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Résume

L'objectif de cette étude est d'évaluer I'effet hypocholestérolémiant de I'extrait aqueux des
calices d’Hibiscus sabdariffa L. sur des souris rendus obese par un régime hyper-gras. 40
souris males albinos pesant 25+0.5g ont été divisées en quatre groupes :Un groupe témoin
sain ou bien non traité recevant le régime standard (TS), le 2éme non traité recevant le régime
cafétéria (TO), le 3éme groupe soumis au régime cafeteria et traité par I'extrait aqueux des
calices de la plante par la dose (0,1mg/ml) avec 1’eau de boisson pendant 30 jours (OH) et le
4eme groupe soumis au régime cafeteria et traité par l'atorvastatine (1,43mg/ml) avec eau de
boisson pendant 30 jours (OA) .Afin d’évaluer I’effet d’Hibiscus sabdariffa sur la prise de
poids et quelques parametres lipidiques. Les résultats obtenus ont été comparés a ceux des

souris nourries au régime standard.

Nos résultats obtenus dans la présente étude, montrent clairement que le régime cafeteria
induit chez l'animal une obésité caractérisé par un gain du poids de (6 £ 1) g et une
hypercholestérolémie sérique de 0,31 mg/dl. L’administration orale de I’extrait de cette plante
provoqué une diminution du gain de poids corporel qui varie entre (3 = 0,5) g, la
concentration plasmatique de cholestérol d’une variation de 0,4 mg/ dl, TG (1 + 0,5) mg/dl,
LDL-c, aussi bien on remarque une disparition progressive des vacuoles des stéatoses et un
changement de poids de foie qui a diminué par (1 £ 0,5)g par contre il y’a pas un changement
significative dans le poids des reins , chez les souris obéses traités par la plante par rapport au
souris obéses témoins. En conclusion, I’extrait aqueux des calices d’Hibiscus sabdariffa L. a

un effet bénéfique dans le traitement de 1'obésité et d’hypercholestérolémie.

Mots clés : Obésité, régime cafeteria, paramétres lipidiques, souris albinos, effet

hypocholestérolémiant, Hibiscus sabdariffa L..



Summary

The objective of this study is to evaluate the hypocholesterolemic effect of the aqueous
extract of the calyces of Hibiscus sabdariffa L. on mice made obese by a high-fat diet. 40
male albino mice weighing 25 £ 0.5g were divided into four groups: A healthy or untreated
control group receiving the standard diet (TS), the 2nd untreated receiving the cafeteria diet
(TO), the 3rd group subjected to the diet cafeteria and treated with the aqueous extract of the
calyxes of the plant by the dose (0.1mg/ml) with drinking water for 30 days (OH) and the 4th
group submitted to the cafeteria diet and treated with atorvastatin ( 1.43mg/ml) with drinking
water for 30 days (OA). To assess the effect of Hibiscus sabdariffa on weight gain and some

lipid parameters. The results obtained were compared with those of mice fed the standard diet.

Our results obtained in the present study clearly show that the cafeteria diet induces obesity
in animals characterized by a weight gain of (6 = 1) g and serum hypercholesterolemia of 0.31
mg/dl. Oral administration of the extract of this plant caused a decrease in body weight gain
which ranged between (3 = 0.5) g, plasma cholesterol concentration by a variation of 0.4
mg/dl, TG ( 1 £ 0.5) mg/dl, LDL-c, as well we notice a progressive disappearance of the
vacuoles of the steatosis and a change in liver weight which has decreased by (1 £ 0.5) g on
the other hand there is no significant change in kidney weight in plant-treated obese mice
compared to control obese mice. In conclusion, the aqueous extract of the calyces of Hibiscus

sabdariffa L. has a beneficial effect in the treatment of obesity and hypercholesterolemia.

Key words: Obesity, cafeteria diet, lipid parameters, albino mice, cholesterol-lowering
effect, Hibiscus sabdariffa L..
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Liste des abréviations

APG : Angiosperm Phylogeny Group
A : Absorbance

AGPI : Acides gras polyinsaturés
AG : acide gras

AGS : Acides gras satures

ARN : Acide ribonucléique

4-AAP : 4-Amino-antipyrine

C : carbone

Ca: Calcium

Cu : Cuivre

CHO : Cholestérol

CE : Cholestérol estérase

CHOD : Cholestérol oxydase

CAF : cafétéria

DNID : Diabéte non insulinodépendant
DT2 : Diabéte de type 2

DB : diabétique

DCPS : Dichlorophénol sulfonate

E. coli : Escherichia coli

ERO : Espéces réactives a I’oxygene
Fe: Fer

Gly: Glycémie

GOD: Glucose oxydase

GK: Glyceérol kinase

GPO: glycérol-phosphate-oxydase
HDL : lipoproteines de haute densité
HTA : Hypertension artérielle

HFD : High-fat diet ; le régime hyper gras

HMG :Hydroxy-méthyl-glutarate
HMG-CoA : Hydroxy-méthyl- glutaryl-
Coenzyme A synthase

H202 : peroxyde de I’hydrogene

IDL : les lipoprotéines de densité intermédiaire

IMC : Indice de masse corporelle
IR : insulinorésistance

K : potassium

LEP : leptine

LEPR : récepteur de la leptine

LPL : lipoprotéine lipase

LDL : lipoprotéines de petite densité

Mn : Magnésium

MC4R : Récepteur aux mélano
cortines de type 4

MCYV : maladies cardiovasculaires

OMS : L’organisation Mondiale de
la Santé

Ob : obéses

OA: souris nourries au régime traité
cafétéria avec I’eau de boisson traitée
par atorvastatine

OH : Souris nourries au régime
cafétéria avec I’extrait aqueux de
I’hibiscus sabdariffa

POD: Peroxydase

PCSK 1: Pro- hormone convertase-1

RAT : Restriction  alimentaire
temporelle
SRAA : Rénine-angiotensine-

aldostérone

SIMZ1: single-minded homolog 1

T: témoin sain

TS : souris nourries au régime
standard

TO: souris nourries au régime
cafétéria

TO : témoin obése

VLDL : Lipoprotéines de tres basse
densité Zn : Zinc.



Glossaire

Indice de masse corporelle : est le seul indice validé par 1’Organisation mondiale de la
santé pour évaluer la corpulence d’un individu et donc les éventuels risques pour la santé.
L’IMC permet de déterminer si I’on est situation de maigreur, de surpoids ou d’obésité par

exemple.

La steéatose hépatique : La stéatose hépatique est une maladie du foie ou le foie devient
“gras”. Elle est fréquemment associée a Il'obésité, le diabéte, I’hypertension, la

surconsommation d'alcool ou a un taux de cholestérol élevé.

Les maladies cardio-vasculaires : regroupent les pathologies qui touchent le cceur et
I’ensemble des vaisseaux sanguins, comme 1’athérosclérose, les troubles du rythme cardiaque,
I’hypertension artérielle, I’infarctus du myocarde, I’insuffisance cardiaque ou encore les

accidents vasculaires cérébraux.

La Souris albinos : La Souris albinos est blanche et son il semble rouge, I'absence de

pigment laissant voir la teinte des vaisseaux du fond de I'ceil.

Dyslipidémie : La dyslipidémie se caractérise par un taux élevé de lipides (cholestérol,
triglycérides, ou les deux) ou un faible taux de cholestérol a lipoprotéines de haute densité
(HDL).
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Introduction

Introduction

La relation entre santé et alimentation est plus que jamais d’actualité. En effet, les
recherches récentes confirment que 1’alimentation joue un role crucial dans la prévention de
certaines maladies telles que 1’obésité qui est devenue un probleme de santé public (Laissouf
etal., 2014) .

Nous sommes confrontés a une épidémie de surpoids et d'obésité qui touche plus d'un
milliard d'adultes dans le monde (Gelber et al., 2008). L’obésité est définit comme «une
accumulation anormale ou excessive de graisse corporelle qui représente un risque pour la

santé» (Hernandez-bridier, 2016).

Selon (OMS), L’indice de masse corporelle (IMC) est un moyen simple de mesurer
I’obésité dans la population : il correspond au poids de la personne (en kilogrammes) divisé
par le carré de sa taille (en meétres). Le surpoids et I’obésité sont des facteurs de risque
majeurs pour plusieurs maladies chroniques, parmi lesquelles le diabéte, les maladies cardio-

vasculaires, le I'athérosclérose, I'inflammation et le cancer.

Une accumulation de tissu intra-abdominal (viscéral) est en effet associée a plusieurs
déreglements métaboliques parmi lesquelles : I'nypertriglycéridémie, un taux de lipoprotéines
de haute densité (HDL) abaissé, des lipoprotéines de petite densité (LDL) et étant petites et
denses, un état inflammatoire, et une intolérance au glucose (Filiatrault, 2014).

Les traitements actuels ne se focalisent plus sur la seule perte de poids mais sur une
approche thérapeutique multidisciplinaire intégrant médecins nutritionnistes (Boirie, 2009).
Les statines et les fibrates sont les médicaments les plus fréquemment utilisés pour le
traitement de la dyslipidémie, mais leurs effets secondaires limitent leur utilisation dans le

groupe d'age pediatrique (Kelishadi et al., 2016).

Les médicaments a base de plantes connaissent également une plus grande résurgence, car
de nombreuses personnes détournent leur attention des médicaments modernes vers des
systemes paralleles a base de plantes, également connus sous le nom de médecine alternative
(Aslam & Ahmad, 2016).Plusieurs raisons ont contribué a I’utilisation de la médecine
végétale pour le traitement des maladies. Certains d’entre eux sont le fait que la phytothérapie
est une alternative moins chére a la médecine synthétique, le manque d’acces aux services de

sante en raison de contraintes financieres et principalement en raison de preuves de traitement

!



Introduction

réussi des maladies et des affections (Appiah-Opong et al., 2014).Actuellement, malgré le
progres de la pharmacologie, 1’'usage des plantes en médicine traditionnelle est trés présent
dans certains pays du monde et surtout dans les pays en voie de développement (Komlaga,
2016).

Beaucoup d’entre ces plantes contient des vitamines des minéraux des fibres des
polyphénols des stérols et alcaloides qui agissent comme régulateur des métabolismes des
graisses dans le corps, dissoudre les graisses dans le corps, aider a éliminer I'envie de manger,
stimuler les sécrétions glandulaires, réduire la rétention d'eau et augmenter les niveaux

d'énergie (james, 2017),Parmi ces plantes, nous les citons 1’Hibiscus sabdariffa.

L’Hibiscus sabdariffa est connue comme un antiseptique, antimicrobienne et antifongique,
hypotenseur, sédatif, digestif, diurétique, maintien un bon niveau de cholestérol et de
triglycérides, antioxydant, prévention de certains cancers et réduction des troubles

diabétiques, antibiotique et protecteur cardiovasculaire (Cisse et al., 2009).

Cependant, relativement peu des recherches scientifiques ont été effectuées en Algérie en
se concentrant sur 1’Hibiscus sabdariffa pour évaluer leur effet biologique en tant que source
potentielle de médicaments contre les infections et les maladies.

Notre travail consiste a évaluer 1’effet hypocholestérolémiant hypocholestérolémiant du
I’extrait aqueux des calices de I’Hibiscus sabdariffa sur quelques paramétres biochimiques et

sur I’histologie du tissu hépatique chez les souris.

