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Résumé 

 

Résumé : 

  

L'objectif de cette étude est la recherche d'éventuel effet antidiabétique de Bêta 
vulgaris et de Ruta chalepensis chez le rat mâle Wistar adulte alimentés par un régime 
alimentaire pauvre en zinc, avec un suivi du poids corporel, la glycémie et l'évolution des 
paramètres biochimiques, ainsi que l'étude de l'histologie du pancréas. 

      Le diabète est souvent accompagné par des anomalies métaboliques et connu d'être 
associé au stress oxydatif, un facteur de risque majeur pour la pathogenèse des 
complications diabétiques qui peuvent être gérées par des antioxydants naturels. Pour cette 
raison, un screening phytochimique des composés et des tests de l'activité antioxydante in 
vitro ont été réalisés pour estimer les effets attendus. Les résultats ont montré la présence 
de différents composés: les flavonoïdes, Saponosides, mucilages, Un effet scavenger 
significatif et une activité antioxydante élevée sont également signalés.   

       Dans le but d’évaluer l’effet des plantes sélectionnées sur les complications du diabète 
provoquées par la carence en zinc, deux régimes alimentaires sont préparés l’un normal et 
l’autre pauvre en zinc, l’étude expérimentale est menée au laboratoire sur 40 rats répartis en 
huit lots de cinq rats chacun dont  05 lots sont rendus diabétiques par l'injection 
intrapéritonéale  de  streptozotocine à raison de 50 mg / kg. L'extrait méthanolique de Bêta 
vulgaris et de Ruta chalepensis est administré chaque jour par voie orale avec une dose de 
500 mg/kg. Après 21 jours du traitement, les rats sont sacrifiés et les différents paramètres 
sont déterminés 

A partir de l'analyse des résultats, on a observé que la carence en zinc dans 
l'alimentation à induit un déficit pondéral et une diminution de la consommation 
alimentaire. 

Nous avons constaté aussi une augmentation significative de la concentration du 
glucose, du cholestérol, des triglycérides, de l'urée, de la créatinine, et de  l'acide urique 
dans le sérum des rats alimentés par un régime alimentaire pauvre en zinc par rapport à 
ceux alimentés par un régime alimentaire normal. L’histologie du pancréas a montré une 
nécrose au niveau des îlots de Langerhans conduisant à leur disparition totale. 

      Par ailleurs, le traitement des rats diabétiques par l’EMRC et l’EMBV a montré un 
effet anti-hyperglycémiant en améliorant tous les paramètres physiologiques et 
biochimiques approximativement à leurs niveaux normaux et surtout une activité 
cytoprotectrice vis-à-vis le pancréas en préservant la capacité de la sécrétion d'insuline 

        En conclusion; l’EMRC et l’EMBV sont doués d’une activité antidiabétique et 
antioxydante remarquables. De ce fait ils peuvent constituer une ressource naturelle pour 
les futures études sur le diabète sucré ses complications. 

Mots clés: Béta vulgaris, Ruta chalepensis, zinc, diabète expérimental, streptozotocine, 
DPPH, 
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Abstract 
 

The objective of this study is to search for possible anti-diabetic effect of Beta 
vulgaris «var. cicla» and Ruta chalepensis in male adult Albinos Wistar rats fed a diet 
low in zinc according to the body weight, blood glucose and changes in biochemical 
parameters and study the histology of the pancreas. 

Diabetes is often accompanied by metabolic abnormalities and known to be 
associated with oxidative stress, a major risk factor in the pathogenesis of diabetic 
complications can be managed by natural antioxidants. For this reason, a 
phytochemical screening and testing of antioxidant activity in vitro were performed to 
estimate its expected effects. The results showed the presence of different compounds: 
flavonoids, saponins, mucilage, a significant scavenger effect and high antioxidant 
activity are also reported. 
 

This is an experimental study in the laboratory on 40 rats divided into eight 
batches of five rats each of which 05 batches are rendered diabetic by intraperitoneal 
injection of streptozotocin at 50 mg / kg. The methanol extract of Beta vulgaris and 
Ruta chalepensis is administered daily orally. After 21 days of treatment, the rats were 
sacrificed and the various parameters are determined. 
 

From the analysis results, it was observed that zinc deficiency in the diet 
induced underweight and decreased food consumption. 
 

We also found a significant increase in the concentration of glucose, 
cholesterol, triglycerides, urea, creatinine and uric acid in serum-fed a diet low in zinc 
compared to rats those fed a normal diet. 
 

Furthermore, the treatment of diabetic by methanol extract of Ruta chalepensis 
and methanol extract of Beta vulgaris «var. cicla» rats showed a dose-dependent 
antihyperglycemic effect in improving all about physiological and biochemical 
parameters to normal levels. 
 

In conclusion, the methanol extract of Ruta chalepensis and methanol extract 
of Beta vulgaris «var. cicla» are endowed with a remarkable antidiabetic and 
antioxidant activity. Therefore they can be a natural resource for future studies on 
diabetes mellitus caused by zinc deficiency and its complications. 
 



 ملخـــــــــــــــص

 

  ملــــــــــــــــــــــخصال

 

   Beta vulgaris :لنبتتينل الممكن للسكري تأثير مضاد البحث عنھو  ھذه الدراسة من الھدف           

«var. cicla» و Ruta chalepensis  من س.لة:  بالغة ذكورجرذان علىalbinos Wistar التي تغذت 
القياسات البيو  والتغيرات فيمستوى السكر في الدم الجسم، و وزنمع تتبع  الزنك من منقوص على نظام غذائي

  .يةالبنكرياس نسجةاA ودراسة كيميائية

 مع اJجھادترافق ه يمعروف أنمن الوايضية  شذوذب مصحوبامرض السكري  يكونغالبا ما 
مضادات اAكسدة  بواسطة يمكن أن يتحكم فيھا تعقيد السكري تسبب فيي يرخط رئيسي، وھو عامل التأكسدي
لتقدير آثار مخبرية  اختباراتو  المضادة لRكسدة فحص للمواد الكيميائية النباتية إجراء تم ھذا السببل .الطبيعية
ركبات كم كبيرولھا تأثير  ، والصمغ.الصابونين، ف.فونيدات :مختلفة وجود مركبات أظھرت النتائج .النشاط

 حسب ما افادت التقارير. مضادة لRكسدة عالية نشاطو ستقبلةم

 مجموعات كل منھا تم تقسيمھا إلى ثماني جرذ  40على تمت يةالمخبر الدراسة التجريبية ھذه
 داخل الصفاق من عن طريق الحقن السكريتمت اصابتھا بداء  مجموعات  05منھا  جرذان، خمسة بھا

و   «Beta vulgaris «var. cicla ي لـ:الميثانول مستخلصال تم تقديم .ملغ / كغ  50 :بـ بالستربتوزوتوسين
Ruta chalepensis .مختلف تم تحديد و جرذانالب قتل تممن الع.ج،  يوما  21بعد عن طريق الفم بشكل يومي

  .المعايير

نقص مركب الزنك في التغذية ادى الى فقدان الوزن انط.قا من تحليل النتائج، bحظنا ان 
  وتناقص في استھ.ك الغذاء.

سجلنا ايضا ارتفاعا ملحوظا في تركيز الغلوكوز، الكوليستيرول، ث.ثي الغليسيريد، البولة، 
الكرياتينين و الحمض البولي في المصل الخاص بالجرذان التي تم تغذيتھا وفق نظام غذائي فقير من الزنك 

  رنة بالجرذان التي غذيت وفق نظام غذائي عادي.مقا

  من ناحية اخرى فان ع.ج الجرذان المصابة بالسكري بواسطة المستخلص الميثانولي لـ:

Ruta chalepensis المستخلص الميثانولي لـ:  وBeta vulgaris «var. cicla»  رتفاعb اظھر اثارا مضادة
بصورة قريبة من  البيوكيميائيةنسبة السكري لجرع مستقلة عبر تحسين جميع الخصائص الفيزيولوجية و 

  مستوياتھم العادية.

المستخلص  و Ruta chalepensisللمستخلص الميثانولي لـ: في الختام، نستنتج ان  
نشاطا ملحوظا مضادا للسكري و اbكسدة. من ھذا المنطلق  «Beta vulgaris «var. ciclaالميثانولي لـ:  

يمكن ان يشك. مصدرا طبيعيا للدراسات المستقبلية حول تعقيدات داء السكري الناجمة عن النقص في مركب 
  الزنك في الغذاء.

 

، داء السكري التجريبي، Béta vulgaris  ، Ruta chalepensis الكلمات المفتاحية:
 DPPH، الستربتوزوتوسين
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Introduction  

 

 Le diabète est une maladie métabolique grave menaçant, d’une manière 

croissante, la santé publique dans le monde .Elle touche environ 7% de la population 

mondiale .les patients atteints de diabète ont le stress oxydatif élevé et une altération des 

systèmes de défense anti-oxydante, qui semblent contribuer à l’ initiation et la progression 

des complications du diabète induit.   

Le zinc est un oligo-élément important. Il est indispensable à un certain nombre de 

fonctions biochimiques et physiologiques, il intervient dans l'activité de prés de 300 

enzymes [Judith J et al., 2009]. Il joue également un rôle dans la plupart des 

métabolismes (synthèse et dégradation des glucides, lipides, protéines et acides 

nucléiques). Il agit aussi au niveau du métabolisme hormonal, il joue un rôle important 

dans le stockage et la sécrétion d'insuline. La carence en zinc induit une augmentation des 

troubles métaboliques du diabète et favorise les complications de cette maladie. 

          Le traitement de ces complications constitue une des plus grandes préoccupations 

scientifiques à travers le monde. Ceci est en vue de trouver de nouvelles solutions pour 

prévenir, voir ralentir la survenue des complications organiques et métaboliques résultantes 

de l’hyperglycémie chronique.  

Le traitement pharmacologique actuel du diabète  est représenté essentiellement par 

l’ insuline et les hypoglycémiants oraux qui visent à soigner et non à guérir la maladie 

[Eddouks, 2007; Zhang, 2006] en plus, on remarque que l’utilisation continue des 

drogues antidiabétiques synthétiques causes des effets secondaires néfastes et la toxicité 

[Zhang, 2006; Hwang, 2005]. 

    Par conséquent, les plantes médicinales sont largement utilisées, en raison de leur 

efficacité, des effets secondaires limités, et des coûts relativement bas [Hwang, 2005]. Il 

est aujourd’hui largement reconnu que le monde végétal constitue la source majeure de 

médicament grâce à la richesse des produits dit du métabolisme secondaire [Eddouks, 

2007]. 
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Plus de 800 plantes sont utilisées actuellement dans le traitement de diabète 

[Alarcon-Aguilara, 1988], plusieurs études ont été effectuées pour identifier les composés 

bioactifs des plantes médicinales et diététiques responsables de l’activité hypoglycémique, 

certains composés sont isolés tel que : Tanins, Saponosides, mucilages, alcaloïdes,  oses et 

holosides. et parmi lesquels les flavonoïdes qui sont les principaux composants actifs 

responsables de diverses activités biologiques.  

L’objectif de la présente étude est la variation de l’effet de  Ruta chalepensis et de  

Bêta vulgaris «var. cicla» sur les complications du diabète provoquées par la carence en 

zinc ainsi que leur potentiel antioxydant en utilisant des outils biochimiques. 

     La première partie de travail  s’attachera à donner quelques rappels 

bibliographiques sur le diabète, le diabète expérimental, le stress oxydatif, on mentionnera 

également la relation entre  diabète zinc, et les  plantes choisies. 

     La seconde partie du mémoire présentera les résultats de l’extraction, l’étude 

phytochimique, l’activité antioxydante et l’activité antidiabétique de l’extrait méthanolique 

de deux plantes chez les rats, en estimant les aspects suivants:     

• Etude de la variation du poids corporel. 

• Dosage des paramètres biochimiques. 

• Etude histologique du pancréas endocrine. 

 

En fin on discute les résultats obtenus dans cette étude. 

 

 

   

 



Synthèse bibliographique 

 

  

 

 

 

 

 

 

Première par tie : 

Synthèse bibliographique 



Synthèse bibliographique 
 

  1 

 

I . Définition de diabète 

 

Selon l’OMS, le diabète est une maladie chronique qui apparaît lorsque le pancréas ne 

produit pas suffisamment d’ insuline et/ou que l’organisme n’utilise pas correctement 

l’ insuline qu’ il produit. L’ insuline est une hormone qui régule la concentration de sucre dans 

le sang. 

 

 L’hyperglycémie, ou concentration sanguine élevée de sucre, est un effet fréquent du 

diabète non contrôlé qui conduit avec le temps à des atteintes graves de nombreux systèmes 

organiques et plus particulièrement des nerfs et des vaisseaux sanguins. Le critère biologique 

retenu par le Comité des Experts de l'OMS pour le diagnostic du diabète sucré est le suivant : 

constatation à deux reprises au moins d'une glycémie à jeun supérieure ou égale à 7 mmol/l 

(1,26 g/l) dans le plasma [OMS, 2011]. 

 

On peut distinguer plusieurs types de diabète : 

 

1. Diabète de Type 1 : (diabète insulino-dépendant «DID») 

 

Le diabète de type 1 (précédemment connu sous le nom de diabète insulino-dépendant 

ou juvénile) est caractérisé par une production insuffisante d’ insuline et exige une 

administration quotidienne de cette dernière. Ce type de diabète prend son origine suite à une 

destruction progressive des cellules bêta (β) du pancréas qui produisent l’ insuline. Cette 

destruction est le résultat d’une agression auto-immune impliquant les lymphocytes T, 

observée chez des sujets génétiquement prédisposés. Néanmoins, la composante génétique ne 

suffit pas à expliquer la progression de ce diabète et on reconnaît que les facteurs 

environnementaux jouent un rôle certain dans l’établissement d’un diabète de type 1 

[MacFar lane, 2009]. Compte-tenu du caractère spécifique de ce diabète et de la nature des 

facteurs environnementaux en cause, notamment nutritionnels et infectieux. 

 

  2. Diabète de Type 2 : (diabète non insulino-dépendant «DNID») 

 

Ce type de diabète débute généralement après l'âge de 40 ans et représente 90% de 

l'ensemble des cas mondiaux [Buysschaert et al,. 1998 ; Raccah, 2004] et sa prévalence 

augmente avec l’âge [Peter -Riesch et al,. 2002]. Il résulte de l'incapacité de l'organisme à 
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réagir correctement à l'action de l'insuline. L’ insuline est soit basse ou soit élevée 

(insulinorésistance prédominante ou insulinopénie prédominante) [Raccah, 2004 ; Calop et 

al., 2008]. 

En l'absence de traitement, le diabète se reconnaît par une élévation chronique de la 

glycémie. Celle-ci s'accompagne parfois par les symptômes suivants : polydipsie, polyurie, la 

fatigue, Polyphagie, amaigrissement ou obésité, et des troubles de la conscience aboutissant à 

un coma mortel [Sharma et al., 1993 ; Buysschaert et al., 1998 ; Raccah, 2004 : Calop et 

al., 2008 ]. 

Le diabète aboutit à des complications comme les maladies cardio-vasculaires et 

rénales. Ces Complications peuvent être retardées, diminuées ou empêchées en maintenant 

une glycémie près de la normale (0.7 - 0.8 g/l) [Raccah, 2004]. 

 

 3. Autres types de diabètes spécifiques  

Les autres types de diabètes spécifiques sont regroupés dans le tableau 1 selon la 

nouvelle classification étiologique du diabète sucré : 
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I - Diabète de type 1 : 
(Destruction des cellules B, conduisant habituellement à une carence en insuline absolue) 

A- D‘origine immunologique. 
B- Idiopathique 

I I - Diabète de type 2 : 
(Spectre variable, d’une résistance à l’action de l’ insuline prédominante avec déficit 
insulinosécrétoire relatif à in déficit insulinosecrétoire prédominant avec résistance à l’action 
de l’ insuline. 

I I I - Autres types de diabètes spécifiques : 
A- Défauts génétiques de la fonction des cellules B. 

1- Chromosome 12, HNF-1 (anciennement MODY3) 
2- Chromosome 7, glucokinase (anciennement MODY2) 
3- Chromosome 20, HNF-4 (anciennement MODY1) 
4- Mutation de l’ADN mitochondrial 
5- Autres 

B- Défaut génétique de l’action de l’ insuline 
1- Insulinorésistance de type A. 
2- Le préchaunisme 
3- Syndrome de Rabson- Mendenhall 
4- Diabète lipoathrophique 
5- Autres. 

C- Diabètes pancréatiques (exocrines) 
1- Pancréatites  
2- Traumatisme/ pancréatectomie 
3- Cancer du pancréas 
4- Mucoviscidose 
5- Hémochromatose 
6- Pancréatite fibrocalculeuse 

D- Endocrinopathies 
1- Acromégalie  
2- Syndrome de Cushing 
3- Glucagonome 

 

4- Phéochromocytome 
5- Hyperthyroïdie 
6- Somatostatinome 
7- Hyperaldosteronisme primaire 
8- Autres 

E- Diabètes induits par des médicaments ou des toxiques 
1- Vacor (raticide) 
2- Pentamidine 
3- Acide nicotinique 
4- Glucocorticoïdes 
5- Hormones thyroïdiennes 
6- Diazoscide 
7- Agoniste B- adrénergiques 
8- Diurétiques thiazidiques 
9- Diphenylhydantoine 
10- Interféron α 
11- Autres 

F- Diabète d’origine infectieuse 
1- Rubéole congénitale 
2- Cytomégalovirus 
3- Autres 

G- Formes rares d’origine auto- immune 
1- Syndrome de l’homme raide 
2- Anticorps anti-récepteur de l’ insuline 
3- Autres 

H- Autres syndromes d’origines génétiques parfois associés au diabète 
1- Trisomie 21. 
2- Syndrome de klinefelter 
3- Syndrome de Turner 
4- Syndrome de Wolfram 
5- Ataxie de Friedreich 
6- Chorée de Huntington. 
7- Porphyrie 
8- Dystrophie myotonique 
9- Syndrome de Prader– Willi.             10-Autres 

IV- Diabète gestationne 
 

Tableau 1 : Classification étiologique des diabètes sucrés – [Rodier , 2001]. 
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I I . Facteurs déclenchant le diabète  

 

� L’hérédité : les différents types de diabète peuvent être induits par des facteurs 

héréditaires donc : la génétique à une action sur la présentation du diabète [Bakour  et 

Sioune, 2007]. 

