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I"ohjec_ﬁf de cette etude est d’évaluer I"effet antidiabétique d'huile de pépin
de raisin chez la souris adulte en suivant le gain du poids corporel, I'évolution das
parametres biochimiques, la teneur hépatique en glutathion ainsi que I'étude de
Ihistologie du paneréas endocrine, 11 s'agit dune étude expérimentale menée au
laboratoire sur 16 souris répartis en quatre lots de 04 souris chacun dont 02 lots sont
rendus diabétiques par l'injection intrapéritonéale de 150 mg/kg d'alloxane, L'uile de
pépin de raisin est administeée chaque jour par voie orale & une conceniration de
0.1ml/kg du poids corporel, Des souris recevant ['zau distillée sont atilisées comme
témoins et diabétiques non fraités. Aprés irois semaines de traitement, les souris sont

sacrifiées & jeun et les différents paramétres sont déterminés.

% partir de l'analyse des résultats. en a observé que les souris diabétiques

non traités ont subit une chinte du poids corporel significative, Llinjection de I'alloxane
& provoqué &galement une perturbation s claire du métabolisme glucidique,
lipidique et protéique ol nous avons constaté une hyperglycémie, ainsi qu'une
augmentation significative de la teneur plasmatique en cliolestérol et triglycérides, en
acide urique; en créatinine. Par contre ia concentration d'albumine, des protéines
totales et hepatiques a dumnue, Cependant, les aclivités des lransaminases (TGO,
LsF); ont ete augmentees. e plus, le diabéte perturbe le systéme de détoxification lié
au giutathion et I'histologie du pancréas a montré une nécrose au niveau des lots de-

Langerhans conduisant & leur disparition toiale.

gjar ailleurs, le traitement des souris diabétiques par 'huile de pépin de raisin

a montré un effet antihyperglycémiant en améliorant tous les parameétres biochimiques
et surtout une activité cytoprotectrice vis-a-vis le pancréas en préservant la capacité de
la séerétion d'insuling.
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ﬂsarauélemem, I'érude phytochimique a dévoilé que le raisin st wés riche en
flavonoides, en tanis, stérols et terpénes. Elle contient, également, d autres familles de
COMPOSES:

fm conclusion; Thuile de pépin de raisin est donge d'une activité

antidiabétique et antioxydante remarquables, De ce fait il peuf constifuier une
ressource naturelle pour les futures érudes sur le diabéte sucré et ses camplications.

Maots-elés: Huile de pépin de raisin, Souris, Diabéte, Alloxane, Pancréas,.
Pararnétres biochimiques, GSH.
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The objective of this study is the research antidiabetic ¢ffect of the il of prape

pip in the adult mouse while follawing the profit of the body weight, the evolution of
the biochemical parameters, the hepatic content of glutathion as well as the study of
the histology of the endocrine pancreas. 1t is-about an experimental study led to the
laboratory on 16 mouse divided into four batches of 04 mice each one whose 02
batches are made diabetic by the injection intrapéritonéale of 150 mg/kg of alioxane.
The oil of grape pip is managed each day by oral ‘way with a concentration of
0.1ml/kg corresponding respectively to body weight. Mice receiving distilled water

are used as witnesses and diabetic untreated. Afier three weeks of treatment, the mice

are sacrificed to jeun and the various parameters are given,

From the analysis of the results, one observes that the diabetic mice untreated

have undergoes a fall of the body weight significant. The injection of the alloxane
also caused a very clear disturbance of the glucidic, lipidic and proteinic metabolism
where we noted an hyperglycemia, as well as a highly significant increase in the
plasmatic content of cholesterol and triglycerides, uric acid, creatinin and albumin,

On the other hand the concentration of total and hepatic protems decreased. However,
the activities of fransaminases (TGO, TGP), were increased. Moreover, the diabetes
disturbs the system of detoxification related to the glutathion and the histology of the
pancreas showed one necroses on the level of the small islands of Langerhans leading

to their total disappearance.

