes activités.

Ceci avait pour objectif général :
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Objectif général : Evaluer les activites antioxydante, hypoglycémiante et
antihyperglycémiante d’un mélange de trois champignons pleurotes et 1’influence de sa
supplémentation sur les rats soumis a un régime hypercalorique.

Pour ce faire, nous avons émis les hypothéses suivantes :

Hypothese 1: Les extraits de champignons mélangeés auraient de fortes propriétés
antioxydantes et un potentiel a inhiber quelques enzymes digestives.

Hypothese 2 : Les meilleurs extraits de I’hypothése 1 seraient riches en métabolites
secondaires avec des capacités a prévenir et a traiter une hyperglycémie a court terme chez
les rats.

Hypothese 3 : Le meilleur mélange de champignons sous forme crue aurait une teneur en
nutriments similaire a la forme cuite avec des capacités a réguler le contrble pondéral,
glycémique et les parameétres biochimiques des rats soumis a une diete hypercalorique
(alimentation riche en sucre et en graisse).

De ces hypotheses en découlent les objectifs spécifiques suivants :

Objectif spécifique 1: Etudier I’activité antioxydante des extraits aqueux, éthanoliques,
hydroéthanoliques et hexaniques des champignons mélangés ainsi que 1’effet inhibiteur de ces
extraits sur les enzymes digestives.

Objectif spécifique 2 : Deéterminer le profil phytochimique qualitatif, la toxicité et les
activités antihyperglycémiante et hypoglycémiante a court terme des meilleurs extraits de
I’objectif spécifique 1 sur des rats normaux.

Objectif spécifique 3 : Déterminer la teneur en nutriments du meilleur mélange et I’influence
de sa supplémentation sous forme d’extrait et de poudre sur les rats soumis a un régime
hypercalorique sur une durée d’un mois.

Cette these est structurée en quatre chapitres encadrés par une introduction générale et
une conclusion générale suivie des suggestions et perspectives. Le chapitre | présente la
synthése bibliographique, les chapitres I, Il et IV visent a répondre aux objectifs
spécifiques : lls sont structurés en introduction partielle, méthodologie, résultats, discussion et

conclusion partielle.
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I-1- Hyperglycémie:

I-1-1- Généralités

L’hyperglycémie est un excés de sucre dans le sang caractérisé par une glycémie
supérieure @ 7 mmol/L & jeun et/ou 11,1 mmol/L 2h aprés un repas. Les symptdmes
apparaissent en genéral des que la glycémie dépasse 12 mmol/L. L’hyperglycémie se produit
lorsque la quantité d’insuline dans le sang est insuffisante ou inefficace. Le glucose (sucre) ne
pouvant entrer dans les cellules par manque d’insuline, s’accumule dans le sang et fait monter
la glycémie (Villegas-Valverde et al., 2018). L'hyperglycémie peut s'observer autant chez les
patients diabétiques que chez les non diabétiques.

I-1-1-1- Etiologie de I’hyperglycémie :
Les causes de 1’hyperglycémie sont multiples mais les principales sont entre-autres :
» Une alimentation riche en glucides,
» Une diminution de ’activité physique,
> Une insuffisance d’insuline et/ou de médicaments antidiabétiques (erreur de dosage ou
oubli d’une dose),
» Un stress physique (maladie, chirurgie, infection, etc.) ou psychologique (deuil,
nouvel emploi, déménagement, etc.),

» La prise de certains médicaments (ex.: la cortisone). (Imran et al., 2018).

I-1-1-2- Symptomes de I’hyperglycémie :

Chez certaines personnes, I’hyperglycémie peut passer inapergue. Cependant, au-dela
d’un certain seuil, une glycémie trop élevée peut conduire a 1’apparition des symptomes
suivants :

> Fatigue,
Urines abondantes,
Soif intense,
Faim exagéreée,
Perte de poids involontaire,
Irritabilité,

YV V. V V V V

Etourdissements etc. (Geoffroy et Gonthier, 2012).

I-1-1-3- Physiologie de ’hyperglycémie :
L’hyperglycémie résulte d'une carence aigué en insuline qui peut étre absolue (arrét

d’un traitement par insuline chez un patient diabétique de type 1 par exemple) ou relative en
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regard d’une augmentation des besoins insuliniques lors d’un stress physiologique générateur
d’hormones de contre-régulation (cortisol, glucagon, catécholamines) (Wellen et
Hotamisligil, 2005). L’hyperglycémie résulte alors de la néoglucogenése et de la
glycogénolyse induites, ainsi que du défaut d’utilisation périphérique du glucose. La
principale conséquence de I’hyperglycémie est I’hyperosmolarité du secteur extracellulaire
induisant une diffusion d’eau et donc une déshydratation intracellulaire (Simon et Wittmann,
2019). Lorsque la concentration de glucose filtré au niveau glomérulaire dépasse les capacités
de réabsorption tubulaire, il apparait une glycosurie et une perte urinaire d’eau et
d’¢électrolytes. L’ensemble aboutit & une déshydratation globale intra- et extracellulaire et a
une perte d’électrolytes (sodium, potassium, phosphore, magnésium). La déshydratation,
lorsque le stimulus de soif est fonctionnel et que le patient a accés a 1’eau, induit une
augmentation des apports hydriques : ¢’est le syndrome polyuro-polydipsique. Dans la mesure
ou les apports hydriques sont généralement pauvres en sodium, ils limitent essentiellement la
déshydratation intracellulaire (Ingels et al., 2006).

A Thyperglycémie, s’ajoute en cas de déséquilibre hormonal majeur (observé par
exemple dans les carences absolues en insuline), une augmentation de la lipolyse libérant des
acides gras, secondairement oxydés en corps cétoniques au niveau hépatique. Les corps
cétoniques sont des acides faibles. Leur accumulation plasmatique (cétonémie), apres
épuisement des capacités d’élimination urinaire (cétonurie) induit une acidose (Ling et al.,
2005).

En résumé, la principale conséquence de 1’hyperglycémie aigué est la déshydratation.
En cas de carence majeure en insuline s’ajoute une acidose par accumulation de corps
cétoniques. Selon la durée d’évolution de la glycosurie et sa compensation par des apports
hydriques exogénes (conditionnant la déshydratation et I’hyperosmolarité) et le degré de
carence insulinique (conditionnant la cétogenése), divers tableaux cliniques intermédiaires
entre les formes typiques isolées de 1’état hyperglycémique hyperosmolaire et de
I’acidocétose peuvent s’observer (Simon et Wittmann, 2019).

I-1-1-4- Traitement de ’hyperglycémie :

Les objectifs et stratégies de traitement doivent étre individualisés. Ils visent
I’élimination des symptomes d'hyperglycémie et la réduction des complications a long terme
(Yari et al., 2020). Chez les personnes chez qui le diabéte de type 1 est soupconné, les tests
de confirmation ne doivent pas retarder le début du traitement pour éviter une détérioration
rapide (Shakya, 2020). En présence de symptdmes d’hyperglycémie, le patient doit prendre

les mesures suivantes :
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Mesurer sa glycémie plus fréquemment ;
Boire régulicrement de 1’eau pour prévenir la déshydratation ;
Ajuster I’insuline selon la prescription médicale ;

Identifier la cause de I’hyperglycémie et prendre les mesures appropriées, si possible ;

YV V V VYV VY

Pour la personne diabétique de type 1 : si la glycémie est supérieure a 14 mmol/L,

vérifier la présence de corps cétoniques dans 1’urine ou dans le sang (Imran et al.,

2018).

I-1-1-5- Complications de I’hyperglycémie : hyperglycémie chronique
L'hyperglycémie mal contrdlée peut entrainer les complications suivantes (Hammer et
al., 2019):
» Infections ;
» Guérison lente des plaies ;
> Allongement du séjour hospitalier ;
» Complications microvasculaires (néphropathie, rétinopathie, neuropathie) et
macrovasculaires (coronaropathies, cardiomyopathies, arythmies, maladie artérielle

périphérique et maladies cérébrovasculaires)...

En effet, ’hyperglycémie mal traitée peut devenir chronique et entrainer des maladies
telles que le diabéte, 1’obésité, la perte de vision, 1’insuffisance rénale, la dyslipidémie, les

maladies cardiovasculaires, I’amputation d’un membre inférieur...

I-1-1-5-1- Diabéte : Généralités

Le diabete est une hyperglycémie chronique qui survient lorsque 1’organisme est
incapable de produire suffisamment d’insuline ou d’utiliser I’insuline de maniére efficace
(Buse, 2006). L’insuline est une hormone fabriquée dans le pancréas, qui permet au glucose
contenu dans les aliments de pénétrer dans les cellules de 1’organisme, ou il est transformé en
énergie nécessaire au bon fonctionnement des muscles et des tissus. Chez une personne
atteinte de diabete, le glucose n’est pas absorbé correctement et continue de circuler dans le
sang (un trouble connu sous le nom d’hyperglycémie), endommageant ainsi peu a peu les
tissus. Ces dommages peuvent entrainer des complications invalidantes mettant la vie de la
personne en danger. Le diabéte est actuellement défini par deux glycémies a jeun supérieures
a 1,26 g/l soit 7 mM (André et al., 2001). Ce chiffre a été retenu par le corpus medical parce
que c’est a partir de cette valeur seuil qu’apparait le risque de survenue de complications

microvasculaires, et en particulier la rétinopathie (André et al., 2001).
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L’insuline est en effet la seule hormone hypoglycémiante de 1’organisme ; elle est
produite par les cellules B des ilots de Langerhans du pancréas (Girardin, 2007). L’insuline
stimule I’absorption du glucose sanguin par les tissus dits insulino-dépendants (foie, muscles
squelettiques et tissu adipeux) et assure le stockage du glucose sous forme de glycogene. De
plus, elle inhibe les voies de production hépatique de glucose (néoglucogenése et
glycogenolyse). Elle intervient enfin dans la régulation du métabolisme lipidique en inhibant
la lipolyse des triglycérides adipocytaires et en facilitant leur synthese, ainsi que celle des
protéines dans le foie et le tissu adipeux (Girardin, 2007). Dans les tissus non insulino-
dépendants comme le cerveau ou la rétine, 1’absorption et le métabolisme glucidique sont au
contraire proportionnels a la concentration sanguine en glucose et sont donc plus élevés au
cours du diabete.

Il existe deux principales formes cliniques de diabete correspondant a deux
mécanismes pathogéniques différents : le diabéte insulino-dépendant ou diabete de type 1 et le

diabete non insulino-dépendant ou diabéte de type 2.
I-1-1-5-1-1- Principaux types de diabéte

I-1-1-5-1-1-1- Diabete insulino-dépendant (DID) ou diabéte sucré de type 1

Le diabéte de type 1 (DT1), représente environ 10 % des cas de diabéte dans le monde
(Peter-Riesch et al., 2002). Il apparait le plus souvent chez I’enfant et le jeune adulte. C’est
pourquoi il est encore appelé « diabete juvénile ». Les symptémes classiques les plus
manifestés sont une sécrétion excessive d’urines (polyurie), une sensation de soif (polydipsie)
ainsi qu'une perte de poids (André et al., 2001).

C’est une maladie auto-immune conduisant & une destruction sélective et progressive
des cellules B pancréatiques, productrices de I’insuline (Boitard, 2002 ; Thivolet, 2002). Le
processus auto-immun des cellules B débute plusieurs années (5 al0 ans voir plus) avant le
début du diabéte. L’évaluation de la glycémie suppose une destruction de 80 a 90 des cellules
B (André et al., 2001).

Cette destruction résulte de la production d’auto-anticorps dirigés contre les antigénes
des cellules B (Boitard, 2002). Elle semble apparaitre chez des sujets génétiquement
prédisposes, c'est-a-dire possédant des genes de susceptibilité liés au systeme HLA mais le
processus auto-immun serait déclenché par un facteur environnemental encore mal connu
(Boitard, 2002). Il pourrait correspondre a une infection virale (Horwitz, 2002). Ce
processus de destruction entraine une carence en insuline absolue et définitive responsable de

I’apparition d’une hyperglycémie chronique permanente.
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Le pancréas étant incapable de produire I’insuline, la survie de ces malades dépend
entiérement d’injection quotidienne de cette hormone, d’ou son nom de diabete
insulinodépendant. Son traitement est associé a un régime alimentaire en glucose finement
contrélé (André et al., 2001).

I-1-1-5-1-1-2- Diabete non insulino-dépendant (DNID) ou diabéte sucré de type 2

Le diabete de Type 2 (DT2) est de loin la forme de la maladie la plus frequente
puisqu’elle présente 90% des cas dans le monde (Buse, 2006). Le diabete de type 2 est
égalment appelé « diabéte mature » car il survient le plus souvent chez 1’adulte, autour de la
cinquantaine, sa prévalence augmente avec 1’age (Peter-Riesch et al., 2002). Les sujets
atteints sont généralement en surcharge pondérale. L’installation de la maladie est en effet
insidieuse et les symptémes sont souvent moins marqués que dans le diabete de type 1
pouvant méme étre inexistants au début (Girardin et Schwitzgebel, 2007).

Les causes initiales de ce diabete sont mal connues et certainement multiples : les
facteurs génétiques et environnementaux agissant de concert (Almind et al., 2002 ; Féry et
Paquot, 2005). L’obésité favorise 1’insulino-résistance et ainsi I’apparition du diabéte qui est
d’ailleurs la complication la plus répandue de 1’obésité (Féry et Paquot, 2005 ; Samaan et
al., 2008). Dans la plupart des pays, I’augmentation du nombre de personnes diabétiques
résulte de changements sociaux, tels que la sédentarisation, la baisse d’activité physique, et
une alimentation déséquilibrée particulierement riche en graisses et en sucres raffinés...etc.
(Peter-Riesch et al., 2002).

Le traitement de ces malades passe tout d’abord par une réduction de charge pondérale
grasse a un régime alimentaire approprié et un exercice physique accru. Il peut étre associé a

la prise d’antidiabétiques oraux (Peter-Riesch et al., 2002).

I-1-1-5-1-2- Complications liées au diabéte

Malgré le développement des molécules normalisant la glycémie et 1’amélioration de
schémas thérapeutiques, le diabéte reste soumis a une surmorbidité et a une surmortalité liées
essentiellement a des atteintes dégénératives tissulaires notamment au niveau des nerfs, des
reins, de la rétine et du cceur. Le diabéte sucré induit fréquemment 1’apparition des
complications aigués ou chroniques (Jaku$ et Rietbrock, 2004). Les principales
complications diabétiques aigués sont un coma causé soit par une hyperglycémie (acido-
cetose) soit par une hypoglycémie dle par exemple a une prise trop importante d’un

médicament hypoglycémiant.
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Dans pratiquement tous les pays a revenu élevé, le diabete est I’'une des premieres
causes de maladies cardiovasculaires, de cécité, d’insuffisance rénale et d’amputation des
membres inférieurs. Par ailleurs, dans les pays a faible et moyen revenu, I’augmentation de la
prévalence du diabéte de type 2 se double d’une multiplication de I’'impact de ces
complications colteuses. Le maintien de la glycémie, de la tension artérielle et du cholestérol
a un niveau proche de la normale peut contribuer a retarder ou a prévenir les complications du
diabete. Les personnes atteintes de diabeéte doivent faire 1’objet d’un dépistage régulier des

complications (Jakus et Rietbrock, 2004).

I-1-1-5-1-3- Physiopathologie du diabete :

L’hyperglycémie des diabétiques de type 2 est la conséquence de deux grands
mécanismes physiopathologiques. Le premier correspond a une diminution de la sensibilité
tissulaire a I’action de 1’insuline (insulino-résistance) touchant les tissus périphériques que
sont le muscle, le tissu adipeux et le foie (Féry et Paquot, 2005 ; Hoa, 2007). Cette
résistance découle d’une altération de la signalisation de 1’insuline qui toucherait notamment
le nombre de récepteurs a insuline et/ou leur affinité pour 1’hormone et le nombre de
transporteurs membranaires dépendants de 1’insuline qui permettent I’entrée du glucose dans
les cellules (Féry et Paquot, 2005 ; Hoa, 2007). Le deuxiéeme phénoméne consiste en une
anomalie de I’insulino-sécrétion. La production de I’insuline est tout d’abord augmentée pour
pallier son efficacité et ’hyperinsulinémie permet dans un premier temps de maintenir une
glycémie normale (Féry et Paquot, 2005). Plus la maladie progresse et plus la sensibilité a
I’insuline baisse (Ferrannini et al., 2005). L’hypersécrétion d’insuline ne suffit alors plus a
compenser 1’insulino-résistance ce qui se manifeste a la fois par une hyperinsulinémie et une
hyperglycémie. Peu a peu, les cellules B deviennent moins sensibles au stimulus du glucose.
De plus, leur nombre et leur masse diminuent & cause de la toxicité du glucose. La sécrétion
d’insuline finit alors par diminuer et les diabétiques de type 2 deviennent a terme, comme les
diabétiques de type 1, insulinopénique (Guillausseau et Laloi-Michelin, 2003). Avec cette
baisse de [D’insulino-sécrétion, I’hyperglycémie se fait plus séveére. Ces désordres du
métabolisme glucidique sont associés a des troubles importants du métabolisme lipidique
résultant a une dyslipidémie avec augmentation des triglycérides, d’acides gras libres, de LDL
et une baisse du cholestérol HDL (Vergés, 2007).

I-1-1-5-2- Obésité : facteur de morbidité et de mortalité
D’une maniére générale, 1’obésité et le surpoids augmentent les risques de morbidité et

de mortalité notamment par les maladies cardiovasculaires qui leurs sont associés (Féery et
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Paquot, 2005). Selon une étude chez des adolescents obeses, portant sur une période de pres
de 55 années, un risque accru de morbidité et de mortalité par les maladies cardio-vasculaires
ainsi que par la mort d'un cancer colorectal a été observé, indépendamment du poids a I’age
adulte (Samaan et al., 2008).

Plus I’obésité est développée a un age précoce, plus le risque de morbidité qui lui est
associe est élevé. Le fait d’étre obése durant ’enfance est un facteur prédictif de morbidité
plus significatif qu’étre obése a 1’age adulte (Must et Sarah, 2003). Selon une autre étude
réalisée sur une population d’adolescents, les individus en surpoids ont eu un risque de
mortalité a I’age adulte deux fois supérieur a celui de leurs homologues non obéses (Must et

Sarah, 2003).

I-1-1-5-3- Perte de vision

La rétinopathie diabétique était responsable de 1,9 % des troubles visuels modérés ou
graves dans le monde et de 2,6 % des cas de cécité en 2010 (Bourne et al., 2013). Des études
indiquent que la prévalence de toutes les rétinopathies chez les diabétiques est de 35 % tandis
que celle de la rétinopathie proliférative (qui menace la vision) est de 7 % (Yau et al., 2012).
Les taux de rétinopathie sont cependant plus élevés : chez les diabétiques de type 1 ; les
personnes atteintes d’hyperglycémie chronique depuis plus longtemps ; les populations
caucasiennes (ou asiatiques) ; voire chez les personnes de statut socioéconomique inferieur
(Yau et al., 2012).

I-1-1-5-4- Insuffisance rénale terminale

Les données totalisées de 54 pays montrent qu’au moins 80 % des cas d’insuffisance
rénale terminale sont dus a I’hyperglycémie chronique, a I’hypertension ou & un ensemble des
deux affections (USRDS, 2014). La proportion des cas d’insuffisance rénale terminale
imputable au seuil diabéte se situe entre 12 et 55 %. L’incidence de I’insuffisance rénale
terminale est jusqu’a 10 fois plus élevée chez les adultes atteints d’hyperglycémie chronique
que chez les adultes non diabétiques. La prévalence de I’insuffisance rénale terminale dépend
fortement de I’acceés a la dialyse et au traitement de suppléance rénale — tres variable selon les

pays (dans certains cas au sein d’un méme pays).

I-1-1-5-5- Dyslipidémie
La dyslipidémie est une des principales complications metaboliques associées a
I'obésitée (OMS, 2016). Elle est caractérisée par une élévation des triglycérides

(hypertriglycéridémie), une hypercholestérolémie totale, une baisse des lipoprotéines du
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cholestérol a haute densité (HDL-cholestérol ou cholestérol utile) et une augmentation des
lipoprotéines du cholestérol a faible densité (LDL-cholestérol) (Verges, 2007).

Plusieurs études ont montré 1’évidence accrue que l'obésité et la dyslipidémie chez les
enfants et les adolescents est associée & un risque considérable pour la morbidité et la
mortalité accrues due a lI'athérosclérose a I'age adulte (Verges, 2007 ; Féry et Paquot, 2005).

I-1-1-5-6- Maladies cardiovasculaires

Les adultes atteints d’hyperglycémie chronique ont toujours eu un taux de maladies
cardiovasculaires de deux a trois fois plus élevé que les adultes non diabétiques (Sarwar et
al., 2010). Le risque cardiovasculaire augmente parallelement & la hausse des taux de
glycémie a jeun, méme avant que soient atteints les seuils de diagnostic du diabete (Singh et
al., 2013). Les quelques pays d’Amérique du nord, la Scandinavie et le Royaume-Uni de
Grande Bretagne et d’Irlande du Nord qui ont étudié les tendances temporelles de I’incidence
des maladies cardiovasculaires (infarctus du myocarde, accident vasculaire cérébral ou
mortalité par maladie cardiovasculaire) font état d’importantes réductions, ces 20 dernieres
annees, chez les diabétiques de type 1 et de type 2 (Singh et al., 2013), toutefois moins
importantes que la réduction dans la population non diabétique. Ce recul a été imputé a la
baisse de la prévalence du tabagisme et a I’amélioration de la prise en charge de

I’hyperglycémie chronique et des facteurs de risque cardiovasculaire associés.

I-1-1-5-7- Amputations des membres inférieurs

L’hyperglycémie chronique semble accroitre sensiblement le risque d’amputation des
membres inférieurs lié a des ulcérations des pieds qui s’infectent et ne guérissent pas (Moxey
et al., 2011). Les taux d’amputation dans les populations chez lesquelles une hyperglycémie
chronique a été diagnostiquée sont généralement de 10 a 20 fois plus élevés que dans les
populations non diabétiques. Et, cette derniére décennie, ils ont oscillé entre 1,5 et 3,5 cas
pour 1000 personnes par an dans les populations chez lesquelles une hyperglycémie
chronique avait été diagnostiquée. Il est encourageant de noter que, selon plusieurs études,
une réduction de 40 a 60 % des taux d’amputation chez les adultes diabétiques au cours de ces
10 a 15 derniéres années a été observée au Royaume-Uni, en Suéde, au Danemark, en
Espagne, aux Etats-Unis d’Amérique et en Australie (Moxey et al., 2011, Grimaldi et al.

2009). Il n’existe pas de donnees de ce type pour les pays a revenu faible ou intermédiaire.
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I-1-2- Aspects physiologiques des thérapeutiques a propriétés hypoglycémiantes :
Que ce soit a titre préventif ou curatif, plusieurs modes de traitements peuvent étre

utilisés dans la lutte contre I’hyperglycémie voire I’hyperglycémie chronique (figure 1).

Les inhibiteurs des enzymes
digestives des glucides et des
lipides (Ross et al., 2004).

L’hygiene de vie Les aliments fonctionnels
(ACD, 2009) . . . (ACD, 2009)
Pistes physiologiques
de traitement de
I’hyperglycémie

Les antioxydants Les anti-inflammatoires
(Kulawik etal., 2013) (Rumore et Kim, 2010)

Les médicaments
hypoglycémiants (antidiabétiques
oraux et insulinothérapie)
(ACD, 2009)

Figure 1 : Différentes pistes de traitement de I’hyperglycémie

I-1-2-1- Inhibiteurs des enzymes digestives :

Il existe plusieurs types d’enzymes intervenant dans la digestion des aliments ou dans
le métabolisme des nutriments. Toutefois, I’alpha-amylase et 1’alpha-glucosidase sont les plus
impliqués dans I’hydrolyse des glucides et la lipase pancréatique est le plus impliqué dans la

digestion des lipides (Quezada-Calvillo et al., 2008).

I-1-2-1-1- Inhibiteurs de L’a-amylase et I’a-glucosidase :

L’a-amylase et I’a-glucosidase ont un role majeur dans I’hydrolyse et 1’absorption des
carbohydrates. L’a-amylase est une enzyme permettant la digestion de I’amidon. Il est
géneralement reconnu que les glucides sont digérés en oligosaccharides par I’a-amylase, puis
en maltose par des enzymes sécrétées par le tube digestif. Le maltose est ensuite transformé
en glucose par la maltase située dans la muqueuse de I’intestin gréle (Takahashi et al., 2003).

L’inhibition de I’activité de ces enzymes permet de retarder et de réduire I’absorption des
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sucres alimentaires, ce qui empéche I’¢lévation excessive de la glycémie postprandiale. Par
conséquent, le contrdle de la libération du glucose a partir de 1’alimentation en utilisant un
inhibiteur de 1’0-amylase et de I’a-glucosidase par voie orale serait un traitement efficace
chez les patients hyperglycémiants ou atteints de diabete sucré non insulino-dépendant (Ross
et al., 2004).

Il existe différents types chimiques d’inhibiteurs pour les a-glucosidases et les a-

amylases comme les thiosucres, les iminosucres et les carbasucres.

I-1-2-1-1-1- Thiosucres

Ces composés s’obtiennent par remplacement de 1’atome d’oxygene cyclique par un
atome de soufre (figure 2). Le salacinol qui est un composé naturel de cette famille, a été isolé
de la plante Salacia reticulata et est traditionnellement utilisé en Inde et au Sri Lanka pour

traiter le diabéte (Fujisawa et al., 2005).
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Figure 2 : Représentation du salacinol

I-1-2-1-1-2- Iminosucres
Les iminosucres, isolés de plantes ou de microorganismes, sont capables de mimer
I’état de transition des substrats naturels des glycosidases. En effet, ils peuvent imiter la

conformation et la charge de I’intermédiaire oxocarbenium (Fujisawa et al., 2005).

I-1-2-1-1-3- Déoxynojirimycine

Historiquement, le premier analogue du glucose découvert fut la nojirimycine en 1966.
Cette molécule issue d’une souche de Streptomyces sp comprend un atome d’azote
endocyclique a la place de 1’atome d’oxygene pyranosique (Zhou et al., 2009). Toutefois, il
s’agit d’un composé tres instable du fait de la présence d’un groupement hydroxyle au niveau
du carbone C-1 (Zhou et al., 2009) (figure 3). La synthese d’un composé plus stable, derive
de celui-ci, auquel manque cet hydroxyle a donc été réalisée par Paulsen et collaborateurs

(Shim et al., 2003). 1l s’avére que cette molécule appelée déoxynojirimycine est également
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naturellement présente dans les racines de murier (Forlié, 2011). Un dérivé de cet inhibiteur,

le miglitol est commercialisé comme antidiabétique.

OH

HO
H HO

Figure 3 : Représentation de la deoxynojirimycine

I-1-2-1-1-4- Castanospermine

Cette molécule trouvée dans I’arbre Castanospermum australe consiste en la fusion de
cycles pipéridine et pyrrolidine. Plus schématiquement, il s’agit d’un dérivé de la
deoxynojirimycine associé a un cycle a 5 atomes avec I’atome d’azote en commun a la
jonction (figure 4), et présentant des propriétés structurales et biologiques similaires. Cette
structure engendre une certaine rigidité expliquant son activité anti-glucosidase (Borges de
Melo et al., 2006).

OH
: |:|OH

HO
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Figure 4 : Représentation de la castanospermine

I-1-2-1-1-5- Tris

Les molécules présentées jusqu’alors possédaient une structure relativement proche
des substrats naturels des o-glucosidases avec certaines modifications chimiques leur
conférant leurs propriétés inhibitrices. Le Tris (Tris (hydroxymethyl) aminométhane) est un
exemple radicalement différent d’inhibiteur. 1l a été rapporté a plusieurs reprises que ce
composé inhibait de fagcon compétitive des a-glucosidases (Bravo-Torres et al., 2004 ;
Kitamura et al., 2008) (figure 5).
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Figure 5 : Représentation d’une molécule de Tris

I-1-2-1-1-6- Carbasucres

I1 s’agit d’analogues de sucres dont I’oxygene intracyclique est remplacé par un atome
de carbone ; I’exemple le plus connu étant 1’acarbose. Il est possible de traiter des patients
diabétiques avec ce composé qui peut étre industriellement produit chez les actinomycétes
(Wehmeier et Piepersberg, 2004). L’acarbose est un pseudotétrasaccharide dont
I’acarviosine est lié a un maltose (Forlié, 2011) (figure 6). L’acarviosine est composée d’une
unité de valiénamine (le carbasucre) lié a un didéoxyglucose par une liaison N-glycosidique
qui mime la liaison O-glycosidique des substrats naturels. Il s’agit d’une molécule capable
d’inhiber des a-glucosidases d’origines diverses : bactériennes (Kitamura et al., 2008) ou

mammiferes (Sim et al., 2008) par exemple.

IH

AT Coillex B

Figure 6 : Représentation de I’acarbose

L’inhibition des a-glucosides et a-amylase montre une stratégie importante pour
controler la glycémie postprandiale. Mais, selon Apostolidis et al. (2010), les médicaments de
lutte contre le DT2, tel que I’acarbose qui est un inhibiteur de I’a-amylase, a plusieurs effets
secondaires, en particulier des troubles digestifs, ballonnements, gaz, douleurs abdominales,

diarrhées, nauseées, etc. (Dey et al., 2002). 1l a été suggéré que ces effets néfastes peuvent étre
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causés par I’inhibition excessive de I’a-amylase pancréatique aboutissant a la fermentation
bactérienne anormale des hydrates de carbone non digérés dans le célon.

Divers chercheurs focalisent ainsi leurs études sur les extraits des plantes contenant
des inhibiteurs de 1’a-glucosidase et I’a-amylase sans effets secondaires (Ramirez et al.,
2012).

I-1-2-1-2- Inhibiteur de la lipase pancréatique :

La lipase pancréatique est I’enzyme responsable de la digestion de 50 a 70% des
lipides provenant de la diéte. La lipase est hydrosoluble et s’associe principalement a
des molécules de triglycérides et d’acides gras (Mendes et al., 2012 ). Chez 1’homme,
les lipides de la diéte sont solubilisés a 1’aide des sels biliaires, formant des micelles de gras
dans un solvant de nature hydrique. Cette formation permet a 1’enzyme hydrophile de
s’attaquer aux molécules lipidiques pour catalyser la réaction de lipolyse (Mendes et al.,
2012). Une inhibition de cette enzyme résulterait donc au passage direct des molécules
lipidiques de la dic¢te (qui n’ont pas été hydrolysées par d’autres enzymes lipolytiques
au cours de la digestion) vers 1’excrétion. Une molécule de tétrahydrolipstatine (isolée de la
bactérie Streptomycin toxytricini) a démontré une inhibition irréversible de la lipase
pancréatique. Un des seuls médicaments pharmacologiques mis en marché pour le traitement
de l’obésité a long terme se compose de cette molécule inhibitrice et se nomme
commercialement Orlistat™. Des études cliniques ont démontré qu’Orlistat diminue les taux
lipidiques sanguins (LDL, HDL, VLDL, cholestérol et apolipoprotéines A et B), diminue les
pressions sanguines systoliques et diastoliques, et favorise aussi la perte de poids corporel
(Padwal et Majumdar, 2007). Par contre, puisqu’il s’agit d’une molécule unique a action
ciblée, ce traitement entraine également des effets secondaires indésirables. Les effets
secondaires observés peuvent étres des selles grasses ou huileuses, une urgence fécale et
parfois une incontinence fécale. Les effets indésirables qui peuvent étre de nature systémique
sont minimes puisqu’il y a trés peu d’absorption systémique d’Orlistat, et c’est pourquoi
la plupart des effets secondaires indésirables se limitent au systeme gastro-intestinal
(Padwal et Majumdar, 2007).

En 2014, ’OMS constate que plus de la moitié de la population mondiale était en
surpoids ou obése. Pour ces raisons, il stipula que la prévention du gain de poids ou la perte
de poids chez les individus atteints de diabete de type 2 (DT2) devrait étre la cible
thérapeutique principale car le DT2, encore appelé diabéte gras est di a une accumulation

d’énergie ou de masse grasse. En effet, chez un individu prédiabétique, une perte de poids de
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1 kg correspondrait a une baisse de risque de développer le DT2 de 16% (Franz et al., 2017).
D’ou I'usage de I’orlistat qui est un tétrahydrolipstatine dont I’activité consiste a provoquer

I’inhibition des lipases gastriques et pancréatiques (Padwal et Majumdar, 2007).
I-1-2-2- Anti-inflammatoires :

I-1-2-2-1- Salicylés

Les salicylés sont parmi les médicaments anti-inflammatoires non stéroidiens les plus
utilisés. Le bénéfice des salicylés dans le traitement de 1’hyperglycémie est déja reconnu
depuis longtemps et de nombreuses études pharmacologiques in vitro et in vivo ont démontré
un effet benéfique des salicylés sur le contrble glycémique (Rumore et Kim, 2010). Parmi

les salicylés on distingue le salicylate de sodium et 1’acide acétylsalicylique (aspirine).

I-1-2-2-2- Agents anti-interleukine 1 :

De nombreuses études ont mis en évidence les effets cytotoxiques de I’interleukine 1
B (IL-1B), une cytokine pro-inflammatoire, sur la production d’insuline par les cellules B du
pancréas (Maedler et al., 2011 ; Ehses et al., 2008 ; Carstensen et al., 2010). En réponse a
I’hyperglycémie chronique et aux acides gras libres, les Tlots pancréatiques produiraient de
I’IL-1B, menant & une diminution de la prolifération des cellules B, a leur dysfonction, voire
leur apoptose, et des lors, a un déficit de sécrétion d’insuline (Schroder et al., 2010). De plus,
la production d’IL-1B par les macrophages des tissus sensibles a I’insuline méne a la
progression de l’inflammation et I’induction d’une résistance a 1’insuline dans I’obésité
(Maedler et al., 2011). Par ailleurs, il a également été mis en évidence que I’expression de
I’antagoniste naturel du récepteur de I’'IL-1, un inhibiteur naturel compétitif de 1’IL-1, est
réduite dans les cellules B des patients atteint d’un DT2 et que son taux diminue déja plusieurs
années avant 1’apparition de ce diabéte (Carstensen et al., 2010 ; Larsen et al., 2007). Enfin,
il a été rapporté récemment, dans une analyse post hoc de deux grandes études
observationnelles, que le taux de I’antagoniste naturel du récepteur de I’IL-1 prédit la
progression d’un syndrome métabolique vers un DT2 et qu’une variation génétique du
polymorphisme du locus codant pour cet antagoniste naturel est associée au risque de
développer un DT2 (Luotola et al., 2011).

Ainsi, I’antagoniste de I’TL-1p pourrait représenter une nouvelle cible thérapeutique
pour la préservation de la masse et de la fonction des cellules B du pancréas des patients

atteints du DT2 et pour I’amélioration de leur sensibilité a 1’insuline.

These rédigee par MBANG MBARGA Audrey Judith



I-1-2-2-3- Agents anti-TNFa (Tumor Necrosis Factor a):

Le TNFo a été le premier des marqueurs de I’inflammation pour lequel une
implication dans la pathogenese de la résistance a I’insuline a été mise en évidence. De
nombreuses données suggérent que le TNFa est surexprimeé dans le tissu adipeux et le muscle
strié squelettique des sujets obéses avec une résistance a I’insuline et que la production
cellulaire de TNFa et son taux plasmatique sont accrus dans 1’obésité et le DT2 (Ursini et al.,
2010). Cette cytokine pro-inflammatoire détériore 1’action de I’insuline dans les tissus
sensibles, tels que le foie, le muscle strié squelettique et le tissu adipeux. Toutefois, méme si
des études ont montré que la neutralisation de 1’activité du TNFa chez les rongeurs obéses
améliore leur sensibilité a I’insuline cet effet reste controversé chez I’homme (Araujo et al.,
2007).

I-1-2-2-4- Agents anti-inflammatoires et antioxydants : le Succinobucol

Il est établi que le stress oxydatif joue également un réle dans la pathogenése du DT2
et il existe des relations étroites entre 1’inflammation et le stress oxydatif. Le succinobucol est
un dérivé du probucol doté de propriétés antioxydantes et anti-inflammatoires. Une vaste
étude randomisée, en double aveugle, avec un groupe contréle placebo, a étudié les effets du
succinobucol chez 6144 patients dans les suites d’un syndrome coronarien aigu (Shoelson et
al., 2006 ; Evans et al., 200 3). De facon intéressante, et ce malgré 1’absence d’effet
bénéfique au niveau cardiologique, elle a mis en évidence que le traitement par succinobucol
a la dose journaliére de 300 mg durant 24 mois en moyenne (de 12 a 36 mois) diminue le
risque de développement d’un DT2 et améliore le contréle glycémique des patients
diabétiques connus. Néanmoins, le succinobucol augmente le taux de cholestérol LDL et la
pression artérielle systolique, et diminue le taux de cholestérol HDL et ce, de facon
significative (p <0,0001 pour tous) (Tardif et al., 2008). Cette étude est en accord avec
d’autres réalisées chez 1’animal ayant montré que le probucol prévenait le développement
d’une hyperglycémie chronique en préservant la fonction des cellules B du pancréas
(Gorogawa et al., 2002).

