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Liste des abréviations

MEC : La matrice extracellulaire.

ADA: American Diabetes Association.

ADN : acide désoxyribonucléique.

AOMC: Arnot Ogden Medical Center.

bFGF: basic fibroblast growth factor.

C-a- d: C’est a dire

Cellules B : cellules béta.

Cellules a : cellules alpha.

CMV : Complément minéral vitaminé.

DI : Rats diabétiques traités par I’insuline.

DID : diabéte insulinodépendant.

DIHA : Rats diabétiques traités par I’insuline et 1’huile essentielle d’argan.
DNID : diabéte non insulinodépendant.

EDTA : acide éthyléne diamine tétraacétique.
EGF : facteur de croissance de 1’épiderme.

FNS : Formule numérique Sanguine

GB : Globules blancs.

GR : Globules rouges.

GIuT 2 : récepteur de glucose.

HA : L’huile d’argan.

HB: Hémoglobine.

HE : L’huile essentielle.

HGPO : hyperglycémie provoquée par voie orale.
HT : Hématocrite.

IGF-1 : I’insulin growth factor 1.

IV : voie intraveineuse.

KGF : le facteur de croissance des kératinocytes.
LY : Lymphocytes.

MO : Monocytes.



NaPO4 : Sodium Phosphate.

NDHA : Rats non diabétiques et traités par I’huile essentielle d’argan.
ND control : Rats non diabétiques controls.

ns : non significatif

OMS : I’organisation de la santé mondiale.
PDGF: platelet-derivated growth factor.

PLT : Plaquettes sanguines.

STZ : Streptosocine.

TGFa, p: transforming growth factor o et .
TGF-p : le facteur de croissance transformant f3.
Ul /Kg : Unité par kilogramme.

UT: Universitie de Taxa.

UV : Ultra-violets.
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La peau est la barriére protectrice de 1’organisme, elle est donc particulierement
exposée aux agressions cutanée (Lakhel et al, 2008). Qui est a l'origine de phénomeénes de
remaniements nommes « cicatrisation » ,qui ont pour objectif d'aboutir a une restitution
optimale de son intégrité. Cette cicatrisation est un mécanisme complexe, passant par
différentes phases qui se succedent avant d'aboutir a une cicatrice définitive en quelques mois
(Chaput et al, 2012). La cicatrisation peut étre plus ou moins réussie, en fonction de la cause
du traumatisme, de I’état nutritionnel et de maladies acquises ou géenétiques (Misery et Hu,
2011).En effet Le diabete est un facteur de risque. Chez le patient diabétique, les lésions

oblitérantes sont plus fréquentes au niveau jambier (Got, 1999).

Le pied diabétique est une complication fréquente et grave du diabete, touchant
environ 15 % des patients diabétiques et représente la premiére cause d’hospitalisation et

d’amputation chez ces patients (Francois et Diallo, 2013).

Devant le cout élevé des soins et I’inefficacité de certains médicaments qui dans la
majorité des cas ne favorisent pas une cicatrisation rapide et efficace chez les diabétiques. La
médecine par les plantes ou phytothérapie est une pratique ancestrale qui utilise des extraits
des plantes, ces derniers permettant d’offrir des possibilités thérapeutiques dans les soins

meédicaux quotidiens des maladies infectieuses les plus courantes (Dominique, 2003).

Les huiles essentielles (HE), connues et reconnues pour leurs propriétés thérapeutiques
puissantes, sont utilisées dans I'art de guérir depuis des millénaires partout, en Chine, en Inde,

en Egypte, en Gréce, en Afrique, etc. (Faucon, 2013).

C’est pour cela nous nous sommes intéresses plus précisément a 1’huile d’argan pour
étudier ses possibilités thérapeutiques entre autre une cicatrisation optimale de la plaie chez le

diabétique.
Notre mémoire est subdivisé en trois grandes parties:

Dans la premiére partie, nous faisons un rappel bibliographique sur 1’anatomie et la
physiologie de la peau et le déroulement normale de la cicatrisation, la physiopathologie de la
cicatrisation chez les diabétiques avec un bref rappel sur cette pathologie et enfin, un dernier
chapitre résume les aspects botaniques de la plante d’arganier, la composition chimique ainsi

que les aspects pharmacologiques d’huile d’argane.




La deuxieme partie consiste en une réalisation expérimentale, qui portera sur la
veérification, in vivo, de I’effet cicatrisant d’huile d’argan sur un modele expérimental, le rat
Wistar albino. Pour cela, on compte provoquer le diabéte chez certains groupes d’animaux,
alors que d’autres seront utilisés sains. Une comparaison, via 1’outil statistique, des différents
paramétres généraux (évolution du poids...etc.) et ceux relatifs au processus de cicatrisation
cutanée (superficie de la plaie) entre les différents groupes d’animaux, nous permet de suivre

I’évolution du processus de cicatrisation.
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La peau isole et protége 1’organisme contre le milieu extérieur. Lorsqu’elle subit une
breche ou une altération le processus de cicatrisation met en jeu un grand nombre de variétés

cellulaires (Ann dermatol, 2005).

1.1. La peau

1.1.1. Généralités

La peau est un tissu de revétement tres souple et résistant qui enveloppe le corps, elle
constitue la couche protectrice externe. Sa superficie chez I’adulte est de 1.5 a 2m? et pése
environ 4kg (Safrano, 2007). Elle assure de nombreuses fonctions (Voir tableau 1) dont la
plupart visent la protection (Elaine et Marieb, 2008).

Tableau I : Les fonctions de la peau (Elaine et Marieb, 2008).

Fonctions Mécanismes

Protege les tissus profonds contre :
e Les lésions mécaniques (coups). | Sa barriére physique contient de la kératine, qui
confére aux cellules leur résistance, et de récepteur de
la pression et de la douleur, qui avertissent le systeme

nerveux des lésions possibles.

e Les lésions chimiques (acides et | Ses  cellules  kératinisees ~ sont  relativement

bases). imperméabilisantes.

e Les Iésions biologiques. Sa surface est continue et elle sécréte un film de
liquide acide (qui retarde la multiplication des
bactéries) ; ses phagocytes ingérent les substances
étrangeres et les agents pathogénes pour les empécher

de pénétrer dans les tissus plus profonds.

e Les rayons ultra-violets (UV) | La melanine synthétisée par les mélanocytes offre une

(effets nocifs de soleil). protection contre les lésions que peuvent causer UV.
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Les lésions thermiques (chaleur

ou froid).

Desséchement.

La peau contient des récepteurs du chaud, du froid et

de la douleur.

La peau contient des substances imperméabilisantes

(glycolipides et kératine).

Contribue a évacuer ou a retenir la

chaleur

avec le

corporelle (en collaboration

systeme nerveux).

Perte de chaleur : en stimulant les glandes sudoripares
et en permettant au sang d’affluer vers les vaisseaux
sanguins dermiques.

Rétention de chaleur : en ne permettent pas au sang

d’affluer vers les vaisseaux sanguins dermiques.

Contribue a I’excrétion de 1’urée et de

I’acide

urique.

Ces substances passent dans la sueur élaborée par les

glandes sudoripares.

Synthétise la vitamine D.

Les molécules de cholestérol modifiées la peau sont
converties en vitamine D sous ’effet des rayons de

soleil.

1.1.2. Structure de la peau

L’anatomie de la peau montre une structure multi-couches complexe (figure 1) qui est

constitué de 1’épiderme, du derme et de I’hypoderme (Charleux, 2005).

-
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Papille du
derme

_| Epiderme
Derme

Hypoderme

Follicule pileux
Glande sébacée

Figure 1 : Structure de la peau (Gilberg, 2002).
1.1.2.1. L’épiderme :

L'épiderme est un épithélium de revétement, stratifié, pavimenteux et kératinisé.
L’épaisseur de 1’épiderme est faible, de I’ordre du millimétre. Elle variée selon les parties du
corps (de 0,5mm a 2mm, a la paume des mains et a la plante des pieds, 4mm) (Safrano,
2007).L’épiderme comprend quatre couches (figure 2) aussi appelées strates ou stratum
(Elaine et Marieb, 2008).

De la plus profonde a la plus superficielle, on trouve :

v" Couche basale : Est constituée d’une assise unique de kératinocytes cylindriques,
directement en contact avec la jonction dermo-épidermique.

v Couche épineuse : Est constituée de plusieurs assises de kératinocytes polygonaux ou
épineux.

v' Couche granuleuse : Est constituée de plusieurs assises de kératinocytes aplaties.

v' Couche cornée : Est constituée de plusieurs assises de cellules aplaties, anucléées,

appelées corneocytes (kératinocytes morts) (Tachibana et Nawa, 2005).
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Couche
cornée

Couche
granuleuse

L Couche
/ i R épineuse

S~ _ Couche
/ o \ basale

Cellules de Langerhans / Mélanocyte

Membrane basale

Figure 2 : les quatre couches de I’épiderme (Gilberg, 2002).
Les trois premiéres couches sont constituées de quatre types cellulaires :

e Les kératinocytes

Représentent 90% des cellules épidermiques et produisent la kératine. Formant la
masse principale de I’épiderme (Marieb, 2010).
e Les mélanocytes

Les mélanocytes sont les cellules pigmentaires qui produisent les mélanosomes
contenant la mélanine, qui donne couleur de la peau (Marieb, 2010).
e Les cellules de Langerhans

Les cellules de Langerhans, considérées comme des macrophages épidermiques
(Aughey et Frye, 2001). Elles participent a la défense de I’organisme contre les microbes
qui envahissent la peau (koumaré, 2006).
o Lescellules de Merkels

En petit nombre, elles jouent un role de récepteur sensoriel du toucher (Marieb, 2010).
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1.1.2.2. Derme

C’est un tissu conjonctif, d’une épaisseur moyenne variée de 1 a 2 mm. Il est
particulierement fin au niveau des paupiéres (0,6 mm) ; en revanche, il est trés épais au niveau
des paumes et des plantes (3 mm) (Ann dermatol, 2005). Le derme est un enchevétrement des
fibres de collagene et des fibres élastiques au sein d’une substance fondamentale
(protéoglycanes), contenant quelque fibroblastes qui fabriquant la matrice extracellulaire
(Chaput et al, 2012). Le derme est également le support nourricier de I'épiderme, grace a son

réseau capillaire, et ses terminaisons sensitives assurent I'innervation cutanée (Lakhel, 2008).

Son réle est majeur lors de la cicatrisation par deuxieme intention, ou la contraction

fait intervenir ses propriétés élastiques (Aguerre, 2004).

Le derme est composé de deux couches, la zone papillaire au contact de I'épiderme et
plus en profondeur, au contact de I'nypoderme, une couche épaisse, la zone réticulaire
(Tortora et al, 1991).

» Lazone papillaire
C’est la couche supérieure du derme formée de tissu conjonctif lache constitué¢ de
fibroblastes, macrophages, mastocytes et leucocytes (Boutonnat, 2007).
» Lazone réticulaire
Situé en profondeur, constitue presque toute la hauteur du derme. Elle est composée
de fibres de collagéne et d'élastine. Cette structure explique les propriétés biomécaniques du
derme, qui est a la fois résistant pour constituer une enveloppe solide de l'organisme et

élastique pour permettre la mobilité articulaire (Lakhel, 2008).

