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Résumé : Le diabéte sucré est un probléme de santé majeur qui a atteint des niveaux alarmants. La valorisation
des résidus du secteur agro-alimentaire est devenue une priorit¢ de recherche afin d'atteindre une industrie
durable. L'industrie du café génére de grandes quantités de sous-produits riches en phytocomposés bioactifs. La
parche de café est un mince tégument qui recouvre le grain de café et constitue un sous-produit du processus de
torréfaction. Cette étude vise a explorer les effets anti-diabétiques de l'extrait de parche de café. Avant de
procéder & I’expérimentation animale, l'identification des constituants phytochimiques et 'activité antioxydante
ont été réalisées. Ensuite, le diabéte a été induit par la streptozotocine chez des rats males de souche Wistar. Des
observations réguliéres et différents paramétres métaboliques ont été évalués. Les résultats in vitro ont montré
que l'extrait de la parche de café était riche en polyphénols et en flavonoides. Les caractéristiques actuelles de
l'extrait incluent de nombreux métabolites secondaires principaux identifiés par HPLC, principalement la caféine
et 'acide chlorogénique. La séparation a permis 1’obtention de six molécules a partir de 1’extrait brut qui ont été
analysés par RMN. L'extrait posséde également une activité¢ antioxydante significative. Concernant les activités
in vivo, l'extrait montre une efficacité prometteuse dans la réduction de la glycémie, de 'hémoglobine glyquée et
des biomarqueurs hépato-rénaux, et réussit a améliorer le poids corporel, les niveaux d'insuline et le profil
lipidique. Les rapports histopathologiques ont montré des améliorations significatives contre les lésions
hépatiques et rénales. L'analyse des résultats obtenus indique l'effet de l'extrait de la parche de café dans
I'amélioration des complications du diabéte. L'activité antidiabétique globale de l'extrait peut étre attribuée a ses
constituants bioactifs et a son activité antioxydante. La parche de café pourrait étre un agent antidiabétique
prometteur avec une valeur ajoutée.

Mots clés : parche de café, diabéte, polyphénols, flavonoides, stress oxydatif, chromatographie.

Abstract: Diabetes mellitus is a major health issue that has reached alarming levels. The valorization of residues
from the agri-food sector has become a research priority to achieve a sustainable industry. The coffee industry
generates large quantities of by-products rich in bioactive phytocompounds. Coffee silverskin is a thin tegument
that covers the coffee bean and is a by-product of the roasting process. This study aims to explore the
antidiabetic effects of coffee parchment extract. Before proceeding to animal experimentation, the identification
of phytochemical constituents and antioxidant activity were carried out. Diabetes was then induced by
streptozotocin in male Wistar rats. Regular observations and various metabolic parameters were evaluated. In
vitro results showed that the coffee parchment extract was rich in polyphenols and flavonoids. The current
characteristics of the extract include numerous main secondary metabolites identified by HPLC, mainly caffeine
and chlorogenic acid. Separation allowed the isolation of six molecules from the crude extract, which were
analyzed by NMR. The extract also possesses significant antioxidant activity. Regarding in vivo activities, the
extract shows promising efficacy in reducing blood glucose, glycated hemoglobin, and hepatorenal biomarkers,
and it successfully improves body weight, insulin levels, and lipid profile. Histopathological reports showed
significant improvements against liver and kidney lesions. The analysis of the obtained results indicates the
effect of coffee silverskin extract in improving diabetes complications. The overall antidiabetic activity of the
extract can be attributed to its bioactive constituents and its antioxidant activity. Coffee silverskin could be a
promising antidiabetic agent with added value.

Keywords: Coffee silverskin, Diabetes, Polyphenols, Flavonoids, Oxidative stress, Chromatography.
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Introduction générale

Les processus agricoles, depuis 1'exploitation des sols et la production jusqu'a la distribution
des marchandises et la consommation, exercent un poids significatif sur I’économie mondiale
et I'environnement (Myshko et al, 2024). Le secteur agroalimentaire est particuliérement
touché, souffrant de problémes comme la rareté des ressources, les pertes alimentaires et la
génération de déchets. Ces problémes coltent des milliards de dollars chaque année et sont
dus a une mauvaise gestion des ressources et a des habitudes de consommation non durables
des consommateurs (Esposito et al., 2020). Au cours de la derniére décennie, le secteur
agroalimentaire a accordé une attention particuliére a la sécurité alimentaire et le respect de
I'environnement. Cet intérét croissant a incité les systémes de production et les entreprises
agroalimentaires a intégrer des approches durables dans leurs stratégies d'entreprise (Sica et
al., 2018).

Le café est I'une des boissons les plus consommées au monde et est la deuxiéme marchandise
la plus échangée apres le pétrole, ce qui souligne son immense part dans le marché mondial
(Santos et al., 2021). De ce fait, I'industrie du café génére de grandes quantités de résidus qui
causent de graves problémes environnementaux, et par conséquent des efforts
supplémentaires sont nécessaires pour développer des solutions durables (Yun et al., 2020).
Face a ces défis, la valorisation des déchets par des approches biotechnologiques est devenue

une priorité pressente (Capanoglu et al., 2022).

Chaque année, des millions de tonnes de déchets sont générés a cause du traitement du café
(Arya et al., 2021). Ces déchets comportent les écorces, la pulpe, le mucilage, la parche et le
marc de café, qui proviennent des différentes étapes de traitement, comme la récolte, la
torréfaction et l'infusion (Lestari et al., 2022). La parche de café est I’enveloppe qui recouvre
les deux grains de café, elle est produite lors du processus de torréfaction, et représente
environ 4,3 % du poids de la cerise de café (Regazzoni et al., 2016). II a été démontré que la
parche de café est riche en fibres alimentaires (80 %) et en molécules bioactives notamment
les composés phénoliques, néanmoins, elle reste la moins étudiée et la moins exploitée
comparée aux autres sous-produits du café. Pour cette raison, elle peut étre utilisée comme

source pour extraire les molécules bioactives (Lee et al., 2023).

Les composés phénoliques jouent un rdle vital dans la protection de l'organisme contre les
stimuli externes et dans I'¢limination des espéces réactives de l'oxygene, qui sont des
déclencheurs de plusieurs maladies (Rana et al., 2022). Des preuves scientifiques illustrent
que les polyphénols contribuent également a améliorer les profils lipidiques, la pression
artérielle, la résistance a l'insuline et l'inflammation systémique réduisant ainsi le risque de
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plusieurs maladies telles que l'infarctus du myocarde, l'accident vasculaire cérébral, le diabéte,

l'obésité, la maladie de Parkinson et la maladie d'Alzheimer (de Aradjo et al., 2021).

Le diabéte, en tant que plus grande épidémie de l'histoire humaine, figure parmi les dix
principales causes de déces chez les adultes (Zimmet, 2017), avec une prévalence mondiale
d'environ 10 % (IDF, 2021). C’est un trouble endocrinien et métabolique chronique, marqué
par une insuffisance ou une insensibilité a I'insuline ou les deux, conduisant éventuellement a
une hyperglycémie chronique (ADA, 2016). Ainsi, il n'est pas surprenant qu'une grande
quantité de recherches biomédicales sont en cours pour offrir une meilleure compréhension de
la physiopathologie du diabéte afin d'améliorer sa gestion (Ghasemi et Jeddi, 2023). Bien
que les antidiabétiques oraux soient couramment utilisés, les composés phénoliques ont gagné
en popularité en raison de leur grande biodisponibilité et de leur effet anti-hyperglycémiant
avec peu ou pas d'effets secondaires (Sharma et al., 2022). En effet, les polyphénols jouent
un role significatif dans le métabolisme des glucides en inhibant les enzymes clés
responsables de la digestion des glucides, a savoir l'a-glucosidase et l'a-amylase et en
favorisant l'absorption du glucose dans les muscles et les adipocytes principalement par
I'activation de la voie de 'AMPK (Shahwan et al., 2022). Par ailleurs, il a été démontré que
le stress oxydatif joue un réle clé dans le développement et la progression du diabéte et de ses
complications (Rains et Jain, 2011). L'hyperglycémie est fortement liée a 1’augmentation des
niveaux de stress oxydatif di au déséquilibre entre la production d'especes réactives de
l'oxygene (ERO) et la défense antioxydante de l'organisme (Iriondo-DeHond et al., 2020).
De ce fait, la consommation d’antioxydants naturels tels que les composés phénoliques
représente une stratégie nutritionnelle pertinente afin de prévenir et réparer les dommages
oxydatifs (Rana et al., 2022).

En raison des considérations éthiques humaines, les modeles animaux sont largement utilisés
dans la recherche sur le diabéte pour les tests pharmacologiques, les études génétiques et la
compréhension des mécanismes pathologiques (Ghasemi et Jeddi, 2023). La streptozotocine
(STZ) est le produit chimique diabétogene le plus important et le plus largement utilisé chez
les animaux de laboratoire pour creer des modéles animaux de diabéte de type 1 et de type 2
(Furman, 2021). La STZ a des actions cytotoxiques spécifiques, rapides et irréversibles sur
les cellules P pancréatiques responsables de la production d’insuline imitant ainsi la
pathologie humaine (Babaiedarzi et al., 2022). Considérant que le diabéte induit par la STZ
est associé a une hyperglycémie et au stress oxydatif, une supplémentation en polyphénols

constituerait un traitement efficace pour corriger ces altérations metaboliques.
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Plusieurs études ont 1ié les propriétés antidiabétiques de la parche de café a son contenu en
molécules bioactives (Andrade et al., 2022 ; Fernandez-Gomez et al., 2016 ; Rebollo-
Hernanz et al, 2019 ; Peixoto et al, 2022). Cependant, on ne sait pas quel composé est
responsable de cette activité, ce qui justifie la nécessité de la séparation des composés
bioactifs présents dans la parche de café dans le but de les purifier et de les identifier pour une
¢ventuelle application nutraceutique. Plus encore, des inconvénients sont toujours présents
quant a leur utilisation puisqu’on ne sait pas exactement quelle dose serait nécessaire pour

exercer les effets bénéfiques souhaités.

Le travail de recherche réalisé dans le cadre de ma thése de doctorat est divisé en deux
parties : une étude in vitro et une étude in vivo. L’extraction des molécules bioactives de la
parche de café a été réalisée par un solvant hydro-éthanolique et une méthode d’extraction
émergente (extraction assistée aux ultrasons). Par la suite, ces molécules ont ét¢ identifiées au
moyen de multiples analyses chromatographiques (chromatographie sur couche mince,
chromatographie liquide a haute performance, chromatographie sur colonne) dans le but
d'approfondir notre compréhension sur leur nature et leurs mécanismes d’action. Pour I’étude
in vivo, les effets antidiabétiques de ’extrait ont été testés chez des rats males de souche
Wistar dont le diabéte a été induit par la streptozotocine. Une comparaison entre les effets
thérapeutiques de deux doses a été effectuée : 100 et 250 mg/kg du poids corporel. Cette étude
s’avere pertinente afin de pouvoir donner des conseils de nutrition plus quantitatifs, pour un

réel effet sur le diabéte.
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Chapitre 1 La parche de café

1. Le café

1.1. Généralités

Le caféier est une culture particuliére qui, & partir de I'Ethiopie, s'est étendue a de vastes zones
de culture tropicales et subtropicales (Pushpa et al., 2012). Le caféier appartient a la famille
des Rubiaceae et a la tribu des Coffeeae (Clifford et al., 1989). On connait actuellement plus
de 100 espéces du genre Coffea, les deux variétés Arabica et Canephora (Robusta) étant les
especes les plus exploitées économiquement (Davis et al., 2006). Le caféier est généralement
cultivé a haute altitude (600-1200 m), ou les températures moyennes varient entre 15 et 25 °C,
et les taux d’humidité sont modérés. La plante fleurit 3 & 4 ans apres la plantation et dont le
rendement maximal est atteint en moyenne de 10 a 15 ans aprés (Arya et al, 2021). Les
caféiers produisent des fleurs blanches qui, aprés fécondation, donnent des fruits
principalement rouges appelés cerises de café (Pushpa et al., 2012). La plupart des variétés
ont besoin de 210 jours entre la floraison et la maturation de la cerise (Lachenmeier et al.,

2020).

La cerise du caféier a pleine maturité comprend une peau extérieure de couleur rouge vif
(épicarpe), qui recouvre le mucilage (mésocarpe). Sous ce dernier se trouve I'endocarpe, qui
renferme les deux grains (endosperme), et qui sont recouverts d'un tégument fin appelé
"parche" (Figure 1) (Esquivel et Jimenez, 2012). Le café est le résultat de la préparation
d'une boisson par infusion a partir de grains torréfiés et moulus, avec un arbme et une saveur
caractéristiques, qui en font le deuxiéme produit le plus consommé au monde (Gotteland,

2007).

a. disque
b. épicarpe
c. mésocarpe d
d. endocarpe

e. parche

f. endosperme

g. embryon

Figure 1 : Sections transversale et longitudinale de la baie de café (Arya et al., 2021)
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1.2 L’industrie du café

Le café est la denrée alimentaire la plus importante au monde et se classe en deuxiéme
position apres le pétrole brut. Une soixantaine de pays tropicaux et subtropicaux produisent
du café a grande échelle, ce qui représente pour certains d'entre eux le principal produit
agricole d'exportation. Le Brésil est le plus grand producteur et exportateur du café dans le

monde, suivi par le Vietnam, la Colombie et I'Indonésie (Esquivel et Jimenez, 2012).

La production mondiale de café¢ a atteint 168,2 millions de sacs au cours de l'année
2022/2023. Une augmentation de 5,8 % est prévue en 2023/2024 pour atteindre 178 millions
de sacs, avec une production d'Arabica qui s'élévera a 102,2 millions de sacs et une

production de Robusta qui atteindra 75,8 millions de sacs (OIC, 2023).

La variété Arabica constitue 60% du café commercialisé sur le marché international, elle est
cultivée principalement en Colombie, au Brésil et dans certains pays d'Asie comme 1'Inde, ou
d'Afrique comme le Kenya et I'Ethiopie. Le café Arabica est catalogué par les consommateurs
comme le meilleur café pour ses caractéristiques organoleptiques exceptionnelles (Suarez
Agudelo, 2012). Cela est di a la grande variété de composés chimiques qui sont responsables
de la qualité sensorielle et des stimuli du syst¢tme nerveux (Gotteland, 2007). L’espéce
Canephora est généralement cultivée en Afrique, au Brésil et en Indonésie, avec des facteurs
de différenciation telles que la résistance a la rouille et une teneur en caféine plus élevée

(Torres-Valenzuela et al., 2019a).

L’Europe et les Etats Unis se positionnent en tant que principaux importateurs mondiaux de

café, contribuant a plus de 40% de la consommation mondiale (OIC, 2023).

L'Algérie est le deuxieme plus grand consommateur de café en Afrique avec 1,8 million de
sacs consommeés lors de I'année 2022/23 (OIC, 2023). La consommation moyenne annuelle
du café est estimée a plus de 3 kg par habitant. Les principales sources d'importation

comprennent le Vietnam, la Cote d'Ivoire, I'Indonésie, le Brésil et 1'[talie (Algérie Eco, 2019).

1.3 Composition chimique du café

Le café contient un certain nombre de composants chimiques, principalement de 1'eau et de la
matiere seche, tels que des minéraux, des substances organiques (glucides, lipides, protéines),
des alcaloides (caféine et trigonelline), des acides carboxyliques et phénoliques, ainsi que des

composés volatils responsables de 'arome (Montilla Pérez et al., 2008).
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La composition chimique du café varie en fonction de I'espece (Tableau 1). Le café Arabica
contient une teneur en lipides et en saccharose plus élevée que celle du Canephora. Le
Robusta se distingue par sa teneur plus élevée en polysaccharides, caféine, acides

chlorogéniques et cendres (Torres-Valenzuela et al., 2019a).

Tableau 1 : Composition chimique des grains de café des espéces Arabica et Robusta
(Torres-Valenzuela et al., 2019a)

Composition Puertas, 2011 Echeverry et al. 2005 Komes, 2014
chimique*
Arabica Robusta Arabica Robusta Arabica Robusta
Polysaccharides 50.8 56.4 38 41.5 N.D N.D
Sucrose 8.0 4.0 N.D N.D N.D N.D
Sucres réducteurs 0.10 0.40 N.D N.D N.D N.D
Protéines 9.80 9.50 10 10 N.D N.D
Acides aminés 0.50 0.80 N.D N.D N.D N.D
Caftéine 1.20 2.20 1.3 1.4 0.76 - 1.51 -
1.82 3.33
Trigonelline 1.00 0.70 1 0.7 0.88 - 0.75 -
2.76 3.42
Lipides 16.20 10.00 17 11 N.D N.D
Acides aliphatiques 1.10 1.20 2.4 2.5 N.D N.D
Acides 6.90 10.40 2.7 3.1 4-84 7-144
chlorogéniques
Minéraux 4.20 4.40 4.5 4.7 N.D N.D
Composés Traces  Traces 0.1 0.1 Traces Traces
aromatiques
Meélanoidines N.D N.D 23 23 25 25

*Exprimée en pourcentage, par matiere seche
N.D Non détérminé

1.4 Bienfaits de la consommation du café

De nombreux effets positifs sont attribués a une consommation quotidienne modérée de café
(Bae et al., 2014). Plusieurs études ont démontré sa corrélation inverse avec de nombreuses
maladies, notamment la maladie de Parkinson, la maladie d'Alzheimer, plusieurs types de
cancer, le diabéte de type 2, entre autres (Butt et Sultan, 2011 ; Higdon et Frei, 2006). Le
café a également des effets protecteurs sur différents systémes, notamment le systéme
squelettique, le systeme reproducteur, le systéeme nerveux et le systeme cardiovasculaire
(George et al., 2008). Ces propriétés bénéfiques sont attribuées a la riche phytochimie du

café, qui comprend des substances telles que la caféine (la substance psychoactive la plus
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largement utilisée) ainsi que de nombreux autres composés biologiquement actifs appartenant
principalement aux classes des polyphénols et des alcaloides (Hall et al, 2015). Ces
substances sont présentes non seulement dans les grains de café ou dans la boisson associée,
mais aussi dans les sous-produits générés lors de la transformation du café, tels que les

écorces, la pulpe, la parche et le marc de café¢ (Franca et Oliveira, 2016).

1.5 Le traitement des grains de café

Le traitement du café peut étre divisé en deux étapes : le traitement primaire, au cours duquel
les cerises du café sont décortiquées et soumises au séchage, le produit résultant étant les
grains de café vert, le principal produit du commerce international du café (50 a 55 % de la
matiere seéche du fruit) ; et le traitement secondaire, qui comprend la production de café

torréfié et soluble (Franca et Oliveira, 2016).

Le café vert est obtenu soit par voie humide, ou par voie séche. Selon la méthode utilisée,
différents résidus solides sont obtenus tels que la pulpe, les coques, les écorces, la parche et le

marc de café (Figure 2) (Janissen et Huynh, 2018).

Le traitement a sec est la méthode la plus simple et la plus utilisée pour le traitement primaire
du café. Une fois les cerises cueillies, elles sont séchées au soleil et les grains de café sont
séparés en enlevant la matiere qui les recouvre dans une décortiqueuse. Les sous-produits
solides obtenus lors du décorticage sont ce que l'on appelle les coques de café (peau
extérieure, pulpe et une partie de I’écorce) (Franca et Oliveira, 2016 ; Lachenmeier et al.,
2020). Le traitement par voie humide, quant a lui, consiste a décortiquer les fruits et a sécher
les grains de café. Pour ce type de traitement, la peau extérieure est enlevée mécaniquement,
ce qui génere un résidu solide appelé pulpe de café. Apres le séchage, les grains de café sont a
nouveau décortiqués. Les déchets solides qui en résultent par la suite sont les €écorces de café

(Kleinwéchter et al., 2015 ; Franca et Oliveira, 2016).

La torréfaction est une étape cruciale dans le traitement du café, car elle provoque plusieurs
transformations chimiques, physiques et structurelles qui seront finalement responsables du
golit et de l'odeur de la boisson (Bertone et al., 2016). 11 s'agit d'un chauffage contrdlé par le
temps et la température qui a généralement lieu dans des conditions atmosphériques et qui
utilise de 1'air chaud comme agent de chauffage (Dutra et al., 2001). La parche de café, c’est-
a-dire le tégument qui recouvre le grain de café, est détachée et emportée par l'air chaud au

cours de ce processus, constituant ainsi un autre résidu solide généré pendant le traitement du

café¢ (Costa et al., 2014).
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Figure 2 : Représentation schématique des sous-produits issus de la transformation du café
(Oliveira et al., 2021)
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La préparation de la boisson du café est la derniére étape nécessaire a I'obtention du produit
final de consommation. Apres la torréfaction, les grains sont moulus afin d'accroitre la surface
d'extraction et de faciliter le transfert des substances solubles dans I'infusion (Soares et al.,
2015). 11 existe plusieurs fagons de préparer le café, principalement liées aux traditions
locales. Elles peuvent étre divisées en trois grandes méthodes, a savoir l'infusion (filtre ou
café goutte a goutte et napoletana), la pression (espresso, pressoir ou presse francaise, et
moka) et la décoction (bouillie, turque, sous vide, et percolation). Quel que soit le type de

processus, une caractéristique commune est la production d'une grande quantité de marc de

café qui reste apres 1'extraction (Franca et Oliveira, 2016).

1.6 Valorisation des sous-produits du café

Les sous-produits du café ont suscité beaucoup d'intérét ces dernieéres années en raison des
quantités importantes qu'ils génerent. Leur gestion pose des défis environnementaux et
nécessite une préoccupation a 1'échelle mondiale (Anastopoulos et al., 2017). Comme ces
résidus sont dérivés des grains de café, on s'attend a ce qu'ils aient des propriétés similaires
qui pourraient étre exploitées par la récupération des composés bioactifs et leur utilisation
dans les industries alimentaires, pharmaceutiques et cosmétiques (Campos-Vega et al., 2015 ;
Torres-Valenzuela et al., 2019b). A cette fin, différentes études ont été menées pour évaluer
les utilisations alternatives des sous-produits du café et réduire leur impact sur

'environnement (Tableau 2) (Torres-Valenzuela et al., 2019a).
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Tableau 2 : Les travaux effectués pour la valorisation des sous-produits du café
(Santos et al., 2021)

Sous-produit

Application

Référence

Pulpe

Antioxydant

Antimicrobien

Anti inflammatoire
Pigment

Ameca et al. (2018); Chaves-Ulate et
Esquivel-Rodriguez (2019); Delgado
et al. (2019); Geremu et al. (2016);
Heeger et al. (2017)

Chaves-Ulate et Esquivel-Rodriguez
(2019); Duangjai et al. (2016)

Magoni et al. (2018)

Alves et al. (2017)

Coques

Antioxydant

Andrade et al. (2012); Blinova et al.
(2017); Iriondo-DeHond et al. (2019)

Parche

Antioxydant

Anti-age
Antimicrobien

Anticellulite

Ballesteros et al. (2014); Bessada et
al. (2018); Blinova et al. (2017);
Borrelli et al. (2004); Chaves-Ulate et
Esquivel-Rodriguez (2019); Costa et
al. (2017); Esquivel and Jimenez
(2012); Janissen and Huynh (2018);
Martinez-Saez et al. (2014); Murthy
and Madhava Naidu (2012); Puga et
al. (2017); Rodrigues et al. (2016);
Rodrigues et al. (2015); Toschi et al.
(2014)

Castillo et al (2013); Cho et al
(2017); Iriondo-DeHond et al. (2016)
Chaves-Ulate et Esquivel-Rodriguez
(2019); Rodrigues et al. (2015)
Rodrigues et al. (2016)

Marc de café

Antioxydant

Anti-inflammatoire

Ecran solaire
Antimicrobien
Emulsifiant
Hydratation

Andrade et al. (2012); Ballesteros et
al. (2014); Blinova et al. (2017);
Campos-Vega et al. (2015); Mussatto
etal. (2011)

Campos-Vega et al. (2015); Lopez-
Barrera et al. (2016)

Chiari et al. (2014); Marto et al
(2016)

Campos-Vega et al. (2015)

Ballesteros et al. (2014)

Ribeiro et al. (2013)
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2. La parche de café

La parche de café est un tégument fin qui recouvre les deux graines de café et constitue le seul
sous-produit généré au cours de la torréfaction des grains de café vert. La parche représente
environ 4,2 % du poids total de la cerise de café. De grandes quantités sont produites dans le

monde entier et dans les pays ou I'on torréfie le café (Del Castillo et al., 2016).

2.1 Composition chimique de la parche de café

La composition chimique de la parche de café¢ (Tableau 3) montre que les fibres alimentaires
sont le principal composant, avec une proportion plus élevée des fibres insolubles que
solubles (Ballesteros et al., 2014 ; Jiménez-Zamora et al., 2015). La parche posséde une
teneur ¢élevée en protéines et une faible teneur en maticres grasses. Elle est également une
source de composés phénoliques, en particulier les acides chlorogéniques et les acides
caféiques (Mesias et al., 2014). En outre, la parche contient également de la caféine et des
mélanoidines, ces derniéres étant formées au cours du processus de torréfaction (Ates et al.,
2018 ; Borelli et al, 2004). En outre, des minéraux (calcium, magnésium, phosphore,
potassium, cuivre, fer, manganése) importants pour le bien-&tre humain ont été détectés,
tandis que les minéraux toxiques (comme le nickel) ont été trouvés a des niveaux faibles

(Martuscelli et al., 2021).

2.1.1. Les composés phénoliques

Les polyphénols sont un groupe hétérogene de métabolites secondaires biosynthétisés a partir
des voies du pentose phosphate, du shikimate et du phénylpropanoide (Farias et al., 2020).
IIs sont largement répartis dans le régne végétal, principalement dans les fruits et légumes, et
il est estimé que plus de 8000 structures ont déja été identifiées (Lourenco Neto et al., 2018).
En général, les composés phénoliques interviennent dans la défense des plantes en tant que
molécules de signalisation pour les protéger contre le stress oxydatif et les radiations
ultraviolettes, ou pour attirer les pollinisateurs et les animaux afin de disperser les graines

(Vuolo et al., 2019).

Les polyphénols appartiennent a un vaste groupe de substances chimiques possédant un ou
plusieurs cycles aromatiques avec deux ou plusieurs groupes hydroxyle. Les composés
phénoliques se trouvent sous forme libre ou conjuguée avec des sucres, des acides et d'autres
biomolécules solubles ou insolubles dans 1'eau (Skrovankova et al., 2015). Ils peuvent étre

divisés en flavonoides et en non flavonoides (Vuolo et al., 2019).
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Tableau 3 : Composition chimique de la parche de café

(Costa et al., 2017 ; Martuscelli et al., 2021)

Composition Costa et al. Martuscelli et al.
Caractéristiques physico-chimiques
Humidité (g/100 g) 4.76 £0.10 2.78 £0.30
Cendres (g/100 g) 8.34 +0.04 6.79 £0.78
pH N.D 5.34+0.02
Meétabolites primaires
Lipides (g/100 g) 2.42+0.10 2.31+£0.50
Acides gras saturés 64.8+0.16 N.D
Acides gras mono-insaturés 7.10+£0.07 N.D
Acides gras poly-insaturés 28.1+£0.13 N.D
Protéines (g/100 g) 18.8+£0.30 18.15+2.17
Glucides (g/100 g) 5.80+0.20 N.D
Fibres alimentaires
- Fibres alimentaires (g/100 g) 56.4+0.70 51.05+0.35
- Fibres insoluble (g/100 g) 49.1 £0.44 48.85+0.83
- Fibres solubles (g/100 g) 7.30 = 0.07 7.86 £1.01
Minéraux
Potassium (mg/100 g) 4977 + 151 1460 + 387
Magnésium (mg/100 g) 2002 + 72 222.7+26
Calcium (mg/100 g) 584+ 62 546.5 + 343
Fer (mg/100 g) 41.8+2.69 21.25+6.56
Sodium (mg/100 g) 532+0.14 11.59 £2.31
Phosphore (mg/100 g) N.D 146.2 £ 27
Zinc (mg/100 g) N.D 1.8+1.56
Cuivre (mg/100 g) N.D 7.21+£4.70
Manganese (mg/100 g) N.D 231+2.23
Nickel (mg/100 g) N.D 0.32+0.23
Meétabolites secondaires
- Polyphénols totaux (mg Eq AG/1) 85.1+2.1 57.8 £ 64
- Flavonoides totaux (mg Eq EC/I) 103 +£3.8 N.D
- Caféine (g/100 g) 1.25+£0.03 1.75 £ 0.69
- Acide chlorogénique (mg/100 g) 246 £ 0.2 39+£0.02
- Acide caféique (mg/100 g) N.D 0.31+0.01

Les données sont exprimées pour 100 g de poids frais ; N.D : Non déterminé.
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- Les flavonoides

Les flavonoides figurent parmi les composés phénoliques les plus couramment présents dans
les fruits et Iégumes, car ils jouent un réle important dans la couleur et le gott, la synthése des
enzymes et des vitamines, ainsi que dans la réduction des effets de la peroxydation lipidique
(Vuolo et al., 2019).

Concernant la structure chimique, les flavonoides possédent un squelette phénylbenzopyrane
compos¢ de deux cycles aromatiques (A et B) attachés a un cycle tétrahydropyrane (C). Le
cycle pyrane peut présenter des différences, ce qui permet de classer les flavonoides en six
groupes (flavonols, flavonones, flavanols, flavones, anthocyanines et isoflavones), et a
l'intérieur de chaque groupe, ces composés présentent un motif différent d'hydroxylation et de

méthylation des cycles A et B (Gomez-Caravaca et al., 2014 ; Rosa et al., 2019).
- Les acides phénoliques

Les acides phénoliques sont une classe de composés appartenant aux composés phénoliques,
que l'on trouve naturellement dans les fruits et légumes (Louren¢o Neto et al, 2018). Iis
peuvent étre divisés en deux groupes, a savoir ceux dérivés des acides hydroxybenzoiques et
des acides hydroxycinnamiques. Les composés dérivés de l'acide hydroxybenzoique sont
caractérisés par un groupe carboxylique (COOH) et leurs dérivés les plus courants sont les
acides p-hydroxybenzoique, gallique, protocatéchuique et vanillique (Gémez-Caravaca et
al., 2014 ; Lourenco Neto et al, 2018). Quant aux composés dérivés de l'acide
hydroxycinnamique, ils sont caractérisés par un squelette carboné a deux carbones
(C¢HsCHCHCOOH) avec au moins une molécule d'hydrogéne pouvant étre remplacée par un
groupe hydroxyle ; ils sont principalement représentés par les acides p-hydroxycinnamique, p-

coumarique, café¢ique et férulique (Heleno et al., 2015 ; Lourenco Neto et al., 2018).