� L’obésité : est définit par un excès de la masse adipeuse qui représente le facteur de 

résistance de l’action d’ insuline le plus fréquent [Bakour  et Sioune, 2007]. 

� Le stress : le stress peut déclencher un diabète chez certaines personnes prédisposées 

génétiquement, il entraine : 

o L’excrétion des catécholamines qui activent la néoglucogenèse et la 

glycogénolyse. 

o L’augmentation de l’ activité de l’hypophyse qui a un effet anti-insuline 

périphérique. Ainsi l’effet du stress sur la glycémie peut varier d’une personne 

à l’autre [Gr ibe et Mersougui, 2009] 

� L’âge : plus l’âge et avancé, plus le risque d’apparition du diabète et important dans la 

population, la sécrétion de l’ insuline par le pancréas s’use chez certaines personne 

[Gr ibe et Mersougui, 2009]. 

� Les facteurs alimentaires : Le diabète peut résulter d’une suralimentation et surtout 

d’un déséquilibre alimentaire, les modifications des habitudes alimentaires, provoquant 

une augmentation des apports caloriques, accroissement de la consommation de graisse 

saturée et de sucre simple ainsi qu’une carence alimentaire favorise l’apparition du 

diabète [Bakour  et Sioune, 2008]. 

� L’ infection virale : le virus Caxsackie B impliqué dans le déclanchement du DID et 

les virus des oreillons et la rubéole dans l’ infection congénitale qui attaque la cellule 

Bêta du pancréas  [Bakour  et Sioune, 2008]. 
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I I I . Le diabète et le stress oxydatif  

 

1. Définition du stress oxydatif  

 

En situation physiologique, il y a un équilibre parfait entre la production des espèces 

réactive de l’oxygéné (ERO) et les systèmes de défense antioxydante (Figure 1) [pincemail et 

al., 1999]. Lorsque l’un des systèmes protectifs de l’organisme contre la toxicité des radicaux 

libres (RL) montre un échec, l’action des radicaux libres devient incontrôlable, ce qui conduit 

à des dommages au niveau des molécules, des cellules, des organes et potentiellement à la 

mort de l’organisme [Durackova, 2008].  

La conséquence des effets nocifs des RL et des métabolites réactifs est dite «stress 

oxydant». Selon les points de vue actuels, le stress oxydant peut être défini comme étant «un 

déséquilibre entre la production et l’élimination des métabolites réactifs de l’oxygène et du 

nitrogène en faveur de leur production conduisant à des dommages potentiels [Durackova, 

2008] et à des dégâts cellulaires irréversibles [Abuja et al., 2001 ; Pincemail et  al., 1999]   

 

  

 

   

 

 

 

Figure 1 : Déséquilibre entre les molécules pro-oxydantes et les systèmes de défenses 

antioxydantes lors du stress oxydant   [Nathalie, 2010]. 

 

2. Or igine du stress oxydant  

 

La rupture de l’équilibre antioxydant-pro-oxydant, lourde de conséquence, peut avoir de 

multiples origines [Favier ,  2003]. En effet, le stress oxydant peut provenir soit : 
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� D’une production endogène massive des  radicaux libres par activation de 

macrophages, de polynucléaires, des cellules endothéliales et de la mitochondrie, ou 

par une exposition à des générateurs environnementaux (soleil, radioactivité, pollution 

atmosphérique, tabac, alcool, médicaments…etc.).  

� D’une défaillance du système antioxydant provoquée, d’une part, par un 

affaiblissement des défenses enzymatiques due d’une carence en cofacteur 

oligoélément ou à une anomalie génétique ou acquise touchant leurs gènes 

correspondant. D’une autre part, cette déficience antioxydante peut aussi être causée 

par une carence en molécules non-enzymatiques antioxydantes surtout celles apportées 

par la nutrition. [Favier , 2006] 

 

3. L es entités oxydantes et leur  production 

Les entités oxydantes sont souvent des radicaux libres, c'est-à- dire des espèces chimiques 

qui possèdent un électron célibataire ou non apparie sur la dernière couche électronique. Cet 

électron célibataire n’est pas compensé ce qui provoque des dérèglements dans leur champs 

magnétique, rendant ainsi ces espèces très instables. Elles vont alors tenter de récupérer 

des électrons sur d’autres molécules comme les substrats biologiques, en les oxydant  

[Delattre, 2005 ; Durackova, 2008]. Il existe majoritairement trois grandes familles d’espèces 

réactives : 

 

� Les espèces réactives de l’oxygène ou ROS (Reactive Oxygen Species), issues de la 

réduction incomplète de l’oxygène, dont le précurseur est l’anion superoxydes O2
-. Il 

est à l’origine de la formation d’autres ROS tel que le peroxyde d’hydrogène H2O2 et 

le radical hydroxyle OH. L’oxygène singulet  O2 est également une entité oxydante. 

� Les espèces réactives de l’azote ou RNS (Reactive Nitrogen Species) qui donnent 

entre autres des peroxynitrites (ONOO-), du monoxyde d’azote NO. et le radical 

pyroxyle (ROO.). 

� Les espèces réactives du chlore ou RCS (Reactive Chlorine Species) comme l’acide 

hypochlorique, HOCl. 
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Enfin, il existe d’autres variétés d’entités oxydantes ou de radicaux, comme par exemple 

l’acide hypobromique HOBr. 

 

4. L es cibles biologiques du stress oxydant 

 

Les entités oxydantes étant très réactives, elles réagissent avec les premières 

molécules qu'elles rencontrent. Elles ont comme cibles les lipides, les acides nucléiques, les 

protéines et les sucres [Beckman et Ames, 1998]. 

� Les lipides 

Les cibles des ROS sont principalement les acides gras polyinsaturés, en raison de la 

présence de nombreuses doubles liaisons, comme l'acide linolénique ou l 'acide 

eicosapentenoïque. Les réactions radicalaires sont à l'origine de la peroxydation lipidique 

qui se traduit in vitro par le rancissement. Le mécanisme radicalaire comporte trois étapes : 

l’ initiation, la propagation et la terminaison [Halliwell et Gutter idge, 1989]. 

� Les acides nucléiques 

Les dommages médiés par le stress oxydant au niveau de l’ADN sont de cinq types : 

l’oxydation des bases, la formation de sites abasiques, d’adduits intra-caténaires, des cassures 

des brins et des pontages ADN-protéines [Cadet et al., 2002]. 

 

� Les protéines  

Les protéines subissent des modifications au cours du stress oxydant, soit sous l'action des 

radicaux libres oxygénés, soit en présence de métaux de transition [Stadtman, 1990 ; 

1993].Il s'ensuit plusieurs types de modifications : fragmentation de la protéine, oxydation 

des chaines latérales des acides amines et formation de liaisons croisées entre deux 

protéines [Bonnefont et al., 2001]. 

Tous les acides aminés peuvent être oxydés ; ainsi la méthionine peut se transformer en 

méthionine sulfoxyde et la tyrosine en nitrotyrosine [Tratner, 2003] 
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� Les sucres 

En présence de métaux, l’oxydation du glucose peut libérer des céto-aldéhydes, du 

peroxyde d’hydrogène (H2O2) et des anions superoxydes (OH.), et entraîner la coupure de 

protéines et leur glycation par attachement du céto-aldéhyde [Wolff et al., 1989] formant un 

dérivé de produit de glycation avance (AGE, Advanced Glycation End product). 

5. Les antioxydants 

L’organisme a développé des systèmes de défense très efficaces contre la production 

des RL. Les molécules contrôlant cette production sont désignées par le terme «antioxydant». 

Du point de vue biologique, les antioxydants sont toutes substances qui, présentes à Faible 

concentration par rapport à celle du substrat oxydable, retardent ou inhibent significativement 

l’oxydation de ce substrat [Abuja et Alber tini, 2001], et dont les Produits de la réaction entre 

l’oxydant et l’antioxydant ne doivent pas être toxiques et ne branchent pas la réaction 

radicalaire [Durackova, 2008]. 

 

5.1.  Classification des systèmes antioxydants 

� Les antioxydants enzymatiques : Les enzymes antioxydants  ont une signification 

négligeable dans l’espace extracellulaire alors qu’ ils jouent un rôle très significatif 

dans l’espace intracellulaire [Durackova, 2008]. On note principalement: les enzymes 

responsables de la dismutation de l’ ion superoxyde, ce sont les superoxydes 

dismutases, les enzymes agissant sur les peroxydes, c’est la catalase, et les glutathion 

peroxydases, ainsi que  les enzymes intervenant dans la protection des protéines à 

fonction thiol, c’est la thiorédoxine comme il est illustré dans (Tableau 2 et Figure 02) 

[Goudable et Favier, 1997] 
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Tableau 02 : Les antioxydants enzymatiques et leurs caractér istiques [Beaudeux et al., 2005] 

Antioxydants 

enzymatiques 
Caractér istiques et réaction catalysée 

Superoxyde dismutase 

SOD : 

- Cu, Zn SOD1 

- Mn SOD2 

- Cu, Zn SOD3 

Appartient à la famille des métallo enzymes, possède trois iso-

enzymes : SOD1, SOD2 intracellulaires et SOD3 

extracellulaire, catalyse la dismutation de l’ ion superoxyde. 

 

La catalase : C’est une enzyme héminique capable de transformer le 

peroxyde d’hydrogène en eau et en oxygène moléculaire. 

2 H2O2→ O2 + 2 H2O 

Les glutathion peroxydases  

GPx sélénium- indépendant 

(GST) : 

GPx sélénium-dépendant 

La GST catalyse les réactions de détoxification des 

xénobiotiques. 

- Présente sous forme de 5 isoenzymes tétramèriques, 

agissant sur les peroxydes d’hydrogène et les 

hydroperoxydes lipidiques par l’ intermédiaire de GSH. 

 

La thiorédoxine TRX -Sélénoprotéine, à activité oxydoréductase, protectrice des 

protéine à fonction thiol 
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Figure 2 : Mode d’action des pr incipaux systèmes enzymatiques antioxydants et de leurs 

cofacteurs métalliques [Nicolosis, 1999] 

 

� Les antioxydants non enzymatiques   

 

� Glutathion 

 

Le glutathion réduit (GSH), réduit le peroxyde d'hydrogène et/ou les peroxydes organiques 

grâce à la réaction catalysée par la glutathion peroxydase (GPx). Il peut aussi réduire les 

radicaux formés par l'oxydation des vitamines E et C, baissant ainsi les niveaux de 

peroxydation lipidique. Le rapport glutathion réduit/glutathion oxydé (GSH/GSSG) est 

souvent utilisé comme un marqueur du stress oxydant car plus le flux d'H2O2 est important, 

plus le glutathion réduit est consommé et le glutathion oxydé augmenté.la glutathion agit 

comme Co-substrat d’enzymes antioxydantes telles que la glutathion peroxydase, glutathion 

réductase et transférase [ravi et al., 2004] 
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� Vitamine E et vitamine C 

 

Les vitamines E (α-tocophérol) et C (acide ascorbique) semblent être des plus importants 

dans la lutte contre le stress oxydant. La vitamine E étant liposoluble, elle se fixe aux 

membranes et peut ainsi séquestrer les radicaux libres empêchant la propagation des réactions 

de peroxydation lipidique [Evans, 2000]. 

 

La vitamine C, hydrosoluble, se trouve dans le cytosol et dans le fluide extracellulaire ; 

elle peut capter directement l’O2
• et l’OH• Elle peut aussi réduire le radical α-tocophérol et 

ainsi permettre une meilleure efficacité de la vitamine E [Evans, 2000]. 

 

� L’acide ur ique 

 

L’acide urique constitue le produit terminal majeur du métabolisme des purines chez les 

primates. Possédant des propriétés antioxydantes, il peut interagir avec les espèces oxygénées 

actives (EOA), et tout particulièrement  avec le radical hydroxyle. Il apparait comme étant 

l’antioxydant plasmatique le plus efficace en termes de réactivité avec les EOA [Durackova, 

2008]     

 

� La bilirubine  

Protection des acides gras libres et de l’albumine contre l’attaque radicalaire. [Beaudeux, 

2005]. 

 

� β-carotènes  

 

Contrôlent efficacement la génération de radicaux libres notamment en captant l’oxygène 

singulet. [Beaudeux, 2005] 
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� Autres molécules antioxydantes 

 

� Les oligo- éléments 

 

Les oligo-éléments, appelés aussi éléments traces sont des éléments métalliques 

indispensables à l’organisme, mais en toute petite quantité. 

 

� Le sélénium 

 

Le sélénium est nécessaire à l’activité de nombreuses sélénoenzymes antioxydantes : GPx, 

TRX…etc. [Baskin, 1994].  

 

� Polyphénols 

Les polyphénols végétaux regroupent une grande variété de composés comprenant entre 

autres les flavonoïdes, les anthocyanes, les tanins, les coumarines, et les phénols. 

Ce sont des composés que l’on retrouve dans les plantes. Depuis quelques années les 

Polyphénols attirent l’attention des chercheurs à cause de leurs propriétés antioxydantes. En 

effet, ils sont capables de piéger des radicaux libres, d’ inhiber la peroxydation lipidique et de 

réduire les radicaux hydroxyles, superoxydes et peroxyles. Ils sont aussi capables de piéger les 

ions  métalliques, car ils ont  des propriétés chélatrices [Delattre, 2005]. 

 

� Le zinc 

 

La prise de zinc conduit à long terme à l’ induction de protéines antioxydantes comme les 

métallothioneines. L’ importance du zinc dans La prévention des effets toxiques dus aux 

radicaux libres est primordiale. En effet, le zinc joue un rôle dans l’activité et le maintien de la 

SOD qui est un piégeur capital des ions superoxydes [Baskin, 1994]. 
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 6. Implication du stress oxydant dans le diabète (Glutotoxicité liée à 

l’hyperglycémie) 

Les mécanismes de la toxicité du glucose au niveau des tissus cibles des complications 

du diabète sont multiples [Benhamou, 1991]. Le glucose exerce son effet toxique et forme des 

ROS par différents mécanismes. Il a été montré chez des rats Goto-Kakizaki (GK), diabétiques 

de type 2, non obèses, une augmentation des marqueurs du stress oxydant suite à une 

hyperglycémie [Nathalie, 2010]. Les mécanismes conduisant à la formation de ROS sont 

notamment, le phénomène d’auto oxydation du glucose, la voie des polyols, la voie de la PKC 

et la glycation des protéines avec formation des produits avances de fin de glycation (AGEs). 

 

IV. Traitement du diabète sucré  

 

Etant donné l’ implication du stress oxydant dans la pathologie diabétique, il est 

intéressant de considérer l’apport potentiellement bénéfique des antioxydants, mais aussi des 

substances limitant l’action cellulaire des AGE (Produits de glycation avancée) jouant un rôle 

dans les complications du Diabète. 

 

1. Les antioxydants  

 

Les études variées ont montré que les vitamines et les suppléments antioxydants peuvent 

aider à diminuer les marqueurs indicatifs du stress oxydant et de la peroxydation lipidique 

chez les sujets et les animaux diabétiques [Rahim, 2005]. Parmi ces antioxydants étudiés avec 

le diabète on note :  

 

� La vitamine E : qui baisse la glycosylation des protéines et l’ insulinorésistance avec 

son effet préventif de l’athérosclérose [Thomas et Stocker , 1999]. 

 

� La vitamine C : qui diminue le taux de l’hémoglobine glyquée et améliore l’action de 

l’ insuline [Nicolosis, 1999]. 
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� Le vanadium : inhibant la peroxydation lipidique au niveau du pancréas [Krzystek-

Korpacka  et al., 2007]. 

 

� Le zinc et le sélénium : qui font augmenter l’activité des enzymes antioxydantes et le 

taux de GSH (Glutathion réduit) dans le foie et le cerveau [Tessier  et al., 2008]. 

 

� les β- carotènes : qui diminuent la susceptibilité des LDL (Lipoprotéine de basse 

densité) à l’oxydation, et améliore les taux de GSH et l’activité des GPx (Glutathion 

Peroxydase) [Oranje et al., 2000 ; Renard et Obberghen, 2006]. 

 

2. Les antidiabétiques :  

 

Généralement, tous ces agents antidiabétiques causent différents effets secondaires qui 

varient selon la classe et la génération du médicament [Mar les et Farnsworth, 1994] oraux 

utilisés dans le traitement du diabète possédant, outre leurs effets normoglycémiants, des 

propriétés antioxydantes et /ou anti AGE [Dey lucey et al., 2002]. 

 

• Les sulfamides hypoglycémiants stimulent la sécrétion d’ insuline par les 

cellules β du pancréas en les sensibilisants a l’action du glucose [Dey et al., 

2002]. 

• Les biguanides classés en deuxième lieu n’agissent pas sur la sécrétion 

insulinique, ce sont des potentialisateurs d’effets de l’ insuline [Sr ivastava et 

al., 1993]. 

 

3. Plantes antidiabétiques : phytothérapie  

Actuellement, des études faites sur des plantes médicinales ont révélé leur effet 

antidiabétique accompagné de leur effet antioxydant élevé, qui semble jouer un rôle 

primordial dans les complications et les lésions des organes associées au diabète [Sr inivasan, 

1997 ; Gupta, 2008], ce qui donne plus d’espoir pour prévenir et/ou guérir le diabète et ses 
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Complications. C’est pour cela les plantes antidiabétiques ont pris un grand intérêt comme 

source énorme d’antioxydant [Halliwell, 2009]. 

