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Résumé :

L’objectif de cette étude était d’évaluer I'effet sur le glucose sanguin des fractions de I'extrait acétonique de
feuilles de V. colorata. Le fractionnement des composés de [I'extrait acétonique a été réalisé par
chromatographie d’exclusion diffusion. L’effet sur le glucose sanguin de ces fractions a été testé chez des rats
normoglycémiques et sur un test de tolérance au glucose. Chez des rats normoglycémiques, la fraction F
entraine une hypoglycémie significative qui est transitoire avec un retour de la glycémie a la ligne de base. Les
fractions F1, F3 et F4 n’ont pas du tout d’effet hypoglycémiant. Sur un test de tolérance au glucose, la fraction F2
est anti-hyperglycémiante. Ces résultats montrent que la fraction F, est anti-hyperglycémiante sur un modéle
d’hyperglycémie temporaire alors que I'extrait acétonique présente un caractére hypoglycémiant chez des rats
normoglycémiques. Cette différence serait probablement liée a une variation de composition phytochimique

entre I’'extrait total acétonique de feuilles de V. colorata et la fraction Fa.
Mots clés : Vernonia colorata, glucose sanguin, phytothérapie, diabéte

Introduction

Le diabéte est une maladie endocrinienne ubiquitaire qui touche
environ 2 % de la population mondiale (King et al, 1998). Des
données récentes révelent qu'il y a environ 150 millions de
diabétiques dans le monde et que ce nombre pourrait bien doubler
d’ici @ 2025. La prévalence du diabéte concerne essentiellement
les pays en voie de développement et serait due a 'accroissement
démographique, au vieillissement de la population, & des régimes
alimentaires déséquilibrés, & l'obésité, et & un mode de vie
sédentaire (Boyle et al, 2001). Le diabéte de type 1 est lié¢ a un
tarissement de la sécrétion d'insuline, et apparait généralement
chez 'enfant et 'adolescent, méme s'il existe des cas qui sont
diagnostiqués dans la population adulte. Son traitement repose sur
linsulinothérapie. Le diabéte de type 2 résulte de troubles de
linsulinosécrétion associés a une insulinorésistance, apparait en
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général vers la quarantaine, représente 85 a 90 % de la population
diabétique. Son traitement fait appel aux antidiabétiques
insulinosécréteurs comme les sulfamides hypoglycémiants, les
glinides ou des molécules qui diminuent linsulinorésistance en
augmentant la sensibilité des tissus périphériques & linsuline,
comme c'est le cas des biguanides et des glitazones.

Au Sénégal, en milieu traditionnel, les plantes médicinales ont
connu un essor important du fait de leur utilisation courante en
médecine dite traditionnelle. Cet engouement peut s’expliquer par
la baisse du pouvoir d’achat, le colt élevé des médicaments
conventionnels, la méfiance vis-a-vis des produits de synthése dits
modernes. Selon I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS), prés
de 80 % des populations des pays en voie de développement de la
région Afrique ont eu recours au moins une fois dans leur vie, a la
médecine traditionnelle (Koumaré, 1989). Une enquéte récente
réalisée au centre de référence Marc Sankhalé de traitement du




diabete au Sénégal, a révélé que les patients diabétiques ont eu
recours au moins une fois a la phytothérapie antidiabétique,
confirmant ainsi les conclusions de 'OMS sur l'usage de plantes
médicinales dans les pays en voie de développement (Diéye et al,
2008).

Vernonia colorata est une plante de la famille des COMPOSEAE,
utilisée au Sénégal, en milieu traditionnel, dans le traitement du
diabete. Elle est répandue en Afrique, en particulier au Bénin, au
Cameroun, en Cote d'lvoire, au Sénégal et au Togo. Au Sénégal,
elle pousse dans les sols frais de la Basse Casamance mais
également prés de la zone des Niayes aux alentours de la région
de Dakar. En milieu traditionnel, les feuilles sont utilisées dans le
traitement de la bilharziose, de la dysenterie amibienne, des
éruptions cutanées et du diabéte. Au plan chimique, les feuilles
renferment des flavonoides, des tanins, des sesquiterpenes
lactones comme le vernolide et I'hydroxyvernolide (Rabe et al,
2002 ; Tona et al, 2004).