Ainsi, le developpement de dérivés du probucol et du succinobucol, qui sont connus
pour leurs propriétés anti-inflammatoires et antioxydantes, pourrait s’ajouter a 1’arsenal des
agents actuels utilisés dans le traitement et la prévention du DT2, a condition de trouver des
molécules dépourvues d’effets métaboliques (lipidiques notamment) déléteres (Stocker,
2009).
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I-1-2-3- Antioxydants :

I-1-2-3-1- Définitions :

L’organisme est doté d’un ensemble de systémes de défenses appelé antioxydants trés
efficaces contre la surproduction d’espéces réactives de I’oxygenes (ERQO) encore appelés
radicaux libres. Le terme d’antioxydant désigne toute substance qui, présente a faible
concentration par rapport a celle du substrat oxydable, retarde ou inhibe significativement
I’oxydation de ce substrat (Defraigne et Pincemail, 2008). En d’autres termes, les
antioxydants ont pour but d’inhiber les effets toxiques des ERO afin d’éviter I’apparition d’un
stress oxydant.

Le stress oxydant se définit comme un déséquilibre de la balance entre les systemes de
défenses antioxydants et la production des ERO (figure 7), en faveur de ces dernieres. Ce
déséquilibre peut avoir diverses origines, telles que la surproduction endogéne d’agents pro-
oxydants d’origine inflammatoire, un déficit nutritionnel en antioxydants ou méme une
exposition environnementale a des facteurs pro-oxydants (Favier, 2006). Ce déséquilibre
entre les systémes de défense et de production des radicaux libres entraine des lésions
biochimiques. Ces derniers s’observent au niveau des cellules de 1’organisme du fait de leurs
conséquences sur le plan moléculaire, telles que les altérations au niveau des protéines,
I’apparition de cassures au niveau de I’ADN, ou des atteintes de 1’intégrit¢ de la membrane

cellulaire par I’induction de la peroxydation lipidique.

ANTIOXYDANTS
SOD, GPx,
Catalase, GSH,
Vit E/C, °NO
Caroténoides

OXYDANTS
0;~, OH", '0;, H:0:
*NO, ONOO

HOCL
LOO"®, LOOH

Figure 7 : Désequilibre du statut pro/ antioxydant favorisant 1’état de stress oxydant

Les systémes antioxydants peuvent étre classés selon leur mode d’action, leur
localisation cellulaire et leur origine (Delattre et al., 2005). Parmi les antioxydants on
distingue les antioxydants endogénes qui peuvent étres enzymatiques ou pas et les

antioxydants exogénes.
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I-1-2-3-1-1- Systéme antioxydant enzymatique

I-1-2-3-1-1-1- Superoxydes dismutases (SOD)

Les superoxydes dismutases (SOD) sont des métalloenzymes qui catalysent la
dismutation des ions peroxydes en oxygenes moléculaires et en peroxydes d’hydrogénes qui
sont des composés stables et moins toxiques (Maneesh et Jayalekshmi, 2006) selon la
réaction suivante :

SOD
O% + 2H+ » O +H,0;

Ces enzymes accélérent la vitesse de cette réaction spontanée rendant trés rapide la
disparition du superoxyde mais en générant le peroxyde d’hydrogéne. Celui-ci est un composé

oxydant mais peut étre ultérieurement catabolisé par la catalase et les glutathions peroxydases.

I-1-2-3-1-1-2- Catalase

La catalase est une enzyme héminique capable de transformer le peroxyde
d’hydrogene (généralement produit par les SOD) en eau et oxygene moléculaire. Elle est
essentiellement présente dans les peroxysomes, mais aussi dans les mitochondries et le
cytoplasme (El-Mustafa et EI-Tunibat, 2008).

La réaction catalysée par cette enzyme est une dismutation du peroxyde d’hydrogene :

Catalase
2 H,O, » H,O+ O,

La catalase et la glutathion peroxydase ont des rbles protecteurs similaires et leur
contribution relative est assez variable. La catalase est surtout active lorsque le niveau de
stress oxydatif est élevé ou que la quantité de glutathion peroxydase est limitée et elle joue un
role significatif en permettant d'éliminer I'excés de peroxyde d’hydrogéne afin que la réaction

de Fenton ne puisse pas s'amplifier (Baudin, 2006).

I-1-2-3-1-1-3- Glutathions peroxydases

Les GPx constituent une famille d’enzymes capables de réduire des composés
hydroperoxydes en leurs composés hydroxyles correspondants en utilisant du glutathion ou
des agents réducteurs équivalents comme co-substrats (Salvayre et Salvayre, 2005 ; Baudin,

2006). 1l existe des GPx avec ou sans résidu séléno-cystéine dans leur site actif mais les plus
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courantes sont celles possédant une séléno-cystéine. Jusqu'a présent 5 GPx séléno-cystéine
ont été identifiees GPx1, GPx2, GPx3, GPx4 et GPx5 (Maneesh et Jayalekshmi, 2006).
L’ensemble des GPx séléno-cystéine catalyse la réduction des hydroperoxydes
minéraux ou organiques en eau et en alcool lipidique respectivement, tandis que le glutathion
réduit (GSH) est transformé en glutathion oxydé (GSSG). Toutes ces enzymes contiennent
dans leurs sous-unités un a quatre atomes de sélénium selon 1’isoenzyme (Delattre et al.,

2005).

I-1-2-3-1-2- Systémes antioxydant endogéne non enzymatiques

Ce groupe de systemes antioxydants renferme de nombreuses substances endogenes
parmi lesquelles: le glutathion, 1’acide urique, la bilirubine, les hormones sexuelles, la
mélanine, la mélatonine, 1’acide lipoique et le coenzyme Q. De tous ces composés endogenes
synthétisés par les cellules, le plus important est sans doute le glutathion réduit (thiol majeur
au niveau intracellulaire) qui protége non seulement contre les radicaux oxygénés, mais aussi

contre les peroxydes ou le ‘NO (Fokou et al., 2008).
I-1-2-3-1-3- Molécules antioxydantes exogéenes

I-1-2-3-1-3-1- Vitamine C

L’acide L-ascorbique ou vitamine C est considéeré comme le plus important
antioxydant dans les fluides extracellulaires. C’est un piégeur trés efficace des ions
superoxydes, du peroxyde d’hydrogéne, de I’hypochlorite, des radicaux hydroxyles et
pyroxyles, et de ’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 aqueuse avant qu’ils initient la peroxydation

lipidique, la vitamine C protege les biomembranes et les lipoprotéines (Delattre et al., 2005).

I-1-2-3-1-3-2- Vitamine E

Le terme générique de vitamine E désigne en fait une famille constituée des
tocophérols et tocotriénols, la forme la plus active étant 1’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 chimiquement I’oxygeéne 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 (ROQO") pour former un radical tocophéryl (Léger, 2006).
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I-1-2-3-1-3-3- p-caroténe

Le B-carotene est apporté par I'alimentation. 1l est doué de plusieurs capacités : il est
précurseur de la vitamine A, il capte I'oxygene singulet sous faible pression d'oxygene et, avec
les autres caroténoides, il a le pouvoir de terminer les réactions en chaine de lipoperoxydation.

Il protege les structures cellulaires contre I'agression oxydante (Wang et Mazza, 2002).

I-1-2-3-1-3-4- Sélénium

Le sélénium joue un role clé dans la protection des cellules et de leurs constituants
contre I’attaque radicalaire. Cette fonction est due a sa présence dans le site actif des
glutathions peroxydases séléno-dépendantes, et a I’activité biologique antiradicalaire des

sélénoproteines (Burk, 2002).

I-1-2-3-1-3-5- Zinc

Le zinc (Zn) joue un rdle antioxydant indirect en assurant la stabilisation de la Cu-Zn
SOD. Cependant, au-dela de cette fonction, le zinc posséde d’autres propriétés antioxydantes
pour lesquelles le mécanisme preécis reste encore incomplétement connu (Hu et al., 2008):
- Le zinc inhibe la production des espéces radicalaires de 1’oxygene ERO par les métaux de
transitions, en entrant en compétition avec le fer et le cuivre dans la réaction de Fenton.
- Le zinc protége les groupements thiols (-SH) des protéines contre 1’oxydation induite par le
fer, en empéchant la formation de ponts disulfures intramoléculaires.
- LDL’activité antioxydante du zinc pourrait également passer par 1’induction de

metallothionéines pouvant piéger les ERO (Delattre et al, 2005).

I-1-2-3-1-3-6- Polyphénols

Les polyphénols végétaux regroupent une grande variété de composés comprenant
entre autres les flavonoides, les anthocyanes et les tanins. Ce sont des composés ubiquistes
que I’on retrouve dans les plantes. Ils attirent 1’attention depuis quelques années a cause de
leurs propriétés antioxydantes. En effet, ils sont capables de piéger des radicaux libres,
d’inhiber la peroxydation lipidique en réduisant les radicaux hydroxyles, superoxydes et
peroxyles. lls sont également capables de piéger les ions métalliques, car ils ont des propriétés
chélatrices (Delattre et al, 2005).

I-1-2-3-2- Apport des thérapeutiques antioxydants dans le traitement de I’hyperglycémie
Les antioxydants agissent en synergie et de facon a éviter un éventuel déséquilibre de
la balance antioxydants/pro-oxydants, il est souvent souhaitable de les administrer en

association. Une supplémentation par la vitamine E permet d’améliorer les effets de 1’insuline
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et ’équilibre glycémique, ce qui se traduit par 1’abaissement de la glycémie, de ’hémoglobine
glyquée, et de la fructosamine (Kulawik et al., 2013) ; elle conduit également a une
diminution de la peroxydation lipidique plasmatique et I’oxydabilité des LDL, ce qui serait
favorable a la réduction du risque cardiovasculaire. Toutefois, les résultats des études
cliniques utilisant une supplémentation par la vitamine E restent divergents, rapportant parfois
une absence d’effet (Jain et al., 2000).

Un autre antioxydant, 1’acide o-lipoique, a montré un effet bénéfique sur la
peroxydation lipidique et la glycation des protéines dans les hématies soumises a de fortes
concentrations de glucose ainsi que dans le traitement de la neuropathie diabétique chez
I’animal (Kocak et al., 2000). Par ailleurs, une étude clinique menée chez des sujets
diabétiques de type 2 a montré que la N-acétylcystéine pourrait ralentir la progression des
dommages vasculaires en diminuant les concentrations de VCAM-1 soluble au niveau
plasmatique (Tanaka et al., 2000).

D’une fagon générale, il est particuliérement difficile de tirer des conclusions claires a
partir des études cliniques utilisant des supplémentations en antioxydants du fait de plusieurs
facteurs : la diversité des populations de patients, la variabilité du contr6le glycémique, les
variations concernant la dose et la forme des suppléments utilisés, la difficulté a évaluer
I’apport alimentaire d’antioxydants et 1’utilisation de différents marqueurs biochimiques pour

rendre compte de I’efficacité de la supplémentation (Jain et al., 2000).

I-1-2-4- Apport des médicaments pharmaceutiques hypoglycémiants dans le traitement
de I’hyperglycémie voire hyperglycémie chronique :

Lorsque le diabete (de type 2) est diagnostiqué suffisamment tot, le contrdle de
I’alimentation et des mesures d’hygiénes de vie peuvent suffire a réduire la glycémie (taux de
sucre dans le sang). Le diabéte est souvent diagnostiqué tard, quand il n’est plus possible
d’atteindre les objectifs glycémiques uniquement par une modification de 1’alimentation, une
augmentation de 1’activité physique et d’autres modifications du mode de vie. La gestion de la
maladie et I’atteinte des objectifs de glycémie exigent alors la prise de médicaments. Au
départ, un médicament antidiabétique oral peut suffire a maintenir la glycémie dans des
valeurs normales (monothérapie) (ACD, 2009). Quand la prise d’un seul médicament & dose
maximale combinée avec une thérapie diététique ne suffit plus, il faut passer a la bithérapie,
qui combine deux médicaments. Parfois, on préfére associer plus rapidement deux
médicaments réduisant la glycémie, a la dose sous-maximale, afin de réduire les effets

secondaires et de se rapprocher plus rapidement d’une valeur glycémique normale. Les
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médicaments a disposition sont la metformine, les sulfamides, les glinides, les glitazones et
les gliptines. Si la combinaison de deux médicaments ne permet pas d’atteindre 1’objectif de
baisse de la glycémie, il faut intensifier le traitement en ajoutant un troisieme. Quand les
médicaments oraux ne parviennent plus a réduire suffisamment le taux de sucre dans le sang,
il convient de passer a un traitement a base d’insuline en monothérapie ou combinant
I’insuline et un antidiabétique oral. Avec 1’évolution de la maladie, 1’augmentation de la dose
d’insuline peut devenir nécessaire. Comme les personnes atteintes de 1’hyperglycémie
chronique vivent des situations tres diverses au moment du diagnostic, il arrive que le
traitement a 1’insuline soit utilisé dés que la maladie est diagnostiquée. Lorsque le diagnostic
intervient tardivement, des complications micro et macrovasculaires sont souvent présentes
quand le patient découvre sa maladie (20 a 50 % des cas), complications qui nécessitent la

prise de médicaments spécifiques (ACD, 2009).
I-1-2-4-1- Traitement par les médicaments pharmaceutiques hypoglycémiants :

I-1-2-4-1-1- Antidiabétiques oraux :

Ils ne sont utilisés qu’apres échec ou insuffisance des mesures hygiéno-diététiques. La
stratégie consiste en une monothérapie initiale adaptée au profil du patient qui, selon les
résultats obtenus, sera progressivement majorée par une thérapie combinée. Actuellement, on
retrouve cinq classes d’agents antidiabétiques oraux que I’on divise en deux groupes : les

hypoglycémiants et les antihyperglycémiants (Levasseur, 2003).

I-1-2-4-1-1-1- Hypoglycémiants (qui augmentent la sécrétion de I’insuline)

Les hypoglycémiants se divisent en deux classes : les sulfonylurées et les analogues
des méglitinides. Ces médicaments agissent en stimulant la libération d’insuline préformée
par le pancréas. La production endogéne d’insuline n’est pas augmentée, mais sa Secrétion est
accélérée. Ce mécanisme permet de renverser la sécrétion insuffisante d’insuline associée au
diabéte de type 2, mais ne permet probablement pas de diminuer la résistance a I’insuline
(Levasseur, 2003).

I-1-2-4-1-1-1-1- Sulfamides hypoglycémiants (SH ou Sulfonylurées)

L’activité hypoglycémiante de certains sulfamides a été mise en évidence en 1942. Le
premier sulfamide hypoglycémiant est le Tulbutamide qui a été commercialisée en 1956. Les
sulfonylurées sont les médicaments les plus utilisés pour le traitement du diabéte de type Il
(Ducobu, 2003). Le récepteur aux sulfonylurées est une composante du canal ATP dépendant

du potassium dans les cellules B du pancréas. La liaison des sulfonylurées conduit a
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I’inhibition de ces canaux qui modifient le potentiel de repos de la cellule, induisant un influx
de calcium et une stimulation de la sécrétion d’insuline. Mais ils peuvent agir aussi par des
effets extra pancréatiques, en particulier en réduisant la libération hépatique du glucose et en
diminuant la résistance a I’insuline. Les sulfonylurées sont donc uniquement utiles chez les
patients qui ont encore une fonction résiduelle des cellules f (Ducobu, 2003). L’effet
hypoglycémique des SH est rapide et efficace, et permet une diminution absolue de 1 a 1,5 %
de HbAlc (Girard, 2001).

I-1-2-4-1-1-1-2- Analogues des méglitinides: répaglinide et natéglinide

Ce sont des médicaments hypoglycémiants, de trés courte durée d’action et leur action
réduit le risque hypoglycémique. Utilisés soit seuls, soit en combinaison, ils sont différents
structurellement des sulfonylurées (Ducobu, 2003). lls aménent a la fermeture des canaux
potassiques ATP-dépendants en se fixant sur le méme récepteur, mais dans un site de liaison
distinct de celui des autres sulfamides. Ils se fixent avec une trés grande affinité et se
détachent trés rapidement de leur liaison, ce qui explique qu’ils stimulent plus vite la sécrétion

d’insuline pendant un temps plus court.

I-1-2-4-1-1-2- les antihyperglycémiants (Augmente la sensibilité a ’insuline) :
Contrairement  aux  hypoglycémiants qui  diminuent la  glycémie, les
antihyperglycémiants exercent leur action antidiabétique en empéchant la glycémie

d’augmenter sans toutefois la faire chuter (Ross et al., 2004).

I-1-2-4-1-1-2-1- Biguanides :

Les biguanides représentent une des classes pharmacologiques d’antidiabétiques oraux
qui agissent en luttant contre I’insulino-résistance. La metformine (Glucophage®) est le seul
biguanide qui est actuellement disponible. Les biguanides sont utilisés depuis les années 50.
Contrairement aux sulfamides hypoglycémiants, les biguanides n’ont aucune action insulino-
sécrétrice. lls sont utilisés chez les DNID obeses et non obeses lorsque 1’équilibre glycémique
n’a pu étre obtenu avec un régime bien suivi. C’est pour cela qu’ils peuvent étre indiqués soit
en premiére intention, ou apres échec des sulfamides hypoglycémiants, ou en association avec
ces derniers. Ils agissent principalement en augmentant I’action de I’insuline au niveau du foie
et en diminuant ainsi la production hépatique de glucose (Ducobu, 2003). Ils sont contre
indiqués en cas d’insuffisance rénale, méme modérée (créatine plasmatique > 15 mg/l), et
chez les sujets tres agés a la fonction cardiaque ou hépatique altérée. En début de traitement,

les biguanides sont associés, dans 15 a 20% des cas, a des troubles digestifs a type diarrhéique
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dont le malade doit étre prévenu ; habituellement, ces troubles disparaissent malgré la

poursuite du traitement.

I-1-2-4-1-1-2-2- Thiazolidinedione ou glitazones:

Les glitazones sont des antidiabétiques oraux de la famille des Thiazolidinediones qui
sont indiqués dans le traitement du diabete de type Il. lls ont été retirés du marché européen
pour leurs effets secondaires graves et leur risque carcinogene (Allain, 2008). Ces
médicaments agissent comme des insulinosensibilisateurs du tissu adipeux, musculaire et
hépatique par son action agoniste des PPARg. (Peroxysomes Proliferator Activated
Receptors). Ils Améliorent le fonctionnement des cellules 3 et augmentent I'utilisation
périphérique du glucose, ils interviennent également dans :

» La diminution des triglycérides plasmatiques et de 1’acide gras libre circulante,

entrainant une augmentation du HDL cholestérol ;

» Ladiminution de la production hépatique de glucose (Haslett et al., 2002).

Ces meédicaments présentent un mécanisme d'action : ils activent des récepteurs
nucléaires qui sont les PPARg et diminuent ainsi la résistance tissulaire a l'insuline. Ils sont
indiqués dans le diabéte de type Il en association avec la metformine ou un sulfamide
hypoglycémiant (Allain, 2008).

I-1-2-4-1-2- Insulinothérapie :

Une insulinothérapie est fréqguemment proposée chez le diabétique agé de type 2 du
fait des limites a 1’utilisation des antidiabétiques oraux (Tournant et al., 2004).
I-1-2-4-2- Limite du traitement par les médicaments pharmaceutiques hypoglycémiants:

Les médicaments antidiabétiques causent généralement différents effets secondaires
qui varient selon la classe et la génération du médicament, les sulfamides par exemple
provoquent un état d'hypoglycémie (Dey et al, 2002). A cause de leurs effets secondaires tres
graves, certains Biguanides ont été éliminés du marché. La metformine, le biguanide le plus
commercialisé dans le monde, n'est plus disponible aux Etats Unies car il provoque des états
d'acidose lactique, fatigues, nausées ainsi qu'une toxicité rénale (Dey et al., 2002).

Similairement, tous les autres antidiabétiques oraux provoquent des effets secondaires
néfastes pour le patient diabétique, ce qui complique le traitement et accroit la souffrance des
malades (Halimi, 2003 ; Fujisawa et al., 2005). Pour diminuer ces maux des diabétiques, de
nouvelles solutions font 1’objet de recherches, a savoir : transplantation des Tlots, I'insuline
administrée par voie nasale ou a travers I'ceil, les analogues de I'insuline pouvant étre pris par

voie orale et les agents bloguant les dommages de lI'auto-immunité (Barrou et al., 2004).
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En parallele, toujours dans le but d’apporter de meilleures solutions dans les
traitements par les médicaments, les chercheurs s’intéressent de plus en plus a I'usage des
extraits et des poudres issues soit des plantes médicinales, soit des aliments fonctionnels qui
peuvent étre des sources alternatives de traitements par les médicaments (Schauemberg et
al., 2005).

I-1-2-4-3- Autres types de traitements de I’hyperglycémie: traitement par les extraits et

les poudres de plantes
I-1-2-4-3-1- Présentation des extraits et des poudres de plantes :

I-1-2-4-3-1-1- Présentation des extraits de plantes :

Un extrait végeétal est une préparation naturelle a base de plantes. Le but d’un extrait
végétal est d’extraire les oligo-éléments et les principes actifs de certaines plantes pouvant
avoir un effet bénéfique sur les plantes et le sol du jardin. Les principes actifs d'une plante
sont les composants présents dans cette plante qui lui conferent des propriétés intéressantes au
jardin (insecticides, fongicides, stimulatrices de compost ...). La concentration en principe
actif peut varier trés fortement selon le mode de préparation du produit utilise. Ces
composants sont souvent en quantité extrémement faibles dans la plante, ils représentent
seulement quelques pourcentages de son poids total (Lehmann, 2013 ; Limonier, 2018).

Le terme « extrait végétal » englobe quatre principaux types de préparations naturelles
constituées d’extraits de plantes : les fermentations (purins), les macérations, les décoctions et
les infusions. La principale différence entre les purins, les macérations, les infusions et les
décoctions réside dans leur mode de préparation. Les purins et les macérations sont des
préparations a froid tandis que les décoctions et les infusions nécessitent que la préparation
soit portée a ébullition (Chabrier, 2010).

I-1-2-4-3-1-2- Présentation des poudres de plantes :

Entre les extraits, les comprimes/gélules et les ampoules, les poudres comptent parmi
les formes galéniques des remedes a base de plantes medicinales. Ces différentes formes de
préparations ont toutes pour objectif d'extraire les molécules actives des végétaux et de les
mettre a profit pour la personne qui les consomme. Les composants actifs des plantes étant
tres différents selon les especes et leurs origines, certaines formes galéniques sont plus
indiquées que d'autres pour certains vegétaux. Les poudres de plantes médicinales disponibles
chez les herboristes sont classifiées en différentes catégories, en fonction de leur

granulométrie, mais aussi de leurs teneurs en composants actifs. La concentration des
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substances actives dans les poudres de plantes médicinales permet a I'herboriste d'indiquer le
dosage adéquat a respecter pour un reméde utilisant la préparation en question (Council,
2009 ; Chabrier, 2010).

I-1-2-4-3-2- Extraits et poudres de plantes dans le traitement de I’hyperglycémie:

Plusieurs modes d’action des plantes médicinales ayant un effet sur I’hyperglycémie
ont été rapportés suite a des études pharmacologiques. Les plantes médicinales préparées sous
forme d’extraits ou de poudres peuvent étre utilisées dans le traitement de 1’hyperglycémie et
peuvent agir par différents mécanismes :

» Elles peuvent avoir une action sur les enzymes hépatiques en stimulant la
glycogénogenése et/ou I’inhibition de la glycogénolyse (Shim et al., 2003).

» D’autres ont une action sur le pancréas par stimulation de la sécrétion d’insuline a
partir des cellules B et/ou induisent également la régénération de 1’insuline par 1’apport
d’éléments nécessaires (Cu’", Mg™*, Ca™) au fonctionnement des cellules B ; Elles peuvent
également assurer la revitalisation et/ou I’hyperplasie de ces cellules B (Al-Achi, 2005).

» D’autres encore agissent par inhibition des transporteurs du glucose au niveau de la
barriére intestinale limitant ainsi I’absorption intestinale du glucose. Ou encore, elles peuvent
agir par stimulation de la captation du glucose par les adipocytes ou les cellules musculaires
ou par diminution de la sécrétion du glucagon en induisant une diminution de 1’absorption
intestinale du glucose et/ou une réduction de I’utilisation périphérique du glucose (Dedola et
al., 2010).

I-1-2-5- Aliments fonctionnels dans le traitement de ’hyperglycémie :

Le concept de “produits fonctionnels” est né au Japon dans les années 1980. Ce sont
des aliments qui ont été développés spécifiquement pour promouvoir la santé ou réduire les
risques de maladies. lls sont généralement considérés comme étant des aliments qui doivent
étre consommeés dans le cadre d’une alimentation équilibrée, tout en apportant des molécules
bioactives ayant un bénéfice sur la santé (Salmerdn 2017; Serafini et al., 2012). Les produits
fonctionnels pourraient ainsi étre représentés par la phrase suivante, énoncée par Hippocrate
(environ 460 - 377 av. J-C) “Que ton aliment soit ton médicament, que ton médicament soit ta
nourriture”. A D’origine, c¢’est un terme marketing qui se rapporte a une certaine synergie
entre santé et régime alimentaire (Serafini et al., 2012).

Un aliment ne peut étre considérée comme fonctionnel que si, associé a I’impact

nutritionnel de base, il a des effets bénéfiques sur une ou plusieurs fonctions de 1’organisme
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humain, améliorant ainsi les conditions générales et physiques et/ou reduisant le risque

d’évolution de maladies (Prado et al. 2008).

I-1-2-5-1- Choix des aliments :

Les aliments contiennent des éléments indispensables au bon fonctionnement de
I’organisme : des protéines, des lipides (graisses) et des glucides (sucres alimentaires). Le plus
important est de limiter les aliments gras : huile, beurre, fromage, charcuteries, etc. afin de
contrbler son poids. En effet, la surcharge pondérale est la principale cause de
I’hyperglycémie chronique, sur un terrain déterminé. Si le poids monte, la glycémie monte, et
perdre du poids en cas de surcharge permet d’améliorer, voire de corriger, les glycémies. Sur
une journée, les aliments contenant des glucides ont une incidence directe sur la glycémie.
Une consommation massive de glucides provoquera donc une hyperglycémie. De méme
I’absence de glucides au cours du repas peut provoquer un déséquilibre alimentaire, voire
provoquer parfois une hypoglycémie si 1’absence est prolongée (ACD, 2009). D’ou, il est
recommandé de consommer en moyenne 50-55% des glucides, 30-35% des lipides et 12-15%
des protéines (Volek et al., 2009).

I-1-2-5-2- Aliments a index glycémique bas :

En 1981, Jenkins a developpé le concept d’index glycémique, qui avait, en théorie,
une application chez le patient diabétique : il permettait de nuancer 1’¢largissement de la
ration glucidique grace a la prise en compte de 1’aspect qualitatif de ’apport en glucides. En
effet, réduire la glycémie postprandiale dépend essentiellement de I’index glycémique des
aliments, et peut-étre plus précisément encore de la charge glycémique, c’est-a-dire du produit
de l'index glycémique par I'apport glucidique. Un repas avec un index glycémique bas peut
entrainer une glycémie postprandiale plus basse (Salas-Salvadé et al., 2011)

Toutefois, bien que les études montrant 1’intérét d’une alimentation avec un index
glycémique bas pour la prévention du DT2 abondent, celles montrant son intérét dans la prise
en charge du DT2 sont peu nombreuses, surtout sur le long terme (Sievenpiper et al., 2009).
Les effets des légumes secs ont cependant été eétudies dans une méta-analyse, et dans un mode
alimentaire global, ainsi, le régime méditerranéen, qui a fait I’objet de plusieurs études a
prouveé qu’il pouvait entrainer une baisse de I’HbAlc (Itsiopoulos et al., 2011). Aussi, tres
récemment, 1’étude Melbourne Collaborative Cohort Study a montré que I’alimentation
méditerranéenne était associée a une réduction de la mortalité chez les sujets diabétiques
(Hodge et al., 2011). On peut donc recommander certains aliments tels que les Iégumineuses,

qui ont un index glycémique toujours bas, ainsi que les fruits, sans exces cependant. La
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rétrogradation de I’amidon telle qu’elle est obtenue avec le refroidissement (ou la congélation
du pain) diminue aussi I’index glycémique en augmentant 1’amidon résistant (Lecerf et al.,
2008): c’est le cas avec les pommes de terre, le riz, les pates cuites et refroidies pour une
salade. Aussi, le vinaigre ralentit la vidange gastrique et donc I’index glycémique, ce que
plusieurs études ont bien montré. Et enfin, malgré un index insulinémique éleve, les produits

laitiers ont un index glycémique bas.

I-1-2-5-3- Apport des champignons comestibles dans le traitement de I’hyperglycémie :
Plusieurs études ont montré que les champignons comestibles avaient des propriétés
dans le traitement de I’hyperglycémie chronique. En effet, des études récentes réalisées par
Khatun et al. (2007) ont montré que les champignons Pleurotus ostreatus diminuent le
cholestérol total, les triglycérides plasmatiques, le glucose et la pression artérielle chez les
sujets diabétiques. Des chercheurs pensent que ces effets observés pourraient étre dds a la
présence de la lovastatine (Deepalakshmi et Mirunalini, 2014). De plus, des études réalisées
par Etoundi et al (2017) ont montré que les extraits de champignons de Pleurotus
pulmonarius et Pleurotus floridanus ont des propriétés hypoglycémiantes sur des rats dont on

avait induit le diabéte au moyen de la streptozotocine.
I-2- Champignons comestibles :

I-2-1- Généralités sur les champignons comestibles :
Les champignons ont longtemps été classés parmi les végétaux, ce qui n'est plus le cas
aujourd'hui. lls s'en différencient par plusieurs caractéristiques :

e Tout d'abord ils ne possédent pas de chlorophylle, et par conséquent ne peuvent pas
utiliser la lumiére du soleil comme source d'énergie.

e Ladeuxieme chose, qui est une conséquence de la premiére, c'est qu'ils doivent utiliser
de la matiere organique pour se nourrir (comme les animaux). Une plante, quant a elle, utilise
de la matiére minérale. Pour trouver cette matiére organique les champignons sont le plus
souvent des décomposeurs c'est-a-dire qu'ils se nourrissent de la matiére en décomposition

(litiere forestiere, aliments en décomposition) (Essartier et Roux, 2011).
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Figure 8 : Différentes parties du champignon (Courtecuisse et Duhem, 2011).

Le mot "champignon™ est utilisé par les gastronomes car en réalité, ce que nous
appelons communément champignon est en fait l'organe reproducteur : le fruit du
champignon. Son vrai nom est : le carpophore ou sporophore. Le champignon proprement dit
est un enchevétrement de filaments microscopiques, trés minces et souvent cachés. Il se
nomme : le mycélium (Courtecuisse et Duhem, 2011) (figure 8).

Il'y a plus ou moins 80 000 espéces différentes de champignons actuellement connues
mais plus ou moins 10 000 seulement possedent un carpophore ou sporophore visible.

I-2-2- Classification simple des carpophores :
En fonction du type de chapeau, on distingue quatre types de carpophores : les

carpophores a chapeau bombé, mamelonné, conique et déprimé (figure 9).

chapeau bombé chapeau mamelonné

e

g
Wt

chapeau déprimé

Figure 9 : Classification simple des carpophores (Courtecuisse et Duhem, 2011).
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1-2-3- Cycle de reproduction des carpophores :

Lorsque les carpophores sont matures, des millions de spores sont emportées dans la
nature par le vent. Certaines, mais celles-ci sont bien rares, tombent sur un substrat intéressant
dans la nature, au moment opportun et dans des conditions de température et d'humidité
idéales. Puis elles "germent" et un myceélium primaire se développe. Ensuite, toujours dans
des conditions idéales de température et d’humidité, les mycéliums primaires issus de spores
différentes se rencontrent et fusionnent pour donner un mycélium secondaire qui lui seul, peut
donner naissance aux fructifications. Ces derniéres prosperent ensuite pour offrir de

magnifiques champignons qui largueront leurs spores et le cycle reprendra (Vertil, 2012)

(figure 10).
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Figure 10 : Cycle de reproduction des carpophores (Courtecuisse et Duhem, 2011).
I-2-4- Toxicité des champignons :

Il faut savoir qu’il n’existe aucune recette miracle ni aucun test pratique qui permette
de dire si un champignon est toxique ou comestible. Seule la reconnaissance de 1’espece a
partir de caractéres botaniques est valable. Aussi, améliorer ses connaissances au sujet des
champignons et développer ses capacités a identifier les principales especes comestibles et

toxiques, c’est se prémunir contre les risques d’intoxication (Ninkwango, 2007).

I-2-4-1- Toxicité innée :
C’est la toxicité naturelle d’une espece donnée, due aux substances nocives qu’elle

contient. Il existe plusieurs syndromes et chacun doit étre traité spécifiquement. D'une
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maniere générale, les intoxications a incubation courte (inférieure a 6 heures) ne sont
habituellement pas mortelles. Elles demandent néanmoins un traitement approprié. Les
intoxications a incubation longue (supérieure a 6 heures et jusqu'a plusieurs jours pour
certaines espéces) indiquent un empoisonnement grave a l'issue souvent mortelle. Lorsque les
premiers symptdmes apparaissent, il est souvent trop tard car les toxines responsables ont déja

commencé leur travail de destruction d’organes essentiels tels le foie ou les reins.

(Ninkwango, 2007).

I-2-4-2-Toxicité acquise :

Elle n’est pas due au champignon lui-méme, mais aux produits toxiques que celui-ci
est capable d’emmagasiner. Ainsi, un champignon parfaitement comestible peut étre rendu
nocif par une pollution par des pesticides et des radioéléments.

- Les métaux lourds sont extérieurs. Ils sont généralement captés par les champignons qui
poussent aux abords des routes, des aéroports ou a proximité des zones industrielles et des
usines polluantes.

- Les pesticides, mais aussi les engrais qui proviennent de 1’agriculture sont une source de
contamination importante. Ainsi, les agarics et autres Iépiotes qui viennent habituellement
dans les prés ou les champs de mais peuvent étre a I’origine de graves intoxications.

- Les radioéléments proviennent de sources diverses comme la catastrophe de Tchernobyl, les
essais nucléaires, la radioactivité naturelle... (Ninkwango, 2007).

Parmi les 80000 espéces de champignons qui existent nous nous sommes attardes pour
notre étude au genre Pleurotus précisément Pleurotus pulmonarius, Pleurotus floridanus et
Pleurotus sajor caju car en plus de faire 1’objet d’une myciculture dans notre pays, elles
peuvent étre cultivées a toute période de I’année. Mais surtout, d’aprés la littérature, ce genre
présente des propriétés intéressantes dans la lutte contre 1’hyperglycémie chronique.

I-2-5- Champignons expérimentaux : les pleurotes (Pleurotus pulmonarius, Pleurotus

floridanus et Pleurotus sajor caju)

I-2-5-1- Généralités sur les pleurotes :

Le champignon pleurote est généralement appelé le champignon d'huitres parce que le
pileus ou le capuchon est coquillage, spatulé et le stipe est excentrique ou latéral. Les especes
de pleurotes ont été utilisees comme aliments ou a des fins médicales depuis longtemps et
jouent actuellement un role important en tant que champignon comestible commercial. Plus
de 1000 especes de champignons d'huitres ont été décrites dans le monde entier, dans plus de

25 genres apparentés. Cependant, seulement environ 50 espéces valides sont reconnues dans
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le genre Pleurotus (Guzman et al., 2000). L’espece Pleurotus ostreatus est I'une des espéces
les plus connues, mais ils existent d’autres espéces couramment cultivées incluant : P. sajor-
caju. (champignons d'huitres gris ou champignon a queue de phoenix), P. cystidiosus
(champignons d'ormeaux), P. pulmonarius (champignons d'huitres blanches), P.
citrinopileatus Sing. (champignons d'huitres d'or), P. flabellatus (champignons d'huitres
roses) et P. sapidus (champignon noir d’huitres) ...

Les pleurotes poussent naturellement et principalement dans les zones tempérées ou
dans les saisons plus fraiches, dans les zones subtropicales sur des arbres en décomposition
(Boa, 2006).

Figure 11 : Différentes couleurs des champignons pleurotes (Wurth, 2016).

I-2-5-2- Taxonomie des pleurotes

Regne Fungi
Division Basidiomycota
Classe Agaricomycetes
Sous-classe Agaricomycetidae
Ordre Agaricales
Clade Pluteoide
Famille Pleurotaceae
Genre Pleurotus
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Espéce pulmonarius, floridanus, sajor-caju, ostreatus,
eryngii ...(Wanga, 2002).