2.1.2. Bienfaits des polyphénols

Les effets biologiques des polyphénols sont principalement attribués a leur capacité a
séquestrer ou inhiber les especes réactives de 1'oxygene et de 1'azote, a transférer des électrons
aux radicaux libres, en plus d'activer des enzymes antioxydantes, améliorant ainsi le stress
oxydatif et l'inflammation. Ils démontrent des effets prometteurs dans la prévention de
diverses maladies telles que le diabete, 1'obésité, le cancer, les maladies cardiovasculaires,

'ostéoporose, les maladies neurodégénératives, entre autres (de Aratdjo et al., 2021).
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2.1.3. La caféine

La caféine (1,3,7-méthylxanthine) est un dérivé méthylé¢ de la xanthine. La caféine est un
alcaloide présent naturellement dans les grains de café. Le café est la principale source
alimentaire de cette molécule, et sa teneur dépend fortement du mode de préparation
(Heckman et al., 2010). La caféine a été largement étudiée grace a ses effets bénéfiques pour
la santé, notamment en ce qui concerne la résistance a l'insuline et le diabéte sucré. La caféine
et ses métabolites, la xanthine et la théobromine, possédent des activités antioxydantes,
réduisant la dégradation de 'ADN et la formation de radicaux hydroxyles (Azam et al.,

2003).

2.2 Extraction des molécules bioactives de la parche de café

Diverses technologies ont été décrites pour 1’extraction des composés bioactifs a partir de la
parche du café utilisant différentes méthodes et conditions d'extraction (Tableau 4)
(Mussatto, 2015). Généralement, la parche du C. Robusta présente un taux de polyphénols
totaux et une capacité antioxydante plus élevés que celle du C. Arabica. L'éthanol et I'eau sont
les solvants les plus utilisés pour l'extraction solide-liquide. Les extraits par décoction
présentent des teneurs en composés phénoliques similaires ou souvent plus élevées que les
extraits hydro-éthanoliques. La composition et la capacité antioxydante des extraits obtenus
varient en fonction des différentes conditions d'extraction (Iriondo-DeHond et al, 2020).
L'extraction assistée par champ électrique pulsé¢ (CEP), une technologie non thermique
respectueuse de I'environnement, a permis d'améliorer le rendement en polyphénols (19 %) de
la parche de café par rapport a l'extraction non assistée (Barbosa-Pereira et al, 2018).
L'extraction assistée par ultrasons (EAU) et par micro-ondes (EAM) ont permis d'obtenir des
teneurs en composés phénoliques plus élevés que l'extraction conventionnelle par solvant

(Guglielmetti et al., 2017).

2.3 Bienfaits de la parche de café

Etant donné que plus de 95 % des maladies chroniques sont dues aux mauvais choix
alimentaires et a un manque d'exercice physique, de nombreux extraits de plantes apparaissent
comme des candidats fonctionnels pour réduire le risque de ces maladies (Iriondo-DeHond
et al., 2020). La parche de café est une bonne source de polyphénols, en particulier d’acides
chlorogéniques, de caféine, et de mélanoidines qui leur conférent des propriétés antioxydantes
importantes (Del Castillo et al., 2013 ; Fernandez-Gomez et al., 2016 ; Martinez-Saez et
al., 2014 ; Mesias et al., 2014).
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Tableau 4 : Conditions d'extraction des molécules bioactives de la parche de café
(Iriondo-DeHond et al., 2020)

Conditions Espéce Antioxydants Capacité Références
d’extraction Polyphénols  Flavonoides antioxydante
totaux totaux totale
(mg Eq AG/g) (mgEq C/g)

ETOH (50%, 40/60 15.1 4.2 16.3mg EqT/g Costa et al.
1:50 g/mL, Arabica/ (DPPH) (2014)
40 °C, 60min) Robusta 89.6mg FS Eq/g

(FRAP)
ETOH (50%, Robusta  5.2-20.3 2.1-4.8 24.1-40.6 % Bessada et al.
1:50 g/mL, (inhibition) (DPPH) (2018)
40 °C, 60min) 4.4 -20.5mM EqFS

(FRAP)
ETOH (50% Robusta 162.9 6.3 IC50 350 ppm Tan et al.
1:10 g/mL, (DPPH) (2016)
40 °C, 60min)
ETOH (60%, M¢élange 13 1.7 18.2 umol EqT/g Ballesteros
1:35 g/mL, Arabica/ (DPPH) etal. (2014)
60 °C, 30min) Robusta 0.8mmol EqFS

(FRAP)
ETOH (60%, M¢lange 10 N.D 39 umol EqT/g Guglielmetti
1:35 g/mL, 80  Arabica/ (DPPH) etal. (2017)
°C, 45min) Robusta
ETOH (39%, Arabica 9.3-12.0 2.9-3.7 47.7-66.1 uM EqT/g Barbosa-Pereira
1:140 g/mL, (DPPH) et al. (2018)
119min, CEP
1.74kV/cm)
ETOH (39%, Robusta  9.9-12.9 3.1-4.1 54.6 - 71.3 uM EqT/gBarbosa-Pereira
1:140 g/mL, (DPPH) et al. (2018)
119min, CEP
1.74kV/cm)
ETOH (70%, Arabica 73.4 4.2 IC50 230 pg/ml Nzekoue et al
1:0.50 g/mL, (DPPH) (2020)
EAU, 40 kHz, 20
°C, 120min)
H,0 (1:0.50 Arabica 40.4 7.6 IC50362.1 pg/ml  Nzekoue et al.
g/mL, EAU, 40 (DPPH) (2020)
kHz, 20 °C,
120min)
H,0O (1:20 g/mL, Arabica 46.3 N.D 36.7mg EqAC/g Del Castillo
200 °C, 20min) (ABTS) et al. (2013)
H,0 (1:20 g/mL, Arabica 44.8 34 138.7 (mg EqAC/g) Iriondo-
100 °C, 10min) (ABTS) DeHond et al.

(2019)
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W/em?, 10min)

H,O (1:20 g/mL, Robusta 56.5 6.3 169.5 (mg EqAC/g) Iriondo-
100 °C, 10min) (ABTS) DeHond etal
(2019)
H,O (1:50 g/mL, M¢élange 123 N.D 379 umol EqT/g Narita et
270 °C, 10min)  Arabica/ (DPPH) Inouye (2012)
Robusta
H,O (1:50 g/mL, Arabica 7.8 N.D 6.7mg EqT/g (DPPH)Panusa et al.
60 °C, 30min) (2017)
H,O (1:50 g/mL, Robusta 12.8 N.D 9.2mg EqT/g (DPPH)Panusa et al.
60 °C, 30min) (2017)
H,O (1:30 g/mL, N.D 22.2 2.5 13.9mg EqT/g Procentese
120 °C, 20min) (DPPH) et al. (2019)
99.8mg EqFS/g
(FRAP)
H,O (1:20 g/mL, N.D 19.2 2.8 64% (inhibition) Conde and
120 °C, 20min) (DPPH) Mussatto
(2016)
H,O (1:50 g/mL,, N.D 6.43 N.D 4.36-5.01 mg EqT/gWen et al
EAU, 20 kHz, 38 (DPPH) (2019)

8.97-9.70 mg EqT/g
(FRAP)

N.D: non détérminé, DPPH : radical 2,2 diphenyl-1-picrylhydrazyl, FRAP : pouvoir réducteur de fer, Eq AG :
équivalents acide gallique, Eq AC, équivalents acide chlorogénique, Eq C, équivalents catéchine, Eq FS :
equivalents sulfate ferreux, Eq T : équivalents trolox.

La composition chimique de ces extraits suggere qu'ils peuvent étre une bonne source de
composés bioactifs ayant des effets bénéfiques sur la santé humaine ainsi que pour la
prévention de maladies chroniques (Del Castillo et al., 2013 ; Martinez-Saez et al., 2014).
En effet, ils ont été associés a des effets bénéfiques sur le diabete, I'obésité, la résistance a
l'insuline, le stress oxydatif, la régulation des troubles glycémiques et lipidiques, la régulation
du microbiote intestinal et 1’amélioration de la santé de la peau (Andrade et al., 2022 ;

Iriondo-DeHond et al., 2020).

2.3.1 Amélioration de la santé gastro-intestinale

Les fibres alimentaires sont 1'un des principaux facteurs nutritionnels contribuant au bien-étre
humain (Veronese et al., 2018). Les fibres alimentaires ont des effets physiologiques
importants sur le métabolisme du glucose et des lipides ainsi que sur la biodisponibilité des
minéraux. Aujourd'hui, on sait que les fibres alimentaires protégent contre certaines maladies
gastro-intestinales, la constipation, les hémorroides, le cancer du cdlon, le reflux gastro-
cesophagien, l'ulcere duodénal, la diverticulite, I'obésité, le diabéte, les accidents vasculaires-
cérébraux, I'hypertension et les maladies cardiovasculaires (Otles et Ozgoz, 2014). La teneur

¢levée de fibres alimentaires dans la parche de café, principalement des fibres insolubles, peut
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étre bénéfique pour l'intestin et le microbiote intestinal (Ballesteros et al., 2014 ; Costa et al.,
2017 ; Jiménez-Zamora et al., 2015). Les propriétés prébiotiques de la parche de café
décrites précédemment démontrent qu’elle favorise préférentiellement la croissance des
bifidobactéries in vitro, ce qui suggere que sa consommation peut avoir des effets prébiotiques
(Figure 3) (Borrelli et al., 2004). Par conséquent, la parche de café peut étre un ingrédient
approprié pour la formulation d'aliments ayant une activité¢ prébiotique (Iriondo-DeHond et

al., 2020).

2.3.2 Prévention des maladies métaboliques
Les troubles métaboliques ont atteint des proportions épidémiques dans les pays développés.
En 2019, le surpoids et 1’obésité ont causé environ 5 millions de décés dus a des maladies non
transmissibles telles que les maladies cardiovasculaires, le diabéte, les cancers, les troubles
neurologiques, les maladies respiratoires chroniques et les troubles digestifs (GBD, 2019). La
perturbation des processus métaboliques normaux entraine un déséquilibre redox et
énergétique, produisant de nombreuses maladies physiopathologiques dans 1'organisme,
connues sous le nom de syndrome métabolique. Ce processus comprend un poids corporel
¢levé, l'obésité, la résistance a l'insuline, l'hypertension artérielle, la dyslipidémie, la
résistance a la leptine, la réduction de I'adiponectine, la sécrétion défectueuse d'insuline et
l'intolérance au glucose (Iriondo-DeHond et al., 2020). Les composés bioactifs présents dans
la parche de café¢ peuvent affecter plusieurs voies impliquées dans la pathogene¢se du
syndrome métabolique grace a des mécanismes d'action complémentaires (Figure 3)
(Andrade et al., 2022) :

- Interaction avec les transporteurs intestinaux de sucre, les hormones et les voies de

signalisation agissant sur le métabolisme du glucose, en particulier 'AMPK.
- Amélioration de la capture du glucose et de la sensibilité a l'insuline.
- Diminution des niveaux plasmatiques de cholestérol total et des triglycérides,
probablement par 1'inhibition de la lipase pancréatique.
- Réduction de la production de cytokines inflammatoires dans les tissus adipeux et

protection contre les dommages oxydatifs de I’ADN.

2.3.3 Amélioration de la santé cutanée
La peau est le plus grand organe du corps humain et son réle principal est d'agir comme une
barriére chimique et physique pour protéger le corps contre les agents environnementaux

nocifs (Pérez-Sanchez et al., 2018). Le vieillissement est un phénoméne inévitable qui
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consiste en une accumulation de changements cellulaires et tissulaires au fil du temps, ce qui

entraine une
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Figure 3 : Résumé sur les effets bénéfiques de la parche de café (Andrade et al., 2022)

perte progressive de la structure et de la fonction (Bessada et al, 2018b). Le stress oxydatif

est la principale cause du vieillissement accéléré de la peau et des maladies (Iriondo-DeHond

et al., 2016). La parche de café¢ est un candidat potentiel pour remplacer les produits

chimiques synthétiques dans les formulations cosmétiques en raison de son potentiel

antioxydant élevé, de ses composés phénoliques et de sa teneur en mélanoidine et en caféine

(Bessada et al., 2018b). 1l a été démontré que les composés bioactifs présents dans la parche

de café peuvent agir en synergie pour protéger contre le vieillissement accéléré induit par les

UV (Iriondo-DeHond et al., 2016).
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Figure 4 : Propriétés de la parche de café sur la santé cutanée (Iriondo-DeHond et al., 2020)
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Chapitre 11 Le diabéte sucré

1. Le diabéte sucre

1.1 Généralités

Le diabete sucré est 1'une des urgences sanitaires mondiales qui connait la croissance la plus
rapide au 21° siécle (FID, 2021). Selon I'Organisation mondiale de la santé, le diabéte sucré
deviendra la septiéme cause de déces dans le monde en 2030 (Mathers et Loncar, 2006). Le
fardeau du diabéte se refléte non seulement par le nombre croissant de personnes souffrant de
la maladie, mais aussi par le nombre de déces prématurés (6.7 millions en 2021) dus a ses
complications (FID, 2021).

Le diabéte sucré (ou plus communément appelé diabéte) est une maladie métabolique
caractérisée par une hyperglycémie chronique due a une carence relative ou totale de
l'insuline. Cette hormone, sécrétée par les cellules B des ilots pancréatiques de Langerhans,
joue un role essentiel dans le contrdle de la glycémie en facilitant l'absorption et le
métabolisme du glucose dans les tissus périphériques, tels que le foie, les muscles et le tissu
adipeux (Figure 5) (King et Austin, 2017).

Un déficit en insuline, s'il n'est pas contrélé a long terme, peut endommager de nombreux
organes du corps, entrainant des complications invalidantes et potentiellement mortelles telles
que les maladies cardiovasculaires (MCV), les Iésions nerveuses (neuropathie), les 1ésions
rénales (néphropathie), l'amputation des membres inférieurs et les maladies oculaires
(affectant principalement la rétine) entrainant une perte progressive de la vue, voire la cécité.

Toutefois, une prise en charge appropriée du diabéte permet de retarder ou d'éviter

complétement ces complications graves (FID, 2021).
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Figure 5 : Actions de l'insuline (FID, 2015)
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Chapitre 11 Le diabéte sucré

1.2 Incidence du diabéte

La Fédération Internationale du diabéte rapporte que 537 millions d'adultes agés de 20 a 79
ans vivent actuellement avec le diabéte. Cela représente 10,5 % de la population mondiale
dans cette tranche d'age. Le nombre total devrait passer a 643 millions (11,3 %) d'ici 2030 et a
783 millions (12,2 %) d'ici 2045. Le nombre de personnes vivant avec un diabete non
diagnostiqué est estimé a 240 millions, ce qui signifie que prés d'un adulte sur deux ignore
qu'il est atteint de cette maladie. Prés de 90 % des personnes atteintes de diabéte non
diagnostiqué vivent dans des pays a revenu faible ou intermédiaire. En Afrique, en Asie du
Sud-Est et dans le Pacifique occidental, plus de la moiti¢ des personnes diabétiques ne sont
pas diagnostiquées. Plus de 1,2 million d'enfants et d'adolescents sont atteints de diabéte de
type 1. Plus de la moitié (54 %) ont moins de 15 ans (FID, 2021).

La prévalence du diabéte continue d’augmenter en Algérie, atteignant 14,4 % de la population
agée entre 18 et 69 ans, soit environ 4 millions de personnes touchées (Belhadj et al., 2019).
L'Algérie se classe au cinquiéme rang parmi les dix pays ayant le nombre le plus élevé de cas

prévalents de diabéte de type 1 chez les enfants et les adolescents (0-19 ans) (FID, 2021).

1.3 Diagnostic du diabete

En présence de signes cliniques, le diabéte peut étre diagnostiqué soit sur la base des critéres
de glucose plasmatique (glycémie a jeun (GAJ) ou une épreuve d'hyperglycémie provoquée
par voie orale (HGPO)), soit sur la base des critéres d'hémoglobine glyquée (HbA1c) (Tableau
5). La concordance entre la glycémie a jeun et 'HGPO est imparfaite, tout comme la
concordance entre I'HbAlc et I'un des tests basés sur le glucose plasmatique. Des études ont
confirmé que la valeur de 'HGPO permet de diagnostiquer plus de diabétiques que les seuils
de la glycémie et de 'HbAlc (Abdul-Ghani et al., 2009 ; Bando et al., 2001). Les mémes

tests sont utilisés pour détecter les personnes atteintes de prédiabete (ADA, 2016).

1.4 Types de diabéte

1.4.1 Diabéte de type 1

Le diabéte de type 1 (DT1) est causé par un processus auto-immun dans lequel le systéme
immunitaire de l'organisme attaque les cellules béta du pancréas qui produisent l'insuline. En
conséquence, l'organisme ne produit que trés peu ou pas d'insuline. Les causes de ce
processus ne sont pas entiérement comprises, mais une explication probable est que la
combinaison d'une susceptibilité génétique (conférée par un grand nombre de genes) et d'un
déclencheur environnemental tel qu'une infection virale, initie la réaction auto-immune. Bien

que le diabete de type 1 se manifeste le plus souvent chez les enfants et les jeunes adultes, il
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Chapitre 11 Le diabéte sucré

peut se développer a tout age. Les symptomes typiques du diabéte de type 1 sont énumérés
dans la Figure 6. Le tableau clinique classique de soif excessive (polydipsie), de mictions
fréquentes (polyurie) et de perte de poids peut toutefois ne pas étre présent et le diagnostic

peut étre retardé, voire totalement manqué (Atkinson et al., 2014 ; Craig et al., 2014).

Les personnes atteintes de diabete de type 1 nécessitent des injections quotidiennes d'insuline
pour survivre. Un traitement régulier, associé a la surveillance du glucose, a I'éducation et au
soutien, permet une vie saine et prévient les complications. Cependant, la gestion du diabéte
chez les enfants et les adolescents est complexe, surtout dans les milieux économiquement
défavorisés. Le manque d'accés a l'insuline et a 1'éducation sur le diabéte peut entrainer des
complications graves. Méme dans les pays bien équipés, vivre avec le diabete de type 1 reste
un défi, avec des risques tels que I'hypoglycémie, la cétose diabétique et les complications

vasculaires (FID, 2021).

Tableau 5 : Les valeurs recommandées pour le diagnostic du diabéete (FID, 2021)

Test Diabéte Intolérance au glucose Glycémie a jeun
altérée
GAJ! > 7.0 mmol/L < 7.0 mmol/L 6.1 — 6.9 mmol/L
(126 mg/dL) (126 mg/dL) (110 — 125 mg/dL)
ou et et si mesuré
HGPO’ > 11.1 mmol/L >7.8et<11.1 mmol/L < 7.8 mmol/L
(200 mg/dL) (140 — 200 mg/dL) (140 mg/dL)
ou
HbAlc’ > 48 mmol/mol
Equivalent a 6.5%
ou
Glycémie > 11.1 mmol/L
plasmatique (200 mg/dL)
aléatoire

'Le jeiine est défini comme l'absence d'apport calorique pendant au moins huit heures. ° Le test de glycémie
plasmatique postprandiale de deux heures doit étre effectu¢ a l'aide d'une charge de glucose contenant
l'équivalent de 75 g de glucose anhydre dissous dans de l'eau. °Le test HbAlc doit étre effectué dans un
laboratoire utilisant une méthode certifiée par le National Glycohaemoglobin Standardization Program (NGSP)
et standardisée par rapport au test de l'essai Diabetes Control and Complications Trial (DCCT). En l'absence de
symptomes d'hyperglycémie, deux tests anormaux sont nécessaires pour diagnostiquer le diabete sucre.
L'Association Américaine du Diabete (ADA) recommande de diagnostiquer un "prédiabete” avec des valeurs
d'HbAlc comprises entre 39 et 47 mmol/mol (5,7-6,4 %) et une anomalie de la glycémie a jeun lorsque la
glycémie plasmatique a jeun est comprise entre 5,6 et 6,9 mmol/L (100-125 mg/dL). GAJ : glycémie a jeun.
HGPO : hyperglycémie provoquée par voie orale. HbAlc : hémoglobine glyquée.
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Figure 6 : Les symptomes typiques du diabete de type 1 (FID, 2021)

1.4.2 Diabéte de type 2

Le diabéte de type 2 (DT2) est la forme la plus courante du diabéte, représentant plus de 90 %
de tous les cas de diabete dans le monde. Sa prévalence augmente rapidement a 1'échelle
mondiale. Cette augmentation est alimentée par le vieillissement de la population, le
développement économique et l'urbanisation croissante, entrainant des modes de vie plus

sédentaires et une consommation accrue d'aliments malsains associés a I'obésité (Basu et al.,

2013).

Le terme DT2 ne désigne pas une maladie unique, mais une collection hétérogene de
syndromes hyperglycémiques résultant de l'interaction entre une prédisposition génétique et
des facteurs de risque comportementaux et environnementaux. Habituellement observé chez
les adultes, le DT2 est de plus en plus fréquent chez les enfants et les adolescents (Forbes et

Cooper, 2013).

Le DT2 est le résultat d’un dysfonctionnement des boucles de rétroaction entre I'action et la
sécrétion d'insuline entrainant des niveaux de glucose anormalement élevés dans le sang
(Stumvoll et al., 2005). Ce trouble est associé¢ a une combinaison de résistance a l'insuline et

de défaillance des cellules béta. La résistance a l'insuline est définie comme une condition
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Chapitre 11 Le diabéte sucré

physiopathologique dans laquelle une concentration normale d'insuline ne produit pas

adéquatement une réponse a l'insuline dans les tissus périphériques (Forbes et Cooper, 2013).

Dans cette situation, les cellules B du pancréas sécrétent davantage d'insuline
(hyperinsulinémie) pour compenser I'hyperglycémie chez les individus résistants a I'insuline
(ADA, 2016; Hameed et al, 2015). Cette production finit par provoquer un
dysfonctionnement des cellules B causant une sécrétion réduite d'insuline, limitant ainsi la
capacité du corps a maintenir des niveaux de glucose physiologiques (Galicia-Garcia et al.,

2020). La dysrégulation de I'homéostasie du glucose dans le DT2 affecte la fonction de

nombreux organes et tissus (Figure 7).
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Figure 7 : Lien entre les voies homéostatiques du glucose et les cellules cibles susceptibles de
présenter des complications liées au diabete (Forbes et Cooper, 2013)

Les cellules cibles comprennent les cellules endothéliales, les podocytes, les cellules tubulaires proximales, les
cellules gliales, les cardiomyocytes et les cellules neuronales. GLP-1: Glucagon like peptide 1, IGF-1 : insulin
growth factor, AGL : acide gras libre.
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Chapitre 11 Le diabéte sucré

Les causes du DT2 ne sont pas totalement ¢élucidées, mais il existe un lien étroit avec le
surpoids, l'obésité, le vieillissement, l'origine ethnique et les antécédents familiaux (FID,
2021). Le DT2 peut présenter des symptdmes similaires a ceux du DT1 mais, en général, les
symptomes sont beaucoup moins marqués et la maladie peut étre totalement asymptomatique.
Si le diagnostic est retardé pendant une période prolongée, des complications apparaissent
telles qu'une déficience visuelle, des ulcéres des membres inférieurs mal cicatrisés, des

maladies cardiaques ou un accident vasculaire cérébral (AVC) (Gregg et al., 2014).

La pierre angulaire de la gestion du DT2 est la promotion d'un mode de vie comprenant une
alimentation saine, une activité physique régulicre, l'arrét du tabac et le maintien d'un poids
corporel sain (FID, 2019). Si les tentatives de modification du mode de vie ne suffisent pas a
contrdler la glycémie, on commence généralement a prendre des médicaments par voie orale,
la metformine étant le médicament de premicre intention. Si le traitement par un seul
médicament antidiabétique n'est pas suffisant, une série de thérapies combinées sont
désormais disponibles (par exemple, les sulfonylurées, les inhibiteurs de l'alpha glucosidase,
les thiazolidinediones, les inhibiteurs de la dipeptidyl peptidase 4 (DPP-4), les agonistes du
glucagon-like peptide 1 (GLP-1) et les inhibiteurs du sodium glucose co-transporteur 2. Des
injections d'insuline peuvent étre nécessaires pour contrdler I'hyperglycémie aux niveaux
recommandés si les médicaments non insuliniques ne parviennent pas a contrdler la glycémie

(Inzucchi et al., 2015 ; Tran et al., 2015).

Au-dela du contrdle des taux de glucose sanguin, il est crucial de gérer également la pression
artérielle et les taux du cholestérol LDL. Un dépistage régulier du développement de
complications diabétiques précoces, telles que la maladie rénale, la rétinopathie, la
neuropathie, la maladie artérielle périphérique et 1'ulcération du pied, permettra de prévenir le
développement et la progression de ces complications. Grace a des bilans réguliers et une
gestion efficace du mode de vie, ainsi que des médicaments si nécessaire, les personnes

atteintes de DT2 peuvent mener une vie saine (FID, 2019 ; 2021).

1.4.3 Intolérance au glucose et glycémie a jeun altérée

Egalement appelé « prédiabéte », c’est un état caractérisé par des niveaux de glucose sanguin
¢levés au-dessus de la plage normale et en dessous du seuil diagnostique du diabéte (Tableau
5). Le prédiabete signale un risque plus élevé du développement futur du DT2 (Richter et al.,
2018) et indique un risque accru de maladies cardiovasculaires (Huang et al., 2016). La
progression du prédiabete vers le DT2 est liée aux niveaux de glycémie plasmatique élevés
ainsi qu'a des facteurs de risque tels que 1'age et le poids (Howells et al., 2016).
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Chapitre 11 Le diabéte sucré

1.4.4 Hyperglycémie gestationnelle

Selon ['Organisation Mondiale de la Sant¢ (OMS) et la Fédération Internationale de
Gynécologie et d'Obstétrique (FIGO), I'hyperglycémie pendant la grossesse peut étre classée
comme ¢tant un diabéte prégestationnel, un diabete gestationnel (DG) ou un diabéte pendant
la grossesse (Hod et al, 2015 ; OMS, 2013). Le diabéte prégestationnel inclut les femmes
atteintes de diabete de type 1, de type 2 ou de formes plus rares de diabéte avant la grossesse.
Le DG peut survenir a n'importe quel moment de la période prénatale et n'est pas censé
persister apres l'accouchement (Immanuel et al., 2017). Le diabéte pendant la grossesse
s'applique aux femmes enceintes présentant une hyperglycémie diagnostiquée pour la
premiére fois pendant la grossesse. On estime que la plupart des cas (75% a 90%)
d'hyperglycémie gestationnelle sont des cas de DG (ADA, 2014). Les symptomes évidents de
I’hyperglycémie gestationnelle sont rares et peuvent étre difficiles a distinguer des symptomes
normaux de la grossesse. Par conséquent, un test de tolérance au glucose oral (HGPO) est
recommandé pour le dépistage du DG chez toutes les femmes entre la 24°™ et la 28°™
semaine de grossesse (OMS, 2014). Les femmes présentant une hyperglycémie gestationnelle
courent un grand risque de grossesse défavorable. Cela inclut la prééclampsie et la

macrosomie, ce qui peut rendre 1’accouchement normal difficile et dangereux (FID, 2021).

1.4.5 Autres types de diabéte
Le rapport récemment publi¢ par 'OMS sur la classification du diabéte sucré répertorie
plusieurs types spécifiques de diabete (OMS, 2019).
- Le diabéte causé par des maladies du pancréas, tels que la pancréatite, les
traumatismes, les infections, le cancer du pancréas et la pancréatectomie.
- Le diabete di a des troubles endocriniens qui provoquent une sécrétion excessive
d'hormones antagonistes de l'insuline (par exemple, le syndrome de Cushing).
- Le diabete induit par des médicaments et des produits chimiques perturbant la
sécrétion d'insuline ou son action.
- Le diabéte li¢ a une infection virale associée a la destruction des cellules f3.
- Des formes spécifiques rares de diabeéte médié par le systetme immunitaire (par
exemple, des troubles immunologiques autres que ceux qui provoquent le diabéte de
type 1).
- D'autres syndromes génétiques parfois associés au diabete (par exemple, le syndrome

de Prader-Willi, le syndrome de Down, l'ataxie de Friedreich).
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1.4.6 Le diabéte expérimental
Les modéles animaux sont couramment utilisés dans la recherche sur le diabéte, car
I'homéostasie glucidique est bien préservée chez différentes especes. Les rongeurs sont les
plus fréquemment utilisés pour des raisons éthiques et pratiques (Renner et al., 2016). Le
choix du mode¢le animal dépendra du type de diabéte (type 1 ou 2). De plus, ce choix sera
influencé par I’objectif de I'¢tude (comprendre la pathogenese, prévenir ou traiter la maladie)
(King et Bowe, 2016). L'hyperglycémie chronique et la glucotoxicité correspondante
constituent les principaux mécanismes physiopathologiques du diabéte et de ses
complications (Wu et Yan, 2015).

- Le diabete induit par la streptozotocine
La streptozotocine (STZ) est un antibiotique produit par la bactérie Streptomyces
achromogens et posséde un large spectre de propriétés antibactériennes (Vavra et al., 1959).
Depuis le premier rapport de ses proprié¢tés diabétogenes en 1963 (Rakieten et al., 1963), la
STZ a été largement utilisée pour induire le diabéte expérimental chez les rongeurs (Lenzen,
2008 ; Szkudelski, 2001). La STZ est utilisée seule ou en association avec d'autres produits
chimiques ou avec des manipulations alimentaires pour induire soit le DT1 ou le DT2
(Gajdosik et al., 1999 ; Ghasemi et al., 2014).

- Mécanismes d’action de la streptozotocine
La STZ contient une fraction méthyl-nitrosourée hautement réactive, supposée étre a 1’origine
de ses effets cytotoxiques, liée a une molécule de glucose (sous forme désoxy) qui la dirige
vers les cellules B du pancréas (Figure 8) (Johansson et al., 1978). La STZ reconnait le
récepteur GLUT2, qui est abondant sur les membranes cellulaires des cellules . Par
conséquent, les cellules B du pancréas sont une cible spécifique de la STZ (Lenzen, 2008).
Comme le GLUT2 existe également dans le foie et le rein, des doses é¢levées de STZ

pourraient également altérer les fonctions du foie et du rein (Bouwens et Rooman, 2005).

Apres ingestion, la STZ est rapidement métabolisée dans le foie et éliminée par excrétion
rénale (Karunanyake et al, 1974). La STZ a une durée de vie trés courte (15 minutes)
(Eleazu et al., 2013). Sa toxicité aigué¢ pour le foie et le rein peut étre négligée apres
I'obtention d'une hyperglycémie persistante. Aprés son élimination, toute altération
fonctionnelle ultérieure du foie et du rein peut étre attribuée aux effets de 1'hyperglycémie
diabétique. Cela constitue la base de 1'étude des mécanismes des complications diabétiques

induites par la STZ dans ces organes (Tesch et Allen, 2007).
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Figure 8 : Structure chimique de la streptozotocine (Wu et Yan, 2015)

Lorsqu'il y a un état d'hyperglycémie persistante, le systtme métabolique cellulaire est
constamment sous pression en raison de la surcharge de glucose (Yan, 2014). Cette surcharge
de glucose peut activer de nombreuses voies de signalisation qui tentent d'éliminer l'exceés de
glucose mais génerent davantage d’espéces réactives de I'oxygene (ERO), entrainant un stress

oxydatif et une défaillance des cellules B (Figure 9) (Poitout et Robertson, 2008).