Des travaux antérieurs ont montré que l'extrait acétonique de
feuilles de V. colorata entraine un effet hypoglycémiant chez des
rats normoglycémiques et anti-hyperglycémiant sur un test de
tolérance au glucose et chez des rats diabétiques de type 2 (Sy et
al, 2005). L'objectif de cette présente étude était de : i) fractionner
l'extrait total acétonique de feuilles de V. colorata, par
chromatographie d'exclusion diffusion sur gel de Sephadex. ii)
Caractériser au plan phytochimique les différentes fractions. iii)
Evaluer l'effet sur le glucose sanguin des fractions obtenues chez
des rats normoglycémiques et sur un test de tolérance au glucose.

Matériels et méthodes :

Matériels :

Matériel végétal :

Le matériel végétal utilisé est constitué de feuilles fraiches de V.
colorata cueillies dans les quartiers Colobane et Zone B de Dakar.
Les feuilles ont été identifiées au laboratoire de Pharmacognosie
et Botanique de la Faculté de Médecine, de Pharmacie, et
d’Odonto-stomatologie de I'Université Cheikh Anta DIOP de Dakar.
Les feuilles ont été séchées a 'ombre a la température ambiante,
environ 25 °C, pendant deux semaines. Elles ont été ensuite
pulvérisées a l'aide d’un broyeur. La poudre obtenue est de saveur
amere et de couleur verte. Elle posséde un pouvoir sternutatoire.
Matériel animal :

Il est constitué de rats normoglycémiques de souche Wistar,
élevés & 'animalerie du laboratoire de Pharmacologie, & 25 °C et
sous la lumiére le jour et I'obscurité la nuit. lls ont été nourris a
l'aliment Poulette des moulins SENTENAC de Dakar, et ont eu un
acceés libre a I'eau.

Méthodes :

Extraction : Un échantillon de feuilles de V. colorata a été finement
pulvérisé. La poudre obtenue (200 g) a été soumise a une
décoction dans 1500 ml d'acétone pendant 1 heure a 70 °C.
L'extrait total acétonique a été filtré a chaud. Cet extrait a été
introduit dans un ballon adapté a un évaporateur. L'évaporation de
l'acétone a été accélérée sous I'effet combiné de la chaleur & 70
°C, du vide et de la rotation du ballon a la vitesse de 70 tours/min.
Aprés concentration, I'extrait mou obtenu a été séché dans un
dessiccateur puis pesé.

Fractionnement : Les composés de lextrait total acétonique
évaporé a sec, ont été séparés par chromatographie d’exclusion
diffusion sur colonne ouverte de gel de Sephadex LH 20. Cette
technique sépare les molécules en fonction de leur taille. Les
molécules suffisamment petites pénétrent dans les réseaux
moléculaires des grains de gel tandis que les grosses molécules
en sont exclues. Ces derniéres ont été éluées en premier du fait
qu'elles ne sont pas retenues par les mailles du gel. Un échantillon

de 2 g d'extrait sec acétonique a été dissout dans 4 ml d'acétone.
Un volume de 500 pl de la solution obtenue a été prélevé a l'aide
d'une seringue puis déposé sur la partie supérieure du gel. La
colonne a été éluée avec la phase mobile constituée par le
mélange acétone/méthanol. Les fractions ont été recueillies dans
des tubes numérotés de 1 a 19. Un volume d'éluat de 15 ml
environ a été recueilli dans chaque tube. Cette opération a été
répétée jusqu’a épuisement de I'échantillon. Entre deux séries de
chromatographies, la colonne a été rincée avec du méthanol pour
enlever les résidus de I'extrait sur le gel. Une chromatographie sur
couche mince a été réalisée pour chaque éluat. Les éluats
présentant un chromatogramme similaire aprées révélation ont été
regroupés, permettant 'obtention au total de 4 fractions F1, F2, F3
et Fa.