I-2-5-3- Caractéristiques biologiques des pleurotes

I-2-5-3-1- Morphologie des pleurotes en général

Les champignons pleurotes encore appelés champignons d’huitres sont doux et sont
colorés de diverses maniéres (Figure 11) : le gris, le bleu foncé, le blanc, le créeme-brun, le
jaune et le rose. L'intensité de la couleur peut se modifier en fonction des changements dans
les facteurs environnementaux, par exemple, la lumiére et la température. En général, la
couleur sera plus foncée dans des conditions plus légeres et plus froides, et la couleur sera
plus légere dans une faible lumiére et un temps chaud. Le pileus est habituellement en forme
de coquille et en forme de langue. La taille de champignon peut varier de 5 a 30 cm de
diamétre. Le champignon est généralement plus petit sur le bois et plus grand sur les substrats
de déchets de coton de paille. Les branchies sont blanchéatres ou grises. Le stipe est

généralement excentrique ou latéral (Wurth, 2016).
I-2-5-3-2- Morphologie des pleurotes étudies

I-2-5-3-2-1- Pleurotus pulmonarius:

Le pleurote pulmonaire (Pleurotus pulmonarius) est une espéce de champignons du
genre Pleurotus trés proche de Pleurotus ostreatus mais il y a malgré tout quelques
différences notables. Le chapeau du pleurote pulmonaire est plus péale et plus petit que celui
du pleurote ostreatus et son pied est plus développé. Il préfére aussi des climats plus chauds et
apparait plus tardivement durant I'été. Par ailleurs, le goQt et la culture des deux espéces sont
généralement considérées identiques (Pavlik et Pavlik, 2013). En Amérique du Nord, il
ressemble beaucoup a Pleurotus populinus, qui se développe uniquement sur les trembles et

les peupliers (Trudell et Ammirati, 2009). Ces principales caractéristiques sont :

. Son chapeau fait de 5 a plus de 20 cm, il est d'abord convexe avant de s'aplatir.

. Les lamelles sont décurrentes.

. Le stipe est court et nu, Iégérement décalé du centre du chapeau et est monomitique

o Les spores sont soit de couleur blanche, soit de couleur jaunatre ou soit gris-lavande

lorsqu'elles sont compactées, plus ou moins cylindriques, d'une dimension de 7,5 a 11 sur 3 a
4 um (Pavlik et Pavlik, 2013) (figure 12).
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Figure 12: Pleurotus pulmonarius (Atri et al, 2012).

1-2-5-3-2-2- Pleurotus floridanus :

Pleurotus floridanus a des caractéristiques presque semblables & ceux de P. pulmonarus
mais P. floridanus présente un pied plus court et un chapeau plus ouvert que celui de P.
pulmonarus (Pavlik et Pavlik, 2013) (figure 13).

Figure 13 : Pleurotus floridanus (Atri et al, 2012).

I-2-5-3-2-3- Pleurotus Sajor caju:
Le Pleurotus sajor caju (huitre grise) est un champignon charnu comestible typique. Il

a des organes de fructification en forme d’huitre qui contiennent beaucoup de nutriments tels
que des glucides, des protéines, des graisses, des minéraux et des multivitamines. En raison de
ces valeurs nutritionnelles élevées, la demande de pleurotes gris ne cesse d’augmenter
(Chuanyun et al., 2004). 1l a un voile distinct, un anneau persistant sur le stipe et une chair

composée d’hyphes trimitiques ou dimitiques (Stamets, 2000) (figure 14).
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Figure 14 : Pleurotus Sajor caju (Atri et al, 2012)

I-2-5-4- Caractéristiques nutritionnelles et propriétés médicinales des pleurotes

I-2-5-4-1- Valeurs nutritionnelles

La teneur en protéines est variante selon les espéces de Pleurotus. Elle est exprimee en
pourcentage de poids sec et varie de 10 a 30 %. Cette teneur peut atteindre 40 %. Pleurotus
contient tous les acides aminés essentiels, qui représentent 40 % de la teneur totale en acides
aminés.

Par ailleurs, la teneur en lipides est d'environ 3 a 5 % sur la base du poids sec et est
généralement plus élevée dans la tige que dans le capuchon. Les champignons frais
contiennent généralement 3 a 28 % de glucides et 3 a 32 % de fibres sur une base de poids sec
(Irenge, 2002).

I-2-5-4-2- VValeurs médicinales

Guzman a rapporté que les especes du genre Pleurotes sont utilisées dans la médecine
traditionnelle pour prévenir ou aider dans plus de 30 maladies ou troubles (Guzman, 2000 ;
Bruhn et al., 2010). En effet, une activité anti tumorale a été trouvée dans les fractions
polysaccharidiques des corps fruitiers de presque toutes les espéces Pleurotus. Ces
polysaccharides appartiennent a (1 —3) -B-D-glucanes. Les recherches ont prouvé que les
différents glucanes de Pleurotus augmentaient l'activité des cellules tueuses naturelles
(Natural Killer) et des cellules tueuses activées par les Lymphokines (Caralyne et al., 2008).

En plus de moduler le systéme immunitaire, les Pleurotus sp. ont une activité
hypoglycémique, des effets anti thrombotiques, inhibent la croissance tumorale, réduisent
I'inflammation et réduisent la pression artérielle et la concentration lipidique plasmatique
(Holzer, 2011). En outre, ils ont une activité antioxydante. En effet, les différentes fractions
d'extraits - acide, phénolique, alcalin, neutre ont montré que le niveau d'activité le plus élevé
est présent dans la fraction phénolique. Il a également été démontré que les extraits de corps
fructiferes avaient une activité antioxydante plus élevée que le mycélium et les extraits
liquides cultivés. La différence d'activité antioxydante entre les échantillons d'extraits peut
étre liée a une composition différente d'acides gras de leurs lipides. Ainsi, la teneur en acides
gras insatures dans les extraits de corps fructiferes est plus élevée que dans le mycélium et les

extraits liquides cultivés (Sanchez, 2010).
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I-2-5-5- Travaux antérieurs déja effectués sur les champignons pleurotes :

Dans nos travaux antérieurs, nous avons pu montrer que deux especes de champignons
pleurotes a savoir Pleurotus pulmonarius et Pleurotus floridanus avaient des propriétés
antiradicalaires et hypoglycémiantes sur des rats dont on avait induit 1’hyperglycémie
chronique par injection intrapéritonéale de la streptozotocine (Etoundi et al., 2019). Mais, ces
travaux présentaient une limite: ces propriétés ne pouvaient s’observer qu’a partir de fortes

doses ou fortes concentrations.

I-2-5-6- Choix des espéces de champignons pleurotes étudiés et des proportions de
mélanges des champignons :

De la revue qui précéde, nous constatons que I’hyperglycémie peut étre prévenue ou
contrlée par plusicurs mécanismes ou composés a l’instar des médicaments Oraux ou
sulfamides hypoglycémiants, des antioxydants, des anti-inflammatoires, des inhibiteurs
d’enzymes digestives, des aliments fonctionnels a index glycémique bas... Mais, parti du
constat que ces différentes pistes de traitements présentaient des limites, nous avons voulu
apporter notre contribution dans la lutte contre 1’hyperglycémie par I'usage d’une source
naturelle, reconnue comme ayant moins ou pas d’effets secondaires. Aussi, nous avons voulu
une source naturelle qui pourrait combiner a la fois plusieurs mécanismes dans le traitement
de I’hyperglycémie car les traitements pharmacologiques en plus des effets secondaires
indésirables ne ciblent souvent qu’une seule voie thérapeutique a la fois. Ainsi, les
champignons pleurotes (particulierement Pleurotus pulmonarius et Pleurotus floridanus), qui
sont des aliments comestibles étudiés dans nos travaux antérieurs et qui avaient présenté un
index glycémique bas et un aspect thérapeutique sur ’hyperglycémie et le diabéte ont retenu
notre attention et ont fait 1’objet de notre étude.

Il était tout d’abord question pour nous d’augmenter 1’efficacité de ces champignons
pleurotes. D’ou, nous nous sommes proposés de melanger trois especes de champignons
pleurotes (Pleurotus pulmonarius, Pleurotus floridanus et Pleurotus sajor caju) a des
proportions différentes et évaluer par la suite leur capacité a developper des propriétés
hypoglycémiantes au moyen de différents tests. Ceci dans le but de prévenir ou de traiter
I’hyperglycémie et par conséquent prévenir 1’hyperglycémie chronique qui est la forme
pathologique de I’hyperglycémie.

En effet, pour la préparation des mélanges de champignons, le choix des especes de
champignons et les différentes proportions qui constituaient nos différents mélanges de

champignons n’ont pas été choisies au hasard. Lors de nos différents travaux antérieurs, nous
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avons eu a évaluer I’effet des mélanges de champignons constitués de trois especes de
champignons pleurotes (Pleurotus pulmonarius, Pleurotus floridanus et Pleurotus sajor caju)
sur le stress oxydant induit sur les rats. Et, ces mélanges de champignons étaient obtenus a
partir de trois proportions a savoir 1:1:1, 2:0,5:0,5 et 1,5:1:0,5. Puis, suivant une théorie
mathématique a savoir la méthode des arrangements, de la proportion 1 :1:1 on a obtenu une
seule possibilit¢ d’arrangement faisant ainsi un mélange, de la proportion 2 :0,5:0,5 on a
obtenu trois possibilités d’arrangements faisant ainsi trois autres mélanges. Et, de la
proportion 1,5:1:0,5 on a obtenu six possibilités d’arrangements faisant ainsi six autres
mélanges. En sommes, de ces trois proportions nous avons obtenu au total dix mélanges. Et,
suivant les précédents travaux sur le stress oxydant, les mélanges issus des proportions 1 :1:1
et 2:0,5:0,5 ont été les meilleurs mélanges avec de meilleures activités. D’ou, pour notre
étude qui consistait a évaluer les capacités des champignons mélangés a developper des
propriétés hypoglycémiantes, nous nous sommes proposé de nous appesantir non seulement
sur le choix de ces trois especes de champignons pleurotes. Mais aussi, nous avons opté pour
le choix de ces deux proportions 1:1:1 et 2:0,5:0,5 faisant ainsi quatre mélanges de

champignons pour cette étude de thése.
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CHAPITRE Il : Activitée
ANTIOXYDANTE et effet inhibiteur sur
les ENZYMES DIGESTIVES des extraits

de CHAMPIGNONS MELANGES.
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I1-1- Introduction partielle

Les champignons plus précisément le genre pleurote sont de plus en plus sollicités sur
le plan nutritionnel et thérapeutique grace aux composés qu’ils renferment (Holzer, 2011).
Toutefois, peu d’études mettent en exergue le potentiel thérapeutique des mélanges de
champignons pleurotes. Pourtant, la synergie des différents composés présents dans ces
champignons pleurotes pourrait booster leurs activités et conduire a de meilleurs résultats. En
effet, une étude faite par Kayo et al. (2019) a montré qu’un mélange de trois espéces de
champignons pleurotes avait des activités a de faibles concentrations sur le stress oxydant
induit sur les rats. Ainsi, dans 1’optique d’apporter notre contribution dans la lutte contre
I’hyperglycémie, nous nous sommes propose de mélanger trois espéces de champignons
pleurotes et d’étudier leur potentiel antioxydant ainsi que leur capacité a inhiber les enzymes
digestives. Il a dont été question dans ce chapitre :

e De préparer des mélanges de champignons a base de trois especes de champignons
pleurotes : Pleurotus pulmonarius, Pleurotus floridanus et Pleurotus sajor-caju et de
déterminer le rendement d’extraction des extraits issus de ces champignons mélanges.

eDe déterminer le potentiel antioxydant des extraits aqueux, éthanolique
hydroéthanolique et hexanique des champignons mélangés.

e D’¢tudier le potentiel de ces extraits a inhiber les enzymes digestives a savoir [’alpha

amylase, I’alpha glucosidase et la lipase pancréatique.
11-2- Matériel et méthodes :
11-2-1-Préparation du matériel expérimental fongique

11-2-1-1-Récolte et obtention des différentes poudres de champignons :
Les champignons frais : Pleurotus pulmonarius Pleurotus floridanus et Pleurotus sajor

caju (figure 15) ont été récoltés a Douala dans une myciculture a Yassa puis séchés (annexes
5 et 6) et écrasés afin d’obtenir des poudres de champignons.

Pleurotus pulmonarius Pleurotus floridanus Pleurotus sajor caju
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Figure 15 : Champignons étudiés sous forme fraiche apreés récolte

11-2-1-2- Préparation des mélanges, des extraits bruts de champignons mélangés et
détermination du rendement d’extraction :

Les différentes poudres obtenues de chaque champignon (Pleurotus pulmonarius,
Pleurotus floridanus et Pleurotus sajor-caju) ont été reparties pour 100 g de poudre totale
dans les proportions suivantes afin d’obtenir les mélanges de champignons : 1/1/1 ; 2/0,5/0,5 ;
0,5/2/0,5 et 0,5/0,5/2 (tableau I).

Puis, les extraits aqueux, hydroéthanoliques, éthanoliques et hexaniques des
champignons mélangés ont été préparés au Laboratoire de Biochimie de 1’Université de
Douala. En effet, les différentes poudres de mélanges de champignons ont été macérées dans
les proportions 1/8 respectivement avec les solvants suivants : I’ecau distillée, mélange
eau/éthanol 1 : 1, éthanol et ’hexane puis séchées a 1’étuve pendant 4 jours a température de
45°C.

Le rendement d’extraction a été calculé suivant la formule ci-contre :

Masse de l'extrait obtenue

= 100
"~ Masse de I'échantillon du départ *

Tableau I : Obtention des différents mélanges et extraits de champignons mélangés

Type de Proportions Combinaisons Types d’extraits de Codification

Meélanges chaque mélange des extraits

M1 1:1:1 A:B:C Aqueux M1laq
Ethanolique M1let
Hydroethanolique M1heth
Hexanique M1hex

M2 2:05:05 A:B:C Aqueux M2aq
Ethanolique M2et
Hydroethanolique M2heth
Hexanique M2hex

M3 05:2:05 A:B:C Aqueux M3aq
Ethanolique M3et
Hydroethanolique M3heth
Hexanique M3hex

M4 05:05:2 A:B:C Aqueux Md4aq
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Ethanolique M4et
Hydroethanolique M4heth
Hexanique M4hex

Total 4Mélanges 4proportions 1 combinaison 16 extraits 16 codifications

Ou A= Pleurotus pulmonarius, B= Pleurotus floridanus et C= Pleurotus sajor-caju

11-2-2- Evaluation de P’activité antioxydante des extraits de champignons mélangés par
les tests DPPH, FRAP et ABTS :

11-2-2-1- Evaluation de I’activité antiradicalaire DPPH (2.2-diphényl-1-picrylhydrazyl) :

11-2-2-1-1- Principe :

L’activité antiradicalaire DPPH est basée sur la décroissance de 1’absorbance. Cette
derniére est mesurée a 517 nm et résulte du changement de la couleur initiale (violette) au
jaune au fur et a mesure que le radical est piégé par les antioxydants contenus dans les
échantillons a analyser. Au cours du processus, il y a transfert de 1’atome d’hydrogéne pour
former le DPPH-H stable (Katalinie et al., 2004).

NO» @ NOj
0 N —n/ 0 N—
‘ W\ s +A
N0y NO2

Diphenylpicrylhydrazyl (radical libre) Diphenylpidrylhydrazyl (non radical)

Figure 16 : Réaction de piégeage des radicaux libres : test DPPH (Congo, 2012)

11-2-2-1-2- Mode opératoire :
Une prise de 1mL d’une solution DPPH (de concentration 0,11 mg/mL) préparée dans
le méthanol absolu est ajoutée a 50 pL d’extrait a des concentrationsde 1;3;5;7;10; 15;
20 et 25 mg/mL. L’acide ascorbique préparé dans les mémes concentrations que les extraits a
servi de standard.
Les absorbances sont mesurées a 517 nm apres incubation des solutions pendant 30
minutes a ’obscurité. Le controle est la solution DPPH sans antioxydant.

Le pourcentage de piégeage a eté calculé selon I’équation suivante :
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% de piégeage = [(Al - A2)/ Al] x 100
Avec :
Al : Absorbance du contrdle (solution du DPPH sans extrait).
A2 : Absorbance en présence d’extrait.

A partir des pourcentages d’inhibitions obtenus, le graphique de la variation du
pourcentage de piégeage en fonction de la concentration a été tracé pour chaque extrait et
standard. Cette courbe nous a permis de déterminer la SCs, (scavenging concentration 50%)
autrement appelée ICso qui est la concentration en antiradicalaire permettant de piéger 50% de
radicaux libres. 1l s’obtient a partir du graphe représentant le pourcentage de piégeage (%SC)

en fonction de la concentration finale de I’extrait dans chaque tube test (en g/L).

11-2-2-2- Activité réductrice du fer (FRAP : Ferric reducing antioxidant power).

11-2-2-2-1- Principe

La méthode est basée sur la réaction de réduction du Fe** présent dans le complexe
ferrocyanure de potassium en Fe?, Iintensit¢ de cette coloration est mesurée par
spectrophotométrie a 700 nm. Ce mécanisme est connu comme étant un indicateur de
I’activité donatrice d’électrons, caractéristique de 1’action antioxydante des polyphénols
(Yildirimet al., 2001).

11-2-2-2-2-Méthodologie

Le pouvoir réducteur des extraits a été détermine selon la méthode d’Oyaisu (1986) et
modifié par Bakchiche et al (2013). Dans chaque tube a essai contenant 0,1 mL de solution
d’échantillon (extraits ou BHT) préparés aux concentrations 1; 5; 10 ; 15 ; et 20 mg/mL, ont
été ajoutés 2 mL d’eau distillée puis 2 mL d’hexacyanoferrate de potassium [KzFe (CN)g]
(10g/L). L’ensemble a été incubé au bain marie & 50°C pendant 30 mn. Un volume de 2 mL
d’acide trichloracétique (100 g/L) a ensuite été ajouté et le mélange a été centrifuge a 3000
tours/mn pendant 10 mn.

Apres centrifugation, 2 mL du surnageant sont récupérés et mélangés avec 2 mL d'eau
distillée et 0,4 mL de chlorure ferrique [FeCls] (1g/L). La lecture a été mesurée a 700 nm. Le
controle négatif est préparé dans les mémes conditions que les tubes tests a la seule différence
que la solution d’échantillon a été remplacée par le méthanol. Le BHT a été utilisé pour le
contr6le positif.

Le pourcentage de piégeage a été calculé selon 1I’équation suivante :

% de piegeage = [(Al - A2) / Al] x 100
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Avec :

Al : Absorbance du contrdle (solution de FRAP sans extrait).

A2 : Absorbance en présence d’extrait.

A partir des pourcentages d’inhibitions obtenus, la ICsy de chaque extrait a été
déterminé tel que décrit au test du DPPH.
I1-2-2-3-Activitée  ABTS  (2,2’-azino-bis  (3-ethylbenzo-thiazoline-6-sulfonic  acid)

antiradicalaire.

11-2-2-3-1- Principe
Le radical cationique ABTS®" est formé par perte d’un électron (e¢”) d’un atome

d’azote de I’ABTS en présence du persulfate de potassium (K,S,0g) (Figure 16). Cette
méthode est basée sur la capacité de I’antioxydant contenu dans 1’échantillon a piéger le
radical cationique ABTS® (sel d’ammonium de D’acide 2,2’-Azino-bis (3-ethylbenzo-
thiazoline-6-sulfonique) de coloration bleu-verte en donnant son H, le transformant ainsi en
ABTS" incolore (Beddou, 2015). La décoloration du radical, mesurée par spectrométrie a 734

nm, est proportionnelle a la concentration en antioxydants (Lien et al., 1999).

T~ S0H

) §.._ % -SOH
e N L ‘
I =~ NT~F
M 'S
N
t / S C
N 7 |
P ! N =< .
* A - 2 Kool ’
AOH [ T S v _\&,,J AU
N (R
)M =0y §
(/’“\‘-3' ¢ N={ | J
dac 378 y
HO 8™ =
ABTS®Y

Figure 17 : Génération du radical-cation ABTS®" avec le persulfate de potassium et sa

réaction avec 1’antioxydant (Beddou, 2015).
11-2-2-3-2- Méthodologie.

11-2-2-3-2-1- Préparation de la solution d’ABTS
L’activité ABTS antiradicalaire a été déterminée selon la méthode décrite par Leong
et Shui (2002). Le radical cation ABTS est généré en mélangeant a volume égal une solution

de 4,9 mM de persulfate de potassium (K,S;0g) et une solution stock d’ABTS a 7 mM, le tout
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est conservé a I’abri de 1a lumiére et a la température ambiante durant 15h avant utilisation.

La solution obtenue est diluée 20 fois avec de 1’eau distillée.

11-2-2-3-2-2- Protocole de dosage :

Pour le dosage, a 1 mL de cette solution fraichement préparée ont été ajoutées 10 pL
de solutions d’extrait et d’acide ascorbique (Vit. C) préparées aux concentrations 5 ; 10 ; 15 et
20 mg/mL. Aprés incubation a la température ambiante et a 1’obscurité pendant 30 mn, la
lecture de la densité optique a été faite au spectrophotometre a 734 nm pour chaque série
d’analyse. L acide ascorbique est utilisé pour le contrdle positif.

Tout comme le DPPH, le pouvoir inhibiteur de 1’extrait a été calculé selon 1’équation
suivante :
% de piégeage=[(Al - A2)/ Al] x 100
Avec:
Al : absorbance du contréle (solution d’ABTS sans extrait).
A2 : absorbance en présence d’extrait.
A partir des pourcentages d’inhibitions obtenus, la ICsy de chaque extrait a été

déterminé tel que décrit au test du DPPH.

11-2-3- Détermination de la teneur en polyphénols totaux par la méthode de Folin.

I1-2-3-1- Principe :
Cette méthode est basée sur la réduction d’un chromogéne phosphomolybdique —
tungstinique qui, en milieu alcalin (carbonate de sodium), développe une coloration bleue

dont I’absorption est mesurée a 750 nm (Singleton et Rossi, 1965).
11-2-3-2- Préparation des réactifs

11-2-3-2-1- Préparation du réactif Folin- ciocalteu dilué 10 fois :
Pour la préparation du réactif, 7 mL de Folin ont été prélevés de la solution stock de
concentration 2 N et introduit dans une fiole jaugée de 100 mL. Le volume a ensuite été

complété a 70 mL avec de I’eau distillée pour obtention d’une solution 0,2 N.

11-2-3-2-2- Préparation du standard catéchine
La préparation de la catéchine s’est faite en dissolvant 2 mg de catéchine dans 10 mL
de méthanol pour obtention d’une solution de concentration 1 mM a partir de laquelle des

solutions de diverses concentrations ont eté préparées.
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11-2-3-3-Mode opératoire

La concentration polyphénolique de I’extrait a été mesurée en utilisant le réactif Folin-
ciocalteu dilué 10 fois avant utilisation.

Pour la détermination de la concentration polyphénolique totale, apres 1’ajout de 30 puL
de solution de chaque extrait préparé a la concentration de 100 mg/mL dans des tubes a essai,
1 mL de solution de Folin diluée 10 fois a été introduit, I’absorbance a été mesurée a 750 nm
apres 30 mn de réaction a ’aide d’un spectrophotométre. La catéchine a €té utilisée comme

standard.

I1-2-4- Evaluation de I’effet des extraits sur les principaux enzymes digestifs associes au

métabolisme des glucides et des lipides (alpha amylase, alpha glucosidase et la lipase)

11-2-4-1- Effet des extraits sur P’activité de I’alpha amylase pancréatique.

11-2-4-1-1- Principe :

L'activité inhibitrice de I'extrait sur 1' a-amylase a été réalisée selon le procédé
standard avec modification mineure (Sudha et al., 2011). L'activité enzymatique est mesurée
par une technique colorimétrique, basée sur la disparition du substrat. Dans ce travail on
s'intéresse a I'évaluation de I'effet des extraits sur 'inhibition de I’activité de 'alpha amylase
pancréatique. Elle hydrolyse I'amidon (ce dernier existe sous forme de granules qui se
composent de plusieurs molécules d'amylopectine ainsi qu'un nombre encore plus grand de
molécules d'amylose) et le substrat restant est alors quantifié par ajout d’une solution d’iode
dans le milieu réactionnel. Le développement d’une coloration bleue est observé et est

fonction de la quantité de substrat restant (Komaki et al., 2003).

11-2-4-1-2- Mode opératoire :

Dans des tubes a essais, 100 pl d’aliquotes d’extrait et d’acarbose préparés a des
concentrations de 1; 5; 10; 15 et 20 mg/mL ont été ajoutés dans le milieu réactionnel ; le
milieu réactionnel étant un mélange de 20 uL d’enzyme (30 pg/mL) et de 1380 uL de tampon
tris-HCI pH 6,8. L’ensemble a été ensuite préincubé a 30° C pendant 20mn. La réaction a
ensuite été initiée par ajout de 100 pL d’amidon (1 %) en solution. Aprés 20 mn d’incubation,
la réaction enzymatique a été arrétée par ajout de 2 mL d’iode acidifié, I’absorbance a été lue

a 500 nm. Ce protocole a été représente suivant le tableau Il ci-dessous :
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Tableau Il : Expérimentation du protocole d’inhibition de I’a amylase

Extraits  Tubel1l:20puL Tube?2:40puL  Tube3:60 uL Tube 4 :80 uL Tube 5 :100uL

Essai Blanc Essai Blanc Essai Blanc Essai Blanc Essai Blanc

Tampon (uL) 1360 1460 1340 1440 1320 1420 1300 1400 1280 1380

Enzyme (L) 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20
Préincubation a 30° C. pendant 20mn
Amidon (uL) 100 100 10 10 100
0 0
Incubation a 30° C. pendant 20mn
lode acidifie 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
(mL)

L'activité inhibitrice a été mesurée a l'aide de la formule suivante:
% d'inhibition = [1- (A/ B)] X 100
Ou A = Absorbance du puits d’essai (extrait de champignon ou acarbose)
B = Absorbance du contréle enzymatique

A partir des pourcentages d’inhibitions obtenus, la ICsq a été déterminée.

ICso : concentration de I’échantillon inhibant 50 % de D’activité enzymatique est
calculée graphiquement selon la fonction des pourcentages d’inhibition en fonction du
logarithme de concentrations des échantillons (pourcentage d’inhibition = f (log concentration

échantillon)
11-2-4-2- Effet des extraits sur P’activité de I’alpha glucosidase :

11-2-4-3-1- Solution d’a glucosidase :
A partir d’extrait enzymatique brut (activité spécifique moyenne de 50 U/mg protéine)
des solutions d’enzyme sont préparées par dilution dans le tampon phosphate (pH 6,8 ; 50

mM) afin d’atteindre une activité de 1 U/ mL.

11-2-4-3-2- Solution de substrat :
Le substrat utilisé est le 4-nitrophenyl a-D-glucopyranoside (pNPG) un glycoside de
synthese, (Sigma. Aldrich), préparé dans le tampon phosphate (50 mM, pH 6,8) a une

concentration de 1 mM.

11-2-4-3-3- Solution d’acarbose :

L’acarbose inhibiteur spécifique de 1’a glucosidase, est utilisé comme témoin positif
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(molécule de référence). Des solutions d’acarbose (Bayer) sont préparées a différentes
concentrations notamment 1, 3, 7, 10, 13, 16 et 20 mg/ mL dans le tampon phosphate (50
mM, pH 6,8).

11-2-4-3-4- Solution d’extrait :
Différentes concentrations de chaque extrait sont préparées a partir d’extrait sec
dissout dans le tampon phosphate (50 mM, pH 6,8) afin d’évaluer leur effet sur 1’activité de

I’a-Glucosidase. Les concentrations utilisées sont les mémes que celles du standard.

11-2-4-3-5- Solution de carbonate de sodium :

Le carbonate de sodium est utilisé a la concentration de 0,1 M, dissout dans le tampon
phosphate.
11-2-4-3-6- Mode opératoire :

Le protocole suivi est celui de Deguchi et Miyazaki (2010), avec quelques
modifications mineures. Le milieu réactionnel est composé de :
- 20 pL de solution d’extrait (échantillon) ou solution d’acarbose (témoin positif) ou solution
de tampon phosphate (contréle : activité enzymatique total sans inhibiteur) ;
- 10 pL de la solution d’enzyme dans tous les tubes ;
- 20 puL d’une solution de substrat (pNPG 1 mM) dans tous les tubes sauf dans le blanc ou
solution de substrat est remplacée par le tampon phosphate ;
- 50 puL d’une solution de tampon phosphate (50 mM, pH 6,8) est ajouté a tous les tubes ;
- Les tubes sont mis a incuber a 37 °C pendant 40 mn, a I’issu de laquelle la réaction est
stoppée par I’addition de 50 uL de Na,CO3 (0,1 M) ;
- Enfin, I’absorbance du para-nitrophénol libéré est mesurée au spectrophotometre a 405 nm.

Les essais ont été répétés trois fois.

11-2-4-3-7- Expression des résultats :
Le calcul du pourcentage d’inhibition se fait selon la formule suivante :
% d’inhibition = (A contrdl — A échantillon) / A control x 100
Ou A contrdl = Absorbance de I’activité enzymatique sans inhibiteur
A échantillon = Absorbance de I’activité enzymatique en présence d’extrait ou
d’acarbose

Puis, la ICs a été déterminée a partir des pourcentages d’inhibitions obtenus.
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11-2-4-3- Effet des extraits sur I’activité de la lipase pancréatique :

11-2-4-3-1- Principe :

L'activité inhibitrice vis-a-vis de la lipase pancréatique a été mesurée en utilisant du p-
nitrophényl butyrate (p-NPB) comme substrat avec un procedé modifié de Zhang et al.
(2008). La trioléine est hydrolysée par la lipase avec formation de monoglycérides et d’acide
oléique. Cette méthode est basée sur la vitesse de décroissance de la densité optique d’une

émulsion de triglycéride (Trioléine) en présence de lipase.

11-2-4-3-2- Mode opératoire :

L'activité de la lipase pancréatique a été légérement modifiée selon une méthode
précédemment décrite par Sugiyama et al., (2007). Un volume de 25 mL de la solution
d'échantillon dissoute dans de I'eau distillée et 25 pL de la solution de lipase pancréatique (50
U/mL) ont été mélangés dans le puits d'une plaque de microtitration. Ensuite, un volume de
50 mL d'ester oléique de la 4-méthylumbelliférone fluorescente (4-MUQ) (0,1 mM) dissous
dans une solution phosphate saline tamponnée (PBS) a été ajouté pour initier la réaction
enzymatique. Aprés une incubation & 37 °C pendant 20 mn, 100 pL de citrate de sodium 0,1
M (pH=4,2) ont été ajoutés pour arréter la réaction. La quantité de 4-MUO libérée par la
lipase a été mesurée a l'aide d'un détecteur de fluorescence a une longueur d'onde d'excitation
de 320 nm et une longueur d'onde d'émission de 450 nm. L'orlistat a été utilisé comme
contréle positif dans cette étude.

Le pourcentage d'inhibition a été calculé comme suit:

% d'inhibition = [1- (A / B)] X 100.
Ou A = absorbance du puits d’essai (extrait de plante ou orlistat)
B = Absorbance du controle enzymatique

Puis, la ICs a été déterminée a partir des pourcentages d’inhibitions obtenus.

11-2-5- Analyses statistiques :

Les données ont été introduites dans une feuille de calcul Excel (Microsoft Office
2007) puis ont éte soumises a une analyse ordonnee de variances a deux facteurs (ANOVA) et
les résultats ont été exprimés, sous forme de moyenne + écart-type. Les corrélations ont été
faites a I’aide du test de Pearson. Toutes les analyses ont été effectuées avec le logiciel

graphpad prism pour Windows, et, le seuil de significativité a été fixé a P < 0,05.
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11-3- Résultats

I1-3-1- Rendement d’extraction.

La figure 17 ci-dessous présente le rendement d’extraction de quatre melanges de
champignons : M1, M2, M3 et M4. Chacun de ces mélanges a été macéré dans quatre solvants
distincts a savoir I’eau distillée, 1’éthanol, mélange eau/éthanol (1/1) et I’hexane donnant ainsi
lieu respectivement aux extraits suivants : extraits aqueux, éthanolique, hydroéthanolique et
hexanique. Il ressort de cette figure que les extraits aqueux (Maq), quel que soit le type de
mélange, présentent les meilleurs rendements suivis respectivement des extraits
hydroéthanoliques (Mheth), éthanoliques (Met) et hexaniques (Mhex). On observe aussi sur la
figure 17 que le mélange 3 (M3) constitué de P. pulmonarius, P.floridanus et P. sajor caju
respectivement a la proportion 0,5/2/0,5 apparait comme étant le meilleur mélange suivi du

mélange 4.
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Figure 18 : Rendement d’extraction des différents extraits de champignons mélangés
Légende : M1, M2, M3, et M4 = différents mélanges de champignons ; Maq, Met, Mheth et Mhex sont

respectivement les différents extraits aqueux, éthanolique, hydroéthanolique et hexanique de chaque mélange
11-3-2- Evaluation de I’activité antioxydante des extraits de champignons melangeés

11-3-2-1- Activité DPPH (2,2 — diphényl -1- picrylhydrazyl) antiradicalaire

Le tableau Il ci-dessous présente les concentrations inhibitrices 50 (ICsp) :
concentration pour laquelle les antioxydants présents dans les extraits inhibent 50 % des
radicaux libres. La capacité antioxydante d’un composé est d’autant plus élevée que sa ICsp

est petite. Tout comme le rendement d’extraction, il ressort de ce tableau que, quel que soit le
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mélange utilisé, les extraits aqueux apparaissent comme étant les extraits ayant I’activité la
plus inhibitrice, suivis des extraits hydroéthanoliques et des extraits éthanoliques. Les extraits
hexaniques quant a eux ont présenté une activité plus faible. Comparé au standard qui a
présenté une ICso de 0,61 + 0,38 mg/mL, le meilleur extrait de ce test de DPPH a été I’extrait
aqueux du mélange 3 (M3aq) avec une ICsode 4,77 £ 0,09 mg/mL.

L’analyse ANOVA bidimensionnelle a montré qu’il existe une différence significative
globale entre les différents échantillons analysés dans ce test de DPPH. Les solvants
d’extraction ont influencé a 70,25 % (p < 0,0001), les mélanges ont influencé a 7,33 % (p <
0,0001) et I’interaction entre les deux a été a 21,75 % (p < 0,0001). Ce qui signifie que le
solvant d’extraction a impacté sur ces résultats plus que le type de mélange. On note
également qu’il existait des variations significatives (p < 0,05) entre les solvants et entre les

extraits.
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Tableau 111 : Concentration inhibitrice 50 (1Cso) (en mg/mL) des différents extraits de champignons mélangés pour le test de DPPH

Mélanges M1 M2 M3 M4 P1
Extraits
Aq. 7,70 £ 0,56™ 11,34 + 0,55™ 4,77 +0,09% 11,74 + 0,24% <0,0001
Heth. 29,13 +1,06™" 39,06 + 4,82 14,81 + 0,41% 18,99 + 1,08 <0,0001
Et. 66,69 + 27,82 91,38 + 4,69 45,48 + 12,02° 40,73 + 2,56% <0,05
Hex. 656,79 + 53,66 1749,50 + 174,44 2166,18 + 148,91°r 545,27 + 98,02 <0,0001
P2 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001

Standard = 0,61 £ 0,38 mg/mL

Légende : M1, M2, M3, et M4 sont respectivement les différents mélanges 1, 2, 3 et 4 ; aq, et, heth et hex sont respectivement les différents extraits aqueux, éthanolique,
hydroéthanolique et hexanique de chaque mélange. Les valeurs sont les moyennes + 1’écart type. P1 représente 1’analyse statistique entre les différents mélanges pour un solvant
d’extraction donné, exprimé par les symboles o, B, ¥ et ®. P2 représente ’analyse statistique entre les différents solvants d’extraction pour un mélange donné, exprimé par les

lettres a, b, c et d, p < 0,05 : significatif.
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11-3-2-2- Activité réductrice du fer (FRAP).

Le tableau IV ci-dessous presente les 1Cso du pouvoir réducteur du fer. Tout comme
I’activité inhibitrice du test de DPPH, il ressort de ce tableau que, quel gue soit le mélange
utilisé, les extraits aqueux apparaissent comme étant les extraits ayant un pouvoir réducteur
du fer le plus élevé, suivis des extraits hydroéthanoliques et des extraits éthanoliques. Les
extraits hexaniques ont présenté les plus faibles activités. A I’exception de I’extrait
hydroéthanolique du mélange 1 (MZ1heth), tous les extraits aqueux et hydroéthanoliques des
différents mélanges ont présenté une activité supérieure a celle du standard qui avait une ICsg
de 606,20 + 45,74 mM. Le meilleur mélange de ce tableau a été le mélange 3 (M3) ou
I’extrait aqueux a présenté la plus faible 1Cso (414,00 = 9,01 mM) et donc la plus forte
activite.