V. Diabète expér imental : 

Afin d’étudier l’étiologie de ce diabète et en raison de la gravité de ces nombreuses 

répercussions métaboliques et dégénératives, l’utilisation de modèles expérimentales 

représente autant de voies d’accès dans la compréhension de la genèse et la complication de 

cette pathologie [Duhault, 1997 ; Fröde et Medeiros, 2008]. 

Les études visant la mise au point des modèles adéquats de diabète chez l’animal, 

diabète non insulino-dépendant ont abouti à différents types de modèles obtenus 

essentiellement chez le rat [Cefalu, 2006]. 

 

L’exploitation de ces modèles de diabète apporte des confirmations en faveur de l’ idée 

selon laquelle les anomalies de l’ insulinosécrétion et de la sensibilité à l’ insuline seraient 

secondaires à une réduction plus ou moins marquée de la population des cellules β [Duhault, 

1997 ; Rees et Alcolado, 2005].  

 

L’ installation du diabète chez les modèles animaux se fait par diverses méthodes : 

 

• Diabète induit par des méthodes de génie génétique. [Frȍde et Medeiros, 2008]  

• Diabète induits par le régime alimentaire. [Malaisse et Sener, 2008]. 

• Diabète induit par des substances médicamenteuses (la pentamidine). [Sai et Boillot, 

1983]. 

• Diabète induit par inoculation  des virus. [Rees et Alcolado, 2005]. 

• Diabète induit chirurgicalement. [Shafr ir , 1992]. 

• Diabète induits par des substances chimiques : 

o Diabète induit par l’Alloxane [Lenzen et al., 1996], 

o Diabète induit par la cyclophosphamide [Char lton et Bacely, 1989]. 

o Diabète induit par la Streptozotocine. 
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Diabète induit par  la Streptozotocine :  

 

La Streptozotoine (STZ, 2-deoxy-2-(3-methyl-3-nitrosoureido)-D-glucopyranose) est 

un antibiotique anti-tumoral de synthèse utilisé en chimiothérapie anti-cancéreuse. Ce 

médicament, toxique pour le pancréas endocrine, est indiqué dans le traitement des 

adénocarcinomes métastatiques des îlots de Langerhans. Comme les autres agents alkylants la 

Streptozotocine inhibe l’ initiation de la synthèse de l’ADN et est faiblement active sur la 

synthèse de protéine et de l’ARN. Le mécanisme de l’action diabétogène est encore 

incomplètement connu [Hwang et al., 2005]. 

 

La Streptozotocine induit un diabète chez l’animal non prédisposée. Les mécanismes 

impliqués dans l’agression des cellules β sont toujours sujets à controverse, certains auteurs 

plaident en faveur d’une réaction auto-immune à médiation cellulaire, d’autres en faveur d’une 

toxicité directe provoquant l’ insulite. L’un des mécanismes proposés, suggère l’action de la 

Streptozotocine au niveau de l’ADN, cette dernière traverse la membrane des cellules β via le 

transporteur GLUT 2 et cause l’alkylation de L’ADN. Par la suite, la Streptozotocine induit 

l’activation de la polymérase (ADP-ribose) et la libération de l’oxyde nitrique. Le résultat de 

cette action est la destruction des cellules β par nécrose cellulaire [Mythili et al., 2004]. 

 

VI. Zinc et diabète  

       Le zinc joue un rôle important dans le stockage et la sécrétion de l'insuline [Commbs 

et al., 1971]. Chez l'animal, la carence en zinc induit une diminution de la concentration de 

zinc du pancréas et du chélate insuline – zinc stocké dans les cellules bêta des îlots de 

Langerhans, de la sécrétion d'insuline et augmenterait soit la dégradation de l'insuline 

circulante, soit la résistance des tissus périphériques à l'insuline [Grodsky et Schmid, 1985]. 

La baisse de la sécrétion insulinique pourrait être secondaire à la perte d'appétence 

provoquée par la carence en zinc [Engelbar t et Keif, 1970]. 

Le zinc pourrait également jouer un rôle dans la synthèse de l'insuline. Il participe à la 

polymérisation de l 'insuline au niveau des cellules bêta [Chausmer, 1998]. 
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La carence induirait des modifications structurales de l'insuline. La sécrétion de proinsuline ne 

semble pas être modifiée par la carence en zinc. Le zinc interviendrait enfin dans la fixation de 

l'insuline à son récepteur [Mooradian et Mor ley, 1987]. 

Le zinc pourrait également jouer un rôle dans l’utilisation du glucose par les muscles et les 

cellules adipeux [Song, 1998]. Il intervient au niveau de la voie de la glucolyse, des pentoses, 

de la néoglucogenèse [Riordan et Vallee, 1976]. L’absence ou la carence de ce métal favorise 

les complications du diabète.    

VII . Les plantes sélectionnées     
1. Bêta vulgaris « var. cicla»  

� Présentation et taxonomie  

  Bêta vulgaris «var. cicla», connue sous le nom de « bette à carde » est une espèce du 

Bêta vulgaris de la famille des chénopodiacées tribu des Cyclolobae (située dans les 

Amaranthacées par la classification phylogénétique) (Figure 3). 

Nom commun : bette à cardes, blette, côte de blette, côte de bette, poirée à cardes cette 

plante, dicotylédone, apétale, dériverait de la betterave maritime (actuellement classée comme 

Bêta vulgaris L. subsp. maritima (L.) Arcang) qui est spontanée sur les rivages maritimes en 

Europe. 

   C'est une plante très proche de la betterave. Ce sont en fait des formes dérivées de la même 

sous-espèce. 
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� Systématique 

Règne: Plantae 

Division: Magnoliophyta                                                                                                                             

Classe: Magnoliopsida                                                                                                                                                       

Ordre: Caryophyllales                                                                                                                                                      

Famille: Chénopodiacée                                                                                                                             

Genre: Beta 

Espèce: vulgaris 

Nom vernaculaire : السلق 

 

� Descr iption 

Bette à carde (espèce Bêta vulgaris) est une plante herbacée bisannuelle de légumes 

feuilles cultivés dans de nombreuses régions du monde pour sa disponibilité toute l'année, peu 

coûteux et largement utilisées dans de nombreux plats traditionnels [Gao et al., 2009]. La 

plante est plus robuste et plus facile à cultiver que les épinards et le céleri. Les feuilles de bette 

à carde contiennent des concentrations significatives sur le plan nutritionnel de vitamines A, C 

et B, en calcium, en fer et en phosphore [Pyo et al., 2004]. Chard (Bêta vulgaris L. «var. 

cicla»: Chenopodiaceae) a indiqué avoir des propriétés hypoglycémiques [Bolkent et al., 

2000]. Ces espèces sont utilisées comme un remède folklorique populaire pour le foie et les 

reins, pour la stimulation des systèmes immunitaires et hématopoïétiques, et comme un régime 

spécial dans le traitement du cancer [Kanner  et al., 2001].  

 

L’études phytochimiques de blettes ont révélé la présence de certains acides gras 

(acides palmitique, stéarique, oléique, linoléique et linolénique), des phospholipides, des 

glycolipides, des polysaccharides, l'acide ascorbique, l'acide folique, de la pectine, des 

saponines, des flavonoïdes, des acides phénoliques [Bolkent et al., 2000], des bétalaïnes 

[Kugler  et al., 2004] et de l’épigénies [Gao et al., 2009]. 

 

 

    

Figure 3: Bêta vulgaris [Pr ise Personelle ]. 
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2. Ruta chalepensis  

       Ruta chalepensis est une plante aromatique, appartenant à la famille des rutacées, appelée 

communément par la population locale « Fidjel ».  

      La rue est une plante  médicinale encore utilisée dans la médecine traditionnelle de 

nombreux pays comme laxatif, anti-inflammatoire, analgésique, antispasmodique, abortif, 

antiépileptique, emménagogue et pour le traitement de pathologies cutanées. 

 

C’est une espèce méditerranéenne, relativement commune dans toute l’Algérie 

septentrionale [Baba Aissa, 1999], au nord-est de l’Afrique, sud de l’Europe et le sud-ouest de 

l’Asie [Mioulane, 2004]. 

Appelée aussi: Ruta angustifolia / Ruta graveolens var. angustifolia [Duke et al., 2008]. 

La rue est citée sous le terme de سذاب  sadzab par Abdulbasset et Abde Tawab, 2008, elle est 

aussi dite en berbère: أورمي aouermi, Issel, Issin [Baba Aissa, 1999]. Autres noms sont 

indiqués par Duke et al en 2008: Al Shathap   الشذاب , Bou Ghans, en grec : Pigam, zent. 

� Systématique:    [Bonnier , 1999 ; Wiar t, 2006; Takhtajan, 2009] 

 

Règne : Plantae 

Sous règne : Tracheobionta (plantes vasculaires) 

Super division : Spermatophyta (plantes à graine) 

Division : Magnoliophyta (plantes à fleurs) 

Sous division : Angiospermae 

Classe : Magnoliopsida (dicotylédons) 

Sous classe : Rosidae 

Super ordre : Rutanae 

Ordre : Sapindales 

Famille : Rutaceae 

Genre : Ruta 

Espèce : chalepensis 

 

 

Figure 4 : Ruta chalepensis  [Pr ise Personelle ]. 
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� Descr iption botanique 

 

    La rue d’Alep, plante herbacée à tige ligneuse à la base, pouvant atteindre 1 m [Baba Aissa, 

1999]. Les feuilles de 6 à 12 cm de long, sont aromatiques, ovales, larges, pennatiséquées, 

bleu-vert, elles présentent de nombreux lobes oblongs, lancéolés ou aborales. En été, 

s’épanouissent des fleurs de 1 à 2 cm de diamètre, en coupe, de couleur jaune foncé, portant 

quatre ou cinq pétales frangés de longs poils. Elles sont réunies en cymes lâches [Mioulane, 

2004]. (Figure 4)                                                                             
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Matériels et Méthodes

I. Partie végétale

1. Matériels

1.1. Matériel végétal

La partie aérienne (les feuilles et les tiges) a été récoltée au mois de décembre 2012

au niveau de deux régions :

- La région de hadjar Mangoube sud de la wilaya de Guelma pour Rûta

chalepensis.

- la région d’El Nadhour wilaya de Guelma pour Bêta vulgaris «var. cicla».

Après une identification botanique par le professeur ZAAFOUR (faculté des

sciences, département de biologie – Université Badji Mokhtar, Annaba). Les deux plantes

sont nettoyées puis mis à sécher à température ambiante dans un endroit aéré à l’ombre.

Le broyat va constituer la matière sèche qui va servir à la préparation de l’extrait

méthanolique.

Localisation de la récolte [google Earth]

Bêta vulgaris Rûta chalepensis

Nord : 36°27'16.79"N Nord : 36°24'26.02"N

Sud : 36°25'16.48"N Sud : 36°20'56.30"N

Est : 7°38'6.92"E Est : 7°29'17.41"E

Ouest : 7°35'30.84"E Ouest : 7°24'56.98"E

2. Méthodes :

2.1. Etude phytochimique :

2.1.1. Préparation de l’extrait méthanolique:

L’extrait méthanolique est préparé selon la méthode de [Markhan, 1982]. 250 g de la

poudre de Bêta vulgaris et Ruta chalepensis est débarrassé des cires et des lipides par trois

lavages successifs de 24 heures par l’éther de pétrole puis filtré à chaque fois. Le résidu est

débarrassé de la chlorophylle par trois lavages successifs de 24 heures par le chloroforme.

L’extraction s’effectue par macération de 24 heures dans le méthanol (85%) suivie d’une

filtration. Cette procédure est répétée pendant trois fois.
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Les trois filtrats récupérés sont mélangés et évaporés dans un rotavapor (Bûchi) à

40°C puis lyophilisés. Le lyophilisat est pesé pour calculer le rendement de l’extraction

(Figure 5).

2.1.2. Tests préliminaires de la composition chimique

 Alcaloïdes

Introduire10 g de poudre végétale séchée dans un erlenmeyer de 250 ml, ajouter 50

ml de H2So4 à 10 %. Après agitation pendant 30 minutes, laisser macérer 24 heures à la

Matière sèche (250 g)

Poudre

Figure 5 : Protocole de l'extraction (extrait méthanolique)

SédimentFiltrat

Filtrat Sédiment

Evaporation

Solution de l’extrait

Lyophilisation

Récupération du méthanol

Extrait méthanolique

Délipidation

Lavage par le Chloroforme 03 fois 24h +
Filtration

Dépigmentation

Broyage

Lavage par éther de pétrole  (03 fois 24
heures) + Filtration

Macération méthanol 03 fois 24
heures + Filtration
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température du laboratoire, puis filtré sur papier filtre. Ensuite, compléter le filtrat à 50 ml

avec de l’eau distillée.

Introduire 1 ml de filtrat dans un tube à essais puis ajouter 5 gouttes de réactif de

Mayer. La présence d’alcaloïdes est indiquée par la formation d’un précipité blanc

jaunâtre.[Edeoga1 et al., 2005].

 Tanin

Dans un Erlenmeyer, disperser 5 g de poudre dans 100 ml d’eau bouillante. Après

infusion pendant 15 mn, filtrer  et compléter le filtrat à 100 ml avec de l’eau distillée.

Introduire 5 ml d’infusé à 5 % dans un tube à essais, puis ajouter 1 ml de solution

aqueuse de FeCl3 à 1 %. En présence de tanin, il se développe une coloration verdâtre ou

bleu noir [Edeoga1 et al., 2005].

 Flavonoïdes

Macérer 10g de la poudre sèche dans 150 ml d’HCl dilué à 1% pendant 24h, filtrer

et procéder au test suivant : prendre 10 ml du filtrat, rendu basique par l’ajout du NH4OH à

(10%) en utilisant le pH mètre.

Un test positif est révélé par l’apparition d’une couleur jaune dans la partie supérieure

de tube à essai [Edeoga1 et al., 2005].

 Saponosides

Porter à ébullition 100 ml d’eau distillée dans un erlenmeyer de 250 ml puis

ajouter 1g de la poudre ensuite maintenir une ébullition modérée pendant 15 mn. Après

filtration, ajuster le filtrat à 100 ml.

Remplir 1ml du décocté à 1 % préparé dans un tube à essais et ajuster le volume à 10

ml avec de l’eau distillée. Ensuite, agiter le tube. Pour confirmer la présence de

saponosides, il faut qu’une mousse apparaît après avoir laisser au repos pendant 15 minute

le tube à essais [Karumi et al., 2004].
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 Composés réducteurs

Mettre 5 ml de décocté aqueux à 10% dans un bécher de 100ml, et évaporer à sec

au bain-marie, puis ajouter 1 ml de réactif de Fehling (0,5 ml de réactif A et 0,5 ml de

réactif B) la présence de composés réducteurs est indiquée par la formation d’un précipité

rouge brique [Karumi et al., 2004].

 Oses et holosides

Introduire les 5 ml de décocté aqueux à 10% au résidu obtenu dans un bécher de

100ml et évaporer à sec au bain-marie, 2 à 3 gouttes de H2So4 (>99%) concentré et après 5

minutes, additionner 03 à 04 gouttes d’éthanol. Le développement d’une coloration rouge

révèle la présence d’oses et holosides [Karumi et al., 2004].

 Mucilages

Introduire 1 ml du décocté à 10 % dans un tube à essai et ajouté 5 ml d’éthanol

absolu. Après une dizaine de minutes, l’obtention d’un précipité floconneux par mélange,

indique la présence de mucilages [Karumi et al., 2004].

2.1.3. Séparation et identification par chromatographie sur couche mince

(C.C.M)

C’est une méthode  rapide de contrôle dont l’adsorbant ou phase stationnaire est

constitué d’une couche mince et uniforme, de 0,25 mm d’épaisseur, de silice  séchée,

finement pulvérisée  et appliqué sur un support approprié (feuille d’aluminium ou de

verre).

La phase mobile ou éluant se propage à la surface de la plaque par capillarité.

Phase stationnaire

Des plaques de silice Kieselgel 60F254 de 0,2 mm d'épaisseur (Merck) ont été employées

pour la chromatographie sur couche mince en phase normale.

Phase mobile :

Solvant:

Acétate d’éthyle - méthanol - eau distillée aux Proportions de : (100V : 135V : 10V).

- Dépôts de la solution à tester
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 Déposer 8µl de chaque extrait sur la plaque à l’aide d’un capillaire.

 Déposer 8 µl de  quercétine (la référence standard).

- Migration

Introduire la plaque dans la cuve à chromatographie contenant l’éluant approprié.

La phase mobile parcourt alors la phase stationnaire provoquant ainsi une succession de

partage des constituants entre les deux phases, ce qui permet une séparation des

constituants entre les deux phases.

- Révélations

Pour révéler les taches de substances sur la plaque, on utilise soit la détection UV,

soit la Ninihydrine [Oomah, 2003].

Après évaporation de l'éluant, les plaques sont pulvérisées par la Ninhydrine.

Ces tests sont en relation avec l’intensité du précipité, de turbidité et la coloration est

proportionnelle à la quantité de la substance recherchée.

Ainsi :

- Une réaction franchement positive est représentée par : +++.

- Une réaction moyennement positive est représentée par : ++.

- Une réaction faiblement positive est représentée par : +.

- L’absence de la substance est représenté par : ‒.

Les réactions de caractérisation ont permis de mettre en évidence plusieurs groupes

chimiques.

2.1.4. Analyse de l’extrait méthanolique de Bêta vulgaris et Ruta chalepensis :

 Dosage des polyphénols

La teneur en composés phénoliques des deux extraits de Bêta vulgaris et Ruta

chalepensis (EMBV et EMRC) a été estimée par la méthode de Folin-ciocalteu selon [Li et

al., 2007] basée sur la réduction en milieux alcalin de la mixture phosphotungstic (WO4
-2)

phosphomolybdic (MoO4
-2) du réactif de Folin par les groupement oxydables des
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composés polyphénoliques, conduisant à la formation de produits de réduction de couleur

bleue. Ces derniers présentent un maximum d’absorption dont l’intensité est

proportionnelle à la quantité de polyphénols présents dans l’échantillon [Georgé et al.,

2005]. Brièvement, 1 ml de réactif de Folin (dilué 10 fois) est ajouté à 200 μl d’échantillon

ou de standard (préparés dans le méthanol) avec des dilutions convenables, Après 4 min,

800 μl d’une solution de carbonate de sodium (0,75%) sont additionnés au milieu

réactionnel. Après 2 heures d’incubation à température ambiante l’absorbance est mesurée

à 765nm.