3;1 addition, the treatment of tlie diabetic mice by the oil of grape pip showed an

effect antihyperglycémiant amount-dependent by improving all the biochemical
parameters and especially a cytoprotectrice activity opposite the pancreas by

preserving the capacity of insulin secrefion.
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35 parallel, the phytochimic study revealed that the grape is very vich in
flavonoides, in tanisc sterols and terpenes. It contains, also, other families of
compounds.

A conclusion; the oil of grape pip is endowed with a antidiabetic and
antioxydant activity remarkable. This fact it can constitute a natural resource for the

future studies on the sweetened diabetes and its complications.

Key words: Oil pip grape, Mouse , Diabete, Alloxane, Pancreas: biochemical
Paramétres, GSH.
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-..Z; diabete est ime maladie métabolique grave menacant, d une maniére croissante, la santé

publigue dans le monde. Elle touche environ 4% de la population mondiale et on s'attend 2
une augmentation de 5.4% en 20235, Les patients atteints de diabéte ont le stress oxydatif éleve
et une altération des systémes de défense anti-oxydante, qui semblent coniribuer3 Vinitiation

et la progression des complications du diabéte fnduit.

c.%ZTgré- I"milisation des hypoglycémiants comme drogues antidiabéﬁquiss, le diabéte et ses

complications constituent une grande problématique dans Ja prise en charge thérapeutique des

diabétiques et la réussite du traitement serait d’un intérét grandiose.

(7:;}. consequent, depuis toujours les plantes ont constitué la source majeure des

meédicaments grice a la richesse de ce qu'on appelle le métabolisme secondaire. Celui-ci
produit des molécules variées permettant aux plantes de contrdler leur environnement animal

et végetal.

ﬂs de 800 plantes sont utilisées actuellement dans le traitement de diabéte plusieurs

études ont éte effectuées pour identifier les composés bicactifs des plantes médicinales
responsables de |'activité hypoglycémique, certains composés sont isolés tel que. Tanins,
polysaccharides, alcaloides, stérols, terpenoides et parmi lesquels les flavonoides sont les

principaux composants actifs responsables de diverses activités biologique.
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fobj‘et:tif de la présente étude est 1a validation de I'effet antidiabétique d’huile de pépin

de raisin, reconnue dans le traitement du diabéte ainsi que leur potentiel antioxydant en

utilisant des outils biochimigues.

.Z; premiére partie de ce travail s'attachera & donner quelqnes rappels bibliographiques

sur le diabéte sueré, le diabete experimental et la phytothérapie de cette pathologie. On
mentionnera également quelques rappels sur le swesse  oxvdanfs: Les mécanismes de

I"augmentation ‘du siress oxydant dans le diabate.

z seconde partie du mémoire consiste a faire des tests phytochimigue de raisin et @

déterminer quelques parametres biochimiques de son huile -ainsi que la recherche d'éventuels

effets antidiabétiques chez les souris alloxaniques en évaluant les aspects suivants:

»  Piude phytochimique de raisin.

e FEtudede la variation dit poids ¢orporel,

» Dosage des paramétres biochimiques d’linile de pépin de raisin.
¢ Dosage du glutathion hépatique.

» Etude histologique do pancréas endocrine.

fﬁ fin on discute les résultats obtenus dans cette étude.
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Chapitrel Le Diabéte Sucré

Chapitre I : Le diabéte Sueré

Introduction =

Diabéte sucré est une maladie métabalique. Il touche environ 150 millions de la population
mondiale dont 90% sont des diabétiques de type 2. Le traitement de cette maladie canstifue
wne des plus grandes préoccupations scientifigues & travers le monde. Ceci est en vue de
trouver de nouvelles solutions pour prévenir, voir ralentir Ja survenue des complications
organiques ¢t métaboliques résultantes de I"hyperglycémie chronique.

En générale, tous les agents antidiabétiques (antidiabétiques oraux, insuline) ne répondent
pas aux besoins des patients en tant qu'on traifement efficace. Evemtuellement, plusieurs
accideénts risquent d*&tre 2 origine d’un éfat indésirable (Rees et Alcolado, 2005).