L’analyse ANOVA bidimensionnelle a montré qu’il existe une différence significative
globale entre les différents échantillons analyses dont les solvants d’extraction ont influencé a
70,86 % (p < 0,0001), les mélanges ont influencé a 6,82 % (p < 0,0001) et I’interaction entre
les deux a été a 19,54 % (p < 0,0001). Ce qui signifie une fois de plus que le solvant
d’extraction a impacté plus que le type de mélange. On note aussi des variations significatives

(p < 0,05) entre les solvants et entre les extraits.
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Tableau IV : Concentration inhibitrice 50 (ICs) (en mM) des différents extraits de champignons mélangés pour le test de FRAP

M1 M2 M3 M4 P1
Mélanges

Extraits

Aq. 415,28 + 27,19% 458,78 + 15,45%% 414,00 + 9,01 491,25 + 21,41% <0,01
Heth. 616,58 + 19,19% 549,14 + 16,75%F 458,69 + 16,75% 492,73 +12,13% <0,0001
Et. 764,61 + 36,91% 735,29 + 26,55 1201,95 + 32,26 1721,21 + 101,76 <0,0001
Hex. 953,03 + 263,35 1769,34 + 157,60 1649,64 + 235,62 1487,77 + 15,83°% <0,01
P2 <0,01 <0,0001 <0,0001 <0,0001

Standard = 606,20 + 45,74 mM

Légende : M1, M2, M3, et M4 sont respectivement les différents mélanges 1, 2, 3 et 4 ; aq, et, heth et hex sont respectivement les différents extraits aqueux, éthanolique,
hydroéthanolique et hexanique de chaque mélange. Les valeurs sont les moyennes + 1’écart type. P1 représente 1’analyse statistique entre les différents mélanges pour un
solvant d’extraction donné, exprimé par les symboles o, B, ¥ et . P2 représente ’analyse statistique entre les différents solvants d’extraction pour un melange donné, exprimé

par les lettres a, b, c et d, p < 0,05 : significatif.
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11-3-2-3- Activité ABTS antiradicalaire

Le tableau V ci-dessous présente les ICsq des différents extraits de chaque mélange en
rapport avec le test de I’ABTS. Comme précédemment sur les autres tests antioxydants, on
constate sur le tableau ci-dessous que les mémes tendances de résultats ont été observées. En
effet, quel que soit le type de mélange, les extraits aqueux apparaissent comme étant les
meilleurs extraits suivis des extrais hydroéthanoliques et des extraits éthanoliques. Les
extraits hexaniques ont présenté les plus faibles activités. Au regard de la Vit. C utilisée ici
comme standard ou la ICs a été de 0,61 + 0,01 mg/mL, le meilleur extrait de ce tableau a été
I’extrait aqueux du mélange 2 avec une ICsg de 8,26 £ 0,13 mg/mL.

De méme, I’analyse ANOVA bidimensionnelle a montré qu’il existe une différence
significative globale entre les différents échantillons analysés dans ce test. En effet, les
solvants d’extraction ont influencé a 21,16 % (p < 0,0001), les mélanges ont influencé a
19,70% (p < 0,0001) et I’interaction entre les deux a été a 59,13 % (p < 0,0001). Ce qui
signifie que le solvant d’extraction a impacté plus sur ces résultats que 1’aspect type de
mélange bien que ’interaction entre les deux soit élevée. On note également qu’il existait des

variations significatives (p <0,05) entre les solvants et entre les extraits.
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Tableau V : Concentration inhibitrice 50 (ICsp) (en mg/mL) des différents extraits de champignons mélangés pour le test ABTS

Mélanges M1 M2 M3 M4 P1
Extraits

Aq. 9,07 £ 0,17 8,26 + 0,13% 9,38 + 0,28 8,92 + 0,26* <0,01
Heth. 11,22 +0,77* 10,09 + 0,31 10,09 + 0,39* 14,38 + 0,61% <0,0001
Et. 20,71 + 0,24% 24,45 + 3,10 19,20 + 0,43 23,73 +1,78*% <0,05
Hex. 13493,33 + 159,84™ 57,22 + 7,57 182,66 + 32,26 164,85 + 19,54 <0,0001
P2 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001

Standard = 0,61 + 0,01 mg/mL

Légende : M1, M2, M3, et M4 sont respectivement les différents mélanges 1, 2, 3 et 4; aq, et, heth et hex sont respectivement les différents extraits aqueux,
éthanolique, hydroéthanolique et hexanique de chaque mélange. Les valeurs sont les moyennes + 1’écart type. P1 représente I’analyse statistique entre les différents
mélanges pour un solvant d’extraction donné, exprimé par les symboles a, B, y et ®. P2 représente 1’analyse statistique entre les différents solvants d’extraction pour un
mélange donné, exprimé par les lettres a, b, ¢ et d, p < 0,05 : significatif.
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11-3-3- Teneur en composés phénoliques totaux par la méthode du Folin.

Le tableau VI ci-dessous présente les teneurs en composes phénoliques totaux des
différents extraits de chaque mélange. De ce tableau, il en ressort que les extraits renferment
un taux considérable de composés phénoliques, en particulier les extraits éthanoliques, puis
s’en suit les extraits aqueux et hydroéthanoliques. Tout comme pour les tests antioxydants, on
constate ici que les extraits hexaniques ont renfermé les teneurs les plus faibles en composés
phénoliques. On reléve aussi du tableau VI que les meilleurs melanges ont été les mélanges 1
et 2 ou on a respectivement des moyennes de 37,89 + 1,48 mg EC/g (milligramme équivalent
catéchine par gramme de champignons) et de 36,66 + 0,46 mg EC/g pour les extraits les plus
riches en composés phénoliques de ces mélanges.

L’analyse ANOVA bidimensionnelle a montré qu’il existe une différence significative
globale entre les différents échantillons analysés dans ce test dont les solvants d’extraction ont
influencé a 79,47 % (p < 0,0001), les mélanges ont influencé a 5,17 % (p < 0,0001) et
I’interaction entre les deux a été a 12,72 % (p < 0,0001). Ici également, le solvant d’extraction
a impacté davantage sur les résultats plus que 1’aspect type de mélange. De plus, on note qu’il
existait des variations significatives (p < 0,05) entre les solvants et entre les extraits.

Tableau VI : Teneurs en composés phénoliques totaux des extraits en mg EC/g de

champignon

Mélanges M1 M2 M3 M4 P1
Extraits
Aq. 23,84 +1,35™ 36,66 +1,48" 32,61 +1,23% 28,42 +0,56* <0,0001
Heth. 33,60 +2,27™ 26,21 #2,30°" 2516 +1,10% 17,85+1,42°> <0,0001
Et. 37,89 +0,47°* 36,20+1,68°" 30,24 +4,42°" 32.88+2,38° <0,05
Hex. 6,65+ 0,94 14,57+3,05% 1255+247%% 859+0,61°r <0,01
P2 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001

Légende : M1, M2, M3, et M4 sont respectivement les différents mélanges 1, 2, 3 et 4 ; aq, et, heth et hex sont
respectivement les différents extraits aqueux, éthanolique, hydroéthanolique et hexanique de chaque mélange.
Les valeurs sont les moyennes + 1’écart type. P1 représente I’analyse statistique entre les différents mélanges
pour un solvant d’extraction donné, exprimé par les symboles o, B, ¥ et ®. P2 représente I’analyse statistique
entre les différents solvants d’extraction pour un mélange donné, exprimé par les lettres a, b, c et d, p <0,05:
significatif.
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11-3-4- Evaluation de I’effet des extraits de champignons sur les enzymes digestives:

11-3-4-1- Effet des extraits sur I’activité de I’alpha amylase :

L’effet des extraits de champignons mélangés sur 1’activité de ’alpha amylase a été
représenté dans le tableau VII ci-dessous. En effet, ce tableau présente les concentrations
inhibitrices 50 (ICsp) des différents extraits de chaque mélange qui sont les concentrations
pour lesquelles les extraits inhibent 50 % de 1’activité enzymatique. Ainsi, il en ressort que,
quel que soit le type de mélange, les extraits hexaniques ont présenté les ICs les plus faibles
comparés aux autres extraits. De méme, comparé au standard représenté ici par I’acarbose qui
a présenté une 1Cso de 184,11 + 0,89 mg/mL, les extraits hexaniques au regard du tableau VII
ont présenté des ICsy inférieures a celles du standard et donc ont mieux agi que le standard.
Les extraits hexaniques ont présenté ainsi les meilleures activités a inhiber 1’activité
enzymatique de 1’alpha amylase. L’analyse ANOVA bidimensionnelle a montré qu’il existe
une différence significative globale entre les différents échantillons analysés dans ce test dont
les solvants d’extraction ont influencé a 80,90 % (p < 0,0001), les mélanges ont influencé a
5,81 % (p < 0,01) et I’interaction entre les deux a été a 9,45 % (p < 0,01). Ce qui signifie que
le solvant d’extraction a beaucoup plus impacté sur ces résultats. On note aussi des variations
significatives (p < 0,05) entre les solvants et entre les extraits.

Tableau VII: Concentration inhibitrice 50 (en mg/ml) des extraits sur ’activité de

I’alpha amylase

Mélanges M1 M2 M3 M4 P1
Extraits
Aq. 232,31+251* 188,35+ 1,22 218,93+ 1157 224,77 +2,81* <0,01
Heth. 221,64 + 28,28 247,24 +9,26™ 251,25+2.21* 25519 +1,92™ 0,2492
Et. 230,80 £ 17,58 241,31 +557 239,37 +7,88" 265,08 +9,76™ 0,1303
Hex. 166,93 + 0,55 161,00 £ 5,99 181,06 +5,93" 170,31 + 0,93* <0,05
P2 <0,05 <0,001 <0,01 <0,001

Standard = 184,11 + 0,89 mg/mL

Légende : M1, M2, M3, et M4 sont respectivement les différents mélanges 1, 2, 3 et 4 ; aq, et, heth et hex sont
respectivement les différents extraits aqueux, éthanolique, hydroéthanolique et hexanique de chaque mélange.
Les valeurs sont les moyennes + ’écart type. P1 représente 1’analyse statistique entre les différents mélanges
pour un solvant d’extraction donné, exprimé par les symboles a, B, ¥ et ®. P2 représente ’analyse statistique
entre les différents solvants d’extraction pour un mélange donné, exprimé par les lettres a, b, cetd ; p <0,05:
significatif ; p > 0,05 : non significatif.
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11-3-4-2- Effet des extraits sur ’activité de I’alpha glucosidase.

Le tableau VIII ci-dessous présente ’effet des extraits de champignons mélangés sur
I’activité de 1’alpha glucosidase. Il en ressort de ce tableau que les extraits ayant les plus
faibles 1Cso ont été les extraits éthanoliques et aqueux, ils ont présenté ainsi les meilleures
activités comparativement aux autres extraits. Par ailleurs, comparé au standard (acarbose) qui
a présenté une 1Cso de 35 £ 23,78 mg/mL, on constate que tous les extraits a I’exception de
I’extrait hexanique du mélange 3 ont présenté une capacité plus élevée que le standard a
inhiber I’activité enzymatique de I’alpha glucosidase. En effet, leur ICs a été plus faible que
celui du standard. Aussi, du tableau VIII il en ressort que les mélanges ayant les plus faibles
ICs0 ont éte les melanges 2 et 4 qui ont représenté donc les meilleurs mélanges a 1’issu de ce
test.

L’analyse ANOVA bidimensionnelle a montré qu’il existe une différence significative
globale entre les différents échantillons analysés dans ce test : les solvants d’extraction ont
influencé a 19,55 % (p < 0,0001), les mélanges ont influencé a 10,96 % (p < 0,001) et
I’interaction entre les deux a été a 53,36 % (p < 0,0001). Ce qui signifie que le solvant
d’extraction a impacté sur ces résultats plus que le type de mélange bien que I’interaction
entre les deux soit élevee. On note également qu’il existait des variations significatives (p <

0,05) entre les solvants et entre les extraits.
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Tableau V111 : Concentration inhibitrice 50 (en mg/mL) des extraits sur ’activité de I’alpha glucosidase

Mélanges M1 M2 M3 M4 P1

Extraits
Aq. 10,86 + 4,39 2,85 + 0,45% 5,32 +1,18%% 23,46 + 0,48%v <0,0001
Heth. 19,40 +5,01* 14,46 + 6,23™ 14,5 + 8,51 10,34 + 2,11 0,3797
Et. 9,51 + 4,40* 8,18 + 5,55™ 6,24 + 4,02* 5,06 + 2,72° 0,6105
Hex. 10,55 + 5,08 10,93 + 5,65 65,7 + 12,65 14,71 +0,01™ <0,0001
P2 0,1075 <0,001 <0,0001 <0,0001

Standard = 35 + 23,78 mg/mL

Légende : M1, M2, M3, et M4 sont respectivement les différents mélanges 1, 2, 3 et 4 ; aq, et, heth et hex sont respectivement les différents extraits aqueux,
éthanolique, hydroéthanolique et hexanique de chaque mélange. Les valeurs sont les moyennes + 1’écart type. P1 représente I’analyse statistique entre les
différents mélanges pour un solvant d’extraction donné exprimé par les symboles o, B, ¥ et ®. P2 représente I’analyse statistique entre les différents solvants
d’extraction pour un mélange donné exprimé par les lettres a, b, c et d ; p < 0,05 : significatif ; p > 0,05 : non significatif.
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11-3-4-3- Effet des extraits sur ’activité de la lipase pancréatique.

Le tableau IX ci-dessous présente I’effet des extraits de champignons mélangés sur
I’activité de la lipase pancréatique. Il ressort de ce tableau que les extraits ayant les plus
faibles 1Cs ont été les extraits aqueux suivis des extraits éthanoliques. lls ont présenté ainsi
les meilleures activités comparées aux autres extraits. Les extraits hexaniques ont présente les
plus faibles activités. Une comparaison avec le standard représenté ici par 1’orlistat qui a
présenté une 1Cso de 5,05 + 0,11 mg/mL, montre que les extraits aqueux ont présenté des ICs
inférieures a celui du standard et donc inhibent mieux 1’activité de la lipase que celui-ci.
Aussi, du tableau I)X on peut constater que les extraits ayant les plus faibles I1Cs appartiennent
aux mélanges 1 et 2, lesquels représentent les meilleurs mélanges a ’issu de ce test.

L’analyse ANOVA bidimensionnelle a montré qu’il existe une différence significative
globale entre les différents échantillons analysés dans ce test dont les solvants d’extraction ont
influencé a 46,99 % (p < 0,0001), les mélanges ont influencé a 12,68 % (p < 0,0001) et
I’interaction entre les deux a été a 40,14 % (p < 0,0001). Ici également le solvant d’extraction
a impacté sur les résultats plus que le type de mélange bien que I’interaction entre les deux
soit élevée. On note aussi qu’il existait des variations significatives (p < 0,05) entre les

solvants et entre les extraits.
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Tableau IX : Concentration inhibitrice 50 (en mg/ml) des extraits sur I’activité de la lipase pancréatique

Mélanges M1 M2 M3 M4 P1
Extraits

Aq. 3,25 + 0,10™ 4,54 +0,13% 4,20 +0,06%» 3,90 + 0,19%r <0,0001
Heth. 62,14 £2,71" 53,96 + 2,03° 23,54 + 2,34% 23,06 +1,21°r <0,0001
Et. 5,06 + 0,42°" 3,63 + 1,65™ 5,23 + 0,05 5,61 +0,17* 0,0908
Hex. 64,82 + 8,71™ 389,30 + 14,47% 618,28 + 30,87 36,55 + 2,33% <0,0001
P2 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001

Standard = 5,05 £ 0,11 mg/mL

Légende : M1, M2, M3, et M4 sont respectivement les différents mélanges 1, 2, 3 et 4 ; aq, et, heth et hex sont respectivement les différents extraits aqueux, éthanolique,
hydroéthanolique et hexanique de chaque mélange. Les valeurs sont les moyennes + I’écart type. P1 représente I’analyse statistique entre les différents mélanges pour un
solvant d’extraction donné exprimé par les symboles a, B, et ®. P2 représente I’analyse statistique entre les différents solvants d’extraction pour un mélange donné
exprimé par les lettres a, b, cet d ; p < 0,05 : significatif ; p > 0,05 : non significatif.
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11-3-5- Corrélation entre les tests antioxydants - teneurs en composés phénoliques et
I’inhibition des activités enzymatiques :

Le tableau X présente la corrélation de Pearson entre les différents parameétres étudies
ci-dessus. Il ressort de ce tableau qu’il existe une corrélation positive et significative entre les
tests antioxydants - teneurs en composés phénoliques et I’inhibition des activités
enzymatiques : alpha glucosidase et lipase. Toutefois, ce tableau montre également qu’il
existe une corrélation négative et significative entre les tests antioxydants - teneurs en
composés phénoliques et I’inhibition de I’activité de 1’alpha amylase.

Tableau X : Corrélation entre les tests antioxydants - teneur en composés phénoliques et

I’inhibition des activités enzymatiques

Inhibition activité Inhibition activité alpha  Inhibition activité

alpha amylase glucosidase lipase
Test DPPH 0,535 0,257 0,445
Sig. (bilatérale) 0,000 0,000 0,000
Test FRAP -0,591 0,258 0,478
Sig. (bilatérale) 0,000 0,000 0,000
Test ABTS -0,575 0,237 0,395
Sig. (bilatérale) 0,000 0,003 0,000
Teneur en composés _ 529** 0,050 0,097
phénoliques
Sig. (bilatérale) 0,000 0,726 0,500

**_La corrélation est significative au niveau 0,01 (bilatéral).

I1-4- Discussion

Les champignons ont un grand potentiel pharmacologique et les recherches dans cette
voie sont assez nombreuses, bien qu’encore insuffisantes. Les domaines médicaux dans
lesquels les champignons sont utilisés sont nombreux : antibiothérapie, cancerologie,
parasitologie, cardiologie, dermatologie, endocrinologie, diabétologie, gastroentérologie,
gynécologie, hématologie, neuropsychiatrie, pneumologie, oto-rhino-laryngologie,

traumatologie, urologie, vénerologie, etc. (Courtecuisse et Duhem, 2011).
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Dans le cadre de nos travaux, ¢’est I’activité hypoglycémiante des champignons qui est
mise en exergue. Il était précisément question de mettre en évidence le potentiel thérapeutique
des mélanges de champignons pleurotes dans le but de prévenir et ou de traiter

I’hyperglycémie qui est le précurseur de nombreuses maladies métraboliques.

- 11-4-1- Rendement d’extraction et choix des solvants d’extractions:

Concernant les résultats sur le rendement d’extration, les différents solvants
d’extraction utilisés n’ont pas été choisis au hasard. En effet, les études menées par Sahreen
et al. (2010) et Xia et al. (2010) ont montré que 1’alcool (méthanol ou éthanol) et I’eau ainsi
que leur mélange a différents ratios sont les solvants les plus utilisés pour une haute
récupération de composes phénoliques et 1’obtention d’une meilleure activité antioxydante
(Barros et al., 2010). D’ou le choix des solvants aqueux, éthanolique et hydroéthanolique.
Par ailleurs, le solvant hexanique a été choisi parce qu’il présentait des résultats intéressants
lors de nos travaux antérieurs sur le diabéte de type 1 induit sur les rats.

En effet, les résultats issus des rendements d’extraction montrent que les rendements
d’extraction des champignons mélangés ont varié en fonction du type de solvant d’extraction.
Que ce soit pour les mélanges 1, 2, 3 ou 4, les extraits aqueux ont présenté les meilleurs
rendements d’extraction que tous les autres extraits. Suivis des extraits hydroéthanoliques,
éthanoliques et afin des extraits hexaniques. En effet, au cours de I’extraction, les solvants
diffusent dans la matiére végétale solide et solubilisent les composés avec une polarité
similaire (Ncube et al., 2008). La sélection du solvant d’extraction dépend ainsi de la nature
du composé phytochimique recherché, de sa solubilité dans ce solvant, de sa polarité et de sa
taille. Les rendements plus élevés observés chez les extraits aqueux pourraient s’expliquer par
le fait que le champignon étant constitué de prés de 90 % d’eau, la plupart de ses composés
bioactifs seraient hydrophiles, d’ou les extraits aqueux de part leur polarité ont fixé plus de
composés actifs ; ce qui leur conférent un rendement plus élevé que les autres extraits. Des
résultats similaires ont été également obtenus par Hip et al. (2009) qui ont travaillé sur
I’extraction des champignons pleurotes avec deux types d’extraits: l’extrait aqueux et
I’extrait hydroéthanolique et ont montré que le rendement d’extraction avec 1’eau distillée
était plus élevé que le rendement d’extraction avec le mélange eau/ éthanol. Le fait que les
extraits hexaniques aient présente les plus faibles rendements d’extraction pourrait signifier la

présence dans les champignons de faibles composeés apolaires.
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11-4-2- Evaluation de I’activité antioxydante des extraits de champignons mélangés:

Les antioxydants peuvent atténuer, inhiber, ou retarder 1’effet délétére des radicaux
libres sur les macromolécules et organes de 1’organisme par le pié¢geage des radicaux libres.
Les produits naturels issus des champignons ou des plantes notamment possédant cette
propriété ont été démontrés comme jouant un rdle bénéfique protecteur contre le stress
oxydatif engendré dans de nombreuses maladies chroniques et dégénératives (Kaur et Arora,
2009). En effet, selon Ceriello (2003), certaines plantes hypoglycémiantes agissent sur le
fonctionnement des cellules du pancréas et sur la sécrétion d’insuline via la suppression du
stress oxydatif consécutif au diabéte. Ce serait I'un des mécanismes d’action potentiel de
champignons ou plantes médicinales antidiabétiques.

Les résultats obtenus de I’activité antioxydante des mélanges de champignons étudiés
montrent que les extraits aqueux présentent un effet antioxydant remarquable que tous les
autres extraits, ceci a été observé avec le test de DPPH, FRAP et ABTS. Cela indiquerait la
présence dans les extraits analysés des molécules antioxydantes pouvant intervenir par ces
trois types de mécanismes d’actions. Par contre la capacité antiradicalaire des extraits
hexaniques est trés faible. Ces différences de potentiel antioxydant entre les extraits peuvent
étre dues a la variation de la composition des extraits en molécules anti-oxydantes (Gulcin,
2006). En d’autres termes, ces différences d’activités pourraient étre attribuées aux divers
composés extraits par les solvants de polarité différente. En effet, tel qu’observé pour le
rendement d’extraction, le champignon étant trés riche en eau aurait pour la plupart de
composés bioactifs, des composés polaires. Ainsi, les extraits aqueux de part leur polarité ont
donc fixé plus de composés actifs et donc plus de composés phénoliques d’ou leur pouvoir
inhibiteur est plus élevé que celui des autres extraits.

En outre Kintzios et al. (2010) ont montré que les extraits aqueux sont supposés
contenir des composés polaires tels que les flavonoides et les glycosides qui peuvent étre
responsables de leur activité antioxydante. Ces résultats suggérent que les extraits de
champignons contiennent des agents piégeurs de radicaux libres agissant comme antioxydants
primaires. L’action de ces antioxydants est supposée étre due a leur capacité de donation
d’atomes d’hydrogenes ou d’¢lectrons dérivés principalement de 1’hydroxyle du cycle A des
flavonoides (Le et al., 2007). De plus, d’aprés Amarowicz (2004), le pouvoir reducteur des
extraits ou encore le potentiel des extraits a pouvoir réduire I’ion Fe** en ion Fe?* pourrait
s’expliquer par la présence de groupements hydroxyles dans les composés phénoliques des
extraits qui peuvent servir comme donneurs d’électrons. D’ou, les antioxydants sont

considérés comme des réducteurs et inactivateurs des oxydants.
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Les processus oxydatifs sont multiples et la nature de 1’activité antioxydante peut étre
multiforme et attribuée a différents mécanismes tels que le piégeage des radicaux libres, la
chélation des ions métalliques de transition, la prévention de I’initiation d’une chaine de
réactions productrice des espéces réactives de 1’oxygene et la décomposition des peroxydes
(Ozen, 2009). Ainsi, la combinaison de plusieurs tests antioxydants complémentaires est utile

afin d’évaluer le potentiel antioxydant des extraits (Ksouri et al., 2009).

11-4-3- Teneur en composés phénoliques totaux des extraits de champignons mélanges:
Le dosage des polyphénols totaux a été fait par la méthode de Folin-Ciocalteu. Cette
méthode est considéree comme la meilleure méthode de détermination du taux des
polyphénols totaux des extraits de plantes (Djeridane et al., 2010). En effet, elle est
standardisée, simple, reproductible et les interférences avec la matrice de 1’échantillon qui est
souvent colorée sont minimisées a la grande longueur d’onde d’absorption (765 nm) utilisée
(Huang et al., 2005). Pour ce test, les extraits aqueux sont en compétition avec les extraits
éthanoliques. En effet, pour ce qui est des mélanges 2 et 3, les extraits agqueux renferment les
meilleures teneurs en composés phénoliques, alors que pour les mélanges 1 et 4 ce sont plutot
les extraits éthanoliques qui renferment les meilleurs teneurs en composés phénoliques.
D’aprés Spigno et al. (2007), les solvants alcooliques sont ceux couramment utilisés pour
l'extraction phénolique, car ils donnent des rendements plus élevés d’extrait total bien qu'ils
ne soient pas trés sélectifs pour les phénols. Toutefois, cette hypothése n’est pas toujours
évidente, puisqu’elle peut étre non justifiée dans certains cas. Tel est le cas des mélanges 2 et
3 ou les meilleurs extraits sont plutdt les extraits aqueux et non éthanoliques. De ce fait,
d’aprés Goli et al. (2005), les meilleurs rendements des phénols totaux sont obtenus en
utilisant des solvants polaires tels que I'eau, le méthanol et I'éthanol. Entre autres, la solubilité
des composés phénoliques est affectée par la polarité du solvant utilisé. Par conséquent, il est
tres difficile de développer un procédé d'extraction approprié a l'extraction de tous les
composes phénoliques des plantes (Pietrzak et al., 2014). Les extraits hexaniques comparés
aux autres extraits apparaissent comme étant les extraits ayant la plus faible teneur en

composés phénoliques, cela pourrait étre dd a leur caractére apolaire.

11-4-4- Effet bénefique premier des mélanges de champignons pleurotes:
Comparativement aux travaux effectués par Etoundi et al. (2017) sur I’activité

antiradicalaire via le test de DPPH et sur la teneur en composés phénoliques totaux des

extraits individuels de Pleurotus pulmonarius et de Pleurotus floridanus, nous constatons ici

que le mélange de champignons pleurotes a permi d’obtenir des taux plus élevés en composés
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phénoliques totaux et des résultats similaires pour le test de DPPH. En effet, en 2017, il
ressortait de ces travaux que les extraits les plus riches en composés phénoliques avaient des
taux de 22,35 + 8,83 mg EC/g et de 17,28 + 4,75 mg EC/g (Etoundi et al, 2017). Par contre,
avec les mélanges, tel que étudiés dans ce travail, on observe clairement des extraits qui
avoisinent un taux de 40 mg EC/g avec plusieurs extraits au-dessus de 30 mg EC/g (tableau
VI). Le mélange de champignons pleurotes a ainsi permi de doubler la teneur en composés
phenoliques.

A la lumiere des données ethnopharmacologiques et des travaux expérimentaux de
différents auteurs, les plantes médicinales peuvent également exercer leurs activités
hypoglycémiantes par I’inhibition des enzymes digestives diminuant ainsi I’hyperglycémie
postprandiale (kaleem et al., 2006).

11-4-5- Evaluation de D’effet des extraits de champignons mélangés sur les enzymes
digestives:
Les résultats in vitro sur I’inhibition des enzymes digestives obtenues lors de cette

étude révelent que parmi les extraits de champignons étudiés pour 1’évaluation de 1’effet
hypoglycémiant, certains montrent bien leur efficacité en inhibant I’enzyme digestive
hydrolysant les sucres alimentaires (amidon) en glucose. En effet, en fonction du test
d’inhibition de I’enzyme, chacun des extraits de champignons mélangés a présenté une action
inhibitrice sur D’activit¢ de 1’enzyme. Toutefois, les extraits aqueux et éthanoliques
apparaissent comme étant les meilleurs extraits avec parfois méme des ICsp supérieures a ceux
du standard.

L’inhibition de 1’alpha amylase par les extraits pourrait s’expliquer d’aprés Hsiu et
Fischer (2012) par le fait que l'alpha-amylase étant une métallo-enzyme calcique, une
inhibition ou une absence du calcium par un composé présent dans I’extrait contribuerait a
I’inactivation de cette enzyme. Aussi, d’apreés Faiveley (2010), la non dégradation de
I’amidon par I’enzyme serait plutot di a I’absence de la formation du complexe
enzyme/substrat due aux composés phénoliques des extraits qui ont empéché la formation de
la liaison hydrogene entre les acides aminés du site de fixation de ’enzyme et les
groupements polaires (OH) de la chaine carbonée de I’amidon.

L’effet inhibiteur des extraits sur les enzymes digestives des glucides pourrait
également étre di a la présence des métabolites secondaires tels que les polyphénols, les
flavonoides et les tanins cathechiques. En effet, Hanhineva et al. (2010) ont prouvée que les
flavonoides, les acides phénoliques et les tanins empéchent 1’activité des enzymes telles que

I’0-amylase et 1I’a-glucosidase qui sont des enzymes clés dans le métabolisme des glucides.
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Ce résultat pourrait expliquer la corrélation positive et significative observée entre I’inhibition
de I’activité de I’alpha glucosidase et les composés phénoliques. Toutefois, cette corrélation
est négative avec I’inhibition de I’activité de 1’alpha amylase, ce qui pourrait simplement dire
que I’inhibition de I’activité de I’alpha amylase serait dle a d’autres composés présents dans
les champignons. De plus, Boudjelthia et al. (2017) ont suggéré que 1’effet inhibiteur des
enzymes ou par ricochet antidiabétique serait lié a la richesse des extraits en tanins et
saponines.

Aussi, Lee et al. (2010) ont démontré que les composés phénoliques avaient un
pouvoir inhibiteur sur I’activité de la lipase pancréatique. Ils ont observé que plus il y’avait de
groupements hydroxyles libres dans les extraits, plus I’ICsp était petite et plus I’effet
inhibiteur sur les enzymes était élevé. Ce qui a également été confirmé par la corrélation
positive et significative observée entre 1’inhibition de I’activité de la lipase et les composés
phénoliques.

I1-5- Conclusion partielle:
Au terme de ces travaux dont I’objectif était d’évaluer 1’activité antioxydante des

extraits de champignons mélangés suivie de leur influence sur les activités des enzymes
digestives, il en ressort que :

e Les extraits agueux ont présenté un rendement d’extraction plus élevé que les
autres extraits quel que soit le type de mélange, suivis des extraits hydroéthanoliques,
éthanoliques et hexaniques. Le mélange M3 étant le meilleur mélange.

e Les extraits de champignons mélangés ont présenté un potentiel antioxydant et
les extraits aqueux quel que soit le type de mélange ont présenté une activité antioxydante
plus élevée que celle des autres extraits suivis des extraits hydroéthanoliques. Le mélange M3
apparait comme étant le meilleur mélange des tests antioxydants.

e Les extraits de champignons mélangés ont présenté un potentiel a inhiber
I’activité des enzymes digestives du glucose au regard du standard. Les meilleurs extraits
étant les extraits aqueux et le mélange M2 étant le meilleur mélange des tests enzymatiques.

Au regard de ces conclusions, nous pouvons dire que les champignons mélangés
pourraient renforcer les antioxydants endogénes et limiter la quantité de glucose et d’acides
gras libérés dans le sang grace a leur potentiel inhibiteur sur les enzymes digestives. Ce qui
pourrait contribuer a prévenir ou a contréler ’hyperglycémie. Aussi, au regard de tous les
différents tests qui précédent, nous avons constaté que le type de solvant impacte beaucoup
sur les résultats que le type de mélange avec les extraits aqueux comme meilleurs extraits

suivis des extraits hydroéethanoliques. Ainsi, ayant apprécié leurs effets in vitro, nous nous
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sommes interrogés sur leurs effets in vivo. Mais également, de ce chapitre 2, nous avons
constaté que les composés phénoliques pouvaient étre a I’origine du potentiel antioxydant et
inhibiteur des enzymes digestyives des extraits de champignons mélangeés. Il était ainsi
nécessaire pour nous de mettre en évidence la présence de quelques métabolites secondaires
pouvant étre a I’origine des effets observés in vitro chez les meilleurs extraits du chapitre 2 de
cette thése (extraits aqueux et hydroéthnoilques). Ces différents travaux ont fait I’objet du 3°™

chapitre qui suit.
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CHAPITRE I1l : SCREENING
PHYTOCHIMIQUE QUALITATIF,
TOXICITE ET ACTIVITES
ANTIHYPERGLYCEMIANTE ET
HYPOGLYCEMIANTE DES EXTRAITS
AQUEUX ET HYDROETHANOLIQUES
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I11-1- Introduction partielle :

Les antioxydants endogénes sont des molécules naturellement produites par 1’organisme
pour inhiber les effets nocifs des radicaux libres. Ces derniers sont également produits par
I’organisme mais deviennent toxiques a de fortes doses pouvant conduire a de nombreux
désordres métaboliques a I’instar de I’hyperglycémie (Delattre et al., 2005). Une
supplémentation en antioxydants endogénes permettrait ainsi de limiter ces désordres
métaboliques et de prévenir ainsi un état d’hyperglycémie dans I’organisme (Sharma et al.,
2000). Or, dans le 2°™ chapitre de ce document, il a été montré que les extraits de
champignons mélangés avaient des propriétés antioxydantes. Cela supposerait que les
champignons mélangés permettraient de renforcer les antioxydants endogénes et de prévenir
I’hyperglycémie. Aussi, il a été démontré dans le chapitre 2 que les extraits de champignons
avaient des capacités a inhiber les enzymes digestives, ce qui supposerait encore que ces
extraits permettraient de limiter la quantité de glucose libérée dans le sang et de prévenir aussi
de ce fait I’hyperglycémie. Dans le but de pouvoir confirmer ces hypotheses, il a été question
dans ce chapitre d’étudier le potentiel hypoglycémiant et antihyperglycémiant des meilleurs
extraits issus du chapitre précédent. Plus spécifiquement il a été question :

e D’évaluer in vitro le screening phytochimique des meilleurs extraits : extraits aqueux
et hydroéthanoliques des tests antioxydants et inhibiteurs du glucose ;

e D’étudier in vivo la toxicité de ces meilleurs extraits sur des rates albinos de type
Wistar ;

e D’évaluer in vivo I’effet antihyperglycémiant et hypoglycémiant des meilleurs extraits

sur des rats de type Wistar dont on a provoqué 1’hyperglycémie a court terme.
I11-2- Matériel et méthodes

I11-2-1-Etudes in vitro: évaluation du screening phytochimique qualitatif des meilleurs

extraits antioxydants et inhibiteurs du glucose :

111-2-1-1- Test de mise en évidence des Saponines

Il a éte réalisé selon la méthode décrite par Harbone (1967). Un gramme d’extrait
concentré a été ajouté a 10 mL d’eau distillée. Aprés une homogénéisation, le mélange a été
rigoureusement chauffé jusqu’a ébullition. L’apparition d’une mousse persistante apres 20 mn

a été considérée comme indiquant la présence des saponines.
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111-2-1-2- Test de mise en évidence des Tanins

Il a été réalise selon la méthode décrite par Harbone (1967). A 100 mg de chaque
extrait concentré, 2 mL d’cau distillée ont été ajoutées. Chacune des solutions obtenues a été
mélangée avec du chlorure ferrique a 3%. La formation d’un précipité bleu-noir, vert ou bleu-

vert a été considérée comme révélatrice de la présence des tanins.

I11-2-1-3- Test de mise en évidence des Flavonoides

Il a été réalisé selon la méthode décrite par Harbone (1967). Cinquante mg (50 mg)
d’extrait concentré ont été dissous dans 1mL de soude normale. L’apparition d’une couleur
jaune est une évidence préliminaire de la présence des flavonoides. La décoloration de cette
couleur apreés addition de quelques gouttes d’HCI a été considérée comme une confirmation

de la présence des flavonoides.

I11-2-1-4- Test de mise en évidence des Anthocyanes

Il a été réalisé selon la méthode décrite par Harbone (1967). Deux cent mg (200 mg)
de chaque extrait ont été mélangés avec 3 mL de HCI 1 %. Le mélange obtenu a été porté a
¢bullition. La variation de coloration du rouge orangé au bleu orangé pendant 1’ébullition a

caractérisé la présence des anthocyanes.

I11-2-1-5- Test de mise en évidence des Terpénoides

Il s’agit du test de Slakowki réalisé selon la méthode décrite par Khan et al. (2011).
Dans un tube a essai, ajouter 2,5 mL d’extrait, 0,4 mL de chloroforme et 0,6 mL d’acide
sulfurique concentré. La formation d’un anneau marron-rouge a l’interphase indique la

présence des terpénoides.
111-2-2-Etudes in vivo :

111-2-2-1- Choix de I’animal

Pour 1’étude in vivo, nous avons choisi de travailler avec des rats albinos de type
Wistar encore appelé Rattus norvegicus. Ce sont des rongeurs nocturnes, omnivores et
coprophages. Apres la souris d'expérimentation, le rat rongeur d'expérimentation est le plus
utilise comptant pour a peu prés 20 % du nombre total de rongeurs utilisés en recherche
(Omari etal., 2011).

Le choix de ce modéle animal a été fait pour les raisons suivantes :

» Ces rats sont des animaux dociles et faciles a manipuler ;

» lls sont peu agressifs ;
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> Leur facilité d’entretien ;

A\

Leur résistance vis-a-vis de diverses contaminations ;
» C(C’est le modéele animal le mieux adapté et le plus utilisé pour des études
similaires citées par la littérature et leur physiologie se rapproche a celle de

I’homme.