La concentration des polyphénols totaux est calculée à partir de la droite

d’étalonnage établie avec l’acide gallique (0-200 µg/ml) et est exprimée en mg

d’équivalent d’acide gallique par gramme d’extrait (Figure 6).

Figure 6 : Droite d'étalonnage de l'acide gallique.

 Dosage des flavonoïdes

L’évaluation quantitative des flavonoïdes dans les deux extraits selon la méthode

du trichlorure d’aluminium [Bahorun et al., 1996]. Brièvement, les échantillons sont

préparés par la dissolution de 1mg (extrait) / ml (méthanol). 1 ml de chaque échantillon est

ajouté 1 ml de la solution d’AlCl3 (2%, dans le méthanol). Dix minutes après le début de la

réaction, l’absorbance est lue à 430 nm.
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Une gamme étalon est établie séparément avec la quercétine (0-40 µg/ml) (Figure 7)

pour calculer la concentration des flavonoïdes dans chaque extrait. Les résultats du dosage

sont exprimés en milligramme d’équivalent de quercétine par gramme de lyophilisat.

Figure 7: Droite d’étalonnage de la quercétine.

 L’évaluation de l’activité anti-oxydante : Piégeage du radical libre

DPPH (2,2-diphényle-1-picrylhydrazyl)

Pour étudier l’activité antiradicalaire des deux extraits, nous avons opté pour la

méthode qui utilise le DPPH comme un radical libre relativement instable qui absorbe dans

le visible à la longueur d’onde de 515 à 520 nm. Le test consiste à mettre le radical DPPH

(de couleur violette), en présence des molécules dites anti oxydantes afin de mesurer leur

capacité à le réduire. La forme réduite (diphénylpicryl-hydrazine: de couleur jaune)

n’absorbe plus à 515 nm, ce qui se traduit par une diminution de l’absorbance [Sanchez-

moreno, 2002].

Selon le protocole décrit par Mansouri et al. en [2005]. La solution de DPPH est

préparée par solubilisation de 2,4 mg de DPPH dans 100 ml de méthanol (6x10-5 M). 25 μl

des solutions d’extraits ou standard (acide ascorbique) sont ajoutés à 975 μl DPPH, le

mélange est laissé à l’obscurité pendant 30 min et la décoloration par rapport au contrôle

négatif contenant la solution de DPPH et du méthanol est mesurée à 517 nm. L’activité

antiradicalaire est estimée selon l’équation ci-dessous :

y = 0,0049x + 0,0034
R² = 0,9967
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% d’activité antiradicalaire =( ô ) ( é )( ô ) ×
L’activité antioxydante de l’EMBV et l’EMRC vis-à-vis du radical DPPH a été évaluée

spectrophotométriquement en suivant la réduction de ce radical qui s’accompagne par son

passage de la couleur violette à la couleur jaune mesurable à 517 nm.

Figure 08: Réaction d’un antioxydant avec le radical DPPH.

Pour l’évaluation de cette activité, on a préparé une gamme de dilutions allant de 0 à 2

mg/ml pour l’acide ascorbique et des deux EM.

Les différentes densités optiques ont permis de tracer pour chaque extrait, une courbe

d’allure exponentielle, ce qui signifie l’existence d’une relation proportionnelle entre le

pourcentage de réduction du radical libre et la concentration de l’extrait dans le milieu

réactionnel.

Calcul des IC50

IC50 (concentration inhibitrice de 50 %), aussi appelée EC50 (Efficient

concentration 50), est la concentration de l’échantillon testé nécessaire pour réduire 50%

de radical DPPH.

Les IC50 sont calculées graphiquement par des pourcentages d’inhibition en

fonction de différentes concentrations des extraits testées [Torres et al, 2006].

N.B : L’acide ascorbique est utilisé comme contrôle positif.
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II. Partie Biologique

1. Matériel

1.1. Matériel animal

 Cette étude a été réalisée sur des rats males Wistar albinos âgés de 2.5 à 3 mois

et dont le poids varie de 120 à 200 gramme et des souris albinos dont le poids varie de 20g

à 40g. Les rats et les souris sont maintenus dans l'animalerie de département des sciences

de la nature et de la vie de l’université 08 mai 1945 – Guelma, où règne une température

ambianteet un éclairage qui varie selon un rythme circadien. Les animaux ont accès à

volonté à la nourriture et à la boisson.

2. Effets des extraits méthanoliques de Bêta vulgaris et Rûta chalepensis

2.1. Le test de toxicité

Afin d’éviter tout éventuel risque de toxicité lors des tests biologiques, il était

nécessaire de réaliser des essais de toxicité. Pour cela, six doses des deux  extraits

méthanoliques de Bêta vulgaris et Ruta chalepensis ont été testées sur des lots de cinq

souris de poids homogène. Les doses de ; 100, 250, 500, 1000,2000 et 5000 mg/kg sont

administrées par voie orale (gavage).  Les souris sont misent à l’observation continue durant

72h concernant les symptômes de toxicité, le changement de comportement et la mortalité

[Litchfield et Wilcoxon, 1949].

2.2. Test de l’activité hypoglycémiante sur des rats normo-glycémiques

Afin de tester l’activité hypoglycémiante des deux extraits méthanoliques Bêta

vulgaris et Ruta chalepensis une dose de 500 mg/kg est administrée per os aux souris

normo-glycémiques étaient à jeun depuis 16 heures. A l’aide d’un glycomètre, la glycémie

est déterminée immédiatement après l’administration de l’extrait (t0), puis après 1, 2 et 3

heures. Le pourcentage de la variation de la glycémie par rapport à la glycémie initiale (t0)

est calculé chaque heure pendant 3 heures. Des souris traitées avec 10 ml/kg d’eau

physiologique à 0.9% sont utilisés comme contrôles.
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2.3. Test de l’activité anti-hyperglycémiante

Afin de tester l’activité anti-hyperglycémiante et de choisir une dose à effet

remarquable des deux extraits méthanolique Bêta vulgaris et Ruta chalepensis, on a évolué

l’effet anti-hyperglycémiant de trois doses croissantes 100, 250, 500 mg/kg pendant trois

heures.

 Induction de l’hyperglycémie : L’hyperglycémie est provoquée par

l’administration de glucose aux souris à raison de 4 g/kg per os selon la méthode de

[N’Diaye et al., 2008].

 Protocole du traitement des souris : Pour ce test, un total de 40 souris répartis en

huit lots de cinq souris est traité ainsi :

Lot1 : Représente le groupe contrôle qui reçoit 10 ml/kg d’eau physiologique (EP) per os +

4g/kg de glucose après 90 minutes.

Lot2 : Reçoit 2.5 mg/g de médicament (glibenclamide) +  4g/kg de glucose après 90

minutes.

Lot3: Reçoit 100mg/10 ml/kg de EMBV per os + 4g/kg de glucose après 90 minutes.

Lot4: Reçoit 250mg/10 ml/kg de EMBV per os + 4g/kg de glucose après 90 minutes.

Lot5: Reçoit 500mg/10 ml/kg de EMBV per os + 4g/kg de glucose après 90 minutes.

Lot6 : Reçoit 100mg/10 ml/kg de EMRC per os + 4g/kg de glucose après 90 minutes.

Lot7 : Reçoit 250mg/10 ml/kg de EMRC per os + 4g/kg de glucose après 90 minutes.

Lot8 : Reçoit 500mg/10 ml/kg de EMRC per os + 4g/kg de glucose après 90 minutes.

La glycémie des huit lots est évoluée à l’aide d’un glycomètre sur un intervalle de 60

minutes pendant trois heures.

3. L’étude sur les rats diabétiques

3.1. Induction du diabète sucré chez les rats

Le diabète sucré est induit chez des rats maintenus à jeun pendant une nuit par une

injection intrapéritonéale unique d’une solution de streptozotocine à raison de 50 mg/kg.

La solution de la streptozotocine est fraîchement préparée dans une solution froide de

tampon citrate 0,01M (pH 4,5).
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La streptozotocine est capable d’induire une hypoglycémie fatale résulte d’une

sécrétion pancréatique massive de l’insuline [Palsamy et Subramanian, 2008]. Après

l’administration de la streptozotocine et pour prévenir son effet fatal, les rats reçoivent une

solution glucosée à 5 % pendant 48 heures. Généralement, le diabète se stabilise chez les

rats après trois jours de l’injection. Après 72 heures de l’administration de la STZ, la

glycémie est mesurée à jeun à l’aide d’un glucomètre [Chandra A et al., 2007]. Les rats

qui ont montré une glycémie supérieure à 200 mg/dl ont été sélectionnés [Singh N et al.,

2005] et répartis en cinq groupes représentant les groupes diabétiques.

3.2. La préparation de la nourriture

La préparation de la nourriture et basée sur les matières premières mentionnées dans le

Tableau 3 selon la méthode suivante :

 Peser chaque métal seul et le broyer.

 Peser et mélanger les autres élémentaires (mais, saccharose, cellulose, protéines et

les vitamines) pendant  minutes.

 Ajouter les métaux avec les pourcentages mentionnés dans le tableau (4 et 5).

La nourriture préparée est repartie en deux parties, ajouter le zinc dans la première

partie (régime alimentaire normal) et la deuxième partie reste sans zinc (régime alimentaire

pauvre en zinc).

 Ajouter la quantité adéquate de l’huile de mais dans chaque partie et mélanger

pendant 15 minutes [HAMDIKEN, 2009].

Tableau 3: Composition de la nourriture [Southon et al., 1984]

les matières premières la quantité (g/kg nourriture) le pourcentage (%)

Mais 326 32,6

Saccharose 326 32,6

Protéines 168 16,8

Cellulose 40 4

Métaux 40 4

Vitamines 20 2

l'huile de mais 80 8
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Tableau 4: La quantité des métaux [Southon et al., 1984].

Le métal Qtt mg/ Kg de nutrition

ZnCO3 100

FeSO4 144

CuSO4, 5H2O 23

KIO3 1

MnSO4, H2O 180

Tableau 5: La quantité des autres métaux [Southon et al., 1984].

Le métal Qtt g/ Kg de nutrition

CaHPo4 13

Na2HPo4 7,4

CaCO3 8,2

KCl 7,03

MgSO4, H2O 4

3.3. Traitement des animaux

Les  40 rats sont répartis en huit lots égaux (05 rats /lot) :

 Lot 1 : Rats non diabétiques sous un régime alimentaire normal traités par 10 ml/Kg

de l’eau physiologique.

 Lot 2 : Rats diabétiques sous un régime alimentaire normal traités par 10 ml/Kg de

l’eau physiologique.

 Lot 3 : Rats diabétiques sous à un régime pauvre en zinc traités par 10 ml/Kg de

l’eau physiologique.

 Lot 4 : Rats diabétiques sous un régime alimentaire pauvre en zinc traités pas

Glibenclamide 2,5 mg/kg. [SCHORDERET et al., 1988].

 Lot 5 : Rats diabétiques sous un régime alimentaire pauvre en zinc traités par l’EM

Rûta chalepensis 500 mg/kg.
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 Lot 6 : Rats diabétiques sous un régime alimentaire pauvre en zinc traités par l’EM

Bêta vulgaris 500 mg/kg.

 Lot 7 : Rats non diabétiques sous un régime alimentaire normal avec traitement par

l’EM Rûta chalepensis 500 mg/kg.

 Lot 8 : Rats non diabétiques sous un régime alimentaire normal avec traitement par

l’EM Bêta vulgaris 500 mg/kg.

Le traitement a été effectué par gavage pendant 21 jours.

3.4.Prélèvement sanguin

Les prélèvements sanguins se font après sacrifice à la fin du traitement (21émejour).

Les échantillons sanguins sont recueillis dans des tubes héparinés, puis centrifugés à 3000

tours/minutes pendant 10 minutes. Le plasma est séparé en deux ou trois fractions dans des

tubes Eppendorf, puis mis à (-20°C) jusqu’ au moment du dosage des paramètres

biochimiques.

3.5. Prélèvement des organes

Le pancréas est prélevé après la dissection des rats, puis débarrassés de leur tissus

adipeux dans une solution de chlorure de sodium (NaCl) à 0,9%, puis conservé dans une

solution de formol 10% jusqu’au moment de réalisation des coupes histologiques.
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40 Rats répartis en 8 lots (5 Rats par lot)

Lot 1

N

Lot 8

N+B

Lot 2

DN

Lot 5

D+R-
Zn

Lot 4

D+
Med-
Zn

Lot 6

D+B-
Zn+

Lot 7

N+R

Traitement pendant 21 jours

Décapitation

Tubes Héparines :
 Dosage Biochimique :

- Glycémie.
- Triglycéride.
- Cholestérol.
- Urée.
- Acide urique.
- Créatinine.

Récupération du sang Prélèvement des organes

Etude Histologique

Le pancréas est conservé
dans du formol a 10%.

Induction du diabète avec la
streptozotocine 50mg/kg

Figure 9: Schéma récapitulatif du Protocole expérimental

Lot 3

D-Zn
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II.4. Dosage biochimique :

4.1. Dosage de glucose : selon la fiche technique Spinreact

a- Principe :

Le glucose est mesuré après une oxydation enzymatique en présence du glucose

oxydase. Le peroxyde d’hydrogène formé réagit grâce à l’action catalytique d’une

peroxydase, avec un phénol et la 4- amino- phénazone pour former un composé rouge

violet de quinonéimine qui sert d’indicateur coloré, selon les réactions suivantes [Kaplan,

1984; Trinfer, 1969] :

B-D- Glucose + O2 + H2O Acide gluconique + H2O2

2H2O2+ phénol + 4- aminophénazone Quinonéimine + 4 H2O

b- Echantillon : Sérum

c- Les réactifs utilisés :

Réactifs Composition Concentration

Réactif (R1)

Tampon

TRIS pH 7,4

Phénol

92 m mol/ L

0,3 m mol/ L

Réactif (R2)

Enzymes

Glucose oxydase (GOD)

Peroxydase (POD)

4- aminophénazone (4- AP)

15000 U/L

1000 U/L

2,6 m mol/ L

Etalon Glucose 100/dl

d- Mode opératoire :

Blanc Etalon Echantillon

Réactif (ml) 1,0 1,0 1,0

Etalon (µl) - 10 -

Echantillon (µl) - - 10

-Mélanger et incuber pendant 10 min à 37°C.

-Lire l’absorbance optique à 500 nm de l’étalon et de l’échantillon contre le blanc dans

les 30 minutes.

GOD

POD
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e- Calcul :

La concentration du glucose plasmatique est calculée par la formule suivante :

[Glucose] (mg/dl) =
étalonA

néchantilloA

)(

)( x 100 (concentration de l’étalon)

4.2. Dosage de cholestérol : selon la fiche technique Spinreact

a- Principe :

Le cholestérol présent dans l’échantillon forme un complexe coloré selon les

réactions suivantes [Naito, 1984; Meiattini, 1978] :

Cholestérol ester + H2O Cholestérol + Acides gras

Cholestérol + O2 4- Cholésténone + H2O2

2H2O2 + Phénol + 4- Aminophénazone             Quinoneimine + 4 H2O

b- Echantillon : Sérum

c- Les réactifs utilisés :

Réactifs Composition Concentration

R1

Tampon

PIPES     pH 6,9

Phénol

90 m mol/ L

26 m mol /L

R2

Enzymes

Cholestérol estérase (CHE)

Cholestérol oxydase (CHOD)

Peroxydase (POD)

4- Aminophénazone (4- AP)

300 U/L

300 U/L

1250 U/L

0,4 m mol/ L

Etalon Cholestérol 200 mg/ dl

POD

Cholestérol

Oxydase

Cholestérol

Estérase
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Préparation du réactif de travail (RT) :

Dissoudre le contenu du réactif R2 dans la fiole du réactif R1.

Mélanger bien et doucement jusqu’à la dissolution complète. Ce réactif est stable 4 mois à

2-8°C ou 40 jours à 15-25°C.

d- Mode opératoire :

Blanc Etalon Echantillon

RT (ml) 1,0 1,0 1,0

Etalon (µl) - 10 -

Echantillon (µl) - - 10

-Mélanger et incuber les tubes pendant 10 min à la température ambiante.

-Lire l’absorbance (A) de l’échantillon et de l’étalon à 505 nm contre le blanc, la

couleur est stable pendant une heure.

e- Calcul :

[Cholestérol] (mg/dl) =
étalonA

néchantilloA

)(

)( x 200 (concentration de l’étalon).

4.3. Dosage des triglycérides : selon la fiche technique Spinreact

a- Principe :

Les triglycérides sont déterminés après une hydrolyse enzymatique par les lipases.

L’indicateur est une quinone formée d’après les quatre réactions suivantes[Buccolo, 1973 ;

Fossati, 1980] :

Triglycérides + H2O Glycérol+ Acide gras libres

Glycérol + ATP                                     Gl Glycérol -3- phosphate + ADP

Glycérol -3-P+O2 Dihydroxyacétone- P+ H2O2

Lipoprotéine

Lipase

Glycérol kinase

Glycérol-3-P

Oxydase
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H2O2 + 4-AP+ P- Chlorophénol                Quinone + H2O

b- Echantillon : Sérum

c- Les réactifs utilisés :

Réactifs Composition Concentration

R1

Tampon

GOOD    pH 7,5

P- chlorophénol

50 m mol/L

2 m mol/ L

R2

Enzymes

Lipoprotéine Lipase  (LPL)

Glycérol kinase     (GK)

Glycérol-3- P- Oxydase    (GPO)

Peroxydase

4-Aminophénazone   (4-AP)

ATP

150000 U/L

500 U/L

2500 U/L

440U/L

0,1 m mol/ L

0,1 m mol/ L

Etalon Triglycérides 200 m mol/L

Préparation du réactif de travail (RT) :

- Dissoudre le contenu du réactif R2 dans la fiole de réactif R1.