Notre projet de fin d’études est subdivisé en trois parties, la premiere partie, un rappel
bibliographique dans laquelle nous apportons des généralités sur 1’Hibiscus sabdariffa et le
cholestérol. La deuxieme partie expérimentale comporte le protocole suivi durant
I’expérimentation, et la troisieme partie finie par une interprétation et une discussion des

résultats obtenus suivi par une conclusion et des perspectives.

.
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Chapitre | Rappel bibliographique
I. 1 La plante Hibiscus Sabdariffa

I.1.1 Présentation de la plante

Hibiscus sabdariffa L., de la famille des malvacées, est connu sous différentes
appellations : oseille de Guinée ou bissap au Sénégal, karkadé en Afrique du Nord, ngai-ngai
en Afrique centrale, groseille de Noél aux Antilles, flores de Jamaica en Amérique centrale et

roselle, sorrel ou sour tea dans des pays anglo-saxons (Sinela, 2016)

Cette plante est largement distribuée dans les zones tropicales et subtropicales des deux
hémispheéres, des Indes occidentales a I'Amérique centrale et en Asie oul'espéce s'est adaptée.
L’Hibiscus sabdariffa est présent en Thailande, au Vietnam, en Malaisie et en Chine. En
Afrique on la trouve plus particulierement en Egypte, au Sénégal, en Tanzanie, au Mali, au
Soudan et au Tchad. Elle est également cultivée en Amérique du Sud particuliérement au
Mexique (Sinela, 2016) .

Figure 1.1 : Hibiscus sabdariffa L (Dossou-Yovo, 2014).
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I. 1. 2 Classification phylogénique APG (Angiosperm Phylogeny Group)
Le tableau ci-dessous représente la classification botanique d’Hibiscus sabdariffa

Tableau 1.1 : Classification de I'espéce Hibiscus sabdariffa

Embranchement Spermaphyte
Sous- embranchement Angiosperme

Seérie Thalamiflore
Classe Dicotylédone
Sous-classe Dialypétale

Ordre Malvale

Famille Malvaceae

Genre Hibiscus

Espéce Hibiscus sabdariffa

(KIARI et al., 2021)
I. 1. 3 Ecologie et répartition géographique
A. Ecologie

La récolte de la roselle ¢a prend environ 3 a 4 mois pour arriver au stade de maturité, elle
admire un climat tropicale ou subtropicale avec une chute de pluie répartie de 1500 a 2000
mm / an. La plante tolere un climat plus chaud et plus humide avec une température nocturne
non inférieure a 21 °C. En effet, les premiers mois de croissance, la roselle nécessite
I’exposition au soleil environ 13 heures par jour pour empécher sa floraison prématuré(lsmail
et al., 2008)

B. Répartition géographique

L’Hibiscus sabdariffa est trouvée presque dans tous les pays chauds tels que I'Inde,

I’ Arabie saoudite, la Malaisie, 1’Indonésie, la Thailande, les Philippines, le Soudan, I'Egypte

:
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et le Mexique, mais d'autres écologistes croient que 1’origine de cette plante est 1'Inde et

1’ Arabie saoudite (Ismail et al., 2008).

C. Culture

La culture de cette plante se pratiqué dans divers types de sol, parmi les meilleurs le type
sablonneux et terreux. Pour ensemencer 1 hectare il faut environ 5 a 8 Kg de graines
d’Hibiscus sabdariffa en fonction de la densité choisie. Les graines sont germees a une
températureminimale de 10°C et la plante besoin une température optimale entre 20 et 35°C
pour développer. Le pH optimum du sol, est de 5-6. La culture d’Hibiscus est favorisée dans
le mois d’octobre et février (Endrias, 2006).

I. 1. 4 Morphologie et classification d’Hibiscus sabdariffa

Plus de 500 espéces d’Hibiscus sont connues dans le monde. Ces plantes se rencontrent a
la fois dans les régions tropicales et subtropicales. Elles possédent des calices de couleur verte
ou rouge. La majorité des variétés sont utilisées comme plantes ornementales a I’exception du
type sabdariffa dont deux variétés ont été identifiées . Il s’agit d’Hibiscus sabdariffa variété
altissima et d’Hibiscus sabdariffa variété sabdariffa L. (Cisse et al., 2009) .

Le type vert nommé « bissap vert » est principalement utilisé comme condiment dans les
sauces (calices) ou comme légume-feuilles dans I’alimentation des populations , Le type
rouge est utilisé essentiellement pour la préparation de boissons et regroupe quatre variétés : «
Koor », « Thailandaise », « CLT 92 » et « Vimto » (ATAKOUN, 2012) .

A. Hibiscus sabdariffa variété sabdariffa

L hibiscus est une plante pérenne herbacée pouvant atteindre 1 a 2 m de hauteur. Les
feuilles sont ovales, alternées, trilobées ou simples sur des tiges fleuries. Elles sont réparties
tout au long de la tige et présentent un diameétre qui varie entre 7 et 10 cm. Leur couleur est
rose a la périphérie, devenant jaune a l'intérieur pour finir avec un cceur pourpre bordeaux
(Figure 2 A). Le calice, presque glabre, est formé de 5 sépales auxquels se soude un calicule
extérieur multifide (Figure 2 D) (Sinela, 2016).

Le fruit est une capsule ovoide a 5 loges composées chacune de 3 lames minces, lisses a
I’intérieur et hérissées a 1’extérieur de poils fins et piquants. La capsule contient les graines
(Figure 2 C) (Sinela, 2016)

:



Rappel bibliographique Hibiscus sabdariffa

Figure 1.2 : photographies de I’Hibiscus (Hibiscus sabdariffa L.). (A) feuille, (B)
fleur, (C) fruit (capsule), (D) calices, (E) graines et (F) partie aérienne (tige, feuille et
calices) (Chikhoune, 2019)

B. Hibiscus sabdariffa variété altissima

Hibiscus sabdariffa variété altissima a un développement aérien plus important que
I’Hibiscus sabdariffa sabdariffa et peut atteindre 3 a 4 métres de hauteur. Elle est cultivée
principalement pour ses fibres (Sié et al., 2009).
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. 1.5 Domaines d’utilisations d’Hibiscus sabdariffa

Toutes les parties des plants d’Hibiscus sabdariffa (calice, tige, feuille) sont utilisées soit
dans I’alimentation, soit dans la médecine traditionnelle, soit dans 1’industrie textile.(Cisse et
al., 2009)

A. Utilisation alimentaire

L’espéce Hibiscus sabdariffa est utilisée dans I’alimentation humaine et dans 1’industrie
agroalimentaire. La plante est exploitée pour ses calices, feuilles et graines. Les calices, du
fait de leur concentration élevée en acides, pectines, vitamine C et surtout en anthocyanes,
constituent la partie de la plante la plus utilisée. Ils interviennent dans la production de
boissons désaltérantes et tonifiantes sans alcool (Cisse et al., 2009). Cette boisson largement
répandue en Afriqueet en Asie est connue sous plusieurs appellations. Au Sénégal comme au
Bénin ou elle est trésappréciée, elle est nommeée « bissap » et sa consommation est maximale
pendant le mois de ramadan . Au Mali, en Céte d’Ivoire et au Burkina Faso, la boisson est
appelée «da bilenni ». En Egypte, elle est plus connue sous la dénomination de « boisson des
pharaons» et au Soudan sous ’appellation « thé de karkadé. Cette boisson est consommée

chaude ou froide selon la saison (Cisse et al., 2009)

Les calices sont également utilisés dans la production de confiture, gelée et dessert
(Denton et al., 2004). lls sont utilisés également pour fabriquer une boisson fermentée
alcoolisée qui s’apparenterait a du vin (Mounigan & Badrie, 2007). Les extraits de calices
sous forme de concentré ou de poudre séchée sont utilisés comme colorant naturel dans les
industriesalimentaires (patisserie, jus de fruits, boissons, etc.) et pharmaceutiques (Cisse et
al., 2009).

Au Bénin, les graines sont utilisées pour la fabrication de condiments traditionnels par
cuisson puis fermentation. Différents produits appelés « iru », « afitin », « sonru » ou «
yanyanku » sont obtenus en fonction de la durée de fermentation. Les graines peuvent
substituer la viande car elles présentent un potentiel intéressant commesource de protéines et
de matiéres grasses. Elles entrent egalement dans la production de la farine (Cisse et al.,
2009).

:
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Les feuilles d’Hibiscus sabdariffa sont aussi propices a leur utilisation dans 1’alimentation

humaine pour fabriquer une sauce aigre, épaisse, appelée « békéj », servie avec le riz au

unu\( us

poisson (Cisse et al., 2009).

Figure 1.3 : Thé d'Hibiscus sabdariffa et les sachets de thé d'Hibiscus
(MOHAMED et al., 2012).

Figure 1.4 : L'infusion d'Hibiscus sabdariffa ** le
Bissap" (Endrias, 2006).

B. Utilisations médicinales

De nombreuses propriétés thérapeutiques présentées par 1’espece Hibiscus sabdariffa ou

elle est utilisée dans la médecine traditionnelle (Cisse et al., 2009).

Elle est connue comme un antiseptique, antimicrobienne et antifongique, hypotenseur,
sédatif, digestif, diurétique, maintien un bon niveau de cholestérol et de triglycérides,
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antioxydant, prévention de certains cancers et réduction des troubles diabétiques, antibiotique

et protecteur cardiovasculaire (Cisse et al., 2009).

L’infusion de calice utilisée pour soigner les rhumes, les maux de dents, ’anémie et la
rougeole. De plus, le jus des feuilles a été exploité pour traiter la conjonctivite et pour traiter
les plaies et les ulceres (Endrias, 2006).

L’usage traditionnel d’Hibiscus sabdariffa est connu dans le traitement des troubles
hépatiques aussi pour soigner les troubles rénaux et les infections urinaires (inhibe E. coli, et
streptocoque) et conseillé pour traiter les angines et les bronchites et remeédier aux douleurs

menstruelles en relaxant des muscles utérins (Endrias, 2006).

Les fleurs ont une propriété anti-cedémateuse et antiphlogistique pour réduire et
soulagerles cedémes et 1’eczéma. Les racines bouillies ont un excellent pouvoir purgatif pour

calmer latoux et abaisse les inflammations des voies respiratoires (Endrias, 2006).

Ainsi que, I’infusion de cette plante joue un role d’antidépresseur naturel en agissant
contre les signes de la fatigue, le tonus, le manque de motivation grace aux certains bio-

flavonoides qui se trouvent dans la fleur d’Hibiscus (Endrias, 2006).

I. 1. 6 Composition nutritionnelle des différentes parties du plant d'Hibiscus

sabdariffa

La partie la plus importante et la plus exploitée et comestible dans la plante d’Hibiscus
sabdariffa est les calices. lls sont riches en acide organique tels que 1’acide succinique,
oxalique (deux acidesorganiques majoritaires 76 % des acides organiques totaux (Cisse et al.,
2009).

Les sucres présents dans les calices d’Hibiscus sabdariffa sont glucose, fructose et
saccharose oule glucose présente 40 % des sucres totaux. Globalement, les calices d’Hibiscus
sabdariffa connue comme une source importante d’éléments essentiels (Ca, Cu, Fe, K, Mn,

Zn) ainsi que les polyphénols, les pectines, les carotenes et les fibres (Cisse et al., 2009).

Le colorant extrait des calices séchés contient différents anthocyanes principalement le
delphinidine-3-sambubioside et le cyanidine-3-sambubioside dont les quantités sont

relativement élevées : 1,5 g d’anthocyanes pour 1 00 g de calices séches (Endrias, 2006).