Photographie 1 : Rats albinos de souche wistar (Cliché de I’auteur, 2020)

Pour I’évaluation de la toxicité, des rates ont éte utilisées au détriment des rats car
elles sont beaucoup plus sensibles. En effet, si ’extrait s’avere toxique, les femelles peuvent
vite manifester que les males au vue de leur sensibilité. Par contre, pour 1’évaluation de
I’activité antihyperglycémique et hypoglycémique, nous avons utilisé des rats et non des rates

afin d’éviter I’influence des secrétions hormonales femelles (Soltésova et al., 2011).
111-2-2-2- Evaluation de la toxicité des extraits agueux et hydroéthanoliques :

111-2-2-2-1- Principe de la méthode

Le protocole proposé par 1I’Organisation de Coopération et de Développement
Economique (OCDE, 2008) a été utilisé pour évaluer la toxicité aigiie des extraits. En effet ce
protocole recommande 1I’administration d’une dose unique de 2000 mg/kg de poids corporel
(PC) de substance a un premier animal expérimental suivie d’une observation des variations
physiologiques de 1’animal pendant 48 heures. S’il survit, 04 animaux supplémentaires sont

ajoutés et recoivent chacun une dose de substance de 2000 mg/kg de poids corporel.

111-2-2-2-2- Mode opératoire
Les rates albinos de souche Wistar, 4gées d’un mois et demi, pesant en moyenne

101,62 + 2,679 et reparties en 9 groupes de 4 rates chacun ont été utilisées. Douze heures
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(12h) de temps apres que les rates aient été a jeun, elles ont été gavées avec des extraits
suivant la répartition ci-contre :
- Le groupe 1 recevant I’extrait aqueux du mélange 1 (Mlaq) a la dose de 2000 mg/kg
de poids corporel ;
- Le groupe 2 recevant I’extrait hydroéthanolique du mélange 1 (M1Heth) a la dose de

2000 mg/kg de poids corporel ;

- Le groupe 3 recevant I’extrait aqueux du mélange 2 (M2aq) a la dose de 2000 mg/kg
de poids corporel ;
- Le groupe 4 recevant I’extrait hydroéthanolique du mélange 2 (M2Heth) a la dose de

2000 mg/kg de poids corporel ;

- Le groupe 5 recevant I’extrait aqueux du mélange 3 (M3aq) a la dose de 2000 mg/kg
de poids corporel ;
- Le groupe 6 recevant I’extrait hydroéthanolique du mélange 3 (M3Heth) a la dose de

2000 mg/kg de poids corporel ;

- Le groupe 7 recevant I’extrait aqueux du mélange 4 (M4aq) a la dose de 2000 mg/kg
de poids corporel ;
- Le groupe 8 recevant I’extrait hydroéthanolique du mélange 4 (M4Heth) a la dose de

2000 mg/kg de poids corporel ;

- Le groupe 9 ou témoin négatif (TN) recevant de 1’cau distillée a la dose de 10 mi/kg
de poids corporel.

Une observation comportementale a été realisée 3 heures aprés administration des
extraits. Durant les 14 jours qui suivaient ’administration des extraits, les rates ont été
soumises a une alimentation standard de Laboratoire accompagnée d’hydratation et quelques
signes de toxicité ont été étudiés durant cette méme période notamment la locomotion, la
réactivité, 1’aspect des féces, des urines, la sensibilité au bruit aprés un choc, ’appétit, la
difficulté de respiration, la modification du pelage, ainsi que le nombre de déces.

Au bout des 14 jours et aprés 12 h de jeun, les rates ont été pesées, anesthésiées a la
kétamine (50 mg/Kg de poids corporel) puis sacrifiées. Le sang a été préleve dans la trachée
artérielle. Le sang prélevé a été récupéré dans des tubes secs et centrifugé a 3000 tr/mn
pendant 15 mn. Le sérum obtenu a permis de doser les paramétres biochimiques de toxicité
suivants : ALAT, ASAT, créatinine, protéine et urée. Le dosage de ces parametres

biochimiques a permis d’évaluer les fonctions métaboliques hépatiques et rénales.
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111-2-2-2-3- Dosage de quelques marqueurs biochimiques de toxicité :

111-2-2-2-3-1- Détermination de l'activité de I'alanine aminotransférase :

I11-2-2-2-3-1-1- Principe :

L’activité de l'alanine aminotransférase (ALAT) a été déterminée par la méthode
cinétique décrite par Kaplan et Pesce (1996) avec le kit Hospitex Diagnostics.

L’enzyme ALAT, encore appelée glutamate pyruvate transaminase (GPT) catalyse le
transfert du groupement aminé de I’alanine sur 1’o—cétoglutarate pour former le pyruvate et le
glutamate. Cette réaction s’accompagne d’une oxydation du NADH en NAD" qui absorbe a
340 nm. La densit¢ optique mesurée a cette longueur d’onde est proportionnelle a

’augmentation de NAD" qui est proportionnelle a I’activité de I’ALAT.

"00C-(CHy),-CO-COO" "0O0C-(CH,),-CH (NH3")-COO"
a-cétoglutarate ALAT L-Glutamate
+ < i +
GPT
CH3-CH (NH3")-CO0O ‘O0C-CO-CH3
L-Alanine Pyruvate

111-2-2-2-3-1-2- Mode opératoire :

Le réactif de travail a été préparé selon les instructions du kit, en mélangeant un
volume de réactif R2 & 4 volumes du réactif R1. Le mélange a été agité avant utilisation. Un
mL de cette solution a été mélangé a 100 puL de sérum et une premiere lecture de densité
optique a été faite apres 90 secondes, en incubant a 37°C. Trois autres lectures ont été ensuite
faites a 60 secondes d’intervalle. Les densités optiques sont lues au spectrophotometre a 340

nm. La formule suivante a été utilisée pour déterminer I’activité de 1I’enzyme.

Activité ALAT (UI/L) = AA/mn x 1769

AA/mn= variation de I’absorbance par minute
111-2-2-2-3-2- Détermination de I'activité de I'aspartate aminotransférase

111-2-2-2-3-2-1- Principe
L’activité sérique de l'aspartate aminotransférase (ASAT) a été déterminée par la

méthode cinétique décrite par Kaplan et Pesce (1996) avec le kit commercial de Hospitex
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Diagnostics.

L’enzyme ASAT encore appelée glutamate oxaloacétate transaminase (GOT) catalyse
le transfert du groupement aminé de I’aspartate vers 1’a—cétoglutarate pour former de
I’oxaloacétate et du glutamate. Cette réaction s’accompagne d’une oxydation du NADH en
NAD" qui absorbe a 340 nm. La densité optique mesurée a cette longueur d’onde est

proportionnelle a I’augmentation de NAD" qui est proportionnelle & I’activité de I’ ASAT.

"O0C-(CH,),-CO-COO "O0C-(CHy,)2-CH (NH3")-COO
a-cétoglutarate L-Glutamate
ASAT -
+ < +

GOT . . +
-OOC-CHZ-CH (NH3+)-COO_ + NAD+ 0O0C-CO-CH2- COO + NADH +H

Oxaloacétate
L-Aspartate

111-2-2-2-3-2-2- Mode opératoire

Le réactif de travail a été préparé suivant les indications du kit, en mélangeant un
volume de réactif R2 a 4 volumes du réactif R1. Le mélange a été agité avant utilisation. Un
ml de cette solution a été mélangé a 100 uL de sérum et une premiére lecture de densité
optique a été faite aprés 90 secondes, en incubant a 37°C. Trois autres lectures ont été faites
ensuite a 60 secondes d’intervalle. Les densités optiques ont été lues au spectrophotometre a

340 nm. La formule suivante a été utilisée pour déterminer I’activité de 1’enzyme.

Activité ASAT (UI/L) = AA/mn X 1769

AA/mn= variation de 1’absorbance par minute

111-2-2-2-3-3- Dosage de la créatinine sérique
Le dosage de la créatinine a été fait par méthode colorimétrique telle que décrite par

Young (2001) en utilisant le kit Cypress Diagnostics.

111-2-2-2-3-3-1- Principe
En milieu basique, la créatinine réagit avec le picrate pour former un complexe jaune
rouge dont l’intensité est proportionnelle a la quantité de créatinine en solution. Elle est

mesurée par lecture de la densité optique a 510 nm.
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111-2-2-2-3-3-2- Protocole

Le réactif de travail a été préparé tel que décrit sur la notice du kit. Un volume de
NaOH 0,30 mM a été ajouté a un volume d’acide picrique 18 mM puis le mélange a été agité
avant utilisation. Un mL de cette solution a ét¢ mélangé a 200 puL de sérum et les densités
optiques ont été lues a 30 s et & 2 mn aprés au spectrophotomeétre a 510 nm contre le blanc. La

formule suivante a été utilisée pour déterminer la concentration en créatinine dans le sérum.

AA échantillon

X (.
AA standard C.std

Creéatininémie (mg/dl) =

Cstd = concentration du standard

AA = variation de 1’absorbance
111-2-2-2-3-4- Détermination des protéines totales plasmatiques

111-2-2-2-3-4-1- Principe

Les protéines totales ont été dosées par la méthode de Gornall et al (1949). Les
liaisons peptidiques des protéines réagissent avec les ions Cu®* en solution alcaline pour
former un complexe coloré donc I’absorbance est proportionnelle a la concentration en
protéines dans le spécimen et est mesurée a 550 nm. Le réactif de biuret contient du sodium
potassium tartrate qui complexe les ions Cu?* et maintiennent leur solubilité en solution
alcaline.
111-2-2-2-3-4-2- Protocole de dosage des protéines plasmatiques

Tableau XI : Méthodologie de dosage des protéines plasmatiques

Blanc Standard Echantillon
Réactif 1 1000 pL 1000 pL 1000 pL
Eau distillée 20 pL - -
Echantillon - - 20 pL
Standard - 20 pL -

Les différents tubes ont été bien melangés et incubés pendant 10 mn a température
ambiante. Puis les absorbances des échantillons et de 1’étalon ont été lues a 550 nm contre le

blanc. La concentration en protéines a été calculée par la formule suivante :

DO échantillon
DO standard

X C.standard

Protéinémie (mg/dl) =
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DO échantillon : densité optique de 1I’échantillon
DO étalon : densité optique de 1’étalon

C. standard : concentration du standard

111-2-2-2-3-5- Dosage de I’urée sérique
Le taux d’urée a été déterminé par la méthode cinétique décrite par Thomas (1998) avec

le kit Diagnostic System

111-2-2-2-3-5-1- Principe
L’urée est d’abord hydrolysée en carbonate et en ammoniac en présence de I'uréase.
L’ammoniac libéré réagit avec 1’acide a cetoglutarique en présence de NADH pour donner le

glutamate et le NAD+. Le NADH présente un maximum d’absorbance a 340 nm.

) Uréase - .
Urée + 2 H,0 > 2NH; + 2 HCOg

. GLDH .
2-Oxoglutarate + NH," + NADH >  L-Glutamate + NAD™ + H,O

GLDH : Glutamate déshydrogénase

111-2-2-2-3-5-2- Mode opératoire
La solution de travail a été préparée en mélangeant 4 volumes de R1 avec 1 volume de
R2. Le tableau suivant présente le protocole de dosage de 1’urée.

Tableau XI1 : Méthodologie de dosage de 1’urée sérique

Standard Echantillon
Solution de travail 1000 pL 1000 pL
Echantillon - 10 uL
Standard 10 uL -
Total 1010 pL 1010 pL

Les différents tubes ont été mélangeés et incubés pendant environ 60 secondes a +25°C/
+30 °C, puis I’absorbance Al a été lue. Aprés exactement 60 secondes, 1’absorbance A2 a
également été lue.

La formule suivante est utilisee pour déterminer la concentration en urée dans le sérum

AA échantillon

X C.
AA standard C.std

Urée (g/l) =

C. std = concentration du standard

AA = variation de 1’absorbance
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I11-2-2-3- Evaluation de ’activité antihyperglycémique et hypoglycémique des extraits
apres surcharge orale en glucose des rats normaux.
Cette ¢tude a permis d’évaluer la capacité régulatrice des extraits de champignons

dans I’organisme vis-a-vis d’une surcharge glucidique.

111-2-2-3-1- Evaluation de P’activité antihyperglycémique
Les rats de type Wistar ont été gavés avec une solution de glucose a une dose de 2g/kg
de PC trente minutes apres administration des extraits (extraits aqueux et hydroéthanoliques)
a une dose de 400 mg/kg de PC d’apres le protocole décrit par (Bechiri- abbes et al., 2016) et
Iégerement modifié.
Quarante rats normaux ont été mis & jeun 12 heures avant 1’expérimentation et répartis en
10 groupes de 4 rats, suivant le tableau ci-contre:

Tableau X111 : Répartition des animaux pour le test antihyperglycémique

GROUPES DESCRIPTION

1-Groupe A Rats normaux traités avec 1’extrait M1aq + glucose
2-Groupe B Rats normaux traités avec 1’extrait M1heth + glucose
3-Groupe C Rats normaux traités avec 1’extrait M2aq + glucose
4-Groupe D Rats normaux traités avec 1’extrait M2heth + glucose
5-Groupe E Rats normaux traités avec I’extrait M3aq + glucose
6-Groupe F Rats normaux traités avec 1’extrait M3heth + glucose
7-Groupe G Rats normaux traités avec 1’extrait M4aq + glucose
8-Groupe H Rats normaux traités avec 1’extrait M4heth + glucose
9-Groupe | ou Témoin Positif Rats normaux traités avec 1’eau distillée + glucose

10-Groupe J ou Témoin Négatif Rats normaux traités avec I’eau distillée

Apres une légere ponction du bout distal de la queue a I’aide d’un autopiqueur, le sang
a éte recueilli sur des bandelettes pour la détermination de la glycémie. La premiére glycémie
(glycémie de base) a été déterminée apres 12 heures de jeun avant 1’administration des
differents produits. Juste apres la glycémie de base, les extraits ont éte administrés par gavage
30 mn avant I’administration du glucose. Par la suite, la glycémie a été observée pendant 1h
de temps a des intervalles de 30 mn ceci afin d’observer si les extraits préalablement

administrés empécheraient une élévation de la glycémie apres ingestion du glucose.
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111-2-2-3-1-1- Principe de la prise de la glycémie par I’utilisation des bandelettes :

Les bandelettes de test SD CodeFree comportent une électrode qui mesure le taux de
glucose. Le glucose de I’échantillon sanguin se melange avec les réactifs de la bandelette
produisant un léger courant électrique. L’intensité du courant produit dépend de la quantité de

glucose contenu dans 1’échantillon sanguin.

111-2-2-3-1-2- Mode opératoire de la prise de la glycémie :

Le lecteur SD CodeFree et SD LipidoCare analyseur mesure le courant créé et le
convertit en une mesure glycémique qui s’affiche sur 1’écran du lecteur. Le contact d’une
goutte de sang (de I’extrémité de la queue) avec I’extrémité de la bandelette de test entraine
automatiquement la migration du sang le long de la bandelette par capillarité vers la cellule de

réaction.

I11-2-2-3-2- Evaluation de ’activité hypoglycémique
Elle est I’inverse de I’activité antihyperglycémiante. Les rats albinos de type Wistar

ont d’abord été gavés avec une solution de glucose a une dose de 2 g/kg de PC, puis 30 mn
apres, ils ont été gavés avec des extraits (extraits aqueux et hydroéthanoliques) a une dose de
400 mg/kg de PC d’aprés le protocole décrit par (Bechiri- abbes et al., 2016) et 1égérement
modifié.

Quarante rats normaux ont été répartis en 10 groupes de 4 rats et mis a jeun 12 h avant
I’expérimentation. Ils ont été répartis comme suit :

Tableau XIV : Répartition des animaux pour le test hypoglycémique

GROUPES DESCRIPTION

1-Groupe A Rats normaux traités avec du glucose + I’extrait Mlaq
2-Groupe B Rats normaux traités avec du glucose + 1’extrait M 1heth
3-Groupe C Rats normaux traités avec du glucose + I’extrait M2aq
4-Groupe D Rats normaux traités avec du glucose + I’extrait M2heth
5-Groupe E Rats normaux traités avec du glucose + I’extrait M3aq
6-Groupe F Rats normaux traités avec du glucose + 1’extrait M3heth
7-Groupe G Rats normaux traités avec du glucose + I’extrait M4aq
8-Groupe H Rats normaux traités avec du glucose + I’extrait M4heth
9-Groupe | ou Témoin Positif Rats normaux traités avec du glucose + I’eau distillée

10-Groupe J ou Témoin Négatif Rats normaux traités avec I’eau distillée
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Aprés une légére ponction du bout distal de la queue a I’aide d’un autopiqueur, le
sang a été recueilli sur des bandelettes pour la détermination de la glycémie. La premiére
glycémie (glycemie de base) a eté déterminée apres 12 heures de jeun avant I’administration
des différents produits. Juste apreés la glycémie de base, le glucose a été administré par gavage
30 mn avant I’administration des extraits. Par la suite, la glycémie a été observée pendant 2h
de temps a des intervalles de 30 mn, ceci afin d’observer si les extraits permettraient
d’empécher une élévation importante de la glycémie postprandiale comparativement au
témoin positif. Le mode opératoire de la prise de la glycémie a été fait de la méme facon que
chez le test antihyperglycémique.

I11-2-3- Analyses statistiques :

Les données ont été introduites dans une feuille de calcul Excel (Microsoft Office
2007) puis soumises a une analyse ordonnée de variance (ANOVA) a un facteur et les
résultats ont été exprimes, sous forme de moyenne + écart-type. La normalité de la
distribution des valeurs a été évaluée avec le test de Shapiro-Wilk. Les différences entre les
moyennes des échantillons ont été comparées et discriminées a l'aide du test de Tukey lorsque
les valeurs avaient une distribution normale ou le test de Games-Howell si non. Les
corrélations ont été faites a 1’aide du test de Pearson. Toutes les analyses ont été effectuées
avec le logiciel SPSS version 20.0 pour Windows, et le seuil de significativité a été fixé a
P<0,05.

111-3-Résultats

I11-3-1- Etude in vitro: screening phytochimique qualitatif des extraits aqueux et
hydroéthanoliques:

Les résultats du screening phytochimique qualitatif des meilleurs extraits issus du 2°™
chapitre de ce travail ont permis d’obtenir le tableau ci-dessous.

Tableau XV : Screening phytochimique qualitatif

Mélanges Saponines Tanins Flavonoides Anthocyanines Terpénoides

Mlaq
M1heth
M2aq
M2heth
M3aq
M3heth
Md4aq
M4heth

+ 1

+ + 4+ + + + + +
+ + 4+ + + + + +
+ + 4+ + + + + +
+ + 4+ + + + + +
+ + 4+ + 4

Légende : + = Présence ; - = Absence
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Mlagq, Mlheth, M2aq, M2heth, M3ag, M3heth, M4aq et M4heth sont respectivement les différents

extraits aqueux et hydroéthanolique des mélanges 1, 2, 3 et 4.

De ce tableau nous pouvons déja dire que les extraits de champignons melanges sont
riches en composés phénoliques étudies.
I11-3-2- Etudes in vivo :
I11-3-2-1- Résultats des parameétres de la toxicité des meilleurs extraits :
I11-3-2-1-1- Observation des signes d’intoxications
L’administration d’une dose de 2000 mg/kg de PC des différents extraits sur les rates de
type Wistar a permis durant une période de deux semaines d’étudier quelques signes de

toxicité. Cela a été représenté dans le tableau XVI ci- dessous.
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Tableau XVI : Variation de quelques signes de toxicité chez les différents groupes de rates

Signes Mlaq Mlheth M2aq M2heth M3ag M3heth Mdaq Mdheth Témoin
d’intoxications négatif
Locomotion Normal Normal Normal Normal Normal Normal Normal Normal Normal

Activité réduite - - - - - - - - -

Aspect des Normal Normal  Normal Normal  Normal Normal  Normal Normal  Normal
feces

Aspect urines  Normal Normal  Normal Normal  Normal Normal  Normal Normal  Normal

Sensibilité aux + + + + + + + + +
bruits

Appétit + + + + + + + + +
Difficulté de - - - - - - - - -
respiration

Pelage Normal Normal  Normal Normal  Normal Normal  Normal Normal  Normal
Nombre de 0 0 0 0 0 0 0 0 0
mort

Légende : + : affirmative ou oui : - : infirmatif ou non

M1laq, M1heth, M2aq, M2heth, M3aq, M3heth, M4aq et M4heth sont respectivement les différents extraits aqueux et hydroéthanolique des mélanges 1, 2, 3 et 4.
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Ce tableau XVI présente les aptitudes comportementales des rats. Il en ressort
qu’aucun signe particulier d’intoxication n’a été relevé car les attitudes observées ont été les
mémes dans tous les différents groupes de rates aussi bien chez les rates ayant ingére les
extraits que chez les rates témoins. Il ressort également que durant cette période de toxicité,
aucun décés n’a été enregistreé.

De plus, le tableau XVII ci-dessous montre une prise de poids observée chez tous les
differents lots de rates au bout des 14 jours d’expérimentation, on peut ainsi dire que pour une
dose d’extrait de 2000 mg/kg de poids corporelle (PC), les extraits ingérés n’inhibent pas la
croissance des rates.

Tableau XVII : Variation du poids des rates dans les différents lots durant les deux semaines

d’observation de la toxicité des extraits

Différents lots | Début toxicité Fin toxicité Gain de poids Taux de

de rates (poids en @) (poids en @) (poids en g) croissance (%)
M1laq 404 515 111 27,48
M1lheth 402 546 144 35,82
M2aq 401 525 124 30,92
M2heth 400 546 146 36,50
M3aq 409 507 98 23,96
M3heth 402 516 114 28,36
Mdaq 398 515 117 29,40
M4heth 417 475 58 13,91
TN 396 528 132 33,33

M1lag, Mlheth, M2aq, M2heth, M3aq, M3heth, M4aq et M4heth sont respectivement les différents extraits

aqueux et hydroéthanolique des mélanges 1, 2, 3 et 4 et TN= témoin négatif

Toutefois, d’autres paramétres ont été évalués afin de pouvoir confirmer la non
toxicité des extraits, il s’agit de I’observation des organes et le dosage de quelques parametres

de toxicité.

111-3-2-1-2- Observation macroscopique des organes :

L’observation macroscopique des différents organes (photographie 2) prélevés apres
sacrifice des différents groupes de rates au bout des deux semaines d’expérimentations a
permis de dire qu’aucun signe d’inflammation des organes chez les rates tests
comparativement aux rates témoins négatifs n’a été relevé. Ce qui suggere que les extraits

n’ont pas endommagé les organes.
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Photographie 2 : Organes des rates a la fin de I’é¢tude de toxicité aigué (cliché de 1’auteur,

2021)
Légende : M1, M2, M3, et M4 sont respectivement les différents mélanges 1, 2, 3 et 4 ; aq et heth sont

respectivement les différents extraits aqueux et hydroéthanolique dont M1laq correspond a ’extrait aqueux du
meélange 1, Mlheth correspond a I’extrait hydroéthanolique du mélange 1 ainsi de suite, TN étant le témoin

négatif.

111-3-2-1-3- Dosage de quelques marqueurs biochimiques de toxicité

La figure 18 ci-dessous présente les résultats issus du dosage de quelques parametres
de toxicité. Les valeurs usuelles recommandées pour ces parameétres étant : protéinémie 60,1 —
79,1 g/L, créatinémie 36 - 59,2 mg/L, ASAT 6- 25 UI/L, ALAT 6 — 25 UI/L et urémie 38 — 72
mg/dL (Garthoff, 2005).
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Figure 19 : Paramétres biochimiques de toxicité chez les rates

Légende: M1, M2, M3, et M4 sont respectivement les différents mélanges 1, 2, 3 et 4; aq et heth sont
respectivement les différents extraits aqueux et hydroéthanolique dont Mlaq correspond a I’extrait aqueux du
mélange 1, Mlheth correspond a I’extrait hydroéthanolique du mélange 1 ainsi de suite, TN étant le témoin
négatif. Les graphiques représentent les moyennes affectées de leur écart type au-dessus, n = 4. Les mémes
lettres au-dessus des écarts types représentent une absence de différence significative et les lettres différentes

représentent une variation significative (p < 0,05 : significatif ; p > 0,05 : non significatif).

Au regard de la figure 18 et des valeurs usuelles des différents paramétres
biochimiques, on constate qu’aucun groupe (ni les groupes de rats essais ni le groupe de rats
témoin négatif) n’a présenté un taux normal de protéines dans le sang. Concernant le taux
d’urée, seuls deux groupes n’ont pas présenté un taux normal d’urée, il s’agit de 1’extrait
aqueux et I’extrait hydroéthanolique du mélange 2. Pour la créatinémie, on note que trois
groupes n’ont pas présenté un taux normal de créatinine, il s’agit des extraits aqueux des
mélanges 3 et 4 et ’extrait hydroéthanolique du mélange 2. Par ailleurs, s’agissant des
activités de I’ASAT et de ’ALAT, tous les différents groupes ont présenté une activité

normale d’ASAT et seuls deux groupes ont présenté une activité anormale de I’ALAT,

These rédigée par MBANG MBARGA Audrey Judith



notamment les extraits aqueux et hydroéthanolique du mélange 3. Toutefois, que ce soit le
taux de protéinémie, de créatinémie, d’ASAT ou d’ALAT, il n’existe pas de variation
significative (p>0,05) entre les différents groupes essais et le groupe témoin negatif. Juste
chez le taux d’urémie qu’on a observé une variation significative (p<0,05) entre le groupe
témoin négatif et quelques groupes essais : I’extrait hydroéthanolique du mélange 1, I’extrait

aqueux du mélange 2 et I’extrait hydroéthanolique du mélange 2.

I11-3-2-2- Evaluation de Pactivité antihyperglycémique des extraits :

Le tableau XVIII ci-dessous présente 1’évolution de la glycémie pendant une heure
apres ingestion des extraits de champignons mélangés par les rats suivie d’un gavage avec une
solution de surcharge de glucose. En effet, ce tableau nous présente 10 essais parmi lesquels 8
représentent les meilleurs extraits sélectionnés a I’issu du chapitre précédent et les 2 autres
représentent le témoin positif (TP) et le témoin négatif (TN). Sur le tableau XVIII, 30 mn
apres ingestion des extraits et du glucose, on a observé une augmentation de la glycémie chez
tous les essais. L’essai TN ayant la glycémie la plus basse car les rats de ce groupe ont ingéré
uniquement de 1’eau. Pour ce qui est des autres essais, nous avons constaté a T3o que tous les
extraits présentent une augmentation de la glycémie mais qui est inférieure a 1’augmentation
observée chez le témoin positif: les extraits ont présenté ainsi une capacité a limiter
I’augmentation de la glycémie aprés un repas, le meilleur extrait étant I’extrait aqueux du
mélange 3 ( M3aq) ou on a observé juste une augmentation de la glycémie de 0,3 g/L contre
une augmentation de 0,62 g/L chez le témoin positif.

A T’exception de I’extrait hydroéthanolique du mélange 2, on n’a pas observé de
variation significative (p>0,05) entre les différents groupes a To. Mais & T3, on a observé une
augmentation significative (p<0,001) de la glycémie entre le groupe TN et les autres
différents groupes (extraits et TP). Aussi, a Tg, On a observé une baisse significative
(p<0,001) de la glycémie entre le groupe TN et les autres groupes et une baisse significative

entre le groupe TP et les groupes M1heth + Glu, M2aq + Glu et M2heth + Glu.
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Tableau XVII1: Résultats de ’activité antihyperglycémique

Temps To T30 Teo Augmentation de la

glycémie de Toa T3
Extraits

M1laq + Glu 0,85+0,21° 1,43+0,07* 1,11+0,16* 0,58
Milheth + Glu  0,92+0,17* 1,34+0,12* 1,19+0,05° 0,42
M2aq + Glu 0,88+0,14* 1,49+0,22* 1,18+0,09° 0,61
M2heth + Glu ~ 1,10+0,13" 1,46+0,09° 1,28+0,07° 0,36
M3aq + Glu 1,00£0,09* 1,3+0,20° 1,04+0,10* 0,3
M3heth + Glu  0,93+0,13* 1,52+0,12* 1,07+0,08* 0,57
Md4aq + Glu 0,81+0,05* 1,35+0,14* 0,98+0,13* 0,54
M4heth + Glu  0,85+0,1*°  1,37+0,1*°  0,95+0,22* 0,52
Eau + Glu (TP) 0,85+0,13* 1,47+0,15* 0,97+0,05* 0,62
Eau (TN) 0,71+0,13* 0,82+0,11° 0,65+0,01° 0,11

Légende : Mlag, M1heth, M2aq, M2heth, M3aqg, M3heth, M4aq et M4heth sont respectivement les différents
extraits aqueux et hydroéthanolique des mélanges 1, 2, 3 et 4, Glu = glucose, TP = témoin positif et TN=

témoin négatif. Les valeurs sont les moyennes + 1’écart type, n = 4. Les moyennes rangées par colonne affectées

des lettres différentes sont significatives (p<0,05 : Significatif).

111-3-2-3- Evaluation de ’activité hypoglycémique des extraits

Aprés administration d’une dose de 2000 mg/kg de PC du glucose suivie 30 mn apres
d’un gavage par des extraits & une dose de 400 mg/kg de PC sur des rats albinos normaux
males, les résultats obtenus ont été consignés dans le tableau X1X ci-dessous. De ce tableau, il
en ressort que, comparé au témoin positif ou on a observé de T a T3 une élévation de la
glycémie de 0,17 g/L, le meilleur extrait a été 1’extrait M3heth. En effet, chez ce dernier,
apres ingestion du glucose, au lieu d’observer une augmentation de la glycémie on a plutot
une diminution de la glycémie a T3 de 0,06 g/L. Ce qui montre que cet extrait a empéché une
élévation de la glycémie postprandiale. Puis, nous avons I’extrait M4heth ou a T3 0On a juste
une augmentation de la glycémie de 0,06 g/L, ensuite I’extrait Mlheth avec a T3y une
augmentation de la glycémie de 0,11 g/L et enfin les extraits M2heth et M3aq ou a T3y on a
une augmentation de 0,13 g/L. Les trois autres extraits restants a savoir Mlag, M2aq et M4aq
ont présenté a Tso une élévation de la glycémie supérieure au témoin positif. On constate ainsi
que de Tp a T3, les meilleurs extraits capables d’inhiber I’augmentation de la glycémie apres
ingestion d’une solution en surcharge de glucose ont été les extraits hydroéthanoliques avec le

mélange 3 comme meilleur mélange de tous.
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Aussi, de ce tableau il en ressort également que, comparé au début de
I’expérimentation (To) et a la fin de I’expérimentation (T12), la glycémie des rats temoins
positif était au départ de 0,89 + 0,14 g/L et a la fin de I’expérimentation, clle a été de 0,82 +
0,08 g/L; donc elle oscille toujours autour de 0,8. On a observé juste une différence de
glycémie de 0,07 g/L. Par contre, chez les extraits, on a observé une différence considérable
de la glycémie a la fin de I’expérimentation, les meilleurs extraits étant respectivement
M1heth, M3heth, M4aq, M2heth, Mlag, M3aq et M4heth avec une différence de glycémies
respectivement de 0,23 g/L, 0,22 g¢/L, 0,21 g¢/L, 0,18 g/L, 0,15 g/L et de 0,11 g/L pour les
deux derniers extraits. L extrait M2aq étant 1’extrait ayant la plus faible activité car a la fin de
I’expérimentation on a observé une différence de la glycémie de 0,04 g/L: inférieure a celle
du temoin positif qui est de 0,07 g/L. Les meilleurs mélanges étant les mélanges 1 et 3. Par
ailleurs, le tableau XIX ci-dessous a permis également de constater que, bien qu’a T3 On
observe une augmentation de la glycémie chez les différents lots essais et témoin positif, on
constate tout de méme qu’a T1o tous les différents lots essais et témoin positif sont revenus a
une glycémie inférieure a celle de départ (To).

L’analyse statistique montre que 30 mn (Tszo) aprés ingestion des extraits et du
glucose, on a observé une augmentation significative (p < 0,05) entre le groupe témoin positif
et le groupe ayant ingéré 1’extrait M2aq, ainsi qu’une augmentation significative (p < 0,05)
entre le groupe témoin positif et le groupe témoin négatif. De méme, a la fin de
I’expérimentation (T120), les mémes tendances de variations significatives ont été observées
entre ces différents groupes.

Tableau X1X : Résultats de ’activité hypoglycémique

Temps TO T30 T60 T90 T120 Différence de variation
de la glycémie de TO a
Extraits T120
M1laq 0,91+0,05° 1,17+0,08"° 0,98+0,05° 0,76+0,05° 0,76+0,02° 0,15
M1heth 1,04+0,08° 1,15+0,09° 0,97+0,08* 0,85+0,02°  0,81+0,05% 0,23
M2aq 0,95+0,1*°  1,26+0,06" 0,92+0,03* 0,87+0,05°  0,91+0,01° 0,04
M2heth 1,02+0,13* 1,15+0,10° 0,91+0,06*° 0,87+0,039° 0,84+0,03 0,18
M3aq 0,98+0,2*  1,11+0,07° 0,91+0,13* 0,86+0,18° 0,87+0,12° 0,11
M3heth 1,02+0,08° 0,96+0,1°  0,89+0,02*° 0,83+0,06° 0,80+0,03 0,22
Mdaq 0,97+0,14* 1,24+0,15° 1,13+0,38* 0,81+0,19° 0,76+0,00° 0,21
Md4heth 1,00£0,1*  1,06+0,04* 0,96+0,03* 0,86+0,02° 0,89+0,03 0,11
TP 0,89+0,14* 1,06+0,08* 0,93+0,12* 0,89+0,11° 0,82+0,08" 0,07
TN 1,00+0,05* 0,89+0,09° 0,74+0,13* 0,74+0,08° 0,67+0,13° 0,33
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Légende : Mlag, M1lheth, M2aq, M2heth, M3aq, M3heth, M4aq et M4heth sont respectivement les différents
extraits aqueux et hydroéthanolique des mélanges 1, 2, 3 et 4, Glu= glucose, TP= témoin positif et TN= témoin
négatif. Les valeurs sont les moyennes + 1’écart type, n=4. Les moyennes rangées par colonne affectées des

lettres différentes sont significatives (p<0,05 : Significatif).

111-3-3- Corrélation entre les tests antioxydants - teneur en composés phénoliques et les
tests hypoglycémique et antihyperglycémique :

Le tableau de corrélation de Pearson ci-dessous (tableau XX) nous montre qu’il existe
une corrélation positive mais non significative entre les tests antioxydants - teneur en
composés phénoliques et les tests hypoglycémique et antihyperglycémique.

Tableau XX : Corrélation entre les tests antioxydants - teneur en composés phénoliques et

les tests hypoglycémique et antihyperglycémique

Test Hypoglycémique Test Antihyperglycémique
Test DPPH 0,051 0,035
Sig. (bilatérale) 0,393 0,598
Test FRAP 0,042 -0,063
Sig. (bilatérale) 0,573 0,450
Test ABTS 0,054 0,066
Sig. (bilatérale) 0,529 0,486
Teneur en 0,106 0,032
composés
phénoliques 0,511 0,863

Sig. (bilatérale)

**_La corrélation est significative au niveau 0,01 (bilatéral).

I11-4- Discussion

Les plantes médicinales sont une importante source thérapeutique partout dans le monde.
En effet, pres de la moitié des médicaments utilisés aujourd’hui a une composition d’origine
végétale et le quart renferme des extraits de plantes ou des molécules actives provenant
directement des plantes. Cependant il est a noter qu'a peine 2000 a 3000 plantes ont fait
I’objet d’études scientifiques, chimiques ou pharmacologiques (Sen et Chakraborty, 2011).
Les champignons comestibles, bien qu’ils n’appartiennent pas au régne des végétaux,
constituent tout de méme des Iégumes a part entiere avec des propriétés thérapeutiques et sont

utilisés sur le plan médicinal comme les plantes (Holzer, 2011).
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111-4-1- Screening phytochimique qualitatif des extraits aqueux et hydroéthanoliques:

Le screening phytochimique est une étape primordiale qui permet de détecter la présence
dans les plantes médicinales des produits appartenant a des classes de composés
physiologiquement actifs. Les extraits des végétaux comme les huiles essentielles et les
extraits bruts de plantes sont connus pour leurs nombreuses propriétés biologiques (activité
antibactérienne, anti-oxydante, anti-inflammatoire, analgésique...) (Sen et Chakraborty,
2011).

Aussi, de nombreux chercheurs stipulent que 1’utilisation traditionnelle des plantes
aide a soigner de nombreuses maladies telles que les céphalées, le diabéte, la fievre, la
migraine, les cedémes, le rhumatisme, 1’ulcere gastrique...(Allali et al., 2008). Il a été
démontré par plusieurs travaux réalisés que les métabolites secondaires sont des indicateurs
importants pour certaines activités pharmacologiques. Les flavonoides sont doués de
propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires et analgésiques (Du et al., 2002 ; Lyu et Park,
2005) ; les tannins possedent des propriétés anti-inflammatoires, antimicrobiennes et ont une
fonction de protection contre le rayonnement UV et le stress oxydatif (Scalbert et al., 2002) ;
les saponines sont utilisées en thérapie pour leurs effets anti-inflammatoires, antioxydants et
anti-cancéreux... (Franchomme et al, 2001).

