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Résumé

Trilepisivm madagascariense (Moraceae) est une plante utilisée en médecine traditionnelle congolaise pour
traiter le diabéte dont I'hyperglycémie est un symptome cardinal. L’hyperglycémie permanente entraine un
stress oxydatif qui est @ I'origine de I'apparition de plusieurs complications du diabéte (hypertension
artérielle, cataracte, insuffisance rénale,...). Cest ainsi que, la présente étude a été entreprise pour
évaluer I'effet antioxydant de I'extrait hydro-éthanolique de cette plante chez les rats rendus diabétiques
par injection de la streptozotocine. L'administration quotidienne de cet extrait a la dose thérapeutique de
400mg/kg et de linsuline a 5Ul/kg aux rats diabétiques pendant trois semaines a provoqué une
augmentation significative de l'activité des enzymes anti-oxydantes (superoxyde dismutase ou SOD et
catalase) et des taux de glutathion réduit (GSH) et de monoxyde d’azote (NO), comparativement aux rats
diabétiques non traités (ou recevant essentiellement de I'eau), chez lesquels, on a observé une baisse de
I'activité de ces enzymes, de GSH et de NO. L’augmentation des marqueurs oxydatifs constatée chez les rats
diabétiques traités a I'extrait hydro-éthanolique et a l'insuline est un effet compensatoire en réponse au
stress oxydatif provoqué par I'hyperglycémie ; alors que leur baisse est le signe d’une atteinte oxydative
qui conduit @ linstallation des complications du diabéte. En conclusion, 7rilepisivm madagascariense
posséde un grand potentiel antioxydant qui lui permet de prévenir ou de minimiser l'installation des
complications du diabéte.

Mots-clés : Trilepisivm madagascariense, stress oxydant, prévention, complications, diabéte.
Abstract

Trilepisivm madagascariense (Moraceae) is a plant used in Congolese traditional medicine to treat diabetes
whose hyperglycemia is a cardinal symptom. The permanent oxidative stress leads to hyperglycemia which
is responsible for the appearance of several complications of diabetes (hypertension, cataract , renal
failure , ... ) . Thus, the present study was undertaken to evaluate the hydro- ethanolic extract of the
antioxidant effect of this plant in rats made diabetic by injection of streptozotocin.
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Daily administration of this extract at the therapeutic dose of 400mg/kg and insulin 5Ul/kg to diabetic rats
for three weeks caused a significant increase in the activity of antioxidant enzymes (superoxide dismutase
or SOD and catalase) and reduced glutathione (GSH) and nitrogen monoxide (NO), compared to untreated
diabetic rats (receiving or essentially water) , in which was observed a decrease in activity of these
enzymes , GSH and NO . Increased oxidative markers found in diabetic rats treated with ethanolic extracts
and insulin is a compensatory effect in response to oxidative stress induced by hyperglycaemia ; while their
decrease is a sign of oxidative attack that leads to the installation of the complications of diabetes. In
conclusion, 7rilepisivm madagascariense has great potential antioxidant that enables it to prevent or
minimize the installation of diabetic complications.

Keywords : 7rilepisivm madagascariense, oxidative stress, prevention, complications , diabefe.

1. Introduction

Le diabéte est une affection métabolique due d une mauvaise utilisation du glucose par I'organisme,
entrainant une hyperglycémie chronique. Il est maintenant prouvé que le diabéte est étroitement lié au
stress oxydant [1] et plusieurs études ont montré qu'il est associé d une augmentation de la production des
radicaux libres d'une part, et d'une diminution du potentiel oxydant d'une autre part. En effet, les
concentrations élevées en glucose dans les milieux extra ou intracellulaires induisent un stress oxydant,
considéré comme le moteur mobilisant les différents facteurs pathologiques vers les complications du
diabéte et les organes associés [5-7]. Les plantes ont pris un grand intérét comme source énorme
d’antioxydants [8] et les études révélent leur effet antidiabétique accompagné du pouvoir antioxydant
élevé, ce qui donne plus d’espoir pour prévenir et ou guérir le diabete et ses complications [9-11]. Cest
ainsi que devant les perspectives d I'horizon 2025 qui s’orientent vers une prévalence mondiale de 300
millions d’adultes atteints de diabéte [3], la présente étude a été entreprise avec /rilepisivm
madagascariense qui est une plante réputée antidiabétique en médecine traditionnelle congolaise