» Les principaux constituants du derme

e Les fibroblastes : Sont les principales cellules du derme. Ils sont essentiellement
localisés dans le derme papillaire proche -de I'épiderme et peu représentés dans le
derme réticulaire. Ils sont spécialisés dans la synthése de deux types de fibres : les
fibres de collagene et les fibres élastiques (Kielty et al, 2002).

e Les cellules migratrices: Impliquées dans les mécanismes de défense et de
réponse immunitaire: leucocytes, mastocytes et macrophages (Peters, 2006).

e La matrice extracellulaire (MEC) : La matrice extracellulaire est constituée des

fibres de collagéne, dont le role essentiel est d'absorber les forces de tension, des
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fibres élastiques, qui assurent 1’élasticité du tissu (Kielty et al, 2002),des
glycoprotéines, des mucopolysaccharides et protéoglycanes (Rousselet et al,
2005). Cette matrice constitue un réservoir de facteurs de croissance d'origine
plasmatique qui vont constituer un premier signal pour les migrations cellulaires

indispensables a la cicatrisation (Toole, 1991).
1.1.2.3. ’hypoderme

L’hypoderme est un tissu conjonctif lache richement vascularisé qui, selon les
conditions de nutrition et les régions de la peau, contient plus ou moins de tissu adipeux
(Martin et al, 2007). Ce tissu graisseux a plusieurs réles en fonction de sa localisation : soit un
role énergétique, soit un réle mécanique de protection aux chocs et de protection thermique
(Chaput et al, 2012).

1.1.3. Les plaies cutanées
1.1.3.1. Définition

Une plaie est une « rupture de la structure anatomique normale ou fonctionnelle de la
peau. Les plaies résultent d’un processus pathologique interne ou externe a 1’organe

impliqué» (Hess et Kirsner, 2003).
1.1.3.2. Classification

Il existe plusieurs classifications qui ont pour but d’évaluer la plaie afin de prévoir son
évolution, les risques de complications et de choisir le traitement approprie. Deux sortes des plaies

sont principalement distinguées : les plaies superficielles et les plaies profondes (Li et al, 2005).

e Les plaies superficielles : Atteignent seulement les cellules de 1’épiderme, ce qui rend
la guérison tres facile et rapide. Elle peut prendre de 24 a 48 heures (Li et al, 2005).

e Les plaies profondes : La lésion s’étend souvent profondément dans le derme, ce qui
rend la guérison plus complexe et laisse une cicatrice. Elle demande beaucoup plus de
temps et nécessite la mise en jeu de plus de tissu. Ce type de guérison comprend trois
phases essentielles qui devront s’effectuer pour assurer la cicatrisation complete (Hunt

et al, 2000).
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1.2. La cicatrisation cutanée

La cicatrisation est un phénomeéne inflammatoire (Delverdier, 2002). Résulte d’une
cascade de processus physiologique, dont I’objectif est d’aboutir a une restitution de
I’intégrité d’un tissu 1ésé par la formation d’une cicatrice (Chaput et al, 2012). Aprés une
blessure, la cicatrisation cutanée permet la reconstruction d’un épithélium stratifié
(I’épiderme), de la jonction dermo-épidermique, du derme et de sa vascularisation (Senet et
al, 2000).

1.2.1. Déroulement de La cicatrisation normale

Le processus de cicatrisation normale met en jeu un grand nombre de variétés
cellulaires dont les interactions sont régulées par les cytokines (Senet et al, 2000).Ce
processus dynamique se fait en trois phases ( figure 3) : une phase initiale de détersion,
vasculaire et inflammatoire, une phase de bourgeonnement avec formation du tissu de
granulation et une phase de maturation (Bruant-Rodier, 2005).Chaque une des phases de
processus normale se caractérise par la présence et I’activité d’éliment cellulaires spécifique
(Meshane et Bellet, 2012). La durée des différentes phases est tres variable en fonction de

I’individu, de I’espéce et surtout du type de plaie (Moissonier, 2002).

Phase inflammatoire  Réparation Maturation
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Figure 3 : Chronologie des différentes phases de la cicatrisation (anonyme, 2005).
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1.2.1.1. phase initiale vasculaire et inflammatoire

L’étape vasculaire est courte (environ 6 heures), La plupart des blessures cutanées
comportent des effractions vasculaires qui entrainent I’irruption de sang en dehors des
vaisseaux (figure 4, A) (Martin et al, 2007). Apres 1’agrégation et la dégranulation
plaquettaires, la coagulation du sang conduit en quelques minutes a la formation d’un caillot
sanguin (figure 4, B) riche en fibrine et en fibronectine. Ce caillot va également servir de
matrice provisoire pour la migration cellulaire (Le Pillouer-Prost et Coulomb ,2009). En effet
Les plaquettes se dégradent et libérent des facteurs de croissance tels que “platelet-derivated
growth factor” (PDGF), le “basic fibroblast growth factor” (bFGF) et le “transforming growth
factor a et B” (TGFa, B)) qui attirent les cellules épithéliales nécessaires a la réparation. Les
plaquettes sécrétent aussi des cytokines,ce qui entraine le recrutement de cellules

immunitaires, principalement les neutrophiles et macrophages (Durant, 2007).

Figure 4 : Schéma de la réparation d'une plaie cutanée : hémostase (A), Le caillot sanguin (B)
(Martin, et al 2007).

% : Hémorragie % : Caillot fibrino- plaquettaire
— : Issue du sang par les bréches : Plaguettes
% : Matrice extra-cellulaire du derme —: Libération de cytokines par les
—: Capillaire sanguin dans le derme plaquettes

—: Fibroblaste dans le derme
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La phase d’inflammation (figure 5) consiste a nettoyer la plaie des tissus morts, des
débris et des microorganismes pathogénes de la plaie (Senet, 2007). Le processus de
vasodilatation déclenche afin d’augmenter la perméabilité des capillaires et de favoriser la
fuite de plasma sanguin riche en granulocytes neutrophiles, qui commencent le nettoyage de
la plaie en phagocytant les debris cellulaires et les bactéries. Aprés 2 a 3 jours les neutrophiles
disparaissent et sont remplacés par les monocytes et les macrophages. Les macrophages
poursuivent le nettoyage et libérent des facteurs de croissance qui amplifient la réponse

inflammatoire et permettre I’initiation de la deuxiéme phase (Durant, 2007).

Figure 5 : Schéma de la réparation d'une plaie cutanée : Phase d’inflammation
(Martin, et al. 2007).

—»: Afflux de granulocytes et de macrophages
— : Granulocyte neutrophile

— : Libération de cytokines par les granulocytes et les macrophages

1.2.1.2.Phase de réparation

Cette phase débute généralement a la fin de 1’inflammation, elle dure 10 a 15 jours et
correspond a la prolifération des fibroblastes, a I’angiogenése et a la synthese de MEC afin de

reformer les tissus Iésées. Cette phase est largement dépendante des cytokines. (Senet, 2007).

La migration et la prolifération des fibroblastes (figure 6), sont sous la dépendance
des cytokines produites par les plaguettes, les neutrophiles et les macrophages, notamment le

PDGF, le TGF-B et /'insulin growth factor 1 (IGF-1), mais egalement par les fibroblastes eux-




Partie bibliographique Chapitre | : La cicatrisation cutanée normale

mémes. Les fibroblastes synthétisent une nouvelle MEC. Les différents composants de cette
matrice favorisent la migration des cellules nécessaires a la réparation tissulaire puis leur

fixation sur la plaie, voire leur prolifération. (Salmon-Ehr et al, 2000 ; Chow et al, 2003).

L’angiogenése (figure 6) s’cffectue par migration et la croissance des cellules
endothéliales a partir des vaisseaux les plus proches. Elle est sous la dépendance en particulier
du bFGF, libéré par les macrophages, les plaquettes et les cellules endothéliales elles-mémes,
du TGF-B et de composants de la MEC comme la fibronectine et les protéoglycanes. La

contraction de la plaie, qui contribue a en rapprocher les berges, est étroitement liée a la
formation du tissu de granulation. Elle est assurée par des myofibroblastes, issus de certains
fibroblastes (Senet et al, 2000).

Figure 6 : Schéma de la réparation d'une plaie cutanée : fibrogénese et angiogenése (Martin
et al, 2007).

" Prolifération des fibroblastes qui se transforment en myofibroblastes

: Angiogenése

Ré-épithélialisation (figure 7) commence t6t. Dés la 12° heure, les kératinocytes
commencent a migrer a partir des bords de la plaie et des follicules pileux, La migration des
bords vers le centre de la plaie et la prolifération sont stimulées par des facteurs de croissance

libérés par les cellules endothéliales et les macrophages tel que le facteur de croissance de
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I’épiderme (EGF), le TGF-p et le facteur de croissance des kératinocytes (KGF) (Grose et
Werner, 2004). Dés la 48° heure, on note le début d’une intense activité de prolifération
kératinocytaire. Puis les kératinocytes se différencient pour obtenir I’architecture normale de
I’épiderme et créer une nouvelle jonction dermo-épidermique. La cicatrisation épidermique a
une durée de 3 semaines. La réapparition des autres cellules épidermiques (mélanocytes,
cellules de Langerhans, et cellules de Merkels) est beaucoup plus tardive (Misery et Hu,
2011).

Figure 7 : Schéma de la réparation d'une plaie cutanée : ré-épithélialisation
(Martin et al, 2007).

: Ré-épithélialisation

1.2.1.3. La phase de remodelage

Le remodelage (figure 8) de la MEC est la durée nécessaire a la cicatrice pour
retrouver des caractéristiques mécaniques proches de celles de la peau saine (Moissonier,
2002).Elle passe par une phase inflammatoire et proliférative durant jusqu’a deux mois apres
la fermeture de la plaie, suivie par une phase de régression qui peut durer jusqu’a deux ans.
Peu a peu, le tissu de granulation s’appauvrit en fibroblastes, élabore une structure

collagénique plus dense et voit s’organiser le réseau vasculaire (Senet, 2007).

Le collagéne 111 est progressivement remplace par du collagene I. La composition de

la MEC se modifie: fibronectine et acide hyaluronique sont remplacés par du collagéne et
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d’autres glycosaminoglycanes. Les cellules endothéliales entrent en apoptose. La densité des

fibroblastes et des myofibroblastes décroit (Meaume et Humbert, 2004).

Figure 8 : Schéma de la réparation d'une plaie cutanée : remodelage (Martin et al, 2007).
1.2.2. Mode de cicatrisation
11.2.2.1. La cicatrisation de premiere intention

C’est le mode de cicatrisation le plus simple et le plus rapide (Moissonier, 2002). La
plaie présente peu ou pas de perte tissulaire et une contamination faible, ses bords peuvent

étre réunis a 1’aide de suture, d’agrafes...etc (Mcshane et Bellet, 2012).
1.2.2.2. La cicatrisation de deuxiéme intention

Elle se met en place spontanément lorsque la plaie présente des lévres écartées (Grand,
2006), qui ne peuvent étre refermées par voie chirurgicale, par ce qu’elles présentent une

perte de tissu importante, ou une infection (Mcshane et Bellet, 2012).