C’est dans ce sens que le screening phytochimique des meilleurs extraits (extraits agqueux
et hydroéthanoliques) du 2°™ chapitre de ce document a été évalué afin de confirmer tout
d’abord le test de Folin qui montrait déja la présence des composés phénoliques dans les
extraits. Puis il était question de savoir quels métabolites secondaires et donc quels composés
phénoliques étaient présents dans les meilleurs extraits et qui pourraient étre a 1’origine de
I’activité antioxydante et de la capacité de ces extraits a inhiber les enzymes digestives du
glucose. Il en ressort donc que les extraits renferment effectivement les métabolites
secondaires dont les composés phénoliques évalués ici sont les saponines, les tanins, les
anthocyanes, les flavonoides et les terpénoides. Ces composés pourraient donc étre a 1’origine
du pouvoir antioxydant des extraits de champignons mélangés et pourraient contribuer a
I’inhibition des enzymes digestives du glucose.

L’hyperglycémie postprandiale se manifeste par des excursions glycémiques
excessives apres le repas qui par contre reste limités chez les sujets sains. La dégradation du
contrdle glycémique post prandial est une premiére étape vers ’intolérance au glucose qui
augmente le risque de développer ultérieurement un diabéte de type 2. Une des approches
thérapeutiques importantes pour prévenir I’hyperglycémie postprandiale est le ralentissement

de la digestion et 1’absorption intestinale des glucides alimentaires apréS un repas par
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I’inhibition des enzymes digestives ceci par 1’'usage des médicaments hypoglycémiants (Ali et
al., 2006 ; Lee et al, 2010). Mais, ces derniers ont généralement des effets
secondaires notamment une diminution de I'efficacité au fil du temps, une inefficacité contre
les complications diabétiques a long terme et un faible rapport colt-efficacité (Grover et al.,
2002). Par conséquent, la découverte et le développement de nouveaux médicaments
hypoglycémiants sont encore plus indispensables. En effet, Les plantes sont une source
inépuisable de nouvelles substances a potentialité thérapeutique. D'ou 1’utilisation de leurs
extraits comme une pratiqgue courante en médecine traditionnelle. La majorité des
médicaments actuels sont d'origine végétale (extraits) ou bien sont fabriqués a partir de leur
model par une synthése chimique des principes actifs (Bnouham et al., 2002). Dans le cadre
de la lutte contre I’hyperglycémie voire I’hyperglycémie chronique, il était question pour ce
chapitre de mettre en évidence le potentiel hypoglycémiant et antihyperglycémiant des
mélanges de champignons pleurotes. L’hyperglycémie pouvant étre induit soit
temporairement a partir d’une solution de glucose soit définitivement par contact avec des
agents tel que I’alloxane ou la streptozotocine (Wolfran et al., 2007 ; Hanhineva et al.,
2010). Pour ce chapitre, il s’agissait d’une induction temporaire par une solution de glucose.
Toutefois, avant la mise en évidence de [Dactivit¢é hypoglycémique et
antihyperglycémique des extraits retenus au chapitre précédent, il était nécessaire d’évaluer

leur toxicité.

I11-4-2- Toxicité des extraits aqueux et hydroéthanoliques:

Le test de toxicité n’a présenté aucun signe Vvéritable de toxicité tant sur le plan
physique, comportemental et physiologique des animaux. En effet, durant les deux semaines
d’observation de la toxicité des extraits, on a constaté un gain de poids chez tous les différents
lots de rates tout comme chez le lot de rates témoins negatifs. Ce qui pourrait s’expliquer par
le fait que, pour une dose d’extrait a 2000 mg/kg de PC administrée aux rates, celles-ci
manifestent une réponse normale d’adaptation physiologique (Rhiouani et al., 2008). Ce
résultat pourrait encore signifier que les extraits n’entrainent pas une perte d’appétit chez les
rates qui pourrait occasionner une diminution de [’apport nutritionnel et par voie de
conséquence, une perte de poids. De méme, pour les parameétres biologiques étudiés, bien
qu’on observe une différence significative du taux d’urée entre les difféerents lots extraits et le
lot témoin négatif, il n’en est pas le cas pour les quatre autres parametres biologiques étudiés
ou on n’observe pas de variation significative entre les différents lots. Ce qui confirmerait

davantage le fait que les extraits ne présentent aucune toxicité.
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En effet, ’ALAT et ’ASAT sont des marqueurs de la toxicité hépatique et leurs taux
sériques élevés renseignent sur une lésion des hépatocytes (Kumar et al., 2004), mais étant
donné qu’aucune différence significative n’a été observée entre le groupe témoin négatif et les
essais, on peut dire que pour une dose d’extrait administrée a 2000 mg/kg PC, les extraits
n’ont pas perturbé les taux sériques de ces transaminases bien que les valeurs seuils n’aient
pas été atteintes. En effet le fait que le groupe témoin négatif ne présente pas également la
valeur seuil pourrait s’expliquer par le fait que ce n’est pas I’ingestion de I’extrait qui serait a
I’origine de cela mais un autre paramétre qui pourrait étre propre a tous les différents groupes
de rates, soit I’habitat, soit I’alimentation ou autres, et donc par rapport au groupe témoin
négatif, aucun dommage du foie n’a été causé. Aussi, les concentrations sériques de 1’urée, de
la protéine et de la créatinine qui sont les marqueurs d’atteinte de la fonction rénale (Hilaly et
al., 2004) n’ont pas varié significativement en présence des extraits. L’administration des
extraits n’a pas modifié significativement les valeurs sériques de 1’ensemble des paramétres
biochimiques des marqueurs d’atteinte du rein, du cceur et du foie par rapport aux rates du lot

témoin négatif, ce qui suggeére que les extraits n’ont pas affecté ces organes vitaux.

11-4-3- Evaluation de Dactivité antihyperglycémique des extraits aqueux et
hydroéthanoliques:

S’agissant du test antihyperglycémique, il apparait qu’au vue du témoin positif ot on a
a Tgzo une augmentation de la glycémie de 0,62 g/L, les différents extraits présentent une
capacité a limiter I’augmentation de la glycémie car ils présentent a T3 une augmentation de
la glycémie inférieure a celle du témoin positif (tableau XVI1I). Cette capacité des extraits a
limiter 1’augmentation de la glycémie pourrait étre dle a leur potentiel antioxydant. En effet,
d’aprés Pyo et al. (2004), les antioxydants sont susceptibles de détruire les radicaux libres et
d’améliorer la sécrétion de I’insuline. En effet, les antioxydants peuvent agir par divers
mécanismes notamment permettre une meilleure absorption du glucose dans les tissus
périphériques, permettre la stimulation de la sécrétion de 1’insuline des cellules B du pancréas,
favoriser une diminution de la glycation des protéines circulantes, telle que 1’hémoglobine
glyquée (Kulawik et al., 2013). Cette capacité des extraits a limiter 1’augmentation de la
glycémie pourrait également s’expliquer selon Mangano et Williamson (2010) par le fait que
les polyphénols et I’acide phénolique sont utiles dans la prévention de 1’hyperglycémie
chronique. En effet, ils provoquent la réduction de I’absorption intestinale du glucose qui
réduit ainsi les pics de glycémie qui suivent les repas. Ainsi donc la faculté des extraits a

limiter le pic de glycémie pourrait étre diie aux composés phénoliques qu’ils renferment.
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Ces hypothéses de I’inhibition et de la baisse de la glycémie par les antioxydants
pourraient étre confirmées par la corrélation positive observée entre les tests antioxydants-
teneurs en composés phénoliques et les tests hypoglycémique et antihyperglycémique. Par
ailleurs, la non significativité de cette corrélation pourrait étre dle a la présence d’autres
composés qui seraient aussi présents dans les champignons et qui auraient des propriétés

hypoglycémique et antihyperglycemique.

111-4-4- Effet bénéfique deuxiéme des mélanges de champignons pleurotes:

L’efficacité des extraits a la dose de 400 mg/kg de PC pourrait aussi étre attribuée a
I’effet synergique des champignons mélanges. En effet, les études menées par Etoundi et al.
(2018), sur I’activité antihyperglycémiante des extraits individuels de Pleurotus floridanus et
Pleurotus pulmonarius montraient que ces deux extraits de champignons présentaient une
activité a la dose de 800 mg/Kg de PC et aucune activité a la dose de 400 mg/Kg de PC. Dans
ces travaux de 2018, a T3 tous les extraits présentaient une augmentation de la glycémie
supérieure a celle du temoin positif. Par contre, nous constatons ici que le mélange des
champignons produit ’effet inverse : @ 400 mg/kg de PC, tous les extraits présentent une
glycémie inférieure au temoin positif a T3 (tableau XVIII) et donc présentent une activité
antihyperglycémiante a cette dose. D’ou I’efficacité et 1’utilit¢é du mélange. On constate
¢galement de ce test qu’a Tgo la glycémie de tous les rats a diminué (tableau XVIII). Ceci
pourrait s’expliquer par le bon fonctionnement d’un organisme qui, l1h apres ingestion d’un
aliment transforme cet aliment en nutriment et précisément en glucose qui est ensuite
transporté du sang vers les différents organes cibles ou il sera utilisé pour les différentes

réactions métaboliques de I’organisme.

I11-4-5- Evaluation de DPactivit¢ hypoglycémique des extraits aqueux et
hydroéthanoliques:

On constate du test hypoglycémique que les extraits présentent une capacité a limiter
I’augmentation de la glycémie. En effet, & T3, les extraits M3heth, M4heth, M1heth, M2heth
et M3aq présentent une glycémie inférieure au TP (tableau XIX). De méme, au vue des
glycémies a Ti0, on constate que les extraits a 1’exception de M2aq présentent un potentiel
hypoglycémiant. En effet, au bout de 2h de temps apres ingestion d’une solution saturée en
glucose, la glycémie des rats ayant ingéré les extraits n’est pas seulement retournée a la
normale, mais elle est devenue considerablement inférieure a la glycémie de départ
contrairement aux rats témoins positif. Pour ces derniers, la glycémie est juste retournée a la

normale au bout de 2 h de temps. Ceci étant, pour des sujets présentant une hyperglycémie
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chronique et non traités, au bout de 2 h de temps aprés consommation d’un repas riche en
glucides, la glycémie sera tout simplement retournée a la glycémie de départ (qui est une
glycémie supérieure a la normale car la glycémie diabétique a jeun est supérieure a 1,26 g/L).
Par contre, pour des sujets présentant une hyperglycémie chronique et traités ou ayant
consommé les mélanges de champignons, leur glycémie pourrait au bout de 2 h de temps
apres un repas revenir a la glycémie normale. D’ot, les champignons pourraient aider a traiter
I’hyperglycémie mais également pourraient aider les diabétiques a réguler leur glycémie tout
en évitant les complications associées au diabete.

L’hypoglycémie et la réduction de I’hyperglycémie observées chez les rats traités
avec les extraits de champignons mélanges pourraient alors s'expliquer par une stimulation de
la sécretion de l'insuline par le pancréas et/ou, probablement, par une augmentation de

I'utilisation périphérique du glucose en présence des extraits (Yasodha et al., 2008).

I11-5- Conclusion partielle
Au terme des travaux de ce chapitre dont le but apres évaluation du screening

phytochimique des meilleurs extraits du chapitre précédent était d’une part d’étudier la
toxicité de ces meilleurs extraits sur des rates saines suivi d’autres part de 1’¢tude de leur effet
sur des rats dont on a provoqué un état d’hyperglycémie, il en ressort de ces études que :

> Les extraits aqueux et hydroéthanoliques qui ont été les meilleurs extraits du chapitre
précédent sont riches en métabolites secondaires précisément en saponines, en tanins, en
anthocyanes, en flavonoides et en terpénoides ;

> Ces extraits ne présentent aucun signe notable de toxicité tant sur le plan
comportemental que physiologique ;

» A une dose de 400 mg/kg de PC, ces extraits de champignons inhibent et diminuent

significativement la glycémie postprandiale avec le mélange 3 comme meilleur mélange.

Des conclusions qui précédent, nous constatons que les champignons mélangés peuvent
aider a prévenir 1’hyperglycémie et a baisser la glycémie aprés une alimentation riche en
glucides. Ce qui pourrait contribuer a prévenir et/ou a traiter une hyperglycémie voire une
hyperglycémie chronique. De méme, des tests qui précédent, il ressort que le meilleur
mélange a été le mélange 3. Ainsi, ayant apprécié les effets de ce mélange sur la glycémie
post prandiale, nous nous sommes posés la question de savoir quel serait son effet a long
terme ? Plus précisément, quel serait 1’effet de la supplémentation journaliére en ce mélange
sur les rats ayant une alimentation hypercalorique sur une durée d’un mois ? Mais avant de

répondre a cette question, il était nécessaire pour nous d’étudier la teneur en quelques
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nutriments de ce mélange 3 afin de savoir ce qu’il en est de sa composition nutritionnelle. Ces

différents travaux ont fait 1’objet du chapitre qui suit.
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CHAPITRE IV : TENEUR EN
NUTRIMENTS ET INFLUENCE DU
MELANGE 3 SUR LES RATS SOUMIS A
UN REGIME HYPERCALORIQUE
(ALIMENTATION RICHE EN SUCRE ET
EN GRAISSE).
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IV-1- Introduction partielle

L’hyperglycémie est généralement la résultante d’une mauvaise alimentation c’est-a-
dire d’une alimentation hypercalorique (IDF, 2009). Toutefois, la revue a permis de constater
que ces desordres métaboliques peuvent étre remédiés par plusieurs pistes de traitements a
I’instar des antioxydants, des inhibiteurs des enzymes digestives des glucides et lipides, des
hypoglycémiants... Par ailleurs, ces différentes pistes renvoient aux différentes propriétés que
renferment les mélanges de champignons tels qu’étudiés dans les chapitres 2 et 3. Ainsi, si le
mélange de champignons a lui seul renferme plusieurs pistes de traitements, cela supposerait
qu’il pourrait aider dans la prévention et le traitement de I’hyperglycémie : & prévenir de ce
fait I’hyperglycémie chronique qui est la forme pathologique de I’hyperglycémie. Afin de
confirmer cette hypothése, il a été question dans ce chapitre d’étudier I’effet de la
supplémentation journaliére du meilleur mélange des champignons issu du chapitre précédent
sur les rats ayant une alimentation hypercalorique (alimentation riche en aliments sucrés et en
graisse) sur un mois. Il s’agissait plus précisément :

e De déterminer la teneur en quelques nutriments du meilleur mélange : mélange 3 sous
sa forme crue et cuite ;

e D’étudier I’influence de la supplémentation journaliére en extrait (extrait aqueux) et en
poudre du mélange 3 sur I’évolution du poids et de la glycémie des rats soumis a une diéte
hypercalorique ;

e D’étudier I’influence de la supplémentation journaliére en extrait (extrait aqueux) et en
poudre du mélange 3 sur quelques parameétres biochimiques des rats soumis a un régime

hypercalorique.
IV-2- Matériel et méthodes

IVV-2-1- Evaluation de la teneur en quelques nutriments du mélange 3 sous sa forme crue
et cuite :

Les champignons cuits ont été préparés tel que décrit a I’annexe 5, puis ont été sechés
a I’étuve et broyés dans un robot mixeur afin d’évaluer la teneur en quelques nutriments dans
la poudre (le broyat) obtenue. Les champignons crus quant a eux ont été simplement séchés et
broyes.

IV-2-1-1- Teneur en eau et en matieres seches :
IV-2-1-1-1- Principe

La méthode de référence pour la détermination de la teneur en eau dans les aliments
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est la méthode thermogravimétrique. Elle consiste a 1’élimination de 1’eau par application de
fortes températures de séchage en nécessitant 1’usage d’une étuve ventilée ou d’un four a vide

ainsi que d’un dessiccateur contenant un agent desséchant (UIPAC, 1979).

IV-2-1-1-2- Mode opératoire

Dans des creusets préalablement tarés, on pese environ 3 g (M;) de poudre de
champignons qu’on introduit dans ces creusets, 1’ensemble creuset et poudre donne une
nouvelle masse : M. Puis, ces creusets sont soumis a une élimination de 1I’eau par chauffage a
105°C pendant 12h sous pression atmosphérique dans une étuve ventilée de marque
« Venticell (MM-group) » jusqu'a ce que la masse de I’échantillon demeure constante. Aprés
séchage, les creusets sont retirés de 1’¢tuve, refroidis dans un dessiccateur, et pesés (M3).

La teneur en eau (TE) et en matiére séche (MS) ont été déterminée comme suit :
TE (%) = ~2—=x 100
1

Avec M, étant la masse du creuset et de 1’échantillon avant séchage.
M3 étant la masse du creuset et de I’échantillon aprés séchage.
M1 la masse de 1’échantillon pesée.
La matiere séche a été déterminée a partir de la formule suivante :
MS (%) =100 - TE

IV-2-1-2- Teneur en lipides :

IV-2-1-2-1- Principe
Les lipides des champignons séchés ont été extraits a chaud par reflux dans un appareil
nommé Soxhlet. L’extraction est basée sur la solubilité différentielle des lipides pendant une

durée de 4 heures environ dans un solvant organique tel que I’hexane. (Bourely, 1982).

IV-2-1-2-2- Mode opératoire :

Cing grammes de poudre (masse échantillon soit Mee.) de chaque mélange de
champignons ont été pesés et introduits dans la cartouche, 1’ensemble cartouche plus poudre a
donné une masse M;. Pour chaque mélange de champignons, la pesée a été faite en triplicate.
Les cartouches de celluloses ont ensuite été introduites dans 1’extracteur avec 100 ml
d’hexane. A la base de I’extracteur 1’on a fixé un ballon contenant 200 ml d’hexane et, sur
I’orifice supérieur de D’extracteur un réfrigérant ou circule 1’eau glacée permettant la
condensation rapide du solvant. Ensuite, le ballon a été chauffé de sorte que 1’hexane

bouillonne et ce durant 4 heures minimum pour que le solvant contenant la matiére grasse
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dans I’extracteur retourne dans le ballon par déversement successif causé par un effet de
siphon dans le coude latéral. La matiére grasse s’accumule dans le ballon jusqu’a ce que
I’extraction soit compléte. Apres extraction le chauffage a été arrété, les cartouches de
cellulose ont été récupérées et séchées pendant environ 10 mn a I’étuve a une température de
45°C et pesees (M,).

La teneur en lipide a été calculée suivant la formule suivante :

Avec M, : masse de 1’échantillon + cartouche avant extraction.
M, : masse de I’échantillon + cartouche apres extraction et séchage.

Mech : masse de 1’échantillon pesée.
IV-2-1-3- Teneur en proteéines : dosage de I’azote par la méthode de Kjeldahl :

IV-2-1-3-1- Principe

I1 est basé sur la détermination de la teneur en azote par minéralisation. L’oxydation de
la matiére organique azotée par 1’acide sulfurique concentré a chaud libére 1’azote qui est fixé
sous forme de sulfate d’ammonium (NHg4),SO4. Aprés alcalinisation par la soude (NaOH
40%), I’ammoniac (NH3) formé est distillé, capté par 1’acide borique et dosé par titrimétrie.
(AOAC, 1980)
R- CH(COOH) -NH, +  H,SQ, Minéralisation — (NH,),S0, + R- CH,- COOH
(NH4),SO4, + NaOH ——— > 2NH,OH + Nay;SO,

2NH,OH distilation » 2NH; + 2H0

3+t H3 3 (rose > 4)3 3 (vert
3NH; + H3BO; (rose) (NH4)3BOs (vert)
(NH,)sBO; + 3HCL fitration > 3NH,Cl +H3BOs (rose)

IV-2-1-3-2- Mode opératoire :

IV-2-1-3-2-1- Minéralisation

Dans des tubes de minéralisation, 0,1 g (Ms) d’échantillon de poudre de champignon,
7 mL d’un mélange d’acide sulfurique concentré et d’acide salicylique et 0,2 g de catalyseur
Merk (sulfate de cuivre, sulfate de potassium et sélénium) ont été respectivement introduits.
Ce mélange a ensuite été chauffé sur une plaque de minéralisation (BUCHI ROTAVAPOR R-
124 : BUCHI WATER BATH B 480) sous une hotte ventilée jusqu’a I’obtention d’une

solution de couleur incolore de volume (V).
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IV-2-1-3-2-2- Distillation.

Le produit issu de la minéralisation a été placé a ’entrée d’un distillateur automatique
de type micro Kjeldahl (BUCHI 315). Puis 20 mL de NaOH 40 % y a été ajouté (jusqu’a
apparition de la couleur cuivrique) pour neutraliser I’acidité dle a 1’acide sulfurique, et
surtout augmenter le pH au-dessus de 9 afin de faciliter I’évaporation de 1’ammoniac. A la
sortie de cet appareil, un erlenmeyer contenant 20 mL d’acide borique et quelques gouttes
d’indicateurs colorés (rouge de méthyle et le vert de bromocresol) a été placé de facon a
immerger la sortie du réfrigérant pour capter I’ammoniac distillé. La distillation a été arrétée
lorsque le distillat a atteint un volume de 200 mL dans I’erlenmeyer présentant la coloration

verte.

IV-2-1-3-2-3- Titration

Elle a été réalisée en notant le volume (V1) de HCI 0,01N qui fait virer la coloration
vert clair du distillat au rose violacé.

Parallélement, un essai a blanc a été réalisé dans les mémes conditions et (Vy) note.
Ceci pour déceler les traces d’azote provenant des réactifs. La teneur en azote dans

I’échantillon a été déterminée par la formule ci-apres :

V,—V,) x0,14
%N:(IVXZ)MS x 100

Ou  Vestle volume de la solution minéralisée utilisé.

Ms est la masse de 1’échantillon utilisée.

La teneur en protéine est déduite de celle de la teneur en azote par la formule :
% protéines = % N x 6,25

IVV-2-1-4- Teneur en cendre :

IV-2-1-4-1- Principe
Les cendres totales sont les résidus obtenus apres incinération de I’échantillon et
représentent la partie minérale de ce dernier. Cette méthode consiste a incinérer 1’échantillon

a 550°C et en atmosphére oxydante jusqu’a 1’obtention d’un résidu de masse constante
(AOAC, 1980).

IV-2-1-4-2- Mode opératoire
Cing grammes (M) environ de poudre de champignons ont été pesé a 1 mg prées dans
un creuset a incinération préalablement taré (P,). Ce creuset contenant 1’échantillon a ensuite

été place dans une étuve et seche a 105°C pendant 24 heures. Apres séchage, I’ensemble a été
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refroidi dans un dessiccateur. Le creuset est ensuite introduit dans un four a moufle réglé a
550°C £ 5°C. Cette température a été maintenue pendant au moins 3 heures jusqu’a obtention
de cendres gris clair dépourvues de particules charbonneuses. Puis, le creuset a de nouveau
été placé dans un dessiccateur pour refroidissement et puis a été pese (P,).

La teneur en cendre a été déterminée a partir de la formule suivante :
P,-P
% Cendres = %xwo

Ou: Py:Masse du creuset vide
P, : Masse du creuset contenant les cendres

M : masse de 1’échantillon.

IVV-2-1-5- Teneur en glucides totaux :
La teneur en glucides totaux a été obtenue par différence d’apres la formule suivante :
% glucides = 100- (% protéines + % lipides + % cendres + Teneur en fibre) (AOAC, 1980).

IVV-2-1-6 - Teneur en fibres dans les glucides totaux :
La teneur en fibres brutes des échantillons a été déterminée par la méthode de
Weender (Wolff, 1968).

IV-2-1-6-1- Principe
Le principe de cette méthode est basé sur I’extraction des substances solubles dans
I’acide sulfurique dilué et ensuite dans la solution de soude. La différence entre la masse du

résidu séchee et celle incinérée représentent les fibres brutes présentes dans 1’échantillon.

IV-2-1-6-2- Mode opératoire :

Dans un bécher contenant de I’acide sulfurique 0,255 N, 1g de poudre (M) de
champignons a été introduit. Le mélange est ensuite porté a ébullition pendant 30 mn et filtré.
Au résidu obtenu, la soude 0,313 N a été ajouté puis le mélange a été porté a nouveau a
ébullition pendant 30 mn. Apres filtration, le résidu est lavé trois fois a 1’eau distillée chaude
(avec 5 mL) et deux fois a I’acétone (5mL), I’insoluble est séché a 105°C pendant 8 h et pesé
(M,). Le résidu sec est ensuite soumis a une incinération a 500°C pendant 3 h et les cendres
pesées (M,).

La teneur en fibres brute g/100g MS est donnée par la relation

M; — M
FB(%) = ﬁx 100

Ou MS est le pourcentage en matiére seche des échantillons.
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IVV-2-1-7- Détermination de quelques minéraux dans les cendres : Ca, Mg, Fe, Zn, Cu,
Mn, k, NaetP

IV-2-1-7-1- Principe

Il s’agit de la méthode décrite par ’AOAC (1990). Lorsque les atomes d’un élément
sont en contact avec une flamme, ils émettent des radiations de longueur d’onde déterminée et
dont I’intensité peut étre mesurée par spectrophotométrie. La concentration du cation & doser

est calculée a partir des valeurs d’absorbance par des équations linéaires de régression.

IV-2-1-7-2- Minéralisation et préparation des solutions d’échantillon :

Une quantité de 0,4 g d’échantillon broyé est pesée dans un creuset en porcelaine puis
mis au four (PROLABO) a 650°C pendant 5 h. Aprés refroidissement, 5 mL d’acide nitrique
1 mol.L™? est ajouté a la cendre obtenue puis porté & évaporation totale sur un bain de sable.
Au résidu est ajouté 5 mL d’acide chlorhydrique 0,1 mol.L-1 qui est remis au four & 400°C
pendant 30 min. Le résidu final est récupéré avec 10mL d’acide chlorhydrique 1 mol.L-1 puis
versé dans une fiole de 50 mL. Le creuset est rincé deux fois avec 10 mL de I’acide
chlorhydrique. La fiole est complétée a 50mL avec I’acide chlorhydrique. Dans les mémes

conditions, un essai a blanc est réalisé (AOAC ,1990)

IV-2-1-7-3- Préparation des gammes d’étalonnage (Pinta, 1973) :

Pour le magnésium, des volumes de 0, 0,5, 1, 1,5, 2,5 et 3 mL de solution a 100 pg/mL
de magnésium sont introduits successivement dans six fioles jaugées différentes de 100 mL
chacune. Ensuite des volumes de 2 mL d’acide chlorhydrique concentré et 10 mL sont ajoutés
dans chacune des fioles. Enfin ces volumes sont ramenés a 100 mL avec de I’eau
déminéralisée.

Pour le manganeése, des volumes de 0, 2,5, 5, 7,5, 10 et 20 mL de solution a 100
ug/mL de manganése sont introduits successivement dans six fioles jaugées differentes de 100
mL chacune. Ensuite un volume de 2 mL d’acide chlorhydrique concentré est ajouté dans
chacune des fioles. Enfin ces volumes sont ramenés a 100 mL avec de I’eau déminéralisée.

Pour le potassium, des volumes de 0, 0,5, 1, 1,5, 2, 3 et 4 mL de solution a 100 pg/mL
de potassium sont introduits successivement dans sept fioles jaugées différentes de 100 mL
chacune. Ensuite un volume de 2 mL d’acide chlorhydrique concentré est ajouté dans chacune
des fioles. Enfin ces volumes sont ramenés a 100 mL avec de I’eau déminéralisée.

Pour le sodium, des volumes de 0, 0,2, 0,4, 0,8, 1,6 et 2 mL de solution a 100 pg/mL

de sodium sont introduits successivement dans six fioles jaugées différentes de 100 mL
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chacune. Ensuite un volume de 2 mL d’acide chlorhydrique concentré est ajouté dans chacune
des fioles. Enfin ces volumes sont ramenés a 100 mL avec de I’eau déminéralisée.

Pour le calcium, des volumes de 0, 2,5, 5, 7,5 et 10 mL de solution a 100 pg/mL de
calcium sont introduits successivement dans cing fioles jaugées différentes de 100 mL
chacune. Ensuite des volumes de 2 mL d’acide chlorhydrique concentré et 10 mL de solution
de lanthane a 3 % sont ajoutés dans chacune des fioles. Enfin ces volumes sont ramenés a 100
mL avec de I’eau déminéralisée.

Pour le fer, des volumes de 0, 2,5, 5, 7,5, 10 et 20 mL de solution a 100 pg/mL de fer
sont introduits successivement dans six fioles jaugées différentes de 100 mL chacune. Ensuite
un volume de 2 mL d’acide chlorhydrique concentré est ajouté dans chacune des fioles. Enfin
ces volumes sont rameneés & 100 mL avec de I’eau déminéralisée.

Pour le cuivre, des volumes de 0, 0,1, 0,25, 0,5, 1, 1,25 et 2 mL de solution & 100
ug/ml de cuivre sont introduits successivement dans sept fioles jaugées différentes de 100 mL
chacune. Ensuite un volume de 2 mL d’acide chlorhydrique concentré est ajouté dans chacune
des fioles. Enfin ces volumes sont ramenés a 100 ml avec de 1’eau déminéralisée.

Pour le zinc, des volumes de 0, 0,2, 0,4, 0,8, 1,6 et 2 mL de solution a 100 pg/mL de
zinc sont introduits successivement dans six fioles jaugées différentes de 100 mL chacune.
Ensuite un volume de 2 mL d’acide chlorhydrique concentré est ajouté dans chacune des
fioles. Enfin ces volumes sont ramenés a 100 mL avec de I’eau déminéralisée.

Pour le phosphore, dans quatre fioles jaugées de 25 mL on introduit successivement 3,
5, 7 et 10 mL de la solution aqueuse de phosphate monopotassique (& partir de KH,PO, séché
pendant deux heures & 105°C, préparée en pesant 4,393 g de KH,PO,4 qu’on a dissout dans de
I'eau distillée et complété a 1 000 mL ; puis on a prélevé 10 mL de cette solution qu’on a dilué
a1 000 mL : 1 mL de la solution de phosphate monopotassique obtenue = 10 microgrammes
de P). Les quantités de phosphore ainsi introduites dans ces fioles sont égales a 30, 50, 70,
100 microgrammes de phosphore. Puis, successivement 2 mL d'acide perchlorique, 2 mL de
la solution d'amidol, 1 mL de la solution de molybdate d'ammonium sont ajoutés et complétés
a 25 mL avec de l'eau distillée. L’ensemble est mélangé. Puis aprés 5 minutes d’attente, la
densité optique est mesurée en utilisant une cuve de 1 cm dans un spectrophotocolorimetre a
750 nm. Sur un graphique les densités optiques obtenues sont reportées en fonction des
quantités de phosphore présentes dans les fioles et la courbe standard (qui est une droite) est

tracée.
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IVV-2-1-7-4- Dosage au spectrophotomeétre d’absorption atomique :

Le spectrophotometre utilisé dans le cadre de cette étude pour le dosage des minéraux
Ca, Mg, Fe, Zn, Cu, Mn, k et Na est le spectrophotométre d’adsorption atomique a flamme
air-acétyléne de marque VARIAN et de type AA20. Le phosphore (P) quant a lui a été dosé

par colorimétrie.

IV-2-1-7-5- Mode opératoire :

Les longueurs d’ondes des €léments a analyser sont d’abord définies sur I’appareil
(285,2 nm pour le magnésium ; 766,5 nm pour le potassium ; 279,5 nm pour le manganése ;
589,0 nm pour le sodium ; 424,7 nm pour le calcium ; 324,8 nm pour le cuivre ; 248,3 nm
pour le fer et 213,9 nm pour le zinc). Ensuite, les différentes lectures des gammes
d’étalonnage permettent d’établir la courbe d’étalonnage traduisant 1’absorbance en fonction
de la concentration. Enfin, les solutions contenant la cendre sont présentées a ’appareil afin
de déterminer 1’absorbance. Notons qu’il faut obligatoirement faire passer le blanc entre le

passage de deux solutions différentes.

IVV-2-1-7-6- Dosage colorimétrique du phosphore

On Préléve 5 mL de la solution obtenue aprés minéralisation qu’on introduit dans une
fiole jaugée de 25 mL. Puis, successivement 2 mL d'acide perchlorique, 2 mL de la solution
d'amidol, 1 mL de la solution de molybdate d'ammonium sont ajoutés et complétés a 25 mL
avec de I'eau distillée. L’ensemble est mélangé. Aprés 5 minutes d’attente, la densité optique

est mesurée en utilisant une cuve de 1 cm dans un spectrophotocolorimétre a 750 nm.

IV-2-2- Effet de la supplémentation journaliére du meilleur mélange des champignons

(mélange 3) sur les rats ayant une alimentation hypercalorique sur un mois

IV-2-2-1- Effet de la supplémentation sur le poids et la glycémie des rats soumis a un
régime hypercalorique :

Le protocole utilisé a été celui de René et al. (2006) avec quelques modifications. Les
rats agés de 2 mois (~170g) ont été répartis au hasard dans quatre lots différents de quatre rats
chacun. Le 1% lot constitué des rats du groupe témoin négatif a été nourri durant un mois
d’expérimentation par une diéte normale (alimentation standard), le 2°™ lot constitué des rats
du groupe témoin positif a recu a la fois une diéte hypercalorique sucrée (DHS) et une diéte
hypercalorique grasse (DHG). Les deux autres lots étaient des lots tests qui, en plus d’une
diete hypercalorique sucrée et une diéte hypercalorique grasse, I'un recevait une

supplémentation journaliére de 12 g de poudre du meilleur mélange de champignons et I’autre
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recevait journalierement un gavage a I’extrait aqueux a une dose de 400 mg/kg de PC. En
plus de ces aliments et de 1’cau, les rats du groupe témoin positif et des groupes tests ont recu
de facon hebdomadaire une dose de D-glucose (0,8 g/ kg P.C.) et du sucrose (4 g/ kg P.C.)
apres un jeun de 12 heures.

La composition des dietes a été faite suivant le tableau XXI ci-dessous :

Tableau XXI : Différents régimes alimentaires (exprimés en g/ 100 g de repas) :

Diétes DN DHS DHG
Mais 25 29 8
Blé 40 20 11
Soja 15 10 28
Farine de poisson 10 3 3
Saccharose - 20 5
Huile de palme - 6 20
Farine d'os 1 1 2
Tourteau 8 - -
de palmiste

Manioc - 10 22
Complexe de 1 1 1
vitamines

Energie kcal /kg 340 430 473

Légende : DN= diéte normale, DHS= diéte hypercalorique sucrée, DHG= diéte hypercalorique grasse.

Le poids corporel et la glycémie ont été évalués tous les sept jours durant la période
d'expérimentation.

Au bout d’un mois d’expérimentation, et aprés 12 h de je(ne, les rats ont été pesés, et
anesthésiés avec la kétamine (50 mg/Kg de poids corporel) puis sacrifiés. Les échantillons de
sang recueillis ont été centrifugés a 3000 tours/mn pendant 10 minutes. Puis, le surnageant
(serum) a été recueilli dans deux aliquotes codés, conservés et congelés dans des tubes

Eppendorf & -80°C pour I’analyse de quelques paramétres biochimiques.
IVV-2-2-2- Effet de la supplémentation sur quelques parameétres biochimiques :

IV-2-2-2-1- Effet sur le profil lipidique
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IV-2-2-2-1-1- Dosage du cholestérol total

IV-2-2-2-1-1-1- Principe :

Le cholestérol est dosé par la méthode enzymatique. Les esters de cholestérols de
I’échantillon sont hydrolysés par la cholestérol estérase (CHE). Le cholestérol libre produit,
est oxydé par la cholestérol oxydase (CHO) pour former du cholesténe-4-one, avec production
simultanée d’eau oxygéné (H20,) qui s’allie par oxydation avec la 4-aminophenazone (4-AA)
et le phénol en présence de la peroxydase (POD) dont le produit est un groupement
chromophore (la quinonéimine) dont 1’augmentation de 1’absorbance a 510 nm peut étre
mesurée par spectrophotométrie (Allain et al., 1974).

La réaction de dosage étant la suivante :

Cholestérol estérase

Cholestérol esters + H,O > Cholestérol + acide gras
Cholestérol + O, Cholestérol oxydase _ ‘holestérol-4-one + H,0,
T
Peroxydase
2H,0; + Phénol + 4-Aminophenazone —> Quinonéimine + 4 H,O

IV-2-2-2-1-1-2- Mode opératoire :
Tableau XXII : Méthodologie de dosage du cholestérol total

Blanc Standard Sérum
Sérum - - 10uL
Standard - 10uL -
Réactif 1000pL 1000uL 1000pL

Les différents tubes sont mélangés et incubés pendant 5 mn a 37°C. Puis, 1’absorbance du
sérum et du standard est mesurée contre le blanc. La valeur de référence dans le sérum et le

plasma est comprise entre 150-220 mg/dL.