Hyperglycémie diabétique

Perturbation du NADH/NAD+ (pseudohypoxie, stress réducteur)
Activation de la protéine kinase C
Voie de ’hexosamine
Accumulation du sorbitol et du fructose (activation de la voie du polyol)
Formation du méthylglyoxal et des produits de glycation avancés (AGE)
Formation d’énediol
Stress du réticulum endoplasmique

|

ERO et stress

oxydatif

Défaillance
des cellules B

Figure 9 : Les mécanismes par lesquels 1'hyperglycémie diabétique peut exercer une
glucotoxicité sur les cellules  (Wu et Yan, 2015)
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1.5 Complications diabétiques

Le diabete sucré expose les patients en permanence au risque de complications. Ces
complications peuvent étre macrovasculaires (maladie coronarienne, maladie vasculaire
périphérique et AVC), microvasculaires (neuropathie, rétinopathie et néphropathie) et a la fois
micro et macrovasculaires (pied diabétique). En général, les complications du diabéte sucré

peuvent étre classées en deux groupes (Tableau 6) (Wallace, 2004 ; Mohan, 2002) :

- Complications métaboliques aigués : Il s'agit de complications a court terme
comprenant I'hypoglycémie, I'acidocétose et le coma hyperosmolaire non cétonique.

- Complications systémiques tardives : Il s'agit de complications chroniques a long
terme, comprenant la néphropathie diabétique, la microangiopathie, la neuro- et

rétinopathie diabétique, 1'athérosclérose et les infections.

Tableau 6 : Les complications diabétiques (Ullah et al., 2016)

Complications aigués (métaboliques) Complications tardives (systémiques)
Infection (s) Cécité, rétinopathie
Acidocétose diabétique Neuropathie
Coma hyperglycémique, hyperosmolaire Athérosclérose

non cétonique
Polydipsie, polyurie, fatigue, vision trouble Maladie vasculaire périphérique
Infection, amputation

Maladie cérébrovasculaire

Complications macrovasculaires Complications microvasculaires
Accident vasculaire cérébral Rétinopathie et cataracte
Maladie cardiaque et hypertension Néphropathie
Maladie vasculaire périphérique Neuropathie
Problémes de pieds Problémes de pieds
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2. Diabéte sucre et stress oxydatif

De nos jours, des études expérimentales et cliniques appuient le role du stress oxydatif dans la
pathogenése du diabéte sucré (Ullah et al., 2016). Le stress oxydatif est manifeste lorsqu'il y a
une production excessive d’especes réactives et/ou une déficience des systémes de défense
antioxydants enzymatiques et non enzymatiques (Hancock et al, 2001). Le terme especes
réactives de I’oxygene (ERO) englobe tous les métabolites instables de 1'oxygene moléculaire
(0»), tels que le radical superoxyde (O%) et le radical hydroxyle (HO), ainsi que des
molécules non radicalaires comme le peroxyde d'hydrogéne (H,O;) (Schieber et Chandel,
2014). Le terme espéces réactives de 1’azote (ERN) fait référence aux métabolites instables de
I’azote comme le monoxyde d'azote (NO), le peroxyde d'azote (ONOO ) et I'oxyde nitrique
(NO") (Droge, 2011).

Dans le diabéte sucré, le siege principal de la formation des especes réactives est la
mitochondrie. Pendant le métabolisme oxydatif, une partie de I'oxygene utilisé est réduite en
eau, et le reste de I'oxygene est transformé en radical libre d'oxygéne (O°) qui est un important
radical libre converti en d'autres espéces réactives telles que ONOO ™, HO™ et HO, (Moussa,

2008).

La signalisation de I'insuline est modulée par les radicaux libres de deux manieres. D'une part,
en réponse a l'insuline, les ERO/ERN sont produites pour exercer leur fonction physiologique,
et d'autre part, les ERO/ERN ont une régulation négative sur la signalisation de I'insuline, les
interprétant comme un développement de la résistance a l'insuline, qui est un facteur de risque

pour le DT2 (Erejuwa, 2012).

La formation de radicaux libres dans le diabéte, résultant de la glycation non enzymatique des
protéines, de l'oxydation du glucose et d'une peroxydation lipidique accrue, entraine des
dommages aux enzymes, aux machineries cellulaires, et également une augmentation de la
résistance a l'insuline (Maritim et al., 2003). De plus, le stress oxydatif joue un réle crucial
dans l'altération de la fonction des cellules B en raison de leur faible défense antioxydante

(Kajimoto et Kaneto, 2004).

L'¢lévation des niveaux de stress oxydatif dans le diabéte peut étre due a une diminution de la
destruction et/ou a une augmentation de la production des espéces réactives (ERO/ERN) par
des antioxydants tels que la catalase (CAT), la superoxyde dismutase (SOD) et la glutathion
peroxydase (GSH-Px). La variation des niveaux de ces enzymes rend les tissus susceptibles

au stress oxydatif, entrainant le développement de complications diabétiques (Lipinski,
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2001). Le stress oxydatif est impliqué dans le développement du dysfonctionnement des
cellules B, de la résistance a l'insuline et des complications du diabéte par le biais de quatre
principaux mécanismes moléculaires : la voie des polyols, la formation de produits finaux de
glycation avancée (AGE), la voie du diacylglycérol (DAG) et de la protéine kinase C (PKC)

et la voie des hexosamines (Brownlee, 2001 ; Evans et al., 2003).

Les complications liées au stress oxydatif dans le diabéte comprennent les maladies
coronariennes, la neuropathie, la néphropathie, la rétinopathie (Phillips et al., 2004) ¢t 'AVC
(Asfandiyarova et al., 2007). Les études in vivo soutiennent le réle de I'hyperglycémie dans
la génération du stress oxydatif conduisant au dysfonctionnement endothélial dans les
vaisseaux sanguins des patients diabétiques (Ceriello, 2006). L'augmentation des niveaux de
glucose et d'insuline, ainsi que la dyslipidémie chez les patients atteints de diabéte, entraine le
développement de macroangiopathies provoquant un stress oxydatif conduisant a

l'athérosclérose (Figure 10) (Giugliano et al., 1995).

Hyperglycémie

Flux des polyols, PKC, hexosamine, AGE

J

Dommages oxydatifs aux acides nucléiques, lipides et protéines

Dysfonctionnement mitochondrial
1 NF-kB et voie de signalisation du stress
1 Cytokines proinflammatoires
T Molécules d’adhésion
1 Facteurs de croissance

l

Cellules B, neurones, cellules rénales et rétiniennes, endothélium, cardiomyocytes, cellules vasculaires musculaires lisses

Inflammation, dysfonctionnement endothélial, athérosclérose, vasorelaxation
altérée, sénescence, apoptose, hypertrophie, fibrose, remodelage

J
~
‘A l

|

des cellules B . Ly MCV Rétmopathie Néphropathie Neuropathie

Figure 10 : Effets néfastes du stress oxydatif sur les acides nucléiques, les lipides et les
protéines conduisant au développement et a la progression des complications diabétiques
(Bigagli et Lodovici, 2019)
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2.1 Biomarqueurs du stress oxydatif dans le diabéte sucré

Pendant le diabéte, le stress oxydatif induit des altérations dans la plupart des biomolécules de
la cellule et modifie son état antioxydant (Figure 11). Plusieurs biomarqueurs sont utilisés
pour évaluer le stress oxydatif y compris les ERO elles-mémes, leurs produits cibles, et les

molécules de défense antioxydante (Dalle-Donne et al., 2006).

2.1.1 La glycation des protéines et la formation de I’hémoglobine glyquée

L'hyperglycémie est l'un des principaux facteurs contribuant a la glycation accélérée des
protéines et a la formation de produits finaux de glycation avancée (AGE) (Vlassara et
Uribarri, 2014). La glycation des protéines, appelée réaction de Maillard, commence par une
réaction de condensation du groupement carbonyle d'un sucre réducteur avec les groupes
amines d'une protéine ou d'un acide nucléique, générant des bases de Schiff qui se
réorganisent pour former des produits d'Amadori. Les produits d'’Amadori subissent une
déshydratation et des réorganisations suivies d'autres réactions, telles que la cyclisation,
'oxydation et la déshydratation, pour former des AGE plus stables (Singh et al., 2001). La
glycation des protéines et la formation des AGE jouent un r6le important dans la pathogenése
des complications du diabéte telles que la rétinopathie, la néphropathie, la neuropathie et la
cardiomyopathie (Vlassara et Uribarri, 2014). La glycation des protéines interfere avec leurs
fonctions normales en perturbant la conformation moléculaire, l'activité enzymatique et le
fonctionnement des récepteurs. Plusieurs biomarqueurs sont utilisés pour estimer le degré de
glycation des protéines dans le diabete, ils incluent 1'hémoglobine glyquée (HbAlc), la
fructosamine, les dicarbonyls et les AGE (Vlassara et Palace, 2002). L'HbAlc se forme de
maniere non enzymatique par condensation du glucose ou d'autres sucres réducteurs avec les
chaines a et B de 'hémoglobine A (produits d'Amadori) (Rahbar, 2005). La glycation de
I'hémoglobine se produit pendant la durée de vie de 120 jours de la cellule rouge, et la
glycémie récente a la plus grande influence sur la présence de I'HbAlc (Kilpatrick, 2006).
Ainsi, I'HbAlc représente la glycémie moyenne sur environ les six a huit dernieres semaines.
Par conséquent, elle peut étre utilisée comme un indice fiable de la glycémie moyenne
(controle glycémique) au cours des semaines et des mois précédents chez les patients

diabétiques (Fonseca et al., 2009).

2.1.2 L'oxydation des protéines et la formation des protéines carbonylées
Les protéines sont une cible potentielle des ERO, dont la structure et la fonction peuvent étre
affectées. Les protéines carbonylées (PCAR) sont considérées comme un puissant

biomarqueur du stress oxydatif (Levine et al., 1990). Les PCAR (aldéhydes et cétones) sont
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produites sur les chaines latérales des protéines, principalement la proline, 1'arginine, la lysine
et la thréonine, et peuvent également étre formées par le clivage oxydatif des protéines par la
voie de l'a-amidation ou par 1'oxydation des chaines latérales glutamyl (Berlett et Stadtman,
1997 ; Levine et al., 1990). Les groupements carbonyles peuvent étre introduits dans les
protéines par réaction secondaire des chaines latérales nucléophiles des résidus cystéine,
histidine et lysine avec des aldéhydes (4-hydroxy-2-nonenal, malondialdéhyde, 2-propenal
[acroléine]) produits lors de la peroxydation des lipides, ou avec des dérivés carbonylés
réactifs (cétoamines, cétoaldéhydes, désoxyosones) générés lors des réactions de glycation et
de glycoxydation (Dalle-Donne et al., 2003). Une augmentation de la teneur en PCAR a été
signalée dans différentes cellules et dans le plasma de patients diabétiques (Odetti et al., 1999

; Pandey et al., 2010 ; Suzuki et Miyata, 1999).

Stress oxydatif induit par I’hyperglycémie

Systéme de défense Hyperglycémie, XO,
antioxydante NOX, MPO, MAO, LOX

11

SOD, CAT, HO-1,
PONI1, GSH, GR,
GPx, NRF2

o
Ly
;#"'h-_,
- - . A\ E"E I "'ﬁp
XOODOAD AAAA ) ‘A
ADN et ARN Lipides . Proteines d
8-OHdG et 8-oxoGuo MDA, TBARS, isoprostanes, HNE PPOA, AGE, PCAR
Sénescence Dystonctionnement Altérations Agrégats protéiques
cellulaire ribosomal membranaires Dégradation réduite
Apoptose Formation de protéines Adduits d’ADN et Protéines non
non fonctionnelle de protéines fonctionnelles

Figure 11 : Mécanismes des dommages oxydatifs induits par I'hyperglycémie sur les acides
nucléiques, les lipides et les protéines (Bigagli et Lodovici, 2019)

SOD : Superoxyde Dismutase, CAT : Catalase, HO-1 : Heme Oxygenase 1, PONI: Paraoxonase 1, GSH:
Glutathion, GR: Glutathion Reductase, GPx: Glutathion Peroxydase, NRF2: Nuclear Factor 2, XO : NADPH
Oxydases, MPO : Myeloperoxydase, MAO : Monoamine Oxydase, LOX : Lipooxygénase, 8-OHdG : 8-hydroxy-
2'-deoxyguanosine, 8-oxoGuo : 8-oxo-7,8-dihydroguanosine, PPOA : Produits protéiques d'oxydation avancée.
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2.1.3 La peroxydation lipidique et la formation du malondialdéhyde

Le diabete sucré entraine des perturbations dans le profil lipidique du corps, rendant les
cellules plus susceptibles a la peroxydation lipidique (Patricia, 2009). La peroxydation
lipidique est l'oxydation radicalaire des acides gras polyinsaturés (AGPI) tels que l'acide
linoléique ou l'acide arachidonique, elle est capable d'entrainer des dommages étendus aux
tissus (Fatani et al, 2016). La peroxydation des lipides membranaires induite par les ERO
altére la structure et la fluidité des membranes biologiques, ce qui finit par affecter leur
fonction. Parmi les marqueurs les plus fréquemment étudiés de la peroxydation lipidique, on
trouve les isoprostanes, le malondialdéhyde (MDA), les substances réactives a l'acide
thiobarbiturique (TBARS) et le 4-hydroxynonénal (4-HNE) (Marrocco et al., 2017). Le
MDA est un agent nucléophile hautement réactif généré a la fois par la peroxydation lipidique
et en tant que sous-produit de la syntheése de prostaglandines et de thromboxanes, il peut
attaquer les macromolécules, y compris les groupes amino ou sulthydryle des protéines,

entrainant des altérations de leurs fonctions (Slatter et al., 2000).

2.1.4 Le peroxynitrite

Le peroxynitrite est un oxydant biologique puissant capable d’endommager des biomolécules
vitales telles que I'ADN, les protéines, y compris des enzymes aux fonctions importantes, et
les lipides. Que ce soit directement ou en induisant des voies de radicaux libres, le
peroxynitrite initie également diverses réactions conduisant a une signalisation cellulaire
perturbée et a l'apoptose (Szabo et al, 2007). Le peroxynitrite contribue a de nombreux
aspects du diabete, du syndrome métabolique et de la résistance a 1'insuline. Les taux ¢élevés
de peroxynitrite semblent corréler avec la progression des complications diabétiques (Stadler,

2011).

2.1.5 La catalase

La catalase (CAT) est un régulateur du métabolisme du peroxyde d'hydrogéne qui, en exces,
peut causer des dommages sérieux aux lipides, a I'ARN et a 'ADN. La catalase convertit
catalytiquement le H,O, en eau et en oxygeéne, neutralisant ainsi ses effets. En cas de
déficience en catalase, les cellules B du pancréas, qui contiennent une grande quantité de
mitochondries, subissent un stress oxydatif en produisant un exces d’especes réactives, ce qui
conduit a un dysfonctionnement des cellules B et finalement au diabéte (Jamieson, 1986).
Lors de l'investigation des changements fonctionnels induits par I'hyperglycémie, la
production de peroxyde d'hydrogene, le superoxyde, la polarisation de la membrane

mitochondriale et les empreintes géniques des enzymes associées dans les cellules
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endothéliales ont montré que I'hyperglycémie augmente la production de peroxyde

d'hydrogéne et régule a la baisse l'expression génique de la catalase (Patel et al., 2013).

2.1.6 La superoxyde dismutase

La superoxyde dismutase (SOD) constitue la premiere ligne de défense contre les dommages
cellulaires médiés par les ERO en catalysant le radical superoxyde (O*"), principal radical
dans le métabolisme de 1'oxygene, en oxygene moléculaire et en peroxyde. On peut dire que
le radical superoxyde est dismuté en d'autres composé€s moins toxiques par la SOD (Tiwari et

al., 2013).

2.1.7 La paraoxonase

Les paraoxonases (PON) sont une famille d'enzymes antioxydantes qui possedent des roles
multifonctionnels dans diverses voies biochimiques telles que la protection contre les
dommages oxydatifs et la peroxydation des lipides, la neutralisation des molécules réactives,
la bioactivation des médicaments, la modulation du stress du réticulum endoplasmique et la
régulation de la prolifération cellulaire et I’apoptose (Ceron et al., 2014). Les paraoxonases
inhibent I’oxydation des LDL et préviennent I'accumulation de LDL oxydées (oxLDL) en
augmentant l'efflux du cholestérol (Wamique et al, 2018). Des preuves émergentes
soulignent également la relation entre la PON et le diabéte sucré et ses complications ainsi

qu'au développement de la macro- et de la microangiopathie (Wu et al., 2018).

2.1.8 Le glutathion

Le tripeptide 7y-L-glutamyl-L-cystéinylglycine, est présent dans tous les tissus des
mammiferes (notamment le foie). Il s'agit de l'antioxydant endogene le plus important qui
protége contre le stress oxydatif (Lu, 2013). Les fonctions du glutathion (GSH) comprennent
la défense antioxydante, la détoxification des xénobiotiques et/ou de leurs métabolites, la
régulation de la progression du cycle cellulaire et de 1'apoptose, le stockage de la cystéine, le
maintien du potentiel redox, et la modulation de la fonction immunitaire et de la fibrogéne
(Forman et al., 2009 ; Lu, 2013). L'augmentation marquée du statut oxydatif liée au diabete
provoque une dysrégulation de la concentration de glutathion. Une diminution du niveau de
glutathion peut étre un facteur contribuant aux dommages accrus de I'ADN causés par les
ERO (Dinger et al., 2002 ; Song et al., 2007). En effet, un statut anormal du glutathion est
impliqué dans le dysfonctionnement des cellules B et dans la pathogenése des complications

diabétiques a long terme (Livingstone et Davis, 2007).
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2.2. Diabeéte sucré et polyphénols

Plusieurs études expérimentales ont révélé que les polyphénols diminuent I'hyperglycémie et
améliorent la sécrétion et la sensibilité a I'insuline. Les mécanismes possibles incluent la
diminution de 1'absorption du glucose dans l'intestin, I'inhibition de la digestion des glucides,
la stimulation de la sécrétion d'insuline, la modulation de la libération de glucose par le foie,
l'activation des récepteurs de l'insuline et de 1'absorption du glucose dans les tissus sensibles a
l'insuline, ainsi que la modulation des voies de signalisation intracellulaires et de 1'expression

génique (Aryaeian et al., 2017).
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1. Etude in vitro
1.1 Matériel végétal
La parche de café a été¢ obtenue apres torréfaction de grains de café vert Robusta (Coffea
Canephora) d'origine ivoirienne (fournis par l'usine AFRICAFE, Tlemcen, Algérie). Le
processus de torréfaction a été effectué a une température maximale de 190 °C. La parche
ainsi obtenue a ¢été séchée a l'ombre a température ambiante pour éviter toute dégradation de
biomolécules. Avant 1'extraction, les échantillons ont été broyés dans un moulin (Moulinex
Turbo Blender, France) et la poudre a été tamisée.
1.2 Préparation de I’extrait
La poudre a ét¢ mélangée avec de 1'éthanol et de I'eau (80/20, v/v), a un rapport solide/liquide
fixe de 1:20 (p/v). Un générateur a été utilisé pour l'extraction assistée aux ultrasons a un
niveau d'amplitude de 20 % pendant 10 minutes, ensuite, les échantillons ont été couverts et
maintenus sous agitation magnétique a température ambiante pendant 48h. Aprées 1'extraction,
les échantillons ont été filtrés a 1’aide d’un papier Wattman et le filtrat a été évaporé a l'aide
d'un évaporateur rotatif.
1.3 Le rendement en extrait sec
Le rendement d’extraction est déterminé par le rapport entre le poids du résidu sec apres
évaporation et la prise d’essai de la poudre végétale au début de 1’extraction pour 100 unités
de masse de poudre végétale. Le poids du résidu sec est calculé par la différence entre le
poids du ballon plein et le poids du ballon vide.

Pourcentage de Rendement (% R) = (poids du résidu sec / poids de la prise d’essai) *100

1.4 Dosage des composés phénoliques
1.4.1 Dosage des polyphénols totaux
Le dosage des polyphénols totaux a été effectué spectrophotométriquement selon la méthode
au réactif de Folin Ciocalteu (Singleton et al.,1999).

- Principe
Ce dosage est basé sur la capacité des extraits végétaux a réduire le mélange d’acide
Phosphomolybdique (H3PMo;,049) et phosphotungstique (H3PW,040) du réactif de Folin-
Ciocalteu. Un complexe bleu peut étre déterminé colorimétriquement a 750nm (Daels-
Rakotoarison et al., 2000).

- Mode opératoire
Un volume de 100 pL de ’extrait est mélangé avec 2 mL de la solution de carbonate de

sodium a 2% fraichement préparée. Le mélange est agité a I’aide d’un vortex et incubé
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pendant 5 minutes, puis un volume de 100 pL du réactif de Folin-Ciocalteu (0,1N) est ajouté
au mélange. Le mélange obtenu est incubé a température ambiante et a I’abri de la lumiére
pendant 30 minutes. L’absorbance est mesurée contre un blanc a 1’aide d’un
spectrophotomeétre a la longueur d’onde de 750 nm. Une courbe d’étalonnage est réalisée en
paralléle dans les mémes conditions opératoires en utilisant I’acide gallique comme controle
positif (Figure A1 en Annexes). Les résultats sont exprimés en mg équivalent d’acide gallique

par gramme de matiére végétale seche (mg EAG/g de MS).

1.4.2 Dosage des flavonoides totaux
Le dosage des flavonoides totaux est réalis¢é en utilisant la méthode colorimétrique au
trichlorure d’aluminium et la soude (Zhishen et al., 1999).

- Principe
Le trichlorure d’aluminium forme un complexe jaune avec les flavonoides, et la soude forme
un complexe de couleur rose qui absorbe dans le visible a la longueur d’onde de 510 nm (Kim
etal., 2003).

- Mode opératoire
Un volume de 500 pl de I’extrait est ajouté a 2 ml d’eau distillée suivi de 150 pl d’une
solution de nitrite de sodium (NaNO;) a 15%. Aprés 6 minutes, 150 pl de chlorure
d’aluminium (AICl3-6H,0) a 10% sont ajoutés au mélange. Le mélange est incubé pendant 6
minutes, ensuite 2 ml d’hydroxyde de sodium a 4% sont ajoutés et le volume final est
complété immédiatement a 5 ml par de I’eau distillée. Aprés 15 minutes, la lecture est
effectuée au spectrophotometre a 510 nm contre un blanc. Une courbe d’étalonnage est
réalisée en parallele dans les mémes conditions opératoires en utilisant la catéchine comme
contrdle positif (Figure A2 en Annexe). Les résultats sont exprimés en mg équivalant
catéchine par gramme de matiere végétale seche (mg EC/g de MS).
1.5 Evaluation de I’activité antioxydante
1.5.1 Test de piégeage du radical DPPH (effet scavenger)
Le test DPPH, qui utilise une réaction d'oxydoréduction avec le radical 2,2-diphényl-1-
picrylhydrazyl, a été utilisé pour déterminer la capacité antioxydante de I’extrait.

- Principe :
Le 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) est un radical libre stable, qui en acceptant un
¢lectron ou un radical hydrogeéne devient stable. L’effet des antioxydants sur ce radical se
traduit par leur capacité¢ a lui donner un atome d’hydrogene. La réduction de DPPH est

déterminée par le virement de couleur du violet vers le jaune (Villafio et al, 2007).
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L’absorbance est mesurée par spectrophotometre a la longueur d’onde de 515 nm. Une faible
absorbance indique une meilleure activité antioxydante (Molyneux, 2004).

- Mode opératoire
Le protocole expérimental suivi pour étudier I’activité¢ du piégeage du radical DPPH, est celui
de Gulgin et al. (2009). A un volume de 1950 ul de solution de DPPH a 6,34.10™ mol/L
(0,005g DPPH dans 200 ml de méthanol) est ajouté 50ul de chaque solution de I’extrait a
différentes concentrations. Pour chaque concentration un blanc est préparé (50 ul de chaque
solution testée + 1,95 ml de DPPH), Le contréle négatif est préparé en paralléle, en
mélangeant 50ul du méthanol avec 1,95 ml de DPPH. Aprés incubation a I’obscurité pendant
30 minutes et a température ambiante, la lecture des absorbances est effectuée a I’aide d’un
spectrophotometre a la longueur d’onde de 515 nm.

- Expression des résultats
Calcul des pourcentages d’inhibition

Le pourcentage d’inhibition est calculé a partir de la formule suivante :
1% =[(AC - AT)/AC] x 100
AC = absorbance du contrdle ; AT = absorbance du test effectué

Calcul des CI50

La concentration des extraits nécessaire pour piéger 50% de radicaux libres, est calculée
graphiquement en tragant les pourcentages d’inhibition calculés en fonction des différentes
concentrations utilisées (Figure A3 en Annexe). Cette concentration est connue sous le terme

CI50 ou concentration inhibitrice (Bertoncelj et al., 2007).

1.5.2 Réduction du fer : FRAP (ferric reducing antioxydant power)

Le pouvoir réducteur d’un extrait est associé a son pouvoir antioxydant. L’activité réductrice
du fer de notre extrait est déterminée selon la méthode décrite par Oyaizu, (1986).

- Principe

La méthode de FRAP est basée sur la réaction chimique de réduction des ions Ferriques
Fe(Ill) présents dans le complexe de ferricyanure de potassium Ks;Fe(CN)s en ion Ferreux
Fe(Il). L’absorbance du milieu réactionnel est déterminée a la longueur d’onde de 700 nm.
Une augmentation de 1’absorbance correspond a une augmentation du pouvoir réducteur de

I’extrait.
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- Mode opératoire
Un volume de 1 ml de I’échantillon a différentes concentrations est mélangé avec 2,5 ml
d’une solution tampon phosphate 0,2M (pH = 6,6) et 2,5 ml d’une solution de K;Fe(CN)g a
1%. Le tout est incubé a 50°C pendant 20 minutes, puis refroidi a la température ambiante. A
ce moment, 2,5 millilitres d’acide trichloracétique a 10% sont ajoutés pour stopper la réaction,
puis les tubes sont centrifugés a 3000 tr/min pendant 10 minutes. 2,5 millilitres du surnageant
sont ajoutés a 2,5 millilitres d’eau distillée et 500ul d’une solution de (FeCls, 6 HO) a 0,1%
sont ajoutés €galement au mélange. La lecture des absorbances se fait contre un blanc a la
longueur d’onde de 700 nm. L’acide ascorbique est utilis¢é comme controle positif dans cette
expérience aux mémes concentrations choisies et dans les mémes conditions expérimentales.

- Expression des résultats
Calcul des pourcentages de pouvoir réducteur

Le pourcentage de pouvoir réducteur de fer est calculé selon la réaction suivante :

R (%) =[(AC—AT)/AC] x 100
AC : absorbance de FeCl; ; AT : absorbance de la solution du FeCl; en présence de 1'extrait.
Calcul des CE50
Le pouvoir réducteur a été exprimé par la valeur CES0 qui est la concentration efficace pour
produire 50 % de l'effet réducteur. La valeur CE50 est calculée graphiquement en tragant la
courbe des pourcentages de pouvoir réducteur obtenus en fonction des différentes

concentrations (Figure A4 en Annexes).
1.6 Analyses chromatographiques

1.6.1 Analyse qualitative par chromatographie sur couche mince (CCM)

La chromatographie sur couche mince (CCM) repose principalement sur des phénomenes
d'adsorption : la phase mobile (éluant) est un solvant, ou mélange de solvants, qui progresse le
long d'une phase stationnaire fixée sur une plaque de verre ou sur une feuille semi-rigide de
silice de matiere plastique ou d'aluminium. Apres que 1'échantillon ait été déposé sur la phase
stationnaire, les substances migrent a une vitesse qui dépend des différences d’affinité pour le

solvant et pour la phase stationnaire (Ault, 1998).

- Procédure
L’extrait éthanolique a ¢té analysé par CCM en utilisant des plaques de silice (Silica gel 60,
Merck, Allemagne). Un dépdt de 10 pL a été effectué. La plaque de silice est ensuite placée

dans une cuve contenant 1’éluant suivant : Dichlorométhane/acétate d’éthyle (90 : 10 v/v).
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Apres migration, le solvant est évaporé par séchage. La plaque est visualisée sous UV a la
longueur d’onde de 365 nm. Les rapports frontaux (Rf) sont calculés a partir de la formule :
Rf=d/D
d : la distance parcourue par le composé¢ ; D : la distance parcourue par le solvant
1.6.2 Analyse qualitative par chromatographie en phase liquide a haute
performance (HPLC-UV/Vis)
La chromatographie liquide haute performance (HPLC) repose sur l'interaction des composés
a analyser avec une phase stationnaire (généralement une colonne remplie de particules) et
une phase mobile (un solvant ou un mélange de solvants) qui les entrainent a des vitesses
différentes en fonction de leurs interactions avec la phase stationnaire. Les composés sont
détectés a la sortie de la colonne a I'aide d'un détecteur approprié (Skoog et al., 2014).
- Procédure
L’analyse des différents constituants de 1’extrait de la parche de café est réalisée par un
appareil HPLC de type Perkin-Elmer (Laboratoire PPABIONUT, Université de Tlemcen).
Une quantité connue d'extrait a été dissoute dans 5 ml de MeOH de nature spectroscopique
grade HPLC, soniquée pendant 10 minutes, et une aliquote de la solution a été filtrée a l'aide
d'un filtre-seringue (0,2 um de diameétre), puis injectée dans le systéme HPLC. Une colonne a
phase inverse ODS Hypersil (USA) C18 (150 mm x 4,6 mm), avec une taille de particules de
5 um, a été utilisée pour la séparation. La phase mobile était un mélange d'eau acidifié¢e (acide
acétique a 5 %) (A) et de méthanol (B). L'élution a été réalisée en mode gradient comme suit :
Omin: 95 %A-5%B,20min: 5 % A - 95 % B. Le volume d'injection était de 20 pL, le
debit total était de 1 mL/min et la longueur d'onde de détection était de 254 nm.
L’identification des composés bioactifs est réalisée par comparaison avec le temps de
rétention d’étalons de référence (la caféine, l'acide chlorogénique, l'acide caféique, l'acide
gallique, l'acide trans-cinnamique, l'acide p-coumarique, l'acide vanillique, la catéchine,
I'épicatéchine et la quercétine dihydratée) (Tableau A5 en Annexes). Pour tous les
échantillons, I’identification des composés est déterminée par la moyenne des résultats de
trois injections consécutives.
1.6.3 Analyse quantitative par chromatographie sur colonne
La chromatographie sur colonne repose sur des phénomeénes d'adsorption. C’est une technique
de séparation de composés basée sur la différence d'affinité existant entre ces composés, la

phase mobile, et la phase stationnaire. En effet, selon la plus ou moins grande affinité entre les
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solutés et la phase stationnaire ou mobile, les constituants du mélange migrent a des vitesses
différentes et sont ainsi séparés (Srivastava et al., 2020).
- Stratégie de séparation

Une quantit¢ de 5g de l'extrait éthanolique de la parche de café a été délipidée avec de
I’hexane (100 mL). L’extrait sec obtenu est repris dans de 1’eau distillée et mélangée dans une
ampoule a décanter (250 mL) & du dichlorométhane (DCM) a volumes égaux, donnant une
phase organique et une phase aqueuse. La phase organique (1 g) a été soumise a un
fractionnement par colonne (longueur 55 cm, diamétre 2,7 cm) remplie par 30 g de gel de
silice (Sigma Aldrich, USA) (taille des pores 60 A, taille des particules 130-270 mesh).
L'¢lution a été effectuée au moyen des différents gradients de dichlorométhane et d’acétate
d’éthyle (98:20 — 30:70). 160 sous-fractions de 10 mL chacune ont été collectées et
combinées sur la base de leurs profils CCM pour donner 4 fractions : A (31-36), B (53-62), C
(63-105), D (142—-157) qui ont subi un deuxieme fractionnement par colonne (longueur 75
cm, diameétre 1,4 cm) sur gel de silice. La fraction A (173,1 mg) a été purifiée avec le systéme
cyclohexane-DCM-EtOAc (50:10:40 — 40:10:50) pour donner les composés 1 et 2. La
purification de la fraction B (29,2 mg) en utilisant le systeme cyclohexane-dichlorométhane-
acétone (50:50:00 — 50:30:20) a donné le composé 3. La fraction C (58,5 mg) a été purifiée
en utilisant cyclohexane-dichlorométhane-acétone comme systeme d’¢lution (30:70:00 —
30:20:50) et a produit le composé 4, tandis que la purification de la fraction D (158 mg) avec

le systéme cyclohexane-dichlorométhane-acétone (20:30:50) a donné les composés 5 et 6.