Actuellement, le recours au traitement du diabéte sucré par les plantes attire tous les

flashes. Justement, il existe dans le monde; plus de mille plantes ntilisées vaditionnellement
pour lulter contre celle maladie, et certaines d’enire elles ont regu une évaluation scientifique
et médicinale de leur efficacité. De fait, plusicurs phytothérapeutes a travers le monde
s'intéressent & la recherche de nouvelles substances d’origine végétale pouvant avoir cé secret
(Cefalu, 2006).

1- Histoire du diabéte :

Le diabéte suaré était connu par des anciens médecins les Indes.
Dans ["antiquité gréco-romaine, Hippocrate, fait allusion 4 la polyurie mais pas au diabéte,
Pour Gallien (129-201 aprés J.C), le diabéte est une maladie des reins, avec élimination par
les urines, des boissons non altérées.
Au XVIigme siécle : Thomas Willis (1621-1675), médecin anglais. met en évidence, la
présence de sucre dans I'urine des malades.
Le XVlIlleme siécle est marqué par la découverte chimique des sucres dans les urines alors
au’elle n'avait ¢ jusqu’alors que signalée.

Au XIXeme siécle, les recherches portent sur la présence de sucre dans le sang appelée plus

tard par Claude Bernard « glycémie ».
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Fréderic Grant Banting et Charles Herbert Best : ont réussi 3 isoler et 4 mettre au point une
méthode de préparation des extraits pancréatiques a la fois stire et efficace pour la production
d’insuline. Celte préparation ful découverte en 1921, cela leur a valu un prix Nobel.

Le 11 janvier 1922, de "insuline fus injectée & Léonard Thompsorn, un gargon de 14 ans en
¢tat d’acidose et article de la mort. A ce moment I"msuline lul sauva la vie et depuis ce jour
des milliers d’éires humains sont traités & 'insuline pour contrdler le diabéte.

Dans les années 1940 4 1950, il v eut apparition de médicaments antidiabétiques provenant de
différents ancétres,
C’est en 1993 que la preuve médicale gu’il faudrait normaliser idéalement les glycémies
chez tout patieor diabétique pour éviter les complhcations a long terme, s'est faite par une

étude américaine, qui a donné des résultats fort concluants ( Hennen, 2001).

2- Définition :

Le diabéte est une maladie fréquente, connue depuis fort longtemps, trés répandue en ce
débuit de XXIéme siécle. C'est une pathologie chronique, caractérisée par une hyperglycémie.
Lorsque la glycémie dans le sang, mesurée a jeun, devient supéricure a 1,26 g par litre, la
‘personne est considérée comme diabétique. Cette maladie est incurable, mais peuf néanmoins
8tre traitée efficacement, Le diabéte est un désordre du métabolisnte lipidique, glucidique et
protéique attribué 4 la production diminuée de I'tnsuline ou & une résistance anormale 4 cette
hormaene qui entraing une hausse du raux de glucose (Buysschaert et al,, 1999 ; Raceah, 2004):

3- Facteurs déclenchant le diabéte :

» L'hérédité : Les différents types de diabéte peuvent induit par des facteurs héréditaires
donc la génétique & une action sur la présentation du diabéte (Bakour et Sioune, 2007).
» L'obésité ; Est définil par un exces de la masse adipeuse qui représente le facteur de
résistance de I"action d’insuline le plus fréquent (Bakour et Sioune, 2007).
> Le stress ¢ Le stress peut déclencher un diabéte chez certaines personnes prédisposées
géndtiquement, il entraine :
= I'excrétion des catécholamines qui activent la néoglucogenése et la

glycogénalyse.
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¢ L’augmentation de Vactivité de I"hypophyse qui a un effer ant-insuline
periphérique. Ainsi Peffet du stress sur la glycémie peut varier d’une
personne a I'autre (Gribe et Merzougui, 2009).
» L'ge : Plus I"dge est avancé, plus le risque d'apparition du diabéte et importait dans 1a
population, la sécrétion de I'insuline par le pancréas s'use chez certaines personnes
(Gribe ef Merzougui, 2009),
Les facteurs alimentaires : Le diabéte peut résulter d une sur alimentation et surtout

\:f

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 "apparition do
diabéte (Gribe et Merzougui, 2009).