1.2. 3. La cicatrisation pathologique

Le deroulement anormal des mécanismes de la cicatrisation, peut conduire a des
cicatrices pathologiques qui se présentant sous différentes formes (Yamamoto, 2006).
Les cicatrices pathologiques peuvent étre un retard du processus , une altération ou un

exces de celui-ci (Senet, 2007).
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1.2.3.1. Cicatrisation excessive

Les cicatrices chéloides ou hypertrophiques sont définies par une activité
fibroblastique excessive responsable d'une production importante de fibres de collagéne
épaissies et hyalinisées au niveau du site de la blessure (Yamamoto, 2006).Elles surviennent
aprés les plaies chirurgicales, des traumatismes, des brllures ou de simples réactions

inflammatoires (Kopp et al, 2005).
1.2.3.2. Les cicatrices rétractiles

La région de cicatrisation peut subir une rétraction excessive, ce qui est souvent le
résultat d'une plaie mal orientée par rapport aux lignes de tractions physiologiques de cette

région. Elles surviennent fréquemment apres des brllures profondes (Yamamoto, 2006).
1.2.3.3. Retard de cicatrisation

Ce retard peut étre lié a plusieurs facteurs :

» Intrinséques

Les facteurs intrinseques sont les suivantes

e Type et localisation du traumatisme : les plaies étendues sont naturellement plus
langues a cicatriser. Dans certaines régions anatomiques, la cicatrisation peut étre plus
rapide a la surface, ou la bonne vascularisation du derme semble accélérer la
cicatrisation.

e Propreté de la plaie: une plaie colonisée ou trés nécrotique cicatrise mal,
I’inflammation est plus importante, I’afflux de polynucléaires géne le travail des autres
acteurs de la cicatrisation.

e Présence de corps étrangers (Chaput et al, 2012).

» Extrinséques

Les facteurs extrinseques sont les suivants :

e L’age et I’état général, qui sont des éléments essentiels a prendre en compte, les
patients agés étant plus sujets a des retards de cicatrisation.

e Le terrain génétique : les pathologies congeénitales, entrainent des défauts et des
retards de cicatrisation.

e La malnutrition : la carence de nutriment et surtout d’acide aminés et protéines est

fondamentale dans le retard de cicatrisation (Kavalukas et Barbul, 2011).En effet :
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Les protéines et les acides amines sont nécessaires a la formation de nouveaux
tissus (notamment pour les synthéses de collagene), la synthése d'enzymes,
d'anticorps.
Les glucides représentent une source d'énergie indispensable a toutes les
syntheses.
Les lipides sont une réserve d'énergie, mais sont également avec les
phospholipides le constituant le plus important des membranes cellulaires.
Les vitamines jouent un role trés important dans la cicatrisation en tant que
cofacteurs enzymatiques :
la vitamine C participe aux synthéses de collagene et de la membrane
basale...etc.
la vitamine A participe a la synthése et a la maturation du collagéne, a
I'épithélialisation... etc.
la vitamine K est nécessaire pour la synthese de certains facteurs de la
coagulation.
la vitamine E est nécessaire pour certaines enzymes impliquées dans la
protection cellulaire.
la vitamine B participe aux synthéses de collagene et d'anticorps.
Les minéraux et oligoéléments sont egalement nécessaires a une cicatrisation
normale. Le fer, le cuivre et le zinc sont des cofacteurs impliqués dans la synthése
et la maturation du collagéne, dans les syntheses des acides nucléiques (Gerbault,
1999).

e Le tabac qui un role de vasoconstricteur périphérique diminue 1’apport d’oxygéne aux

tissus.

e Les

médicaments (corticoides, anti-inflammatoires, immunosuppresseurs... etc).

e Le diabéte est responsable d’hyperglycémie intracellulaire a 1’origine de troubles

neurologiques, d’angiopathies et de sensibilité aux infections (Chaput et al, 2012).

1
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Dans le chapitre précédent on a vu que le processus de la cicatrisation se déroule
normalement chez les individus sains. Durant ce chapitre, aprés un bref rappel sur le diabéte,
seront traitées les altérations de la cicatrisation des plaies cutanées chez les diabétiques et les

facteurs y contribuant.

11.1. Le diabéte

11.1.1. Définition de diabéte

Le diabéte sucre est une affection métabolique, caractérisée par une augmentation de
la glycémie au-dessus de la valeur normale moyenne 1 gramme par litre (g/I) ( OMS). Liée a
un défaut ou une insuffisance de sécrétion d’insuline, a des anomalies d’action de 1’insuline

ou bien a I’association de ces deux mécanismes (Grimaldi, 2009).

Selon les critéres actuels, I’organisation mondiale de la santé (OMS) définit le diabete
sucré par une glycémie a jeun supérieur a 1.26g/l, ou une glycémie supérieure a 2 g/L a un
moment quelconque de la journée, ou encore une glycémie a la deuxieme heure
d’hyperglycémie provoquée orale (HGPO) supérieure ou égale a 2 g/l, et ce a deux reprises,
(Grimaldi 2005). Cette hyperglycémie est accompagnée par des symptdmes cliniques telles
que : polyurie, soif, polyphagie, amaigrissement, fatigue, infection, nausées, vomissements,
douleurs abdominales (Martin, 2009).

11.1.2. Pathologie du diabéte

Physiologiquement, quand la glycémie augmente, I’insuline sécrétée par les cellules
béta du pancréas favorise 1’entrée du glucose dans les cellules cibles (cellules du foie, des
muscles et les cellules graisseuses). Ou il est soit mis en réserve sous forme de glycogene soit
utiliser (Bouglé et Annane, 2009).

A distance des repas, le glucagon sécrété par les cellules alpha du pancréas libére du
glucose a partir du glycogéne (glycogénolyse). Puis, si la période de jelne se prolonge
néoglucogenése (quelques heures), le foie met en route une synthése de novo de glucose. Ce
qui permet de fabriquer du glucose a partir des acides aminés contenus dans les protéines
(Ferré, 2005).

En cas de carence absolue en insuline, cas du diabéte de typel, le glucose ne peut plus

étre utilisé par les tissus, muscles en particulier, ni stocké dans le foie. Son taux sanguin
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augmente, conduisant a une hyperglycémie considérable. Le flot de glucose s’évacue par les

urines, conduisant a une polyurie, compensée par une polydipsie (Marc, 2011).

En cas de résistance a I’insuline, situation du diabéte de type 2, la glycémie augmente

car I’utilisation du glucose par les tissus périphériques est altérée (Marc, 2011).

11.1.3. Classification du diabéte

Le groupe d'étude de I'OMS a proposé une classification de différentes groupes,
parmi ces groupes en distingue : le diabéte insulinodépendant (DID) ou type 1, le diabéte non
insulinodépendant (DNID) ou type 2, le diabete gestationnel et le diabete secondaire
(Grimaldi, 2009).

11.1.3.1. Diabete insulinodépendant (DID)

Ou encore appelé diabéte juvénile ou diabete sucré de type 1, est une maladie auto-
immune qui résulte d’une destruction sélective de la cellule B des ilots de Langerhans. Cette
destruction auto-immune est soumise a une prédisposition génétique et probablement a des
facteurs environnementaux encore peu connus (Chevenne, 1998). Cette forme de diabete
survient essentiellement chez les enfants et les jeunes adultes et représente 10% a 15 % de
type de diabete (Grimaldi, 2000).

11.1.3.2. Diabete non insulinodépendant (DNID)

Ou encore appelé diabete type II. Il est le type le plus fréquent, étant a 1’origine
d’environ 90 % des cas. Il est caractérisé par une résistance a I’insuline et une carence relative
de sécrétion d’insuline, I'une ou I’autre de ces deux caractéristiques pouvant dominer a un
degré variable. 1l peut évoluer sans symptdmes pendant plusieurs années et générer des
complications sans avoir ¢été¢ diagnostiqués. Bien qu’il soit plus répandu chez les personnes
agées, il peut étre diagnostiqué a tout age, méme durant I’enfance (Grimaldi, 2009). Plusieurs
facteurs participent a I’apparition d’un diabéte de type 2 chez le sujet jeune. Il s’agit de

I’obésité, sédentarité et le stress ... etc (Delagrange, 2001).

11.1.3.3. Le diabéte gestationnel

Le diabete gestationnel est diagnostiqué durant la grossesse, habituellement apreés la
24° semaine. Des changements hormonaux associés a la grossesse et les besoins liés a la

croissance du feetus, augmentent de deux a trois fois la quantité d’insuline nécessaire par
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rapport a la normale. Si ’organisme ne peut produire suffisamment d’insuline, le glucose
demeure dans la circulation sanguine et entraine une hyperglycémie, a I’origine du diabéte. Le
diabéete gestationnel touche de 2% a 4 % de toutes les femmes enceintes (Stone et al, 2000 ;
ADA, 2004). Environ 40 % des femmes qui font un diabete gestationnel développeront un
diabete de type 2 plus tard dans leurs vie (AOMC, 2002).

11.1.3.4. Le diabéte secondaire

Est une forme de diabéte dans laquelle une autre maladie est a la base de I’apparition

du diabete. Les causes les plus fréquentes de diabéte secondaire sont les suivantes :

* Affections du pancréas, comme la pancréatite (abus d’alcool).
* Affections endocriniennes (hyperthyroidie).
« Utilisation de médicaments diabétogenes (corticoides) (ADA, 2003).

11.1.4. Les complications du diabéte

La gravité d’un diabéte est liée, entre autres, a la sévérité des complications aigues
(Orban et Ichai, 2008). Et des complications chroniques, qui comprennent les atteintes des
arteres de petites calibres (microangiopathie) et celle des arteres de plus gros calibre
(macroangiopathie) (Ducloux et Altman, 2012). Cette gravité rend la connaissance de leur
physiopathologie essentielle & la bonne conduite de traitement. A ce titre, parmi les
complications chroniques les plus invalidantes on cite le pied diabétique (Martin, 2006). Ce
dernier est en effet une cible privilégiée du diabéte et ce, pour plusieurs raisons :

e par son role mécanique de sustentation du corps, il est soumis a des pressions élevées,

statiques et dynamiques, favorisant les ruptures tissulaires.

e sa localisation a I'extrémité du corps humain le rend particulierement sensible face au

développement des complications.

e enfin, le pied est en « atmosphére confinée », ce qui explique le risque d'infection.
(Eric et Marc, 1999).

Les Iésions du pied et leurs complications sont une cause majeure de morbidité et de
mortalité chez les patients diabétiques. Le risque d’amputation est 15 a 40 fois plus éléve chez

les diabétiques comparés aux non diabétiques (EL Alami et al, 2005).
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Plusieurs facteurs contribuent a l'apparition des complications : I'age, I'hérédité, la
durée du diabéte et les habitudes de vie. Un bon contréle de la glycémie permet de retarder

et parfois méme de limiter I'apparition des complications (ADA, 2001).
11.2. Physiopathologie de la cicatrisation chez le diabétique

La cicatrisation chez le diabétique s'accompagne d'un retard dans la mise en place de
la phase inflammatoire essentiellement plus important aux niveaux des plaies (Moulin et
Carvelle, 1993). Dans des conditions normales, 1’évolution vers les phases vasculaire,
inflammatoire, proliférative et de remodelage est généralement linéaire et synchrone dans tout

le lit de la plaie. Cependant, dans la plaie diabétique, y compris les ulcéres du pied diabétique.

Cette synchronisation est altérée et les différentes régions de la plaie ne sont pas au
méme stade de cicatrisation. Les plaies diabétiques semblent étre bloquées dans la phase
proliférative, avec des dép6ts de fibronectine et de fibrine qui empéchent le remodelage et la
régénération cellulaire. La fonction des neutrophiles et des macrophages est également

affectée, Le risque infectieux est trés important (Wesam et Alain, 2006).

De nombreuses classifications des plaies diabétiques ont été proposées. La
classification de I’Université du Texas (classification UT) comporte 4 grades, en fonction de
la profondeur, et 4 stades, selon la présence ou non d’une infection et/ou d’un artériopathie
(Pierret et al, 2011).