1.6.4 Analyse par spectroscopie de résonance magnétique nucléaire (RMN)

La résonance magnétique nucléaire (RMN) est une technique spectroscopique qui repose sur
le magnétisme du noyau. Elle est fondée sur la mesure de 1’absorption d’une radiation dans le
domaine des fréquences radio par un noyau atomique dans un champ magnétique fort. Elle
constitue 1’'une des plus puissantes méthodes de détermination de la structure des espéces
aussi bien organiques qu’inorganiques (Claridge, 2016).

- Procédure

Les fractions pures obtenues par chromatographie sur colonne a partir de 1’extrait de la parche
de café ont été analysés par RMN du proton, 'H, a 1’aide un spectrométre du type Bruker
AMX 400 de I'université¢ de Strasbourg. Les déplacements chimiques ont été exprimés en

ppm par rapport au solvant deutéré qui est le chloroforme et dont le signal apparait a d = 7,28

43



Matériel et méthodes

2. Etude in vivo

Tous les aspects des expériences sont menés selon les directives fournies par le comité
d’¢éthique des soins aux animaux et d’expérimentation, conformément aux recommandations
pour le soin et I’utilisation appropriés des animaux de laboratoire (INSERM, CEEA, 2017).
Le protocole d’étude a été validé par le comité d’experts scientifiques du ministére algérien de

I’enseignement supérieur et de la recherche scientifique (projet n°165-2019).

2.1 Choix des animaux et conditions d’hébergements

Notre étude a porté sur des rats males (n=36) de souche Wistar pesant (220g a 250g) obtenus
aupres de I’'Institut Pasteur d’Algérie (Alger). Les rats sont abrités dans des cages avec un
acces libre a D’aliment (régime standard nécessaire a leur constitution et développement,
ONAB) et a I’eau de boisson. Les conditions expérimentales sont maintenues constantes ; la
température (24° + 2°), I’humidité (55% + 5%), et un cycle jour/nuit (12h/12h).

2.2 Induction du diabéte sucré

Le diabéte sucré a été induit par une dose unique de streptozotocine (STZ) (Furman, 2021).
Apres une nuit de jeline, les rats regoivent une injection intrapéritonéale de streptozotocine
(45 mg/kg p.c) fraichement préparée dans un tampon citrate (0,1 M, pH 4,5). Les animaux ont
recu une solution de saccharose a 10 % pendant 24 heures afin de prévenir la mortalité
hypoglycémique initiale induite par la STZ. Les rats témoins normaux ont regu du tampon
citrate. Le développement du diabete sucré chez les rats a été confirmé par mesure de la
glycémie a jeun aprés 72 heures d'injection de STZ. Les rats dont la glycémie a jeun était

supérieure a 250 mg/dL ont été considérés comme diabétiques.

2.3 Choix de la dose administrée

Les directives de 'OCDE 423 ont été suivies pour estimer toute toxicité orale aigué€ par
I’extrait de la parche de café (OCDE, 2002). Le test a été réalisé en deux phases. La premiere
phase impliquait l'utilisation de neuf rats Wistar répartis au hasard en trois groupes. Les
groupes ont regu respectivement 10, 100 et 1000 mg/kg de poids corporel de l'extrait par
gavage. Ensuite, les rats ont été observés pendant les 24 heures suivantes pour détecter tout
signe de toxicité, un état moribond et/ou une mortalité. Les résultats de la premiére phase ont
suggéré les doses pour la deuxieme étape, ou 2500 et 5000 mg/kg de poids corporel de
l'extrait ont été¢ administrés a trois autres groupes de rats. Les animaux ont été surveillés
pendant 24 heures pour la mortalité. Pendant les études de toxicité aigué, les rats traités

jusqu'a des doses de 2500 mg/kg de l’extrait de la parche de café se comportaient
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normalement et aucun décés n'a été observé. Ainsi, les doses thérapeutiques préférées étaient

le 1/10e (250 mg/kg p.c) et le 1/25¢ (100 mg/kg p.c) de la dose stire (2500 mg/kg).

2.4 Protocole expérimental

Les rats sont répartis au hasard en 2 groupes de poids corporel moyen égal. Le premier groupe
(témoin, n = 18) ayant recu une injection intrapéritonéale de tampon citrate. Le deuxiéme
groupe (diabétique, n = 18) ayant recu une injection intrapéritonéale de STZ. Par la suite, les
rats dans chaque groupe (t€émoin ou diabétique) sont divisé€s en trois sous-groupes :

- Le groupe témoin contrdle (T, n = 6) et le groupe diabétique contréle (D, n = 6) : les
rats sont gavés seulement avec une solution physiologique a 0,9% de NaCl (1 ml par
rat).

- Le groupe témoin 100 (T 100, n = 6) et le groupe diabétique 100 (D 100, n = 6) : les
rats recoivent 100 mg/kg/J de ’extrait de la parche de café.

- Le groupe témoin 250 (T 250, n = 6) et le groupe diabétique 250 (D 250, n = 6) : les
rats regoivent 250 mg/kg/J de I’extrait de la parche de café.

Les rats recoivent le traitement par gavage intragastrique pendant 4 semaines et ont un libre
acces a I’eau et a I’aliment tout au long de la période expérimentale. Le suivi des rats durant la
période expérimentale comporte les opérations suivantes :

- Une mesure hebdomadaire de la glycémie par ponction caudale a I’aide d’un
glucométre (VitalCheck).

- Une pesée hebdomadaire des rats de chaque groupe afin de suivre 1’évolution
pondérale.

- La nourriture ingérée est calculée par différence entre la quantité restante et la quantité
initiale.

- L’eau consommée est calculée a 1’aide d’abreuvoirs gradués.

- Les urines sont collectées a 1’aide des cages métaboliques.

2.5 Sacrifices et prélévements de sang et d’organes

A la fin de ’expérimentation (4 semaines), et apres 12 h de jeline, les rats sont anesthésiés a la
Kétamine (100 mg/kg p.c) et ensuite sacrifiés. Le sang est prélevé par ponction cardiaque puis
récupéré dans un tube EDTA et un tube sec.

Une quantité de sang total (EDTA) a servi pour le dosage de I’hémoglobine glyquée. Ensuite,
le tube est centrifugé a 3000 tr/min pendant 15 min. Le plasma est utilisé pour le dosage des
parametres biochimiques (glucose, urée, créatinine, acide urique, albumine, protéines totales,

ASAT, ALAT, PAL, LDH).
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Les érythrocytes restants sont lavés avec de 1’eau physiologique trois fois de suite, puis sont
lysés par addition de 1’eau distillée glacée et incubés pendant 15 min dans la glace. Les débris
cellulaires sont ¢éliminés par centrifugation & 5000 tr/min pendant 5 min. Le lysat
érythrocytaire est ensuite récupéré afin de doser les marqueurs oxydants/antioxydants (la
catalase, la superoxyde dismutase, le glutathion réduit, le malondialdéhyde, et les protéines
carbonylées).

Apres coagulation du sang prélevé sur tubes secs, et centrifugation a 3000 tr/min pendant
15min, le sérum récupéré a servi pour le dosage de I’insuline, le peroxynitrite, la paraoxonase,
les diénes conjugués, ainsi que le profil lipidique (cholestérol total, triglycérides, HDL, LDL).
Apres le prélevement sanguin, le foie, le muscle gastrocnémien, le tissu adipeux viscéral, les
reins et le pancréas sont soigneusement prélevés, rincés avec du NaCL a 0,9 %, ensuite pesés.
Une partie aliquote du foie et des reins est immédiatement immergée dans une solution de
formol a 10 % pour conserver la structure intacte de I’organe qui servira par la suite a 1’étude
anatomo-pathologique. Une autre partie aliquote des organes est broyée dans différents
tampons pour préparer les homogénats nécessaires aux différents dosages.

2.6 Préparation des homogénats

2.6.1 Homogénat Dosage

Une partie aliquote d’organe est broyée dans le tampon PBS, pH= 7,2, contenant 1% de KCI.
Le tampon doit étre glacé pour éviter toute dénaturation des constituants tissulaires. Le
broyage se fait par un broyeur Potter et par ultrasons. Aprés incubation 5 min, et
centrifugation a 9000 tr/mn pendant 15 min, les homogénats sont conservés en vue des
différents dosages (cholestérol total, triglycérides, protéines totales, protéines carbonylées,
malondialdéhyde, peroxynitrite, superoxyde dismutase, catalase, glutathion réduit et

paraoxonase).

2.6.2 Homogénat LPL (Foie, muscle et tissu adipeux)

Les homogénats sont préparés apres broyage d’une partie aliquote d’organe dans une solution
contenant 2% d’albumine et 0.9% NaCl, pH 7,4 par I'ultraturax. Le broyat est ensuite incubé
sous agitation pendant 45 min a 35°C. 300 pl d’héparine sont ajoutées dans le milieu
réactionnel. L’échantillon est incubé a 35°C durant 30 min. Le broyat est par la suite

centrifugé a 10000 tr/mn pendant 15 min a 4°C. Le surnageant récupéré représente la source

lipolytique.
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2.6.3 Homogénat LHS (Tissu adipeux uniquement)

Une prise aliquote de tissu adipeux est broyée dans le tampon de broyage contenant 0,25 M
sucrose, | mM dithiothreitol et 1 mM EDTA, pH 7,4, a I’aide de 'ultraturax. Le mélange est
incubé a 35°C pendant 15 min puis les tubes sont mis dans de la glace pendant 15 min.
L’homogénat est centrifugé a 10000 tr/mn pendant 30 min a 4°C et le surnageant récupéré

constitue la source enzymatique.

2.7 Dosages des paramétres biochimiques

2.7.1 Dosage du glucose

Le glucose est quantifi¢ dans le plasma par méthode enzymatique colorimétrique (Kit
Spinreact, Espagne). Dans cette méthode, le glucose réagit en présence de glucose oxydase
pour former de l'acide gluconique et du peroxyde d'hydrogeéne. Ce dernier, en présence de
peroxydase et de phénol, provoque l'oxydation d'un chromogéne (le 4-amino antipyrine) qui
est initialement incolore, le transformant en une couleur rouge avec une structure
quinonéimine. L'intensit¢ de la coloration obtenue est directement proportionnelle a la
concentration de glucose présente dans I'échantillon, et cette concentration est exprimée en

mg/dL. La lecture est effectuée a une longueur d'onde de 505 nm.

2.7.2 Dosage de l’insuline

L’insuline est dosée au niveau du sérum par méthode immuno-enzymatique in vitro (ELISA)
(Kit Sigma-Aldrich, USA). Ce test utilise un anticorps de capture spécifique enduit sur une
plaque de 96 puits. Les étalons et les échantillons sont pipetés dans les puits, I’insuline
présente dans 1’échantillon est liée aux puits par I'anticorps immobilis€. Les puits sont lavés et
un anticorps de détection biotinylé spécifique est ajouté. Apreés avoir éliminé par lavage
l'anticorps biotinylé non lié, la streptavidine conjuguée a la HRP est introduite dans les puits a
l'aide d'une pipette. Les puits sont & nouveau lavés, une solution de substrat TMB est ajoutée
aux puits et la couleur se développe proportionnellement a la quantité d’insuline lie. La
solution STOP fait passer la couleur du bleu au jaune et l'intensité de la couleur est mesurée a
450 nm. Les résultats sont exprimés en pU/mL.

2.7.3 Dosage de I’hémoglobine glyquée (HbAlc)

La mesure d'hémoglobine Alc (HbAlc) est réalisée par méthode turbidimétrique (Kit Cypress
Diagnostics, Belgique). Cette méthode est fondée sur l'interaction d'un antigéne et d'un
anticorps et vise a déterminer directement 'HbA 1c dans le sang total. L'hémoglobine totale et

I'HbAlc se fixent aux particules de latex de maniére non spécifique et leur taux d'absorption
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sur les particules de latex est identique. Lorsque de l'anticorps monoclonal de souris anti-
HbAlc humaine est ajouté, il se fixe au complexe latex-HbAlc, en formant le complexe
latex-HbA 1c-anticorps de souris anti-HbA 1c humaine. Il se produit ensuite une agglutination
lorsque l'anticorps polyclonal anti-IgG de souris interagit avec l'anticorps monoclonal.
L'intensité de l'agglutination est proportionnelle au taux d'HbAlc absorbée a la surface des
particules de latex. L'intensit¢ de l'agglutination est mesurée en tant qu'absorbance a la

longueur d’onde de 660 nm. Les résultats sont exprimés en mmol/mol.

2.7.4 Dosage du cholestérol total (CT)

Le cholestérol total est dosé¢ par une méthode colorimétrique enzymatique (Kit spinreact,
Espagne) au niveau du sérum et des homogénats des organes. Les esters de cholestérol sont
hydrolysés par le cholestérol ester hydrolase en cholestérol libre et acides gras. Le cholestérol
libre produit et celui préexistant sont oxydés par une enzyme cholestérol oxydase en A4
cholestérone et en peroxyde d’hydrogéne. Ce dernier en présence de peroxydase, oxyde le
chromogene en un composé coloré en rouge. La concentration quinonéimine colorée mesurée
a la longueur d’onde de 505 nm est directement proportionnelle a la quantité de cholestérol

contenu dans 1’échantillon et est exprimée en mg/dL.

2.1.5 Dosage des triglycérides (TG)

Les triglycérides sont dosés par une méthode colorimétrique enzymatique (Kit Spinreact,
Espagne) au niveau du sérum et des homogénats des organes. Les triglycérides sont
hydrolysés en glycérol et en acides gras grace a des lipases. Une suite de réaction aboutit a la
formation du peroxyde d’hydrogene qui en présence de la peroxydase et d’un chromogene
donne un composé coloré, la quinonéimine. La concentration en quinonéimine colorée
mesurée a 505 nm est proportionnelle a la concentration totale en triglycérides présents dans
I’échantillon et est exprimée en mg/dL.

2.7.6 Dosage du cholestérol HDL

Le dosage de cholestérol HDL est réalis¢ apres séparation des HDL (lipoprotéines de haute
densité) des autres fractions qui présentent une faible densité (Kit Spinreact, Espagne). Les
lipoprotéines (chylomicrons, VLDL et LDL) sont précipitées par l'ajout de Il'acide
phosphotungstique et du chlorure de magnésium. Apres centrifugation, le surnageant clair
obtenu contient la fraction HDL qui est quantifiée par un dosage enzymatique colorimétrique
avec le kit Spinreact. La lecture de 1’échantillon est réalisée par la lecture d’une densité

optique a la longueur d’onde de 505 nm. Les résultats sont exprimés en mg/dL.
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2.7.7 Estimation du cholestérol LDL-VLDL
Les concentrations en LDL-VLDL sériques sont déterminées par différence entre la
concentration en cholestérol total et le cholestérol HDL. Les résultats sont exprimés en

mg/dL.

2.7.8 Dosage de I’'urée plasmatique

La concentration d'urée dans le plasma est mesurée par méthode colorimétrique qui repose sur
l'utilisation du diacetylmonooxine et d'ions Fe’™ (Kit Spinreact). L'urée réagit avec le
diacetylmonooxine en présence des ions Fe'™ pour donner un complexe coloré quantifiable
par spectrophotométrie a la longueur d’onde de 525 nm. Les résultats sont exprimés en

mg/dL.

2.7.9 Dosage de la créatinine plasmatique

La créatinine est déterminée par une méthode cinétique colorimétrique enzymatique (Kit
Spinreact, Espagne). Cette méthode est basée sur la réaction de la créatinine avec le picrate de
sodium selon la réaction de Jaffe dans un milieu basique, formant ainsi un complexe coloré de
couleur jaune-orange. La lecture se fait a une longueur d’onde de 500 nm et le résultat est
exprimé mg/dL.

2.7.10 Dosage de I’acide urique (AU)

La teneur en acide urique est estimée par une méthode enzymatique colorimétrique (kit
Spinreact, Espagne). Cette méthode est basée sur la réduction d’un réactif phosphotungstique
en milieu basique par le carbonate de sodium. La lecture se fait a une longueur d’onde de 620
nm et la concentration est exprimée en mg/dL.

2.7.11 Dosage de I’albumine

Le taux d’albumine est déterminé par une méthode colorimétrique (Kit Spinreact, Espagne).
L’albumine présente dans 1’échantillon donne apres sa liaison avec le vert de bromocrésol un
complexe coloré quantifiable par spectrophotométrie a une longueur d’onde de 630 nm. Le

résultat est exprimé en g/dL.

2.7.12 Dosage des protéines totales

- Protéines plasmatiques
Les protéines totales plasmatiques sont dosé€es par la méthode colorimétrique de Biuret (Kit
Spinreact, Espagne). Les liaisons peptidiques des protéines réagissent avec les ions Cu®" en
solution alcaline pour former un complexe coloré dont 1’absorbance est proportionnelle a la

concentration en protéines. Les résultats sont exprimés en g/dL.
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- Protéines tissulaires
Les protéines totales sont dosées au niveau des homogénats d’organes par la méthode de
Lowry et al. (1951) utilisant 1’albumine sérique bovine comme standard (Sigma Chemical
Company, St Louis, MO, USA). En milieu alcalin, le complexe formé par les ions Cu®" et les
groupements tyrosine et tryptophane des protéines est réduit par le réactif de Folin. La
coloration bleue développée est proportionnelle a la quantit¢ de protéines présentes dans

I’échantillon. La lecture se fait a une longueur d’onde de 689 nm.

2.7.13 Détermination de ’activité enzymatique des transaminases (ASAT, ALAT)

La détermination des taux des transaminases plasmatiques est effectuée par la méthode
enzymatique colorimétrique selon la fiche technique du kit Spinreact.

L’aspartate aminotransferase (ASAT) est une transaminase connue également sous le nom de
glutamate oxalo-acetate-transaminase (GOT). Elle catalyse le transfert réversible d’un groupe
aminé a partir de l’aspartate au o-cétoglutarate formant le glutamate et 1’oxaloacétate.
L’activité de I’aspartate aminotransferase est proportionnelle a la quantité d’oxalate formé
durant une période bien déterminée et est mesurée par une réaction en milieu alcalin avec 2-4
Dinitrophenylhydrazine (DNPH) & une longueur d’onde de 505 nm. Les résultats sont
exprimés en U/L.

L’alanine aminotransférase (ALAT) est une transaminase connue sous le nom de glutamate-
pyruvate-transaminase (GTP). Elle catalyse le transfert réversible d’un groupe aminé a partir
de I’alanine au a-cétoglutarate formant le glutamate et le pyruvate. L’activité¢ de I’enzyme est
proportionnelle a la quantité de pyruvate formée durant une période donnée et est mesurée a

une longueur d’onde de 505 nm. Les résultats sont exprimés en U/L.

2.7.14 Dosage de la Phosphatase Alcaline (PAL)

Le dosage est effectué¢ suivant une méthode enzymatique colorimétrique (kit Spinreact,
Espagne). La phosphatase alcaline (PAL) catalyse le transfert du groupe phosphate depuis le
p-nitrophénylphosphate (pNPP) vers le 2-amino-méthyle-1-propanol, produisant du p-
nitrophénol et du phosphate. La vitesse de formation du p-Nitrophénol, mesurée de manicre
photométrique a une longueur d'onde de 405 nm, est directement proportionnelle a la
concentration catalytique de la phosphatase alcaline présente dans 1'échantillon. Les résultats
sont exprimés en U/L.

2.7.15 Dosage de la Lactate Déshydrogénase (LDH)

La lactate déshydrogénase (LDH) catalyse la réduction du pyruvate par le nicotinamide

adénine dinucléotide NADH. L’activité de la LDH est déterminée par le taux de diminution de
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I’absorbance a la longueur d’onde de 340 nm pendant la production de la NAD+ (Kit

Spinreact). Les résultats sont exprimés en U/L.
2.8 Dosage des lipases tissulaires

2.8.1 Détermination de activité de I’enzyme lipase lipoprotéique (LPL, EC 3.1.1.34)

Lactivité de la lipase lipoprotéique est déterminée a partir du niveau d’hydrolyse des TG d’un
substrat synthétique en mesurant la quantité¢ d’acides gras libérés par titrimétrie selon la
technique PH— STAT (Taylor, 1985 ; Tietz et al., 1989). Une émulsion d’huile d’olive et de
gomme arabique solubilisées dans de I’eau distillée (H,O) est préparée par sonication (3 fois
45 minutes). Le substrat synthétique contient I’émulsion, la solution de sérum albumine
bovine (2 4% dans du tampon tris/HCI) et le sérum humain chaufté a 56°C. Une prise aliquote
de substrat synthétique est incubée avec le surnageant obtenu a partir des organes (source
enzymatique) dans le tampon NaCl 100 mmol/L, CaCl, 5 mmol/L, PH = 8, a température
ambiante et sous agitation durant 5 min. Aprés incubation le PH du milieu (devenu acide suite
a la libération des AGL) est ramené a sa valeur initiale par addition de NaOH 0,05 mol/L. Le
volume de NaOH versé est alors noté et correspond aprés conversion au nombre d’acides gras
libérés (mol). Une unité lipase est la quantité d’enzyme qui permet la libération d’une umole

d’acide gras en une minute.

2.8.2 Détermination de activité de I’enzyme lipase hormono-sensible (LHS, EC 3.1.1.3)

Lactivité de I’enzyme lipase hormono-sensible est mesurée quantitativement selon la
méthode décrite par Kabbaj et al. (2003). Cette activité est dosée avec 1’ester p-nitrophényle-
butyrate (PNPB), hydrolysé en présence de la lipase en p-nitrophénol et 1’acide butyrique. La
libération du p-nitrophénol se traduit par 1’apparition d’une coloration jaune détectée a 400
nm. Les homogénats de tissu adipeux sont incubés avec le PNPB dans le tampon (0,1 M
NaH,PO4, pH = 7,25, 0,9% NaCL, ImM dithiothreitol) a 37°C pendant 10 minutes. La
réaction est stoppée par 1’ajout d’'un mélange méthanol / chloroforme / heptane (10/9/7).
Apres centrifugation a 8000 tr pendant 20 minutes, les solutions sont incubées pendant 3
minutes a 42°C. L’absorbance lue a la longueur d’onde de 400 nm permet de calculer la
concentration en utilisant un coefficient d'extinction molaire de 12,75.10° M™.cm™ pour le p-
nitrophénol. Une unité enzymatique est la quantité d'enzyme capable de libérer une pmole de

p-nitrophénol par minute et par mg de protéines.
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2.9 Dosages urinaires

2.9.1 Protéinurie

Les protéines présentes dans les urines de 24h sont quantifiées par méthode colorimétrique
(Kit Spinreact, Espagne). Les protéines réagissent en milieu acide avec le rouge pyrogallol et
le molybdate, en formant un complexe coloré. L’intensité de la couleur formée est mesurée a
la longueur d’onde de 598 nm et elle est proportionnelle a la concentration de protéines dans

I’échantillon. Les résultats sont exprimés en mg/24h.

2.9.2 Microalbuminurie

La microalbumine (LALB) est dosée par méthode turbidimétrique sur les urines de 24h (Kit
Spinreact, Espagne). Les particules de latex recouvertes d'anticorps anti-albumine humaine,
sont agglutinées par la WALB présente dans 1'échantillon. Le processus d'agglutination
provoque un changement d'absorbance proportionnel a la concentration de nALB de
I'échantillon et par comparaison avec un calibrateur de concentration connue, la teneur en
HALB dans I'échantillon testé peut étre déterminée. La lecture est réalisée a une longueur
d’onde de 540 nm. Les résultats sont exprimés en mg/L.

2.9.3 Estimation du débit de la filtration glomérulaire (DFG)

Le débit de filtration glomérulaire (DFG) a été estimé selon 1'équation développée et validée
par Besseling et al. (2021) sur la base de la mesure du poids corporel, de la créatinine

plasmatique et de 1'urée plasmatique.

DFGe = 5862 x P 0.695 x C -1.150 x U -0.391

DFGe : DFG estimé (nl/min) ; P : le poids corporel (g) ; C : la concentration de créatinine
(mmol/L) ; U : l'urée (mmol/L).

2.10 Evaluation du statut oxydant/antioxydant

2.10.1 Biomarqueurs du statut oxydant

- Dosage du Peroxynitrite
Les taux de peroxynitrite sont mesurés au niveau du sérum (Beckman et al., 1992 ; Van
Uffelen et al., 1998). Une solution de phénol (a raison de 5 mM préparée dans du PBS 50
mM) est mélangée avec 1’échantillon et incubée pendant 2 heures. Apres 1’ajout du NaOH,
(0,1M), la nitration du phénol par le peroxynitrite est mesurée au spectrophotomeétre a 412
nm. La concentration est calculée en utilisant le coefficient d'extinction molaire (e= 4400 M

".em™). Les résultats sont exprimés en pmol/L.

52



Matériel et méthodes

- Dosage du Malondialdéhyde (MDA)
Le dosage du Malondialdéhyde (MDA) est réalisé¢ selon la méthode de Draper et Hadley
(1990), par un traitement acide a chaud, grice a I’utilisation de I’acide thiobarbiturique
(TBA). Le lysat érythrocytaire ou ’homogénat d’organes est incubé pendant 20 minutes a
100°C avec le TBA et I’acide trichloroacétique (TCA). Le TBA réagit avec les aldéhydes pour
former un produit de condensation chromogénique consistant en 2 molécules de TBA et une
molécule de MDA. Apres incubation, refroidissement et centrifugation a 4000 t/min pendant
10 min, la lecture est réalisée sur le surnageant qui contient le MDA a une longueur d’onde de
532 nm. La concentration en MDA est calculée en utilisant le coefficient d’extinction du
complexe MDA-TBA (e= 1.56 10°mmol™. L. cm™). Les résultats sont exprimés en pmol/L ou

en umol/g.

- Dosage des Protéines carbonylées (PCAR)
Les dommages oxydatifs des protéines sont mesurés par la quantification des groupes
carbonyles, basés sur la réaction avec le 2,4-dinitrophenyl hydrazine (DNPH) selon la
méthode de Levine et al. (1990). Le lysat érythrocytaire ou I’homogénat d’organes est incubé
pendant une heure a température ambiante en présence de la dinitrophénylhydrazine (DNPH;
préparée dans du HCI) ou avec seulement du HCI pour le blanc. Ensuite, les protéines sont
précipitées avec du TCA et lavées 3 fois par 1’éthanol : acétate d’éthyle 1:1 (v/v) et 3 fois par
le TCA. Le culot est solubilis¢ dans une solution de guanidine. Les lectures se font aux
longueurs d’onde de 350 et 375 nm. La concentration des groupements carbonylés est
calculée selon un coefficient d’extinction (e= 21.5 mmol”. L. cm ™). Les résultats sont

exprimés en umol/L ou en pmol/g de protéines.

- Oxydation in vitro des lipoprotéines et détermination des diénes conjugueés
L’oxydation in vitro des lipoprotéines plasmatiques, induite par les métaux (cuivre), est
déterminée par le suivi au cours du temps de la formation des dienes conjugués selon la
méthode décrite par Esterbauer et al. (1989). La formation des diénes conjugués résulte du
réarrangement des doubles liaisons des acides gras polyinsaturés (AGPI) suite a I’abstraction
radicalaire d’un hydrogéne malonique. Le sérum est mélangé avec de I’eau physiologique et
une solution de sulfate de cuivre (CuSO4) a 100 uM et la densité optique est mesurée a T = 0
et T = 2h. Les diénes conjugués sont estimés en utilisant le coefficient d’extinction (€=29,50
mmol'.L.cm™) a4 234 nm. Les variations de I’absorbance des diénes conjugués (DO) en

fonction du temps, permettent de déterminer trois phases consécutives : Phase de latence,
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Phase de propagation, Phase de décomposition. Les marqueurs de l'oxydation in vitro des
lipoprotéines déterminées sont :

- Le taux initial des diénes conjugués (T0) exprimé en pmol/L.

- Le taux maximal des diénes conjugués (T2h) exprimé en pmol/L.

- Le taux maximal d'oxydation des lipoprotéines. Il est exprimé en nmol/L/min.
2.10.2 Biomarqueurs du statut antioxydant

- Détermination de I’activité de I'enzyme Paraoxonane (PON ; EC 3.1.8.1)
La mesure de l'activité de la paraoxonase sérique (PON) est déterminée selon la méthode
décrite par Kuo et La Du (1995) utilisant l'acétate de phényle comme substrat de I'enzyme.
Dans cette technique, 1'enzyme paraoxonase hydrolyse l'acétate de phényle en phénol. La
vitesse d'hydrolyse de l'acétate de phényle est mesurée en contrdlant l'augmentation de
l'absorbance a la longueur d’onde de 270 nm et a une température de 25°C. L'échantillon est
mis en présence d'une solution d'acétate de phényle (10 mM dans 20 mM Tris/HCI, pH = 8,0)
et de CaCl, (ImM). La lecture se fait aprés 5 min d'incubation. L'activité enzymatique est
calculée par rapport au coefficient d'extinction molaire du groupe phényle (1310 M. Cm™).
Une unité d'activité de cette enzyme est égale a 1 pmol de phénol formé par minute et est

exprimée en U/mL.