Infection virale: Le virus Caxsackie B impliqué dans le déclanchement du DID et les
virus des oreillons et de la rubéole dans I"infection congénitale qui attaque la cellule

v

Beta du pancréas (Bakonr et Sioune, 2008).

4- Différents types de diabéte :

L ancienne classification des diabétes, insulinodépendants et non insulinodépendants, était
fondée sur leur trajtement plutdt que sur leur mécanisme causal (Rodier, 2001). Depuis 1997,
une nouvelle classification du diabéle sueré a éte proposée par Kaneko (American Diabétes
Association) et adoptée chez I'Homme par 'O M.$ (Hennen, 1996 : 2001). Cette classification
a été établie d’aprés une approche pathiogénique plutdt que thérapsutique (Spina et Lehmann,
2001). On distingue :

4-1Diabete insulino-dépendant : (Type 1)

Le diabéte de type Tou DID, représente environ 10% des cas de diabéte mondiaux (Peter-
Riesch et al., 2002). 1l apparait le plus souvent chez enfant et le jeune adulte, ¢est pourquoi il
est aussi appelé « diabéte juvéniles ».

Le risque de survenue dun diabéte de type 1 augmente avee le taux des anticorps et avec
leur association (Charbonnel, 1999). Des régles diles hygiéno-didtétiques, la bonne gestion du
traltement et le respect de Jla surveillance médicale périodique et de I'auto-surveillance
permettént aux diabétiques de type I d’espérer rejoindre progressivement I’espérance de vie
des non diabétiques.

Ce diabete doit étre traité par des injections d'tnsuline & vie et par un régime alimentaire
adapte (Mari Manus, 2000).
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*» Physiepathologie :

La physiopathologie du DID est en général dominée par les mécanismes de destruction
auto-immune des cellules B Langerhansiennes. 1 n’exisfe pas acluellement d’explication
univoque ni parfaitement vérifiée. Les conséquences découlent de la carence insulinique [lide &
cette destruction. Leurs mécanismes font intervenir (Perlemuter, 1996) :

> Les'immunocytes : que ce soil les lymphocytes tueurs qui délrnisent directement les
cellules cibles. Ou Des lymphocytes B qui se multiplient et commencent a séeréter
des anticorps anti-cellules béta (Beyan et Leslie, 2006).
Anticorps anfi-ilots : Leur r6le exact est mal connu, plus que simples témoins d’une

Y

réaciion mmunitaire, ils seraient capables de s’altaquer directement aux cellules béia
Langerhansiennes (Humbel, 2002).
Réaction immunitaire anti-cellules béfa :

A&

- Des antigenes de classe Il exprimés & la surface de la cellule béra.

- Une reéaction destructrice impliquant la coopération de ces antigénes, des  anticorps
anti-cellules béta, des immunocytes et d’autres composants plasmaliques comme le
complément (Perlemuter, 1996).

%+ Diagnostic :

Le débul clinigne du diabéle de type 1 est Ie plus sonvent rapide _Ils peuvenl apparaitre
subitement soudame d’un syndrome cardinal associé 4 une sécrétion excessive d'urine
(polyurie), une sensation de soif (polydipsie) ainsi qu'une perte de poids, une faim
permanenie, une grande faligue en particulier & I'effort, des doulewrs musculaires ¢t de
troubles de la vue & type d’hypermétropie secondaire aux perturbations osmotiques du
avistallin.

Le dingnostic st confirmé par un simple dosage de la glycemic ; s°1l n°est pas porté a ce
stade, I"évolution se fait vers 'acidocétose. avec déshydratation, nausées, vormissements,
doulears abdominales et surtoult polypnée. Uine meswre de la glycémie capillaire et une

recherche de la céfonurie suffisent a confirmer le diagnostic (Grimaldi et al., 2000).