- Mélanger bien la solution jusqu’elle devient homogène. Ce réactif est stable

pendant 6 semaines à 2-8°C ou une semaine à la température ambiante.

d- Mode opératoire :

Blanc Etalon Echantillon

RT (ml) 1,0 1,0 1,0

Etalon (µl) - 10 -

Echantillon (µl) - - 10

- Mélanger et incuber les tubes pendant 10 min à 15-25°C.

- Lire l’absorbance (A) de l’échantillon et de l’talon contre le blanc à 505 nm

dans les 30 minutes.

POD
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e- Calcul:

[Triglycérides] (mg/dl) =
étalonA

néchantilloA

)(

)(
x 200

4.4. Dosage de l’acide urique : selon la fiche technique Spinreact

a- Principe :

L’acide urique présent dans l’échantillon donne selon les réactions décrites ci-

dessous un complexe coloré : quinoneimine où l’intensité de la couleur formée est

proportionnelle à la concentration de l’acide urique plasmatique[Fossati, 1980 ; Schultz et

al., 1984].

Acide urique + 2H2O + O2 Allontoine + CO2+ 2H2O2

2H2O2+ 4-AP+ DCPS Quinoneimine + 4H2O

b- Echantillon : Sérum

c- Les réactifs utilisés :

Réactifs Composition Concentration

R1

Tampon

Phosphate    pH 7,4

2-4 Dichlorophénol sulfonate (DCPS)

50 m mol/ L

4 m mol/ L

R2

Enzymes

Uricase

Peroxydase    (POD)

Ascorbate oxydase

4- Aminophénazone (4- AP)

60 U/L

660 U/L

200 U/L

1 m mol/ L

Etalon Acide urique 6 mg/dl

Préparation du réactif de travail (RT) :

- Dissoudre le contenu du réactif R2 dans la fiole du réactif R1.

- Mélanger bien et doucement jusqu’à la dissolution complète. Ce réactif est

stable pendant un mois à 2-8°C ou 10 jours à 15-25°C.

Uricase

POD
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d- Mode opératoire :

Blanc Etalon Echantillon

RT (ml) 1,0 1,0 1,0

Etalon (µl) - 25 -

Echantillon (µl) - - 25

- Mélanger et incuber les tubes pendant 10 min à la température ambiante.

- Lire l’absorbance (A) de l’échantillon et de l’talon à 520 nm contre le blanc

dans les 30 minutes.

e- Calcul :

[Acide urique] (mg/dl) =
étalonA

néchantilloA

)(

)( x 6(concentration de l’étalon)

4.5. Dosage de l’urée : selon la fiche technique Spinreact

a- Principe :

La technique utilisée pour la détermination du taux de l’urée est la méthode

cinétique utilisant l’uréase selon les réactions suivantes[Kaplan, 1984] :

Urée + H2O + 2H+ 2 NH3+ CO2

2NH3+ α - cétoglutarate + NADH H2O+ NAD+ + L- Glutamate

La concentration de l’urée plasmatique est proportionnelle à la disparition du NADH+.

b- Echantillon : Sérum

c- Les réactifs utilisés :

Réactifs Composition Concentration

R1

Tampon

TRIS    pH 7,8

α- cétoglutarate

80 m mol/ L

6 m mol/ L

Etalon Uréase

Glutamate déshydrogénase GLDH

NADH

3750 U/L

6000 U/L

0,32 m mol/ L

Réactif optionnel Urée 50 mg/ dl

Uréase

GLDH
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Préparation du réactif de travail (RT) :

- Dissoudre le contenu du réactif R2 dans la fiole du réactif R1.

- Mélanger bien jusqu’à la dissolution complète. Ce réactif préparé est stable

pendant 6 semaines à 2-8°C ou une semaine à 15-25°C.

d- Mode opératoire :

Blanc Etalon Echantillon

RT (ml) 1,0 1,0 1,0

Etalon (µl) - 10 -

Echantillon (µl) - - 10

- Agiter bien les tubes et lire l’absorbance après 30 secondes (A1) et après 90

s (A2) à la longueur d’onde 340 nm.

e- Calcul :

[Urée plasmatique] (mg/dl) =
étalon

néchantillo

)(

)(




x 50

4.6. Dosage de la créatinine : selon la fiche technique Spinreact

a- Principe :

La créatinine présentée dans l’échantillon réagit avec le picrate en milieu alcalin

pour donner un complexe dans des périodes initiales courtes en évitant ainsi l’interférence

d’autre composé[Murray et Kaplan, 1980].

b- Echantillon : Sérum

c- Les réactifs utilisés :

Réactifs Composition Concentration

R1 Acide picrique 17,5 m mol/ L

R2 Hydroxyde de sodium 0,29 m mol/ L

Etalon Créatinine 2 mg/ dl

Préparation du réactif de travail (RT) :

- Mélanger des volumes égaux des réactifs R1 et R2. Ce réactif de travail est

stable 10 jours à 15-25°C.
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d- Mode opératoire :

Blanc Etalon Echantillon

RT (ml) 1,0 1,0 1,0

Etalon (µl) - 100 -

Echantillon (µl) - - 100

- Mélanger bien puis lire l’absorbance après 30 sec (A1) et après 90 sec (A2)

à la longueur d’onde 492 nm.

e- Calcul :

[Créatinine] (mg/dl) =
blancétalon

blancéch




x 2

5. Etude histologique

Les coupes histologiques du pancréas ont été réalisées suivant la technique classique

du Houlot.

Pour chaque rat, on prélève un fragment du pancréas de 0,5 cm3, ces fragments sont

mis directement dans du formol, fixateur couramment utilisé. Puis ces morceaux sont

retirés et coupés à l’aide du couteau tranchant à fin de réaliser des prélèvements pour

l’étude histologique avec une surface de 1-2 cm2 et une épaisseur proche de 1,5 mm. Les

pièces obtenues sont alors mis dans des cassettes spéciales à parois tournées afin de

permettre le passage des liquides.

 Déshydratation

Les échantillons sont ensuite déshydratés pendant 12 heures au minimum pour

éliminer l’eau des tissus, cette opération nécessite le passage du tissu dans des bains

d’éthanol de concentration croissante (70%, 80%, 90% et 100%).

 Inclusion

Les pièces anatomiques sont alors plongées dans des bains de paraffine liquide,

puis on procède à l’étape de l’enrobage qui consiste à inclure le tissu imprégné dans un

bloc de paraffine qui, en se solidifiant, va permettre sa coupe. La réalisation des coupes

minces de quelques microns (5 µm en moyenne) sont possibles grâce d’un microtome. Ces

coupes sériées sont reliées entre elle sous forme des rubans ; les quels sont par la suite
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étalés sur des lames porte-objets, déplissés et fixés sur les lames par l’utilisation d’une eau

gélatineuse chauffée.

 Coloration

Selon la technique à l’hémalun-éosine, la coloration suive les étapes suivantes:

1- Déparaffiner et hydrater les lames à l’eau de robinet puis rincer à l’eau distillé.

2- Immerger dans un bain d’hématoxyline de Harris (15 min) qui colore en bleu

violacée les structures basophiles (noyaux).

3- Différencier les coupes dans l’alcool acide (100 ml éthanol à 70% + 50 ml HCl)

puis les rincer à l’eau de robinet.

4- Bleuir dans un bain d’eau ammoniacale (100 ml d’eau distillé + 2 ml

d’ammoniaque).

5- Immerger dans un bain d’Eosine (15 secondes à 2 min) qui colore les structures

acidophiles (cytoplasme).

6- Déshydrater, éclaircir et monter les lames à Eukitt. Tous ces bains sont séparés par

des lavages à l’eau de robinet.

7- Enfin, passer à l’observation au microscope photonique, lequel est équipé d’un

appareil photographique.

III. Etude statistique

L’étude statistique est réalisée à l’aide du système Origin Pro 8 en utilisant le test

de variance univariée (one-way ANOVA) suivie du test de Tukey.

Pour l’étude expérimentale sur les animaux, les résultats sont exprimés en moyenne ±

S.E.M et en comparant les différents groupes où :

 a : Comparaison du lot N avec le DN.

 b : Comparaison du lot D-Zn avec le lot DN.

 c : Comparaison du lot N+R et N+B avec le lot N.

 d : Comparaison du lot D+Med-Zn, D+R-Zn et D+B-Zn avec le D-Zn.

Ce test nous donne le degré de signification P où on dit que la différence :

o N’est pas significative si p > 0.05 (NS).

o Est significative si 0.05 > p > 0.01 (*).

o Est hautement significative si 0,05 > p > 0,01 (**).

o Est très hautement significative si p < 0,001 (***)
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Les résultats

1. Préparation et étude du matériel végétal

1.1. Préparation de l’extrait méthanolique de Bêta vulgaris «var.cicla» et Ruta

chalepensis

L’opération de l’extraction à partir de 250 g du matériel végétal à l’aide du méthanol

et après lyophilisation a permis d’obtenir un résidu sec d’extrait brut tel que y est mentionnée

dans le Tableau 6.

Tableau 6: rendement des deux plantes.

La quantité d’extrait à

partir de 250 g
Bêta vulgaris Ruta chalepensis

Rendement (g) 21,45 23,45

Rendement % 8,58 9,38

1.2. Etude phytochimiques

1.2.1. Tests phytochimiques

La mise en évidence des différentes classes des métabolites secondaires. Pour cela

nous avons réalisé les tests phytochimiques sur les deux plantes (Bêta vulgaris «var.

cicla» et Ruta chalepensis) (Tableau 7).

Tableau 7: Résultats des tests phytochimiques.

Composés Bêta vulgaris Ruta chalepensis

Alcaloïdes - +++

Tanin - +

Flavonoïdes ++ +++

Saponosides + ++

Composés réducteurs + +++

Oses et holosides + +++

Mucilages +++ +
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1.3. Chromatographie sur couche mince (CCM)

Figure 9: chromatographique sur couche mince des deux extraits méthanoliques et de la

quercétine [prise personnel].

L’analyse du chromatogramme révèle la présence de trois taches avec une coloration
jaune.

Les rapports frontaux sont calculés selon l’équation suivante :

= ℎ
Le front de solvant = 8,4 cm

Distance parcourue par la quercétine = 7,35

Q = 0,87.

Les  02 taches des échantillons :

Distance parcourue par EMBV = 6.85 cm

EMBV= 0,81.

Distance parcourue de EMRC = 7,2

EMRC= 0,85.
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1.4. Analyses de l’EMBV et l’EMRC

1.4.1. Dosage des polyphénols et des flavonoïdes

Dans le but de caractériser les deux extraits préparés, un dosage des polyphénols

totaux et des flavonoïdes a été effectué. La raison principale pour le choix de ces substances

réside dans le fait que la majorité des effets pharmacologiques des plantes leur sont attribués.

Le dosage des polyphénols totaux a été effectué selon la méthode Folin-Ciocalcieu. L’acide

gallique a été utilisé comme standard et la teneur en polyphénols totaux est exprimée en

milligramme d’équivalents d’acide gallique par gramme d’extrait (mg EAG/g d’extrait).

La teneur en flavonoïdes a été déterminée par la méthode de trichlorure d’aluminium

(Bahorun et al., 1996) en utilisant comme standard la quercétine, et est exprimée en

milligramme d’équivalents de quercétine par gramme d’extrait (mg EQ/g d’extrait) Tableau 8.

Tableau 8 : Dosage des polyphénols totaux et des flavonoïdes dans l’EMBV et l’EMRC.

Teneur en polyphénols

(mg EAG /g)

Teneur en flavonoïdes

(mg EQ/g extrait)

Bêta vulgaris «var. cicla» 31,231 ± 0.0066 6,85 ± 0,087

Ruta chalepensis 43,405± 0.0122 36,44 ±0.042

1.4.2. L’évaluation de l’activité anti-oxydante (DPPH)

L’activité antiradicalaire in vitro des flavonoïdes est évaluée par la diminution du taux de

DPPH° dosé après l’addition des flavonoïdes à différentes concentrations suivie à 517 nm après

addition de 50 µl de chacune des concentrations des deux extraits a une concentration de 2 mg/ml.

Le pouvoir antiradicalaire de l’EMRC (65,811%) et de l’EMBV (58,68%) est observé ; pouvoir

inferieur à celui qu’exerce l’acide ascorbique (95,72%).

Ce test nous a permis de déterminé la concentration inhibitrice piégeant 50% du radical

DPPH° (IC50) qui était de (1,5 mg/ml) pour l’EMRC et (1,74 mg/ml)  pour l’EMBV contre  (0,12

mg/ml) pour l’acide ascorbique. (Figure11).
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Figure 11 : Effet antiradicalaire de l’EMBV et l’EMRC sur le radical DPPH°.

2. Partie Biologique

2.1. Effets de l’EMBC et de l’EMRC

2.1.1. Test de toxicité

Avec les différentes dose testées; 100, 250, 500, 1000, 2000 et 5000 mg/kg aucune perte

de souris n’a été constatée, ainsi toutes les souris étaient calmes, avec une respiration

soutenue, aucune paralysie n’a été déplorée. On a constaté que les deux EM ne sont pas

toxique jusqu’à 5000 mg/kg.

2.1.2. Test de l’activé hypoglycémiante sur les souris normo-glycémiques

Les résultats de l’évaluation de l’activé hypoglycémiante sur les souris albinoses

normo-glycémiques traités par l’EMBV et l’EMRC sont illustrés dans les figures 12 et 13.

Nous constatons que la glycémie basale chez les souris qui sont traités avec de l’eau

physiologique (98 ± 3,44 mg/dl) n’a pas été diminuée au bout de 4 heures (91,418 ±0.47

mg/dl) (P>0,05), tandis que la dose de l’EMRC 500 mg/kga un effet hypoglycémiant très

hautement significative (P<0,001) (79,2 ± 0,37 mg/ml) après quatre heures d’observation

(50,6 ± 0,50 mg/dl) et la dose de l’EMBV  à 500 mg/kg a aussi un pouvoir hypoglycémiant

significative (0,05>P>0,01) (84 ± 10,4 mg/ml)après 04 heures d’observation (57 ± 3,36mg/dl)

0

20

40

60

80

100

120

0 0,5 1 1,5 2 2,5

%
 d

'in
hi

bi
ti

on

Concentration de l'extrait méthanolique ( mg/ml)

Ruta
Bêta
Acide ascobique



Résultats

50

(Figure 12). Ainsi le pourcentage de la diminution de la glycémie par rapport à la glycémie

basale est montré sur la figure 13.

Figure 12 : évaluation de l'activité hypoglycémiante sur les souris normo-glycémique

traités par l’EMBV et l’EMRC.

Figure 13: Pourcentage de la diminution de la glycémie par rapport à la glycémie basale des
rats.
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2.1.3. Test de l’activité anti-hyperglycémiante

Les résultats de l’évaluation de l’activité anti-hyperglycémiante chez les souris traités

par l’EMBC et l’EMRC sont illustrés dans la (Figure 14 et 15).

Nous constatons un effet bénéfique de l’EMRC et l’EMBV et de la glibenclamide

lorsque les souris sont prétraitées par ces substances : l’hyperglycémie est constatée au bout

d’une heure du gavage de la solution de glucose.

Notons un effet non significative pour les rats traités par l’EMRC 500 mg/kg par

rapport à leur lot initial, ce qui signifie qu’il y une activité anti-hyperglycémique qui freine

l’hyperglycémie du lot.

Ainsi le pourcentage de l’activité anti-hyperglycémiante a été illustré dans la figure 16.

On assiste à une augmentation de la glycémie presque similaire à celle du lot traité par

le glibenclamide pour les lots traités par l’EMBV et par l’EMRC à 500 mg/kg.

Figure 14: Test Anti-Hyperglycémique de l’EMRC (mg/dl). La comparaison est faites avec la
glycémie initiale de chaque lot, (NS) : P>0,05 ; (*) : (0,05>P>0,01); (**) : 0,01>P>0,001; (***) :

P<0,001).
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Figure 15: Test Anti-Hyperglycémique de l’EMBV (mg/dl).La comparaison est faites par
rapport à la glycémie initiale de chaque lot, ((NS) : P>0,05 ; (*) : 0,05>P>0,01; (**) :

0,01>P>0,001 ; (***) : P<0,001).

Figure 16: augmentation de la glycémie chez les rats traités avec de l'EMRC, l'EMBV (à
différentes dose), l'eau physiologique et le glibenclamide.
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mention précédemment, pour les premiers jours on a noté un état de polyurie chez tous les rats

diabétiques par rapport au rats normaux. Lors de la dernière semaine on a constaté une

diminution de la glycémie ainsi ces symptômes chez les rats diabétiques traités. Les

0

50

100

150

200

250

300

350

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5

gl
yc

ém
ie

 (m
g/

dl
)

Temps (heure)

Test Anti-Hyperglycémique EMBV (mg/dl)
eau physiologique
Médicament
Beta 100 mg
Beta 250 mg
Beta 500 mg**

**

***
***

***

Glucose 4g/kg

0

10

20

30

40

50

60

70

80

E Phy Med R100 R250 R500 B100 B250 B500

%
 d

'a
ug

m
en

ta
ti

on

Lots

% d'augmentation de la glycémie



Résultats

53

paramètres biochimiques et les coupes histologiques sont analysés après le sacrifice des

animaux.

2.2.1. Le suivie de la glycémie pendant le traitement

Pendant le traitement, nous avons suivi les variations de la glycémie des rats qui sont

illustrées dans la Figure 17 et le Tableau 9.

Nous constatons une augmentation très hautement significative de la glycémie des rats

diabétiques  (287 ± 24mg/dl) par rapport aux rats normaux (102 ± 4,4 mg/dl) au bout de 21

jours de traitement.

Une augmentation très hautement significative de la glycémie est notée chez les rats

diabétiques soumis à un régime pauvre en zinc (432,4 ± 42,2 mg/dl)  par rapport aux rats

diabétiques soumis à un régime normal (287 ± 24 mg/dl) au bout de 21 jours de traitement.