Chromatographie sur couche mince : Un échantillon de 10 mg de
I'extrait total acétonique a été dissout dans 1 ml de méthanol. Les
dépbts ont été effectués a l'aide de micropipettes sur une
microplaque de gel de silice, & 1 cm du bord inférieur, sur la ligne
de base, a différents endroits. Les dépots ont concerné I'extrait
total acétonique, les différentes fractions et des témoins de tanins,
d'alcaloides et de flavonoides. La plaque a été séchée dans une
étuve pendant 10 secondes, puis introduite dans une cuve
chromatographique contenant le solvant de migration. Aprés
migration, la plaque a été retirée de la cuve et séchée dans I'étuve
a 100 °C pendant 5 min. La révélation des constituants chimiques
a été réalisée par pulvérisation de réactifs spécifiques. (tableau )
Au besoin, une lampe UV a été utilisée pour identifier la nature des
constituants a 366 nm. Les spots ont été repérés et les distances
de migration des spots et du solvant ont été mesurées.

Tableau | : Solvants et témoins utilisés pour la caractérisation de
constituants phytochimiques de feuilles de Vernonia colorata par
chromatographie sur couche mince.

Constituants Solvants de Témoin | Réactifs de
phytochimiqu migration s révélation
es
Tanins Acétate Acide Chlorure
d'éthyle/Méthanol/Eau | tanniqu | ferrique/Aci
(40:8:5) e de
acetique/Ea
u
(2:2:96)
Flavonoides | Acide acétique a 15 % | Lutéolin | Chlorure
dans l'eau e d’aluminium
Vitexine | a5 % dans
le mélange
Méthanol/E
au(1:1)
Alcaloides Chloroforme/Diéthyla | Atropin | Réactif de
mine e Draggendor
(45:5) Quinine | f
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Essais chez des rats normoglycémiques : Les rats ont été mis a
jeun pendant 12 heures. lls ont été répartis en lots de 5 rats. Au
temps To, un prélévement de sang a été effectué au niveau du
sinus rétro-orbitaire. L'eau physiologique (10 ml/kg, per 0s) et les
fractions (30 mg/kg, per os) ont été administrées aux différents
lots. Des prélévements de sang ont été effectués toutes les heures
pendant 4 heures.

Test d’hyperglycémie provoquée par voie orale : Deux lots de 5
rats ont été préalablement mis a jeun pendant 12 heures, des
prélevements de sang ont été effectués au temps T.go min, c'est-a-
dire 90 min avant l'administration per os de glucose (4 g/l).




Immédiatement apres, les rats ont été gavés avec de l'eau
physiologique (10 ml/kg) ou la fraction F2 (30 mg/kg). Au temps To
c'est-a-dire 90 min aprés prétraitement par I'eau physiologique ou
la fraction F2, les rats ont été gavés avec une solution de glucose a
la dose de 4 g/kg. Des prélévements de sang ont été effectués
toutes les 30 min pendant 90 min.

Détermination de la glycémie : le glucose sanguin a été dosé par la
méthode a la glucose oxydase.

Analyse et expression des résultats :

Les résultats ont été exprimés en moyenne plus ou moins erreur
standard a la moyenne (moy+esm). L’homogénéité des différents
groupes a été vérifiée par analyse de variance (ANOVA). La
comparaison statistique a été réalisée avec le test de scheffer. Une
valeur de p<0,05 a été fixée comme seuil de significativité, n = 5
est le nombre d’expériences dans chaque groupe.