4-2 Diabete non insulino-dépendant : (Type II)

Le diabéte de Type 2 ou DNID est de loin la forme de la maladie la plus féquente
puisquelle présente 90% des cas mondiaux. Le diabéte de type 2 esf aussi appelé « diabéte
mature » car il survient le plus souveot chez "adulte, autour de la cinquantaing, sa prévalence
augmente avec 'dge (Peter-Riesch et al, 2002). Les sujets atteints sont généralement en

Contribution a ['étude de 1'effer d huile de pépin de raisin sur le diabéte Page4


http://www.scantopdf.eu
http://www.scantopdf.eu

= L

—

gjqp_fg’gl: Le Diabéte Szxcri'

surcharge pondérale, Apparait généralement suite a un double probléme. D’une part, on voit
apparditre une résistance & Uinsuline des tissus périphériques (insulinorésistance). D autre
part, les cellules sont encore capables de produire I'tnsuline, mais elles ne parviennent pas a

compenser [z résistance a [’insuline.

Ce diabéte peut étre traité par voic médicamenteuse et par un régime alimentaire adapte
visant 4 une perte de poids. A un stade avancé, les injections d'insuline sont nécessaires
(Girardin et Schwitzgebel, 2007)

% Physiopathoelogie :

La résistance a I'insuline entraine non seulement une hyperglycémie, comme dans le
diabéte de type I, mais également une surproduction d’insuling par le pancréas paur créer une

« pression » sur la cellule. Ce hyperinsulinisme (hyper-insulinémie) a deux conséquences:
- une prise de poids ef une augmentation de la tension artérielle.

- un surmenage permanent des cellules béta dont la production finit par s'épuiser (Mari et
Manus, 2000).

% Le diagnostic :

Les critéres de diagnostic du diabete fondés sur les propositions faites par 'OMS 4 partir
dune hyperglyvéuue pruyoyuée par voic orale (HL.Q.P.0) & 75y de glucose . soil la giycémie
a jeun (GU) etait superiewre ou egale & 14U/l elou ln glycemie deux heures aprés charge
((i2) supérignre 4 2g/1, et le diapnostic du diahére érait pareé © enit 1a plycdmia § dev hayres
se trouvail entre 1.4 el 2g/1 et 'on supposail alors le diagnostic d’intolérance au glucose

(Martin Buysschaert, 2006),

Diands cle vype 1 Cilahéte g type =
I I I

sans acidocstose avec. [scidejodtosn ‘L
polyurio : i i)
sl i~ fou
polyphagic [ nagssas ETTTTTY
‘amaigrissamernt vomissesnents cormiplentinns chuoninpuas
1=tiguse douleurs abdaminales
mfecticn

Figure 1 . Symptdmes de diabéte (Martin Buysschaert, 2006).
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4-3 Diabéte gestationnel :

Le diabéte gestationnel (DG) est défini comme un trouble de la tolérance glucidique
diagnostiqué pour la premisre fois au cours de la grossesse (généralement entre la 24" et 1a
26 semaine d’aménorrhée), quelle que soit son évolution dans le post-partum.

O Sipas de facteurs de usque: dépistage systématique entre 24 ey 26 SA (SA: semaines
d’aménorrhée).

¢ Si facteurs de risque présents : dépistage au premier trimestre, puis entre 24 et 26 SA.

* Criteres diagnostiques du DG selon le Test d’O’Sullivan : Glycémie veineuse 4 jeun
=1.30g/l une heure aprés 1’absorplion de 50g de glucose. Ou si deux des valeurs suivantes

sont atteintes aprés H.G.P.O avec 100g de glucose: 0.95g/1 4 jeun; 1.80g1a H1: 155g14

H2 : 1.40¢/1 4 H3 (Grimaldi et al., 1993).

5- Traitement du diabéte sucré ;

Etant donné I"imiplication du stress oxydant dans la pathologie diabétique, 1l est intéressant
de considérer I'apport potentiellement bénéfique des antioxydants, mais aussi des substances
limitant I"action cellulaire des AGE jouant un réle dans les complications du diabéte.