0

.
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Les graines d’Hibiscus sabdariffa également contiennent des concentrations tres
importantes en protéines (26 %), lipides (20 %) et sucres totaux (40 %), des acides aminés
essentiels majoritaires tels que 1’acide glutamique, aspartique, la leucine et I'arginine. L’huile
des graines d’Hibiscus sabdariffa est connue par leur composition idéale de matiéres grasses
tels les acides gras insaturés aussi riche en tocophérols, acide linoléique/acide oléique,

palmitique, stéariques et I'acide arachidonique (Cisse et al., 2009).

La partie feuille est connue comme une importante source de calcium, magnésium, fer et
dezinc (Endrias, 2006)

Les valeurs minimales, moyennes et maximales des différentes caractéristiques des calices

frais d’Hibiscus sabdariffa (annexe 01)

I. 1. 7 Phytochimie d’Hibiscus sabdariffa

La chimie d’Hibiscus sabdariffa représente une valeur trés élevée en anthocyanes et
I’acide 3,4-dihydroxybenzoique. Chaque partie de la plante représente une composition
chimique diverse comme les calices séchés qui sont riches en flavonoides et la gossypétine
qui est un composé organique de la famille des flavonols, I'hibiscétine et la sabdarétine
également la présence de petites quantités de delphinidine, chrysanthénine (cyanidine 3-

monoglucoside) et myrtilline (delphinidine 3-monoglucoside).(Shruthi et al., 2016).

De grandes quantités d'acides organiques, a savoir 1’acide citrique, 1’acide tartrique et
I'acide malique. La teneur de ces acides augmentent pendant la croissance mais diminuent

quand ils atteints la maturité ou marit (Shruthi et al., 2016)

Concernant I'extrait de calice d’Hibiscus sabdariffa qui présent une pigmentation rouge
tres riche d’anthocyanes et des propriétés antioxydantes. Une bonne source des antioxydants
liposolubles tels le tocophérol est présent dans les graines d’Hibiscus sabdariffa. La plante
riche en minéraux en particulier le potassium et le magnésium, les Vitamines (ascorbiques,

niacine et pyridoxine) (Shruthi et al., 2016).

Tableau 1.2 : Analyse chimique des calices séchés rouge et blanc de la plante

Hibiscussabdariffa

Composant Calice rouge Calice
(%) blan(%)

:
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Hibiscus sabdariffa

Humidité 11.00 9.30
Protéine brute 7.88 7.53
Fibre brute 13.20 12.00
Matiére grasse brute 0.16 0.12
Carbohydrates totaux 57.16 61.55
Acide ascorbique (mg/ 100 g) 11.00 15.50
Total des solides solubles (%) 5.00 5.50
Acidité titrable (mg / 100g) 9.00 11.00
Calcium (mg/ 100 g) 60.00 50.00
Fer (mg/ 100 g) 25.00 20.00

(MOHAMED et al., 2012)
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I. 2 Obésité

. 2. 1 Définition de I’obésité

L'obésité est reconnue comme maladie chronique depuis 1997 par 1’Organisation Mondiale
de la Santé (OMS). Cette organisation définit I’obésité comme « une situation d’accumulation
anormale ou excessive de masse graisseuse dans le tissu adipeux entrainant des inconvénients

pour la sante » (Aouichat, 2021) .

l. 2. 2 Indicateur de mesure

L’indice de masse corporelle, selon I’OMS, est une mesure simple de 1’obésité. 1l est défini
comme étant le rapport du poids en (kg) sur le carré de la taille (cm?). Une personne ayant un

IMC égale & 30 kg m™ ou plus est considérée comme obése (Simmonds et al., 2016).

L’intervalle de ’IMC associé au moindre risque pour la santé est situé¢ entre 18,5 et 24,9
kg/m?; le surpoids correspond & 'intervalle d’IMC entre 25 et 29,9 kg/m?; I’obésité est définie
par un IMC > ou = 30 kg/m? quels que soient I’4ge et le sexe (RAHOUI, 2019) .

La classification de I’OMS distingue 3 types d’obésité selon I’'IMC en termes de sévérité :
obésité type | ou modérée, pour un IMC entre 30,0 et 34,9 kg/m?, obésité type Il ou sévére
pour un IMC entre 35,0 et39,9 kg/m?, et obésité type 111 ou massive pour un IMC supérieur &
40 kg/m® En effet, plus P'IMC augmente, plus la morbimortalité s’éléve; mais cette
classification ne permet pasd’apprécier la répartition de la masse grasse. Une obésité androide
ou abdominale est définie par un tour de taille > 80 cm chez la femme et > 94 cm chez
I’homme (RAHOUI, 2019).

Tableau 1.3 : Classification du risque pour la santé en fonction de I’indice de

masse corporelle chezles adultes .

Classification IMC Risque de morbidité
associé
Insuffisante pondérale <18,5 Faible (mais risque accru

de problémes clinique)

Eventail normal 18,5-24.,9 Moyen
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Surpoids 25,0-29,9 Accru
Obésite >3030,0-34,9 Modere
Classe 1 (Obésité modérée) 35,0-39,9 Important
Classe 2 (Obésité sévere) >40,0 Trés important

Classe 3 (Obésité massive)

l. 2. 3 Les différents types d’obésité

(Ghachem, 2018)

Il n’existe pas une obésité mais des obésités. Des 1956, Vague et coll. ont divisé 1’obésité

en deux types (Figure 1.5) selon la localisation de la graisse :

e L’obésité androide (abdomino-mésentérique), caractérisée par une accumulation de

graisse au niveau de 1’abdomen touche surtout les hommes.

e L’obésité gynoide (fessio-crurale) caractérisée par une accumulation de graisse au niveau

de la région glutéo-femorale affecte plus particulierement les femmes.

Ces distinctions ne sont pas sans importance d’un point de vue médical car selon ces

auteurs, I’obésité androide est associée a un risque plus important de maladies metaboliques

(diabete), cardiovasculaires (athérosclérose) ou hépatique que 1’obésité gynoide estassociée a

des complications mécaniques.(HAKIKI, 2018)

Obeésité androide

Obeésité gynoide

Figure 1.6 : Les différent types d’obésité (Gallissot-Pierrot, 2013)
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. 3 Cholestérol

l. 3.1 Définition

Le cholestérol est un lipide de la famille des stéroides ; composé de plusieurs noyaux et
portant un groupement hydroxyle libre ce qui en fait une molécule amphiphile, avecune partie
hydrophile (ou téte polaire OH libre) et une partie hydrophobe (ou apolaire) (Cherrier et al.,
2010). il est présent dans les membranes cellulaires, ou il réduit la fluidité de la bicouche
lipidique, il est précurseur de plusieurs molécules, tels que les hormones stéroidiennes, la

vitamine D et les acides biliaires (Levy et al., 2007) .

l. 3. 2 Structure du cholestérol

Selon (EL BAKKALLI, 2018) le cholestérol est un lipide neutre & 27 atomes de carbones,
appartenant a la famille des stérols, au méme titre que les hormones stéroides .Cette classe de
molécule a la particularité d’avoir, de base, un noyau stérol avec un groupement hydroxyle en
C3.Ce noyau a 17 carbones est constitué de 4 cycles accolés (A + B + C constituent le cycle

phénanthrene, et D est un cyclopentane ).

Il possede egalement une chaine hydrocarbonée fixée sur le carbone C-17.

Groupement - -————_ .
méthyle, -~ w~. HC H

Queue hydrocarbonée

Structure de la molécule
T . de cholestérol
*

Groupement “-_ =T
hydroxyle

T i B Georges Dolisi
Les 4 cycles A, B, C et D du noyau stérol

Figure 1.7 : Structure du cholestérol (EL BAKKALI, 2018)
I. 3. 3 ROéle biologique du cholestérol :

D’aprés (Lustenberger & Andr, 2006), le cholestérol est une molécule biologique qui

assure un double réle :

.
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C. Réle structural

Le cholestérol est 1’un des constituants lipidiques des membranes cellulaires ; de nature
amphiphile, il se place entre les phospholipides dans la bicouche lipidique, la téte polaire
(groupement OH en C3) orientée vers le milieu externe aqueux, et la partie non polaire
plongée dans la membrane. Donc Il joue un réle trés important dans 1’organisation, la

dynamique et le fonctionnement des membranes.

D. Role de précurseur de composés biologiques

Toutes les molécules de notre organisme comportant le noyau cyclopentano-phénanthréne

sont synthétisees a partir du cholestérol ; c'est le cas :

e Des vitamines comme la vitamine D qui intervient dans la calcification des os.

e Des hormones stéroides corticosurrénales: cortisol, cortisone, et I'aldostérone.

e Des hormones stéroides sexuelles: ovaire (progestérone, cestrogeéne), testicule
(Testostérone).

e Enfin, c'est également un constituant de la bile (acides biliaires
I. 3. 4 L’origine de cholestérol

Selon (Lustenberger & Andr, 2006), Les besoins sont de I'ordre de 1.2 1.5 g par jour,

prévenant par :
> La synthése endogene

Normalement suffisante pour couvrir les besoins de I'organisme ; dont la synthése est
principalement hépatique et intestinale mais également dans les surrénales, les testicules, la

peau et le systéme nerveux.
» L'apport exogéne

Il est fourni par l'alimentation en graisses animales. Les aliments les plus riche en
cholestérol sont : les abats (foie, cervelle), crustacés et mollusques, jaune d'ceuf, beurre. Cet

apport constitue d'environ 25%.

.
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I. 3. 5 Différents formes de cholestérol dans le sang

D’aprés (EL BAKKALLI, 2018) le cholestérol existe sous deux formes dans la cellule :

- Forme libre : Dans ce cas, il a un caractere amphipathique avec une partie hydrophile et

une partie hydrophobe.

- Forme estérifiée : Le cholestérol peut étre estérifié par un acide gras a longue chaine, ce

qui lui confére un caractere tres hydrophobe.
I. 3.6 Le métabolisme du cholestérol
E. Labiosynthése du cholestérol

Selon (Chen et al., 2011) les cellules des différents tissus de 1’organisme sont capables de
produire leur propre cholestérol. La biosynthese du cholestérol se fait dans le cytoplasme des

cellules du foie et de I'intestin principalement,

e La synthese elle débute par la condensation de trois molécules d'acétate en
hydroxy-méthyl-glutarate (HMG) par ’activité de 1’hydroxy-méthyl- glutaryl-
Coenzyme A synthase (HMG-CoA )

e L'étape d'engagement est la transformation de I'HMG-CoA en mévalonate par
I'HMG-CoA réductase.

e Ce mévalonate est décarboxylé en isoprénoides (l'isopentényl pyrophosphate et le
diméthylallyl pyrophosphate).

e Lacondensation de 6 molécules d’isoprenoides pour former le squaléne.

e Enfin, le squaléne subit I’action de la squaléne cyclase qui crée les cycles du
cholestérol, a partir des insaturations présentes dans le squaléne (Figure 10).

i
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Figure 1.8 : Biosynthése du cholestérol
(Chenetal., 2011).
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F. Régulation du métabolisme du cholestérol

D’aprés (Lustenberger & Andr, 2006), La régulation de la biosynthése du cholestérol est
destinée a produire le complément nécessaire au cholestérol d’origine exogene. Cette
régulation se fait a un seul niveau de la synthése, sur 1’activité de la HMG-CoA réductase, a

court terme et Iong terme.