- Détermination de P’activité de la Catalase (CAT ; EC 1.11.1.6)

Le taux de I’activit¢ de la catalase est mesuré au niveau du lysat érythrocytaire et
d’homogénats d’organes. Cette activité enzymatique est mesurée par analyse
spectrophotométrique du taux de la décomposition du peroxyde d’hydrogéne selon la méthode
d’Aebi (1974). En présence de la catalase, la décomposition du peroxyde d’hydrogene
conduit & une diminution de I’absorption de la solution de H,O, en fonction du temps. Le
milieu réactionnel contient la source enzymatique (lysat érythrocytaire dilué 1/100 ou
homogénat d’organes), le H,O,, et le tampon phosphate (50 mmol/l, pH = 7,0). Aprés
incubation de 5 min, le réactif Titanium Oxyde Sulfate (TiOSO,) est ajouté. La lecture se fait
a la longueur d’onde de 420 nm. Les concentrations du H,O,; restant sont déterminées a partir
d’une gamme étalon de H>O, a des concentrations de 0,5 a 2 mmol/l. Le calcul d’une unité
d’activité enzymatique est :

-A=log Al-log A2.

- Al est la concentration de H,O, de départ

- A2 est la concentration de H,O; apres incubation (au bout de 5 min)

Lactivité spécifique est exprimée en U/min/ml et en U/min/g.
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- Détermination de I’activité de la Superoxyde Dismutase (SOD ; EC 1.15.1.1)
L’activité de I’enzyme SOD est mesurée selon la méthode décrite par (Martin, 1987) qui
repose sur la capacité de l'inhibition de 1'auto-oxydation de 1'hématoxyline par le superoxyde
dismutase (SOD). L'hématoxyline est un colorant basique tres utilisé en histologie. Son auto-
oxydation génere un produit quinonoide, I'hématéine. L'auto-oxydation de I'hématoxyline en
hématéine est accompagnée d'une augmentation de l'absorbance a a longueur d’onde de 560
nm, a PH = 7.5 et est inhibée proportionnellement par la SOD. Le lysat érythrocytaire ou les
homogénats d’organes sont mélangés avec le réactif d’hématoxyline préparé dans du tampon
phosphate (KH,PO4 ,50 mM, EDTA 0,1 mm, pH = 7.,5). Aprés incubation de 30 min, la
lecture est faite a la longueur d’onde de 560 nm et les concentrations sont calculées a partir du
coefficient d’extinction molaire (¢ = 27 mM™. Cm'). L’activité de la SOD est exprimée en

U/min/mL ou en U/min/g.

- Dosage du Glutathion réduit (GSH)

Le dosage du glutathion réduit (GSH) est réalis¢ par la méthode colorimétrique (Ellman,
1959). La réaction consiste a couper la molécule d’acide 5,5-dithio-dis-2 nitrobenzoique
(DTNB) par le GSH, ce qui libere 1’acide thionitrobenzoique (TNB). Le lysat érythrocytaire
ou ’homogénat d’organe est mis en incubation en présence du tampon KPO4 (0,2 M ;
pH=7,5) et du DTNB (3 mM) pendant 30 min. L’absorption de TNB est mesurée a la longueur
d’onde de 412 nm et la concentration est calculée a partir du coefficient d’extinction molaire
(e=13,6 mM™". Cm™). Les résultats sont exprimés en pmol/L ou en pmol/g.

2.11 Etude histologique

Apres la fixation des organes dans le formol pendant 12 heures, ils subissent une
déshydratation par immersion dans des bains d’alcool de degrés croissants avant d’étre inclus
dans la paraffine fondue (55 & 57°C) qui s’incorpore avec 1’échantillon et conserve les tissus
pour permettre de faire des coupes histologiques avec un microtome. Les coupes subissent
ensuite un ensemble de traitements destinés a en colorer les éléments plus ou moins
spécifiques. La coloration des coupes des différents organes comporte une étape de
déparaffinage dans un solvant (Xyléne), et une étape de réhydratation assurée par une
succession de bains d’alcools de titre décroissant. Apres réhydratation, la coupe est colorée a

I’Hématoxyline-Eosine. La lame est alors préte pour 1’observation microscopique.

3. Analyse statistique
Toutes les expériences in vitro ont été réalisées en triplicata (n=3). Les valeurs présentent la

moyenne * |'écart-type. Pour 1'étude in vivo, la normalité de la distribution des données a été
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vérifiée a l'aide du test de Shapiro-Wilk. Les variables ne suivaient pas une distribution
normale. Ainsi, le test de Kruskal-Wallis a été utilisé pour comparer les moyennes entre les
différents groupes. Cette analyse est complétée par le post-hoc (test de Dunn) des
comparaisons multiples avec ajustement de Bonferroni. Les moyennes indiquées par des
lettres différentes (a, b, c, d,,,) sont significativement différentes (P < 0,05). Toutes les

données ont ét¢ analysées a 1'aide du logiciel R (version 4.3.0).
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Résultats et interprétations

1. Etude in vitro

1.1 Teneurs en composés phénoliques et activité antioxydante de I’extrait

La parche de café séchée et broyée a subi une extraction assistée aux ultrasons dans un
mélange éthanol/eau (80/20 v/v). Le rendement a été déterminé par rapport & 100 g de
matériel végetal sec et est exprimé en pourcentage massique (p/p). Le rendement de cette
extraction représente en moyenne 2,59 % (Tableau 7).

Le dosage des polyphénols totaux est réalisé par la méthode de Folin-Ciocalteu. La teneur en
polyphénols a été déterminée a partir de la courbe d’étalonnage du contrdle positif (acide
gallique) avec un R2 = 0,9992 (Figure Al en Annexes) ; elle est exprimée en mg équivalent
d’acide gallique par gramme de mati¢re seche (mg EAG/g MS). Les résultats montrent que
I’extrait de la parche de café contient en moyenne 47,57 mg EAG/g MS de polyphénols
totaux. Le dosage des flavonoides totaux est réalisé par la méthode du trichlorure
d’Aluminium. La teneur en flavonoides est exprimée en mg équivalent de catéchine par
gramme de maticre végétale seche (mg EC/g MS) a partir de la courbe d’étalonnage effectuée
(R? = 0,9998) (Figure A2 en Annexes). L’extrait de la parche de café contient en moyenne
12,05 mg EC/g MS de flavonoides (Tableau 7).

L’activité antioxydante de I’extrait de la parche de café a été évaluée par la mesure du pouvoir
antiradicalaire (test de DPPH) et du pouvoir réducteur (test de FRAP).

La valeur CI50 qui est la concentration d’extrait qui réduit 50 % du radical libre DPPH
représente en moyenne 199,5 pg/mL (Tableau 7) et a été calculée a partir de la courbe des
pourcentages d’inhibition (Figure A3 en Annexes). L’activité réductrice du fer est exprimée
en CE50 qui est la concentration efficace pour produire 50 % de l'effet réducteur. Elle
représente en moyenne 281,25 pg/mL (Tableau 7) et a été calculée a partir de la courbe des

pourcentages de pouvoir réducteur (Figure A4 en Annexes).

Tableau 7 : Teneurs en polyphénols et activité antioxydante de 1’extrait de la parche de café

Rendement (%) 2,59 £ 0,54
Polyphénols totaux (mg EAG/g MS) 47,57 £0,24
Flavonoides totaux (mg EC/g MS) 12,05 + 0,02
CI50 (ng/mL) 199,5 + 2,85
CE50 (Hg/mL) 281,25 + 3,21

Chaque valeur représente la moyenne des trois mesures * I'écart-type. CI50: concentration
responsable de 50% d’inhibition des radicaux DPPH. CE50 : concentration efficace pour produire 50

% de I'effet réducteur.
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1.2 Analyses chromatographiques

1.2.1 Chromatographie sur couche mince (CCM)
L’analyse de I’extrait par CCM a révélé la présence de 10 taches visibles sous UV (Figure
12). Les Rf correspondant aux différentes taches sont rapportés dans le Tableau 8.

10

Figure 12 : Profil chromatographique de 1’extrait de la parche de café sous UV a 365 nm

Tableau 8 : Rapports frontaux des taches visualisées par CCM

Molécule Couleur Rf (cm)
1 Bleu clair 0,97
2 Bleu clair 0,93
3 Rouge 0,88
4 Rouge 0,76
5 Rouge 0,7
6 Vert 0,66
7 Bleu clair 0,55
8 Jaune clair 0,51
9 Bleu 0,37
10 Vert 0,11
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1.2.2 Chromatographie en phase liquide a haute performance (HPLC UV-Vis)

L'extrait de parche de café a été analysé par HPLC pour identifier ses composés bioactifs. Le
chromatogramme montre la présence de 23 composés, parmi lesquels 10 ont été identifiés
grace a leurs temps de rétention correspondant a ceux des étalons de référence (Figure 13 et
Tableau Al en Annexes).

Selon le profil chromatographique, la caféine représente le pic principal (42%). Les acides
phénoliques sont également présents dans 1’extrait (15%). L'acide chlorogénique apparait
comme le deuxiéme composant bioactif majeur de 1’extrait. D’autres acides phénoliques sont
¢galement présents tels que 1’acide gallique, 1’acide caféique, 1’acide trans-cinnamique,
I’acide p-coumarique, et I’acide vanillique. L’extrait de la parche de café contient également

des flavonoides (8%) tels que la catéchine, I'épicatéchine et la quercétine.

SRR

Figure 13 : Profil chromatographique de 1’extrait de la parche de café a 254 nm

(1) acide gallique, (2) catéchine, (3) acide chlorogénique, (4) acide caféique, (5) caféine, (6)
épicatéchine, (7) acide vanillique, (8) acide p-coumarique, (9) quercétine dihydrate, (10) acide trans-

cinnamique.
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1.2.3 Analyse par spectroscopie de résonance magnétique nucléaire (RMN)

- Spectres RMN du proton 'H
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Figure 15 : Spectre RMN de *H du composé 2
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Figure 16 : Spectre RMN de *H du composé 3
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EDC.MEBB04.2350.1.fid

|- soo000
1
|- 35000
|- 30000
|- 15000

’ L sooo

L\ A i AT "
T

)
‘.5

|

0]

| 303
@ 300]
0. 40{

8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 s 4.0 3. 3.0 2.5 2.0
1 (ppm)

Figure 17 : Spectre RMN de *H du composé 4
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Figure 18 : Spectre RMN de *H du composé 5
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Figure 19 : Spectre RMN de *H du composé 6
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Spectres RMN du carbone 13
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Figure 20 : Spectre RMN de **C du composé 1

EDC.MEBB03.2350.2.fid

{6000
5500
£ 5000
14500
{4000
3500
£ 3000
£2500
{2000
£ 1500

1000

t-500

t--500

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
120 115 110 105 100 95 90 85 80 75 70 60 55
f1 (ppm)

Figure 21 : Spectre RMN de **C du composé 2
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Figure 22 : Spectre RMN de **C du composé 4
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Figure 23 : Spectre RMN de **C du composé 5

64



Résultats et interprétations

2. Etude in vivo

Les effets métaboliques de la consommation de I’extrait de la parche de café sont évalués
chez les rats Wistar rendus diabétiques par streptozotocine et sont comparés a des rats
témoins. Les rats témoins et diabétiques regoivent un gavage quotidien avec I’extrait de la
parche de café a raison de 100 ou 250 mg/kg p.c pendant 4 semaines.

2.1 Suivi glycémique

Le suivi de la glycémie a jeun des rats durant les 28 jours d’expérimentation est représenté
dans la Figure 24 et le Tableau A2 en Annexes.

Les résultats montrent une différence hautement significative chez les rats diabétiques (groupe
D) par rapport aux rats témoins (groupe T). Le gavage par 1’extrait de la parche de café a
entrainé une diminution significative et progressive de la glycémie chez les groupes (D100) et
(D250) par rapport au groupe (D). Les rats diabétiques traités par 250 mg/kg de I’extrait de la
parche de café (D250) ont montré une diminution significative du taux de la glycémie apres
seulement 7 jours d'administration. En outre, les rats témoins (T100) et (T250) ont maintenu
des niveaux de glycémie stables grace au traitement, tandis que les rats témoins contrairement

aux rats témoins non gavés (groupe T).

Glycémie (mg/dL)
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Figure 24 : Suivi de la glycémie chez les différents lots durant les 28 jours d’expérimentation

Chaque valeur représente la moyenne + écart type des lots durant chaque 7 jours. T : lot témoin contrdle
recevant une solution physiologique de NaCl & 0,9%. T100 : lot témoin recevant 100 mg/kg/J de l'extrait de la
parche de café par gavage. T250 : lot témoin recevant 250 mg/kg/J de [’extrait de la parche de café par gavage.
D : groupe diabétique controle recevant une solution physiologique de NaCl a 0,9%. D100 : lot diabétique
recevant 100 mg/kg/J de ’extrait de la parche de café par gavage. D250 : lot diabétique recevant 250 mg/kg/J
de ’extrait de la parche de café par gavage. Aprés vérification de la distribution normale des variables (test
Shapiro — Wilk), la comparaison des moyennes entre les différents groupes de rats est effectuée par le test de
Kruskal-Wallis. Cette analyse est complétée par le post-hoc (test de Dunn) des comparaisons multiples avec
ajustement de Bonferroni. Les moyennes indiquées par des lettres différentes (a, b, ¢, d) sont significativement
différentes (P < 0,05).
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2.2 Suivi du poids corporel

Le suivi du poids corporel des rats durant les 28 jours d’expérimentation est représenté dans la
Figure 25 et le Tableau A3 en Annexes.

Les résultats montrent une diminution hautement significative du poids corporel chez les rats
diabétiques (groupe D) par rapport aux témoins (groupe T). Le gavage par I’extrait de la
parche de café a entrainé un gain pondéral chez les groupes D100 et D250 par rapport au
groupe D. Les deux doses de I’extrait ont empéché la perte de poids progressive causée par le
diabete. De plus, une différence significative a été notée chez les rats témoins gavés (T100) et
(T250) par rapport aux témoins non gaves (groupe T). L'extrait de parche de café a aidé a

maintenir un poids corporel stable chez ces groupes.
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Figure 25 : Suivi du poids corporel chez les différents lots durant les 28 jours d’expérimentation

Chaque valeur représente la moyenne + écart type des lots durant chaque 7 jours. T : lot témoin contréle
recevant une solution physiologique de NaCl & 0,9%. T100 : lot témoin recevant 100 mg/kg/J de [’extrait de la
parche de café par gavage. T250 : lot témoin recevant 250 mg/kg/J de [’extrait de la parche de café par gavage.
D : groupe diabétique contrdle recevant une solution physiologique de NaCl a 0,9%. D100 : lot diabétique
recevant 100 mg/kg/J de I'extrait de la parche de café par gavage. D250 : lot diabétique recevant 250 mg/kg/J
de extrait de la parche de café par gavage. Aprés vérification de la distribution normale des variables (test
Shapiro — Wilk), la comparaison des moyennes entre les différents groupes de rats est effectuée par le test de
Kruskal-Wallis. Cette analyse est complétée par le post-hoc (test de Dunn) des comparaisons multiples avec
ajustement de Bonferroni. Les moyennes indiquées par des lettres différentes (a, b, ¢, d) sont significativement
différentes (P < 0,05).

2.3 Consommation alimentaire, hydrique et diurése

Les quantités de nourriture et d’eau consommées ainsi que les urines émises chez les
différents lots sont présentées dans la Figure 26 et le Tableau A4 en Annexes.

Les résultats indiquent une augmentation significative de la consommation alimentaire et
hydrique ainsi que la diurese chez les rats diabétiques (D) par rapport aux rats témoins (T). Le
gavage par l’extrait de la parche de café a permis de diminuer significativement ces

symptdmes chez les groupes D100 et D250 par rapport aux rats diabétiques non gavés (D).
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Cette diminution est plus marquée chez les rats du lot D250. Une diminution a été observée
également chez les rats témoins gavés (T100) et (T250) par rapport au groupe témoin non
traité (T).
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Figure 26 : Consommation alimentaire, hydrique et diurese chez les groupes expérimentaux

Chaque valeur représente la moyenne + écart type de chaque lot durant les 28 jours d’expérimentation. T : lot
témoin contréle recevant une solution physiologique de NaCl a 0,9%. T100 : lot témoin recevant 100 mg/kg/J de
Dextrait de la parche de café par gavage. T250 : lot témoin recevant 250 mg/kg/J de I’extrait de la parche de
café par gavage. D : groupe diabétique contrdle recevant une solution physiologique de NaCl a 0,9%. D100 : lot
diabétique recevant 100 mg/kg/J de [’extrait de la parche de café par gavage. D250 : lot diabétique recevant
250 mg/kg/J de l'extrait de la parche de café par gavage. Apres vérification de la distribution normale des
variables (test Shapiro — Wilk), la comparaison des moyennes entre les différents groupes de rats est effectuée
par le test de Kruskal-Wallis. Cette analyse est complétée par le post-hoc (test de Dunn) des comparaisons
multiples avec ajustement de Bonferroni. Les moyennes indiquées par des lettres différentes (a, b, ¢, d) sont
significativement différentes (P < 0,05).

2.4 Effets de ’extrait de la parche de café sur les parameétres biochimiques chez les rats
2.4.1 Taux sanguins de glucose, insuline et hémoglobine glyquée

Les effets de I’extrait de la parche de café¢ sur les taux du glucose, de I'insuline et de
I’hémoglobine glyquée chez les différents groupes expérimentaux sont représentés dans la

Figure 27 et le Tableau A5 en Annexes.
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Les teneurs en glucose et en HbAlc montrent une augmentation hautement significative chez
les rats diabétiques (groupe D) par rapport aux témoins (groupe T). Le gavage par ’extrait de
la parche de café a permis de réduire d’une facon significative la glycémie et ’HbAlc chez
les rats diabétiques traités (D100) et (D250). L’effet est plus marqué chez les rats traités par la
dose élevée (250 mg/kg). Les rats temoins traités (T100) et (T250) affichent une glycémie
Iégérement plus basse que celle des témoins non traités (groupe T). Aucune différence en
hémoglobine glyquée n’est observée chez ces rats. Les teneurs seriques en insuline sont
considérablement diminués chez les rats diabétiques (groupe D) par rapports aux témoins
(groupe T). A la fin du traitement, une augmentation significative des niveaux d’insuline est
notée chez les groupes (D100) et (D250). Le gavage par I’extrait de la parche de café ne
provoque aucune variation de 1’insulinémie entre les rats (T100 et T250) et les rats témoins
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Figure 27 : Taux sanguins de glucose, insuline et hémoglobine glyquée chez les groupes
expérimentaux

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type, a partir de 6 rats par lot. T : lot témoin contréle recevant
une solution physiologique de NaCl & 0,9%. T100 : lof témoin recevant 100 mg/kg/J de I’extrait de la parche de
café par gavage. T250 : lot témoin recevant 250 mg/kg/J de l'extrait de la parche de café par gavage. D :
groupe diabétique contrdle recevant une solution physiologique de NaCl a 0,9%. D100 : lot diabétique recevant
100 mg/kg/J de I’extrait de la parche de café par gavage. D250 : lot diabétique recevant 250 mg/kg/J de I’extrait
de la parche de café par gavage. Aprés Vvérification de la distribution normale des variables (test Shapiro —
Wilk), la comparaison des moyennes entre les différents groupes de rats est effectuée par le test de Kruskal-
Wallis. Cette analyse est complétée par le post-hoc (test de Dunn) des comparaisons multiples avec ajustement
de Bonferroni. Les moyennes indiquées par des lettres différentes (a, b, c, d) sont significativement différentes (P
< 0,05).
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2.4.2 Profil lipidique

Les teneurs sériques en cholestérol total, triglycérides, HDL-C et LDL-VLDL-C sont
représentés dans la Figure 28 et le Tableau A6 en Annexes.

Les résultats montrent une augmentation significative des taux de cholestérol total,
triglycérides, LDL-VLDL-C et une diminution des taux du HDL-C chez le groupe diabétique
(D) par rapport au groupe témoin (T). Le traitement par I’extrait de la parche de café a
entrainé une diminution significative des lipides chez les groupes diabétiques traités (D100) et
(D250) avec une restauration des niveaux du HDL-C. Ces effets sont plus marqués chez le
groupe traité avec la dose de 250mg/kg (D250).

Une diminution dans les teneurs en CT, TG, LDL-VLDL-C et une augmentation en HDL-C
sont également notées chez les groupes témoins traités (T100) et (T250) par rapport aux

témoins non traités (T).
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Figure 28 : Profil lipidique chez les groupes expérimentaux

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type, a partir de 6 rats par lot. T : lot témoin contréle recevant
une solution physiologique de NaCl a 0,9%. T100 : /ot témoin recevant 100 mg/kg/J de I’extrait de la parche de
café par gavage. T250 : lot témoin recevant 250 mg/kg/J de [’extrait de la parche de café par gavage. D :
groupe diabétique controle recevant une solution physiologique de NaCl a 0,9%. D100 : lot diabétique recevant
100 mg/kg/J de I’extrait de la parche de café par gavage. D250 : lot diabétique recevant 250 mg/kg/J de l’extrait
de la parche de café par gavage. Aprés vérification de la distribution normale des variables (test Shapiro —
Wilk), la comparaison des moyennes entre les différents groupes de rats est effectuée par le test de Kruskal-
Wallis. Cette analyse est complétée par le post-hoc (test de Dunn) des comparaisons multiples avec ajustement
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de Bonferroni. Les moyennes indiquées par des lettres différentes (a, b, c, d,,,) sont significativement différentes
(P < 0,05).

2.4.3 Exploration de la fonction hépatique

Les activités des enzymes hépatiques (transaminases, phosphatase alcaline et lactate
déshydrogénase) sont représentées dans la Figure 29 et le Tableau A7 en Annexes.

Les niveaux des enzymes hépatiques sont significativement élevés chez les rats diabétiques
(D) par rapport aux témoins (T). Le gavage par I’extrait de la parche de café a provoqué une
diminution significative de ces enzymes chez les rats diabétiques traités (D100) et (D250).
Une diminution des taux des transaminases (ASAT, ALAT) est observée chez les groupes
témoins traités (T100) et (T250) comparés aux témoins non traités (T). Par contre, aucune

différence n’est observée dans les niveaux de la PAL et LDH chez ces groupes.
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Figure 29 : Activités des enzymes hépatiques chez les groupes expérimentaux

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type, & partir de 6 rats par lot. T : lot témoin contréle recevant
une solution physiologique de NaCl a 0,9%. T100 : lot témoin recevant 100 mg/kg/J de I’extrait de la parche de
café par gavage. T250 : lot témoin recevant 250 mg/kg/J de [’extrait de la parche de café par gavage. D :
groupe diabétique controle recevant une solution physiologique de NaCl a 0,9%. D100 : lot diabétique recevant
100 mg/kg/J de I’extrait de la parche de café par gavage. D250 : lot diabétique recevant 250 mg/kg/J de I’extrait
de la parche de café par gavage. Aprés vérification de la distribution normale des variables (test Shapiro —
Wilk), la comparaison des moyennes entre les différents groupes de rats est effectuée par le test de Kruskal-
Wallis. Cette analyse est complétée par le post-hoc (test de Dunn) des comparaisons multiples avec ajustement
de Bonferroni. Les moyennes indiquées par des lettres différentes (a, b, ¢, d) sont significativement différentes (P
< 0,05).
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2.4.4 Exploration de la fonction rénale

Les biomarqueurs de la fonction rénale (urée, créatinine, acide urique et débit de filtration
glomérulaire) sont représentés dans la Figure 30 et le Tableau A8 en Annexes.

Les rats diabétiques du groupe D presentent des teneurs plasmatiques significativement
élevées en urée, créatinine et acide urique, ainsi qu'un débit de filtration glomérulaire (DFG)
significativement plus bas par rapport au groupe témoin (T). Le traitement par I’extrait de la
parche de café a entrainé une diminution de ces biomarqueurs et une restauration du DFG
chez les groupes diabétiques traités (D100) et (D250) par rapport au groupe D. Ces effets sont
plus marqués chez le groupe D250.

L’extrait de la parche de café entraine une diminution des biomarqueurs rénaux chez les

groupes témoins gaveés (T100) et (T250) par rapport aux témoins non gavés (T).
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Figure 30 : Biomarqueurs de la fonction rénale chez les groupes expérimentaux

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type, a partir de 6 rats par lot. T : lot témoin contréle recevant
une solution physiologique de NaCl a 0,9%. T100 : lot témoin recevant 100 mg/kg/J de I’extrait de la parche de
café par gavage. T250 : lot témoin recevant 250 mg/kg/J de [’extrait de la parche de café par gavage. D :
groupe diabétique controle recevant une solution physiologique de NaCl a 0,9%. D100 : lot diabétique recevant
100 mg/kg/J de I’extrait de la parche de café par gavage. D250 : lot diabétique recevant 250 mg/kg/J de l’extrait
de la parche de café par gavage. Aprés vérification de la distribution normale des variables (test Shapiro —
Wilk), la comparaison des moyennes entre les différents groupes de rats est effectuée par le test de Kruskal-
Wallis. Cette analyse est complétée par le post-hoc (test de Dunn) des comparaisons multiples avec ajustement
de Bonferroni. Les moyennes indiquées par des lettres différentes (a, b, c, d) sont significativement différentes (P
< 0,05).
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2.4.5 Exploration du métabolisme protéique

Les teneurs plasmatiques et urinaires en protéines et en albumine sont représentés dans la
Figure 31 et le Tableau A9 en Annexes.

Les résultats indiquent une diminution significative des concentrations plasmatiques de
protéines et dalbumine, et une augmentation significative de leurs concentrations urinaires
chez le groupe témoin diabétique (D) comparativement aux témoins non diabétiques (T). Le
traitement par l'extrait de parche de café chez les groupes D100 et D250 induit une
augmentation significative des taux de protéines totales et d'aloumine dans le plasma, ainsi
qu'une diminution de la protéinurie et de la microalbuminurie. Cette augmentation est plus
prononceée chez le groupe D250.

Le gavage par l'extrait de parche de café n'entraine aucune modification des concentrations
plasmatiques et urinaires en protéines totales et en albumine chez le groupe T100. Les
témoins T250 présentent une Iégére augmentation de ces concentrations par rapport au groupe
témoin non gavé (T). De plus, la microalbuminurie a diminué chez le groupe T250 par rapport

aux témoins (T).
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Figure 31 : Biomarqueurs du métabolisme protéique chez les groupes expérimentaux

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type, a partir de 6 rats par lot. T : lot témoin contréle recevant
une solution physiologique de NaCl & 0,9%. T100 : lof témoin recevant 100 mg/kg/J de I’extrait de la parche de
café par gavage. T250 : lot témoin recevant 250 mg/kg/J de I’extrait de la parche de café par gavage. D :
groupe diabétique contrdle recevant une solution physiologique de NaCl a 0,9%. D100 : lot diabétique recevant
100 mg/kg/J de 'extrait de la parche de café par gavage. D250 : lot diabétique recevant 250 mg/kg/J de I’extrait
de la parche de café par gavage. Aprés Vvérification de la distribution normale des variables (test Shapiro —
Wilk), la comparaison des moyennes entre les différents groupes de rats est effectuée par le test de Kruskal-
Wallis. Cette analyse est complétée par le post-hoc (test de Dunn) des comparaisons multiples avec ajustement
de Bonferroni. Les moyennes indiquées par des lettres différentes (a, b, c, d) sont significativement différentes (P
< 0,05).

72



Résultats et interprétations

2.4.6 Teneurs en lipides et en protéines au niveau des organes
Les teneurs en lipides et en protéines au niveau des différents organes (foie, muscle, tissu
adipeux, reins et pancréas) sont représentées dans le Tableau 9.

- Cholestérol tissulaire :
Au niveau du foie, du tissu adipeux et des reins, une diminution significative des taux du
cholestérol est observée chez le groupe D par rapport au groupe T. Le traitement par I’extrait
de la parche de café entraine une augmentation significative de ces taux chez les groupes
D100 et D250. Aucune différence n’est observée chez les témoins gavés (T100) et (T250) par
rapport aux témoins non gaves (T).
Au niveau du muscle et du pancréas, I’extrait ne provoque aucune variation des taux du
cholestérol chez tous les groupes expérimentaux.

- Triglycérides tissulaires :
Au niveau du foie, du tissu adipeux, des reins et du pancréas, les teneurs en triglycérides sont
significativement diminuées chez le groupe diabétique D comparé au groupe témoin T. Le
traitement a ’extrait de la parche de café entraine une augmentation significative des
triglycérides au niveau des organes des rats traités T100, T250, D100 et D250.
Au niveau du muscle, aucune différence significative n’est observée chez tous les groupes
expérimentaux.

- Protéines tissulaires :
Les teneurs en protéines hépatiques, musculaires et rénales sont significativement diminuées
chez le groupe diabétique D comparé au groupe témoin T. Le gavage par 1’extrait de la parche
de café a entrainé une augmentation de ces taux chez les groupes diabétiques traités (D100) et
(D250). Aucune différence significative n’a été observée chez les groupes témoins T100 et
T250.
Au niveau du tissu adipeux, une augmentation significative des protéines est observée chez
les groupes diabétiques (D, D100 et D250) comparativement aux groupes témoins (T, T100 et
T250).
Le gavage par I’extrait de la parche n’affecte pas les teneurs en protéines au niveau du

pancréas chez les groupes expérimentaux.
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Tableau 9 : Teneurs en lipides et en protéines tissulaires chez les groupes expérimentaux.