Résultats :

Caractérisation phytochimique des constituants de I'extrait
total acétonique

La caractérisation de I'extrait total acétonique de feuilles de V.
colorata a révélé la présence d'alcaloides avec une forte teneur,
de tanins et de flavonoides. Aprés chromatographie d’exclusion
diffusion de l'extrait total acétonique, la CCM des différentes
fractions obtenues a montré la présence d’alcaloides dans toutes
les fractions, de tanins dans les fractions F3 et F, et de flavonoides
dans les fractions Fz, Fs, et F4. (tableau Il)

Tableau Il: Constituants phytochimiques caractérisés dans
l'extrait total acétonique de feuilles de Vernonia colorata et dans
les différentes fractions. (+) : présence, (-) : absence

Alcaloides | Tanins | Flavonoides
Extrait total ++ 4+ + +
acétonique
F1 + - -
F2 ++ - +
F3 ++ + +
Fa + + ++++

Administration per os des fractions de [I'extrait total
acétonique de feuilles de Vernonia colorata chez des rats
normoglycémiques

L’administration per os de I'eau physiologique a la dose de 10
mi’kg, ne modifie pas la glycémie de base des rats
normoglycémiques. Le glucose sanguin reste en effet stable au
bout de 4 heures d'observation (0,85+0,01 vs 0,80+0,0 g/l) (ns,
n=5). De fagon similaire, 'administration de la fraction F1 de

Glucose sanguin (g/l)
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l'extrait total acétonique ne s'accompagne pas d'une baisse
significative de la glycémie (0,80+0,04 vs 0,78+0,04 g/l) (ns, n=5).
En revanche, 'administration per os de la fraction F2 a la dose de
30 mgl/kg per os entraine une baisse significative de la glycémie au
bout de 2 heures (0,78+0,04 vs 0,98+0,04 g/l) (p<0,05, n=5). Cette
baisse est toutefois transitoire puisque la glycémie se stabilise
autour de 0,92+0,06 g/l au bout de 4 heures. La fraction F2, & une
plus forte dose, entraine une tendance vers une baisse de la
glycémie qui n'est toutefois pas franche et durable. La glycémie
varie en effet de 0,75+0,01 a 0,71+0,07 (ns, n=5) au bout de 2
heures, avec une valeur qui atteint 0,79+0,09 g/l, 4 heures aprés
administration de la fraction F2. L'administration per os, selon le
méme protocole, des fractions Fs et F4 ne s’accompagne pas d’'une
baisse de la glycémie. Les résultats montrent une tendance vers
une augmentation du glucose sanguin. En effet, a la dose de 30
mg/kg, la fraction Fs fait varier la glycémie de 0,70+£0,02 &
1,02+0,11 g/l (p<0,05, n=5), alors que dans les mémes conditions
la variation de la glycémie vers une hausse est plus importante
avec la fraction Fs (1,28+0,20 vs 0,94+0,07 g/l) (p<0,05, n=5).
(figures 1 et 2)

—a— Eau physiologique (10 ml/kg, per 0s)
—a— Fraction F, (30 mg/kg, per 0s)

—e— Fraction F3; (30 mg/kg, per os)
1.2

1.14
1.0+
0.94
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4

Glucose sanguin (g/l)

0 1 2 3 4 5
Temps (heures)

Figure 1: Administration des fractions F1 et Fs de I'extrait total
acétonique de feuilles de Veronia colorata chez des rats

normoglycémiques. n = 5.

—m— Fraction F, (30 mg/kg, per 0s)
—a— Fraction F, (100 mg/kg, per os)
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Figure 2 : Effet hypoglycémiant transitoire de la fraction F2 de
I'extrait total acétonique de feuilles de Vernonia colorata. (p<0,05
vs valeur de base. n = 5.




Effet anti-hyperglycémiant de la fraction F2 sur un test de
tolérance au glucose

Chez des rats normoglycémiques, I'administration per os de
glucose (4g/kg), aprés prétraitement a I'eau physiologique a la
dose de 10 mg/kg per os, entraine une hyperglycémie transitoire
avec un pic qui apparait au bout de 30 min (2,63+0,32 vs
1,44+0,10 g/l) (p<0,05, n=5), correspondant a une variation A de la
glycémie qui est de 1,19+0,8 g/l. Un traitement préalable par la
fraction F2, 90 min avant le gavage au glucose comme
précédemment, prévient de fagon significative I'apparition d’un pic
d’hyperglycémie franc, au bout de 30 min aprés administration du
glucose. La variation A de la glycémie est de 0,72+0.08 g/l. Elle
est significativement différente de celle observée chez le groupe
controle. (figure 3)