2- Matériel et méthodes

2-1. Matériel
2-1-1. Matériel végétal

Les fevilles fraiches de 7rilepisivm madagascariense ont été récoltées au mois de juin 2013 dans une
parcelle de I'arrondissement 2, Bacongo (non loin de I'ancien site de la Faculté des Sciences). L’identification
botanique de la plante a été faite a I'herbier du centre d’études des ressources végétales par comparaison a
I'échantillon N° 3640 collecté par J. KOECHLIN en mars 1956 & Loudima. Les feuilles ont été séchées sur la
puillasse du Laboratoire de Biologie Cellulaire et Moléculaire de la Faculté des Sciences, a I'abri de la
lumiére du soleil pendant 3 semaines, puis broyées en poudre.

2-1-2. les animaux

Les animaux utilisés étaient des rats mdles albinos de souche Wistar (Ratfus norvegicus), élevés dans
I'animalerie du Laboratoire de Biologie et Physiologie Animales de I'Université de Yaoundé I. Les animaux
étaient dgés de 3 mois au moins et n’étaient sélectionnés que ceux qui pesaient entre 200 et 300g. De 'eau
de boisson et de la nourriture leur étaient données a volonté.
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2-2. Méthodes
2-2-1. Préparation de 'extrait hydro-éthanolique

Cet extrait a été préparé par macération d la température ambiante de 500g de poudre dans Slitres de
mélange eau distillée-éthanol 95° (20:80) pendant 3 jours avec agitation de temps en temps. Aprés filtration
par le papier filtre, le filtrat a été évaporé & 45°C en utilisant un évaporateur rotatif. Cette opération a été
répétée 3 fois avec le résidu. Le concentré du filtrat a été placé d I'étuve a 55°C pour obtenir un extrait sec.
15g d’extrait sec a été obtenu, soit un rendement d’extraction de 15%. L'unique dose de 400 mg/kg de cet
extrait a été utilisée par ce qu’elle s’était révélée comme la dose thérapeutique contre le diabéte [13].

2-2-2-Induction dv diahéte de type 1

L’induction du diabéte de type 1 a été réalisée par injection de la streptozotocine préalablement dissoute
dans le chlorure de sodium (NaCl) @ 0,9% dans la veine dorsale du pénis de chaque animal aprés
anesthésie au diéthyl-éther d raison de 55mg/kg. Le dépistage se faisait 3 jours apres. Etaient considérés
comme diabétiques et sélectionnés dans le processus expérimental, les animaux qui présentaient une
glycémie a jeun supérieure ou égale d 300mg/dL. Les animaux utilisés comme témoins recevaient de I'eau
distillée a 10mL/kg.

2-2-3. Répartition des animaux et traitement

4 lots de huit (8) animaux chacun ont été constitués. Le nombre de 8 animaux par lot a été choisi pour
prévoir les éventuels déces des rats diabétiques, dus a I'effet drastique de la streptozotocine et aux
difficultés d’entretien des rats diabétiques au cours des 3 semaines de traitement. Les lots ont été
constitués ainsi qu’il suit :

1 lot d’animaux normaux recevant de I'eau distillée 10mL/kg;

1 lot d’animaux diabétiques recevant de I'eau distillée 10mL/kg;

1 lot d’animaux diabétiques traités a I'insuline 5Ul/kg ;

1 lot d’animaux diabétiques traités a I'extrait hydro-éthanolique a la dose de 400mg/kg.