Les 4 grades sont :
v' grade 0 : plaie épithéliale.
v’ grade 1 : plaie superficielle.
v’ grade 2 : plaie profonde.

v' grade 3 : ostéite ou arthrite.

Les 4 stades sont :
v’ stade A : plaie non ischémique, non infectée.
v’ stade B : plaie infectée, non ischémique.
v' stade C : plaie ischémique, non infectée.
v' stade D : plaie ischémique, infectée.

Les plaies du pied diabétique sont favorisées par la conjonction des complications

neurologiques, artérielles et infectieuses, et provoquées par des microtraumatismes répétés.
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Ces lésions sont potentiellement graves et peuvent aboutir & des amputations (Armstrong et
Lipsky, 2004).

La neuropathie des membres inférieurs est une complication de I’hyperglycémie
chronique qui englobe 1’atteinte des nerfs périphériques. Le pied est le point de départ de la
neuropathie diabétique périphérique. Elle agit en supprimant la sensation douloureuse,
véritable signal d’alerte et de protection du pied contre les agressions extérieurs (Bordier et al,
2007).

Du fait de la perte de sensibilité, les lésions plus fréquentes, plus longtemps négligées
et plus longues a cicatriser (Ducloux et Altman, 2012). Plusieurs facteurs peuvent I’aggraver

comme une consommation exagérée d’alcool (Bordier et al, 2007).

Les complications du pied apparaissent plus fréquentes en cas d’atteinte artérielle.
L’artériopathie des membres inférieurs est donc une composante particulierement importante
du pied diabétique, qui augmente nettement le risque d’ulcération, d’amputation ou
d’hospitalisation pour pathologie du pied (Got, 2008). Son incidence augmente avec 1’age et
I’ancienneté du diabéte. Comparée au patient non diabétique, 1’artériopathie diabétique est
plus précoce, plus sévére, plus distale et diffuse, plus évolutive. Elle est a 1’origine de retard

de cicatrisation et d’évolution vers la nécrose (Malgrange, 2008).

L'hyperglycémie est un facteur de diminution des défenses contre l'infection, trés
fréguemment observée dans les troubles trophiques du pied chez le diabétique. Elle représente
encore un motif important d'amputation (Eric et Marc, 1999). Les infections retardent la
cicatrisation. Elles sont provoquées par des microorganismes pathogenes qui pénetrent dans la
plaie, s’y multiplient et y produisent des toxines qui agissent a la fois sur les tissus de la plaie,

et sur I'organisme dans son ensemble (Got, 1999).
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I11.1. Phytothérapie et plante médicinales

Aujourdhui les principes actifs des plantes sont des composants essentiels d'une
grande partie de nos médicaments et produits de soins (Hans, 2007). Malgré les multiples
progrés de la médecine moderne, il y 'a un net regain d'intérét vis-a-vis de la phytothérapie.
Selon OMS (Organisation Mondiale de la Santé) plus de 80% de la population mondiale ont
recours a la pharmacopée traditionnelle pour faire face aux problémes de la santé (Farnsworth
et al, 1986).

111.1.1. Définition de la phytothérapie

On appelle phytothérapie, la thérapeutique par des plantes (du grec phyto= plante et
therapeia= soin) (Roux et Catier, 2007). C’est le traitement curatif ou préventif des maladies
par 'utilisation de préparations obtenues a partir de plante entiéres ou d’organes de plantes :

feuilles, fleurs, racines, fruits et graines (Fintelmann et Weiss, 2004).
111.2. L’huile d’argane

» Arganier

Argania spinosa L., plante arbustive endémique, appartient a la famille des
Sapotaceées. Elle est connue sous plusieurs noms vernaculaires dont 1’arganier, 1’argane,
I’argan. C’est un arbre trés résistant, de 8 a 10 m de haut, qui peut vivre de 150 a 200 ans
(Rammal et al, 2009). Dont elle est la seule représentante dans la région du nord
meéditerranéenne (Algérie et Maroc) (Kechebar et al, 2013).

Figure 9 : photo d’arganier (a gauche) (anonyme, 2006), Photo d’huile d’argane
(a droite).
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» Systématique :

Tableau Il : La classification Systématique d’arganier (Djaballah et Boussaide , 2012).

Regne Plantae
Embronchement Phanérogames.

Sous embronchement Angiospermes
Classe Magnoliopsida
Ordre Ebinales

Famille Sapotaceae

Genre Argania

Espéece Argania spinosa (L.)

Aujourd’hui, I’intérét majeur de I’arganier est la production d’huile d’argan (HA),
produit ancestral, rare et précieux, dont les qualités nutritionnelles, cosmétiques et
pharmacologiques sont intéressantes et en fait, une huile de plus en plus convoitée dans le
monde entier (Elhah, 2009).

111.2.1. Caracteres physico-chimiques

» Caractéristiques physiques

m Aspect : huile fluide a température ambiante (15-30°C), de couleur variant du brun au

jaune ou jaune-foncé.

m Odeur: odeur forte.
m Saveur: particuliére et délicate de fruit sec.
m Solubilité: non miscible a 1’éthanol comme les huiles alimentaires classiques (Fourasté et

al, 2004).

» Composition chimique

L’huile d’argane est composée de 99% d’une fraction glycéridique, essentiellement
des triglycérides d’acides gras, le 1% restant étant la fraction insaponifiable. 80% des acides
gras de I’huile d’argan sont des acides gras insaturés (monoinsaturés (42,8%) et

polyinsaturés) (Rammal et al, 2009).
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Parmi ces acides gras insaturés, on trouve notamment 1’acide linolélique (omega 6)
(36,8%), intervenant de fagon directe dans 1’hydratation et la régulation de la perméabilité de
la peau, I’acide alpha-linolénique (omega 3) n’existant qu’a 1’état de trace (0,4%). Ces acides
gras essentiels qui ne sont pas synthétisés par I’organisme, sont également les précurseurs
biologiques d’hormones intracellulaires, de prostaglandines, molécules  régulatrices
fondamentales des systémes immunitaires cutanées, assurant une protection contre
I’inflammation ou I’infection (Alaoui, 2004).

La fraction insaponifiable de I’huile d’argane contient essentiellement des tocophérols
(vitamine E) dotés de propriétés antiradicalaires, antinéoplasiques, des stérols constituants du
squelette de la membrane cellulaire (Charrouf, 2002).

111.2.2. Aspect pharmacologique

L’huile d’argane aurait des propriétés nutritives, protectrices et adoucissantes,
régénératrices de la peau et des cheveux ternes et cassants. On la conseille pour les irritations,
les eczémas, et les brllures. (Charrouf, 2002). Il est utilisée contre des problémes
dermatologiques tels que ’acné, varicelle, il retardait aussi le vieillissement de la peau

(Rammal et al, 2009).

La forte teneur en acide linoléique de I’huile d’argan Iui confére des propriétés
revitalisantes sur la peau. En effet, 1’acide linoléique intervient aussi bien dans I’activité
mitotique que dans le maintien de I’intégrité des membranes des kératinocytes épidermiques
et de la kératinisation. La carence en AG essentiels, inévitable avec 1’age, cause un
vieillissement cutané qui se traduit par un dessechement et une perte d’élasticité de la peau,
favorisant ainsi 1’apparition de rides. Ainsi, la correction d’une carence en AG essentiels
permet de retarder le vieillissement cutané. Des recherches récentes ont mis en évidence
I’importance biologique et pharmacologique du gamma tocophérol, ce qui incite a le
recommander pour une protection majeure. La forte teneur en gamma tocophérols de I’huile
d’argan lui confére un effet protecteur contre les radicaux libres qui sont a I’origine du
vieillissement de la peau et seraient impliqués dans plusieurs maladies chroniques comme les

cancers et les maladies cardiovasculaires (Adlouni, 2010).
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1.1. Matériels

Notre étude consiste a étudier I’effet cicatrisant de 1’huile d’argane testés in vivo sur

des rats rendus diabétiques par ’effet diabétogene de streptozocine.

1.1.1. Animaux

Dans notre étude, nous avons utilisé 12 rats males jeunes de souche Wistar albino de
poids corporel compris entre 240 et 280 grammes en provenance de 1’animalerie centrale de

I’université Constantinel.

Les rats ont été répartis, dans des cages en polypropyléne munies d’un porte-étiquette
ou est mentionné le nom du lot, pendant une période de 02 semaines avant 1’essai afin de
s’adapter a leur nouvel entourage et a leur nouvel environnement. Ils ont libre accés a la
nourriture et a I’ecau. La température de ’animalerie varie entre 18-25°C. L’¢clairage et la
ventilation étaient ceux de milieu ambiant. La litiére utilisée est la sciure. Elle est renouvelée
chaque jour ou chaque deux jour pour tous les groupes de rats. On répartit les rats sur 4 lots de

trois rats chacun (Tableau IlI).

Tableau 111 : quatre (04) lots d’animaux répartis comme suit :

Lots 1 Rats non diabétiques et non traités (ND control)

Lot2 Rats non diabétiques et traités par I’huile essentielle d’argane (NDHA)

Lot3 Rats diabétiques traités par I’insuline (DI)

Lot4 Rats diabétiques traités par I’insuline et I’huile essentielle d’argane (DIHA)

Les rats recoivent le régime standard utilisé pour 1’¢levage. Ce régime est composé de
Mais, Son, Remoulage, Soja, CMV (complément minéral vitamine). Et provient de 1’usine
LA RATION, Bouzaréah, Alger.
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1.1.2. Matériel végétale
L’huile d'argane utilisée a été achetée de chez un herboriste
1.1.3. Matériels du laboratoire

Une balance RADWAG® (WL C60/120kg) pour peser les animaux avec une variation
d= 0.5g, un glucométre potable de type ACCU-CHEK® pour mesurer la glycémie des rats,
une cage de contention IFFA CREDO, des cages métaboliques, et enfin une cloche en verre
pour anesthésier les rats et pouvoir les manipuler aisément.

On utilise aussi des produits tels que le Chloroforme, propophol, streptozocine (STZ),

formol & 10%, I’alcool chirurgical, et 1’eau physiologique a 0.9%.

1.2. Méthodes

1.2.1. Induction du Diabéte

Afin d’induire le diabéte, on a recours a des substances qui sont toxiques pour les

cellules B du pancreéas et par conséquence induisent leurs destruction.

Pour cela on a choisis de travailler avec STZ qui provoque, chez de nombreuses
especes animales de laboratoire, un diabete qui ressemble au diabéte sucré hyperglycémique
de I’humain. Ce phénomeéne, résulte d’une altération histopathologique des cellules B des Tlots
de Langerhans (Agent antinéoplasique, 2013).0u le STZ entre dans la cellule B de
Langerhans par l'intermédiaire d'un transporteur de glucose (GLUT2) et cause l'alkylation
d’ADN. Ce qui provoque les dommages d’ADN, et enfin la dégénérescence des cellules
de Langerhans induit le diabete expérimental (Szkudelski, 2001).Mais avant de procéder a
cette opération on doit priver les animaux de I’alimentation pendant 16h et mesurer la
glycémie de tous les rats afin de s’assurer qu’aucun d’eux ne présente un diabéte et qu’ils sont

en bonne santé.

La premiére étape de cette opération est de préparer la solution de STZ. On mélange la
poudre STZ (64mg) avec la solution de citrate (5ml) (2,22 ml de Na HPO, et 2,78ml de
citrate) d’un PH tampon, dans un tube a essai. Bien agiter le mélange jusqu’a 1’obtention
d’une solution homogéne de couleur transparente. Par la suite, on introduit, par injection
intraveineuse (1V) (figure 10) une dose unique (60mg/kg du poids corporel) de STZ au niveau

de la veine caudale.