» Médicaments antidiabétiques ; Certains antidiabétiques oraux utilisés dans le
traitement du diabéte possédent, outre leurs effets normoglycémiants, des propriétss
antioxydantes et /ou anti AGE.

- Les sulfamides hypoglycémiants stimulent la sécrétion d’insuline par les cellules B du
pancréas en les sensibilisant a I"action du glucose (Dey et al., 2002).

-~ Les biguanides classés en deuxiéme lieu n'agissent pas sur la sécrétion fnsulinique, ce
sont des potentialisatenrs d'effets de 1'insuline (Srivastava et al.. 1993),

# Les antiovydants : Des éludes varices ont montré que les vitamines et les
suppléments antioxydants peuvent aider 2 diminuer les marqueurs indicatifs du
sitess oxydant et de la peroxydation lipidique chez les sujets &t les animaux
diabéliques (Rahimi, 2005). Parmi ces antioxydanis

- la vitaming E qui baisse la glycosylation des protéines et I'insulino-resistance avec son
effet préventif de Iathérosclérose (Thomas et Stocker, 1999).
- la vitamine C qui diminue le taux de I'hémoglobine glyquée et améliore Faction de
Vinsuline (Nicolosis, 1999).
- le vanadium mhibant la peroxydation lipidique au niveau du pancréas (Szaleczky ef al.,
1999).
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- lezinc et le sélénium qui font augmenter I”activité des enzymes antioxydantes et le taux

._I de GSH dans le foie et le cerveau (Tywaij et Al-Badr, 1988).
> La phytothérapie : les plantes antidiabétiques ont pris un grand intérét comme
‘source énorme d’antioxydant (Halliwell, 2609). Des émudes faites sur des plantes
médicinales ont tévélé leur effer antidiabétique accompagné de leur effet

. ]

]

antioxydant €leve, ce qui donne plus d’espoir peur prévenir et/ou guérir ie diabéie et

ses complications.

6- Augmentation dun stress oxydative et la production accrue des radicanx

{ libres au cours du diabgte :

7 le stress oxydant : se définit comme un déséquilibre de la balance enire les sysiémes
de défenses antioxydants et la production des ERO (Espéces réactives de I"oxygéne),
en faveur de ces demiéres. Ce déséquilibre peut avoir diverses origines, tels que la
surproduction endogéne d’agenis pro-oxydants d'origine inflammatoire, wn déficit
nutritionnel en antioxydants ou méme une exposition environnementale a des facteurs
pro-oxydants, Ce déséquilibre entre les systémes de défense et de production des
radicaux libres entraing des Iésions biochimiques an niveau des cellules de
Farganisme du fait de lews conséquences sur le plan moléculaire, telles que les
altérations au niveau deg protéines, 1'apparition de cassures au nivean de 'ADN, on
des atteintes de Pintégrité de la memhrane cellulaira par IPindoction de la
peroxydation lipidique (Favior; 1997),

= lLes vadieawy libres - som dos especes chimiques independantes (Keliver, 1993),
atome, molécules ou lews fragments (Durackova, 2008) possédani un ou plusieurs

' ¢lectrons célibatames (Kehrer, 1993 ; Delattre, 2005 : Durackova, 2008). En

toxicologie, les RL sont ceux qui existent dans un état libre ef capables d’interagir
avec différents composés de tissus (Kehrer, 1993),

> Les antioxydants . Du point de vue biclogique. les antioxydants sont toutes
substances qui, présentés a faible concentration par rapport a celle du substrat
oxydable, retardent ou inhibent significativement |"oxydation de ce subsiral (Abuja et
Albertini, 2001), et dont les produits de la réaction entre I'oxydant et 'antioxydant ne
doivent pas éue toxiques et nme branchent pas la réaction radicalaire (Durackova,