Les résultats obtenus révèlent aussi une diminution de la glycémie non significative

des rats normaux soumis à un régime normal traités par l’EMRC (103 ± 11,68mg/dl) et des

rats normaux soumis à un régime normal traités par l’EMBV (94,8 ± 6,24mg/dl) par rapport

aux rats normaux (102 ± 4,4mg/dl), tandis qu’une diminution très hautement significative

chez les rats diabétiques traités par le glibenclamide (101,4 ± 12,56mg/dl),chez les (D+R–Zn)

(125,6 ± 3,52mg/dl) et chez les (D+B-Zn) (249,2 ± 22,5)  par rapport aux rats diabétiques

soumis à un régime normal (0,001>P).

Notons que le pourcentage de la diminution de la glycémie établie par le l’EMRC à

500 mg sur les rats diabétiques soumis à un régime pauvre en zinc (- 65,9%) est presque

équivalent a celui qu’est effectué par le glibenclamide à 2,5 kg (-70,22 %) sur ces rats la

figure 18.
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Figure 17 : Courbe du suivie de la glycémie durant le traitement.

Figure 18: Pourcentage de la variation de la Glycémie chez les rats pendant la durée du
traitement.
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Tableau 9 : Effet de l'administration orale de EMBV, EMRC et de l’eau physiologique sur la
glycémie (M ± S.E.M; n=5)(La comparaison: (a :DN vs N), (b : DN vs D-Zn), (c :
N+R et N+B vs N), (d : D+Med-Zn, D+R-Zn et D+B-Zn vs D-Zn) ; (NS) : P>0,05 ;
(*) : 0,05>P>0,01; (**) : 0,01>P>0,001 ; (***) : P<0,001).

Paramètres

Lots

Glycémie initial (mg/dl)

Augmentation ou

diminution de la glycémie

(mg/dl)

N 100,4 ± 5,25 0,2 ± 6,16

DN 355,8 ± 33,36 22
a
***± 12,4

D – Zn 353,8 ± 156,56 74,6
b
***± 35,68

D + Med (2,5 mg) – Zn 340,6 ± 15,12 -238
d
***± -17,2

N + R 500 108,8 ± 24,96 -5,4
c NS± -13,28

D + R 500 – Zn 368,4 ± 61,44 -242,8
d
***± -70,88

N + B 500 95,4 ± 6,72 -0,6
c NS± -9,92

D + B 500 – Zn 392,8 ± 207,04 -120,4
d
***± -186,08

2.2.2. Le suivie du poids des rats pendant le traitement

Le suivie de la variation de la masse corporelle des rats au cours de l’expérience, nous

a permis de constater les variations par la comparaison du poids des lots par rapport à leurs

poids initial les résultats sont illustrés dans le Tableau 10 et Figure 19.

Nous constatons une diminution très hautement significative du poids des rats

diabétiques soumis à un régime pauvre en zinc (124,4 ± 5,64g) et une diminution hautement

significative du poids des rats diabétiques normaux soumis à un régime normal (155,2 ±

6,64g) et une augmentation non significative chez les lots : (D+Med-Zn) (150  ± 3.36 g),

(N+R) ( 170,1 ± 5,23 g), (D+R-Zn) ( 193,66 ± 3,28 g), (N+B) ( 182,6 ± 2,32 g) et (D+B-Zn) (

159,33 ± 18,77g) par rapport au poids initial de chaque lot.

Notons qu’il y a une acquisition de poids pour les rats diabétique traités par l’EMBV

et l’EMRC soumis à un régime pauvre en zinc tandis qu’une perte de poids considérable chez

les rats diabétiques soumis à un régime alimentaire normal (-18 g) et une perte plus
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conséquente pour les rats diabétiques soumis à un régime pauvre en zinc  (-36,4g) les résultats

sont illustrés dans la Figure 20.

Figure 19 : Suivie du poids de rats durant le traitement (gramme) {la comparaison est faite par
rapport au poids initial de chaque lot ; Ns : (P>0,05) ; (*) : (0,05>P>0,01) ; (**) :

(0,01>P>0,001) ; (***) : (P<0,001)}.

Ns : Différence non significative par rapport au poids initial du lot (P<0,05).
* : Différence significative par rapport au poids initial du lot (0,05>P>0,01).
** : Différence hautement significative par rapport au poids initial du lot (0,01>P>0,001).
*** : Différence très hautement significative par rapport au poids initial du lot (P<0,001).

Tableau 10: Effet de l'administration orale de EMBV, EMRC et d’eau physiologique sur le gain
du poids corporel (M ±S.E.M; n=5) (la comparaison est faite par rapport au poids
initial du lot).

Paramètres

Lots
Poids initial (g) Gain ou perte du poids (g)

N 137 ± 6,4 25,2 ± 5,44

DN 173,2 ± 9,76 -18 ± 6,64

D – Zn 170 ± 8,4 -36,4 ± 5,84

D + Med (2,5 mg) – Zn 137,4 ± 18,32 12,6 ± 3,36

N + R 500 145,33 ± 14,53 24,80 ± 5,23

D + R 500 – Zn 179,4 ± 13,12 14,26 ± 3,28

N + B 500 163 ± 15,2 19,6 ± 2,32

D + B 500 – Zn 133,8 ± 22,64 25,53 ± 18,77
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Figure 20: Gain ou perte du poids des rats à la fin du traitement.

2.3. Dosage Biochimiques

Les résultats illustrés dans le Tableau 12 et les Figures (21, 22, 23, 24 et 25)  montrent

qu’il existe une augmentation très hautement significative  (P<0,001) de la concentration

sérique de l’urée, significative de l’acide urique et non significative du cholestérol, de la

créatinine et des triglycérides chez le groupe diabétique par rapport au groupe normal.

Les résultats obtenue révèlent aussi que  la carence du zinc dans l’alimentation a induit

une augmention de ces paramètres par rapport au rats diabétiques alimentés par un régime

normal, cette augmentation est statistiquement très hautement significative pour le

cholestérol, l’urée et créatinine et significative pour l’acide urique et les triglycérides.

D’autres parts on note que ces paramètres gardent leurs taux presque normaux avec

une différence non significative chez les rats normaux traités par l’EMRC et l’EMBV par

rapport au lot normal.

Notons que le traitement par: l’EMRC, l’EMBV, le glibenclamide a amélioré ces

variables altérées.
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Tableau 12: l'évaluation des paramétres biochimiques. (La comparaison: (a :DN vs N), (b : DN
vs D-Zn), (c : N+R et N+B vs N), (d : D+Med-Zn, D+R-Zn et D+B-Zn vs D-Zn) ; ((NS) : P>0,05 ;
(*) : 0,05>P>0,01; (**) : 0,01>P>0,001 ; (***) : P<0,001).

Paramètres

Lots
Créatinine Cholestérol Acide urique Urée Triglycéride

N 0,66 ± 0,02 80 ± 4,8 2,4 ± 0,24 25,4 ± 0,48 56 ± 13,6

DN 0,65
a
*±

0,12

60,6
a
* ± 4,72 3,18

a*
± 0,30 60,6

a
***±4,72 73,2

aNS±

8,64

D – Zn 1,25
b
*** ±

0,22

127
b
***± 10 3,9

b
*± 0,24 127

b
*** ± 10 96,4

b
*±

4,88

D + Med –

Zn

0,73
dNS±

0,30

99
d
**± 3,6 1,22

d
***±

0,06

37,2
d
***±

5,76

48,2
d
***±

16,8

N + R 500 0,49
cNS±0,05 109,4

cNS±2,88 2,12
cNS± 0,11 14

cNS ± 3,2 86
cNS±

16,64

D + R 500 –

Zn

1,24
dNS±0,37 90

d
***± 9,6 2,12

d
***±

0,89

42
d
***±13,6 71,8

dNS ±

14,16

N + B 500 0,61
cNS±

0,04

95,2
cNS±1,92 2,66

cNS± 0,44 15,8
cNS± 4,32 95,8

cNS±

14,88

D + B 500 –

Zn

0,47
dNS ±

0,07

125,2
dNS±

27,36

2,04
d
**±0,43 11,6

d
***±

1,92

79,6
dNS±

4,24
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Figure 21 : concentration sérique de la créatinine.(La comparaison: (a :DN vs N), (b : DN vs
D-Zn), (c : N+R et N+B vs N), (d : D+Med-Zn, D+R-Zn et D+B-Zn vs D-Zn) ;

((NS) : P>0,05 ; (*) : 0,05>P>0,01; (**) : 0,01>P>0,001 ; (***) : P<0,001).

Figure22 : concentration sérique du cholestérol. (Les comparaisons: (a :DN vs N), (b : DN vs
D-Zn), (c : N+R et N+B vs N), (d : D+Med-Zn, D+R-Zn et D+B-Zn vs D-Zn) ;

((NS) : P>0,05 ; (*) : 0,05>P>0,01; (**) : 0,01>P>0,001 ; (***) : P<0,001).
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Figure 23: concentration sérique de l’acide urique. (La comparaison est faites tel que : (a :DN
vs N), (b : DN vs D-Zn), (c : N+R et N+B vs N), (d : D+Med-Zn, D+R-Zn et D+B-

Zn vs D-Zn) ; ((NS) : P>0,05 ; (*) : 0,05>P>0,01; (**) : 0,01>P>0,001 ; (***) :
P<0,001).

Figure 24: concentration sérique de l’urée. (La comparaison est faites tel que : (a :DN vs N),
(b : DN vs D-Zn), (c : N+R et N+B vs N), (d : D+Med-Zn, D+R-Zn et D+B-Zn vs D-

Zn) ; ((NS) : P>0,05 ; (*) : 0,05>P>0,01; (**) : 0,01>P>0,001 ; (***) : P<0,001).

Figure 25: concentration sérique des triglycérides. (La comparaison est faites tel que : (a :DN
vs N),  (b : DN vs D-Zn), (c : N+R et N+B vs N), (d : D+Med-Zn, D+R-Zn et D+B-Zn
vs D-Zn) ; ((NS) : P>0,05 ; (*) : 0,05>P>0,01; (**) : 0,01>P>0,001 ; (***) : P<0,001).
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Normal D-Zn
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Figure 26: Photos des coupes histologiques réalisées du pancréas.
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Les résultats

1. Préparation et étude du matériel végétal

1.1. Préparation de l’extrait méthanolique de Bêta vulgaris «var.cicla» et Ruta

chalepensis

L’opération de l’extraction à partir de 250 g du matériel végétal à l’aide du méthanol

et après lyophilisation a permis d’obtenir un résidu sec d’extrait brut tel que y est mentionnée

dans le Tableau 6.

Tableau 6: rendement des deux plantes.

La quantité d’extrait à

partir de 250 g
Bêta vulgaris Ruta chalepensis

Rendement (g) 21,45 23,45

Rendement % 8,58 9,38

1.2. Etude phytochimiques

1.2.1. Tests phytochimiques

La mise en évidence des différentes classes des métabolites secondaires. Pour cela

nous avons réalisé les tests phytochimiques sur les deux plantes (Bêta vulgaris «var.

cicla» et Ruta chalepensis) (Tableau 7).

Tableau 7: Résultats des tests phytochimiques.

Composés Bêta vulgaris Ruta chalepensis

Alcaloïdes - +++

Tanin - +

Flavonoïdes ++ +++

Saponosides + ++

Composés réducteurs + +++

Oses et holosides + +++

Mucilages +++ +
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1.3. Chromatographie sur couche mince (CCM)

Figure 9: chromatographique sur couche mince des deux extraits méthanoliques et de la

quercétine [prise personnel].

L’analyse du chromatogramme révèle la présence de trois taches avec une coloration
jaune.

Les rapports frontaux sont calculés selon l’équation suivante :

= ℎ
Le front de solvant = 8,4 cm

Distance parcourue par la quercétine = 7,35

Q = 0,87.

Les  02 taches des échantillons :

Distance parcourue par EMBV = 6.85 cm

EMBV= 0,81.

Distance parcourue de EMRC = 7,2

EMRC= 0,85.
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1.4. Analyses de l’EMBV et l’EMRC

1.4.1. Dosage des polyphénols et des flavonoïdes

Dans le but de caractériser les deux extraits préparés, un dosage des polyphénols

totaux et des flavonoïdes a été effectué. La raison principale pour le choix de ces substances

réside dans le fait que la majorité des effets pharmacologiques des plantes leur sont attribués.

Le dosage des polyphénols totaux a été effectué selon la méthode Folin-Ciocalcieu. L’acide

gallique a été utilisé comme standard et la teneur en polyphénols totaux est exprimée en

milligramme d’équivalents d’acide gallique par gramme d’extrait (mg EAG/g d’extrait).

La teneur en flavonoïdes a été déterminée par la méthode de trichlorure d’aluminium

(Bahorun et al., 1996) en utilisant comme standard la quercétine, et est exprimée en

milligramme d’équivalents de quercétine par gramme d’extrait (mg EQ/g d’extrait) Tableau 8.

Tableau 8 : Dosage des polyphénols totaux et des flavonoïdes dans l’EMBV et l’EMRC.

Teneur en polyphénols

(mg EAG /g)

Teneur en flavonoïdes

(mg EQ/g extrait)

Bêta vulgaris «var. cicla» 31,231 ± 0.0066 6,85 ± 0,087

Ruta chalepensis 43,405± 0.0122 36,44 ±0.042

1.4.2. L’évaluation de l’activité anti-oxydante (DPPH)

L’activité antiradicalaire in vitro des flavonoïdes est évaluée par la diminution du taux de

DPPH° dosé après l’addition des flavonoïdes à différentes concentrations suivie à 517 nm après

addition de 50 µl de chacune des concentrations des deux extraits a une concentration de 2 mg/ml.

Le pouvoir antiradicalaire de l’EMRC (65,811%) et de l’EMBV (58,68%) est observé ; pouvoir

inferieur à celui qu’exerce l’acide ascorbique (95,72%).

Ce test nous a permis de déterminé la concentration inhibitrice piégeant 50% du radical

DPPH° (IC50) qui était de (1,5 mg/ml) pour l’EMRC et (1,74 mg/ml)  pour l’EMBV contre  (0,12

mg/ml) pour l’acide ascorbique. (Figure11).



Résultats

47

Figure 11 : Effet antiradicalaire de l’EMBV et l’EMRC sur le radical DPPH°.

2. Partie Biologique

2.1. Effets de l’EMBC et de l’EMRC

2.1.1. Test de toxicité

Avec les différentes dose testées; 100, 250, 500, 1000, 2000 et 5000 mg/kg aucune perte

de souris n’a été constatée, ainsi toutes les souris étaient calmes, avec une respiration

soutenue, aucune paralysie n’a été déplorée. On a constaté que les deux EM ne sont pas

toxique jusqu’à 5000 mg/kg.

2.1.2. Test de l’activé hypoglycémiante sur les souris normo-glycémiques

Les résultats de l’évaluation de l’activé hypoglycémiante sur les souris albinoses

normo-glycémiques traités par l’EMBV et l’EMRC sont illustrés dans les figures 12 et 13.

Nous constatons que la glycémie basale chez les souris qui sont traités avec de l’eau

physiologique (98 ± 3,44 mg/dl) n’a pas été diminuée au bout de 4 heures (91,418 ±0.47

mg/dl) (P>0,05), tandis que la dose de l’EMRC 500 mg/kga un effet hypoglycémiant très

hautement significative (P<0,001) (79,2 ± 0,37 mg/ml) après quatre heures d’observation

(50,6 ± 0,50 mg/dl) et la dose de l’EMBV  à 500 mg/kg a aussi un pouvoir hypoglycémiant

significative (0,05>P>0,01) (84 ± 10,4 mg/ml)après 04 heures d’observation (57 ± 3,36mg/dl)
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(Figure 12). Ainsi le pourcentage de la diminution de la glycémie par rapport à la glycémie

basale est montré sur la figure 13.

Figure 12 : évaluation de l'activité hypoglycémiante sur les souris normo-glycémique

traités par l’EMBV et l’EMRC.

Figure 13: Pourcentage de la diminution de la glycémie par rapport à la glycémie basale des
rats.
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2.1.3. Test de l’activité anti-hyperglycémiante

Les résultats de l’évaluation de l’activité anti-hyperglycémiante chez les souris traités

par l’EMBC et l’EMRC sont illustrés dans la (Figure 14 et 15).

Nous constatons un effet bénéfique de l’EMRC et l’EMBV et de la glibenclamide

lorsque les souris sont prétraitées par ces substances : l’hyperglycémie est constatée au bout

d’une heure du gavage de la solution de glucose.

Notons un effet non significative pour les rats traités par l’EMRC 500 mg/kg par

rapport à leur lot initial, ce qui signifie qu’il y une activité anti-hyperglycémique qui freine

l’hyperglycémie du lot.

Ainsi le pourcentage de l’activité anti-hyperglycémiante a été illustré dans la figure 16.

On assiste à une augmentation de la glycémie presque similaire à celle du lot traité par

le glibenclamide pour les lots traités par l’EMBV et par l’EMRC à 500 mg/kg.

Figure 14: Test Anti-Hyperglycémique de l’EMRC (mg/dl). La comparaison est faites avec la
glycémie initiale de chaque lot, (NS) : P>0,05 ; (*) : (0,05>P>0,01); (**) : 0,01>P>0,001; (***) :

P<0,001).
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Figure 15: Test Anti-Hyperglycémique de l’EMBV (mg/dl).La comparaison est faites par
rapport à la glycémie initiale de chaque lot, ((NS) : P>0,05 ; (*) : 0,05>P>0,01; (**) :

0,01>P>0,001 ; (***) : P<0,001).

Figure 16: augmentation de la glycémie chez les rats traités avec de l'EMRC, l'EMBV (à
différentes dose), l'eau physiologique et le glibenclamide.
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paramètres biochimiques et les coupes histologiques sont analysés après le sacrifice des

animaux.