La formule utilisée pour le calcul du taux de cholestérol total plasmatique a été la suivante :

Taux de cholestérol total plasmatique (mg/dL) = % x C.standard

DO échantillon : densité optique de I’échantillon
DO standard : densité optique du standard
C. standard : concentration du standard
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IV-2-2-2-1-2- Dosage du cholestérol-HDL

IV-2-2-2-1-2-1- Principe :

Les lipoprotéines de faible densité (LDL), les lipoprotéines de tres faible densité
(VLDL) et les chylomicrons du sérum sont précipités par I'acide phosphotungstique (PTA) et
le chlorure de magnésium. Le cholestérol-HDL obtenu dans le surnageant apres centrifugation
est ensuite doseé par le réactif du dosage du cholestérol total. Les densités optiques (DOs1onm)
ont été lues au spectrophotometre et les quantités de cholestérol-HDL évaluées selon les

prescriptions du fabriquant du kit. (Friedewald et al., 1972)

IV-2-2-2-1-2-2- Mode opératoire
Tableau XXII1 : Méthodologie de dosage du cholestérol-HDL

Tubes Tests
Plasma 300 pL
Réactif de précipitation 300 pL

Les tubes sont homogénéisés a température ambiante comprise entre 15-30°C pendant 10 mn
puis centrifugés pendant 15minutes a 2000 tours par minute. Le surnageant est récupéré pour

le dosage du cholestérol HDL comme suit :

Blanc Standard Sérum
Surnageant - - S0pL
Standard - 50uL -
Réactif cholestérol 1000uL 1000uL 1000uL

Les tubes sont mélangés et incubés pendant 5 mn & 37°C. Puis, I’absorbance du sérum et du
standard est mesurée contre le blanc a 510 nm. La valeur de référence dans le sérum et le

plasma : « homme : 35-55 mg/dL ; femme : 45-65 mg/dL »

La formule utilisée pour le calcul du taux de cholestérol HDL plasmatique a été la suivante :

DO échantillon

X C.standard
DO standard

Taux de cholestérol HDL plasmatique (mg/dL) =

DO échantillon : densité optique de 1I’échantillon
DO étalon : densité optique de 1’étalon

C. standard : concentration du standard
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IV-2-2-2-1-3- Dosage des Triglycérides

IV-2-2-2-1-3-1- Principe

Les triglycérides (TG) ont été déterminés aprés une hydrolyse enzymatique par les
lipases.
L’indicateur coloré a été une quinone formée d’aprés les quatre réactions (Kaplan et

Pesce, 1996) suivantes :

Lipoprotéme lipase
Triglycérides + H:O » Glycérol + acide gras libres

Glycérol Kinase
Glycérol + ATP » Glycérol 3-phosphate + ATP

Glycérol-3-oxydase
Glycérol 3-phosphate + O2 » DAP + H:0O;

Peroxydase
2 H>O; + Pchlorophénol + 4- Aminophenazone » Quinone+ HO

Les densités optiques (DOs1g nm) ont été déterminées a I’aide d’un spectrophotomeétre

et les quantités de triglycérides ont été évaluées selon les prescriptions du fabriquant du Kit.

IV-2-2-2-1-3-2- Mode opératoire
Tableau XXIV : Méthodologie de dosage des triglycerides

Blanc Standard Sérum
Réactif de travail 1000pL 1000pL 1000pL
Eau distille 10pL - -
Sérum - - 10uL
Standard - 10uL -

Les tubes sont mélangés et incubés pendant 5 mn a température ambiante. Puis,
I’absorbance du sérum et du standard est mesurée contre le blanc & 510 nm. Valeurs de
référence dans le sérum et le plasma : « homme : 60-165 mg/dL ; femme : 40-140 mg/dL »

La formule utilisée pour le calcul du taux des triglycérides a été la suivante :

Taux de triglycéride plasmatique (mg/dL) = % x C.standard

DO échantillon : densité optique de I’échantillon
DO standard : densité optique du standard
C. standard : concentration du standard

Theése rédigée par MBANG MBARGA Audrey Judith

106



IV-2-2-2-1-4- Mesure de la concentration de cholestérol LDL

Le dosage des LDL se fait selon une méthode de calcul directe par la formule de
Friedewald et al., (1972).

LDL-C (mg/dL) = Cholesterol total (mg/dL) - [HDL-C (mg/dL) +TG/5] (mg/dL).

IV-2-2-2-2- Effet sur les paramétres de la fonction rénale

IV-2-2-2-2-1- Dosage de la créatinine sérique
Le dosage de la créatinine s’est fait par méthode colorimétrique telle que décrite par

Young (2001) en utilisant le kit Cypress Diagnostics.

IV-2-2-2-2-1-1- Principe
En milieu basique, la créatinine réagit avec le picrate pour former un complexe jaune
rouge dont I’intensité est proportionnelle a la quantité de créatinine en solution. Elle est

mesurée par la lecture de la densité optique a 510 nm.

IV-2-2-2-2-1-2- Protocole

Le réactif de travail a été préparé tel que décrit sur la notice du kit. Un volume de
NaOH 0,30 mM a été ajouté a un volume d’acide picrique 18 mM puis le mélange a été agité
avant utilisation. Un mL de cette solution a ét¢ mélangé a 200 puL de sérum et les densités

optiques ont été lues a 30 s et a 2 mn au spectrophotomeétre a 510 nm contre le blanc.

La formule suivante a été utilisée pour déterminer la concentration en créatinine dans

le sérum.

[ e s - AA échantill
Creatininémie (mg/dl) = ===———% x C.std

Cstd = concentration du standard

AA = variation de 1’absorbance

IV-2-2-2-2-2- Dosage de I’urée sérique
Le taux d’urée est déterminé par la méthode cinétique décrite par Thomas (1998) en

utilisant le kit Diagnostic Systems.
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I\V-2-2-2-2-2-1- Principe :
L’urée est d’abord hydrolysée en carbonate et en ammoniac en présence de 1’uréase.
L’ammoniac libéré réagit avec 1’acide a cetoglutarique en présence de NADH pour donner le

glutamate et le NAD+. Le NADH présente un maximum d’absorbance a 340nm.

) Uréase _ .
Uree + 2 H,0O > 2NHs + 2 HCO3

. GLDH .
2-Oxoglutarate + NH;~ + NADH >  L-Glutamate + NAD"™ + H,0

GLDH : Glutamate déshydrogénase

IV-2-2-2-2-2-2- Mode opératoire
La solution de travail est préparée en mélangeant 4 volumes de R1 avec 1 volume de
R2. Le tableau suivant présente le protocole de dosage de I'urée.

Tableau XXV : Méthodologie de dosage de ’urée sérique

Standard Echantillon
Solution de travail 1000 pL 1000 pL
Echantillon - 10 pL
Standard 10 pL -
Total 1010 pL 1010 pL

Les tubes sont mélangés et incubés pendant environ 60 secondes a +25°C/ +30 °C ou
environ 30 a 40 secondes a +37 °C, puis I’absorbance Al est lue. Aprés exactement 60
secondes. L absorbance A2 est également lue.

La formule suivante est utilisée pour déterminer la concentration en urée dans le sérum

; __ AA échantillon
Urée (g/l) = m X C.std

C. std = concentration du standard
AA = variation de I’absorbance
Le dosage de ces paramétres biochimiques permet d’évaluer les fonctions

métaboliques, hépatiques et rénales.

IV-2-2-2-2-3- Determination des protéines totales plasmatiques

Les protéines totales sont dosées par la méthode de Gornall et al (1949). Les liaisons
peptidiques des protéines réagissent avec les ions Cu®* en solution alcaline pour former un
complexe coloré donc 1’absorbance est proportionnelle a la concentration en protéines dans le

spécimen, il est mesuré a 550nm. Le réactif de biuret contient du sodium potassium tartrate

Theése rédigée par MBANG MBARGA Audrey Judith

108



qui complexe les ions Cu®* et maintient leur solubilité en solution alcaline. Le protocole de

dosage des protéines plasmatiques est le suivant :

Tableau XXVI : Méthodologie de dosage des protéines totales plasmatiques

Blanc Standard Echantillon
Réactif 1 1000 pL 1000 pL 1000 pL
Eau distillée 20 pL - -
Echantillon - - 20 pL
Standard - 20 pL -

Les tubes sont mélangés et incubés pendant 10 mn a température ambiante. Puis les

absorbances des échantillons et de 1’étalon sont lues contre le blanc a 550 nm. La

concentration en protéines est calculée par la formule suivante :

(s s - DO échantillon
Protéinémie (mg/dl) = ——————"" x . standard
DO standard

DO échantillon : densité optique de 1’échantillon
DO étalon : densité optique de 1’étalon
C. standard : concentration du standard

IVV-2-2-2-3- Effet sur quelques marqueurs biologiques du stress oxydant

IV-2-2-2-3-1- Marqueur de la peroxydation lipidique : dosage des substances réactives a

I’acide thiobarbiturique (TBARS)

IV-2-2-2-3-1-1- Principe

Les composes carbonylés a l'instar du malondialdéhyde (MDA) issu de la
décomposition des hydroperoxydes d’acides gras, réagissent avec l'acide thiobarbiturique
(TBA) pour donner des chromophores de couleur rose absorbant a 532 nm. Ces complexes

colorés rendent compte de la quantité de malondialdéhyde présent dans le milieu (Wilbur et

al., 1949).

IV-2-2-2-3-1-2- Préparation de la solution de MDA

Les solutions d’acide thiobarbiturique (TBA) 0,37 %, d’acide trichloroacétique (TCA)
15 % et de HCI 0,25 N ont été initialement préparées et mélangées dans les proportions 1 :1 :1

pour obtenir la solution de MDA.
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IV-2-2-2-3-1-3- Protocole de dosage

Dans une série de tube en verre, ont été introduits 50 puL de sérum pour les essais. Le
tube témoin a re¢u 50 ul d’eau distillée. Dans chaque tube a été ajouté 1mL de la solution de
MDA. Les tubes ont été bouchés puis chauffés au bain marie & 100 °C pendant 15 mn. Ils ont
ensuite été refroidis puis centrifugés a 3000 tours/mn pendant 15 mn & température ambiante.
Le surnageant a été décanté et la DO a été lue a 532 nm a l'aide d'un spectrophotometre,
contre le blanc. La concentration en MDA exprimée en umol/L a été calculée a 1’aide du

coefficient d’extinction molaire e= 1,56.105 M-1.cm-1 comme suit :

TBARS =DO x 10% £ x L x m

DO : densité optique

¢ : coefficient d’extinction molaire (e= 1,56.105 M-1.cm-1),
TBARS : concentration en MDA (nM MDA/mg de prot)

L : trajet optique de la cuve (1cm).

m : quantité de protéine (mg)

1V-2-2-2-3-2- Dosage de D’activité de la superoxyde dismutase

IV-2-2-2-3-2-1- Principe (Misra et Fridovish, 1972)
L’oxydation de 1’adrénaline en adrénochrome dans un milieu est inhibée en présence
de la superoxyde dismutase (SOD). La variation de 1’absorbance, qui est proportionnelle a

I’activité de la SOD, est notée entre 20 et 80 secondes a 480 nm.

IV-2-2-2-3-2-2- Protocole de dosage
Le dosage de la SOD a été réalise comme décrit dans le tableau ci-dessous

Tableau XXVII : Méthodologie de dosage de la SOD

Echantillon Blanc Echantillon
Sérum/Homogénats (uL) - 134
Tampon carbonate 0,05 M, pH 10,2 (uL) 1800 1666
Adrénaline 0,3 mM (pL) 200 200

Apres homogénéisation, 1’absorbance des tubes tests a 480 nm a été mesurée a 20 et a 80

secondes contre le blanc.

L’activité de la SOD a été déterminée comme suit :
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La variation de I’absorbance : AA (mn) = A20S — A80S
% d’inhibition = 100 — (AAessai x 100/AAblanc) = n unités de SOD.
L’activité de la SOD a été exprimée en umol de SOD/mn/mg de protéine
A20S = Absorbance mesurée a 20 secondes ; A80S = Absorbance mesurée & 80 secondes ;
AAessai = Variation de ’absorbance de 1’échantillon ; AAblanc = Variation de 1’absorbance

du blanc ; f = facteur de dilution ; 50 % d’inhibition équivaut a une unité de SOD.
1V-2-2-2-3-3- Mesure de ’activité de la catalase

IVV-2-2-2-3-3-1- Principe (Sinha, 1972) :
Le peroxyde d’hydrogene est rompu en présence de la catalase (CAT). Le résidu se lie
au dichromate de potassium pour former un précipité bleu vert d’acide perchlorique instable

qui va étre décomposé par la chaleur et former un complexe vert.

IVV-2-2-2-3-3-2- Protocole de dosage
Le protocole utilisé pour réaliser la courbe d’étalonnage est décrit dans le tableau ci-
dessous :

Tableau XXVIII : Méthodologie de dosage de la catalase

Tubes 1 2 3 4 5
Volume de H,0, (50 mM) (uL) 0 20 40 80 160
K.Cr,0-/acide acétique glacial (uL) 2000 2000 2000 2000 2000

Apres formation du précipité bleu, les tubes ont été chauffés a 100°C pendant 10 mn (apparition de
la couleur verte) et refroidis a température ambiante.
Eau distillée (uL) 1000 980 960 920 840
Concentration de H,0, (mMM) 0 2 4 8 16

Absorbances obtenues - - - - .

Le dosage colorimétrique de la catalase est réalisé comme indiqué ci-dessous.

Tubes Blanc réactif Echantillon
Eau distillée (uL) 50 -
Homogénats (uL) - 50
Tampon phosphate 0,1 mM ; pH 7,5 (uL) 750 750
Peroxyde d’hydrogeéne 50 mM (uL) 200 200

Incubation pendant 1 mn a température ambiante

Dichromate de potassium/acide acétique glacial (uL) 2000 2000
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Les tubes ont été bouchés a I’aide des billes de verre et les solutions ont été chauffées a 100°C

pendant 10 mn. Aprés refroidissement, 1’absorbance des échantillons a été lue contre le blanc a 1’aide

d’un spectrophotométre a 570 nm.

L’activité spécifique de la catalase est déterminée a partir de la formule suivante :

Act CAT=ADO/axtxm

Act CAT = Activité de la catalase (UM de H,O,/mn/mg de protéine) ; ADO = DO essai - DO
blanc ; a = Pente de la courbe d’étalonnage ; t = durée de la réaction (1 mn) ; m : quantité de

protéine (mg).

IVV-2-3-Analyses statistiques :

Les données ont été introduites dans une feuille de calcul Excel (Microsoft Office
2016) puis ont été soumises a une analyse avec le test de student pour échantillons
indépendants pour les analyses extra-groupes et un test de student pour échantillons appariés
pour les analyses intragroupes. Les différences entre les moyennes des échantillons ont été
comparees et discriminées a l'aide du test de Levene. Toutes les analyses ont été effectuées
avec le logiciel SPSS version 20.0 pour Windows, et le seuil de significativité a été fixe a P <
0,05.

1V-3-Résultats

IV-3-1- Rappel du choix du meilleur mélange de champignons pour la suite des travaux.

Le tableau XXIX ci-dessous présente le meilleur mélange obtenu a 1’issu des chapitres
précédents. De ce tableau il en ressort que ce meilleur mélange de champignons a été le
mélange 3 constitué de Pleurotus pulmonarius, Pleurotus floridanus et Pleurotus sajor caju

dans les proportions 0,5 ; 2 ; 0,5 respectivement.

Tableau XXIX : Choix du meilleur mélange de champignons

Différents Rendement Test Test Test Tests

tests antioxydant enzymatique hypoglycémique antihyperglycé-
mique

Meilleurs Mélange 3  Mélange 3 et Meélanges 2 Mélange 1 et 3 Mélange 3

mélanges des  et4 1 etl

différents test

Meilleur Melange 3

mélange final
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IVV-3-2- Teneur en quelques nutriments du mélange 3 sous sa forme crue et cuite

Le tableau ci-dessous présente la teneur en quelques nutriments du meilleur mélange
de champignons sous sa forme crue et cuite. On peut dire de ce tableau que le mélange de
champignons pleurotes est assez riche en nutriments particulierement en minéraux potassium
et calcium que ce soit sous sa forme cuite ou crue. Par contre, le manganese et le cuivre ne
sont presque pas présents sous ces deux formes. Aussi, que ce soit en minéraux ou en
macronutriments, il ressort de ce tableau que le mélange de champignons pleurotes est plus
riche en nutriments sous sa forme crue que cuite. Toutefois, I’analyse statistique montre qu’il
n’existe pas de variation significative (p > 0,05) entre les teneurs en nutriments obtenus sur

ces deux formes.

Tableau XXX : Teneur en quelques nutriments pour 100 g d’aliments sec du mélange 3 sous

la forme crue et cuite

Meélange de champignons crus ~ Mélange de champignons cuits

Moyenne Ecart type Moyenne Ecart type
Macronutriments
en %
Protéines 23,01° 0,27 13,68° 0,25
Lipides 4,25 0,35 9,25° 0,21
Glucides 68,74° 0,41 67,83 0,32
Fibres 5,35 0,49 9,25° 0,35
Cendres 4° 0 3,0° 0
Teneur en eau 8,90 0,45 21,73 10,63
Minéraux en
(mg/1009)
P 503,56" 0,91 279,52" 1,27
K 1691,61' 0,92 1061,78' 1,27
Na 283,66 1,77 592,23 0,32
Ca 1542 5% 2,12 1302,5% 3,54
Mg 55,90" 0,01 46,12' 0,07
Fe 12,98™ 0,04 6,8" 0,14
Zn 5,21" 0,14 5,36" 0,28
Mn 0,01° 0 0,01° 0
Cu 0,01° 0 0,01° 0

Légende : Les valeurs sont les moyennes affectées de leur écart type. Les moyennes rangées par ligne affectées
des lettres différentes sont non significatives a p > 0,05.
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IVV-3-3- Effet de la supplémentation journaliere du mélange 3 sur le poids des rats ayant
une alimentation hypercalorique sur un mois :

Durant le mois d’expérimentation, nous avons constaté une prise de poids chez les lots
témoin positif (TP), témoin négatif (TN) et chez le lot de rats tests supplémenté a la poudre de
champignons (figure 19). Pour le lot de rats tests gavé a I’extrait de champignons, on a
constaté plutot une baisse du poids tout le long de la période d’expérimentation. En effet, le
groupe de rats temoins positifs (TP) nourri a une alimentation riche en sucres et en graisses
(ou a une alimentation hypercalorique) a présenté un gain de poids plus élevé que tous les
autres groupes de rats tests suivi du groupe de rats témoins négatifs (TN). Les groupes de rats
tests qui, en plus de I’alimentation riche en graisseS et en sucres étaient supplémentés
journalierement de champignons du mélange 3 (poudre et extrait) ont présenté les plus faibles
poids.

Selon I’analyse intra groupe, on n’a pas relevé une variation significative (p > 0,05) du
poids entre le début et la fin de 1’étude chez les groupes de rats tests mais on a relevé une
augmentation significative (p < 0,001) du poids entre ces deux temps chez le groupe de rats
temoins négatifs et aussi une augmentation significative (p< 0,05) entre ces deux temps chez
le groupe de rats témoins positifs. Et, selon une analyse extra groupe, on a noté aux jours 21 et
28 une variation significative (p < 0,05) entre le groupe TP et le groupe test gavé avec de

I’extrait.
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Figure 20 : Evolution du poids au cours de la supplémentation journaliére du melange 3 sur

les rats nourris a une alimentation riche en sucres et en graisses.

Légende : TN= témoin négatif ; TP= témoin positif, Ext = extrait
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IV-3-4- Effet de la supplémentation journaliere du mélange 3 sur la glycémie des rats

soumis a un régime hypercalorique sur un mois:

Au cours de la supplémentation du mélange 3 sur les rats ayant une alimentation riche
en sucres et en graisses, durant la 1% semaine d’expérimentation, on a constaté une
augmentation significative (p < 0,05) de la glycémie chez le groupe TP mais non significative
(p > 0,05) chez le groupe test supplémenté journaliérement de 12 % de poudre de
champignons. Puis, durant la deuxiéeme semaine, nous avons constaté une baisse de la
glycémie dans ces deux groupes avec une baisse significative (p < 0,05) chez le groupe de rats
tests ayant ingéré la poudre. Puis, la glycémie a fini par se stabiliser chez ce groupe de rats
tests, ce qui n’était pas le cas pour le groupe de rats TP ou on a observé apres la deuxieme
semaine une augmentation progressive de la glycémie jusqu’a la fin de 1’étude. Le groupe de
rats tests supplémenté a 1’extrait du mélange 3 a par ailleurs présenté une baisse progressive
de la glycémie durant toute la période d’expérimentation. En effet, on a constaté que ce
groupe test supplémenté a I’extrait a mieux agi que le groupe TN avec de faibles glycémies
que le groupe TN (figure 20). Que ce soit chez le groupe test supplémenté a la poudre, le
groupe TP ou le groupe TN, on n’a pas observé selon une analyse intra groupe une variation
significative (p > 0,05) entre le début et la fin de 1’étude. Mais, chez le groupe test
supplémenté au gavage de 1’extrait, on a observé une variation significative (p < 0,01) entre le
début et la fin de 1’étude. L’analyse extra groupe quant a lui a présené au jour 28 une variation

significative (p < 0,001) entre le groupe TP et les autres différents groupes.
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Figure 21 : Evolution de la glycémie au cours de la supplémentation journaliére du mélange 3

sur les rats nourris a une alimentation riche en sucres et en graisses.

Légende : TN= témoin négatif ; TP= témoin positif, Ext = extrait

Theése rédigée par MBANG MBARGA Audrey Judith

115



IV-3-5- Effet de la supplémentation sur quelques parametres biochimiques des rats

ayant recu une alimentation hypercalorique

IVV-3-5-1- Dosage de quelques marqueurs du profil lipidique

L’¢évaluation du profil lipidique a permis d’observer si la supplémentation journalicre
en mélange de champignons (poudre et extrait) permettrait de réguler les paramétres du profil
lipidique chez les rats ayant une alimentation hypercalorique.

La figure 21 ci-dessous présente ainsi le taux de cholestérol total des différents
groupes de rats. Il en ressort que le groupe de rats TN a présenté le taux de cholestérol total le
plus bas, suivi des groupes de rats tests. Le groupe de rats TP a présenté le taux de cholestérol
total le plus élevé. Comparé aux rats du groupe TP, on constate que lorsque les rats ont été
supplémentés aux mélanges de champignons, leur organisme a présenté une résistance a
I’élévation du taux de cholestérol total. On note tout de méme pour ce qui est des groupes
tests que le groupe supplémenté a la poudre a permis de limiter 1’augmentation du taux de
cholestérol total mieux que le groupe test supplémenté a 1’extrait. Par ailleurs, que ce soit chez
le groupe de rats TP, le groupe de rats TN ou chez les groupes de rats tests, le taux de
cholestérol total se trouve dans la valeur normale c’est-a-dire inférieure a 200 mg/dL. Du
point de vue statistique, on n’a pas observé de variation significative (p > 0,05) du taux de

cholestérol total entre ces quatre groupes de rats.
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Figure 22 : Taux de cholestérol total chez les différents groupes de rats
Légende : TN= témoin négatif ; TP= témoin positif, Ext = extrait. Les graphiques représentent les moyennes
affectées de leur écart type au-dessus, n=4. Les mémes lettres au-dessus des écarts types représentent une

absence de différence significative (p > 0,05 : non significatif)

La figure 22 ci-dessous présente 1’évolution du taux de cholestérol LDL chez les

quatre groupes de rats étudiés. On releve ici la méme observation faite avec le cholestérol
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total. En effet, le groupe de rats TN a présenté le plus faible taux de cholestérol LDL, le
groupe de rats TP a présenté le taux le plus élevé et aussi, la supplémentation en mélange de
champignons a permis de limiter 1’augmentation du mauvais cholestérol chez les rats ayant
une alimentation hypercalorique comparé au groupe de rats TP. Toutefois, de cette figure, on
note un taux de cholestérol LDL se trouvant dans la valeur normale c’est a dire inférieur a 150
mg/dL chez ces quatre groupes de rats. Et de plus, le groupe de rats traités a 1’extrait a mieux
agi que le groupe de rats traités a la poudre.

L’analyse statistique a montré une variation significative (p < 0,01) entre le groupe de
rats TN et le groupe de rats TP et une variation significative (p < 0,05) entre le groupe de rats
TN et le groupe de rats tests supplémenté a la poudre. Il n’existe pas de variation significative

(p> 0,05) entre le groupe de rats TN et le groupe de rats tests supplémenté a I’extrait.
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Figure 23 : Taux de cholestérol LDL chez les différents groupes de rats.

Légende : TN= témoin négatif ; TP= témoin positif, Ext = extrait. Les graphiques représentent les moyennes
affectées de leur écart type au-dessus, n = 4. Les mémes lettres au-dessus des écarts types représentent une
absence de différence significative et les lettres différentes représentent une variation significative (p < 0,05 :
significatif ; p > 0,05 : non significatif).

La figure 23 ci-dessous quant a elle nous présente le taux de cholestérol HDL. Il est
plus élevé chez le groupe de rats TN suivi des groupes de rats tests. Le groupe de rats TP
présente le taux de cholestérol HDL le plus bas. En effet, le groupe de rats TP et le groupe de
rats tests supplémentés a la poudre ont présenté des taux de cholestérol HDL inférieurs a la
normale c’est-a-dire inférieur a 45 mg/dL. Toutefois, comparé au groupe de rats TP, on
constate de cette figure que la supplémentation en mélange de champignons permet de limiter
la baisse du bon cholestérol chez les rats ayant une alimentation hypercalorique. S’agissant
des groupes tests entre eux, le groupe traité a 1’extrait a mieux agi que le groupe supplémentée

a la poudre.
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L’analyse statistique @ montré qu’il existe une variation significative (p < 0,05) entre
le groupe de rats TP et le groupe de rats TN et entre le groupe de rats TP et le groupe de rats
tests supplémenté a 1’extrait. Mais il n’existe pas de variation significative (p > 0,05) entre le

groupe de rats TN et les groupes de rats tests.
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Figure 24 : Taux de cholestérol HDL chez les différents groupes de rats

Légende : TN= témoin négatif ; TP= témoin positif, Ext = extrait. Les graphiques représentent les moyennes
affectées de leur écart type au-dessus, n = 4. Les mémes lettres au-dessus des écarts types représentent une
absence de différence significative et les lettres différentes représentent une variation significative (p < 0,05 :
significatif ; p > 0,05 : non significatif).

La figure 24 ci-dessous présente le taux de triglycérides chez les quatre différents
groupes de rats. Tout comme observe avec le taux de cholestérol LDL, le groupe de rats TP a
présenté le taux de triglycérides le plus élevé. On a constaté de cette figure que 1’organisme
des rats ayant une alimentation hypercalorique et supplémenté en mélange de champignons a
tendance a se comporter comme 1’organisme des rats ayant une alimentation saine avec un
taux de triglycérides presque similaire et méme plus bas chez le groupe de rats tests
supplémenté a 1’extrait. Le groupe de rats tests supplémenté a ’extrait a une fois de plus
mieux agi que le groupe de rats tests supplémenté en poudre. Toutefois, le taux de
triglycérides chez ces quatre groupes de rats se trouve dans les valeurs limites recommandées
car nous avons des taux compris entre 150 et 199 mg/dL.

L’analyse statistique a montré qu’il n’existe pas de variation significative (p > 0,05)

entre ces différents groupes de rats.
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Figure 25 : Taux de triglycérides chez les différents groupes de rats
Légende : TN= témoin négatif ; TP= témoin positif, Ext = extrait. Les graphiques représentent les moyennes
affectées de leur écart type au-dessus, n = 4. Les mémes lettres au-dessus des écarts types représentent une

absence de différence significative (p > 0,05 : non significatif)

1\VV-3-5-2- Dosage de quelques marqueurs de la fonction rénale

Le dosage de quelques marqueurs de la fonction rénale a permis de savoir si le
mélange de champignons pourrait aussi aider a prévenir 1’insuffisance rénale qui est une des
complications de I’hyperglycémie chronique.

Ainsi, la figure 25 ci-dessous présente le taux de créatinine chez les différents lots de
rats. De cette figure, on constate que le groupe TP a présenté le taux de créatinine le plus
élevé et le groupe test supplémenté a la poudre a présenté le taux de créatinine le plus bas.
Comparé au groupe TP, la supplémentation en mélange de champignons a tendance a baisser
le taux de créatinine chez les rats ayant une alimentation hypercalorique entrainant ainsi chez
le groupe test supplémenté a 1’extrait un taux de creatinine a la limite de la valeur normale
([7- 13] mg/L) tout comme chez le groupe de rats TN. Chez le groupe de rats tests
supplémenté a la poudre on note par contre un taux de créatinine inférieur a la valeur
normale : le groupe de rats tests supplémenté en extrait a agi mieux que le groupe de rats tests
supplémenté en poudre. On n’observe pas de variation significative (p > 0,05) entre ces quatre

différents groupes de rats du point de vue statistique.
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Figure 26: Taux de créatinine chez les différents groupes de rats.
Légende : TN= témoin négatif ; TP= témoin positif, Ext = extrait. Les graphiques représentent les moyennes

affectées de leur écart type au-dessus, n = 4. Les mémes lettres au-dessus des écarts types représentent une
absence de différence significative (p > 0,05 : non significatif)

La figure 26 ci-dessous présente le taux d’urée des différents groupes de rats. De cette
figure, on a constaté que le groupe test supplémenté a 1’extrait présente le taux le plus élevé et
le groupe test supplémenté en poudre a présenté le taux le plus bas. En effet, pour une valeur
normale du taux d’urée, la valeur devrait étre comprise entre 18 et 45 mg/dL. Or, on a
constaté de la figure 26 que le taux d’urée du groupe TN et du groupe test supplémenté a
I’extrait est plus élevé que la normale. Ici, le groupe test supplémenté a la poudre a mieux agi
que le groupe test supplémenté a ’extrait. Il existe une variation significative (p < 0,05) entre
le taux d’urée obtenu chez le groupe test supplémenté a la poudre et celui du groupe test
supplémenté a I’extrait. On note également une variation significative (p < 0,01) entre le

groupe test supplémenté a la poudre et le groupe TN.
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Figure 27: Taux d’urée chez les différents groupes de rats.

Légende : TN= témoin négatif ; TP= témoin positif, Ext = extrait. Les graphiques représentent les moyennes

affectées de leur écart type au-dessus, n = 4. Les mémes lettres au-dessus des écarts types représentent une
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absence de différence significative et les lettres différentes représentent une variation significative (p<0,05 :

significatif ; p > 0,05 : non significatif).

La figure 27 ci-dessous presente le taux de protéines. On a observé un taux de
protéines plus bas chez le groupe de rats TP et un taux plus élevé chez le groupe de rats tests
supplémenté a I’extrait. De cette figure, on a observé la méme observation faite avec le taux
de triglycérides chez le groupe de rats TN et chez le groupe de rats tests supplémenté a la
poudre : le taux de protéines est presque similaire chez ces deux groupes. Aussi, on a constaté
de cette figure que le groupe de rats tests supplémenté a 1’extrait a permis de mieux réguler le
taux de protéines que le groupe de rats tests supplémenté a la poudre. Par ailleurs, on peut
noter de cette figure 27 que le taux de protéines chez ces quatre groupes de rats ne se trouve
pas dans la valeur normale, c’est-a-dire n’est pas comprise dans 1’intervalle [60-80] g/L bien
que chez le groupe test supplémenté a I’extrait, le taux de protéines soit trés proche de cet
intervalle. Statistiquement, on n’a pas observe de variation significative (p > 0,05) entre ces

quatre différents groupes de rats.

80
E 70 a a @ a
S 60 |
[72]
L 50 T
[
‘g 40
o 30
3 20
§ 10
= 0

TN TP Poudre Ext
B Taux de protéines 51,02 43,11 50,4 58,59

Figure 28 : Taux de protéines chez les différents groupes de rats.
Légende : TN= témoin négatif ; TP= témoin positif, Ext = extrait. Les graphiques représentent les moyennes

affectées de leur écart type au-dessus, n = 4. Les mémes lettres au-dessus des écarts types représentent une
absence de différence significative (p > 0,05 : non significatif)

I\VV-3-5-3- Dosage de quelques marqueurs du stress oxydant

Evaluer les marqueurs du stress oxydant permettait ici de voir si la supplémentation en
mélange de champignons permettrait de réguler les antioxydants enzymatiques chez les rats
ayant une alimentation hypercalorique. Dans le chapitre deux de ce document, il a été
démontré que les extraits issus des champignons mélangés avaient un potentiel antioxydant in
vitro, pour cela, il était question de savoir si la supplémentation en mélange de champignons

permettrait de maintenir constante 1’activité des enzymes antioxydantes chez les rats soumis a
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un régime hypercalorique in vivo. Ou du moins, permettrait d’éviter une baisse importante de
I’activité de ces enzymes chez les rats soumis a un régime hypercalorique afin de pouvoir
prévenir la survenue d’un stress oxydant. Eviter I’apparition d’un stress oxydant permettrait
ainsi de prévenir les maladies métaboliques telles que I’hyperglycémie chronique et 1’obésité.

La figure 28 ci-dessous présente le taux de TBARS (malonyldialdéhyde) chez les
différents groupes de rats étudiés. On constate de cette figure que le groupe TN a présenté le
taux de TBARS le plus bas et le groupe TP a présenté le taux de TBARS le plus élevé. On
reléve aussi de cette figure que, le taux de TBARS des groupes tests se rapproche plus du taux
de TBARS du groupe TN que du groupe TP. Donc, la supplémentation en mélange de
champignons permet d’éviter I’augmentation du taux de TBARS qui est un marqueur de la
peroxydation lipidique en comparaison au groupe TP. Les résultats concernant les groupes
tests entre-eux ont revelé que le groupe test supplémenté a I’extrait a mieux agi que le groupe
test supplémenté a la poudre.

L’analyse statistique montre qu’il n’existe pas de variation significative (p > 0,05) du
taux de TBARS entre ces quatre groupes de rats.
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Figure 29 : Taux de TBARS chez les différents groupes de rats.
Légende : TN= témoin négatif ; TP= témoin positif, Ext = extrait. Les graphiques représentent les moyennes
affectées de leur écart type au-dessus, n = 4. Les mémes lettres au-dessus des écarts types représentent une

absence de différence significative (p > 0,05 : non significatif)

Par ailleurs, s’agissant de I’activité de la catalase, la figure 29 ci-dessous présente une
activité de la catalase plus elevée chez le groupe de rats TN et une activité plus faible chez le
groupe de rats TP. Comparé au lot de rats TP, ’organisme des rats tests a présenté une
résistance a la baisse de cette activité. Tout de méme, on note que le groupe de rats tests
supplémenté a I’extrait a présenté une résistance a la baisse de I’activité de la catalase mieux
que le groupe de rats tests supplémenté a la poudre.

L’analyse statistique a révelé qu’il n’existe pas de variation significative (p > 0,05) de
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I’activité de la catalase entre ces quatre groupes de rats.
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Figure 30 : Activité de la catalase chez les différents groupes de rats étudiés
Légende : TN= témoin négatif ; TP= témoin positif, Ext = extrait. Les graphiques représentent les moyennes
affectées de leur écart type au-dessus, n = 4. Les mémes lettres au-dessus des écarts types représentent une

absence de différence significative (p > 0,05 : non significatif).

La figure 30 ci-dessous présente 1’activité de la SOD (Super Oxyde Dismutase) chez
les différents groupes de rats. On reléve de cette figure une faible activité de la SOD chez le
groupe de rats TP et une forte activité de ce paramétre chez le groupe de rats TN ayant ingéré
une alimentation saine. Chez les groupes de rats tests ayant été supplémenté en mélange de
champignons, on a constaté que I’activité de la SOD dans ces groupes se rapproche plus a
celle observée chez le groupe TN qu’a celle observée chez le groupe TP. La supplémentation
en mélange de champignons a donc permis de limiter la baisse de I’activité de la SOD
comparé au groupe TP. On note ici que le groupe test supplémenté a la poudre a mieux agi
que le groupe test supplémenté a I’extrait.

L’analyse statistique a révelé qu’il existe une variation significative (p < 0,05) entre le
groupe TP et le groupe TN, et entre le groupe TP et le groupe test supplémenté a la poudre. Il
n’existe pas de variation significative (p > 0,05) entre le groupe TN et les différents groupes
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Figure 31 : Activité de la SOD chez les différents groupes de rats étudies
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Légende : TN= témoin négatif ; TP= témoin positif, Ext = extrait. Les graphiques représentent les moyennes
affectées de leur écart type au-dessus, n=4. Les mémes lettres au-dessus des écarts types représentent une
absence de différence significative et les lettres différentes représentent une variation significative (p<0,05 :

significatif ; p > 0,05 : non significatif).

IVV-4-Discussion

L’hyperglycémie est un désordre métabolique qui survient lorsque 1’organisme est
incapable de produire suffisamment I’insuline ou d’utiliser I’insuline de maniére efficace
(Buse, 2006). Actuellement, il existe 5 classes de médicaments hypoglycémiants classiques.
Mais, compte tenu des divers effets secondaires qui sont associés a ces médicaments
(Chakrabarti et Rajagopalan, 2002), il existe un besoin urgent d'identifier et d'explorer les
sources naturelles avec moins d'effets secondaires. En effet, selon Tundis et al. (2010), les
inhibiteurs naturels des enzymes digestives du glucose ont moins d"effets secondaires ou pas.
Outre I’effet inhibiteur des sources naturelles telles que les plantes médicinales et les aliments
fonctionnels, ces derniéres peuvent également exercer leurs effets antidiabétiques a plusieurs
niveaux notamment :

- Au niveau intestinal, par 1’inhibition des transporteurs de glucose SGLT1 et GLUT2
de la muqgueuse, réduisant ainsi son absorption ;

- Au niveau pancréatique, par la stimulation de la sécrétion d’insuline ou régénération
des cellules B ;

- Au niveau des tissus périphériques, la potentialisation de I’action de I’insuline par :
stimulation de la captation de glucose en agissant sur GLUT4, stimulation de la
glycogénogenese et la glycolyse hépatique, inhibition de la néoglucogenése, et aussi
I’inhibition de la réabsorption rénale de glucose (Fehresti-Sani et al., 2012).