(a) La régulation a court terme au niveau du foie
Cette régulation se fait en deux étapes :

v Régulation allostérique : la HMG-CoA réductase est inhibée par son produit direct, le
mévalonate, et par le produit final, le cholestérol.
v Régulation par inter conversion : L’activit¢ de la HMG-Co0A réductase estsoumise a un
contréle par modification covalente, elle existe sous deux formes :
- Une forme phosphorylée inactive : la kinase est activée par le glucagon.

- Une forme déphosphorylée active : la phosphatase est activée parl’insuline.

L’insuline stimule donc la synthése du cholestérol, par contre le glucagon I’inhibe.

acétyl-CoM

insuline

HMG-Coi

phosphartase
HMG-Coi

réductase

kinase , .
inactive

mévalonate

I glucagon

1N

cholestérol | hépatrtocyte |

!

Figure 1.9 : Régulation a court terme de la biosynthése du cholestérol
(Lustenberger & Andr, 2006).

.
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(b) La régulation a long terme au niveau périphérique

Il s’agit d’une régulation transcriptionnelle. L’augmentation du cholestérol intracellulaire
entraine une diminution de I’expression de I'HMG-CoA réductase, une diminution de
I’expression des récepteurs auxLLDL, et une augmentation de I’expression de 1’acyl-CoA-
cholestérol acyl-transférase. Il y a donc diminution de la synthése, diminution de la capture
(Lustenberger & Andr, 2006).

3 - . Sy l-CoM
| rtissus périphérigues = o

HMG-Cof

mévalonare

senes
HMG-Cof réductase =
ACAT (&

cholestérol

ester de
cholestérol

‘/I\ récepteur LTI

Figure 1.10 : Régulation a long terme de la biosynthese du cholestérol
(Lustenberger & Andr, 2006).

I. 3.7 Le transport du cholestérol :

Le cholestérol est insoluble dans le sang et doit donc étre transporté sous forme d’esters
d’acides gras, nommé «cholestérol estérifié» dans les fluides corporels et dans les artéres, au
sein de protéine de transport appelée lipoprotéine. Pour le cholestérol d’origine alimentaire :
ce sont les chylomicrons et pour le cholestérol endogene ce sont les LDL et les HDL

(AKHTAR, 2017). Ces lipoprotéines sont classées selon leur densité :

chylomicrons sont les plus grosses et les moins denses des lipoprotéines. Elles transportent

les lipides alimentaires des intestins aux tissus (Tulenko & Sumner, 2002).

en passant par les lipoprotéines de trés basse densité (VLDL), les lipoprotéines de densité
intermédiaire (1DL) et de basse densité (LDL) (lipoprotéines de basse densité) emportent le
cholestérol du foie vers les tissus périphériques et peuvent, en cas d'exces, former des plaques

athérosclérotiques ‘l'athérosclérose’ qui conduit aux maladies cardio-vasculaires. On parle

.
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donc de "mauvais cholestérol” , jusqu'aux lipoprotéines de haute densité (HDL) (Delmas et
al., 2019).

Cholestérol libre

Esters : : ¢ = Triglycérides
de choleslérol e '

Figure 1.11 : Structure de lipoprotéine (Saile & Hassan, 2007).

Recommandations pour préserver votre santé :

“Mauvais cholestérol” “Bon cholestérol”

Inférieur a 1,6 g/L Supérieur a 0,4 g/L

Figure 1.12 : Norme du bon et mauvais cholestérol
(AKHTAR, 2017).

1. 3. 8 Déefinition de I’hypercholestérolémie

L’hypercholestérolémie se définit par un exces de cholestérol dans le sang, dont la teneur
est supérieure ou égal & 2,5 g.L ™. Elle représente dans le monde un enjeu majeur de santé

publique, ce n’est pas une maladie en soi mais un trouble métabolique dont le caractére
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pathogene est lié a la répartition du cholestérol dans les lipoprotéines, qui peuvent se révéler
athérogéne, car un exceés de LDL et de VLDL par rapport aux HDL est considéré comme un
facteur de risque de maladies cardiovasculaires (Holewijn et al., 2010).

I. 3.9 Epidémiologie de I’hypercholestérolémie

En 2008, la prévalence mondiale de I’hypercholestérolémie chez I’adulte était de 39%
(37% chez I’homme et 40 % chez la femme) (Farzadfar et al., 2011). En Algérie, une
enquéte menée en 2008 sur plus de 1000 personnes d’une moyenne d’age de 43 ans a mis en
évidence une prévalence de la dyslipidémie égale a 159%, dont celle de
I'nypercholestérolémie de 14,3%, valeur plus faible que celle des pays industrialisés qui

enregistrent des taux supérieurs a 30% ('Yahia-Berrouiguet et al., 2011).

I. 3. 10Différentes causes et formes de I’hypercholestérolémie

L’hypercholestérolémie pure désigne une anomalie lipidique caractérisée par un exces
isolé du cholestérol circulant, sans perturbation des triglycérides. C’est surtout le LDL-C qui
est considéré comme pathologique quand il est en exceés, c’est un facteur de risque
cardiovasculaire majeur. Cet exces est lié soit a une réduction de dégradation des LDL-C soit
a une augmentation de leur production. Cette pathologie est la plus fréquente (70% des
dyslipidémies) et la plus athérogéene (EL BAKKALLI, 2018) .

G. Hypercholestérolémie polygénique :

Il s’agit d’une variation du cholestérol liée a I’intervention de facteurs d’environnement, et
en particulier diététiques, sur un profil génétique particulier portant a priori sur un ou
plusieurs genes. Pour les facteurs environnementaux, la consommation d’acides gras saturés
ou d’acides gras trans augmente le LDL-C alors qu’a I’inverse, la consommation d’acides
gras n-6 le réduit. L’age, le surpoids et la sédentarit¢ sont €galement des facteurs
d’augmentation des LDL. L apport du cholestérol alimentaire a, de son tour, un effet modeste,
un apport de 100 mg/ 1000 kcal ingérées est a I’origine d’une augmentation de 0,06 a 0,1 g/l
du cholestérol total circulant (EL BAKKALI, 2018) .

H. Hypercholestérolémie monogénique familiale :

C’est une hypercholestérolémie genétique, la transmission est autosomique dominante,

porte principalement sur le gene du récepteur du LDL-C. Différentes mutations peuvent

.
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affecter la synthése des LDL, le transport, la liaison au ligand, mais toutes s’expriment selon
un phénotype similaire. Le déficit familial en apo B-100, dans laquelle une mutation du gene
de I’apo-B diminue ’affinité des LDL pour leur récepteur (EL BAKKALI, 2018).

|.  Facteurs de risques de I’hypercholestérolémie

Selon (Berthélémy, 2012) ,le taux sanguin de cholestérol est influencé par divers facteurs :

des facteurs controlables, et des facteurs incontrdlables.

» Facteurs incontr6lables

Les antécédents familiaux Ils doivent étre pris en compte lorsque les hypercholestérolémies sont
dues a un défaut des LDL-R, qui entraine une accumulation du ces
derniéres dans le sang et les parois artérielles.

L’age Elle est également significative puisque le taux de LDL est plus élevé
aprés 50 ans pour les hommes et aprés 60 ans pour les femmes. En effet
aprés la ménopause, le taux des hormones oestrogéniques diminue,

contribuant ainsi a I’augmentation du taux de cholestérol.

Le sexe Il doit aussi étre considéré puisque les hommes sont plus souvent

sujets a ’HC que les femmes.

» Facteurs contrélables

La surcharge pondérale Il doit aussi étre pris en considération, car une personne ayant un
indice de masse corporelle (IMC) supérieur a 30 est plus exposée a
I’HC.
Le manque d’exercice Il peut favoriser les dyslipidémies.
physique
Le tabagisme Actuel ou arrété depuis moins de 3 ans, accroit le risque de
I’hypercholestérolémie car il altere les parois des artéres et
provoque une accumulation des lipides.
L’hypertension artérielle Traitée ou non, doit aussi étre surveillée en cas soupcon de
I’hypercholestérolémie. Les contraceptifs oraux et 1’alcoolisme sont

oz
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également des facteurs de risques de I’HC a prendre en

considération.

I. 3. 11Hypercholestérolémie et I’athérosclérose :

Les maladies cardiovasculaires (MCV) demeurent un important probleme de santé
publique et représentent la cause majeure de morbi-mortalité dans les sociétés développées,
elles représentent 30% de tous les déces dans le monde (Oguntibeju et al., 2009). Par
ailleurs, I'athérosclérose est la cause majeure des MCV et de leurs complications cliniques
(Negi & Ballantyne, 2010). De plus, de nombreuses études épidémiologiques menées ces
derniéres années ont révélé qu’il existe de multiples facteurs de risque de MCV qui agissent le
plus souvent en synergie et sont responsables de 1’athérosclérose (Yamamoto et al., 2011) .

Selon (Coquais, 2012) Les MCVs sont dues essentiellement au processus d'athérosclérose,
qui est un phénomene caractérisé par le dépot d’une plaque essentiellement composée de
lipides contenus dans le LDL oxydé (on parle de la plaque d’athérome) sur la paroi des
artéres. Le LDL passe par la paroi artérielle ou il y subit une oxydation. Une fois oxydé, les
récepteurs des cellules de la paroi artérielle ne reconnaissent plus le LDL. Celui-ci ne sera
catabolisé que par des macrophages sur lesquels il exerce une activité chimiotactique. Ainsi

fait, les macrophages migrent dans la paroi artérielle et se transforment en cellules spumeuses.

I. 3. 12Hypercholestérolémie et stress oxydant

Le stress oxydant correspond & un deséquilibre profond entre la génération d’espéces
réactives a I’oxygene (ERO) et les défenses antioxydantes de 1’organisme, en faveur des
premieres. Le mode de vie (tabagisme, alcoolisme, sédentarité), mais aussi les mauvaises
habitudes alimentaires augmentent de facon anormale la production des ERO dans notre
organisme. A long terme, ceci peut contribuer a I’apparition de diverses pathologies comme
les maladies cardio-vasculaires ou les cancers (Haleng et al., 2007) Durackova, 2010;
(Migdal & Serres, 2011) .

.
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Chapitre Il Matériel et Méthodes
Objectifs

Ce travail a pour objectif de mettre en évidence 1’effet hypocholestérolémiant du 1’extrait
aqueux des calices de 1’Hibiscus sabdariffa sur quelques parametres biochimiques et sur

I’histologie du tissu hépatique chez les souris.
Lieu et durée du stage

L’expérimentation a été réaliser au niveaux de trois endroits différents : en premier lieu
au niveau de la station expérimentale et le laboratoire de PFE de Biologie animale de la
Faculté des Sciences et de la Nature de notre université de Blida pour le suivis des souris tout
au long du protocole expérimentale ,pour les analyses sanguins ils ont été réalisé au niveau
du laboratoire du Dr Boutabaa-Yakin Ain Benian Alger, et en troisieme lieu ,les coupes
histologiques ont été effectuées au niveau du service anatomie pathologique, I’hépital de

koléa Tipaza .

La partie pratique de notre étude s’est étalée sur une période de Cinque mois a allant du
03 mars jusqu’au 20 aout 2022, notre étude a porté sur 1’évaluation cette plante a était

expérimenter sur des souris albinos obtenus au niveau de I’Institut pasteur Alger.
Il. 1 Matériel

Il. 1. 1 Matériel non biologique

Appareillages ; accessoires de palliasse et les instruments biochimiques de laboratoire

Réactifs et solutions (Annexe 02)
Il. 1. 2Matériel biologique
A. Matériel végétal

Le matériel végétal utilisé est les calices d’Hibiscus sabdariffa a était fournie grace a un
commercant de plantes médicinales du marché des épices de Maghnia Tlemcen (Algeérie) en

provenance d’Egypt.