Les animaux étaient traités pendant 3 semaines, tous les matins, aprés un bon nettoyage des cages et des
animaux pour la plupart mouillés des urines (d cause de la polyurie). Aprés la pesée de chaque animal,
I'eau et I'extrait étaient administrés par gavage et l'insuline par injection sous cutanée d des endroits
différents de I'abdomen.

2-2-4. Constitution des échantillons
2-2-4-1. Sacrifice et collecte dv sang

24 heures aprés le dernier gavage, les rats soumis préalablement d 14 heures de jedne ont été sacrifiés par
décapitation. Le sang artério-veineux de chaque animal était recueilli dans des tubes secs, puis centrifugé a
3000 trs/min pendant 15 minutes. Le surnageant recueilli constituait notre sérum qui a été collecté, aliquoté
et conservé d -20°C pour les dosages biochimiques ultérieurs.

2-2-4-2. Prélévement des organes et réalisation des homagénats

Les reins et le foie de chaque animal ont été prélevés immédiatement aprés le sacrifice, débarrassés des
graisses et pesés. Les reins et le foie ont servi a réaliser des homogénats pour les dosages ultérieurs des
marqueurs tissulaires du stress oxydatif.
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2-2-5. Analyse statistique des résultats

Les résultats ont été exprimés en moyenne £ EMS. L'analyse statistique des résultats était faite d 'aide du
logiciel SPSS. L’analyse de la variance (ANOVA) a été utilisée pour la comparaison des résultats des
différents traitements d ceux des deux contrdles, et le test de DUNNET pour comparer la moyenne d’un

hy

groupe essai a celle d'un groupe contrdle. La différence était considérée comme statistiquement
significative a p < 0,05.

3. Résultats

3-1. Dosage de la superoxyde dismutase (SOD)

2,5 = @ Eau distillée (10 ml/kg)
7 STZ + eau distillée (10
ml/kg)

OSTZ + insuline (5 Ul/kg)

HSTZ+T.m (400 mg/kg)

Activité de la SOD (U/mg de tissu)

Figure 1: Fffets de 'extrait hydro-éthanoliguedes feuilles de Trilepisivm madagascariense sur l'activité de
la superoxyde dismutase aprés trois semaines de fraitement

Les valeurs désignent les moyennes 1 EMS par groupe d'animaux ; =35 (nombre d animavx par groupe),
< 0,05, *p < 0,01 : significativité par rapport av contréle diabétique (diabétiques traités av NaCl)
#p<0,05 ; #Z#p< 0,01 : significativité par rapport av contréle normal (rats normaux traités /'eau)

Fav distillée= rats normaux traités a l'eav distillée essentiellement (10ml/kg);

STZ + eav distillée= rats diabétiques traités a 'eau distillée (10ml/kg) ;

STZ + insuline= rats diabétiques traités d l'insuline (5U/kg)

SIZ + Im.= rats diabétigues traités a l'extrait hydro-éthanolique de Trilepisivm madagascariense

(400mgy/kg).
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3-2. Dosage de la catalase
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Figure 2 : Fffets de 'extrait hydro-éthanoligue des feuilles de Trilepisivm madagascariense sur l'activité
de /a catalase av niveav tissulaire aprés trois semaines de traitement

Les valeurs désignent les mayennes + EMS par groupe d'animavx ; n=>5 (nombre d’animaux par groupe)
0<005; “p<0,0] : significativité par rapport av contréle diabétique (rats diabétiques traités a 'eav
distillée) ; 72p<0,05 ; ##p<0,01 : significativité par rapport av contréle normal (rats normavx fraités a
l'eav distillée). Lav distillée = rats normaux traités essentiellement d ['eau distillée (10ml/kg) ;

STZ+eau distillée = rats diabétigues traités a 'eav distillée (10ml/kg); STZ+insuvline = rafs diabétiques
traités a linsuline (5Ul/kg); STZ+I.m. = rats dighétiques ftraités a [extrait hydro-éthanolique de
Trilepisivm madagascariense (400mg/kg).