- FEau physiologique (10 ml/kg, per 0s)
—a— Fraction F, (30 mg/kg, per os)
.5

.0
.54

o -
=

0.5+

NN W W

Glucose sanguin (g/l)
=

0.0 T T T T T
-90 -60 -30 0 30 60 90

Temps (min)

Figure 3 : Figure 3 : Effet anti-hyperglycémiant de la fraction F2 de
I'extrait total acétonique de feuilles de Vernonia colorata sur un test
de tolérance au glucose. [0p<0,05 vs contréle. n = 5.

Discussion :

Des travaux antérieurs réalisés par Sy et al (2004 ; 2005 ; 2006).
ont montré que l'extrait total acétonique de feuilles de V. colorata
est hypoglycémiant chez des rats normoglycémiques et anti-
hyperglycémiant chez des rats diabétiques de type 2, suggérant
I'existence dans cet extrait de composés présentant un effet sur le
glucose sanguin sur ces modéles d’étude. En revanche, I'extrait
acétonique n'a pas du tout deffet sur la glycémie des rats
diabétiques de type 1 (Sy et al, 2004 ; 2005; 2006). Ces
observations ont permis de poser 'hypothése de I'existence d'un
lien probable entre I'effet sur le glucose sanguin de cet extrait, et la
présence de l'insuline chez les rats normoglycémiques ou les rats
diabétiques de type 2. L’acétone étant un solvant polaire, il est
susceptible aprés extraction, de recueillir de la poudre de feuilles
de V. colorata, des composés de nature polaire comme des tanins,
des flavonoides et des alcaloides. Dans le but d’améliorer
lefficacité des composés de I'extrait total acétonique sur la
régulation de la glycémie, et de déterminer la nature
phytochimique des composés responsables de leffet sur la
glycémie, cet extrait a été fractionné par chromatographie
d’exclusion diffusion. Les fractions obtenues ont été testées chez
des rats normoglycémiques a des doses dix fois moins élevées (30
mg/kg, per 0s) que celles qui ont été utilisées antérieurement pour
I'extrait total acétonique (Sy et al, 2004 ; 2005 ; 2006). Dans ces
conditions, les résultats ont montré que seule la fraction F2 de
I'extrait total acétonique est hypoglycémiante. Toutefois I'effet
hypoglycémiant est transitoire puisqu'il est suivi d’un retour de la
glycémie a la ligne de base, suggérant une modification importante
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de la cinétique d’effet sur le glucose sanguin de la fraction F2 vis-a-
vis de I'extrait total acétonique. Cette observation nous a conduit &
évaluer l'effet anti-hyperglycémiant de la fraction F2 sur un test de
tolérance au glucose. L’administration préalable de la fraction F2
réduit de fagon significative le pic d’hyperglycémie observé lors
d’'un test de tolérance au glucose. Les essais pharmacologiques
réalisés chez des rats normoglycémiques et sur le test de
tolérance au glucose montrent que la fraction F2 est plutét anti-
hyperglycémiante alors que [lextrait total acétonique est
hypoglycémiant chez des rats normoglycémiques et anti-
hyperglycémiant sur un test de tolérance au glucose et chez des
rats diabétiques de type 2. Le fractionnement par chromatographie
d’exclusion diffusion aurait probablement séparé les composés
actifs de I'extrait total acétonique, suggérant que l'effet sur le
glucose sanguin de ce dernier serait lié a la présence de
composés qui agiraient de fagon synergique.