2.2.1. Le suivie de la glycémie pendant le traitement

Pendant le traitement, nous avons suivi les variations de la glycémie des rats qui sont

illustrées dans la Figure 17 et le Tableau 9.

Nous constatons une augmentation très hautement significative de la glycémie des rats

diabétiques  (287 ± 24mg/dl) par rapport aux rats normaux (102 ± 4,4 mg/dl) au bout de 21

jours de traitement.

Une augmentation très hautement significative de la glycémie est notée chez les rats

diabétiques soumis à un régime pauvre en zinc (432,4 ± 42,2 mg/dl)  par rapport aux rats

diabétiques soumis à un régime normal (287 ± 24 mg/dl) au bout de 21 jours de traitement.

Les résultats obtenus révèlent aussi une diminution de la glycémie non significative

des rats normaux soumis à un régime normal traités par l’EMRC (103 ± 11,68mg/dl) et des

rats normaux soumis à un régime normal traités par l’EMBV (94,8 ± 6,24mg/dl) par rapport

aux rats normaux (102 ± 4,4mg/dl), tandis qu’une diminution très hautement significative

chez les rats diabétiques traités par le glibenclamide (101,4 ± 12,56mg/dl),chez les (D+R–Zn)

(125,6 ± 3,52mg/dl) et chez les (D+B-Zn) (249,2 ± 22,5)  par rapport aux rats diabétiques

soumis à un régime normal (0,001>P).

Notons que le pourcentage de la diminution de la glycémie établie par le l’EMRC à

500 mg sur les rats diabétiques soumis à un régime pauvre en zinc (- 65,9%) est presque

équivalent a celui qu’est effectué par le glibenclamide à 2,5 kg (-70,22 %) sur ces rats la

figure 18.
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Figure 17 : Courbe du suivie de la glycémie durant le traitement.

Figure 18: Pourcentage de la variation de la Glycémie chez les rats pendant la durée du
traitement.
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Tableau 9 : Effet de l'administration orale de EMBV, EMRC et de l’eau physiologique sur la
glycémie (M ± S.E.M; n=5)(La comparaison: (a :DN vs N), (b : DN vs D-Zn), (c :
N+R et N+B vs N), (d : D+Med-Zn, D+R-Zn et D+B-Zn vs D-Zn) ; (NS) : P>0,05 ;
(*) : 0,05>P>0,01; (**) : 0,01>P>0,001 ; (***) : P<0,001).

Paramètres

Lots

Glycémie initial (mg/dl)

Augmentation ou

diminution de la glycémie

(mg/dl)

N 100,4 ± 5,25 0,2 ± 6,16

DN 355,8 ± 33,36 22
a
***± 12,4

D – Zn 353,8 ± 156,56 74,6
b
***± 35,68

D + Med (2,5 mg) – Zn 340,6 ± 15,12 -238
d
***± -17,2

N + R 500 108,8 ± 24,96 -5,4
c NS± -13,28

D + R 500 – Zn 368,4 ± 61,44 -242,8
d
***± -70,88

N + B 500 95,4 ± 6,72 -0,6
c NS± -9,92

D + B 500 – Zn 392,8 ± 207,04 -120,4
d
***± -186,08

2.2.2. Le suivie du poids des rats pendant le traitement

Le suivie de la variation de la masse corporelle des rats au cours de l’expérience, nous

a permis de constater les variations par la comparaison du poids des lots par rapport à leurs

poids initial les résultats sont illustrés dans le Tableau 10 et Figure 19.

Nous constatons une diminution très hautement significative du poids des rats

diabétiques soumis à un régime pauvre en zinc (124,4 ± 5,64g) et une diminution hautement

significative du poids des rats diabétiques normaux soumis à un régime normal (155,2 ±

6,64g) et une augmentation non significative chez les lots : (D+Med-Zn) (150  ± 3.36 g),

(N+R) ( 170,1 ± 5,23 g), (D+R-Zn) ( 193,66 ± 3,28 g), (N+B) ( 182,6 ± 2,32 g) et (D+B-Zn) (

159,33 ± 18,77g) par rapport au poids initial de chaque lot.

Notons qu’il y a une acquisition de poids pour les rats diabétique traités par l’EMBV

et l’EMRC soumis à un régime pauvre en zinc tandis qu’une perte de poids considérable chez

les rats diabétiques soumis à un régime alimentaire normal (-18 g) et une perte plus



Résultats

54

conséquente pour les rats diabétiques soumis à un régime pauvre en zinc  (-36,4g) les résultats

sont illustrés dans la Figure 20.

Figure 19 : Suivie du poids de rats durant le traitement (gramme) {la comparaison est faite par
rapport au poids initial de chaque lot ; Ns : (P>0,05) ; (*) : (0,05>P>0,01) ; (**) :

(0,01>P>0,001) ; (***) : (P<0,001)}.

Ns : Différence non significative par rapport au poids initial du lot (P<0,05).
* : Différence significative par rapport au poids initial du lot (0,05>P>0,01).
** : Différence hautement significative par rapport au poids initial du lot (0,01>P>0,001).
*** : Différence très hautement significative par rapport au poids initial du lot (P<0,001).

Tableau 10: Effet de l'administration orale de EMBV, EMRC et d’eau physiologique sur le gain
du poids corporel (M ±S.E.M; n=5) (la comparaison est faite par rapport au poids
initial du lot).

Paramètres

Lots
Poids initial (g) Gain ou perte du poids (g)

N 137 ± 6,4 25,2 ± 5,44

DN 173,2 ± 9,76 -18 ± 6,64

D – Zn 170 ± 8,4 -36,4 ± 5,84

D + Med (2,5 mg) – Zn 137,4 ± 18,32 12,6 ± 3,36

N + R 500 145,33 ± 14,53 24,80 ± 5,23

D + R 500 – Zn 179,4 ± 13,12 14,26 ± 3,28

N + B 500 163 ± 15,2 19,6 ± 2,32

D + B 500 – Zn 133,8 ± 22,64 25,53 ± 18,77
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Figure 20: Gain ou perte du poids des rats à la fin du traitement.

2.3. Dosage Biochimiques

Les résultats illustrés dans le Tableau 12 et les Figures (21, 22, 23, 24 et 25)  montrent

qu’il existe une augmentation très hautement significative  (P<0,001) de la concentration

sérique de l’urée, significative de l’acide urique et non significative du cholestérol, de la

créatinine et des triglycérides chez le groupe diabétique par rapport au groupe normal.

Les résultats obtenue révèlent aussi que  la carence du zinc dans l’alimentation a induit

une augmention de ces paramètres par rapport au rats diabétiques alimentés par un régime

normal, cette augmentation est statistiquement très hautement significative pour le

cholestérol, l’urée et créatinine et significative pour l’acide urique et les triglycérides.

D’autres parts on note que ces paramètres gardent leurs taux presque normaux avec

une différence non significative chez les rats normaux traités par l’EMRC et l’EMBV par

rapport au lot normal.

Notons que le traitement par: l’EMRC, l’EMBV, le glibenclamide a amélioré ces

variables altérées.
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Tableau 12: l'évaluation des paramétres biochimiques. (La comparaison: (a :DN vs N), (b : DN
vs D-Zn), (c : N+R et N+B vs N), (d : D+Med-Zn, D+R-Zn et D+B-Zn vs D-Zn) ; ((NS) : P>0,05 ;
(*) : 0,05>P>0,01; (**) : 0,01>P>0,001 ; (***) : P<0,001).

Paramètres

Lots
Créatinine Cholestérol Acide urique Urée Triglycéride

N 0,66 ± 0,02 80 ± 4,8 2,4 ± 0,24 25,4 ± 0,48 56 ± 13,6

DN 0,65
a
*±

0,12

60,6
a
* ± 4,72 3,18

a*
± 0,30 60,6

a
***±4,72 73,2

aNS±

8,64

D – Zn 1,25
b
*** ±

0,22

127
b
***± 10 3,9

b
*± 0,24 127

b
*** ± 10 96,4

b
*±

4,88

D + Med –

Zn

0,73
dNS±

0,30

99
d
**± 3,6 1,22

d
***±

0,06

37,2
d
***±

5,76

48,2
d
***±

16,8

N + R 500 0,49
cNS±0,05 109,4

cNS±2,88 2,12
cNS± 0,11 14

cNS ± 3,2 86
cNS±

16,64

D + R 500 –

Zn

1,24
dNS±0,37 90

d
***± 9,6 2,12

d
***±

0,89

42
d
***±13,6 71,8

dNS ±

14,16

N + B 500 0,61
cNS±

0,04

95,2
cNS±1,92 2,66

cNS± 0,44 15,8
cNS± 4,32 95,8

cNS±

14,88

D + B 500 –

Zn

0,47
dNS ±

0,07

125,2
dNS±

27,36

2,04
d
**±0,43 11,6

d
***±

1,92

79,6
dNS±

4,24
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Figure 21 : concentration sérique de la créatinine.(La comparaison: (a :DN vs N), (b : DN vs
D-Zn), (c : N+R et N+B vs N), (d : D+Med-Zn, D+R-Zn et D+B-Zn vs D-Zn) ;

((NS) : P>0,05 ; (*) : 0,05>P>0,01; (**) : 0,01>P>0,001 ; (***) : P<0,001).

Figure22 : concentration sérique du cholestérol. (Les comparaisons: (a :DN vs N), (b : DN vs
D-Zn), (c : N+R et N+B vs N), (d : D+Med-Zn, D+R-Zn et D+B-Zn vs D-Zn) ;

((NS) : P>0,05 ; (*) : 0,05>P>0,01; (**) : 0,01>P>0,001 ; (***) : P<0,001).
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Figure 23: concentration sérique de l’acide urique. (La comparaison est faites tel que : (a :DN
vs N), (b : DN vs D-Zn), (c : N+R et N+B vs N), (d : D+Med-Zn, D+R-Zn et D+B-

Zn vs D-Zn) ; ((NS) : P>0,05 ; (*) : 0,05>P>0,01; (**) : 0,01>P>0,001 ; (***) :
P<0,001).

Figure 24: concentration sérique de l’urée. (La comparaison est faites tel que : (a :DN vs N),
(b : DN vs D-Zn), (c : N+R et N+B vs N), (d : D+Med-Zn, D+R-Zn et D+B-Zn vs D-

Zn) ; ((NS) : P>0,05 ; (*) : 0,05>P>0,01; (**) : 0,01>P>0,001 ; (***) : P<0,001).

Figure 25: concentration sérique des triglycérides. (La comparaison est faites tel que : (a :DN
vs N),  (b : DN vs D-Zn), (c : N+R et N+B vs N), (d : D+Med-Zn, D+R-Zn et D+B-Zn
vs D-Zn) ; ((NS) : P>0,05 ; (*) : 0,05>P>0,01; (**) : 0,01>P>0,001 ; (***) : P<0,001).
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Figure 26: Photos des coupes histologiques réalisées du pancréas.
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Discussion

Le diabète sucré est une maladie métabolique chronique qui touche 5 à 7% de la

population mondiale [Singh et Kakkar, 2009 ; Zhou et al., 2009]. Cette maladie est

constituée un exemple des maladies associées au stress oxydant. Sa prévalence à travers le

monde, et ses complications s’ajoutent à la nouvelle notion du stress oxydant et constituent un

sujet d’actualité. Il est maintenant admis que des concentrations élevées en glucose dans les

milieux extra et intracellulaires induisent un stress oxydant défini comme un déséquilibre de

la balance entre les pro-oxydants et les antioxydants et qui est considéré comme le moteur

mobilisant des différents facteurs pathologiques vers les complications du diabète [Baynes,

1991]

Le zinc est un oligo-élément important. Il est indispensable à un certain nombre de

fonctions biochimiques et physiologiques, il intervient dans l'activité de prés de 300 enzymes

[Judith J et al., 2009]. Il joue également un rôle dans la plupart des métabolismes (synthèse

et dégradation des glucides, lipides, protéines et acides nucléiques). Il agit aussi au niveau du

métabolisme hormonal, il joue un rôle important dans le stockage et la sécrétion d'insuline. La

carence en zinc induit une augmentation des troubles métaboliques du diabète et favorise les

complications de cette maladie.

Le traitement de ces complications constitue une des plus grandes préoccupations

scientifiques à travers le monde. Ceci est en vue de trouver de nouvelles solutions pour

prévenir, voir ralentir la survenue des complications organiques et métaboliques résultantes de

l’hyperglycémie chronique.

Les médicaments antidiabétiques ont généralement des effets secondaires, une

diminution de l'efficacité au fil du temps, une inefficacité contre les complications diabétiques

à long terme et un faible rapport coût-efficacité [Grover et al., 2002]. En conséquence, la

découverte et le développement de nouveaux médicaments antidiabétiques est encore plus

qu’indispensable.

La médecine populaire pratiquée par l’homme à travers le monde est basée

essentiellement sur l’utilisation des plantes comme sources de substances naturelles actives.

Parmi ces substances, les composés phénoliques et notamment les flavonoïdes qui occupent
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une place importante dans le traitement de nombreuses pathologies entre autres le diabète

sucré.

L’utilisation des plantes médicinales et diététiques est aujourd’hui la forme de

médecine la plus répandue à travers le monde. Le recours au traitement par les plantes ainsi

que la recherche de nouvelles substances à activité biologiques constituent une des plus

grandes préoccupations scientifiques. De ce fait, plusieurs travaux ont été réalisés pour

l’évaluation des secrets des plantes dont la présente étude qui est consacrée à la recherche

d’éventuels effets antidiabétiques à partir de l’extrait méthanolique de la partie aérienne de

Ruta chalepensis et de Bêta vulgaris

1- La partie phytochimique :

Les deux plantes utilisées dans cette recherche sont récoltées dans la région de

Guelma (Est de l’Algérie), elles sont de deux familles botaniques, douées de différentes

caractéristiques. Ces plantes sont : Bêta vulgaris «var. cicla» appartenant à la famille de

Chénopodiacée et Ruta chalepensis de la famille de Rutaceae.

Le rendement en extrait méthanolique est variables selon les espèces des deux plantes.

Cependant, le rendement le plus important est enregistré dans Ruta chalepensis (9,38 %)

contre (8,58 %) de Bêta vulgaris.

Selon une étude mener par Mansour et al. en [1990] sur la même espèce Ruta

chalepensis, le rendement en extrait brut de la partie aérienne entière est de 3.75%.

Rendement nettement inférieure à celui obtenu dans notre étude. Cela est peut être dû à

l’utilisation de soxhlet où la température élevée pendant plusieurs heures qui peut dégrader

certains constituants sensibles (tels les polyphénols…) [Andersen et Markham, 2006], ce

qui n’est pas le cas dans notre étude où l’extraction est réalisée à froid par simple macération.

L’analyse phytochimique est réalisée sur la base des tests de coloration

caractéristiques en vue de mettre en évidence les grands groupes chimiques présents dans la

plante. Notre étude nous a permis en premier lieu d’identifier les principaux  groupes

chimiques présents dans Bêta vulgaris et Ruta chalepensis.
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Le screening phytochimique a montré la présence des groupes chimiques suivants: les

flavonoïdes, les Saponosides, les Mucilages, les composées réducteurs, les oses et les

holosides dans les deux plantes. En note aussi la présence des tanins et des alcaloïdes chez

Ruta chalepensis. Tandis que l’absence de ces composées chez Bêta vulgaris.

De façon général, les familles chimiques détectées dans notre étude viennent

confirmer les travaux de Hnatyszyn et al. en [1974] ; Mohr et al. en [1982] ; Ulubelen et

Terem en [1988] et aussi Mansour et al. en [1990] sur Ruta chalepensis et de Bolkent et al.,

en [2000]; Kugler et al. en [2004] ; Gao et al. en [2009] sur Bêta vulgaris.

En plus la chromatographie sur couche mince que nous avons effectuée sur l’extrait

de deux plantes nous a permis de confirmer la présence des composés similaires à la

quercétine.

2. L’analyse de l’EMBV et l’EMRC

2.1. Dosage des polyphénols et des flavonoïdes

La méthode modifiée de Folin-ciocalteu s’est avérée efficace pour le dosage des

polyphénols totaux dans les deux extraits méthanoliques. Cette méthode a été choisie car elle

satisfait aux critères de reproductibilité et de faisabilité. L’évaluation quantitative de ces

composés phénoliques montre que la quantité de polyphénols dans l’extrait méthanoïque de

RC (43,405± 0.0122 μg EQ/g) est plus importante que celle de BV (31,231 ± 0.0066 mg

EQ/g) Il a été rapporté que la quantité de composés phénoliques totaux dans la variété rutacea

est plus élevé que dans des autres familles. En effet, les quantités de composés phénoliques

totaux dans les extraits de plantes que nous avons testés ont été élevées par rapport à ce qui a

été rapporté dans d'autres plantes [Kaur et Kapoor, 2002]. Ces différences peuvent être dues

à la variabilité du métabolisme phénolique dans différentes plantes mais aussi à la différence

dans les conditions climatiques (température, l'exposition solaire, la sécheresse et la saison de

croissance).

En conclusion, tous ces résultats ont montré la richesse de ces plantes en le contenu

phénolique permettant d'étudier leurs activités biologiques potentielles.

Il est intéressant de déterminer la quantité de flavonoïdes dans les extraits

méthanoliques d’afin de mieux les caractériser. Le dosage des flavonoïdes par la méthode de
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trichlorure d’aluminium révèle  (6,85 ± 0,087 mg EQ/g extrait) pour Bêta vulgaris contre

(36,44 ± mg EQ/g extrait) pour Ruta chalepensis, ce résultat des flavonoïdes dans Ruta

Chalepensis et supérieur a la quantité retrouvé dans les travaux de Daycem et al. en [2013]

qui était de (12,78 ± 0,08), est cela du probablement a l’utilisation d’une extraction au soxhlet

pendant 48h a 65°C qui peut détruire les composés des flavonoïdes.

Selon Djeridane et al. en [2006], les flavonoïdes représentent un groupe important de

composés phénoliques chez le genre Ruta.