3-3-Dosage de Glutathion réduit (GSH)

4 - @ Eau distillée ( ml/kg)
OSTZ + eau distillée ( ml/kg)
O STZ + insuline (5 Ul/kg)

W STZ + (400 mg/kg)

taux de GSH (umol/mg de tissu)
N

Figure 3 : £ffets de ['extrait hydro-éthanolique des feuilles de Trilepisivm madagascariense sur les taux de
glutathion réduit hépatique et rénal aprés trois semaines de traitement
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Les valeurs désignent les mayennes =+ EMS par groupe d'animaux ; n=35 (nombre d’animaux par groupe).
<005, *p<00I: significativité par rapport av contrile diabétique,; #Zp<0,05; ##p<0,0] :
significativité par rapport av contréle normal. Fov distillée= rats normaux ftraités d l'eav distillée
(10ml/kg); STZ+eav distillée= rats diabétiques traités d l'eav distillée (10ml/kg); STZ+Insvline = rafs
diabétiques traités a l'insuline (5Ul/kg) ; STZ+T.m.= rats diabétiques traité d 'extrait hydro-éthanoligue de
Trilepisivm madagascariense (400mg/kg).

3-4. Dosage du monoxyde d’uzote (NO)

16 -
* @ Eau distillée ( ml/kg)

OSTZ + eau distillée ( ml/kg)
O STZ + insuline (5 UI/kg)
W STZ + (400 mg/kg)

14

12 -

Concentration de NO (mmol )
(o]

Figure 4 : Fffets de 'extrait hydro-éthanoligue des feuilles de Trilepisivm madagascariensesur la
production dv monoxyde d’azote dans le foie et les reins des rats diabétigues
aprés trois semaines de traitement

Les valeurs désignent les moyennes 1 EMS par groupe d'animaux ; =5 (nombre d animavx par groupe),
<005, *p<0,0]: significativité par rapport av contréle diabétigue ; #p<0,05; ##p<0,0] :
significativité par rapport av contréle normal. Fov distillée= rats normaux ftraités d l'eav distillée
(10ml/kg); STZ+Fau distillée= rats diabétiques traités d ['eau distillée (10ml/kg) ;

STZ+Insuline= rats diabétiques traités d 'insuline (5Ul/kg) ; STZ+T.m.= rats diabétiques traités a 'extrait
hydro-éthanoligue de Trilepisivm madagascariense (400mg/kg).

4. Discussion

[l est admis qu’il existe une corrélation entre le diabéte et le stress oxydant [1]. Ce dernier semble jouer un
role primordial dans I'apparition des complications du diabéte [5-7]. Aujourd’hui, les plantes antidiabétiques
ont pris un grand intérét comme source énorme d’antioxydants [8]. Des études menées sur les plantes d
effet antidiabétique, ont révélé que certaines possédent des propriétés anti-oxydantes, donnant ainsi
I'espoir de prévenir les complications du diabéte [9,15]. Dans ce cadre, les antioxydants enzymatiques
(SOD et catalase) et non enzymatiques (GSH) et un marqueur du stress oxydatif (NO) ont été dosés dans les
reins et le foie des rats diabétiques traités pendant 3 semaines avec I'extrait hydro-éthanolique en vue
d’évaluer le pouvoir antioxydant de ce dernier.
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Les augmentations significatives (p < 0,01) et non significatives des activités de la SOD et de la catalase,
respectivement, dans le foie et les reins des rats diabétiques traités @ I'insuline et a I'extrait hydro-
éthanolique, comparativement aux rats diabétiques non traités (Figures 1 et 2) témoignent d'une
suppression ou inhibition du stress oxydatif induit par le diabéte. La baisse des activités de ces enzymes
chez les rats diabétiques non traités est le signe d’une atteinte oxydative [16]. Chez les rats diabétiques
non traités, la SOD et la catalase ont été inactivées par la présence permanente des espéces réactives de
I'oxygéne [17]. En d’autres termes, I'extrait hydro-éthanolique contient des substances antioxydantes qui
neutralisent les espéces réactives de I'oxygéne, empéchant ainsi I'inactivation ou la destruction de la SOD et
de la catalase et, donc, favorisant la protection du foie et des reins contre tout dommage tissulaire induit
par ces composés réactifs. Un résultat similaire a été obtenu par Quali et al. [18]. Pour ces derniers,
I'augmentation de la SOD et de la catalase est un effet compensatoire en réponse au stress oxydatif
résultant de I'accumulation de I'eau oxygénée endogene et de I'épuisement du glutathion réduit. Les
données de la présente étude sont similaires a celles obtenues avec les extraits de Dodonaea viscosa[19],
Modus indica et Asystasia gangetica [20], Senna avriculata [21], Pterocarpus marsupivm [22], Polygala
rosmarinifolia [23].