:
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Ces échantillons sont placés dans des sacs bien ventilés, puis étalés sur du papier a I’ombre

de I’humidité et a température ambiante jusqu’a leurs séchage.
B. Matériel animal
(a) Animaux et conditions d'élevage

L’étude expérimentale a été réalisée sur 40 souris males de race Albinos, agés de deux
mois, pesant entre 20 = 5g (Au début de I’expérimentation). Ces animaux amenés de 1’institut
pasteur d’Alger, et élevés a ’animalerie au niveau de la faculté de sciences de la nature et de
la vie, université de Blida 1. Dans des conditions environnemental standard température
25C°, I’humidité 50 % et un cycle de la lumiére 12h/24h). Les animaux ont un acces libre a

I’eau et a la nourriture.
(b) Induction de I'obésité

Aprés une phase d'adaptation (20 jours), I'obésité est induite chez les souris par le régime
cafeteria. Ce régime, hypercalorique et hyperlipidique, induit une hyperphagie suivie d’une
obésité dont Il'installation est rapide chez les souris Albinos. Le régime cafeteria est composé
de 50% de régime standard et de 50% d’un mélange de saucisse, biscuit secs, fromage,
cacahuetes , salami , chips, chocolat, dont les proportions; 2: 2: 2:2: 1: 1: 1 selon le protocole
de DARIMONT et al. (2004).

L'induction de I’obésité chez souris est confirmée par le suivi de la prise du poids corporel

et la quantité d’aliment ingéré pendant 2 mois.
(c) Traitement des animaux

Apres l'induction de l'obésité, les souris obeses et non obeses ont été divisés en

quatregroupes de dix souris chacun et gardés dans des mémes conditions:

Groupe 1 (10 souris) témoin sain (T): recevant un régime alimentaire standard avec

eau deboisson normal pendant 30 jours.

Groupe 2 (10 souris) témoin obeése (TO): recevant chaque jour un régime

alimentaire cafeteriaavec eau de boisson normal pendant 30 jours.

:
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Groupe 3 (10 souris) Obese + [l’extrait aqueux (OH): recevant chaque jour le régime
cafeteria avec eau aussi bien I’extrait aqueux des calices de I’Hibiscus sabdariffa 0,5 ml par
gavage avec une seringue de 5 ml pendant 30 jours

Groupe 4 (10 souris) Obése + Atorvastatine de 10 mg (OA) : recevant le régime

cafeteria avec 1’eau de boisson traitépar atorvastatine 1.43 mg/ml, Pendant 30 jours.
(d) Sacrifice et le prélevement sanguin

Au terme de I’expérimentation, les animaux ont été sacrifiés aprés le prélévement de sang.
Les prélevements de sang ont été réalisés a 1’aide d’une pipette pasteur a travers le sinus rétro-
orbital au niveau de la veine orbitale (au niveau de I’ceil) chez tous les souris a jeun depuis 16
heures (17h00-09h00). Les échantillons de sang ont été recueillis dans des tubes avec
anticoagulant (héparines) préalablement étiquetés et numérotés pour chaque souris, puis
centrifugés a 3000 tours/min pendant 15 minutes. Le plasma est récupéré et conservé a (-
20C°) jusqu'a la realisation des différents dosages : dosage de la glycémie, triglycérides,

cholestérol, lipoprotéines de haute densité (HDLc), lipoprotéines a faible densité (LDL),

Juste aprés le prélevement de sang, la dissection des 40 souris est réalisée .Le foie et les
reins, sont soigneusement prélevé, ensuite pesé afin de déterminer la masse relative des
organes de chaque souris. Puis ils sont plongé dans du formol 10% pour 1’étude histologiques
(Annexe 03).

(e) Mesure du poids corporel

A I’aide d’une balance électronique et d”un récipient métallique, la prise du poids de chaque
souris a eté mesurée le matin de facon hebdomadaire durant 1’intégralité du protocole
expérimental,afin d’évaluer le développement de I’obésité et I’impact du mode nutritionnel de

souris chez les souris nourrissent avec le régime cafétéria.
I1. 2 Méthodes

I1. 2. 1Préparation de I’extrait aqueux par macération :

La préparation de 1’extrait aqueux de notre plante a été effectué par un ajout 10g des
calices d’Hibiscus sabdariffa découpé en petit morceaux a 100ml de I’eau distillé a

température ambiant, puis en laissant macéré avec d’un duré 48H en macération. De plus on

:
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va réaliser 1’extraction par 3 percolation, aprés ’extrait est filtré. A la fin on va obtenir un

extrait aqueux de notre plante (Annexe 03)
11. 2. 2Méthodes de dosage des parametres biochimiques

Dans cette partie, nous développerons les principales analyses biochimiques et biologiques,

réalisées aux souris de notre étude.
A. Etude du statut de la glycorégulation
(a) Dosage du la glycémie

Principe : La glycémie est dosée par la méthode enzymatique colorimétrique selon
(Trinder, 1969) Le principe de la réaction est basé sur 1’action de glucose oxydase (GOD) sur
le glucose, le transformant en acide gluconique en donnant du peroxyde de I’hydrogéne
(H202). Ce dernier peroxyde d’hydrogéne (H202) ainsi formé, en présence du phénol et de
4-aminophénzone et sous ’action de peroxydase (POD) se transforme en quinonémine. Cette
coloration est d’autant plus intense que la quantité de glucose présente dans 1’échantillon est

élevée. Le schéma réactionnel du dosage de glucose se résume comme suit :

GOD
D-Glucose + H20 + 02 — acide gluconique + H202

POD
H202 + phénol + 4-aminophénazone — quinone + H20

Mode opératoire

Pour chaque souris, on prépare 3 tubes (blanc, étalon, échantillon) puis on pipette dans
chaque tube (étapes en annexe). Par la suite, les tubes sont mélangés et incubés soit 5 a 10

minutes, dans un bain marie a 37°C, ou20 minutes a température ambiante entre 20 et 25°C.

L’absorbance (A) de 1’étalon et 1’échantillon contre le blanc du réactif est lu a 505 nm. La
coloration finale est stable au moins 30 minutes. Le calcul de la concentration du glucose

sérique est réalisé selon la formule ci-aprés :

. _ (A) échantillon—(A)BI
[Glycémie] g/l = (:;:l;ni'zA)blan:"c xn (n=1g/lde Glucose)

Ou n = concentration de I’étalon ; A = Absorbance

4
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B. Statut lipido-athérogéne
(a) Dosage des triglycérides

Principe : Le dosage des triglycérides se fait par une méthode enzymatique colorimétrique
selon la méthode de Young et Pestanter, 1975. Les triglycérides sont hydrolysés par une
lipoprotéine lipase (LPL) en glycérol et en acides gras. le glycérol est ensuite phosphorylé en
glycérol-3-phosphate par I’ATP lors d’une réaction catalysée par le glycérol kinase (GK).
L’oxydation du glycérol-3-phosphate est catalysée par laglycérol-phosphate-oxydase (GPO)
pour former du dihydroxyacétone-phosphate et du peroxyde d’hydrogéne (H,O,). En
présence de peroxydase (POD),le peroxyde d’hydrogene formé entraine le couplage oxydatif
du 4-chlorophénol et de 4-aminophénazone pour former un colorant la quinonéimine, selon la
réaction de Trinder,1969, qui est mesuré a 512 nm. L’absorbance du complexe coloré
(quinonéimine),proportionnelle a la concentration en triglycérides dans 1’échantillon, est

mesuré a 500 nm.Le schéma réactionnel du dosage des triglycérides se résume comme suit :

4 )

LPL
Triglycérides + H20 — Glycérol + Acides gras libres

Glycérolkinase

Glycérol + ATP———  G3P+ ADP

GPO
G3P + 02— DAP + H202

\_ /

Mode opératoire

Les étapes de la méthode manuelle du dosage des triglycérides est représenté en
annexe.Pour chaque souris, on prépare 3 tubes a essais (blanc, étalon, échantillon). La lecture
des différentes concentrations est réalisée a une longueur d’onde de a 505 nm contre un blanc.

Le calcul de la concentration des triglycérides est réalisé selon la formule ci-apres.

(A)Echantillon

[Triglycérides] g/l = @Eralon

xn (n=2g/lde triglycérides)
Avec :

n = concentration de I’étalon

A Echantillon : absorbance de 1’échantillon 29



Chapitre II Matériel et méthodes

(b) Dosage du cholestérol total

Principe : Le dosage du cholestérol total est réalisé par une méthode enzymatique
colorimétrique sur le plasma. La cholestérol estérase (CE) hydrolyse les esters du cholestérol
pour former du cholestérol libre et des acides gras (Zoppi, 1976). Le cholestérol oxydase
(CHOD) catalyse ensuite 1’oxydation du cholestérol en cholesténe-4one-3 et on peroxyde
d’hydrogene. En présence de peroxydase (POD), le peroxyde d’hydrogéne formé entraine le
couplage oxydatif du phénol et 4-amino-antipyrine (4-AAP) pour former un colorant
quinonéimine rouge. L’intensité de la couleur de ce dernier est directement proportionnelle a
la concentration de cholestérol. Le schéma réactionnel du dosage du cholestérol se résume

comme suit ;

4 ; N

CHE
Cholestérol ester + H20 —Cholestérol + acides gras

i CHOD i
Cholestérol + 02 —— 4-Cholesténone + H202

POD
H202 + Phénol + 4-Aminophénazone — Quinonimine + 4H20

Mode opératoire

Les étapes de la méthode manuelle du dosage du cholestérol total est représenté en annexe.
Pour chaque souris, on prépare 3 tubes a essais (blanc, étalon, échantillon). La lecture des
différentes concentrations est réalisée a une longueur d’onde de a 505 nm contre un blanc. Le

calcul de la concentration du cholestérol total est réalisé selon la formule ci-apres.

/ p _ (A)Echantillon—(A)Blanc _ ,
Cholestérol] g/l = WEtalon_(mBlane < (n = 2g/1 de cholésterol)

Avec :
n = concentration de I’étalon

A Echantillon : absorbance de 1’échantillon

- /

:
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(c) Dosage du HDL-cholestérol (HDL-c) (non réaliser puisque la quantité

de sang est insuffisante)

Principe : Le dosage du HDL-c est réalisé par une méthode enzymatique colorimétrique.
Les lipoprotéines de trés basse densité (VLDL) et les lipoprotéines de basse densité (LDL)
présentes dans I'échantillon précipitent en présence d'ions phosphotungstate et magnésium. Le
surnageant contient des lipoprotéines de haute densité (HDL), dont le cholestérol est quantifié

par spectrophotométrie a l'aide des réactions couplées décrites ci-dessous :

CHE
Cholestérol estérifiée + H20 —Cholestérol + Acide Gras

CHOD
Cholestérol + %2 02 + H20 ——Cholesténone + H202

peroxydase

2 H202 + 4 - Aminoanthipyrines + DCPS —>/

-

La concentration en HDL cholestérol est déterminée par voie enzymatique a I’aide de

cholestérol-estérase (CHE) et de cholestérol-oxydase (CHOD).