Parametres/lots T T100 T250 D D100 D250 P value
Foie

Cholestérol 30,36£1,50 30,11£1,10°  30,21+1,30®  28,89+2,25° 33,88+1,78"  31,62+1,56™ 0.006534
(]“Tigg/fg)r)cérides 66,16+3,02 63,80+£8,55"  62,56+14,83" 48,69+1,62" 63,36+2,85"°  61,41£4,36™ 0.006356
g:ft/égi)nes (mg/g)  48,80+2.51 48,68+3,07°  47,39+6,33®  40,51+1,39" 45,05+1,92°  46,65£2,09 0.003129
Muscle

Cholestérol 32,301,883 3249%1,44"  32201,23"  28,50+1,86" 3396+5,06"  32,77+1,13" 00355

(TTigg/fgy)cérides 58,38+6,32  57,16£5,80°  57.801,54"  53,045,53" 61,5124,88"  59,54+2,56" 0.0881

g:'lgt/égi)nes (mg/g)  84,76+3,90 86,07£10,30°  88,75+9,11°  50,03+2,55° 67,32+2,74"  69,74+6,63" 0,000047
Tissu adipeux

Cholestérol 29,73+1,34 29,33+1,38"  29,91+1,22"  22,60+2,13° 33,87+2,01°  33,31£1,92°  0,000030
(TTigg/fgy)cérides 63,89:£3,04 60,46£2,67*  52,44+2,16"  41,60+4,78" 68,58+22,06° 55,44+6,76™ 0.000508
grrlgt/égi)nes (mg/g)  15,5842,05 153742,69°  18,20+3,02%  28,49+2,23* 29,04+1,79°  26,91+3,28" 0,000044
Reins

Cholestérol 33,54+1,56 32,43£1,81°  32,67+1,62%°  2829+2,19° 32,13+1,89®  33,73£1,07° 0.008973
Sl“n;igg/ig)f)cérides 63,98:1,94 60,67+2,25"  61,68+4,46™  54,37+£1,94" 69,84+20,07" 66,42+4,73*  0.001881
i’?ogt/égi)nes (mg/g)  36,59+5.71 37,84+5,78"  38,48+5,47°  28,78+2,19" 37,79+6,62°  39,68+6,47* 0.03064
Pancréas

Cholestérol 29,462,40 29,76+1,73"  29,7243,03°  30,46£1,20° 32,55+1,43"  30,18+2,20° 0.1712

(anligg/lgy)cérides 68,68+15,1 62,93£16,69" 54,38+20,79" 46,69+3,23" 60,51£6,12  58,14+£9,91" 0.03752
i’n;ogt/égi)nes (mg/g) §0,51i1,91 30,55+3,61°  33,53+4,74°  28,68+2,24" 30,93+6,63"  29,22+538" 0.379

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type, a partir de 6 rats par lot. T : lot témoin contréle recevant
une solution physiologique de NaCl & 0,9%. T100 : lof témoin recevant 100 mg/kg/J de I’extrait de la parche de
café par gavage. T250 : lot témoin recevant 250 mg/kg/J de l’extrait de la parche de café par gavage. D :
groupe diabétique contrdle recevant une solution physiologique de NaCl a 0,9%. D100 : lot diabétique recevant
100 mg/kg/J de I’extrait de la parche de café par gavage. D250 : ot diabétique recevant 250 mg/kg/J de [’extrait
de la parche de café par gavage. Aprés Vvérification de la distribution normale des variables (test Shapiro —
Wilk), la comparaison des moyennes entre les différents groupes de rats est effectuée par le test de Kruskal-
Wallis. Cette analyse est complétée par le post-hoc (test de Dunn) des comparaisons multiples avec ajustement
de Bonferroni. Les moyennes indiquées par des lettres différentes (a, b, c, d) sont significativement différentes (P
< 0,05).
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2.4.7 Activités des lipases tissulaires
Les activités des lipases LPL et LHS tissulaires sont représentées dans la Figure 32 et le
Tableau A10 en Annexes.

- Activité de I’enzyme LPL :
L’activité de la LPL hépatique, musculaire et adipocytaire est significativement diminuée
chez le groupe diabétique D comparé au groupe témoin T. Le traitement par 1’extrait de la
parche de café entraine une augmentation significative de son activité chez les groupes D100
et D250. Cette augmentation d’activité est observée également chez les groupes témoins
gavés par ’extrait (T100) et (T250) par rapport aux témoins non gavés (T).

- Activité de I’enzyme LHS :
L’extrait de la parche de café n’affecte pas 1’activité de la lipase hormono-sensible

adipocytaire chez les différents groupes expérimentaux.
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Figure 32 : Activités des lipases tissulaires chez les groupes expérimentaux

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type, & partir de 6 rats par lot. T : lot témoin contréle recevant
une solution physiologique de NaCl & 0,9%. T100 : lot témoin recevant 100 mg/kg/J de I’extrait de la parche de
café par gavage. T250 : lot témoin recevant 250 mg/kg/J de [’extrait de la parche de café par gavage. D :
groupe diabétique controle recevant une solution physiologique de NaCl a 0,9%. D100 : lot diabétique recevant
100 mg/kg/J de I’extrait de la parche de café par gavage. D250 : lot diabétique recevant 250 mg/kg/J de I’extrait
de la parche de café par gavage. Aprés vérification de la distribution normale des variables (test Shapiro —
Wilk), la comparaison des moyennes entre les différents groupes de rats est effectuée par le test de Kruskal-
Wallis. Cette analyse est complétée par le post-hoc (test de Dunn) des comparaisons multiples avec ajustement
de Bonferroni. Les moyennes indiquées par des lettres différentes (a, b, c, d) sont significativement différentes (P
< 0,05).
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2.5 Evaluation des biomarqueurs du stress oxydatif

2.5.1 Biomarqueurs circulants du statut redox

Les marqueurs sériques et érythrocytaires du statut pro-oxydant/antioxydant des differents
groupes expérimentaux sont mentionnés dans la Figure 33 et le Tableau A11 en Annexes.

Les taux de peroxynitrite chez les diabétiques non traités D sont significativement augmentés
par rapport aux témoins T. Le traitement par 1’extrait de la parche de café¢ a induit une
diminution significative des taux de peroxynitrite chez les groupes D100 et D250. Chez les
groupes témoins, une diminution est également notée chez le groupe T250 par rapport au
groupe témoin T.

Les di¢nes conjugués et le taux d’oxydation des lipoprotéines sont significativement élevés
chez les rats diabétiques D comparativement aux témoins T. Le traitement par I’extrait de la
parche de café a induit une réduction significative des diénes conjugues aussi bien chez les
témoins T100 et T250 que chez les diabétiques D100 et D250. Le taux d’oxydation a
également diminué suite au traitement chez les groupes T250, D100 et D250.

Les teneurs érythrocytaires en malondialdéhyde (MDA) et en protéines carbonylées (PCAR)
sont significativement plus élevées chez les diabétiques non traités D par rapport aux témoins
T. L’extrait de la parche de café entraine une diminution significative du MDA et des PCAR
chez les groupes diabétiques D100 et D250. Aucune différence significative n’est notée chez
les groupes témoins T, T100 et T250.

L’activité de la paraoxonase sérique (PON) des rats diabétiques D est significativement
diminuée par rapport aux rats témoins T. Suite au traitement, cette activité est augmentée
aussi bien chez les groupes diabétiques D100 et D250 que chez les témoins T100 et T250.

Les taux érythrocytaires du GSH sont significativement réduits chez les rats diabétiques D
comparés aux rats T. Le traitement par ’extrait de la parche de café induit une augmentation
significative du GSH chez les groupes D100 et D250. Chez les groupes témoins (T, T100 et
T250), aucune différence significative n’est observée.

L’activité érythrocytaire de I’enzyme superoxyde dismutase (SOD) est significativement
faible chez le groupe des diabétiques D comparés aux témoins T. Aprés le traitement, on
remarque une augmentation significative de cette activité chez les groupes diabétiques D100
et D250 et le groupe témoin traité T250 comparé au groupe témoin T.

L’activité de la catalase érythrocytaire chez le groupe des diabétiques D est significativement
diminuée par rapport a celle du groupe T. Le traitement par I’extrait induit une augmentation
de I’activité catalase chez les diabétiques D100 et D250. Chez les groupes des témoins, la

dose de 100mg/kg induit une augmentation significative de la catalase érythrocytaire.
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Figure 33 : Biomarqueurs circulants du statut redox chez les groupes expérimentaux

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type, a partir de 6 rats par lot. T : lot témoin contréle recevant
une solution physiologique de NaCl & 0,9%. T100 : lof témoin recevant 100 mg/kg/J de I’extrait de la parche de
café par gavage. T250 : lot témoin recevant 250 mg/kg/J de l'extrait de la parche de café par gavage. D :
groupe diabétique controle recevant une solution physiologique de NaCl a 0,9%. D100 : lot diabétique recevant
100 mg/kg/J de I’extrait de la parche de café par gavage. D250 : lot diabétique recevant 250 mg/kg/J de l’extrait
de la parche de café par gavage. Aprés Vvérification de la distribution normale des variables (test Shapiro —
Wilk), la comparaison des moyennes entre les différents groupes de rats est effectuée par le test de Kruskal-
Wallis. Cette analyse est complétée par le post-hoc (test de Dunn) des comparaisons multiples avec ajustement
de Bonferroni. Les moyennes indiquées par des lettres différentes (a, b, c, d) sont significativement différentes (P
<0,05).
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2.5.2 Biomarqueurs tissulaires du statut redox
Les marqueurs tissulaires du statut oxydant/antioxydant au niveau des différents organes
(foie, muscle, tissu adipeux, reins et pancréas) sont mentionnés dans le Tableau 10.

- Au niveau du foie
Les teneurs hépatiques en MDA et en PCAR sont significativement augmentées chez le
groupe diabétique D comparativement aux témoins T. Chez les groupes diabétiques traités
D100 et D250, I’extrait de la parche de café induit une réduction significative du MDA et des
PCAR. Chez les groupes témoins T100 et T250, seul le taux de MDA est diminué, alors
qu’aucune différence significative n’est notée dans les taux des PCAR.
Les activités hépatiques de la SOD et de la CAT sont significativement faibles chez les
diabétiques D comparés aux témoins T. Le traitement par 1’extrait de la parche de café
entraine une augmentation significative de la SOD et la CAT hépatiques aussi bien chez les
groupes diabétiques D100 et D250 que chez les témoins T250.
Les taux du GSH hépatique sont significativement bas chez le groupe diabétique D comparé
aux témoins T. Une augmentation significative est constatée chez les témoins et les
diabétiques traités a I’extrait T100, T250, D100 et D250 comparés aux groupes non traités.

- Au niveau du muscle
Au niveau du muscle, les teneurs en MDA et PCAR sont augmentées chez les rats diabétiques
D par rapport aux rats témoins T. Le traitement a I’extrait de la parche de café induit une
diminution significative du MDA musculaire chez les groupes diabétiques et témoins traités.
Cet effet est plus marqué chez les groupes traités par la dose de 250mg/kg (T250 et D250).
Une diminution des teneurs de PCAR est également observée chez les groupes traités,
notamment les diabétiques D100 et D250 et les témoins T250.
Les activités musculaires de la catalase et la SOD sont significativement diminuées chez les
rats du groupe D comparés aux rats T. Pour la SOD, I’extrait induit une restauration de cette
activité chez tous les lots traités (T100, T250, D100 et D250). Une augmentation de I’activité
de la catalase musculaire est observée également chez les diabetiques D100 et D250 ainsi que
les témoins T100. Ces groupes présentent des teneurs similaires en catalase.
Le GSH musculaire est significativement plus bas chez le groupe diabétique D comparé aux
témoins T. Suite au traitement, les niveaux du GSH ont augmenté significativement aussi bien
chez les témoins (T100 et T250) que chez les diabétiques (D100 et D250).
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- Au niveau du tissu adipeux
Les niveaux du MDA et des PCAR adipocytaires sont significativement augmentés chez le
groupe diabétique D comparativement aux témoins T. Le traitement a 1’extrait provoque une
diminution significative des taux du MDA chez tous les lots traités (T100, T250, D100 et
D250). Une diminution des PCAR est egalement notée chez les groupes diabétiques (D100 et
D250). Cependant, le traitement n’influence pas les taux des protéines carbonylées
adipocytaires chez les groupes témoins.
L’activité de la catalase au niveau du tissu adipeux est significativement diminuée chez les
diabétiques D comparés aux témoins T. Le traitement induit une augmentation de cette
activité chez les groupes T250, D100 et D250.
Les niveaux du GSH adipocytaire chez les diabétiques D sont significativement diminués
comparés aux T. Une augmentation significative est notée chez les diabétiques traités et les
témoins traités par la dose de 250mg/kg. Il est a noter que les niveaux du GSH sont similaires
chez les groupes T250 et D250.
L’activité adipocytaire n’est pas influencée par le traitement. Aucune différence significative
n’est observée chez les groupes expérimentaux.

- Au niveau des reins
Les niveaux du MDA et PCAR au niveau des reins sont significativement augmentés chez les
diabétiques D comparés aux témoins T. Le traitement a I’extrait de la parche induit une
réduction significative du MDA et des PCAR chez les groupes diabétiques traités (D100 et
D250). Aucune différence significative n’est observée chez les témoins gavés (T100 et T250).
Les activités de la SOD et de la catalase rénales sont significativement faibles chez les
diabétiques D comparativement aux témoins T. Le traitement a 1’extrait de la parche de café a
restauré les niveaux de la SOD chez les groupes témoins et diabétiques traités. L’activité de la
SOD est similaire chez les groupes T100, T250 et D250. L’extrait a induit une augmentation
significative de I’activité catalase chez les diabétiques D100 et D250 ainsi que les témoins
T250.
Les niveaux du glutathion sont significativement réduits chez les diabétiques D comparés aux
témoins. Suite au traitement, une augmentation significative est observée chez tous les
groupes expérimentaux.

- Au niveau du pancréas
Le MDA et les protéines carbonylées pancréatiques sont significativement augmentés chez le
groupe D comparés au groupe T. Une diminution significative du MDA et des PCAR est

notée chez les groupes diabétiques traités par les deux doses de ’extrait. Chez les groupes
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témoins T100 et T250, le traitement provoque une diminution du MDA mais n’affecte pas les
niveaux des PCAR.

L’activité pancréatique de la catalase est significativement réduite chez les diabétiques non
traités (D) comparés aux témoins (T). Suite au traitement a I’extrait de la parche, une
augmentation significative de la CAT est observée chez les groupes T100, T250, D100 et
D250.

Les niveaux du GSH sont significativement diminués chez le groupe D comparé au groupe T.
L’extrait de la parche de café induit une augmentation significative du GSH pancréatique chez
tous les groupes témoins et diabétiques traités.

Concernant ’activité de la SOD, aucune différence significative n’est observée chez les

groupes expérimentaux. Le traitement n’affecte pas son activité au niveau du pancréas.

Tableau 10 : Biomarqueurs tissulaires du statut redox chez les groupes expérimentaux.

Paramétres/lots T T100 T250 D D100 D250 P value
Foie

MDA (umol/g)  2,93£0,34  2,61+0,37° 2,67+0,28°  1024+2,15*  3,64+0.81°°  3,15+0,70" 0.001057
PCAR (umol/g) 8,02+1,14° 7,44+1,56 7,59+1,10°  17,17£1,27°  11,33+1,17°  11,01£1,74®  0,000038
SOD (U/g) 6,68+1,16®  7,06+£1,47°  7,52+0,38°  4,9840,79°  5,98+0,67"°  5,83+0,96" 0.007111
CAT(U/g) 44454711 46,28+7,17™  46,55+7,45°  20,81+3,43%  28,27+2,17*  25,53+3,60°  0,000024
GSH (umol/g)  3,31£0,26*  3,78+0,11™  4,19+0,37°  1,67+0,38"  3,63+0,20™  3,57+0,18"  0,000062
Muscle

MDA (umol/g) 1,93+0,29%° 1,45+0,48™ 1,20+0,39° 3,16+0,56° 2,52+0,43® 199+0,84®°  0.000383
PCAR (umol/g) 8,25+1,23" 8,15+0,77%" 6,48+1,90* 13,17+1,40° 895+1,03° 561+1,11°  0.000151
SOD (Urg) 5,63+0,85°  6,10+0,43°  6,97+1,17° 3,57#0,76" 6,07+1,69" §18+2,16®  0.004642
CAT (Ulg) 28,49+224°  27114327% 2904+227° 18,88+3,95° 2520+4,84” 27384341 0.003274
GSH (umolg 1.85¥0,28%  200+013*  267+0,30° 1,39#0,32° 2,094#0,11%° 743+023®  0,000061
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Tissu adipeux

MDA (umol/g) 1,58+0,36®  1,35+0,29°  1,08+0,28° 3,63+0,40° 1,89+0,76® 2,07+0,56°  0.000212
PCAR (umol/g) 2,12+0,29°  2,13+0,15°  1,98+0,15° 3,88+0,50° 2,49+0,29® 2,15+0,35®  0.000792
SOD (Ulg) 6,32+42,13*  7,05+2,59°  7,44+193" 557+136% 6,72+0,89°  6,28+0,30*°  0.444
CAT (Ulg) 27,93+3,09° 28,89+3,73" 31,04+4,32° 14,50+4,06° 20,33+3,07*° 23,06+3,02* 0,000073
GSH (umol/g)  1,74+0,11%  1,79+0,12® 2,30+0,16° 0,93+0,24" 1,83+0,07®° 2,30+0,13°  0,000016
Reins

MDA (umol/g) 1,95+0,94°  1,79+0,40°  1,72+0,35° 6,66+1,30° 2,52+0,63® 2,77+1,24*®  0.001652
PCAR (umol/g) 2,15+0,82°  2,35+0,50°  2,31+0,28° 4,50+0,47° 2,65+0,74®  2,49+0,59%®  0.009419
SOD (Ulg) 5,91+0,86 6,77+0,17°  8,36+1,94® 3,81+0,62° 6,65+0,79" 7,67#1,95*  0.001332
CAT (Ulg) 25,70+2,27° 26,09+1,33" 31,00+1,65° 12,57+2,23° 22,58+2,12® 22,97+1,70® 0,000026
GSH (umol/g) 1,03+0,20®°  123+0,06°  1,26+0,11° 0,59+0,06° 0,90+0,37%  1,09+0,17®°  0.000302
Pancréas

MDA (umol/g) 1,87+0,31% 1,62+0,37°  1,21+0,50° 6,38+1,87° 2,14+0,82® 2,03+0,67®  0.001441
PCAR (umol/g) 0,92+0,39"°  0,92+0,50°  1,05+0,26° 2,52+0,22*° 2,04+0,13® 2,06+0,33  0,00003
SOD (U/g) 5,26+0,73°  553+0,38%  55640,71% 4,23+0,86° 561+0,93°  576+2,05°  0.1582
CAT (Ulg) 27,03+1,93% 28,72+1,43° 28,84+2,29° 18,87+3,14° 26,03+4,10% 2554+352® 0.004126
GSH (umol/g)  1,40+0,15%°  1,63+0,13°° 1,94+0,11° 1,20+0,07* 1,58+0,10°° 1,57+0,09*°  0,000056

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type, a partir de 6 rats par lot. T : lot témoin contréle recevant
une solution physiologique de NaCl a 0,9%. T100 . lot témoin recevant 100 mg/kg/J de l’extrait de la parche de

café par gavage. T250 : lot témoin recevant 250 mg/kg/J de [’extrait de la parche de café par gavage. D :

groupe diabétique contréle recevant une solution physiologique de NaCl a 0,9%. D100 : lot diabétique recevant
100 mg/kg/J de ’extrait de la parche de café par gavage. D250 : lot diabétique recevant 250 mg/kg/J de I’extrait
de la parche de café par gavage. Aprés vérification de la distribution normale des variables (test Shapiro —
Wilk), la comparaison des moyennes entre les différents groupes de rats est effectuée par le test de Kruskal-
Wallis. Cette analyse est complétée par le post-hoc (test de Dunn) des comparaisons multiples avec ajustement

de Bonferroni. Les moyennes indiquées par des lettres différentes (a, b, c, d) sont significativement différentes (P

< 0,05).
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2.6 Etude histopathologique

2.6.1. Histologie du pancréas chez les groupes expérimentaux

Les coupes histologiques du pancréas chez les groupes T et D sont représentées dans la Figure
34. L’histologie du pancréas chez le groupe témoin T révele un aspect normal montrant des
ilots de Langerhans normaux de contours réguliers avec des cellules B arrondis pales et
ovoides au centre, le tout incorporées dans la partie exocrine du pancréas. L’histologie du
pancréas chez le groupe diabétique D révele un aspect rétrécit des flots de Langerhans avec un
contour irrégulier et des signes de dégénérescence et de nécrose. La plupart des cellules  sont

ovoides peux dense, dans le tout est incorporées dans la partie exocrine du pancréas.
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Figure 34 : Coupes histologiques du pancréas chez les groupes expérimentaux (G x 40)

a : Coupe histologique du foie d’'un rat témoin (groupe T) ; b : Coupe histologique du foie
d’un rat diabétique non traité (groupe D)

2.6.2. Histologie du foie chez les groupes expérimentaux

Les coupes histologiques du foie chez les différents groupes expérimentaux sont représentees
dans la Figure 35. L’examen histologique du foie chez le groupe témoin T révele un aspect
normal du parenchyme hépatique sans particularité. En revanche, chez le groupe diabétique
D, une désorganisation marquée de 1’architecture trabéculaire des hépatocytes avec dilatation
des sinus hépatiques autour de la veine centro-lobulaire est observée. De plus, des hépatocytes
binucléés sont aussi présents avec un nucléoplasme plus ou moins clair présentant un ou deux
nucléoles. Chez les groupes diabétiques traités D100 et D250, la dilatation des sinus
hépatiques autour de la veine centro-lobulaire est rétablie. Le traitement a atténué également
la désorganisation de [D’architecture trabéculaire des hépatocytes. Cependant, quelques

hépatocytes binucléés persistent.
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2.6.3. Histologie des reins chez les groupes expérimentaux

Les coupes histologiques des reins chez les différents groupes expérimentaux sont
représentées dans la Figure 36. L’examen histologique du rein chez le groupe témoin T a
montré un aspect normal du parenchyme rénal ; glomérulaire et tubulaire. Les tubules étaient
en grande partie intacts sans présence d’infiltrats mononucléaires dans I’interstitium. En
revanche chez le groupe diabétique D, une dilatation notable des espaces capsulaires (capsules
de Bowman) était évidente, témoignant de la pathologie. Apres traitement avec 1’extrait chez
les groupes D100 et D250, une légere dilatation des capsules de Bowman a été observée dans

des régions spécifiques, tandis que la densité et le nombre total de capsules sont restes intacts.
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Figure 35 : Coupes histologiques du foie chez les groupes expérimentaux (G x 40)

a : Coupe histologique du foie d’un rat témoin (groupe T) ; b : Coupe histologique du foie
d’un rat diabétique non traité (groupe D) ; C : Coupe histologique du foie d’'un rat diabétique
traité par la dose de 100 mg/kg de [’extrait (groupe D100) ; d : Coupe histologique du foie
d’un rat diabétique traité par la dose de 250 mg/kg de [’extrait (groupe D250).
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Figure 36 : Coupes histologiques du rein chez les groupes expérimentaux (G x 40)

a : Coupe histologique du rein d’un rat témoin (groupe T) ; b : Coupe histologique du rein
d’un rat diabétique non traité (groupe D) ; C : Coupe histologique du rein d’un rat diabétique
traité par la dose de 100 mg/kg de [’extrait (groupe D100) ; d : Coupe histologique du rein
d’un rat diabétique traité par la dose de 250 mg/kg de [’extrait (groupe D250).
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Discussion

Les derniéres années ont connu un intérét croissant pour l'utilisation des sous-produits du café
dans des applications a valeur ajoutée. Cela a été motivé par des préoccupations
environnementales et aussi en raison de leur richesse en métabolites secondaires notamment
les composés phénoliques aux propriétés biologiques remarquables (Conde et Mussato,
2016). Les polyphénols et les flavonoides d’origine naturelle ont un réle préventif contre
plusieurs maladies et présentent diverses activités biologiques et pharmaceutiques, en
particulier des propriétés antioxydantes et antidiabétiques (Del Castillo et al., 2016). A cet
¢gard, les composés phénoliques, consommés dans le cadre de I'alimentation, pourraient étre
considérés comme une stratégie nutritionnelle préventive pour diminuer la prévalence des

maladies chroniques (Iriondo-De hond et al., 2017).

L'extraction des composés bioactifs a partir de sources naturelles est une étape cruciale,
fortement influencée par le choix du solvant (Costa et al., 2014). L'éthanol et 1'eau sont
considérés comme les solvants les plus efficaces pour extraire les composés phénoliques de la
parche de café (Iriondo-DeHond et al., 2020). Afin de récupérer le maximum de composés
bioactifs de la parche de café, 1'éthanol a été choisi comme solvant pour ses propriétés
d'extraction supérieures et sa nature non toxique, et une technique d'extraction émergente a été

utilisée (EAU).

Un facteur essentiel dans la détermination de I’activité biologique d’un échantillon est sa
teneur en composés phénoliques et leur activité antioxydante. Les méthodes colorimétriques
de Folin-Ciocalteu et de chlorure d'aluminium ont été utilisées pour déterminer le contenu
phénolique total et le contenu flavonoique total de 1’extrait de la parche de café. Les résultats
ont montré des taux de 47,57 mg EAG/g et 12,05 mg EC/g, respectivement de polyphénols
totaux et de flavonoides. Ces quantités se sont révélées plus élevées que celles rapportées dans
des études précédentes ayant utilis€¢ d'autres méthodes d'extraction, telles que l'extraction
solide-liquide conventionnelle (Ballestros et al.,, 2014), l'extraction assistée par champ
¢lectrique pulsé (Barbosa-Pereira et al., 2018), et le prétraitement hydrothermal (Conde et
Mussato, 2016). L'utilisation de I'extraction assistée aux ultrasons a démontré une
récupération nettement supérieure des composés phénoliques par rapport aux techniques

traditionnelles d'extraction (Wen et al., 2019).

Les effets biologiques des composés phénoliques ont suscité un intérét croissant dans de
nombreuses études récentes, en raison de leur potentiel bénéfique pour la sant¢ humaine
(Shahidi et Ambigaipalan, 2015). Ces avantages sont principalement liés a la fois a leurs
actions antioxydantes directes et indirectes. Les polyphénols peuvent non seulement céder des
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¢lectrons aux espéces oxydantes, neutraliser les radicaux libres et chélater les ions
métalliques, mais aussi atténuer indirectement la production d'espéces réactives de 'oxygene
en améliorant l'activité des enzymes antioxydantes ou en inhibant les enzymes qui induisent
des effets pro-oxydants (Ballard et Maréstica, 2018). Les flavonoides présentent plusieurs
propriétés, mais celle liée a leur capacité a neutraliser les radicaux libres et a agir comme des
antioxydants est sans aucun doute la plus pertinente. Au sein des classes de flavonoides, la
capacité antioxydante varie en fonction du type de groupe fonctionnel et de son arrangement

autour de la structure nucléaire (Kaleem et Ahmad, 2018).

De nombreux auteurs établissent un lien entre diverses caractéristiques biologiques des
plantes et leurs métabolites secondaires, en particulier les composés phénoliques. En raison de
cela, la divulgation de telles substances a évolué en une étape initiale essentielle vers une
utilisation idéale (Ed-Dahmani et al., 2024). Dans la présente étude, les tests DPPH et FRAP
ont été réalisés afin d'évaluer la capacité antioxydante de I'extrait de la parche de café. Il est
important d'utiliser des tests impliquant différents mécanismes d'action pour prendre en
compte la composition des extraits, qui agissent a travers divers mécanismes tels que la
prévention de l'initiation des chaines, la liaison des catalyseurs ioniques de métaux de
transition, la décomposition des peroxydes, la prévention de l'abstraction continue
d'hydrogene, la capacité réductrice et la capture de radicaux (Gali et al., 2018). L'activité
antioxydante de 1’extrait par le test de DPPH a été évaluée avec des valeurs de 199,5 ng/mL et
281,25 ng/mL pour la CIS0 et la CES0 respectivement pour les tests DPPH et FRAP. Bien que
ces résultats soient inférieurs a celles de l'acide ascorbique, elles restent comparables aux
¢tudes antérieures qui ont démontré le potentiel des extraits de la parche de café a piéger les
radicaux DPPH et réduire les ions ferreux (Ballestros et al., 2014 ; Costa et al., 2014 ;
Nzekoue et al., 2020 ; Wen et al., 2019).

Les composés phénoliques et les flavonoides présentent une corrélation linéaire avec les
potentiels de piégeage des radicaux libres et la chélation des ions métalliques (Withouck et
al. 2019). Les composés phénoliques bioactifs exercent leurs effets antioxydants en
neutralisant directement les radicaux libres et en générant ainsi des especes radicalaires moins
réactives ou en interrompant la réaction d’oxydation en chaine (Venkatesan et al., 2019). Les
effets de capture de radicaux DPPH et le pouvoir réducteur de 1’extrait de la parche de café
suggerent sa capacité a agir en tant que donneur d'électrons, empéchant ainsi les dommages
oxydatifs. Dans cette étude, une relation positive a €té€ constatée entre les teneurs en composés

phénoliques et 'activité antioxydante de 1’extrait de la parche de café. Les résultats obtenus
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sont en bon accord avec les données de la littérature ou les auteurs ont confirmé la corrélation

entre l'activité antioxydante et le contenu en composés phénoliques (Boudjou et al., 2013).

L’analyse de I’extrait de la parche de café par HPLC rapporte la présence de 23 composés,
dont 10 ont été identifiés sur la base de leurs temps de rétention (TR) correspondant aux
standards. La caféine représente le pic majeur. Le deuxiéme composant majoritaire est l'acide
chlorogénique. D’autres acides phénoliques sont également présents comme 1’acide gallique,
I’acide caféique, 1’acide trans-cinnamique, l’acide p-coumarique, et 1’acide vanillique.
L’extrait contient également des flavonoides tels que la catéchine, I'épicatéchine et la
quercétine. Ces résultats fournissent des preuves que I’extrait de la parche de café est riche en
molécules bioactives, ce qui est cohérent avec des recherches précédentes (Nzekoue et al.,
2020 ; Zengin et al., 2020). Les activités biologiques de 1’extrait dépendent fortement de sa

teneur en molécules bioactives.

Jusqu'a présent, aucune investigation n'a été réalisée concernant l'isolement et 1'identification
des composés bioactifs présents dans la parche de café. Dans cette étude, nous avons entrepris
une séparation par chromatographie sur colonne afin d’identifier et de quantifier les molécules
bioactives responsables des activités biologiques de la parche de café. Cette approche
méthodologique offre la possibilit¢ de révéler des informations détaillées sur les

phytoconstituants contenus dans ce sous-produit.

La séparation du brut réactionnel a résulté en l'obtention de six composés purs, présentant un
profil chromatographique en couche mince (CCM) se manifestant sous forme d'une seule
tache. Toutefois, il est important de mentionner qu'en raison de l'indisponibilit¢ de la
spectrométrie de masse, l'identification précise de ces molécules n'a pas été réalisée. En outre,
les spectres de résonance magnétique nucléaire (RMN) n'ont pas fourni suffisamment

d'informations pour déterminer leur structure avec certitude.

La complexité inhérente a la pathogencese du diabéte sucré ainsi que la persistance des
complications qui lui sont associées ont suscité un intérét croissant pour la recherche de
thérapies efficaces allant au-dela des agents antidiabétiques conventionnels. La quéte de
traitements efficaces pour le diabéte et ses complications est devenue une priorité urgente
(Boye et al., 2020). Les sous-produits du café représentent des sources durables de composés
bioactifs possédant des propriétés bénéfiques pour la sant¢ (Iriondo-DeHond et al., 2020).
Des études in vitro suggerent que les composés bioactifs présents dans 1’extrait de la parche

de café interviennent dans plusieurs voies impliquées dans la pathogenése du diabéte, ce qui
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contribue a réduire les complications de cette maladie (Del Castillo et al, 2016). Afin de
tester les effets antidiabétiques in vivo de I’extrait de la parche de café et de comprendre
pleinement son interaction avec les différents systémes corporels, cette étude a ét€ menée sur
un modele animal, des rats males de souche Wistar. Le diabéte expérimental a été induit par la

streptozotocine.