Partie pratique Chapitre | : matériels et méthodes

L’installation du diabéte chez les rats traités est confirmée aprés72h par mesure de la
glycémie a jeun a I’aide d’un glucomeétre potable. Seuls les animaux ayant un taux de glucose
sanguin > 250 mg/dl (El-Hilaly et al, 2006) ont été considérés comme diabétiques et retenus
pour cette étude. Les diabétiques traités par insuline recoivent quotidiennement de Humalog®
Mix 50 par injection sous cutanée a raison de 1.5 Ul /Kg.

Figure 10: photo montrant le produit final de STZ (A), et I’injection intra veineuse de STZ au

niveau de la veine caudale chez le rat (B).

1.2.2. provocation des plaies

Une fois que les rats sont correctement anesthésiés au propophol, on rase le haut du
dos manuellement a I’aide d’un rasoir pour assurer une blessure facile et bien clair que 1’on

peut diagnostiquer tout au long de 1’essai.

Apres I’avoir nettoyée la partie rasée avec de 1’alcool chirurgicale, sur lequel on va
tracer deux cercles pour chaque rat au niveau des omoplates afin d’obtenir des plaies

homogeénes.

On provoque une perte de substance pour les 4 groupes en coupant le pourtour des
cercles avec des ciseaux stériles. Aprés provocation des plaies, ce jour est noté Jo et le
traitement a base de HA sera quotidien pendant tout la durée de I’expérimentation. La surface
des plaies est représentée sur une feuille transparente pour chaque groupe le Jo, J3, J6, Jg, J12 €t
Ji5 afin de pouvoir suivre 1’évolution des plaies et les comparées par rapport au groupes
traités et non traités et par rapport au groupes diabétiques et non diabétiques (voir figure 11).

Pour mesurer la surface des plaies en a recours au logiciel AUTOCAD.

La partie enlevée de la peau est coupée puis conservée dans des tubes a essais

contenant du formol pour réaliser une analyse histologique ultérieure.

27
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Apres traitement avec HA, les rats doivent étre déposés prés d’un chauffage électrique

car I’anesthésie provoque une baisse de température.

24/04/2014

Figure 11 : figure qui résume les étapes de la provocation des plaies : rasage (1), tracage des
cercles au niveau des omoplates (2), prélevement de la peau (perte de substance) (3), prise
des surfaces des plaies inscrit dessus la date et le nom du groupe (4), et finalement traitement
par HA (5)

1.2.3. Evaluation des parameétres (Poids, glycémie, diurése, consommation de la

nourriture et boisson)

1.2.3.1. Evaluation du poids

L’évolution pondérale est I’un des parameétres cruciaux qui détermine I’état d’un
diabétique, et en raison d’une perte du poids trés considérable qui accompagne 1’apparition de
la maladie, le suivi de la variation pondérale des malades s’avére trés important pour se
renseigner de la situation de ces derniers. Pour pouvoir suivre la variation pondérale des
animaux pendant I’expérimentation, 1’évolution du poids des rats de chaque lot a été mesurée

au  Jo, Js Js, Jo JioetJis,

E
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1.2.3.2. Evaluation de la glycémie

La glycémie est aussi un parametre trés important. Elle est mesurée a 1’aide d’un
glucometre utilisant des bandelettes réactives (Accu-check) sur un échantillon de sang prélevé
de la veine caudale (voir Figure 12). L’évolution de la glycémie des rats de chaque lot a été

enregistrée suivant le Jo, J3, Jg, Jo J12 €t Jis.

Figure 12 : Cette figure montre le glucométre Accu-check® (& gauche) et la méthode de

prélevement a partir de la veine caudale (a droite).
1.2.3.3. Evaluation de la nourriture, de la boisson et de la diurése

L’évaluation du taux de consommation de nourriture et de boisson ainsi que
L’évaluation de la diurése (en 24 h) est réalisée le méme jour que la chimie des urines (5™ et
11°*™jour), aprés avoir mis chaque rat individuellement dans une cage métabolique. Une
quantité de la nourriture a été pesée puis offerte aux rats de chaque lot (4°™ et 10°™ jours), et
apres 24 heures, la quantité de nourriture restante a été estimée afin de déduire la quantité
consommeée. Le volume de I’eau consommeée par chaque lot ainsi que le volume de la diurése

ont été mesuré de la méme facon.
1.2.4. Evaluation des parametres sanguins hématologiques

Des échantillons de sang ont été prélevé a Jz, Jg et Jo, a partir de 1’ceil par ponction du
sinus rétro-orbitaire, sous une légére anesthésie générale au chloroforme (voir figure 13). La
paroi du sinus est perforée a 1’aide d’un tube capillaire d’hématocrite que 1’on introduit dans
I’angle postérieur de 1’ceil, et le sang est collecté dans des tubes a essai contenant de I’ acide
éthylene diamine tétra acétique (EDTA) afin de realiser La FNS (Formule numérique

Sanguine), qui nous donne le nombre des composants du sang a savoir 1’hémoglobine (HB:
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g/dl), globules rouges (GR: 10'/1), hématocrite (HT: %),granulocytes(%) , Lymphocytes
(LY: 10°%/1), monocytes (MO: 10%1), globules blancs (GB: 10%I), Plaquettes sanguines (PLT:
10%/1).

Figure 13: Prélevement du sang a partir du sinus rétro- orbitaire.

1.2.5. chimie des urines

Les urines des rats sont obtenues 24h aprés leurs mise en place dans les cages
métaboliques. Ces urines vont étre analysées a 1’aide des bandelettes urinaires permettant un
auto diagnostic en fonction des variations de couleur au contact de 1’urine. Chaque couleur
indique une information bien précise en la comparant a la réglette comparative (voir figure
14). les resultats, obtenues environ une minute apres le test, permettent de determiner la

présence de :

Protéine : symptome d’une maladie des reins et

des voies urinaires (insuffisance rénale).

PH : en complément d’autres parametres.

:
1

Sang : traumatisme urinaire, menstruations,

infections graves des reins et des voies urinaires,

T
A

Glucose : dépistage et contrdle du diabete sucré
ou d'une hyperglycémie.

Cétone : anomalies du métabolisme,danger de

céto-acidose. Témoins d'une hyperglycémie. k

Figure 14 : boite des blondelettes

E

urinaires
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1.2.6. Analyses statistiques

Les résultats sont exprimés en moyenne + écart-type. Les analyses statistiques des
résultats ont été réalisées par I’utilisation du test ANOVA afin d'identifier les différences
significative entre les groupes. Suivies par des comparaisons multiple en utilisant le test tuky
ou dunnett-s selon le cas. Le niveau de la probabilité pour le rejet de 1’hypothese nulle est de
5% (P <0.05). Les graphes ont éte réalisés par logiciel Graph Pad Prism 6, version 6.02, 2013.

Le seuil de signification est supérieur a 95% (P <0,05), tel que :
(P >0.05) désigne un effet non significatif (ns).

(0,05>p>0.01) désigne un effet significatif (*).

(P >0,01) désigne un effet trés hautement significatif (***).

(P <0,001) désigne un effet extrémement significatif (****).
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11.1. Evolution du poids corporel

L’un des parametres auquel nous nous sommes intéressés durant notre travail, est
I’évolution pondérale des rats étudiés. Ce parametre est en relation directe avec
I’hyperglycémie. L’apparition du diabéte s’accompagne souvent d’un amaigrissement et perte
considérable du poids malgré la prise de nourriture abondante, notamment dans le cas du
diabete de type 1 (Hennen, 2001).En effet La carence insulinique se traduit par un
amaigrissement portant sur la masse maigre ; son diagnostic est donc facile : le patient perd
du poids, de la masse maigre et les glycemies montent (Gin, 2004).

Les figures de 15 & 18 présentent 1’évolution pondérale des rats étudiés de chaque
groupe (ND control, NDHA, DI, DIHA) pendant toute la période de I’expérimentation (Jo a
Ji5), tous ces groupes présentent une chute du poids de (Joa Js), est ¢ca peut étre expliqué par :

v' Le stresse : car les rats ne sont pas encore adaptés a ce traitement.

v Le diabéte : les rats diabétiques présentent le diabéte type I, en effet 1’absence de la
production de I’insuline due a la destruction des cellules Béta a pour conséquence une
non pénétration du glucose dans les cellules d’ou I’hyperglycémie. Les cellules
doivent donc trouver un autre substrat biologique pour produire de 1’énergie et essayer
de survivre. Les acides gras et les acides aminés sont utilisés comme principale source
d’énergie, ce qui explique la perte considérable de poids (Bouglé et Annane, 2009).

v La toxicité de STZ: les deux groupes DI,DIHA ,présentent une chute accentuée du
poids de (Jsa Jo) due a la toxicité cumulative de STZ (2 injections).

En constate pour le groupe DIHA une amélioration du poids a partir Jy».

Alors que la figure 19 montre I’évolution pondérale des rats étudiés de tous les

groupes par rapport au groupe témoin (NDcontrol).

11.1.1. Evolution pondérale des rats ND control

La figure 15 représente 1’évolution pondérale (g) des rats du groupe témoin
(NDcontrol) en fonction du temps (jours) pendant toute la période expérimentale (Jo a J15). On
constate d’aprés ce graphe que les rats non diabétiques control (NDcontrol) présentent une
chute du poids de (Jo a Jg), une légére augmentation de (Js a Jg), puis une stabilité du poids a

partir de Jg.
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Evolution dans le temps du poids des animaux NDcontrol
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Figure 15 : Evolution pondérale (g) des rats NDcontrol en fonction du temps (jours).
Les résultats sont exprimés en moyenne + écart type, n= 3 ; les résultats sont analysés par le test ANOVA suivi d 'une comparaison multiple

par le test tuky. Toutes les analyses présentent un P>0.05

11.1.2. Evolution pondérale des rats NDHA

Les rats non diabétiques traités par HA (NDHA) montrent presque la méme évolution
pondérale (figure 16) que celle des rats non diabétiques controles. Cette évolution présente un
graphe biphasique, ou on constate une chute du poids de (Jo a Jg), puis une récupération du

poids a partir de Jo. Comparé a Jo, les variations du poids sont non significatives (ns).

Evolution dans le temps du poids des animaux NDHA
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Figure 16 : Evolution pondérale (g) des rats NDHA en fonction du temps (jours).

Les résultats sont exprimés en moyenne + écart type. Les résultats sont analysés par le test ANOVA suivi d 'une comparaison multiple par le

test tuky. Toutes les analyses présentent un P>0.05. Comparé a J, les variations du poids sont non significatives (ns) (P>0.05).n=3.
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11.1.3. Evolution pondérale des rats DI

Les rats diabétiques traités par insuline (DI) présente une baisse trés hautement

significative remarquable du poids entre le début et la fin de I’expérimentation de 65¢g (figure
17).

Evolution dans le temps du poids des animaux DI
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jo i3 Je jo Ji2 J15
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Figure 17 : Evolution du poids corporel (g) des rats DI en fonction du temps (jours).

Les résultats sont exprimés en moyenne + écart type. (***): Baisse trés hautement significative (P<0.001) a J15 par rapport & Jo n=2.

11.1.4. Evolution pondérale des rats DIHA

Pour les rats diabétiques traités par insuline et AH (DIHA) (figure 19), On remarque
que les animaux montrent une certaine stabilité de leurs poids de Jo & Js, une chute rapide tres

hautement significative de (J6 a J12) de 49 g par rapport a Jo, puis une récupération a partir de
Ji2.