2008).11 existe deux types d’antioxydants :
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@ Les antioxydants synthétiques : les enzymes antioxydants (SOD,CAT, GPx, ...), ou
ol bien les antioxydants non enzymatiques (transferring albumine)
@= les antioxydants naturels : qui incluent les flavonoides (catéchine ef querceting) ou
ﬂ autres phenols (I"acide ferrulique) ou les composés polyphénoliques (resveratrol). Iis
sont requis par I’organisme & travers I'alimentation comme constituants naturels des
|_ fruits et des végéfaux en exerganl une activilé antioxydanie significative (Ursini,
1999),

e Les antioxydants peuvent jouer leur réle 4 différents niveaux du processus oxydatif
|

&= neutralisant les radicaux initiateurs ;
I @& Liant les ions métalliques ;

@ Neutralisant les radicanx peroxyles
{ &~ Eliminant les biomolécules endommagées par oxydation, ainsi que d"autres types de
réactions (Baskin et al, 1994)

» L'hyperglycémie peut induire une production accrue des radicaux libres selon
plusieurs mécamsmes :
» Augmentation des polyols :
. Dans un état d’hyperglyoémie, les deux voies du métabalisme de glucose — la voie de la
. glycolyse et la voie des pentose-phosphates — fonctionnent moins bien. Cette perturbation est
diie & 1z saturation de I'héxokinase qui permei la phosphorylation du glucose, ce qui conduit
| Faceimulation du plucose dans les  tissus msulino-indépendants (reins, fissn  rénal,
microvaisseaux rétiniens...gtc,) et I'activation de la voie des polyols faisant imtervenir une
enzyme inductible : l'aldose réductase (AR), et une autre enzyme qui est : le sorbitol
déshydrogénase (SDH). L activation de la voie des polyols.conduit 3 :
@ L'accumulation du sorbitol (agent du stress osmotique teés actif) (Taleb-senoucia el
al., 2009),
@ L’aceumulation du fructose (caractérisé par son grand pouvoir téducteur par rapport
au glucose) qui stimmle la glycosylation non enzymatique des protéines (Chandra et
al., 2007),
%= La diminution du rapport NADPH, H+/NADP+ et NAD +/NADH, H+ (altération du
potentiel redox) ce qui affecte la régénération du GSH en aboutissant § un stress

%
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oxydant (Bravi et al., 1997) et limite également certaines réactions enzymatiques,

comme la formation du NO par la NO synthase (Branmtneret al, 1996). Cées

conséquences sont directement impliquées dans la production des ROS et I'inhibition

de certains antioxydants.

# Formation de protéines glyquées -
L’hyperglycémie est une cause essentielle de la glycosylation non enzymatique ou la
glycation des protéines qui résulte de la formation d’une liaison covalente entre la fonction
aldéhydique du glucose ¢t les groupements amines libres des protéines, Cette liaison doune
naissance a des produits dits d”Amadori possédant un groupement Cétol qui forme, en
présence de métaux de transition, de |"anion superoxyde O (Singh et al., 2005),

» Activation de ’angiotensine
L angiotensine I est un vasoconstrictenr dont son activilé augmente systématiquement lors
d’une hyperglycémie. 11 est considéré I'un des plus importants stimuli endogéne pour la
génération de I"anion superoxyde Oy - via la NAD(P) H oxydase endogéne (Beaudeux et al.,
2008).

» Production des radicaux libres par la mitochondrie:
La source principale des radicaux libres au cours des états d’hvperglycémie est bien la
mitochondrie par [intermédiaire de sa chaine respiratoire. Le taux ¢levé du glicose favorise
un gradient électrochimique (de protons) au niveau de la membrane interne mitochondriale
suite & une activaton des donneurs d’électrons du cycle des acides tricarboxvligues. ce qui
mduil une forte production de I'anion snperoxyde (Beandenx e al, 2005 ; Derubertis et al..

2005). Elle produirait en effet 90 % des ROS Cellulaires.