L'hyperglycémie induite par la streptozotocine (STZ) est une approche expérimentale
couramment utilisée dans I'é¢tude du diabéte sucré en raison de la capacité de la STZ a cibler
sélectivement et a détruire les cellules B des ilots pancréatiques de Langerhans responsables
de la production d'insuline (Furman, 2021). L’administration de la streptozotocine (STZ) aux
rats a provoqué une perte de poids notable, une polyphagie, une polydipsie et une polyurie.
Sur le plan biologique, cette intervention a induit une hyperglycémie significative,
accompagnée d'une diminution des taux d'insuline et d'une augmentation de 1'hémoglobine

glyquée (HbAc). Ces résultats caractérisent les traits classiques du diabéte sucré.

La masse corporelle est une mesure fiable pour évaluer 'homéostasie métabolique et la bonne
santé. Les différences de poids corporel entre les groupes avant l'induction du diabéte n'étaient
pas significatives. La réduction de la masse corporelle observée chez les rats diabétiques peut
étre attribuée a une déficience en insuline, entrainant le catabolisme des protéines et des
lipides (Gad-Elkareem et al., 2019). L’extrait de la parche de café a eu un impact positif sur
la masse corporelle et a rétabli I'équilibre entre le catabolisme et 1'anabolisme, potentiellement
en facilitant la décomposition des réserves de graisses alternatives et des protéines tissulaires,
générant ainsi de I'énergie pour compenser la baisse de la masse corporelle. Ce mécanisme
aide a réguler I'état hyperglycémique et la consommation d'énergie chez les rats diabétiques.
Martinez-Saez et al. (2014) ont rapporté que l'extrait de parche de café présente un potentiel
intéressant pour la régulation du poids corporel et la prévention du diabéte. Ils ont également
décrit une nouvelle boisson antioxydante a base de parche de café, mettant en avant ses effets
physiologiques positifs dus aux concentrations actives et a la bioaccessibilité de la caféine et
de l'acide chlorogénique. Nos résultats sont en accord avec des données de littérature (de

Oliveira Carvalho et al., 2016 ; Punithavathi et al, 2011 ; Karle et al., 2022).

La polyphagie, la polydipsie et la polyurie sont des signes et symptdmes métaboliques bien
établis du diabéte sucré. Cette étude a révélé une augmentation de 1'apport alimentaire, de la
production d'urine et de la consommation hydrique dans le groupe diabétique D. De plus, des
améliorations de l'apport alimentaire, de la soif et de la production d'urine ont été observées
chez les groupes sous traitement par rapport au groupe D. Ces résultats sont cohérents avec
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des recherches antérieures (Chutia et al., 2022 ; Kaikini et al., 2020 ; Miaffo et al., 2021).
Dans le diabéte sucré, I’homéostasie glucidique est généralement altérée, ce qui entraine une
hyperglycémie et ses symptomes associés de polyphagie, polydipsie et polyurie. Les
interventions thérapeutiques visent généralement a rétablir le contrdle de la glycémie, ce qui
contribue a atténuer I'hyperglycémie (Nna et al., 2018). Dans cette étude, I'extrait de parche
de café a réduit les trois symptdmes classiques du diabete sucré (polyphagie, polydipsie et
polyurie), qui ont été¢ surveillés de maniére hebdomadaire pendant toute la durée de
I'expérimentation. Cette amélioration peut étre attribuée a la baisse de la glycémie observée

chez les rats traités.

La streptozotocine (STZ) est l'un des principaux agents diabétogénes qui présentent une
toxicité spécifique aux cellules B-pancréatiques principalement par alkylation de I'ADN et
génération de radicaux libres. Ces événements cellulaires entrainent la nécrose des cellules 3
pancréatiques suivie d'une diminution de la sécrétion et de 1'action de l'insuline ainsi que d'un
épisode d'hyperglycémie. Dans cette optique, la restauration des cellules B altérées ainsi que la
protection du pancréas, est indispensable pour un traitement efficace du diabéte (Boye et al.,
2020). L'administration de la STZ aux rats a montré une augmentation des taux de glycémie et
d'hémoglobine glyquée ainsi qu'une diminution des taux d'insuline chez le groupe D par
rapport aux témoins. L’effet anti-hyperglycémique de D’extrait chez les rats traités a ¢été
indiqué par une amélioration des taux de glycémie, d'insuline et dHbAlc. Ces résultats sont
conformes a des études antérieures (Babaiedarzi et al, 2022 ; Chutia et al, 2022 ;
Guglielmetti et al., 2019). Sur la base de ces résultats, il a ét€¢ observé que I’extrait de la
parche de café présentait un effet dose-dépendant dans la récupération des cellules B
pancréatiques altérées, conduisant par la suite a la restauration de la sécrétion d'insuline. Ces

effets ont abouti a une réduction de I'hyperglycémie chez les rats traités.

Le taux de glucose sanguin a jeun est un indicateur vital de 1'état du diabete. L’extrait de la
parche de café semble contribuer a la régulation de la glycémie par le biais de mécanismes
d'action complémentaires, y compris des interactions avec les transporteurs intestinaux de
sucres, les hormones et les voies de signalisation qui affectent le métabolisme du glucose, en
particulier 'AMPK (Andrade et al., 2020). Les composés bioactifs de 1’extrait de la parche
de café peuvent avoir le potentiel d'améliorer la capture et la tolérance du glucose, de modifier
la sensibilité a 1'insuline et d'influencer la sécrétion d'insuline (Babaiedarzi et al., 2022). En
effet, la caféine et 1'acide chlorogénique présents dans la parche de café et leurs métabolites

ont démontré un effet cytoprotecteur contre le risque de diabéte dans les tissus pancréatiques,
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augmentant ainsi la sensibilité et la sécrétion d'insuline (Del Castillo et al., 2014). De plus,
Peixoto et al. (2022) ont lié l'effet antidiabétique de I’extrait de la parche de café a des
inhibitions significatives de la capture du [1,2-3H(N)]-désoxy-D-glucose et du 14C-D-
fructose, résultant principalement d'une diminution de 1'expression des génes du transporteur
de glucose 2 (GLUT2) et du transporteur de glucose sodium-dépendant 1 (SGLT1).
L'augmentation observée de la sécrétion d'insuline chez les rats traités peut étre attribuée a la
stimulation de la régénération des ilots de Langerhans, probablement due a la présence de

substances similaires a 1'insuline dans I’extrait de la parche de café.

Dans le diabete sucré, une variété de protéines subit une glycation non enzymatique, ce qui
pourrait étre la cause des complications a long terme de cette maladie. L'hémoglobine
glycosylée est la mesure des niveaux moyens de glucose dans le sang au cours des 6 a 8
semaines précédentes, durant la durée de vie des globules rouges. Il a ét¢ démontré qu'elle est
un parameétre important du controle glycémique chez les patients diabétiques (Punithavathi
et al., 2011). L'objectif particulier de la maitrise glycémique est d'atteindre une plage normale
d'HbAlc, car le fait de maintenir une bonne maitrise glycémique est crucial pour réduire le
risque de complications microvasculaires du diabéte a long terme (Currie et al., 2010). Les
taux élevés d'hémoglobine glyquée observés dans cette é¢tude indiquent un diabéte sucré. Des
améliorations des niveaux d'HbAlc ont été notées chez les rats traités par rapport aux
diabétiques non traités (D). Cet effet révele la propriété anti-glycosylante de I’extrait de la
parche de café. Ceci peut étre dii a l'inhibition de la sécrétion et de l'activité des enzymes
hydrolytiques telles que l'a-glycosidase, entrainant une libération ralentie du glucose (Del
Castillo et al., 2014). De plus, il est plausible que D’extrait de la parche de café facilite
I'érythropoiése tout en favorisant I'apoptose des globules rouges agés contenant des niveaux
plus élevés d'HbAlc que leurs homologues plus jeunes, ce qui contribue a réduire la

concentration d'hémoglobine glyquée (Boye et al., 2020).

La dyslipidémie émerge comme un facteur de risque important de maladie cardiovasculaire
dans le diabete sucré. Le métabolisme des lipides est principalement coordonné par le foie,
qui métabolise activement les acides gras comme source d'énergie et produit continuellement
des particules de cholestérol a tres faible densité (VLDL) pour fournir un approvisionnement
constant en acides gras aux tissus périphériques (Alves-Bezerra et Cohen, 2018). Le profil
lipidique du groupe D était significativement altéré par rapport au groupe témoin. Une
diminution marquée du HDL, ainsi qu'une augmentation du CT, des TG et du LDL ont été

observées. Le traitement a ’extrait de la parche a rétabli la baisse du HDL dans la plage
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normale et a réduit les niveaux du CT, des TG et du LDL d’une maniére dose-dépendante. Ces

données sont en accord avec plusieurs rapports précédents (Chandramohan et Pari, 2021 ;

Miaffo et al., 2021 ; Olatunji et al., 2021 ; Srivastava et al., 2020).

L'hypercholestérolémie est la principale anomalie lipidique observée dans le diabéte sucré.
Les niveaux de cholestérol étaient augmentés dans le groupe D en raison de 1'augmentation de
la cholestérogénése, de 1'absorption du cholestérol altérée et du processus de lipolyse accru.
De plus, la déficience en insuline entraine une augmentation du flux d'acides gras vers le foie,
ce qui augmente la production de cholestérol (Chandramohan et Pari, 2021). Les résultats
de cette é¢tude montrent que 1’extrait de la parche de café a réduit 'hypercholestérolémie chez
les rats traités, ce qui pourrait étre dii a son effet anti-hyperlipidémique via une sécrétion

accrue d'insuline.

L'hypertriglycéridémie est I’une des principales causes d'anomalies lipidiques qui entraine un
retard de la clairance des lipoprotéines riches en TG et la formation des LDL. La déficience
en insuline provoque l'inactivation de l'enzyme lipoprotéine lipase (LPL) responsable de
I'hydrolyse des TG, ce qui engendre ainsi une hypertriglycéridémie (Suzuki et al., 2016).
Dans notre étude, le traitement par 1’extrait de la parche de café a entrainé une diminution des
niveaux de TG, ce qui pourrait étre dii a une sécrétion accrue d'insuline résultant d'une

augmentation de l'activité de la LPL.

Le HDL-C participe a I'élimination du cholestérol en exces des cellules périphériques ainsi
qu'au transport inverse du cholestérol de ces cellules vers le foie (Farbstein et Levy, 2012).
Le HDL-C protege également contre 1'athérosclérose en inhibant I'expression induite par les
cytokines des molécules d'adhésion des cellules endothéliales. Dans le cas du diabéte sucré,
des modifications dans la composition du HDL entrainent une réduction du transport inverse
du cholestérol, principalement due a une hausse des triglycérides et a une diminution de la
teneur en cholestérol dans le HDL (Camont et al, 2011). Les résultats ont révélé que le
traitement par I’extrait de la parche de café a augmenté le niveau du HDL-C chez les rats
traités, ce qui suggere un role essentiel dans la régulation du transport inverse du cholestérol

via une sécrétion accrue d'insuline.

La glycosylation provoque une augmentation du LDL-C qui peut engendrer la formation de
peroxydes lipidiques. Ces derniers ont été directement associés au développement de
l'athérosclérose chez les personnes atteintes de diabéte sucré (Kondo et al, 2001).

L'hypercholestérolémie observée chez les rats diabétiques induits par la STZ est attribuée a
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une augmentation de l'absorption intestinale et a une synthése accrue de cholestérol. Les
lipoprotéines de ces rats sont sujettes a l'oxydation et démontrent une cytotoxicité, une
caractéristique qui peut étre prévenue par le traitement par l'insuline ou les antioxydants
(Srivastava et al., 2020). L'administration orale de I'extrait a permis de normaliser les taux de
LDL-C, probablement en régulant 1'hydrolyse de certaines lipoprotéines, ainsi que leur

capture sélective et leur métabolisme, via une sécrétion accrue d'insuline.

La lipoprotéine lipase (LPL) est une enzyme multifonctionnelle produite par de nombreux
tissus, notamment le tissu adipeux, les muscles cardiaque et squelettique, les ilots de
Langerhans et les macrophages. Son activité est régulée par des facteurs nutritionnels,
hormonaux et environnementaux (Ramesh et al, 2013). La LPL catalyse I'hydrolyse des
particules riches en triglycérides, telles que les chylomicrons et les VLDL, fournissant ainsi
des acides gras non estérifiés et du 2-monoacylglycérol pour une utilisation tissulaire (Young
et Zechner, 2013). L'activité de la LPL nécessite la présence d'insuline. Ainsi, dans le diabéte
sucré, en raison de la déficience en insuline, l'expression et 'activité de la LPL sont réduites,
entrainant un métabolisme altéré des lipoprotéines riches en triglycérides et conduisant a une
hypertriglycéridémie (Kalaivani et Sankaranarayanan, 2019). Le traitement a 1’extrait de la

parche de café a stimulé I’action de la LPL grace a I’augmentation de la sécrétion d'insuline.

Le diabete est également associé a un déséquilibre lipidique dans les tissus. Nos résultats ont
montré une diminution des niveaux de cholestérol libre et de triglycérides dans les tissus
périphériques des rats diabétiques D comparés aux témoins. L'extrait de parche de café a
rétabli ces niveaux a la normale. Ces résultats sont conformes aux travaux de Wang et al.
(2012), mais contredisent les conclusions de Jayachandran et al. (2019) qui ont trouvé des

niveaux plus élevés de lipides dans les tissus des rats diabétiques.

Plusieurs études ont associé les effets bénéfiques du café a ses composés bioactifs, qui sont
également présents dans la parche de café. Divers mécanismes ont été proposés pour
expliquer comment ces composés régulent le métabolisme des lipides notamment la
modulation de la signalisation cellulaire, l'inhibition de la lipase pancréatique, la régulation
des enzymes liées au métabolisme hépatique des lipides, la réduction de l'accumulation de
graisses hépatiques dans le modele animal et la suppression des geénes impliqués dans
l'adipogenese dans le tissu adipeux viscéral (Farias-Pereira et al., 2019 ; Kim et al., 2014 ;
Narita et al., 2012). Le caractére liporégulateur de I’extrait de la parche de café pourrait
résulter de son potentiel a inhiber l'activité de la lipase pancréatique, une enzyme clé dans la
digestion des lipides. En effet, en utilisant une lignée cellulaire d'adipocytes, Rebollo-
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Hernanz et al. (2019-b) ont démontré que 1’extrait de la parche de café était capable d'inhiber
la différenciation cellulaire, d'augmenter le métabolisme lipidique des adipocytes et d'induire
la lipolyse par la régulation des lipases. Ces effets semblent se produire principalement par
l'inactivation des voies de signalisation ERK, JNK et NF-kB. De plus, une boisson a base de
parche de café a montré la capacité de réduire I'accumulation de graisses grace a des doses
physiologiquement actives de composés bioactifs (Martinez-Saez et al., 2014). Notre étude

apporte un appui de ces résultats in vitro sur le modele animal.

Le foie joue un réle central dans de nombreux processus métaboliques du corps, notamment le
métabolisme des lipides et des glucides. De plus, il sert de régulateur clé¢ de 1'homéostasie
glucidique et de 1'¢limination de l'insuline (Makinde et al., 2020 ; Zhao et al., 2020). La
mesure des marqueurs de la fonction hépatique (ASAT, ALAT, PAL, LDH), revét une
importance clinique et toxicologique, car les variations de leurs niveaux sont indicatives de
dommages tissulaires et d’un dysfonctionnement hépatique. Une libération accrue de ces
enzymes par les cellules indique une nécrose cellulaire et une perte de 1'intégrité fonctionnelle
de la membrane cellulaire du foie (Kavishankar et al., 2014). L’aspartate aminotransférase
(ASAT) est un indicateur sensible de lésions hépatiques aigués, et une élévation de cette
enzyme dans des maladies non hépatiques est inhabituelle. [’alanine aminotransférase
(ALAT) est une enzyme du parenchyme hépatique plus spécifique que I’ASAT (Shah, 2002).
Les transaminases ont également été liées a la réaction des acides aminés en céto-acide, ce qui
entraine une acidocétose diabétique, une complication grave du diabéte (Balakrishnan et al.,
2019 ; Goboza et al., 2019). Les niveaux ¢élevés d'ASAT, ALAT, PAL et LDH chez les rats
diabétiques du groupe D sont corrélés a un dysfonctionnement hépatique et une nécrose
cellulaire de nombreux tissus. Ceci peut résulter de la perte de l'intégrité fonctionnelle de la
membrane cellulaire dans le foie (Swamy et al., 2018). Les résultats de cette étude ont
indiqué que le traitement par I’extrait de la parche de café a considérablement réduit les
niveaux d'enzymes hépatique vers des niveaux normaux. Cela est conforme aux investigations
précédentes (Latifi et al, 2019 ; Olatunji et al, 2021 ; Onyekachukwu et al, 2021 ;
Balakrishnan et al, 2019). La diminution des biomarqueurs hépatiques indique la sécurité
d’utilisation de I’extrait de la parche de café (Iriondo-DeHond et al., 2019 ; Nolasco et al.,

2022) pour atténuer les dommages hépatiques induits par le diabete sucré.

Dans la néphropathie diabétique, la progression du dysfonctionnement rénal est le résultat
d'une protéinurie progressive, d'une augmentation de l'acide urique et de I'accumulation

d’urée et de créatinine (Latha et Daisy, 2010). L'urée et la créatinine sont des métabolites
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azotés qui refletent le débit de filtration glomérulaire (DFG) (Gad-Elkareem et al., 2019). La
déficience en insuline entraine un échec du transport du glucose vers les tissus extra-
hépatiques, ce qui stimule la néoglucogeneése comme méthode alternative de fourniture de
glucose (Rui, 2014). Ce systéme est ensuite maintenu par une protéolyse accrue, qui régule la
libération d'acides aminés libres dans le plasma, lesquels sont déaminés dans le foie,
entrainant une augmentation des niveaux d'urée dans le sang (Balakrishnan et al., 2019). La
créatinine est un produit métabolique de la créatine musculaire, et son niveau dans le sérum
est relatif a la masse maigre du corps. Des niveaux ¢levés de créatinine dans le sang indiquent
une fonction rénale réduite (Di Micco et al., 2013). L'acide urique (AU) est un métabolite des
purines et un marqueur de la détérioration rénale (Balakrishnan et al., 2019). L’augmentation
significative des teneurs d’urée, de créatinine et d’AU dans le groupe D par rapport au groupe
témoin suggere un dysfonctionnement rénal et des perturbations métaboliques induites par le
diabéte. Chutia et al. (2022), rapportent que cette augmentation pourrait €tre liée a une
réduction de la filtration glomérulaire induite par l'impact de I'hypertension sur la fonction
rénale. Par la suite, cette diminution peut contribuer a une augmentation de la réabsorption de
l'urée tout en réduisant sa sécrétion, expliquant ainsi les niveaux élevés d'urée dans le sang.
De plus, I'augmentation de la concentration en créatinine peut étre liée a une diminution de
son élimination en raison de la baisse du DFG. Dans notre étude, I'administration de I’extrait
de la parche de café a réduit les niveaux des biomarqueurs rénaux et a favorisé la filtration
glomérulaire, suggérant que les composés bioactifs contenus dans l'extrait possedent des
activités néphroprotectrices contre la détérioration due au diabete. Des recherches antérieures
ont ¢galement exprimé ces résultats (Choudhari et al., 2017 ; Jayaraman et al., 2018 ; Nie

et al., 2020 ; Nithiya et Udayakumar, 2018).

L'albumine, est une protéine porteuse majeure qui représente 50 % des protéines sériques. Les
protéines totales sériques refletent la quantité d’albumine et de globuline circulantes dans le
sang. Un manque de protéines et d'albumine sériques suggere des dommages chroniques au
foie (Gad-Elkareem et al., 2019). Le diabéte sucré est associ¢ a des troubles dans le
métabolisme protéique (Michaelides et al., 2016). Les teneurs sériques en protéines totales et
en albumine sont généralement réduites au cours du diabete sucré (Hu et al., 2004). Cette
réduction est attribuée a des dommages localisés dans le réticulum endoplasmique (RE),
entrainant une perte du P450, ce qui conduit & une défaillance fonctionnelle et a une
diminution de la synthese protéique (Naskar et al., 2010). Cependant, des concentrations

¢levées des protéines et de I’albumine sont observées dans ’urine. La microalbuminurie et la
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protéinurie sont des biomarqueurs classiques et importants de la néphropathie diabétique
(Ichinose et al., 2007 ; Dronavalli et al., 2008). Elles sont principalement consécutives a une
Iésion glomérulaire, qui est générée par des anomalies de 1'endothélium glomérulaire et une
perméabilité accrue de la paroi capillaire, provoquant ainsi la perte de protéines de poids
moléculaire ¢levé et d'albumine dans l'urine (Phillips et Steadman, 2002 ; D'Amico et
Bazzi, 2003). Dans cette étude, les rats diabétiques D ont présenté des niveaux réduits de
protéines sériques et d'albumine, ainsi qu'une augmentation de l'excrétion quotidienne
d'albumine et de protéines totales par rapport aux rats témoins. Ces résultats sont en accord
avec des investigations précédentes (Figueira et al., 2017 ; Karle et al., 2022 ; Ren et al.,
2017). Avec le traitement a I’extrait de la parche de café, les teneurs sériques en protéines
totales et en albumine ont augmenté et la protéinurie et I’albuminurie ont diminué. Ces
résultats révelent que ’extrait de la parche de café peut réguler le métabolisme des protéines
et prévenir leur excrétion rénale. Le mécanisme impliqué semble mettre en jeu les molécules
bioactives présentes dans l'extrait, qui possédent des activités néphroprotectrices, réparent les

cellules et les tissus des ilots endommaggés, et favorisent la sécrétion d'insuline.

L'hyperglycémie déclenche divers processus, dont la glycation des protéines, conduisant a la
formation de produits finaux de glycation avancée. La plupart des complications du diabéte
sucré¢ sont associées aux AGE (Del Castillo et al, 2016). Dans ce sens, la recherche de
sources naturelles d'inhibiteurs de la formation des AGE représente un défi scientifique. Une
¢tude menée par Fernandez-Gomez et al. (2018) a montré que 1’extrait de la parche de café
peut étre considéré comme une source naturelle de divers inhibiteurs de la formation des AGE
in vitro agissant par différentes voies, prévenant ainsi les complications du diabete, y compris

la néphropathie diabétique.

Des preuves évidentes rapportent ’implication du stress oxydatif dans la pathogénése du
diabete sucré. L'altération des cellules B du pancréas est l'un des processus
physiopathologiques primaires impliqués dans le début du diabete et la progression de ses
complications. Une hyperglycémie persistante et chronique entraine un besoin incessant de
libération d'insuline. Cela favorise et déclenche 'activation de plusieurs voies de signalisation
du stress oxydatif qui entraine la surproduction de radicaux libres. L'implication du stress
oxydatif dans la pathogenése du diabéte est due a la glycosylation non enzymatique des
protéines, a 'auto-oxydation du glucose, a une déficience des enzymes antioxydantes et a la
formation de peroxydes. Des niveaux accrus de radicaux libres ainsi que I'échec des systemes

antioxydants endogenes causent généralement une dysfonction et une nécrose cellulaires
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(Andrade et al, 2020 ; Babaiedarzi et al, 2022 ; Ni et al, 2019). La STZ cible
généralement les cellules B du pancréas, causant des dommages oxydatifs, ce qui entraine une
faible sécrétion d'insuline. La dégénérescence des ilots pancréatiques résultant du stress
oxydatif affecte négativement les taux d'insuline et entraine une hyperglycémie persistante

(Nna et al., 2018).

Les résultats de notre étude montrent que les rats diabétiques du groupe D présentaient un
statut redox altéré et un stress oxydatif manifeste. Les taux des biomarqueurs oxydatifs
circulants tels que le peroxynitrite, les diénes conjugués, le MDA et les protéines carbonylées
¢taient significativement hauts, tandis que ceux du GSH et les activités des enzymes
antioxydantes de la PON, la SOD et la catalase étaient significativement réduites. Ces
résultats indiquent un niveau élevé de stress oxydatif ainsi qu'une diminution de la défense
antioxydante enzymatique et non-enzymatique dans les conditions diabétiques. En revanche,
I’extrait de la parche de café a rétabli les niveaux sériques et érythrocytaires du statut oxydant
en réduisant les niveaux de peroxynitrite, des diénes conjugués, du MDA et des PCAR et a
renforcé le systéme de défense antioxydant en modulant I'activité de la PON, la SOD, la CAT
et les niveaux du GSH. Ces résultats sont conformes a des études précédentes (Benyelles et

al., 2023 ; Olatunji et al., 2021 ; Roxo et al., 2019 ; Vikhe et al., 2022).

Les rats du groupes D présentaient également un stress oxydatif tissulaire, avec des niveaux
de MDA et PCAR augmentés, et des activités réduites de la SOD et CAT par rapport au
groupe témoin. L’extrait de la parche de café a amélioré le statut oxydant/antioxydant des rats
traités en réduisant les marqueurs pro-oxydants et en augmentant la défense antioxydante.
Conformément a nos résultats, des études précédentes ont rapporté des observations similaires
(Balakrishnan et al., 2019 ; Kavishankar et al., 2014 ; Nna et al., 2018 ; Gilani et al,
2021).

De nombreuses études ont rapporté que des conditions d'hyperglycémie chronique conduisent
a une série de réactions biochimiques, entrainant la production accrue des ERO comme le
peroxynitrite et un état de stress oxydatif (Asmat et al., 2016). La peroxydation lipidique est
considérée comme un indicateur du stress oxydatif, dans lequel les radicaux libres
interagissent avec les acides gras polyinsaturés (AGPI), entrainant la formation des di¢nes
conjugués, du MDA et du 4-hydroxynonénal (4-HNE), ce qui cause ensuite des effets négatifs
tels que la nécrose cellulaire et I'inflammation (Ayala et al., 2014). Des preuves évidentes
indiquent que la peroxydation lipidique joue un rdle majeur dans le développement du
diabéte, en modifiant le microenvironnement de la membrane cellulaire, ce qui peut altérer les
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activités des enzymes et des récepteurs membranaires (Dmitriev et Titov, 2010). L'oxydation
des protéines, marquée par la formation de protéines carbonylées, est un signe fréquent de
stress oxydatif au cours du diabéte. Les PCAR résultent de la réaction entre les radicaux libres
et les acides aminés des protéines, contribuant au dysfonctionnement cellulaire et aux
complications diabétiques (Singh et al., 2001). Nos résultats suggerent que 1I’hyperglycémie a
augmenté la génération des ERO via la glycation non enzymatique des protéines et 1'auto-
oxydation du glucose. Ainsi, des dommages a l'intégration structurelle et fonctionnelle des
tissus en résultent, comme confirmé par une détérioration oxydative accrue des lipides

membranaires et des protéines dans les conditions diabétiques.

Le stress oxydatif est également associé a une réduction des activités enzymatiques
antioxydantes. La catalase (CAT) réduit le peroxyde d'hydrogeéne et protége les tissus des
radicaux hydroxyles hautement réactifs (Kavishankar et al., 2014). La superoxyde dismutase
(SOD) catalyse la conversion de 1'anion superoxyde en peroxyde d'hydrogeéne et en oxygene
(Selvan et al., 2008). La PON circule préférentiellement en association avec les HDL, et son
activité antioxydante est liée a sa capacité a hydrolyser les peroxydes lipidiques au sein des
lipoprotéines, principalement les LDL (Gugliucci et Menini, 2015 ; Brites et al., 2017).
Dans notre ¢€tude, le stress oxydatif était évident pour les rats du groupe D qui présentait des
activités enzymatiques antioxydantes plus faibles que celles du groupe témoin. La diminution
des activités enzymatiques peut étre le résultat de 1'accumulation de produits toxiques due aux
dommages oxydatifs (Punithavathi et al, 2011). De plus, I’amélioration du statut
antioxydant peut étre due suite a une diminution de I'inflammation et de 'apoptose cellulaires
(Nna et al., 2018). Le GSH est une enzyme du groupe thiol, présente dans les organismes
vivants et qui joue un role central dans les systémes de défense antioxydante. La diminution
du contenu en GSH chez les rats diabétiques et son retour subséquent vers la normale chez les
rats traités avec l'extrait révele l'effet antioxydant de ’extrait de la parche de café. Les
explications du mécanisme possible sous-jacent incluent la prévention de la déplétion du GSH
et la destruction des radicaux libres (Birk et al., 2013). Ces deux facteurs contribuent aux

propriétés antioxydantes de 1’extrait.

Les résultats de cette investigation sur les biomarqueurs du stress oxydatif montrent que
I’extrait de la parche de café posséde des effets antioxydants significatifs et robustes, en
régulant a la hausse les activités des systemes de défense enzymatique des rats diabétiques
traités tout en réduisant simultanément la production des ERO et en protégeant les cellules 3

pancréatiques du stress oxydatif induit par la STZ. Ces données corroborent bien avec les
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résultats des tests in vitro (DPPH et FRAP) obtenus précédemment. En effet, I’extrait de la
parche de café a montré un effet important de piégeage du radical DPPH ce qui témoigne de
son potentiel antioxydant et sa capacité a réduire les radicaux libres. Plus encore, l'activité
FRAP indique la capacit¢ de I’extrait a donner un électron et a réduire les produits

intermédiaires oxydés du processus de peroxydation lipidique impliqué dans le diabete.

Plusieurs travaux ont ét¢ menés pour identifier les mécanismes par lesquels les sous-produits
du café exercent leurs effets biologiques. Les auteurs illustrent que les composés bioactifs
contenus dans ces extraits sont fortement associés aux biomarqueurs de l'inflammation, du
stress oxydatif, de I'adipogenése et de la résistance a l'insuline (Andrade et al., 2022). Dans
une étude in vitro, 'acide chlorogénique et la caféine ont réduit efficacement les marqueurs

inflammatoires et la production des ERO (Rebollo-Hernanz et al., 2019-a).

La parche de café est riche en molécules bioactives responsables en grande partie de sa
capacité antioxydante telles que l'acide chlorogénique et la caféine, ainsi que des composés
formés lors de la torréfaction du café (mélanoidines) (Bessada et al., 2018 ; Tores de la Cruz
et al., 2019). Une étude in vitro sur I’extrait de la parche de café a démontré une amélioration
de la défense antioxydante des cellules B pancréatiques contre les dommages oxydatifs,
réduisant ainsi le stress oxydatif et les dommages protéiques (Fernandez-Gomez et al., 2016)
et protégeant contre les dommages oxydatifs a I'ADN (Iriondo-DeHond et al., 2017). De
plus, Rebollo-Hernanz et al. (2019) ont montré que la parche de café pouvait moduler la
phosphorylation de la voie de signalisation du récepteur a l'insuline et stimuler la
translocation de GLUT-4, augmentant ainsi la capture du glucose. Les résultats de notre étude

apportent un appui de ces investigations in vivo sur le modele animal.