Evolution dans le temps du poids des animaux DIHA
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Figure 18: Evolution du poids corporel (g) des rats DIHA en fonction du temps (jours).

Les résultats sont exprimés en moyenne + écart type. (***): Baisse trés hautement significative (P<0.001 )a J15 par rapport a Jo n=2.
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11.1.5. Comparaison entre les variations relatives du poids de chaque groupe

Sur la figure 19, une comparaison des pourcentages des variations des poids des rats
de chaque groupe (NDcontrol), NDHA, DI, DIHA) entre Jo et Jis.

% variation du poids
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Figure 19 : des variations des poids des rats de chaque groupe (NDcontrol), NDHA, DI,
DIHA) entre Jy et Jss.

Les résultats sont exprimés en moyenne + écart type(n.): Baisse non significative (P>0.05).

» L’évolution pondérale des rats NDHA par rapport au temoin NDcontrol

Les rats non diabétiques traités par I’huile essenticlle HA (NDHA) montrent une
variation, statistiquement non significative par rapport aux rats NDcontrol (Figure 19). La
stabilité, voir une légére diminution du poids durant la période expérimentale peut étre

expliquée par le faite que I’huile essentielle HA n’influe pas sur ce parametre.

» L’évolution pondérale des rats DIHA par rapport au rats DI

La comparaison entre le groupe DIHA et le groupe DI montre une différence non
significative entre les deux groupes (P>0.05). Donc, de la méme fagon que le groupe NDHA,
le traitement des animaux par 1’huile de 1’Argane ne présente aucun effet sur le poids des

animaux. Ceci peut étre expliqué par le fait que ’application de I’huile est externe (locale).
11.2. La glycémie

La glycémie, est le parametre primordial qui nous renseigne sur I’évolution de I’état

d’un sujet diabétique. Pour cela le dosage de la concentration de glucose chez les rats étudiés
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s’avere crucial et incontournable (Adeneye, 2007). La figure 20présente les résultats de

I’évolution de la glycémie dosée chez les rats de chaque groupe durant les essais.

On constate, a partir de la figure 20, que la glycémie est tres élevée chez les rats
diabétiques et dépasse largement le seuil normal, C’est a dire (c.-a-d) que la glycémie est
fortement supérieur a 2,5¢/l, alors que la glycémie des rats non diabétiques reste dans les
limites de la normale. En d’autre terme, les rats diabétiques qu’ils soient traités ou non traités
par HA présentent une hyperglycémie extrémement significative par rapport aux rats non
diabétiques. Ou on constate que la moyenne de la glycémie du groupe DI est 428,5%
supérieure a celle du NDcontrol. Et que celle du groupe DIHA est supérieur de 380,5% a celle

du controle.

La glycémie des rats de différents groupes, diabétiques ou non, (NDcontrol, NDHA,
DI, DIHA) reste plus ou moins stable durant les 15 jours de I’expérimentation. c.-a-d que les
variations de la glycémie de chaque groupe sont non significatives entre la fin et le début de
I’expérimentation. De plus, le graphe (figure 20) montre que 1’évolution de la glycémie reste
toujours non significative entre les deux groupes diabétiques (DI, DIHA) et entre les deux
groupes non diabétiques (NDconrol, NDHA) durant toute la période expérimentale.
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Figure 20 : L’évolution de la glycémie (mg/dl) en fonction du temps (jours).

Les résultats sont exprimés en moyenne + écart type ; n=2ou 3. L analyse des résultats par le test two-way
ANOVA suivie par une comparaison multiple avec le test Dunnett's (****). Résultats extrémement significatifs
(P<0.0001)
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La glycémie des rats diabétiques reste toujours élevée durant toute la période
expérimentale dépassant la normale, ce qui est en parfaite corrélation avec des travaux
précédant (Jain, 2009). Chez les rats diabétiques, cette hyperglycémie est expliquée par le
déficit en insuline, qui participe au contr6le du métabolisme énergétique et, en particulier, du

métabolisme du glucose (Karaca et Magnan, 2013).

L’évolution de la glycémie reste toujours non significative entre les deux groupes
diabétiques (DI, DIHA) et entre les deux groupes non diabétiques (NDcontrol, NDHA) durant
toute la période expérimentale s’explique par le faite que I’huile d’argan n’influe pas aussi

sur la glycémie. Car I’application de I’huile d’argan est une topique (locale, externe).

A partir de travaux précédents, réalisés au niveau du laboratoire, il a été enregistré
une forte mortalité liée aux complications de I’hyperglycémie, pour cela et afin de diminuer
ce risque, on a opté pour I'utilisation de 1’insuline Humalog® Mix 50 par injection sous-
cutanée a raison de 1.5 Ul /Kg, et ceci apres plusieurs essais pilote pour déterminer la dose
qui permet de contrbler la glycémie des rats tout en préservant leur pronostic vital. Par
ailleurs, il est utile de rappeler que la glycémie des rats traités par insuline est mesurée avant

I’injection d’insuline d’ou I’hyperglycémie observée chez les groupes recevant 1’insuline.
11.3. Quantité de nourriture consommeées par les rats

La quantité¢ de la nourriture consommeée par les rats étudiés est 1’un des parameétres
mesurés durant notre travail, en fait, d’une part la polyphagie constitue un symptéme majeur
du diabéte et d’autre part I’apport calorique semble jouer un rdle essentiel dans la cicatrisation

des plaies (Hunt,2012).

Le graphe de la figure 21 représente la quantité de la nourriture consommée
(g/100g/24h) par les rats étudiés au cours de 1’expérimentation. Selon la figure ci-dessous, la
quantité consommée (11.8 + 1.7) par les rats NDHA est pratiqguement identique a celle

consommée par le groupe témoin (NDcontrol) (10.5 + 2.1).
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La quantité de nourriture consommeée par les rats diabétiques est largement supérieure a celle
consommeée par les rats témoins : DI (27 + 3.9) et DIHA (30.8 + 5.1) ce représente 257% et
293% respectivement. Nous remarquons également, que ces deux groupes de rats (DIHA et
DI) ont le méme comportement alimentaire, la différence des taux consommés par les

animaux de ces deux groupes est statistiguement non significatif (Figure 21).

Nt

=

40— * % % ns

’% 40 a** a b == NDcontrol

S T 304 o e ___ == —_—--. | _. & NDHA

— I — DI
N S

iy ns DIHA
= -, - - - - - - - - - - - = S _ | = .

ss *° a —

=9 . [

g = 104 - - — - | — D . -

= - .

S ol__ - - - -

[ )

o Ll Ll Ll Ll

< NDcontrol NDHA DI DIHA

groupes d'animaux

Figure 21 : Quantité de nourriture consommeée par les rats en (g/100g/24h).

Les résultats des tests effectués (test ANOVA) sont exprimés en moyenne * écart type. NDcontrol (non
diabétique control) NDHA (non diabétique traité par I’huile HA) DI (diabétique traité par insuline) DIHA
(diabétique traité parl’huile HA)

La polyphagie observée chez les rats diabétiques, est le résultat d’un déficit quasi-total
en insuline. Le manque de I’utilisation de glucose par les cellules, ainsi que son échappement
au niveau des tubules rénaux, sont les deux facteurs qui laissent 1’organisme en manque
intense en énergie (Perlemuter et al, 2000). En raison d’une utilisation réduite de glucose par
les cellules, I’apport d’alimentation augmente pour compenser le manque d’énergie (Bouglé
et Annane, 2009).

Il est a signaler que I’application d’huile d’argane n’affecte pas le comportement

alimentaire des animaux.

I1.4. Le volume d’eau consommée par les rats

La polydipsie, ou la consommation excessive d’eau, est I’'un des symptomes du
diabete sucré. Pour cela, nous avons procédé a 1’étude de ce parameétre, qui est le résultat
d’une hyperglycémie causée essenticllement par un déficit en insuline (Silbernagl et Lang,
2002).
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La figure 22 illustre le volume pris par chaque groupe pendant 24heures exprimé par
rapport 100g au poids. On constate que le volume d’eau consommé par les rats diabétiques
(DI, DIHA) enregistre une augmentation de 315% et 325% respectivement par rapport aux
rats non diabétiques (NDcontrol, NDHA). La différence de la consommation d’eau entre les
deux groupes de rats diabétiques (DIHA par rapport & DI) est non significative. Et de la

méme pour les deux groupes non diabétiques. (Figure 22)

10 Y o ) g

consommation en eau
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NDcontrol NDHA DI DIHA
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Figure 22 : Le volume d’eau consommé par les rats
Les résultats des tests effectués (test ANOVA) sont exprimés en moyenne + écart type

La polydipsie provoquée chez les diabétiques résulte de deux mécanismes; (i) une
baisse de la pénétration cellulaire de glucose, et (ii) en méme temps que cette barriere
apparait, la production de glucose par le foie est augmentée (accroissement de la
néoglucogenése et de la glycogénolyse). La glycosurie est la conséquence de I’hyperglycémie
dés lorsque le seuil rénal du glucose est dépassé. Une molécule de glucose entraine avec elle
plusieurs molécules d’eau, ce qui explique la polyurie et la polydipsie compensatrice qu’elle

entraine (Silbernagl et Lang, 2002).
I1.5. Le volume d’urine émis par les rats

Comme nous 1’avons cité plus haut, la polyurie est aussi I'un des symptomes du

diabete. La figure 23 nous montre le volume d’urine excrétée par les rats de chaque groupe.

Les rats diabétigues montrent une polyurie trés importante (Supérieur a
40ml/100g/24h) et dépasse largement (880.4%,DI et 718%,DIHA) celle présentée par les rats
non diabétiques non traités (témoin). Cependant, il Ya aucune différence significatives entre
les deux groupes diabétique (DIHA et DI). On remarque aussi que la polyurie des rats non
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diabétiques traités par HA ne montre pas une variation significative par rapport au témoin.
(Figure 23)

DI _ DIHA

<

NDcontrol NDHA

groupes d'animaux

Figure 23 : le volume d’urine éliminer par les rats.
Les résultats effectués par les tests sont exprimées en moyenne + écart type.

La polyurie est la sécrétion d'urines en quantité trop abondante /24h. On parle
généralement de polyurie pour un volume total supérieur a 3 litres par jour (chez ’Homme).
Ce phénomene peut étre associé a la polydipsie, qui correspond a une soif excessive avec
prise abondante de boissons afin de compenser 1’eau éliminer et éviter une éventuelle
déshydratation. Le phénomeéne polyurie-polydipsie est un symptdme type d’un diabétique
(Guénard, 2001).

Au-dela de 2g/L de glycémie, le rein ne peut plus retenir le sucre entrainant son
¢limination dans les urines accompagné d’une quantité trés importante d’eau. C’est ce qu’il

explique la polyurie chez le diabétique, qui doit ensuite étre compensé par une polydipsie
(boire beaucoup) (Guénard, 2001).

Enfin, I’utilisation de 1’huile d’argane ne modifie pas la diurése des animaux.
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11.6. Mesure de la surface des plaies

La surface des plaies provoquées chez les rats ¢tudiés est I’'un des parametres mesurés
durant notre travail. Elle nous permet d’évaluer I’efficacité de I’effet cicatrisant de 1’huile
d’argan(HA). En effet, les cicatrisations altérées constituent une complication majeure du
diabete (Vowden et al, 2008).

Les figures de 24 a 27 illustrent les surfaces des plaies(%) en fonction du temps (jours)
des rats de chaque groupe durant les 15jours de I’expérimentation (NDcontrol, NDHA, DI,
DIHA).