Au plan phytochimique, la caractérisation de [I'extrait total
acétonique par chromatographie sur couche mince (CCM) a révélé
la présence de tanins, de flavonoides et d'alcaloides. Aprés
fractionnement, les flavonoides et les alcaloides ont été également
retrouvés dans la fraction F2 qui est la seule présentant un effet sur
le glucose sanguin & la dose testée. La fraction F2 ne renferme pas
de tanins, son effet sur la glycémie ne devrait donc pas étre lié a la
présence de tanins dans les feuilles de V. colorata. Des études
avaient rapporté auparavant un effet hypoglycémiant de composés
de type flavonoide sur différents modéles d'étude du diabéte,
montrant par exemple un effet hypoglycémiant significatif d’un
flavonol dérivé de fleurs d’Hibiscus vitifolius Linn sur un test de
tolérance au glucose (Ragunathan et Sulochana, 1994). Plus
récemment, il a été montré que la fraction d'acétate d’éthyle de E.
alatus riche en flavonoides aurait des propriétés stimulantes sur la
libération d'insuline et serait a l'origine de I'effet hypoglycémiant de
cette plante chez des souris normoglycémiques et anti-
hyperglycémiant chez des souris présentant un diabéte de type 2
(Fang et al, 2008). Les travaux antérieurs de Sy et al (2006)
avaient montré que lextrait total acétonique de feuilles de V.
colorata présente un effet hypoglycémiant chez des rats
normoglycémiques alors que cet effet sur la glycémie est
complétement aboli chez des rats diabétiques de type 1 suggérant
que l'effet sur le glucose sanguin de cet extrait aurait un caractére
insulino-dépendant. Ces arguments associés aux observations de
Fang et al (2008) sur l'effet des flavonoides de E. alatus sur la
sécrétion d'insuline et a la présence de flavonoides dans la fraction
F2 permettent de poser I'hypothése d'un effet anti-hyperglycémiant
de la fraction F2 probablement lié a un mécanisme mettant en jeu
la sécrétion d'insuline.

L'appréciation semi-quantitative des spots des fractions de I'extrait
total acétonique obtenus par chromatographie sur couche mince a
révélé une plus forte concentration des alcaloides dans la fraction
F2 alors que les flavonoides étaient plus présents dans les
fractions F3 et F4 que dans la fraction F2. Il a ét¢ montré que des
alcaloides isolés des especes du genre Lupinus augmentent la
sécrétion d'insuline (Lopez et al, 2004). Par ailleurs, I'effet
antidiabétique d'extraits de plantes pourrait s'expliquer par la
présence d’un ou de plusieurs composés qui agiraient séparément
ou de fagon synergique sur la glycémie comme cela a été montré
par Marles et Farnsworth (1995). L'effet hypoglycémiant significatif
et durable de I'extrait total acétonique pourrait bien étre lié a la
présence a la fois de composés de types flavonoide et alcaloide
agissant probablement de fagon synergique. Ces composés sont
présents dans la fraction F2 mais avec une teneur en alcaloides
beaucoup plus faible. Cela pourrait expliquer la différence de I'effet
sur le glucose sanguin entre I'extrait total acétonique et la fraction
F.




Plusieurs substances pharmacologiquement actives entrainent un
effet hypo- ou anti-hyperglycémiant en interagissant avec la
sécrétion d'insuline. C'est le cas de l'effet hypoglycémiant des
sulfamides comme le glibenclamide et de [leffet anti-
hyperglycémiant du répaglinide mettant en jeu la sécrétion
d’insuline. Ces deux molécules, favorisent la sécrétion d'insuline
par interaction avec le canal potassique de type Kare (Fulhendorff
et al, 1998 ; Malaisse, 1999). Le profil pharmacologique de la
fraction F2 sur le glucose sanguin ressemble beaucoup plus a celui
du répaglinide alors que des études antérieures réalisées par Sy et
al (2005) avaient montré que leffet sur le glucose sanguin de
I'extrait total acétonique serait identique a celui du glibenclamide.
Cette différence pourrait étre liée a la variation de la teneur en
flavonoides et en alcaloides entre I'extrait total acétonique et la
fraction Fa. Si 'effet anti-hyperglycémiant de la fraction F2 devait se
confirmer sur plusieurs autres modéles d’hyperglycémie, cela
permettrait I'obtention d'une préparation présentant un intérét en
thérapeutique.
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