Dans la présente étude, les altérations histopathologiques du foie chez les rats du groupe D
ont montré une désorganisation marquée de l'architecture trabéculaire des hépatocytes avec
dilatation des espaces sinusoidaux. En revanche, le traitement a I’extrait de la parche de café a
significativement amélioré les changements dégénératifs des hépatocytes jusqu'a un aspect
presque normal. L’extrait de la parche de café¢ a montré une meilleure préservation des
hépatocytes en diminuant la dilatation des espaces sinusoidaux sans désorganisation de
l'architecture trabéculaire des hépatocytes. Dans le diabete sucré, la détérioration du
glycogene hépatique et de la gluconéogenese est augmentée, tandis que l'utilisation du
glucose est réduite (Lisman et al., 2010). Les changements physiopathologiques du foie dans
les conditions diabétiques sont dus a la glycosylation des protéines entrainant des anomalies
dans 1'histoarchitecture hépatique (Ntimbane et al., 2009). La néphropathie diabétique est
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Iimpact accélérateur et 1étal du diabéte sucré, caractéris€é principalement par le
développement de la microalbuminurie conduisant a I'albuminurie et finalement & une
insuffisance rénale (Heras et al., 2012). Dans les reins des rats diabétiques D, nous avons
illustré une dilatation prononcée des capsules de Bowman et des glomérules, accompagné de
dommages importants aux cellules néphritiques. Le traitement a I’extrait chez les rats
diabétiques a montré une restauration notable de I'histoarchitecture rénale. Des études
antérieures ont rapporté que la STZ induit la libération d'oxyde nitrique, ce qui provoque
l'alkylation et la fragmentation de 'ADN, conduisant a I'apoptose (Espino et al., 2011). Ces
¢valuations histologiques sont en accord avec des études antérieures (Karle et al., 2022 ;

Madic¢ et al., 2021).

L'amélioration significative vers une histologie normale du foie et du rein apres le traitement a
I’extrait de la parche de café est probablement due a la présence de composés bioactifs tels
que les polyphénols et les flavonoides. Il est bien connu que les polyphénols ont un effet
profond sur la régulation du stress oxydatif, réduisant 1'inflammation, améliorant l'oxydation
des acides gras [, inhibant la lipogenése et prévenant la fibrose hépatique. De plus, des
flavonoides tels que la quercétine ont une activité hépatoprotectrice (Madié et al., 2021). Les
molécules bioatives de la parche pourraient également restaurer la physiologie rénale par
différents mécanismes moléculaires tels que la stimulation du métabolisme du glucose, la
régulation du statut glycémique sanguin, la réduction de la sécrétion de cytokines pro-

inflammatoires et des AGE (Fernandez-Gomez et al., 2018 ; Khanra et al., 2017).

Les résultats de cette étude indiquent que le traitement par l'extrait de parche de café a eu des
effets bénéfiques, aussi bien chez les rats diabétiques que chez les témoins en absence du
diabete. Ces effets étaient particulierement significatifs avec la dose élevée de 250 mg/kg.
Cela suggere que cette dose pourrait étre plus efficace pour obtenir une amélioration des
résultats cliniques. Cette réponse dose-dépendante semble offrir les effets bénéfiques
souhaités, suggérant son potentiel comme traitement efficace. Toutefois, des études
supplémentaires seront nécessaires pour confirmer ces résultats et garantir la sécurité a long

terme de cette posologie.
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La gestion des matieres résiduelles du secteur agro-alimentaire constitue un enjeu majeur pour
notre société contemporaine. Dans ce contexte, cette étude revét une importance particulicre,
car elle démontre le potentiel de valorisation de la parche de café, un sous-produit de
l'industrie du café souvent per¢cu comme un déchet. En effet, I’exploitation des extraits de la
parche de café propose une approche innovante pour la valorisation de ce sous-produit. La

parche de café se révele étre une source précieuse de composés bioactifs.

Les résultats de notre étude ont mis en lumiére des avancées prometteuses quant aux effets
bénéfiques de l'extrait de la parche de café comme agent antidiabétique, ce qui ouvre de
nouvelles perspectives dans la lutte contre le diabéte, une maladie chronique en pleine

expansion mondiale.

En effet, ’extrait de la parche de café a amélioré la sécrétion d'insuline, hormone clé dans la

régulation du métabolisme, contribuant ainsi a un meilleur contréle glycémique.

De plus, des effets favorables sur le profil lipidique ont été constatés. Le diabéte sucré a été
associ¢ a une ¢élévation des taux de lipides sanguins, notamment le cholestérol et les
triglycérides. L’extrait de la parche de café semble inverser ces effets néfastes en diminuant
les niveaux de lipides dans le sang, protégeant ainsi des complications macrovasculaires du

diabete.

Plus encore, le diabete a été associé a des complications sérieuses au niveau du foie et des
reins, perturbant ainsi leur fonctionnement normal. L'extrait de parche de café a révélé des
effets protecteurs sur ces organes vitaux en réduisant les biomarqueurs biologiques et en
inversant l'histoarchitecture rénale et hépatique. Cela contribue a prévenir des complications

microvasculaires telles que la néphropathie diabétique.

Par ailleurs, I’extrait de la parche de café a démontré une capacité a neutraliser les radicaux
libres, réduisant ainsi le stress oxydatif, un facteur clé dans la pathogenése du diabete. En
outre, les propriétés antioxydantes ont clairement contribué a restaurer la défense

enzymatique et non enzymatique, protégeant ainsi des dommages cellulaires.

Les composés bioactifs présents dans la parche de café¢, notamment les composés
phénoliques, ont joué un role crucial dans la médiation de ces effets, principalement grace a
leurs propriétés antioxydantes. Les résultats de cette étude ont en effet mis en évidence la
présence de nombreux composés bioactifs. Cependant, il n'est pas encore clairement établi

quel composé est responsable de cette activité. La chromatographie sur colonne offre un
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potentiel pour isoler et caractériser les composé€s responsables de l'activité de l'extrait de
parche de café. De ce fait, comme perspective future, notre objectif est de mener une
purification plus poussée afin d’identifier les molécules bioactives séparées et de tester leurs

activités biologiques in vitro et in vivo.

En conclusion, la valorisation de la parche de café comme agent antidiabétique représente une
stratégie innovante et multifonctionnelle, alliant santé publique et durabilité. Cependant,
malgré les résultats prometteurs de cette €tude, des recherches supplémentaires sont
indispensables pour établir des protocoles d'utilisation strs et efficaces. Des essais cliniques a
grande échelle sont nécessaires pour confirmer les bénéfices antidiabétiques de la parche de

café chez I'nomme, déterminer les doses optimales et identifier d'éventuels effets secondaires.

Cette approche nécessite une collaboration continue entre les chercheurs, les industriels et les
décideurs politiques pour surmonter les défis et exploiter pleinement le potentiel
thérapeutique de la parche de café. En développant des produits a base de parche de cafg,
nous aurons I’opportunité de proposer des solutions naturelles et efficaces contre le diabéte,

tout en promouvant une utilisation plus responsable et durable des ressources agricoles.
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Figure A3: Pourcentage d’inhibition du DPPH de I’extrait comparé a 1’acide ascorbique.
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Figure A4: Pourcentage de pouvoir réducteur du fer de I’extrait comparé a I’acide ascorbique.
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Tableau A1: Rapport des pics identifiés par HPLC dans I’extrait de la parche de café

TR (min) Nom du composé Aire Hauteur
1.984 ND 939,381 64,310
2.302 Acide gallique 1281,787 49,698
2.971 ND 1184,965 37,977
4.010 ND 1009,075 76,573
4.304 ND 1064,486 59,357
5.236 Catéchine 688,084 56,271
6.453 ND 1449,042 94,304
6.975 Acide chlorogénique 3078,382 145,356
7.531 Acide caféique 1199,650 55,933
8,044 Caféine 40311,866  2545,216
8.650 ND 2867,960 136,955
8.982 ND 983,407 82,792
9.319 Epicatéchine 2341,840 105,054
10.229 Acide vanillique 788,903 63,391
10.825 ND 2935,825 145,656
11.130 Acide p-coumarique 1752,143 122,014
12.021 ND 5224,002 149,171
12.237 ND 6451,906 235,615
13.236 ND 2751,575 148,562
13.474 ND 3943,218 147,790
14.137 ND 2564,025 128,852
14.367 Quercétine dihydrate 4546,064 137,237
15.998 Acide trans-cinnamique 6094,670 85,196
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Tableau A2: Suivi de
d’expérimentation.

la glycémie

chez les différents lots durant les 28 jours

Lots/ T T100 T250 D D100 D250 P value
Glycémie
(mg/dL)
J1 86,4217,14b 87,73+6,81° 86,54i9,35b 350,45+6,98" 347,76+3,18" 343,13i4,43ab 0,000042
J7 83,17+15,13" 84,12+10,77° 84,97+9,17°  352,08+31,51° 333,59+3,66° 321,72£13,68  0,000042
J14 90,67+5,57  88,47+8,60°  87,78+7,60°  350,15£28,73" 315,26+8,57  290,36+10,11™  0,000013
21 91,02+13,2  86,20£10,47° 85,71+7,33°  353,20+14,13" 293,63+£34,20"  271,3+25,57*  0,000015
J28 92,49j:3,44bC 87,25+8,50°  87,53+3,04°  352,63+32,39° 271,1€§ill,72ab 235,0110,9961bC 0,000008
Chaque valeur représente la moyenne + écart type des lots durant chaque 7 jours. T : lot témoin contréle
recevant une solution physiologique de NaCl a 0,9%. T100 : lot témoin recevant 100 mg/kg/J de I extrait de la
parche de café par gavage. T250 : lot témoin recevant 250 mg/kg/J de I’extrait de la parche de café par gavage.
D : groupe diabétique contréle recevant une solution physiologique de NaCl a 0,9%. D100 : lot diabétique
recevant 100 mg/kg/J de [’extrait de la parche de café par gavage. D250 : lot diabétique recevant 250 mg/kg/J
de D’extrait de la parche de café par gavage. Apres vérification de la distribution normale des variables (test
Shapiro — Wilk), la comparaison des moyennes entre les différents groupes de rats est effectuée par le test de
Kruskal-Wallis. Cette analyse est complétée par le post-hoc (test de Dunn) des comparaisons multiples avec
ajustement de Bonferroni. Les moyennes indiquées par des lettres différentes (a, b, ¢, d,,,) sont significativement
différentes (P < 0,05).
Tableau A3 : Suivi du poids corporel chez les différents lots durant les 28 jours
d’expérimentation
Lots/ T T100 T250 D D100 D250 P value
Poids(g)
J1 247,00+4,82%  252,33+3,56°  240,83+2,93" 220,83+£2,86° 226,00+14,21°  229,33+£10,86" 0,000062
J7 266,33+3,67°  254,67+2,58™ 243,83+4,45"° 210,17+2,93° 230,50+22,00° 235,83+9,60  0,000048
Ji4 286,67+2,16°  257,33+2,58™ 247,83+2,32" 206,17+£8,23" 239,33+19,56" 233,50+£6,06  0,000020
J21 297,1742,32°  259,004+4,94™ 251,8346,55™  188.83+6,71° 235,33+16,85" 230,17+16,85"° 0,000008
J28 295,83£12,19° 260,50+4,72° 259,33+4,76  175,50+£6,19° 231,33+12,31%°  226,33+£14,94® 0,000005

Chaque valeur représente la moyenne + écart type des lots durant chaque 7 jours. T : lot témoin controle
recevant une solution physiologique de NaCl a 0,9%. T100 : lot témoin recevant 100 mg/kg/J de [’extrait de la
parche de café par gavage. T250 : lot témoin recevant 250 mg/kg/J de I’extrait de la parche de café par gavage.
D : groupe diabétique controle recevant une solution physiologique de NaCl a 0,9%. D100 : lot diabétique
recevant 100 mg/kg/J de l’extrait de la parche de café par gavage. D250 : lot diabétique recevant 250 mg/kg/J
de 'extrait de la parche de café par gavage. Apreés vérification de la distribution normale des variables (test
Shapiro — Wilk), la comparaison des moyennes entre les différents groupes de rats est effectuée par le test de
Kruskal-Wallis. Cette analyse est complétée par le post-hoc (test de Dunn) des comparaisons multiples avec
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ajustement de Bonferroni. Les moyennes indiquées par des lettres différentes (a, b, ¢, d,,,) sont significativement
différentes (P < 0,05).

Tableau A4: Consommation alimentaire, hydrique et diurése chez les groupes expérimentaux.

Lots/ T T100 T250 D D100 D250 P value
parametres
Nourriture 35,20£2,16°  32,50+2,7 31,00£2,11° 49,03+9,50°  40,13+4,71*° 38,40+4,81°  0,000001
consommée 7°
®
Eau 48,54+1,59% 4727420 47,83+3,92° 123,22+37,65 101,55+28,99% 92,37+22,62* 0,000001
consommée 0° ‘ be
(mL)
Diurése 14,9+1,90™ 14,64+1,1  13,17+1,15° 43,58+15,56° 31,54+£11,35"  24,70+12,04* 0,000001
( mL) 0° be

Chaque valeur représente la moyenne * écart type de chaque lot durant les 28 jours d’expérimentation. T : lot

témoin contréle recevant une solution physiologique de NaCl a 0,9%. T100 : lot témoin recevant 100 mg/kg/J de

Iextrait de la parche de café par gavage. T250 : lot témoin recevant 250 mg/kg/J de I’extrait de la parche de

café par gavage. D : groupe diabétique controéle recevant une solution physiologique de NaCl a 0,9%. D100 : lot

diabétique recevant 100 mg/kg/J de [’extrait de la parche de café par gavage. D250 : lot diabétique recevant 250

mg/kg/J de [’extrait de la parche de café par gavage. Apres vérification de la distribution normale des variables

(test Shapiro — Wilk), la comparaison des moyennes entre les différents groupes de rats est effectuée par le test

de Kruskal-Wallis. Cette analyse est complétée par le post-hoc (test de Dunn) des comparaisons multiples avec

ajustement de Bonferroni. Les moyennes indiquées par des lettres différentes (a, b, ¢, d,,,) sont significativement

différentes (P < 0,05).

Tableau AS : Taux sanguins de glucose, insuline et hémoglobine glyquée chez les groupes
expérimentaux

Lots/ T T100 T250 D D100 D250 P value
paramétres
Glycémie 93,06+1,93%  84,8+8,25°  82.42+5,06° 348,47+23,06° 255,29+2.95 220,5+1,39" 0,000005
(mg/dL) ¢
Insuline 10,66+0,76°  10,92+1,74° 12,25£2,35° 4,15£0,96°  7,67+1,09°  8,94=£1,46"  0,000084
(nU/mL)
HbAlc 35,5ﬂ:2,98b 35,9ﬂ:3,99b 35,27ﬂ:2,46b 111,48+22,55" 94,88+21,06" 76,98+15,06° 0,00004
(mmol/mol) b

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type, a partir de 6 rats par lot. T : lot témoin contréle recevant
une solution physiologique de NaCl a 0,9%. T100 : lot témoin recevant 100 mg/kg/J de I’extrait de la parche de
café par gavage. T250 : lot témoin recevant 250 mg/kg/J de I’extrait de la parche de café par gavage. D : groupe
diabétique controle recevant une solution physiologique de NaCl a 0,9%. D100 : lot diabétique recevant 100
mg/kg/J de I’extrait de la parche de café par gavage. D250 : lot diabétique recevant 250 mg/kg/J de [’extrait de
la parche de café par gavage. Apres vérification de la distribution normale des variables (test Shapiro — Wilk), la
comparaison des moyennes entre les différents groupes de rats est effectuée par le test de Kruskal-Wallis. Cette
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analyse est complétée par le post-hoc (test de Dunn) des comparaisons multiples avec ajustement de Bonferroni.
Les moyennes indiquées par des lettres différentes (a, b, ¢, d,,,) sont significativement différentes (P < 0,05).

Tableau A6 : Profil lipidique chez les groupes expérimentaux.

Lots/ T T100 T250 D D100 D250 P value
paramétres
CT 68,98+1,07"¢  66,67+0,56° 64,524+0,54° 109,94+4,74" 8548+1,01°°  73,18+1,49™ 0,000002
(mg/dL)
HDL 24,39+1,38"™  29,40+4,37% 33,46+4,39" 18,98+1,79° 23,30+1,61*  29,79+£3,71®  0,000057
(mg/dL)
LDL/VLDL 44,58+1,26" 37,27+4,08° 31,0644,44° 90,96+3,15  62,18+1,18"  43,39+2,81®  0,000006
(mg/dL)
TG 95,21£3,12%  80,29+6,00° 71,7£4,27°  170,75+5,85" 145,81+3,36" 132,4+3,32"™ 0,000002
(mg/dL)

Chaque valeur représente la moyenne = Ecart type, a partir de 6 rats par lot. T : lot téemoin controle recevant

une solution physiologique de NaCl a 0,9%. T100 : lot témoin recevant 100 mg/kg/J de I’extrait de la parche de

café par gavage. T250 : lot témoin recevant 250 mg/kg/J de [’extrait de la parche de café par gavage. D : groupe

diabétique contréle recevant une solution physiologique de NaCl a 0,9%. D100 : lot diabétique recevant 100

mg/kg/J de l’extrait de la parche de café par gavage. D250 : lot diabétique recevant 250 mg/kg/J de [’extrait de

la parche de café par gavage. Apreés verification de la distribution normale des variables (test Shapiro — Wilk), la

comparaison des moyennes entre les différents groupes de rats est effectuée par le test de Kruskal-Wallis. Cette

analyse est complétée par le post-hoc (test de Dunn) des comparaisons multiples avec ajustement de Bonferroni.

Les moyennes indiquées par des lettres différentes (a, b, c, d,,,) sont significativement différentes (P < 0,05).

Tableau A7 : Activités des enzymes hépatiques chez les groupes expérimentaux.
Lots/ T T100 T250 D D100 D250 P value
parametres

ASAT 38,33+£5,00° 35,65+2,04° 41,2244,88° 94,85+421°  67,31+3,37% 64,97+12,72" 0,000011
(U/L) ¢ ¢ ¢
ALAT 24,5042,36° 27,9943,69° 33,33+3,28" 91,43+6,88°  53,17+3,26"  53,63+4,27"  0,000006
(U/L) ¢ ¢
PAL 105,52+424, 93,64+12,0 95,04+15.4 590,55+46,63" 140,60+43,01 100,13+3,54* 0.001324
(U/L) 59° 5 5 ab b
LDH 263,61+84, 196,67+42, 2440671, 1015,43+171,3 431,16:67,48 395,28+114,5 0,000062
(U/L) 86° 8° 1° 9 ab 9

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type, a partir de 6 rats par lot. T : lot témoin contréle recevant
une solution physiologique de NaCl a 0,9%. T100 : lot témoin recevant 100 mg/kg/J de I'extrait de la parche de
café par gavage. T250 : lot témoin recevant 250 mg/kg/J de I’extrait de la parche de café par gavage. D : groupe
diabétique contréle recevant une solution physiologique de NaCl a 0,9%. D100 : lot diabétique recevant 100
mg/kg/J de ’extrait de la parche de café par gavage. D250 : lot diabétique recevant 250 mg/kg/J de l’extrait de
la parche de café par gavage. Apres vérification de la distribution normale des variables (test Shapirvo — Wilk), la
comparaison des moyennes entre les différents groupes de rats est effectuée par le test de Kruskal-Wallis. Cette
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analyse est complétée par le post-hoc (test de Dunn) des comparaisons multiples avec ajustement de Bonferroni.
Les moyennes indiquées par des lettres différentes (a, b, ¢, d,,,) sont significativement différentes (P < 0,05).

Tableau A8 : Biomarqueurs de la fonction rénale chez les groupes expérimentaux.

Lots/ T T100 T250 D D100 D250 P value
paramétres
Urée 29,50+£1,87%  26,50+1,87°  28,33£1,75° 106,17+7,14° 80,50£1,87"  67,17+1,47° 0,000006
(mg/dL) ¢ be
Créatinine  0,90+£0,03"¢  0,81+0,02°/  0,71£0,03  1,61+0,14*  1,31+0,02®  1,07+0,07"* 0,000002
(mg/dL)
AU 7,59+0,07°  6,790,09"  6,70+0,20°  9,27+0,11°  7,48+0,14®  7,47+0,15 0,000015
(mg/dL)
DFG 800,93+29,29 867,75+£35,48 968,95+50, 173,99+23,52 326,22+78,84 394,97+39, 0,000003
(HL /min) be be Oc a ab Sab
Chaque valeur représente la moyenne = Ecart type, a partir de 6 rats par lot. T : lot témoin controle recevant
une solution physiologique de NaCl a 0,9%. T100 : lot témoin recevant 100 mg/kg/J de [’extrait de la parche de
café par gavage. T250 : lot témoin recevant 250 mg/kg/J de l’extrait de la parche de café par gavage. D : groupe
diabétique controéle recevant une solution physiologique de NaCl a 0,9%. D100 : lot diabétique recevant 100
mg/kg/J de l'extrait de la parche de café par gavage. D250 : lot diabétique recevant 250 mg/kg/J de [’extrait de
la parche de café par gavage. Apreés vérification de la distribution normale des variables (test Shapiro — Wilk), la
comparaison des moyennes entre les différents groupes de rats est effectuée par le test de Kruskal-Wallis. Cette
analyse est complétée par le post-hoc (test de Dunn) des comparaisons multiples avec ajustement de Bonferroni.
Les moyennes indiquées par des lettres différentes (a, b, ¢, d,,,) sont significativement différentes (P < 0,05).
Tableau A9 : Biomarqueurs du métabolisme protéique chez les groupes expérimentaux.
Lots/ paramétres T T100 T250 D D100 D250 P value
Protéines totales  5,19+0,22% 522+0,28 523+0,37° 3,26+0,11"  4,27+0,09™ 4,13+0,07  0,000015
(g/dL)
Albumine (g/dL)  3,39+0,19% 3,360,11°° 3,45+0,10° 1,57£0,07° 2,04+£0,16®  2,2240,06™  0,000013
Protéinurie 2,74+0,46" 2,98+£0,49° 2,78+0,76° 21,98+1,98" 14,17+2,20° 11,79£1,99" 0,000015
(mg/24h)
Microalbuminurie 1,77ﬂ:0,52bC 1,82+1,17°  1,54+0,66° 16,04+3,57* 12,54ﬂ:1,24ab 9,92ﬂ:0,58abc 0,000015

(mg/L)

Chaque valeur représente la moyenne = Ecart type, a partir de 6 rats par lot. T : lot témoin controle recevant
une solution physiologique de NaCl a 0,9%. T100 : lot témoin recevant 100 mg/kg/J de [’extrait de la parche de

café par gavage. T250 : lot témoin recevant 250 mg/kg/J de [’extrait de la parche de café par gavage. D : groupe
diabétique controle recevant une solution physiologique de NaCl a 0,9%. D100 : lot diabétique recevant 100

mg/kg/J de ’extrait de la parche de café par gavage. D250 : lot diabétique recevant 250 mg/kg/J de ’extrait de

la parche de café par gavage. Apres vérification de la distribution normale des variables (test Shapiro — Wilk), la

comparaison des moyennes entre les différents groupes de rats est effectuée par le test de Kruskal-Wallis. Cette
p Y group p

analyse est complétée par le post-hoc (test de Dunn) des comparaisons multiples avec ajustement de Bonferroni.
Les moyennes indiquées par des lettres différentes (a, b, c, d,,,) sont significativement différentes (P < 0,05).
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Tableau A10 : Activités des lipases tissulaires chez les groupes expérimentaux.

Lots/paramétres T T100 T250 D D100 D250 P value
LPL foie 13,52+1,86™ 14,70+3,39° 13,5342,59%° 8.,5242.16° 10,52+4.80% 11,19+1,47° 0.02016
(nmol/min/mg)

LPL muscle 10,35+4,23® 16,0342,28° 16,02+1,42° 9,51+1,87° 13,53+£1,87% 13,04+1,80° 0.002173
(nmol/min/mg)

LPL Tissu 8,86+1,47°  15,02+£1,79° 16,68+1,63° 4,88+2.46* 12,04+1,43™® 11,53+1,87® 0,000014
adipeux

(nmol/min/mg)

LHS Tissu 11,01£1,79*  11,53£1,37* 11,52+7.26* 7,86+1,71* 12,02+3.41* 11,35+426* 0.337
adipeux

(nmol/min/mg)

Chaque valeur représente la moyenne = Ecart type, a partir de 6 rats par lot. T : lot témoin contréle recevant
une solution physiologique de NaCl a 0,9%. T100 : lot témoin recevant 100 mg/kg/J de I’extrait de la parche de
café par gavage. T250 : lot témoin recevant 250 mg/kg/J de [’extrait de la parche de café par gavage. D : groupe
diabétique controle recevant une solution physiologique de NaCl a 0,9%. D100 : lot diabétique recevant 100
mg/kg/J de I'extrait de la parche de café par gavage. D250 : lot diabétique recevant 250 mg/kg/J de [’extrait de
la parche de café par gavage. Apreés vérification de la distribution normale des variables (test Shapiro — Wilk), la
comparaison des moyennes entre les différents groupes de rats est effectuée par le test de Kruskal-Wallis. Cette
analyse est complétée par le post-hoc (test de Dunn) des comparaisons multiples avec ajustement de Bonferroni.
Les moyennes indiquées par des lettres différentes (a, b, ¢, d,,,) sont significativement différentes (P < 0,05).
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Tableau A11 : Biomarqueurs circulants du statut redox chez les groupes expérimentaux.

Lots/ T T100 T250 D D100 D250 P value
parametres

Peroxynitrite 20,10+2,67 19.45+1,13° 15,49+0,90°  62,80+1,91°  25,11+1,05® 23,87+0,87° 0,000006
(umol/L) be ¢ b

Diénes 5,1740,95%°  4,40+0,67°  4,68+1,25°  8,04+1,74° 5,39+0,61°  6,86+1,57" 0.008427
conjugués

(umol/L)

Taux 20,87+45,40 21,79+£8,32° 22.86+12.35° 4542+11,06° 29,53£10,24° 31,72+13,7° 0.01527
d’oxydation b b b

(nmol/L/min)

MDA 520423%  439+£1,41°  4,79+1,58° 42,13+5,15°  21,4248,64°  17,99+3,27°  0,000019
(nmol/L) b

PCAR 3,00+£0,66°  2,93+0,46°  2,76+0,37° 4,96+0,37° 2,97+1,39®  3,57+0,58"°  0.002545
(nmol/L)

PON 7,07£2,76®  14,33+£231° 17,52+1,59°  4,49+0,54 7,55+1,38°  12,45+3,74*  0,000036
(U/mL) ¢ b

GSH 2,45£1,21°  2,55+1,03°  2,85+1,85° 0,85+0,32° 1,3240,46®  1,61+0,38"  0.002503
(nmol/L)

SOD 12,54+41,72  14,29+2.72° 14,68+1,05°  5,66+1,81° 8,19+1,95®  9,42+1,85" 0,000050
(U/mL) be ¢

CAT 119,91+4,8 125,40+3,4  122,57+1,93° 84,7845,00°  95,57+8,16®  99,25+7,02° 0,000016
(U/mL) 1° 7° ¢ b

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type, a partir de 6 rats par lot. T : lot témoin contréle recevant
une solution physiologique de NaCl a 0,9%. T100 : lot témoin recevant 100 mg/kg/J de I’extrait de la parche de
café par gavage. T250 : lot témoin recevant 250 mg/kg/J de [’extrait de la parche de café par gavage. D : groupe
diabétique contréle recevant une solution physiologique de NaCl a 0,9%. D100 : lot diabétique recevant 100
mg/kg/J de I’extrait de la parche de café par gavage. D250 : lot diabétique recevant 250 mg/kg/J de [’extrait de
la parche de café par gavage. Apres vérification de la distribution normale des variables (test Shapiro — Wilk), la
comparaison des moyennes entre les différents groupes de rats est effectuée par le test de Kruskal-Wallis. Cette
analyse est complétée par le post-hoc (test de Dunn) des comparaisons multiples avec ajustement de Bonferroni.
Les moyennes indiquées par des lettres différentes (a, b, ¢, d,,,) sont significativement différentes (P < 0,05).
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Abstract

Diabetes mellitus (DM) is a major health problem that has reached alarming levels. The valorization of food wastes has become
a priority research line in order to achieve a sustainable food industry. Coffee industry generate large amounts of by-products
that are rich in bioactive phytochemicals. Coffee Silverskin (CS) is a thin tegument of the outer layer of the coffee bean and is
the only by-product of the roasting process. This research was aimed to explore the diabetes-healing effects of CS extract (CSE).
Before secondary screening on animals, phytochemical constituent identification, and antioxidant activity were performed.
Then, streptozotocin-induced hyperglycemia in Wistar albino rats was carried out. Regular observations and different metabolic
parameters were assessed. In vitro results showed that CSE was rich in polyphenols and flavonoids. Current characteristics
of CSE include many principal secondary metabolites on HPLC, mainly caffeine and chlorogenic acid. CSE possesses also
a significant antioxidant activity. Regarding the in vivo activities, CSE shows promising efficacy in reducing blood glucose
level, glycated hemoglobin, total cholesterol, low-density lipoprotein, and hepato-renal biomarkers, and success in elevating
body weight, high-density lipoprotein, and insulin levels. The histopathological reports showed significant improvements
against liver and kidney damages. Analysis of the obtained data indicates the effect of CSE in improving the complications
of diabetes. The overall antidiabetic activity of CSE can be traced to its phytochemical constituents and antioxidant activity.
CSE could be a promising antidiabetic agent, thereby enhancing the high added value of this coffee by-product.

Highlights

o This is the first study exploring the in vivo antidiabetic effects of
CSE 80% ethanolic extract.

o CSE exerts potential antihyperglycemic, hypolipidemic and
antioxidant effects with significant improvement in hepatorenal
function parameters, and evidence of reversal of normal
histoarchitecture of the liver and kidneys.

o Studied CSE has a strong future prospective for isolation of
active antidiabetic principles and elucidation of its mechanisms
of action through which it seems to act.

Statement of Novelty The coffee industry produces large
amounts of waste by-products, which contain valuable bioactive
compounds with antioxidant properties. However, one such
by-product, coffee silverskin, remains relatively understudied
and underutilized. To our knowledge, the mechanism of action of
coffee silverskin bioactive compounds in diabetes is still unknown.
The aim of this study is to obtain novel scientific evidence to
demonstrate the effects of coffee silverskin extract in diabetes.
To achieve this goal, the antidiabetic effects of coffee silverskin
extract were evaluated in vivo. The outcome of these investigations
elucidates potential antihyperglycemic, hypolipidemic,
and antioxidant effects, suggesting that the consumption of coffee
silverskin extract in diabetes is biologically plausible.
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