Sous I’action de la cholestérol-estérase, les esters du cholestérol sont scindés en cholestérol
libre et en acides gras. Dans une réaction ultérieure catalysée par le cholestérol- oxydase, le
cholestérol est transformé en présence de 1’oxygene et I’eau en cholesténone avec formation
de I'eau oxygénée, en présence de peroxydase, 1’eau oxygénée formée réagit avec 4-
Aminoantipyrine et dichlorophénol sulfonate (DCPS) avec formation d’un dérivé coloré
Quinonimine (Sugiuchi,1995).

L’intensité de la coloration est directement proportionnelle a la concentration en HDL—

cholestérol.
Mode opératoire

Les étapes de la méthode manuelle du dosage du HDL-cholestérol (HDL-c) est représenté
en annexe. L’ensemble est bien mélangé pendant 20 minutes a 20 - 25°C ou 5 minutes a

37°C, ensuite centrifugé a 4000 tours /minute pendant 10 minutes.
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La concentration en HDL-cholestérol est mesure dans le surnageant résultant de la
centrifugation de précipité par la méme technique enzymatique que le cholestérol total. La
longueur d’onde 505 nm est utilisé pour la lecture des différentes concentrations des

échantillons.

(d) Dosage du LDL-cholestérol (LDL-c) (non réaliser puisque la quantité
de sang est insuffisante)

Le LDL-cholestérol est calculé a partir du cholestérol total, d’HDL-cholestérol et des
triglycérides a 1’aide de la formule de (Friedwald,1972), a condition que le taux des

triglycérides soit inférieur a 4g/l.

LDL-cholestérol (g/l) = cholestérol total — HDL-cholestérol (g/l) —
[triglycérides (g/l) /5]

I1. 2. 3L’étude histologique : (annexe 04)

Cet examen a été réalisé par 1’exploration de la technique histologique qui assure la
description des détails des modifications internes du foie, la réalisation de ces coupes a été
effectuée suivant le protocole optimisé pour le barbeau par (Alquier et Lefas , 1974).Les

étapes sont comme suit :
A. La Fixation

Elle a pour but d’immobiliser les structures des échantillons en respectant dans la mesure
du possible la morphologie des structures. Apres dissection, le foie et les reins ont éteint fixé
dans le formol a 10% qui a été préparé du 10 ml du formol commercial a 35% et 90 ml d’eau

distillé.
B. La déshydratation

Apres fixation, les organes sont rincés par le tampon PBS et sont coupés a I’aide d’un
scalpel apres ils sont placés dans des cassettes numérotées en raison d’un échantillon par

cassette.
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Ensuite les organes subissent une deshydratation en placant les cassettes dans des bains

d’éthanol de concentration croissante
Alcool 70° (un bain de 30min).
Alcool 80° (un bain de 30 min).
Alcool 90° (un bain de 30 min).
Alcool 100° (un bain de 30 min).
C. Ladesalcoolisation
La désalcoolisation est effectuée dans différents bains de toluene
Toluene + éthanol (v/v) (un bain de 30 min).
Toluéne pur (2 bains de 30 min).
Toluéne pur (un bain de 1 heure).
Toluene + paraffine (v/v) (30 min).
Paraffine (1 bain 12 heures).
D. L'inclusion

La paraffine est coulée a chaud, dans des moules métalliques associes a des cassettes
en plastique. L’explant est rapidement plongé avec une pince préalablement chauffée, tout en
I’orientant dans le sens de la coupe désirée. La polymérisation de la paraffine a température

ambiante permet 1’obtention de blocs préts a étre coupés.
E. La confection et I'étalement des coupes

Avant de passer a la confection des coupes, les blocs démoulés sont taillés a l'aide d'un
scalpel jusqu'a I'apparition des organes inclus. La réalisation des coupes est faite a I'aide d'un

microtome, de type Leica RM 2025, en réglant I'épaisseur a Spm.
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Les rubans obtenus sont éetalés dans un bain marie (37°C) puis récupéreés par les lames dont
I’étalement se fait avec de 1’eau gélatineuse filtrée (5%) puis étalés soigneusement. Ils sont

ensuite traités a I’étuve pour faire dissoudre la paraffine.
F. Les déparaffinages et I’hydratation

Les lames doivent donc étre deparaffinées avant leur coloration dans 2 bains de toluéne

pendant 10 min chacun, puis dans 2 bains d’éthanol pendant une minute pour chaque bain.

L’hydratation se fait on plongeant les lames dans différents bains d’alcool d’ordre
décroissant, alcool a 90° puis a 50° pendant 1 a 5 minutes, puis on rince avec I’eau courante

pendant une minute
G. Lacoloration

Elle a pour but de différencier les constituants tissulaires. La coloration utilisée est celle de
la coloration hématoxyline, éosine. Ou Hématoxyline colore les structures nucléaires en bleu

et I’¢osine colore le cytoplasme en rouge et le collagene en rose.
Dans ce cas, les lames sont trempées successivement dans les bains suivants :
Coloration a I’hématoxyline pendant deux minutes.
Rincer a I’eau courante pendant deux minutes.
Coloration a I’éosine pendant 10 secondes.
Rincer a I’eau courante pendant 2 secondes.
H. La déshydratation

A prés coloration, il est nécessaire de faire une déshydratation pour éliminer 1’eau présente
dans les coupes. Les coupes sont trempées dans différents bains d’alcool éthylique de titre

croissant :
Alcool a 70° pendant 5 a 10 minutes.,
Alcool a 90° pendant 5 a 10 minutes.,

Alcool éthylique absolus pendant 15 minutes.,

:
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Suivie de deux bains de toluéne de 15 minutes chacun.
I. Le montage des lames

Le montage a été réalisé entre lame et lamelle a I’aide de baume de canada.
J. L’Observation microscopique

Les lames ainsi préparées sont prétes pour I’observation au microscope optique (x10 Puis
x40)

11. 2. 4 Analyse statistique

Le test t, également appelé test de Student ou distribution t, est un test statistique populaire
servant a mesurer les différences entre les moyennes de deux groupes ou d'un groupe par

rapport a une valeur standard

:
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Chapitre Il Résultats et discussions

I11. 1 Résultats
Aprés ’expérimentation effectuer sur les souris, nous avons obtenus plusieurs résultats que

nous allons développer ci-dessous.
1. 1.1 Résultats de I’évolution pondérale

La Figure I11.1 représente les résultats de 1’évolution du poids corporel des souris au
début et a la fin de I’expérimentation dont les valeurs moyennes sont exprimées en gramme

(annexe 5).

On peut remarquer qu’au jour (Jo), qu’il n’y a pas de différence significative du poids
corporel entre les quatre lots des souris. Aprés des mois de traitement et au bout de 84 jours
(Js4) ,les résultats montrent que l'administration du régime cafétéria a causer une
augmentation tres important de gain de poids chez le groupe témoin obése TO comparé au

groupe T .

Le traitement par I’extrait aqueux des calices de |’hibiscus sabdariffa induit une
diminution important de poids chez le groupe OH comparé au groupe TO. Par contre le
traitement par atorvastatine traitement de référence il ne présente aucune variation d’une prise
de poids chez le groupe OA comparé au groupe TO. De plus, le traitement par [1’extrait
aqueux des calices de I’Hibiscus sabdariffa est diminué le gain de poids chez le groupe OH

de fagon important comparé au groupe obése traité par 1’atorvastatine OA.

8
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Figure I11.1 : I’évolution pondérale des souris au début et a la fin de

I’expérimentation

Chaque valeur représente la moyenne. TS : souris nourries au régime standard, TO: souris
nourries au régime cafétéria, OH : souris nourries au régime cafétéria avec 1’ extrait aqueux
des calices de I’Hibiscus sabdariffa, OA: souris nourries au régime traité cafétéria avec I’eau

de boisson traité par atorvastatine.

1. 1.2 Résultats de poids relatifs des organes

Le Tableau I11.1 représente les résultats de 1’évolution du poids relatifs organes des souris

(fois, reins) dont les valeurs moyennes sont exprimées en gramme (annexe 6).

Aucune différence n'a été observée dans le poids relatif des reins entre les groupes d'étude.
Cependant, il y avait des différences entre les groupes dans le poids relatif du foie. Les
résultats obtenus montrent que le poids relatif de foie est augmenté de fagon trés important
chez le groupe TO par rapport le groupe Témoin et diminué de fagon treés important chez le
groupe OH par rapport le groupe TO.

E
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Tableau I11.1 : Poids relatif des organes (foie, reins) chez les groupes témoins et

les groupes Traités.

Poids relatif Lot TS Lot TO Lot OH Lot OA
(%)
Moyenne Moyenne Moyenne Moyenne
Foie 5.1 5.86 4.47 491
Reins 0.48 0.48 0.479 0.477
Poids relatif = 22 dorgane(g) o 4
poids corporelle (g)
1. 1.3 Teneurs plasmatique en lipides

Les deux figures I11.2 et I11. 3 représentent les résultats des teneurs plasmatiques en
cholestéerol et en triglycérides successivement dont les valeurs moyennes sont exprimées en

(mg/dl) (annexe 5).

Les résultats obtenus montrent une augmentation tres important de concentration
plasmatique de triglycérides chez le groupe TO par rapport au groupe TS, cependant, cette
concentration diminuée de facon significative chez les souris de groupe OH et diminuée de

facon trés important chez le groupe OA par rapport au groupe TO.

Aussi, nos résultats présentent une augmentation tres important de concentration
plasmatique de cholestérol chez les souris de groupe TO par rapport aux souris de groupe
TS, ainsi, cette concentrations sont diminuées de fagcon important chez le groupe OH par
rapport au groupe TO. Et chez le groupe OA la concentration plasmatique de cholestérol est

diminuée de facon hautement significative par rapport au groupe TO.

Dans ce travail la comparaison entre I'effet de I'extrait aqueux des calices de I’Hibiscus
sabdariffa et l'effet de l'atorvastatine sur la concentration plasmatique des parametres

lipidiques ne présenteaucune déférence.

0
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Figure 111.2 : Concentration plasmatique de cholestérol total chez le groupe
témoin et les groupes Traités.
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Figure 111.3 : Concentration plasmatique de triglycérides chez le groupe témoin
et les groupes Traités.
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1. 1. 4 Teneurs plasmatique en glycémie

La figure I11.4 ci-dessous représente les résultats des concentrations plasmatiques en

glycémie dont les valeurs moyennes sont exprimées en (mg/dl) (annexe 5).

Nos résultats montrent une augmentation significative de la glycémie chez le groupe TO
comparée au groupe TS, cependant chez le groupe OH la concentration du glucose est
diminuée de facon trés important comparée au groupe TO. Aussi ces concentrations sont

diminuées chez le groupe OA mais pas significativement par rapport au groupe TO.

De plus, la présente étude ne montre aucune variation important de I'effet 1’Hibiscus

sabdariffa et I'effet de I'atorvastatine sur la concentration sérique de glycemie.

TS TO OH OA
Les 4 lots des souris

Figure 111.4 : Concentration plasmatique de glycémie chez le groupe témoin et
les groupes Traités.

I1.1.5 Les résultats des coupes histologiques

La figure I11.5 représente les résultats des coupes histologiques sur 1’aspe morphologique
de foie.

)
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Figure 111.5 : Effet de L Hibiscus sabdariffa et le régime cafétéria sur I’aspect
histologique du foie (Benmehiriz & Mekkaoui, 2022).