2.2. L’évaluation de l’activité anti-oxydante (DPPH)

Le modèle de balayage le radical DPPH instable est une méthode largement utilisée

pour évaluer les activités anti-oxydantes dans relativement peu de temps par rapport à d'autres

méthodes. DPPH est un radical libre instable et accepte un électron ou un radical hydrogène

pour devenir un diamagnétique stable molécule.

L’évaluation de l’effet de deux plantes contre le stress oxydant est un objectif

principal dans notre étude, raison pour laquelle il était indispensable de l’étudier in vitro avant

de passer à l’étude in vivo. Pour cela on a réalisé le test de DPPH  qui  montre  une IC50 de

1,74mg/ml pour le Bêta vulgaris Cette valeur et inférieure à  l’étude de Pyo et al. en [2004] et

de 1,5mg/ml pour le Ruta chalepensis, cette valeur et inférieur à l’étude mené par Daycem et

al. en [2013] sur l’activé anti radicalaire DPPH des même espèces.

2. La partie Biologique

2.1. Test de toxicité

Dans nos conditions expérimentales l’extrait de Ruta chalepensis et de beta vulgaris

jusqu'à 5000 mg / kg, n'a pas induit, ni des lésions tissulaires macroscopiques ni perte de

poids ni la mortalité des souris au cours de la période d’observation (3 jours). Étant donné que

les effets létaux n'ont pas été observés à l'un des doses administrées, la LD50 orale de deux

extraits doit être supérieure à 5000 mg /kg. Les résultats de la toxicité de Ruta Chalepensis

sont en accord avec le travail de Gonzalez-Trujano et al. en [2006].
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2.2. Etude de l’activité anti-hyperglycémiante

Les résultats de cette étude montrent que les extraits utilisés sont d’une activité anti-

hyperglycémiante. La meilleure activité est obtenue avec Ruta Chalepensis 500 mg/kg

donnant un effet comparable à celle de l’hypoglycémiant oral, le glibenclamide. En effet, à

partir de 60 min après le gavage, les différents extraits et la glibenclamide ont freiné

l’augmentation de la glycémie, tandis qu’avec Bêta vulgaris on a eu une activité anti

hyperglycémiante importante avec la dose de 500 mg/kg mais elle reste inferieur par rapport à

celle de Ruta chalepensis.

Plus encore, ces substances actives ont provoqué une hypoglycémie plus ou moins

importante à partir de 60 min de l’administration telle que l’a bien montrée la courbe de

l’effet des extraits sur la glycémie des animaux traités en fonction du temps.

Les tests de l’activé anti-hyperglycémiante de trois doses de l’EMRC et de l’EMBV a

montrer que la dose de 500 mg/kg était la plus efficace, où un prétraitement par les extraits à

cette dose prévient significativement le pic hyperglycémique.

2.3.  L’effet antidiabétique

Plusieurs techniques sont couramment utilisées afin de produire, chez l’animal, un état

comparable au diabète sucré, en vue de mieux comprendre le diabète sucré de l’homme ou de

trouver de nouvelle thérapie.

La streptozotocine est un dérivé nitrosurique isolé de Streptomyces grideus

[Szkudelski, 2001] et qui représente l’une des plusieurs substances utilisées pour induire un

diabète chez les rats [Szkudelski, 2001]. Ces rats peuvent servir comme un modèle de choix

du diabète sucré humain [Sarkhail et al., 2007]. Dans notre étude on a constaté que

l’injection de la STZ à une dose de 50 mg/kg peut induire chez des rats le développement

d’un diabète de type 1 [Lenzen, 2008]. La STZ engendre une nécrose des cellules β

pancréatiques et une carence sévère en insuline avec une hyperglycémie diabétique établie

dans les deux jours suivants [Szkudelski, 2001]. Les effets toxiques de la substance semble

être associés à une formation accrue des radicaux libres [Nukatsuka et al., 1988 ; Takasu et

al., 1991 ; Bedoya et al., 1996 ], à une altération de la membrane plasmique des cellules β

ainsi d’une fragmentation d’ADN conduisant à l’activation de poly (ADP-ribose) synthétase
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et une déplétion de taux de NAD+ cellulaire [Yamamoto et al., 1981; Uchigata et al., 1982 ;

Sandler et Swenne, 1983 ; Wilson, 1989].

La STZ induit un diabète caractérisé par une polyphagie et une perte sévère de poids

corporel qui peut mener à plusieurs complications liées au diabète [Sarkhail et al., 2007;

Yang et al., 2008]. Ces caractéristiques sont associées au diabète sucré [Yang et al., 2008].

La perte de poids corporel et l’augmentation du taux de consommation journalière de

nourriture chez les rats rendus diabétiques par la STZ sont également observées dans notre

étude où le groupe des rats diabétiques témoins a subis une perte de (18 g) par rapport à leur

poids initial après trois semaines de la confirmation du diabète (durée de l’expérimentation),

alors que les rats sains témoins ont gagnés (25,2 g) durant la même période.

Nos résultats sont en accord avec ceux apportés par Pari et Latha en [2005] qui ont

constaté que, chez des rats mâles de souche Wistar, l’injection de la STZ provoquait en trois

semaines une diminution significative de poids corporel (137 ± 7 contre 181 ± 7)

accompagnée d’une polyphagie et ils ont indiqué ces conditions sont dues à la perte excessive

de protéines tissulaires. De même, Sathishsekar et Subramanian en [2005] et Taleb-

Senouci et al. en [2009] ont eux aussi enregistré des résultats similaires et suggèrent que la

perte de poids corporel chez le groupe diabétique témoin peut être expliquée par le résultat du

catabolisme des lipides et des protéines structuraux due au manque des carbones hydratés qui

sont utilisés comme source d’énergie [Bouldjadj, 2009]

Dans nos conditions expérimentales, nous avons remarqué aussi un déficit pondéral

chez les rats diabétiques qui sont sous un régime alimentaire pauvre en zinc par rapport à ceux

alimentés par une nourriture normale .Ceci est en accord avec les constations de [McNall et

al., 1995; Kechrid et al., 1998]. Ce déficit pondéral peut s’expliquer par la dégradation des

protéines structurales qui sont connues par leur contribution au poids corporel [Rajkumar et

Govindarajulu, 1991; Vats et al., 2004].

D'autre part, Levin en [1992] a justifié l'anorexie dans le cas d'une carence en zinc dans

l'alimentation des rats par le rôle central du zinc dans l'activation des nombreux systèmes

enzymatiques qui synthétisent et dégradent certains peptides biologiquement actifs, également

appelés les neuropeptides qui sont impliqués dans le règlement de l'ingestion de nourriture



Discussion

66

tels que (Choecystokinin (CCK), Ghrelin, sérotonine). Ces peptides sont synthétisés par

l'hypothalamus [Williams, 2004]. Il a été signalé que l'hypophyse est responsable de moduler

l'ingestion de nourriture ; elle reçoit des signaux de l'hypothalamus et puis elle transmet ces

signaux à d'autres tissus ou organes périphériques cibles [Song et al., 2000; Bjurset et al.,

2005].

L’administration orale et journalière de 500 mg/kg de l’extrait méthanolique lyophilisé de RC

et de BV pendant trois semaines a permis de protéger les rats diabétiques de la perte massive

de poids corporel, encore mieux, elle a même permis d’augmenter d’une manière significative

le poids corporel des rats diabétiques alimentés par un régime pauvre en zinc par rapport à

ceux alimentés par régime normal. Les résultats de poids corporel sont en accord avec ceux

publiés par [Shah el al., 1991] La capacité de l’extrait de protéger les rats diabétiques de la

perte massive du poids corporel semble être due premièrement, à sa capacité de réduire le

taux des lipides, deuxièmement, à son effet hypoglycémique [Tastekin et al., 2006] et donc à

sa capacité de renverser la néoglucogenèse et de contrôler cette perte protéique [Rajagopal et

Sasikala, 2008 ].

Comme il a été décrit auparavant, la STZ inhibe la sécrétion de l’insuline par le

pancréas, après destruction sélective et irréversible des cellules β pancréatique [Zhang et

Than, 2000]. Deux mécanisme fondamentaux qui causerait une hyperglycémie lors d’un

diabète, d’une part par un mécanisme de surproduction (excès de la néoglucogenèse et la

glycogénolyse), d’autre part par la diminution de l’utilisation du glucose par les tissus

périphériques [Shirwaikar et al., 2004].

L'analyse des résultats a montré que la carence en zinc a induit une augmentation plus

élevée de la concentration sérique du glucose chez les rats diabétiques. Cette hyperglycémie

est due à des troubles dans l'utilisation du glucose par les tissus ce qui traduit l'effet positif du

zinc sur le métabolisme glucidique [Hendricks et Mahoney, 1972 ; Schauder et al., 1983].

Ces résultats sont en accord avec les travaux de Fairweather et al. en [1985] qui ont observé

une augmentation de la concentration sérique du glucose chez des rats au cours de la

gestation, après une consommation alimentaire pauvre en zinc.

Nous avons constaté aussi que l’extrait méthanolique de deux plantes a pu jouer un

rôle crucial dans la baisse de la concentration sérique de glucose, soit par la stimulation de la
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sécrétion de l’insuline, soit par une action extra-pancréatique et donc par l’influence de

l'absorption de glucose et son utilisation par les différents tissus. Ces résultats viennent donc

confirmer les premières conclusions d’Osama Mohamed en [2009] qui a constaté que

l’administration de l’extrait de la rue provoque une diminution hautement significative de la

glycémie juste après quatre semaines de traitement.

Bolkent et al. en [2000] ont  rapporté que l'extrait aqueux de blettes a diminué la

glycémie induite par l'alloxane chez des lapins. Il a été rapporté que plusieurs molécules

bioactives isolés de plantes tels que les terpènes et les flavonoïdes influencent les cellules β

pancréatique et stimulent la sécrétion de l’insuline par leurs activités antioxydantes [Jang et

al., 2004; Sarkhail et al., 2007]. Etant donné qu’au cours du diabète le stress oxydant et les

radicaux libres affectent et détruisent les cellules β, donc l’extrait méthanolique de deux

plantes peut aussi augmenter la sécrétion de l’insuline via son activité antioxydante [Osama

Mohamed, 2009; Bolkent et al., 2000] Ce qui est justifié amplement par la constatation au

niveau des coupes histologiques du pancréas endocrine conduisant à la libération de

l’insuline.

Le diabète sucré est aussi associé avec une hyperlipidémie et provoque de profondes

anomalies dans la concentration et la composition des lipides [Cooperstin et Watkin, 1981].

Ces anomalies représentent un important facteur de risque de maladies cardiovasculaires [Al-

Shamaony et al., 1993]. Il a été indiqué que l’élévation des lipides sérique chez les rats

rendus diabétiques par STZ joue un rôle important dans la pathologie du diabète [Sharma et

al., 2008]. Dans notre étude, on a enregistré une augmentation significative de la

concentration sérique du cholestérol total et des triglycérides chez les rats rendus diabétiques

par STZ.

Le niveau élevé du cholestérol total dans le sang représente un facteur de risque

majeur dans le développement des maladies coronaires [Brown et al., 1993].

Ces résultats sont en accord avec ceux publié par Eddouks et al. en [2005], Ravi et

al. en [2005] et Sharma el al. en [2008] où ils suggèrent que la forte concentration anormale

des lipides sériques observée chez les sujets diabétiques est essentiellement due à

l’augmentation de la mobilisation des acides gras à partir des tissus adipeux [Ravi et al.,

2005]. En effet, Betterridge en [2002] indique que la carence en insuline ou
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l’insulinorésistance peut être responsable d’une hyperlipidémie, car l’insuline, a une action

inhibitrice sur 3-hydroxy-3- méthyle-glutaryl coenzyme A réductase (HMG-COA reductase),

une enzyme clé pour la biosynthèse du cholestérol. D’autre part, le glucagon, la

catécholamine ainsi que d’autres hormones augmentent la lipolyse. Au cours du diabète,

l’hyperlipidémie peut être considérée comme un résultat de la non-inhibition de l’action des

hormones lipolytiques sur les tissus

adipeux [Goodman et Gilman, 1985].

Nous avons constaté également une augmentation bien claire du cholestérol et des

triglycérides chez les rats qui sont sous un régime alimentaire pauvre en zinc. Cette

augmentation peut s'expliquer  par la dégradation intense des composés lipidiques des tissus

adipeux. D'autre part, l'hyperglycémie provoque un désordre métabolique traduit par des

changements de la voie normale du glucose, où une partie du glucose est transformée en

acides gras et glycérol et puis la synthèse des triglycérides et cholestérol [Patricia et al.,

1995]. Une autre étude a confirmé que la carence en zinc dans l'alimentation des rats a induit

une augmentation de la pénétration de glucose marqué par le carbone radioactif (C14) dans les

tissus adipeux et transformé en acides gras [O'dell et Reevers, 1982].

Le traitement des rats diabétiques avec l’EMRC et l’EMBV a amélioré ces variables

de profil lipidique altérées. Il est bien connu que l’hyperlipidémie qui caractérise les rats

rendus diabétiques par STZ est la conséquence de la non-inhibition de l’action des hormones

lipolytiques sur les tissus adipeux. Étant donné que dans les tissus adipeux l'insuline a une

action anti-lipolytique en inhibant la lipase hormonosensible, donc l’extrait méthanolique peut

soit imiter l’action de l’insuline, soit stimuler la synthèse de l’insuline. Il est également connu

que le contrôle de la glycémie est le principal déterminant de la concentration sérique du

cholestérol et des triglycérides [Eddouks et al., 2004]. Auparavant, nous avons signalé que

l’EMRC et l’EMBV ont produit une puissante activité hypoglycémiante chez les rats rendus

diabétique par STZ, de sorte que ce puissant effet hypolipidémique de l’extrait peut également

être la conséquence de l'amélioration de la glycémie.

Un grand nombre de travaux de recherche ont montré l’effet hypolipidémique de

plusieurs flavonoïdes, terpènes et d’autres composés phénoliques [Sarkhail et al., 2007].

Donc l’effet hypolipidémique de l’EMRC et l’EMBV peut être lié à la présence de certaines

de ces molécules. Ceci est en accord avec les résultats d’Osama Mohamed et al. en [2009].
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Comparant au témoin, les résultats concernant le taux sérique de l’urée, de

l’acide urique et de la créatinine, qui sont considérés comme marqueurs significatifs du

dysfonctionnement rénal [Almadal et Vilstrup, 1988] montrent une augmentation

caractéristique chez le lot diabétique non traité. Ceci est expliqué par le fait que les protéines

peuvent être dégradées en acides aminés puis en urée et créatinine. De plus, la glycation des

protéines dans le diabète peut entraîner une atrophie musculaire et augmente la libération de

la purine ; la principale source de l’acide urique [Anwar et Meki, 2003]. Nos résultats

suggèrent que l’augmentation de la concentration sérique de la créatinine, d’acide urique et

d’urée causée par le diabète a été déclinée après l’administration de l’EMRC et de l’EMBV.

Cet effet est lié à l’amélioration du métabolisme glucidique ainsi que la sécrétion de

l’insuline.

En ce qui concerne l'histologie; le pancréas des rats rendus diabétiques présente des

îlots nécrotiques avec une destruction des populations cellulaires, notamment les cellules β.

Ceci est dû, mentionné précédemment, à l'effet cytotoxique de la streptozotocine ayant des

conséquences négatives sur la sécrétion exocrine pancréatique, procès accompagné par un

diabète typique dû à la défection apparue de la sécrétion insulinique. En revanche, l'histologie

pancréatique des rats traités par l’EMRC et l’EMBV comparable à celle des rats normaux par

la distribution et la forme intacte des îlots de Langerhans. Il est, peut être, constatable que les

deux extraits possèdent des effets préventifs sur la dépréciation du pancréas. Cette conclusion

trouve son utilité également dans d’autres études où ils ont visualisé l’efficacité de ces extraits

sur la protection du tissu pancréatiques [Bolkent et al., 2000 ; Osama Mohamed et al.,

2009]
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Matériels de la partie phytochimique :

Les produits Chimique et les réactifs :

 Méthanol, acétone, éther de pétrole, Chloroforme (Sigma)

 H2So4, FeCl3, HCl, NH4OH, Reactif de Fehling, Ethanol.

 Réactif de Folin, Carbonate de sodium, acide gallique, AlCl3, DPPH, Quercétine,

acide ascorbique,

 Acétate d’éthyle, eau distillée, ninihydrine.

Les équipements:

 Le rotavapor R-215 (Bûchi).

 Lyophilisateur (Alpha 1-2).

 Spectrophotomètre (JENWAY 6305)

 Cuve de chromatographie.

 Balance (BB310) et (Sartorius), balance de précision (Explorer® Pro)

 Verrerie.

 Plaque de silice Kieselgel (Merck)

 Tubes capillaires

Partie Biologique

Produit utilisés

 Streptozotocine (sigma), Glibenclamide.

 Glucose, eau physiologique (NaCl 0.9%)

 Maïs, saccharose, protéine, cellulose, vitamine, l’huile de maïs.

 ZnCo3, FeSo4, (CuSo4, 5H2O), KIO3, (MnSo4,H2O), CaHPo4, Na2HPo4,

CaCo3, KCl, MgSo4.

Les équipements

 Centrifugeuse (Sigma 2-16).

 pH mètre.

 Glycomètre (On call plus).

 Balance précision (Explorer® Pro), balance (Sartorius) et (BB 310).
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Préparation de la solution de la streptozotocine :

 Préparation du tampon citrate :

 - solution A : 2,1 g d'acide citrique dans 100 ml d'eau distillée

 - solution B : 2,94 g de citrate de sodium dans 100 ml d'eau distillée

 - solution C : 27 ml de la solution A ajouté à 23 ml de la solution B

 - ajuster le pH de 4,5

 - filtrer sur membrane de 0,22µm (conservation 3 mois, 1 4°C)

 - solution D : solution C diluée au 1/10ème dans de l’eau distillée (conservation 3

mois, + 4°C)

 - préparer une solution de streptozotocine de 30 mg/ml.
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