Les figures 28 a 31 illustrent les comparaisons, phase par phase, des surfaces des
plaies entre le ttmoin (NDcontrol) et les autres groupes des rats (NDHA, DI, DIHA).

Alors que la figure 32 montre 1’évolution des surfaces des plaies(le pourcentage de la

cicatrisation) a Jisdes rats étudiés de tous les groupes.

On peut remarquer a partir des graphes obtenu (figures 24 a 27) qu’a Jis on constate
que les surfaces des plaies ont diminué de maniére trés hautement significative pour chaque

groupe en comparant a leur surface initiale (Jo).
11.6.1. Evolution de la surface des plaies des rats NDcontrol

La figure 24 représente 1’évolution des surfaces des plaies (%) des rats du groupe
témoin (ND control) en fonction du temps (jours) pendant toute la période expérimentale (Jo a
Jis).

On constate d’aprés ce graphe que les rats non diabétiques control (NDcontrol)
présente Une réduction constante entre le début et la fin des essais. Avec une phase linéaire
entre JO et J9, qui traduit une baisse des surfaces de 61,5%, puis une phase de diminution

moins rapide pour le reste du temps. a Jis, la cicatrisation est de 83,9%.
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Figure 24 : Evolution des surfaces des plaies (%) des rats NDcontrol en fonction du

temps (jours). Les résultats sont exprimés en moyenne + écartype. Test ANOVA, n=3
11.6.2. Evolution de la surface des plaies des rats NDHA

La figure 25 représente 1’évolution des surfaces des plaies (%) des rats du groupe

NDHA en fonction du temps (jours) pendant toute la période expérimentale (Jo a Jss).

La courbe peut étre divisée en 2 phases : d’abord, entre JO etJ3, il est évident que les
surfaces des plaies n’ont pas changé. D’ailleurs, c’est le cas de tous les groupes traités par
HA. Cette période correspond a la phase vasculaire- inflammatoire du processus cicatriciel
(Hatz et al., 1994). Durant laquelle, il y a formation du caillot ou hémostase et le
déclenchement du processus inflammatoire. L’hémostase constitue une matrice provisoire qui
facilite La migration des cellules inflammatoires(les neutrophiles puis macrophages) et les
fibroblastes (favorisant la contraction des plaies en se transformant en myofibroblastes).
Donc il est possible que HA interfére a ce stade par le biais de son action anti-inflammatoire
(Moukal, 2004) et retarder le recrutement des cellules spécialisées (les neutrophile,

macrophages fibroblastes).

La deuxieme phase s’étend de J3 a J15. On constate une €volution parabolique qui
traduit une diminution exponentielle des surfaces des plaies. A la fin de cette période,
97,81% de la plaie sera cloturée, ce qui est pratiqguement une fermeture totale. De J3 a J12,

c’est la phase tissulaire du processus cicatriciel (Senet et Raynaud-Simon, 2007). Durant ce
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stade, s’accentue la migration des fibroblastes qui se transforment en myofibroblastes
chargées de la contraction et le rapprochement des berges de la plaie. De plus se déroule le

processus de 1’angiogénése qui aboutit a J15 a la formation du bourgeon charnu.
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Figure 25 : Evolution de la surface (%) des rats NDHA en fonction du temps (jours).

Les résultats sont exprimés en moyenne + écartype. Test ANOVA, n=7

11.6.3. Evolution de la surface des plaies des rats DI

La figure 26représente 1’évolution des surfaces des plaies (%) des rats du groupe DI
en fonction du temps (jours) pendant toute la période expérimentale (Jo a Jis). Ce groupe
présente une évolution presque parabolique qui traduit une diminution exponentielle des
surfaces des plaies, ce qui le rapproche du modéle du groupe NDHA. Cependant, on reléve
que la diminution commence dés le premier jour. Vers la fin, on observe une cléture de
96,2%, ce qui est pratiquement total. On fait, I’insuline joue en dehors de son role
hypoglycémiant, un rdle de facteur de croissance (Liu et al, 2008) il été utilisé comme

traitement local des plaies (Liu et al, 2004).
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Figure 26 : Evolution de la surface (%) des rats DI en fonction du temps (jours).Les

resultats sont exprimés en moyenne + écartype. Test ANOVA, n=6.
11.6.4. Evolution de la surface des plaies des rats DIHA

La figure 27 représente 1’évolution des surfaces des plaies(%) des rats du groupe
DIHA en fonction du temps (jours) pendant toute la période expérimentale (Jo & Jis). Ce
groupe se rapproche aussi du modéle NDHA. En fait, La courbe peut étre divisée en 2
phases : d’abord, entre JO etJ3, il est évident que les surfaces des plaies n’ont pas changé.
Cette période correspond a la phase vasculaire- inflammatoire du processus cicatriciel (Hatz
et al, 1994). La deuxiéme phase s’étend de J3 a Jis. On constate une évolution presque
parabolique qui traduit une diminution +/- exponentiel des surfaces des plaies. A la fin de
cette période, 100% de la plaie sera cléturée. De J3 a J1», c’est la phase tissulaire du processus
cicatriciel (Senet et Raynaud-Simon, 2007).
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Figure 27 : Evolution de la surface (%) des rats DIHA en fonction du temps

(jours).Les résultats sont exprimés en moyenne * écartype. Test ANOVA, n=4.

11.7. Comparaison des surfaces des plaies des groupes des rats par rapport

au témoin NDcontrol

» Comparaison des surfaces des plaies des rats NDHA par rapport au témoin

NDcontrol

La figure 28 montre une variation d’évolution des surfaces des plaies entre les deux
groupes (NDHA, NDcontrol), le déroulement de la phase inflammatoire chez le groupe
NDcontrol est de (jo & js3) contrairement 8 NDHA semble retarder cette phase jusqu’a J3. Ce
qui peut étre expliqué par le fait que 1’huile d’argan favorise la coagulation et la formation du
caillot sanguin de jo a js et qui constitue la matrice provisoire, cette derniére permet le bon
déroulement des phases ultérieures. Et de (js a j15) on constate une accélération de la réduction
des plaies. A ce stade, on pense que se creuse la différence entre les deux groupes.il est
possible que HA accélere la formation du tissu de granulation chez NDHA.
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Figure 28 : L’évolution des surfaces (%) des plaies des rats NDHA par rapport au
témoin NDcontrol

Les résultats sont exprimés en moyenne + écartype. Test ANOVA, n=3 et n=7.

» Comparaison des surfaces des plaies des rats DI par rapport au témoin
NDcontrol

La figure 29 montre une évolution des surfaces des plaies entre les deux groupes
(DI, NDcontrol), ou elle présente une similarité entre jo et je , qui peut étre expliqué que
I’insuline pendant cette période n’a aucun effet . Puis on constate une accélération de la
cicatrisation des plaies dejg et ji» du groupe DI par rapport au groupe NDcontrol, ce qui
peut étre expliqué par le fait que 1’insuline stimule la formation du tissu de granulation.
En effet I'insuline accélére la cicatrisation des plaies en favorisant la prolifération et la

division des cellules de réparation et des cellules endothéliales (Liu et al, 2008).
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Figure 29 : comparaison des surfaces (%) des plaies des rats DI par rapport au témoin
NDcontrol.

Les résultats sont exprimés en moyenne * écartype. Test ANOVA, n=3etn=6..

» Comparaison des surfaces des plaies des rats DIHA par rapport au témoin
NDcontrol

La figure 29 montre une variation d’évolution des surfaces des plaies entre les
deux groupes (DIHA, NDcontrol). Pratiquement, nous somme devant la méme
comparaison (NDHA, NDcontrol). Dans ce cas I’insuline représente un stimulateur de
I’angiogenese et donc de la formation du tissu de granulation (Liu et al, 2004). En outre,
HA présente des propriétés semblables. Cependant, la présence des deux facteurs

(insuline et HA) ne traduit aucun effet synergique.
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Figure 30 : comparaison des surfaces (%) des plaies des rats DIHApar rapport au
NDHA. Les résultats sont exprimés en moyenne # écartype. Test ANOVA, n=3 et

n=4.

11.8.Comparaisondes surfaces des plaies des rats DIHA par rapport au
NDHA

La figure 31 montre que Les rats des groupes (DIHA et NDHA) présentent une
similarité, voire ils sont superposables. Ce qu’il explique que I’huile d’argan influence sur les
rats diabétiques de méme facon que les rats non diabétiques. Et il influence sur le processus
cicatriciel indépendamment du diabéte.
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Figure 31: comparaison des surfaces (%) des plaies des rats DIHA par rapport au
témoin NDcontrol .Les résultats sont exprimés en moyenne + écartype. Test ANOVA, n=7 et
n=4.

I1. 9. La cicatrisation des plaies a J;5 entre les differents groupes

La figure 32 montre les différences des surfaces entre les groupes en fin des essais. On
constate qu’il n’y a une différence trés hautement significative de la cicatrisation des plaies

chez les rats (NDHA, DI, DIHA) comparés au témoin NDcontrol. Ou on constate

une amélioration significative de 16,1% pour le groupe DIHA ; 13,91% pour NDHA et12,3%
pour DI par rapport au NDcontrol. Comme on peut remarquer que les groupes (NDHA, DI,
DIHA) ne montre pas une différence significative entre eux.

Une comparaison entre les deux groupes non diabétiques (NDcontrol, NDHA) permet
de constaté une amélioration de la cicatrisation trés hautement significative de NDHA par
apport au NDcontrol ce qu’il explique que I’huile d’argan présente une activité cicatrisante.
En effet la forte teneur en acide linoléique de I’huile d’argan lui confére des propriétés
revitalisantes sur la peau. En effet, ’acide linoléique intervient aussi bien dans 1’activité
mitotique que dans le maintien de I’intégrit¢ des membranes des keratinocytes épidermiques

et de la kératinisation (Adlouni, 2010).
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Une comparaison entre les deux groupes diabétiques (DI, DIHA) ne présente aucune
amélioration significative. Ce qu’il explique que I’insuline et I’huile d’argan améliore la
cicatrisation des plaies chez les rats diabétiques. Et que I’action de HA est indépendante du

diabete, c-a-d, il améliore le processus cicatriciel (tissu de granulation) sans interférer avec le
diabéte.
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Figure 32 : le pourcentage de la cicatrisation a Jis.

Les résultats sont exprimés en moyenne * écartype. Test ANOVA, n=20(***) désigne une
différence des surfaces trés hautement significative (P>0.05).
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Figures 33 : I’évolution des surfaces des plaies des différents groupes au cours du temps.
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L’huile de la plante Argania spinosa L, connue sous le nom d’argane, a une réputation

certaine dans la médecine populaire due a ses diverses vertus. Le but de notre travail était de

vérifier I’effet cicatrisant de I’huile d’argane sur des plaies provoquées sur un modeéle animal

diabétiques, le rat Wistar albino.

L’huile d’argane présente une activité cicatrisante évidente, ceci est en accord avec

I’efficacité qui lui est reconnue dans la médecine populaire.

Les résultats de cette expérimentation ont montré que :

>

A\

les glycémies des animaux diabétiques DI et DIHA ont atteignent 428,5% et
380,5% respectivement, comparées a celle du groupe NDcontrol.

La diurese a atteint 880.4% pour DI et 718% pour DIHA comparés au groupe
NDcontrol.

La prise d’eau représente 315% ; 325% (DI et DIHA) par rapport au témoin.
Les DI et DIHA consomment 193% et 157 % respectivement de nourriture par
rapport a NDcontrol.