Les Photographies microscopiques ci dessus (A) et (E) montrent un tissu hépatique normal
chez les souris nourris au régime standard ST ; (B) un tissu hépatique chez les souris nourris
au régime cafétéria ; (c) un tissu hépatique chez les souris nourris au régime cafétéria traité
avec I’extrait aqueux des calices de |’Hibiscus sabdariffa OH : aucun signe de stéatose ou de
dégénérescence n’est observé.; (E) une stéatose hépatique chez les souris nourris au régime
cafétéria TO, marqué par une infiltration de vésicules lipidiques (fleches noires) .par

Coloration: hématoxyline et éosine

L’observation microscopique du tissu hépatique révéle des différences notables entre les
groupes TO et TS .Ainsi, le tissu hépatique des souris nourrisau régime cafétéria montre des
signes histologiques d’une stéatose hépatique macrovacuolaire, marquée par une
accumulation intense de vésicules lipidiques de taille volumineuses. A I’inverse et de fagon
surprenante, le tissu hépatique des souris nourris au régime standard ne montre aucune
stéatose par coloration hématoxyline et éosine.

Cependant, il semble y avoir un changement dans la population de cellules inflammatoires,
passant d'une population dominée par des cellules polymorphonucléaires a une population

E
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dominée par des cellules mononucléaires. Dans les groupes OH, une dégénérescence

hépatocellulaire vacuolaire généralisée a été observée.

Aucune différence n'a été observée dans les coupes histologiques des reins entre les

groupes d'étude.

Les résultats du calcul de test statistique

Les tableaux ci-dessous représentent les résultats de test de student réaliser, on peut

remarquer d’apres les résultats obtenu que n’ ya pas de déférences significatif
HO : la différence entre les deux moyennes est égale a zéro
H1 : la différence entre les deux moyennes est égale a zéro
Lot 1*Lot 2

Tableau : Test t pour un deux échantillons indépendants

Difference 1.600
t (Observed value) 2.286
[t| (Critical value) 2.120
DF 16

p-value (Two-tailed) 0.036

Comme la valeur de p calculée (0.036) est inférieur au niveau de signification alpha=0,05,

il faut accepter I'nypothése alternative H1.
Lot 1*Lot 3

Tableau : Test t pour un deux échantillons indépendants

Différence -0.144
t (valeur calculé) -0.227
[t| (valeur critique) 2.120
ddl 16

p-value (Two-tailed) 0.824

Comme la valeur de p calculée (0.824) est supérieur au niveau de signification alpha=0,05,

il faut accepter I'hypothése nulle HO.

4
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Tableau : Test t pour un deux échantillons indépendants

Différence

t (valeur calculé)
[t] (valeur critique)
ddl

p-value (Two-tailed)

-0.778
-1.241
2.120
16
0.232

Comme la valeur de p calculée (0.232) est supérieur au niveau de signification alpha=0,05,

il faut accepter I'hypothése nulle HO.

Lot 2*Lot 3

Tableau : Test t pour un deux échantillons indépendants

Différence

t (valeur calculé)
[t| (valeur critique)
ddl

p-value (Two-tailed)

-1.744
-2.995
2.120
16
0.009

Comme la valeur de p calculée (0.009) est inférieur au niveau de signification alpha=0,05,

il faut accepter I'hypothése alternative H1.

Lot 2*Lot 4

Tableau : Test t pour un deux échantillons indépendants

Différence

t (valeur calculé)
[t| (valeur critique)
ddl

p-value (Two-tailed)

-2.378
-4.167
2.120
16
0.001

Comme la valeur de p calculée (0.001) est inférieur au niveau de signification alpha=0,05,

il faut accepter I'hypothése alternative H1.

Lot 3*Lot 4

Tableau : Test t pour un deux échantillons indépendants

Différence

-0.633

5
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t (valeur calculé) -1.287
[t] (valeur critique) 2.120
ddl 16

p-value (Two-tailed) 0.216

Comme la valeur de p calculée (0.216) est supeérieur au niveau de signification alpha=0,05,

il faut accepter I'hypothése nulle HO.

467 )
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I11. 2 Discussion

L'obésité est une pathologie a part entiére, aux facettes multiples, touchant tous les
appareils et les fonctions vitales de I’organisme. Du fait de sa gravité et de son caractére
épidémique, elle intéresse de nombreux acteurs du systéeme de santé (Clec’h et al.,
2006)

L'obésité est fortement liée & des facteurs de risque cardiovasculaires tels que
I'nypertensionartérielle, I'intolérance au glucose, diabéte de type 2 et la dyslipidémie (Mendis
etal., 2011) .

Dans notre étude, le régime cafeteria induit une obésité, cette obésité est caractérisée par
augmentation de poids corporel chez les souris soumis au régime cafeteria TO par rapport aux
souris soumis au régime standard T. nos résultat sont en accord avec les études réaliser par
de Laissouf et al., 2014 ; Bouanane et al., 2009 ; Imessaoudene et al., 2016 . Le régime
cafeteria agit comme un régime hyperlipidique et hypercalorique associé a une accumulation
de tissu adipeux et a une prise de poids (Golay, 1998).En réponse a un régime hyperlipidique
et hypercalorique, le rat wistar devient obése par augmentation du stockage des lipides
(Veyrat-Durebex et al., 2011).

Nos résultats obtenu montrent que le groupe obese traité par atorvastatine OA n’a présente
aucune variation significative de gain de poids par rapport au groupe témoin standard TO, par
contre le traitement des souris obéses par traité par I’extrait aqueux des calices d’Hibiscus
sabdariffa OH induit une diminution du gain de poids corporel et une diminution de la prise
alimentaire a par rapport au groupe obese traité par atorvastatine TO , la diminution du poids
corporel des souris traités par rapport au témoin atteste encore de la propriété anti-obésité
d’Hibiscus sabdariffa. Ce résultat rejoint ceux de Adegunloye et al., 1996 et Liu et al., 2017
qui ont observé une perte de poids drastiqgue chez les animaux traités avec différentes

concentrations d'extraits aqueux des calices d'Hibiscus sabdariffa.

(Nnamonu et al., 2013) on suggéré qu’il y’avait une perte de l'appétit chez les modéles

animaux traités par I'extrait aqueux des calices d’Hibiscus sabdariffa.

Aucune différence significative n'a été observée dans le poids relatif des reins entre les
groupes d'étude. Cependant, il y avait des différences important entre les groupes dans le
poids relatif du foie. Les résultats obtenus montrent que le poids relatif de foie est augmenté

de facon hautement significative chez le groupe TO par rapport le groupe Témoin. Cela est en
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accord avec les résultats de Milagro et al., 2006 qui montrent que le poids total du foie a
augmenté (36%) chez les rats nourris au régime cafeteria en comparaison avec un groupe
témoin (Milagro et al., 2006). Cela est d0 a la variété des aliments choisis, des aliments
hautement savoureux et avec proportion élevés de lipides permet d’augmenter la palatabilité
et provoquer 1’hyperphagie des animaux et induit une augmentation de 1’énergie absorbée, il

conduit a une prise de poids rapide (Armani et al., 2010) .

Dans nos résultats des coupes histologiques de fois on remarque un stéatose hépatique chez
le groupe TO par rapport au groupe TS, ces résultats en accord avec 1’étude de Hirunpanich
et al., 2005 qui on constaté que des rats nourris avec un régime riche en graisses pendant 8
semaines présentaient une augmentation significative des triglycérides hépatiques et du
cholestérol total, mais qu'ils réduisaient de maniere significative apres traitement avec l'extrait
de roselle de maniére dose-dépendante. Des études antérieures ont indiqué que l'extrait de
roselle contient des agents phytochimiques, notamment des alcaloides, de l'acide L-
ascorbique, de l'anthocyanine, du f -carotene, de l'acide citrique, de I'hibiscétine, de la
quercétine, de l'acide stéarique et de la cire . La stéatose hépatique se caractérise par une

accumulation de gouttelettes lipidiques dans les hépatocytes. (Hirunpanich et al., 2005).

L'extrait de Roselle a également été utilisé en médecine traditionnelle et en pharmacologie,
qui comprend des niveaux de lipides plasmatiques plus faibles, ce qui réduit les dommages au

foie en tant qu'hépatoprotection avec une fonction antioxydante (Hirunpanich et al., 2005).

Fait intéressant, cette étude représente I'effet protecteur de I'extrait de roselle sur les lésions
hépatiques induites par un régime riche en graisses, par rapport aux statines. Ces
résultatssuggerent que I'extrait de roselle inhibe les dommages oxydatifs dans le foie des rats

nourris avec un régime riche en graisses (Hirunpanich et al., 2005).

L'obésité se caractérise par une augmentation de poids et notamment de tissu adipeux qui
résulte d'un déséquilibre entre les apports et les dépenses d'énergie. En effet, I'obésité est
associee a une inflammation chronique et a des stéatoses hépatiques, ce qui provoque le
dysfonctionnement métabolique et donc la perturbation du métabolisme lipidique (Liu et al.,
2017).

Dans la présente étude, l'obésité qui était provoquée par régime cafeteria, conduit a une
élévation de teneurs plasmatiques en Cholestérol total, en triglycérides chez les souris soumis

au régime cafeteria TO par rapport aux souris soumis au régime standard ST. On peut
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expliquer I'nypercholestérolémie observé chez les souris TO par la forte teneur en lipide dans
I'alimentation. Nos résultats concordent avec les travaux d’autres auteurs Macedo et al.,
2012;Pomar et al., 2017;Guedine et al., 2020 qui ont montré des perturbations portant sur
les TG et le cholestérol et ses fractions chez les rats sous régime cafétéria. Ces perturbations
lipidiques seraient, d’une part, liées a la surconsommation d’unetelle di¢te hypercalorique
riche en graisse et a haute teneur en AG saturés favoriserait la synthése de TG (Kentish et al.,
2012; Storlien et al., 2001). D’autre part, les résultats de plusieurs travaux suggerent que
I’ingestion d’une diete hyperlipidique de facon ad libitum est associée a des perturbations de
I’expression des génes codant pour les enzymes et les hormones impliquées dans le
métabolisme énergétique, notamment lipidique, et que ces perturbations résultent en un bilan
lipidique défavorable (Summa & Turek, 2014;Sun et al., 2018). L’augmentation de la masse
grasse est accompagnée de modifications notables des parameétres lipidiques, avec une
augmentation des teneurs plasmatiques et tissulaires en cholestérol et triglycérides (Laissouf
et al., 2014).

Dans notre étude, on obtenu une diminution du taux plasmatique en cholestérol et en
triglycéride chez le groupe traité par ’extrait aqueux de |’Hibiscus sabdariffa OH comparée
par le groupe témoin obése TO ce qui Concord de 1’étude de Herrera-Arellano et al., 2007
démontre que Rosella aurait un effet thérapeutique comme antihyperlipidémique .Selon
(Yokozawa et al., 2002), les composés poly phénoliques pourraient abaisser le taux de

cholestérol plasmatique.

Dans une étude ultérieure, il a été prouvé que I'extrait aqueux de roselle avait la capacité
d'étre un antioxydant et un hypocholestérolémiant (Thiobarbituric Acid Reactive Substances)
chez des souris nourries avec un régime riche en cholestérol (Hirunpanich et al., 2005).

Dans le méme ordre d'idées,(Adegunloye et al., 1996) avaient précédemment affirmé que
les calices rouges séchés d’Hibiscus sabdariffa sont utilisés en médecine traditionnelle pour
des effets diurétiques, hypocholestérolémiants, antihypertenseurs et mucolytiques. Cet effet
hypocholestérolémiant a été attribué a sa composition antioxydante abondante (Halvorsen et
al., 2002).