Ces propriétés sont attribuées aux plantes médicinales et aux aliments fonctionnels en
fonction de leurs variétés et de leurs diversités en composés bioactifs, capables d’agir sur
différentes voies métaboliques : transcription des geénes, effecteurs d’enzymes, d’hormones et
processus biologiques multiples, contribuant en définitif a rétablir ’homéostasie glucidique
perturbée par I’état diabétique.

C’est dans ce sens que NOUS nous sommes intéressés aux aliments fonctionnels c’est-a-
dire au traitement par les aliments qui est aussi I’'une des méthodes thérapeutiques que

préconise I’OMS dans le traitement de I’hyperglycémie (OMS, 2013).
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IV-4-1- Choix de utilisation de la poudre et de I’extrait de champignons mélangés pour
le test de supplémentation:

S’agissant de la supplémentation des mélanges de champignons plus précisément du
mélange 3 qui était notre meilleur mélange, nous disposions de ce mélange sous deux formes :
la forme extrait et la forme poudre. Ces deux formes ont été choisies parce qu’elles
représentent les méthodes les plus courantes de consommation des champignons. En effet,
I’extrait a été choisi parce que le champignon peut étre consommé sous forme de thé et
d’infusion et la poudre parce que le champignon peut étre consommé sous la forme fraiche ou
séche. Pour cette derniere forme de consommation des champignons (fraiche ou séche), nous
avons opté pour les champignons secs a cause d’un probléme de conservation avec les
champignons frais. Et, pour les champignons secs, les rats n’étant pas habitués a leur
consommation, cela aurait été difficile pour leur consommation d’ou nous avons opté de
broyer les champignons secs afin de pouvoir les mixer dans 1’aliment des rats. Concernant
cette expérimentation de la supplémentation qui s’étendait sur un mois, on disposait de quatre
lots de rats ; le lot témoin négatif (TN) était nourri journalierement durant toute la période
d’expérimentation avec 100 g d’aliments standard. Le lot témoin positif (TP) était nourri
journalierement avec 100 g d’aliments hypercaloriques. Les lots tests quant a eux, en plus de
I’alimentation hypercalorique, I’un d’eux était supplémenté journalicrement d’un gavage a
I’extrait a une dose de 400 mg/kg de PC qui est la dose ayant montré des capacités a limiter et
a baisser la glycémie a court terme et 1’autre groupe test était supplémenté journaliérement de
12 g de poudre de champignons. Pour ce dernier groupe, le choix des 12 g de poudre de
champignons a été fait sur la base des travaux antérieurs (Omgba et al., 2023). En effet, nos
études antérieurs ont montré que le plat de champignons avait un index glycémique bas a 120
g. Sachant qu’un kilogramme de champignons frais équivaut a 100 g de champignons Séchés,
pour 120 g de champignons cuisinés cela correspondrait a environ 12 g de champignons
séches.

Avant le test de la supplémentation en poudre de champignons proprement dit, une
étude sur la teneur en nutriments du mélange 3 a été menée. Ceci était dans le but de voir
I’effet du mélange de champignons sur la teneur en quelques nutriments des champignons

pleurotes.

IVV-4-2- Teneur en quelques nutriments du mélange 3:
Il ressort donc de cette étude que le mélange 3 de champignons pleurotes constitué de

Pleurotus pulmonarius, Pleurotus floridanus et Pleurotus sajor-caju a une proportion de
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0,5/2/0,5 respectivement est particulierement riche en nutriments. Ces travaux corroborent
avec ceux de Mbang (2017) qui avait évalué la teneur en nutriments des champignons pris
individuellement c’est-a-dire Pleurotus pulmonarius et Pleurotus floridanus et a trouvé que
ces champignons renfermaient un potentiel nutritionnel considérable. Plus précisément,
Mbang (2017) a montré que les champignons Pleurotus pulmonarius et Pleurotus floridanus
en plus de leur potentiel en macronutriments renfermaient également des minéraux tels que le
calcium, le potassium, le sodium, le magnésium, le fer et le phosphore. Ce qui a également été
montré dans ces travaux, que le mélange de champignons pleurotes était particuliérement
riche en ces minéraux (tableau XXX). De plus, Irenge (2002) définit les champignons
pleurotes comme étant des aliments constitués a 1’état frais de beaucoup d’cau (82 % a 92 %),
des protéines (27 % a 48 %), des lipides (2 % a 8 %), des hydrates de carbone (60 %), des
cendres (7 % a 11 %), des vitamines (B3, B2, B5, B1, B6 et B9) et des minéraux tels que le
cuivre, le phosphore, le potassium, le fer et le zinc. On constate ainsi que, de 1’analyse faite
par Irenge (2002) sur la valeur nutritionnelle des champignons pleurotes, notre mélange de
champignons pleurotes se rapproche de cette valeur nutritionnelle. De ce constat, on pourrait
dire que le mélange de champignons n’a pas affecté la valeur nutritionnelle qu’ont en général
les champignons pleurotes et dont la teneur en nutriments obtenue dans ce mélange de
champignons compétit avec la teneur en nutriments des champignons pleurotes présents sur le
marché.

On constate également de ces résultats qu’il n’existe pas de différence significative
entre les valeurs obtenues sous la forme crue et les valeurs obtenues sous la forme cuite. Ceci
étant, les propriétés observées avec la forme crue qui était la forme administrée aux rats
pourraient aussi s’observer avec la forme cuite qui est la forme consommée par les étres
humains. Néanmoins, bien qu’il n’existe pas de différence significative entre ces deux formes,
on constate tout de méme que lorsque le mélange de champignons est sous la forme cuite, on
observe une perte nutritionnelle plus précisément au niveau des minéraux. En effet, les
méthodes de cuisson contribuent a améliorer la qualité organoleptique des aliments,
permettant de les rendre plus digestes et d’améliorer la qualité microbiologique de ces
aliments. Autrement dit, elles permettent de detruire différentes toxines et autres contaminants
en augmentant la sécurité sanitaire et la durée de conservation des denrées alimentaires
(Boeing, 2012). Cependant, les méthodes de traitements de cuisson ont également cette
particularité de conduire parfois a une dégradation de la qualité nutritionnelle des aliments.
Ainsi, pour les macronutriments, ce sont principalement les proteines et les lipides qui sont

affectés par le traitement thermique. Les protéines sont considérées comme hautement
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réactives et principalement altérables par la réaction de Maillard, et les lipides quant a eux
sont plutdt sensibles a une oxydation d’autant plus facile que leur degré d’insaturation est
grand (Boeing, 2012). Pour les minéraux, ils peuvent étre soit éliminés par lessivage, soit
dégradés par des conditions physicochimiques défavorables telles que le pH, la chaleur, la
lumiére et ’oxygéne (Oude, 2011).

La perte en certains nutriments observée ici pourrait ainsi étre considérée comme
n’étant pas un phénomene péjoratif mais pourrait €tre vue comme étant ['une des réactions
que subit un aliment lorsqu’il est transformé.

Apres évaluation de la teneur en nutriments du mélange 3, il était question dans la
suite de ce travail d’étudier I’effet de la supplémentation de ce mélange de champignons
proprement dit sur des rats soumis a un régime hypercalorique. L’effet de ces mélanges allait
étre apprécié ou pas en les comparant aux effets observés chez les rats ayant un régime

hypercalorique mais non traités et a ceux des rats ayant une alimentation standard.

IV-4-3- Effet de la supplémentation sur le poids des rats soumis a un régime
hypercalorique:

Durant la période d’expérimentation, les courbes d’évolution du poids nous montrent
que, a I’exception du groupe test supplémenté a I’extrait ou le poids baissait progressivement
au fil du test, chez les trois autres groupes de rats on observait plutot un gain progressif du
poids (figure 19). Toutefois, bien qu’on observe un gain de poids chez ces trois groupes de
rats, on constate que le groupe de rats tests supplémenté a la poudre présentait une limite a la
prise de poids comparé au groupe de rats TP et au groupe de rats TN.

En effet, alors qu’on observe un gain de poids chez les autres groupes, la perte de
poids observé chez le groupe test supplémenté a 1’extrait pourrait étre dle au fait que le
concentré de principes actifs qui est I’extrait a inhibé fortement les enzymes de la digestion
telles que 1’alpha glucosidase et la lipase. Ces enzymes étant inhibées, la dégradation des
aliments aurait été que partielle avec une faible production d’acides gras et du glucose dans le
sang (Tundis et al., 2010). Aussi, au sujet du gain de poids observé chez le groupe test
supplémenté a la poudre, ce gain pourrait s’expliquer d’apres Kabadi et al. (2000) je cite :
«D'un contrble glycémique adéquat découle certains avantages et inconvénients dont
notamment la réduction des complications micro-et macrovasculaires mais également la prise
de poids et l'incidence augmentée d'hypoglycéemie ». De méme, certains auteurs pensent
qu’une conséquence potentielle de I'amélioration du controle glycémique s'avere étre le gain

de poids qui peut varier de 1 a 10 kg (Rigalleau, 2004). Toutefois, nous constatons que bien
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qu’on observe un gain de poids dans ce groupe, celui-ci est néanmoins plus bas que le gain
observé chez le groupe TN et chez le groupe TP. De ces résultats sur 1’évolution du poids, on
pourrait dire que, le fait que les groupes tests présentent les plus faibles poids montre que le
mélange de champignons pourrait aider a prévenir certaines maladies métaboliques telles que
I’obésité, I’hyperglycémie et par conséquent le diabéte de type 2 chez les personnes saines
mais ayant une alimentation hypercalorique. Aussi, pour des sujets déja malades, on pourrait
dire de ces résultats que, la forme de consommation des champignons par les thés et les
infusions qui représentent ici la forme par I’extrait pourrait étre plus adéquate aux patients en
surpoids ou obéses développant ou pas un diabéte de type 2. Et, la forme de consommation
directe des champignons représentée ici par les poudres pourrait étre plus adéquate aux
patients diabétiques de type 2 ayant une IMC en-dessous de la valeur normale ou comprise

dans la valeur normale.

IV-4-4- Effet de la supplémentation sur la glycémie des rats soumis a un régime
hypercalorique:

Les résultats sur la glycémie montrent une baisse de la glycémie observée chez les
groupes de rats tests suite a une supplémentation en mélange de champignons au regard du
groupe TP. En effet, au bout de I’expérimentation, on constate que la glycémie chez le groupe
test supplémenté a I’extrait est plus basse que celle observée chez le groupe TP et méme que
celle du groupe TN. La glycémie chez le groupe test supplémenté a la poudre quant a elle se
stabilise au bout du temps et est similaire a celle du groupe de rats TN ayant ingéré une
alimentation standard (figure 20). Chez le groupe TP, on observe au jour 28, une
augmentation significative de la glycémie comparée aux autres groupes. La baisse de la
glycémie ou la stabilisation de la glycémie au bout du temps chez les groupes tests montre
que les champignons pleurotes semblent se comporter pareillement que les antidiabétiques
oraux (metformine, glybenglamide, amarel, diamicron...). L’effet hypoglycémiant des
champignons pleurotes pourrait a priori étre attribué a celui des sulfamides hypoglycémiants.
Les molécules présentes dans les champignons se seraient liées a un récepteur spécifique de la
membrane des cellules B pancréatiques au voisinage du canal potassique ATP dépendant et
auraient provoqué la fermeture de ce dernier. Ce qui aurait entrainé une dépolarisation
membranaire des cellules B avec ouverture des canaux calciques voltage dépendant et un
influx de Ca®*, déclenchant ainsi par exocytose I’extrusion des granules de sécrétion

d’insuline (Grimaldi et al., 2009).
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D’aprés d’autres auteurs, 1’effet hypoglycémiant des champignons pleurotes pourrait
s’expliquer par le fait que plusieurs molécules bioactives isolées des plantes telles que les
terpénes et les flavonoides influencent les cellules B pancréatiques et stimulent la sécrétion de
I’insuline par leurs activités antioxydantes (Jang et al., 2004 ; Sarkhail et al ., 2007). En
effet, au cours de I’hyperglycémie, les radicaux libres affectent et détruisent les cellules B, et
donc les plantes via leur activité antioxydante, vont renforcer les antioxydants endogenes en
inhibant ainsi les radicaux libres et pourront agir sur les cellules B et augmenter la sécrétion de
I’insuline (Waltner-law et al., 2002 ; El-Alfy et al., 2005). Or, il a été montré dans le
chapitre 3 de ce document que les champignons pleurotes renfermaient également ces deux
métabolites secondaires que sont les terpénes et les flavonoides et donc [I’effet
hypoglycémiant des champignons observé pourrait encore étre attribué a ces deux composés.

Par ailleurs, pour d’autres auteurs, 1’effet hypoglycémiant des plantes pourrait étre
assimilé a la fois aux constituants organiques qu’aux constituants inorganiques. En outre, pour
ces auteurs il est important de noter que les constituants inorganiques que les plantes
médicinales contiennent jouent parfois un role primordial dans 1’amélioration de leurs
propriétés médicinales y compris 1’activité hypoglycémiante. En effet, Bhaskar et al. (2008),
qui ont étudié I’effet hypoglycémique de 1’extrait aqueux de Mucuna prurien « 200 mg/kg »
chez des rats rendus diabétiques par streptozotocine, indiquent qu’un certain nombre de
minéraux essentiels (Na, K, Ca, Zn, Mg, Fe, Cu et Mn) peuvent étre associés a un mécanisme
de libération de I’insuline et de son activité. Les champignons étudiés étant ainsi riches en ces
minéraux auraient également pu manifester leur effet hypoglycémiant aux travers de ces
minéraux.

Les différents mécanismes par lesquels les mélanges de champignons pourraient
développer un potentiel hypoglycémiant montrent que les champignons mélangés pourraient
aider a prévenir I’hyperglycémie et a éviter ainsi de nombreuses maladies métaboliques face a

un régime hypercalorique.

IV-4-5- Effet de la supplémentation sur le profil lipidique des rats soumis a un régime
hypercalorique:

Plusieurs études ont prouvé que l'obésité est un réel facteur de risque pour les maladies
chroniques en 1’occurrence le diabéte de type 2, I'hypertension, I'nyperlipidémie, I'apnee du
sommeil, certains types de pathologies cancéreuses et articulaires (Cabrinety et al., 2002,
Kavey et al., 2003). Chez les enfants et les adolescents, les risques liés a 1’obésité sont les

plus a craindre dans la mesure ou cette derniére est un facteur déterminant de morbidité et de
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mortalité qui apparait au jeune age et persiste généralement a I'age adulte, ce qui augmente
fortement le risque de maladies cardiovasculaires (Kavey et al., 2003 ; Gunczler et al.,
2002). En effet, ’obésité étant 1’'une des principales complications de 1’hyperglycémie
chronique qui entraine généralement la mort de 1’individu (Eliza, 2008), évaluer I’effet de la
supplémentation des mélanges de champignons chez les rats soumis a un régime
hypercalorique ne devrait donc pas seulement se limiter a un contrble glycémique mais
également a un suivi des parametres du profil lipidique. Ainsi, évaluer le profil lipidique ici
nous permettait de savoir si la supplémentation a base de mélanges de champignons
permettrait de réguler le profil lipidique afin de prévenir 1’obésité qui est non seulement une
des causes de I’hyperglycémie mais également une conséquence de [’hyperglycémie
chronique.

S’agissant donc de 1’évaluation du profil lipidique, bien qu’on note un taux de
cholestérol total, un taux de cholestérol LDL et un taux de triglycérides se trouvant dans les
valeurs normales, le groupe TP présente néanmoins les taux les plus élevés de ces trois
paramétres. Aussi, en plus d’une augmentation importante de ces taux chez le groupe TP, la
différence significative observée entre le groupe TP et le groupe TN sur le taux de cholestérol
LDL nous montre la facilité qu’a 1’organisme des rats du groupe TP a augmenter ce paramétre
du profil lipidique face a un régime hypercalorique. En effet, comparé au groupe TN, bien
qu’on observe une augmentation du taux de cholestérol LDL et du cholestérol total chez les
groupes tests, on note qu’il n’existe pas tout de méme une différence significative de ces deux
parameétres entre le groupe TN et les groupes tests. Ces résultats pourraient suggérer que
I’organisme des groupes tests présente une résistance a I’augmentation du mauvais cholestérol
et du cholestérol total face a une alimentation hypercalorique. Le mécanisme sous-jacent par
lequel les champignons pleurotes ont exercé leur effet & inhiber 1’augmentation de la
cholestérolémie semble étre par une diminution de I'absorption intestinale du cholestérol, par
liaison avec des acides biliaires dans l'intestin et par augmentation d'excrétion biliaire
(Guzman, 2000 ; Sanchez, 2010). Les champignons pleurotes ont pu également agir en
diminuant la biosynthése du cholestérol spécifiquement par diminution de I’activité de la
HMG-CoA réductase (Sharma et al., 2003).

Par ailleurs, I’hyperglycémie s’associe souvent a une hyperlipidémie et provoque de
profondes anomalies dans la concentration et la composition des lipides. Ces anomalies
représentent un important facteur de risque de maladies cardiovasculaires (Eliza, 2008).
Ainsi, le fait que les champignons pleurotes ont permis d’inhiber I’augmentation ou de

maintenir a la normale le taux de cholestérol total, le taux de cholestérol LDL et les
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triglycérides pourrait ainsi signifier que les champignons aideraient a prévenir les maladies
coronaires. D’aprés Baudin (2006), le niveau éleve du cholestérol total dans le sang
représente un facteur de risque majeur dans le développement des maladies coronaires. De
méme, plusieurs auteurs rapportent que la baisse ou la régulation de la concentration sérique
des lipides par un régime ou des médicaments thérapeutiques diminue fortement les risques de
maladies coronaires (Eddouks et al., 2007, ADA, 2011).

Pour le taux de cholestérol HDL par contre, entre le groupe TN et les groupes tests on
n’observe pas de différence significative sur ce parameétre mais entre le groupe TN et le
groupe TP on observe une différence significative. Ainsi, comparé au groupe TP, nous
pouvons dire de ces résultats que la supplémentation en mélange de champignons permet de
limiter la baisse du bon cholestérol dans 1’organisme. Le rapport cholestérol LDL sur
cholestérol HDL qui exprime le risque artérogénique nous donne les valeurs de 0,47 ; 0,86 ;
1,31 et 1,89 respectivement chez le groupe TN, le groupe test supplémenté a I’extrait, le
groupe test supplémenté a la poudre et le groupe TP. Ces résultats montrent un faible risque
de développer une artériosclérose car ils présentent des rapports LDL sur HDL inférieurs a 2,5
(Pattabiraman et Muthukumaran, 2011). Tout de méme, bien que ce risque soit faible chez
ces différents groupes de rats, il est plus avancé chez le groupe de rats TP.

A T’issue de ces résultats sur le profil lipidique et comparé au groupe TP, nous
pouvons dire que la supplémentation en mélange de champignons permet de réguler les
paramétres du profil lipidique. Ce qui éviterait d’observer une dyslipidémie et donc une
obésité. Ces résultats montrent également que le mélange de champignons pourrait contribuer
a prévenir I’hyperglycémie mais aussi certains desordres métaboliques associés a
I’hyperglycémie telle que I’obésité. Par conséquent, le mélange de champignons permet aussi
de prévenir I’hypertension, les maladies cardiovasculaires... qui sont les facteurs de risques

de 1’obésité.

IV-4-6- Effet de la supplémentation sur quelques marqueurs de la fonction rénale des
rats soumis & un régime hypercalorique:

Le rein fait partie des cibles privilégiées des complications liées a I’hyperglycémie. En
effet, 1'élévation du taux de sucres dans le sang ou hyperglycémie altére le fonctionnement
des petits vaisseaux sanguins et le fonctionnement du rein (ADA, 2014). On parle de
complication rénale de I’hyperglycémie ou de néphropathie diabétique. Si le rein est atteint, il
y a, d’une part, un risque de maladie rénale chronique avec, a terme, une insuffisance rénale,

et a un stade avancé le besoin d'étre dialysé (pratiquer une épuration artificielle du sang).
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D’autre part, les reins ne fonctionnant plus correctement le risque de maladies
cardiovasculaires augmente. Le développement de la maladie rénale est insidieux; il y a peu,
voire aucun symptome avant une atteinte sévere des reins, d’ou I’importance du dépistage et
du contr6le régulier. Si des mesures de prévention et de protection sont prises suffisamment
tot, les complications rénales de I’hyperglycémie ou de 1’hyperglycémie chronique peuvent
étre retardées, voire évitées (Rutter et Nesto, 2011). En effet, les reins ont pour fonction de
filtrer le sang, et jouent entre autre un role essentiel de régulation, d’élimination des toxines,
de production et de sécrétion d’hormones. Il est crucial de rester aux aguets en ce qui
concerne tous les signes pouvant annoncer une maladie rénale, afin d’empécher une
destruction définitive de ces organes dont le dysfonctionnement peut se révéler fatal sans
transplantation ou dialyse (Pierre et al., 2010).

C’est dans ce sens que nous avons dosé le taux de créatinine, d’urée et de protéines qui
sont quelques marqueurs du bon déroulement de la fonction rénale. S’agissant donc du taux
de créatinine, nous avons observé un taux anormalement bas de ce parametre chez le groupe
test supplémenté & la poudre. Ce qui pourrait relever d’un dysfonctionnement dans la
physiologie rénale des animaux de ce groupe. Toutefois, on constate également qu’il n’existe
pas de différence significative du taux de créatinine entre ce groupe et celui du groupe TN. Ce
qui permet de lever le doute d’un dysfonctionnement rénal dans ce groupe. La méme tendance
de résultat a été obtenue avec les résultats issus du taux d’urée. Chez ce dernier, nous avons
obtenu un taux anormalement élevé de ce parameétre chez le groupe TN et chez le groupe test
supplémenté a 1’extrait avec une différence non significative entre ces deux groupes. Ce qui
implique que 1’anomalie observée chez le groupe supplémenté a 1’extrait ne reléve pas d’un
dysfonctionnement rénal. En effet, le taux anormalement élevé d’urée chez le groupe TN et
chez le groupe supplémenté a 1’extrait pourrait s’expliquer par le fait que le taux sanguin
d’urée peut étre influencé par des facteurs extra-rénaux contrairement a la production de la
créatinine sanguine qui est relativement constante chez un individu et ne dépend que de sa
masse musculaire (Seronie et al., 2004). Et donc, le taux sanguin de la créatinine est un
meilleur marqueur de la fonction rénale que le taux d’urée (Lagrange, 2010).

Par ailleurs, le taux normal de creatinine observé chez le groupe test supplémenté a
I’extrait et le taux normal d’urée observé chez le groupe test supplémenté a la poudre peuvent
permettre de dire que les champignons pourraient assurer la régulation de la fonction rénale.
En d’autres termes, le mélange de champignons permettrait d’éviter certains désordres
métaboliques associés a I’hyperglycémie a I’instar de 1’insuffisance rénale, ceci face a une

alimentation hypercalorique.
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Concernant les résultats issus du taux de protéines, aucune différence significative
chez ces quatre différents groupes de rats n’a été observée mais, on note que le groupe TP a
présenté le taux de protéines le plus bas. Ainsi, les protéines assurant plusieurs roles dans
I’organisme tel qu’un réle structural et caractérisant le bon déroulement de la fonction
hépatique et rénale, le faible taux de protéines (43,11 + 4,38 g/l) observé chez le groupe TP
(figure 27) pourrait rendre I’organisme de ces derniers a étre sujet a développer un
disfonctionnement cellulaire (Levine, 2002). Comparé au groupe TP, nous pouvons dire que
la supplémentation en mélange de champignons permet d’inhiber 1’oxydation des protéines.
En effet, bien qu’on n’a pas observé un taux de protéine normal chez ces différents groupes de
rats, on constate néanmoins que le groupe de rats TN présente un taux de protéeines (51,02 +
6,17 g/l) presque similaire au groupe de rats tests supplémenté a la poudre (50,4 + 4,37) et le
groupe de rats tests supplémenté a 1’extrait quant a lui présente un taux de protéines (58,59 +
8,91 g/l) trés proche de la valeur normale ([60 — 80 g/l]). Les champignons mélangés
pourraient ainsi étre propices a une régulation des protéines face a une alimentation
hypercalorique. De ce fait, les champignons pouvant inhiber I’oxydation des protéines
pourraient ainsi une fois de plus empécher un dysfonctionnement rénal dd a une

hyperglycémie.

IV-4-7- Effet de la supplémentation sur quelques marqueurs du stress oxydant des rats
soumis a un régime hypercalorique:

L’augmentation du niveau de glucose peut induire un stress oxydatif par
l'intermédiaire de la formation des espéces réactives de I’oxygeéne (ERO) (Prakasam et al.,
2005). Ces ERO sont tres toxiques pour les cellules, particulierement pour les membranes
cellulaires. Les ERO vont interagir avec la bicouche lipidique et provoquer la production des
lipoperoxydes (Sivajothi et al., 2008). Toutefois, des antioxydants endogenes enzymatiques
tels que la SOD, la CAT, le GPx et non enzymatique comme le GSH sont responsables de la
détoxification de I’organisme de ces radicaux libres déléteres (Cho et al., 2002). Dans le cas
de I’hyperglycémie chronique, 1’élévation des marqueurs du stress oxydant entraine une
diminution de ces systemes de défenses antioxydants enzymatiques et non enzymatiques
(Mazunder et al., 2005). On assiste ainsi a une augmentation des produits de la peroxydation
lipidiqgue (MDA), une diminution du GSH et une inhibition de D’activit¢ des enzymes
antioxydantes (SOD et CAT).

En effet, plusieurs études réalisées sur I’homme et sur des modeles animaux utilisant

le dosage de la TBARS qui représente la concentration en MDA ont constaté une
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augmentation du malonyldialdéhyde (MDA) dans le sang et les tissus (le foie, les reins et le
cerveau) des sujets hyperglycémiants et diabétiques (Pavlovic et al., 2000; Flourie et al.,
2006). Ces constats sont adéquats avec nos résultats ou on a relevé un taux plus élevé de la
concentration du MDA dans le sang des rats du groupe TP ayant des glycémies plus élevées
avec de faibles activités de la catalase et de la SOD. L’augmentation de la concentration du
MDA suggére une augmentation des espéces réactives de 1’oxygéne (Delattre et al., 2005)
qui attaquent les acides gras polyinsaturés de la membrane cellulaire et provoque la
peroxydation lipidique (Khan and Chakrabarti, 2007). L’augmentation de la peroxydation
lipidique quant a elle affaiblit le fonctionnement des membranes par la baisse de la fluidité
membranaire et par la diminution de Dactivité des enzymes et des récepteurs liés aux
membranes. Ces produits de la peroxydation lipidique sont nocifs pour les cellules de
I’organisme et sont associés a l'athérosclérose, les dommages des reins ainsi que plusieurs
autres dommages tissulaires (Delattre et al., 2005).

Par ailleurs, la SOD est I'une des plus importantes enzymes antioxydantes du systeme
de défense de l'organisme. La fonction majeure de la SOD est de catalyser la dismutation de
I'anion superoxyde O2- en peroxyde d’hydrogene H202 et donc réduire les effets toxiques di a
ce radical libre ou des autres radicaux qui dérivent des réactions secondaires (Yue et al.,
2005). Et, la catalase (CAT) quant a elle est une hémoprotéine qui catalyse la réduction des
peroxydes d'hydrogene en H20 et en oxygene et protége les tissus des radicaux hydroxyles
qui sont tres réactifs (Sathishsekar et Subramanian, 2005).

Ainsi, de nombreuses études expérimentales ont montré les effets bénéfiques de
I’administration des extraits de plusieurs plantes utilisées en médecine traditionnelle dans le
traitement de 1I’hyperglycémie, sur la balance oxydant/antioxydant ainsi que leurs capacités de
prévenir le développement des complications liées a cette hyperglycémie (Cho et al., 2002,
Bouzabata et al., 2013; Benderradji et al., 2014). C’est dans ce sens que nous avons dosé
quelques marqueurs du stress tels que La SOD, la catalase et le TBARS afin de voir si notre
mélange de champignons pleurotes permettrait de réguler ces marqueurs dans 1’organisme.
C’est-a-dire, il était question d’évaluer la capacité du mélange de champignons pleurotes a
protéger les tissus hépatiques et rénaux des dommages tissulaires qui peuvent étre causés par
une peroxydation lipidique lors d’une hyperglycémie die a un régime hypercalorique.

Au bout de I’expérimentation, on constate dont un taux de TBARS plus élevé chez le
groupe TP avec des activités de la catalase et de la SOD plus bas. Comparé au groupe TP, les
résultats nous montrent une fois de plus que I’organisme des rats ayant été supplémenté en

mélange de champignons se comporte mieux que celui des rats a regime hypercalorique non
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traité. De plus, s’agissant de la baisse de I’activité de la SOD chez le groupe TP, les résultats
nous montrent une différence significative entre 1’activité de la SOD chez le groupe TP et
I’activité de la SOD chez le groupe TN. Entre le groupe TN et les groupes tests, on ne note
pas de différence significative. Ces résultats pourraient traduire chez les groupes tests une
capacité a détoxifier I’organisme des effets di aux radicaux libres ou a la peroxydation
lipidique. Chez le groupe TP, on noterait plutét une capacité qu’a 1’organisme a développer
une peroxydation lipidique.

Autrement dit, comparé au groupe TP, la baisse du taux de TBARS et I’augmentation
des activités de la SOD et de la CAT chez les groupes tests (figures 28, 29 et 30) laissent
penser que la défense oxydante pourrait étre régulée par les principes actifs présents dans les
champignons. Ceux-ci auraient provoqué une augmentation de la capacité de détoxification de
I’organisme par I'amélioration de la capture des radicaux libres (Bouldjadj, 2009). Ce qui
contribuerait ainsi a prévenir la survenue d’un stress oxydant di a une hyperglycémie.

Ces résultats suggerent aussi que les champignons ont pu protéger les tissus hépatiques
et rénaux : ils ont pu contrbler I'état pathologique que pouvait entrainer une alimentation
hypercalorique par inhibition de la peroxydation lipidique. En outre, I’inhibition de la
peroxydation lipidique chez les groupes tests peut étre due au potentiel antioxydant du
mélange de champignons et a I'amélioration du contréle de la glycémie par inibition des
activités des enzymes digestives (Bouldjadj, 2009).

A T’issu de ces travaux de la supplémentation des mélanges de champignons sur les
rats ingérant un régime hypercalorique, nous pouvons aussi dire que les extraits ont présenté
une meilleure activité que les poudres. Le mélange de champignons pleurotes pourrait ainsi
avoir plus d’effets a prévenir I’hyperglycémie et les désordres métaboliques qui lui sont
associés s’il est consommé sous forme de thé ou sous forme d’infusion. En effet, sous ces
formes, les principes actifs des champignons étant davantage concentrés, permettent aux
champignons de mieux ressortir leurs propriétés thérapeutiques.

IVV-5- Conclusion partielle

A Dissu de ce 4°™ chapitre qui avait pour objectif de déterminer la teneur en quelques
nutriments du meilleur mélange (mélange 3) et d’étudier I’influence de sa supplémentation
journaliere (en poudre et en extrait) sur les rats soumis a un régime hypercalorique sur une
période d’un mois, il en ressort que :

e Le mélange 3 de champignons constitué de Pleurotus pulmonarius, Pleurotus

floridanus et Pleurotus sajor caju renferme une teneur en nutriments non négligeable tant
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sous sa forme crue que sous sa forme cuite: nous avons les macronutriments et les
miconutriments tels que le Fe, le Cu, le Zn, le Mn, le Ca, le Na, le P, le Mg et le K.

e La supplémentation en ce mélange de champignons permet de limiter la prise de poids
et de stabiliser la glycémie chez les rats soumis a un régime hypercalorique avec 1’extrait
agissant mieux que la poudre ;

e La supplémentation en ce mélange de champignons permet de réguler les paramétres
biochimiques des rats (les paramétres du profil lipidique : Cholestérol total, cholestérol HDL,
LDL et triglycéride, du stress oxydant : MDA, catalase, SOD et quelques parameétres de la
fonction rénale : créatinine, urée, protéine) soumis a une diete hypercalorique avec 1’extrait

agissant mieux que la poudre.
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CONCLUSION GENERALE,
SUGGESTIONS ET PERSPECTIVES
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CONCLUSION GENERALE

Au terme de cette étude qui avait pour but d’évaluer les activités antioxydante,
hypoglycémiante et antihyperglycémiante d’un mélange de trois champignons pleurotes ainsi
que I’influence de sa supplémentation sur les rats soumis & un régime hypercalorique, il en
ressort que :

> Les extraits de champignons mélangeés présentent une activité antioxydante
plus précisément les extraits aqueux et hydroéthanoliques avec les mélanges 1 et 3 comme
meilleurs mélanges. De plus, les extraits de champignons mélangés présentent une capacité a
inhiber les enzymes digestives (alpha amylase et alpha glucosidase) du glucose
particulierement les extraits aqueux.

> Les extraits aqueux et hydroéthanoliques qui ont présenté les meilleures
activités antioxydantes et inhibitrices des enzymes digestives renferment les composes
phénoliques tels que les saponines, les flavonoides, les tanins, les anthocyanes et les
terpénoides. Ces extraits ne présentent aucun signe notable de toxicité tant sur le plan
comportemental que physiologique et présentent a court terme une capacité a limiter et a
baisser I’hyperglycémie postprandiale précisément les extraits du mélange 3.

> Le mélange 3 constitué de Pleurotus pulmonarius, Pleurotus floridanus et
Pleurotus sajor cajou dans les proportions 0,5 ; 2 ; 0,5 respectivement présente une teneur en
nutriments considérable. Ce mélange de champignons contribue a long terme dans
I’organisme a la régulation du contréle pondéral, glycémique et au contrdle des paramétres
biochimiques (profil lipidique, quelques marqueurs de la fonction rénale et du stress oxydant)

chez les rats soumis a un régime hypercalorique avec 1’extrait agissant mieux que la poudre.
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SUGGESTIONS :

A T’issue de ce travail, nous pouvons conseiller a la population d’intégrer dans
leurs habitudes alimentaires une consommation des champignons pleurotes et
particulierement le mélange des espéces : Pleurotus floridanus, Pleurotus pulmonarius et

Pleurotus sajor caju.

PERSPECTIVES:

% Evaluer I’effet de la consommation journaliére du mélange 3 (sous forme de plat
cuisiné et de tisane) sur le statut nutritionnel des patients diabétiques de type 2.

% Effectuer une HPLC couplée a la SM de I’extrait aqueux du meilleur mélange de
champignons pleurotes pour une meilleure caractérisation des composés actifs
présents dans ce mélange.

% Etablir les mécanismes de contréle de la glycémie par lesquelles les champignons

pleurotes agissent.
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Annexe 1 : Pourcentage d’inhibition des extraits de chaque mélange et du standard (vitamine

C) en fonction de la concentration
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respectivement les différents extraits aqueux, éthanolique, hydroéthanolique et hexanique de chaque mélange :

chaque mélange renferme ces 4 extraits

Annexe 2 : Pouvoir réducteur du fer des extraits de chaque mélange et du standard (BHT) en

fonction de la concentration.
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Annexe 3: Pourcentage d’inhibition des extraits de chaque mélange et du standard (la

vitamine C) en fonction de la concentration.
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respectivement les différents extraits aqueux, éthanolique, hydroéthanolique et hexanique, chaque mélange

renferme donc ces 4 extraits.

Annexe 4 : Mode de cuisson des champignons pour I’é¢tude du potentiel nutritionnel :

Ingrédients :

2 cuilléres a soupe d’huile raffinée
Des Condiments (1/2 oignon, 1 gousses d’ail, poirreau, persil, 1carotte,)
1 tomate en fruit

12 g de champignons

Préparation :

Faire bouillir les champignons

Puis prendre une marmite et introduire 2 cuilléres a soupe d’huile raffinée et laisser
chauffer quelques secondes

Ajouter ensuite dans la marmite les condiments (aprés que vous les ayez lavés et
découpés) puis laisser cuire environ 30 secondes

Introduire ensuite 2 tomates en fruit (que vous avez lavé et découpé) puis ajouter une
petite pincée de sel et laisser cuire 2 mn

Ajouter enfin les champignons bouillis avec un quart de verre d’eau avec lequel vous

avez bouilli les champignons et laisser cuire encore 10 mn, puis consommer

Annexe 5 : Présentation des substrats de champignons dans une myciculture a Yassa (dans la

région du littoral) et récolte des champignons
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Annexe 6 : Champignons étudiés apres sechage

Pleurotus pulmonarius

Pleurotus sajor caju

Annexe 7 : Macéras des différents extraits de champignons mélangés

Miheth | | | Mieth M1hex

4

e (4

These rédigée par MBANG MBARGA Audrey Judith n



- ao

These rédigée par MBANG MBARGA Audrey Judith



Annexe 8 : Dissection du rat pour le test de toxicité
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