Le glutathion réduit (GSH), constitue la premiére ligne de défense antiradicalaire. Cest le régulateur et le
régénérateur des cellules immunitaires et 'agent détoxifiant le plus efficace de I'organisme [24]. Sa
diminution significative (p < 0,01) chez les rats diabétiques non traités (Figure 3) témoigne d’un épuisement
de GSH d0 @ une production élevée des especes réactives de I'oxygéne, et donc d’un faible pouvoir de
défense du systeme antiradicalaire [25]. L'augmentation significative (p < 0,01) des taux de GSH hépatique
et rénal chez les rats diabétiques traités avec I'extrait hydro-éthanolique suggére que I'extrait améliore les
performances antioxydantes de I'organisme. Des résultats semblables ont été obtenus avec les extraits de
Cassia simea (26, Zygophyllum cornutum [27), Pterocarpus marsupivm [22], Polygala rosmarinifolia [23).
Anciennement appelé EDRF (endothemium derived relaxing factor), le monoxyde d’azote est une molécule
endogéne libérée par les cellules endothéliales, les macrophages, les cellules du foie, les neurones.
L’augmentation significative (p < 0,05) du taux du monoxyde d’azote dans les tissus hépatique et rénal des
rats diabétiques traités avec I'extrait hydro-éthanolique, comparativement aux rats diabétiques non traités
et aux rats diabétiques traités avec I'insuline (Figures 4), révéle que I'extrait hydro-éthanolique restaure la
production de monoxyde d’uzote.

De par sa capacité a favoriser la production du monoxyde d’azote, I'extrait hydro-éthanolique a aussi bien
un potentiel antioxydant qu'une activité vasodilatatrice pouvant lui conférer des potentialités de lutte
contre les maladies cardiovasculaires. Cette hypothése a été également émise pour expliquer les propriétés
anti-hypertensives attribuées a 7erminalia superba par Dimo et collaborateurs [28]. Le présent résultat
permet de justifier l'vtilisation de 7rilepisivm madagascariense en médecine traditionnelle dans le
traitement de I'hypertension artérielle [29]. Les flavonoides et les composés polyphénoliques présents dans
I'extrait hydro-éthanolique [13] peuvent &tre responsables des effets antioxydants observés chez les rats
diabétiques traités. En effet, les flavonoides inhibent la formation des radicaux libres et s’opposent d
I'oxydation des macromolécules comme les protéines, 'ADN [30]; ils formeraient des espéces radicalaires
intermédiaires peu réactives. lls sont des métabolites secondaires réputés comme les plus antioxydants et
trés efficaces dans le traitement des maladies dégénératives dont le diabéte, comme le démontrent
plusieurs travaux [31-36].
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5. Conclusion

Les résultats de cette étude confirment qu'une hyperglycémie continue augmente les perturbations
métaboliques et la production des radicaux libres, cause principale de I'installation d’autres maladies chez
les diabétiques. 7rilepisivm madagascariense, plante utilisée en médecine traditionnelle congolaise contre
le diabéte, a révélé son grand potentiel antioxydant pouvant justifier son utilisation chez le diabétique, non
seulement pour baisser la glycémie, mais aussi pour prévenir ou minimiser I'apparition des complications
du diabéte.
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