Une amélioration trés hautement significative de la cicatrisation des groupes
DI,NDHA et DIHA (12,3% ; 13,91% et 16,1% respectivement) par rapport au
NDcontrol. Alors que Le groupe DIHA ne présente aucune amélioration
significative par rapport au DI.

On releve que le traitement par 1’huile HA a permis une fermeture complete
(100%) des plaies indifféremment chez les animaux diabétiques ou non (DIHA
et NDHA).

On remarque une action favorisant la cicatrisation par 1’insuline (96,2%, DI)
On n’a pas enregistré une action synergique enter HA et I’insuline.

Enfin, La plante n’affecte aucun parametre ¢tudié autre que la surface des

plaies.

Etant donné que cette étude n’est qu’un prélude a d’autres études approfondis, on

propose dans ’avenir de :

v’ refaire les essais tout en augmentant la taille des échantillons pour améliorer I’analyse

statistique.

3



réaliser un fractionnement de 1’huile d’argane fin d’isoler les molécules impliquées
dans le processus cicatriciel.

réaliser une étude mécanistique pour préciser les mécanismes sous-jacents impliqués
dans le processus cicatriciel.

compléter par une étude histologique.

De plus, il serait intéressant de proposer 1’huile d’argane ou les extraits de I’arganier
comme candidat a des tests cliniques pour vérifier leur efficacité sur des personnes

diabétiques atteinte d’un ulcere du pied.
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Annexes

Les facteurs

Cellules sources

Activité

Plaquettes, macrophages,

Prolifération des fibroblastes et des cellules

TGF-p lymphocytes, fibroblastes | endothéliales, synthése de MEC.

Plaquettes, fibroblastes, Migration et prolifération des fibroblastes,
PDGF kératinocytes, les cellules | synthése de collagene.

endothéliales.

Plaquettes, kératinocytes, | Angiogenese
bFGF macrophages.

Fibroblastes Migration et prolifération des kératinocytes.
KGF

Plaquettes, Kératinocytes, | Migration et prolifération des kératinocytes.
EGF macrophages. Prolifération des cellules endothéliales et des

fibroblastes.
Annexe 1 : Principales activités des facteurs de croissances au cours de la cicatrisation

cutanée
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phase phase
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Rearranged collagen fibers

Annexe 2 : Déférentes phases de la cicatrisation cutanée




Annexe 3 : Les rats dans une cage avec la nourriture sous forme de croguette et les biberons
contenant de I’eau.

Annexe 4 : Les cages métaboliques.
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Annexe 7 : Les coupes histologiques des différents groupes.

Annexe 8 : L’eau physiologique




Annexe 9: Streptozocine

Annexe 10 : Balance pour peser les animaux.




Annexe 11 : Formol 10%

Annexe 12 : Cicatrice chéloide




Annexe 13 : Ulcére du pied

Annexe 14 : L’huile d’argane




Annexe 15 : Glucose 5%







=

Glossaire
A

Acide linoléique : Présent sous forme de glycéride dans de nombreuses huiles végeétales, et

conférant aux huiles qui le renferment en quantité importante la propriété d'étre siccatives.

Acné : Dermatose due a une inflammation des follicules pilo-sébacés, caractérisée par des
boutons (comédons, papules, nodules, pustules), siégeant principalement sur le visage.

Amputation : Ablation d'un membre ou d'un segment de membre.
Ancestral : Qui remonte a un passé trés lointain et assez imprécis.

Angiogenese : Développement de vaisseaux capillaires a partir de capillaires préexistants.
(Ce processus intervient notamment dans la cicatrisation mais pourrait jouer un role dans la

formation de cancers.

Caillot : Masse semi-solide qui se forme lorsque le sang coagule

Cicatrice : Tissu fibreux remplagant a titre définitif ou tres prolongé un tissu normal apres

une lésion.
Cornéocytes : cellules de la couche cornée.

Cytokine : Substance peptidique ou protéique (interféron, interleukine, lymphokine, etc.)
synthétisée par une cellule du systeme immunitaire (lymphocyte, macrophage) et agissant sur

d'autres cellules immunitaires pour en réguler l'activité.

D
Diurése : Volume d'urine sécrété par les reins pendant une période de temps donnée.

F

Facteur de la coagulation : Substance intervenant dans le processus de solidification du sang

(formation d'un caillot).



Fibrine : Protéine insoluble dérivée du fibrinogene (protéine plasmatique soluble) qui
apparait lors de la coagulation du sang. (Constituant du caillot du sang, elle enserre les

cellules sanguines dans un réseau).

Fibrinogene : Protéine du plasma sanguin, sous 1’action de la thrombine il se transforme en

fibrine lors de la coagulation.

G

Glucagon : Hormone sécrétée par le pancréas et qui augmente la concentration sanguine du

glucose (glycémie).
H

Hémorragie : Ecoulement de sang hors des vaisseaux sanguins.

1

Inflammation : Ensemble de phénomenes de défense de I'organisme contre une agression
(traumatisme, infection, etc.), pouvant se manifester par divers signes (douleur, tuméfaction,

chaleur, rougeur, etc.).

Insaponifiable : Se dit d'une matiére liposoluble qui ne s'’hydrolyse pas sous l'influence des

alcalis, des acides ou des enzymes.

Insuline : Hormone hypoglycémiante (diminuant le taux de glucose dans le sang) sécrétée par

le pancréas et dont I'insuffisance provoque le diabete.

Ischémie : Diminution ou arrét de la circulation artérielle dans une région plus ou moins

étendue d'un organe ou d'un tissu.
M

Macrophage : Grande cellule ayant la propriété d'ingérer et de détruire de grosses particules

(cellules lesées ou vieillies, particules étrangeres, bactéries) par phagocytose.

Maladie auto-immune : Maladie caractérisée par une agression de l'organisme par son

propre systeme immunitaire.



Melanine : Substance pigmentaire foncee, présente dans la peau, les cheveux, les poils et les

membranes de 1'ceil.
Miscible : Que I'on peut méler & un autre corps, pour former un tout homogeéne.

Monocyte : Leucocyte mononuclée, la plus grande des cellules circulantes (15 a 22 um de
diamétre), qui assure essentiellement la phagocytose. (Les monocytes représentent

normalement 3 a 8 % des leucocytes).

N

Neutrophile : Se dit des cellules ayant une affinité pour les colorants a la fois acides et

basiques.

Nom vernaculaire : Nom usuel d'une espéce animale ou végétale dans son pays d'origine.
O

Omoplates : Os plat, large, mince et triangulaire, appliqué sur la partie postérieure et

superieure du thorax et constituant, avec la clavicule, la ceinture scapulaire.

Osteite : Infection d'un os d'origine microbienne, due le plus souvent au staphylocoque doré.

P

Pavimenteux, pavimenteuse : Se dit d'une variété de tissu épithélial a cellules polyédrigues.

Plaie : Déchirure des tissus due a un accident (blessure, brllure) ou a une intervention

chirurgicale.
Polydipsie : Besoin exagére de boire, surtout au cours d'un diabéte.

Polyphagie : Besoin excessif de manger, qui n'est pas limité par le sentiment de la satiété.

(Elle peut constituer un des signes d'alerte du diabéte).

Polyurie : Augmentation (au-dessus du seuil de 3 litres) de la quantité des urines émises

pendant 24 heures.



R

Rétinien, rétinienne : Relatif a la rétine Membrane tapissant le fond de 1'eeil, contenant les
cellules sensorielles de la vision (& cone et a batonnet), qui se poursuivent par les fibres du

nerf optique.

S

Sapotacées : Nom de famille d'arbres ou d'arbustes tropicaux, a feuilles persistantes, et dont

le fruit est toujours une baie.

Sterols : Alcool polycyclique dans le groupe duquel se trouvent le cholestérol, les vitamines

D et les stéroides.

T

Triglycérides : Lipide composé de trois molécules d'acide gras reliées a une molécule de

glycérol.
v

Ulcére : Perte de substance d'un revétement épithélial, cutané ou muqueux, s'‘étendant plus ou

moins aux tissus sous-jacents.

(V

Varicelle : Maladie infectieuse contagieuse, due a un herpes, atteignant surtout les enfants,
caractérisée par une éruption cutanée de vésicules. (Le virus peut persister et provoquer plus

tard un zona).

Vasodilatation : Augmentation du calibre des vaisseaux sanguins par relachement de leurs

cellules musculaires.

Vasoconstriction : Diminution du calibre des vaisseaux sanguins par contraction de leurs

cellules musculaires.



RESUME

La peau est un organe trés exposé. La destruction cutanée peut étre d'origine diverse :
traumatique, infectieuse, chirurgicale, diabétique,... .Sa réparation correspond a la
cicatrisation. Le diabéte perturbe le processus cicatriciel et est responsable de complications,
dont le pied diabétique représente la manifestation la plus grave.

Dans ce travail nous avons reproduit le modele animale rat Wistar albino de diabéte
induit par injection 1V du streptozotocine a raison de 60 mg/kg (groupes DI et DIHA). Des
plaies cutanées par incision, ont été provoquées. 2groupes, NDHA et DIHA, sont traités par
I’huile de la plante A. spinosa L par application quotidienne sur les plaies. L’état général
(poids, consommation de nourriture, prise d’eau), les parameétres du diabéte(glycémie) ainsi
que celui de la cicatrisation(surfaces des plaies) ont été suivis a JO ;J3 ;J6 ;J9 ;J12 et & J15.

Les glycémies des animaux diabétiques DI et DIHA ont augmenté de 428,5% et
380,5% respectivement, comparées a celle du groupe NDcontrol. La diurése représente
880.4% pour DI et 718% pour DIHA comparés au NDcontrol. La prise d’eau est 315% ;
325%(DI et DIHA) par rapport au témoin. Les DI et DIHA consomment 193% et 157 %
respectivement de nourriture par rapport a NDcontrol. Une amélioration trés hautement
significative de la cicatrisation des groupes DI, NDH et DIHA (12,3% ; 13,91% et 16,1%
respectivement) par rapport au NDcontrol. Le groupe DIHA ne présente aucune amélioration
significative par rapport au DI. Enfin, La plante n’affecte aucun parametre étudié autre que la
surface des plaies.

Mot clefs: Cicatrisation, pied diabétique, I’huile d’argan, insuline, plaies, poids.
Abstract

Skin is a very exposed organ. It is subject to various deleterious attacks : trauma,
infection, surgery and diabetes. Its healing is nown by cicatrisation or scar process. Daibetes
disturbes this process and causes daibetic foot, that is the most serious complication.

In this study, we used Wistar albibnos rat model of diabetes. For that purpose, animals
receved an IP injection of streptozotocin at 60mg/kg(DI, DIHA). After wounding animals,
Two groupes, NDHA and DIHA, were daly treated by A. spinosa oil. General parameters
(weight, food and water intake, diuresis), glycaemic index and wounds area were monitred at
DO ;D3 ;D6 ;D9 ;D12 and D15.

DI and DIHA animals exhibeted an increase of 428,5% et 380,5% respectively of
their glycaemic indexes against NDC groupe. Diuresis, food and water intake are upper in DI
and DIHA than NDC. At the same time, DI,NDHA et DIHA had improved their scar process
by 12,3% ; 13,91% et 16,1% respectively compared to NDC.

Finaly, the use of A. spinosa oil do not affect the other parameters auther than wound
healing.

Key words : wound healing, daibetic foot, A. spinosa oil, insuline, weight.
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