Cette observation sur I'hypocholestérolémie capacité de I’Hibiscus sabdariffa est
conforme au rapport de (Lin et al., 2007) qui ont observé que la consommation d'extraits de
H. sabdariffa peut diminuer significativement taux de cholestérol chez les étres humains. Ce

point de vue a été corroboré par les résultats de Olatunji et al., 2005.(Lin et al., 2007)ont
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également observé que le niveau de sérum cholestérol chez les personnes traitées a diminués

significativement.

Les résultats obtenus dans ce travail montrent aussi une diminution des taux des
parametres lipidiques (Triglycéride, cholestérol), chez le groupe traité par atorvastatine OA
par rapport au groupe témoin obese TO. Ces résultats sont en accord avec ceux apportés par
Gelber et al., 2008 qui révelent que l'atorvastatine de 10mg induit chez des patients
dyslipidémiques une diminution des taux Triglycéride, cholestérol . L’atorvastatine est I'un
des classes des statines qui a la propriété de l'inhibition de synthese endogene de cholestérol,
Alors que l'atorvastatine considérant comme un inhibiteur de HMG- CoAréductase, I'enzyme
qui assure la transformation intracellulaire du HMG-CoA en mévalonate, cette réaction
constitue 1’étape limitant de la synthése endogéne du cholestérol. Cette inhibition entraine une
augmentation des récepteurs a LDL hépatiques, confirmée par l'augmentation de I'ARN
messager correspondant. Elle induit en conséquence une captation majorée des LDL dont la
concentration plasmatique s'abaisse. L'augmentation des récepteurs LDL hépatiques entraine
également une diminution, a un degré moindre, Des IDL et des VLDL. Par ce mécanisme, les
inhibiteurs de la HMG-CoAréductase entrainent une diminution des triglycérides (Zarei et
al., 2011).

Concernant la glycémie, les résultats obtenus dans notre travail montrent une
hyperglycémie induit par I'obésité. (Sampey et al., 2011) ont montré que I’apport alimentaire
élevé en acides gras saturés est un facteur important dans la pathogenése de la résistance a
I'insuline. la diéte riche en graisse réduit le nombre des récepteurs de I'insuline a un niveau des

tissus périphériques (lwashita et al., 2002).

(Kim et al., 2000) ont établi que I'accumulation des triglycérides dans le muscle et le foie
est liée a l'insulinorésistance, provenant d’une perturbation de la signalisation insulinique
dans ces tissus. La lipotoxicité résulte d’une accumulation ectopique de lipides dans le foie,
mais aussi les muscles et le coeur seraient impliqués dans la résistance a l'insuline de ces

différents tissus (Després & Lemieux, 2006).

L'insulinorésistance (IR) se caractérise par une diminution de la réponse cellulaire et
tissulaire a l'insuline en présence d’une concentration normale d'insuline ou comme une
réponse normale a une hyperinsulinisme (Boden & Shulman, 2002). De plus, au niveau du
foie (qui est responsable de 75 a 85% de la production de glucose en phase post- absorptive),

I'IR se manifeste par une oxydation accrue des AGL qui stimulent la néoglucogenese et la
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Chapitre III Résultats et discussions

synthese des triglycérides, ceci entraine une surproduction de glucose qui contribue a
détériorer la tolérance au glucose et favoriser I'nyperglycémie a jeun (Gastaldelli et al.,
2000) , ce qui peut expliquer I'nyperglycémie observé chez les souris obéses par rapport aux

témoins.

La plupart des études sur les rongeurs ont révélé que I'hibiscus pouvait réduire la glycémie,
méme dans les études ou les rats étaient nourris avec des régimes riches en graisses et en
cholestérol. Dans notre étude on a observe une hypoglycémie chez les souris obéses traité par
I’extrait aqueux des calices d’Hibiscus sabdariffa OH par rapport aux souris témoins obéses
TO, (Jeffery & Richardson, 2020) ont été démontré que l'action hypoglycémiante de
I'nibiscus a été attribuée a des mécanismes tels que l'inhibition des expressions géniques de
I'ADN et de I'ARN dans les voies de signalisation du stress diabétique, une production et une
disponibilité accrues de I'insuline circulante et une activité antioxydante plus élevée (Jeffery
& Richardson, 2020).

De plus, les résultats obtenus montrent que l'atorvastatine ne montre aucune variation

significative sur la concentration sanguine de glucose.
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Conclusion et perspectives

Conclusion

L’obésité est devenue un probléme majeur de santé publique, car de nombreuses maladies
sont favorisées par I’excés de poids tel que le cancer, probléme cardiovasculaire,

I’hyperlipidémie ...etc. ce qui impliquent la nécessité de son traitement.

Ce travail a été orienté pour évaluer I’influence de la phytothérapie a base de /’Hibiscus
sabdariffa contre I'obésité et ses complications chez les souris rendues obéses par le régime

cafétéria (régime hyper gras).

D'aprés notre étude, on peut conclure que le régime cafétéria conduit a l'installation de
I'obésité, associée a des anomalies métaboliques tel que [I'hypercholestérolémie,
I'nypertriglycéridémie et & une altération morphologique au niveau du foie (c'est-a-dire une
stéatose hépatique) rajoutant a ceux-ci I'athérosclérose, les maladies cardiovasculaires, diabéte

et certains cancers...etc.

L’ensemble des résultats de cette étude, indiquent que le traitement avec [I’Hibiscus
sabdariffa induit une perte de gains du poids corporel et une diminution de prise alimentaire
journaliére, ceci serait di par 1’effet bénéfique de notre plante contre I’obésité et le surpoids,
de méme induit un effet hypocholestérolémiant pouvant réduire le risque cardiovasculaire. Ce
qui fournit la preuve que l'utilisation de cette plante pourrait protéger le foie contre la stéatose

hépatique chez les souris obeses.

Les résultats concernant la comparaison entre l'effet de l'extrait aqueux des calices
d’Hibiscus sabdariffa et I'effet I'atorvastatine sur les concentrations plasmatiques des
parameétres lipidiques ne présente aucune variation significative, ce qui indique probablement

la similarité de I'effet des molécules bioactives d'extrait a celle de I'effet de I'atorvastatine.

A la lumiére de cette étude, nous avons constaté que I’Hibiscus sabdariffa semble étre
bénéfique pour la santé humaine tout en prévenant les altérations métaboliques chez les
obeses, réduit considérablement le cholestérol total et le LDL chez les souris obese ce qui
indique I’influence de ’efficacité de |I’Hibiscus sabdariffa sur le metabolisme lipidique et
qu’elle a un effet hyportriglycéridémie et hypocholestérolémiant apres une administration

orale qui a permis de diminuer les taux de cholestérol total et le LDL et augmenté le niveau de

:




HDL. Son intégration dans l'alimentation peut participer a améliorer le profil métabolique et

réduire I'incidence de I'obésité et ses complications a long terme.

Perspective

Ce travail peut étre considéré comme un point de départ pour d’autres travaux de recherche

sur les effets bénéfiques de 1’Hibiscus sabdariffa , Sachant que cette plante se caractérise par

un réservoir assez important de métabolites secondaires avec des caractéristiques

thérapeutiques et pharmacologiques particulieres qui demandent d'étre exploitées par les

recherches, de cet effet, et comme perspectives on propose de :

>
>

Identifier la plante

Réalisation d’une étude phytochimique sur toutes les parties de I’Hibiscus sabdariffa.
Compléter ce travail par la purification, I’identification et la caractérisation de diverses
molécules, en utilisant des techniques chromatographiques, spectrales et
spectrophotométriques naturelles qui pourront répondre aux différents problémes de la
santé et d'étre un alternatif des medicaments synthétiques.

Une étude histologique au niveau du muscle et de tissu adipeux pour mieux étudier les

complications liées a 1’obésité nutritionnelle.

Chez I’homme, ces résultats pourront contribuer au développement de nouvelles stratégies

thérapeutiques non médicamenteuses dans le domaine de I'obésité et de ses complications.
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Annexes
Annexe 01 :

Valeurs minimales, moyennes et maximales des différentes caractéristiques des
calices frais d’Hibiscus sabdariffa (Entre parentheéses : le nombre de valeurs pris en

compte dans le calcul de la moyenne

Types de donnée Min Moy Max
Humidité (g/1009) 84,5 86,3 (8) 89,5
Protéines (g/100g) 0,9 6,6 (8) 17,9
Lipides (g/1009) 0,1 2,3(7) 39
Fibres (g/100g) 2,5 8,8 (6) 12,0
Cendres (g/100g) 45 5,6 (5) 6,8
Glucides (g/100g) 3,3 8,1 (4) 12,3
Acide maligue (mg/100g) 0,12 1,36 (3) 2,70
Calcium (mg/100g) 1,3 94,0 (9) 213,0
Fer (mg/100g) 2,9 17,2 (9) 37,8
Phosphore (mg/100g) 40,0 191,1 (6) 312,6
Acide ascorbique 6,7 72,0 (6) 141,1
(mg/100g)
Anthocyanes (mg/100g) 150 350 (5) 1500
Annexe 02 :

1. Matériel non biologiques

e Seringues stériles de 5 ml

e Tubes héparines

e Micropipettes avec les embouts jaunes
e Portoir des cuves et des tubes

e Centrifugeuse

e Spectrophotometre

e Chronometre

e Bain marie



o Réfrigérateur

e poubelle

e chariot

e pipettes stériles

e Ciseaux

e sacs de dissection

e balance analytique
2. Réactifs et solutions

e Eau distillee stérile

e Hématoxyline

e Le formol (CH,0)

e L’alcool éthylique (C2Hg0O),

e Paraffine
o Gélatine
e FEosine

e Tampon PBS

e Réactifs SPINREACT :

e Reéactifs SPINREACT

e Reactifs SPINREACT :

Dosage de glucose

: Dosage des triglycérides
e Réactifs SPINREACT :

Dosage du cholestérol total

Dosage HDL-cholestérol (HDL-c)

3. Matériel et appareillages utilisées

4 Appareillages et accessoires de palliasse

Spectrophotometre

Centrifugeuse Bain marie




La balance I’automate les cassettes

Les tubes utilisés

Annexe 03 :

4 1. La préparation de Iextrait aqueux d’hibiscus sabdariffa




<+ 2. la dissection des souris

Témoin standard traité par la plante Témoin obeses

Annexe 05 :

+ 3. L’étude histologique

1) La fixation dans le formol 2,3) déshydratation et désalcoolisation

4) L’inclusion



6,7) déparaffinage, hydratation et coloration

Annexe 05 :

9) le montage des lames  10) observation

Gain du poids chez les souris témoins et des souris traités au début et a la fin de

I’expérimentation dont les valeurs moyennes sont exprimées en gramme.

Poids corporelle Lot TS Lot TO Lot OH Lot OA
(9
Moyenne Moyenne Moyenne Moyenne
au debut de 25.27 25.09 25.4 26.03
I’expérimentation
alafinde 26.47 31.18 28.55 29.47
I’expérimentation

Concentration plasmatique des triglycérides(TG), cholestérol (CL) chez les groupes

témoins et les groupes Traités.

Paramétre Lot TS Lot TO Lot OC Lot OA
Moyenne Moyenne Moyenne Moyenne
Triglycérides 1.52 2.28 0.98 1.01
(mg/dl)
Cholestérol total 151 1.82 1.46 0.87
(mg/dl)

Concentration plasmatique de glycémie chez les groupes témoins et les groupes Traités.




Paramétre Lot TS Lot TO Lot OC Lot OA
Moyenne Moyenne Moyenne Moyenne
Glycémie (mg/dl) 0.79 0.87 0.61 0.85