7- Les complications liées an diabéte :

Malgré le développement des molécules normalisant la glycémie et I'amélioration des
schémas thérapeutiques, le diabéte reste soumis 4 une surmorbidité et 4 une surmortalité lide
essentiellement & des atteintes dégénératives tissulaire notamment au niveau des nerfs, des
reins, de la rétine et du ceeur. Le diabéte sucré induit fréquemment Iapparition des
complications aigpes ou chroniques. Les principales cowplicatians diabétiques aigues est un
coma causé soit par une hyperglycémie (acidocétose) soif par une hypoglycémie due par
exemple & une prise trop importante d"un médicament hypoglycémiant.

Les complications chroniques du diabéte consistent surtout en des maladies vasculaires
dégeénératives dont les caractéristiques principales sont I"obstruction progressive de la lumiére

— — —S— .
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des vaisseaux et, au niveau de la microcirculation, [e passage anormal de protéines de la
circulation sanguine vers les tissus. Ces complications concernent a la fois lés gros vaisseaux
(macroangiopathie) et les microvaisseaux (microangiopathie),

La persistence de I'hyperglycémie est étroitement liée 3 I’augmentation de I'indice et de la
gravité des complications vasculaires diabétigueﬂsm'akus-ef Rietbrock, 2004),

8- Le diabéte expérimental :

Afin d'étudier I'étiologie de ce diabéte et en raison de la gravité de ses nombreuses
répercussions métaboliques et dégénératives, l'utilisation de modéles expérimentaux
représente autant de voies d'accés dans la compréhension de la genése et des complications
de cette pathologie (Dubault Koenig-Berard, 1997 ; Fride et Medeiros, 2608).

Durani ces dernieres années, les éludes entreprises visant 4 la mise au point de modéles
adéquats de diabéte chez I'animal, notamment dans [ cas du diabéte non insulinodépendant
(sans obésité associée) ont abouti 4 de différents types de modéles obtenus essentiellement
chez le rat (Cefale, 2006). Favenr de I'idée selon laquelle les anomalies de l'insulino-sécrétion
et de la sensibilité 4 I'insuline seraient secondaires a une réduction plus on moins marquée de
la population de cellules B (Duhanlt et Koenig-Berard, 1997: Rees et Alcolade, 2005).

L'installalion du diabéie chez les modéles animaux se fait soil spontanément soil par
mduction chirurgicale, chimique, endocrine, immunologique ou par sélection ou génie

génétique,

8-1 Diabéte induit par les substnnces chimigques: Coy sabstances sont toxiques pour la
cellule B. Les plus utilisées sont:

-Alloxane :

L’Alloxane est un composé orgamique basé sur un squeletie de 'hétérocyclique de la
pyrimidine .Ce composé a tne haute affinité pour I'eau existant sons forme monohydratée.

Les données caractérisant I' Alloxane dans les conditions standards sont les suivantes

Nom chimique : 2. 4, 5,6(1H, 3H)-pyrimidine tétraone monohydrate.
Stracture chimique ; C4H;N;0;

Masse meléculaire : 160,09 g/mol

Point fondant : 253°C.
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C’est un ‘agent oxydant fort excentre une activité cytotoxique sur les cellules § par le
produit de sa réduction, I'acide diallurique (Grankvist et al, 1981). 11 établit un cycle
d’oxydoréduction avec formation de radicaux superoxydes, associé & I'infernalisation de
fortes doses de calcium dans le eytosol provoquant anisi la destruction rapide des cellules B
(Ammon ef al, 1983 ; Lenzen et al., 1988). Cet effet délétére est inhérent 4 la vamérabilité de
ces cellules au stress oxvdatil en raison d™une part, de leur pauvieté en cu++/z++ super
oxyde dismutase, en catalase et en glutathion peroxydase, d autre part au faible contenu en
glutathion réduit (Grankvist et al., 1981), Cette fragilité intervient dans les mécanismes qui

conduisent & la destruction des cellules B sous Teffet d’agents diabétogénes comme

I"Alloxane (Grankvist et al., 1981; Ammon et al,, 1983 ; Lenzen et al, 1996),

Figure 2 : Structure chimique de I'Alloxane,
- La streptozotocine :

La streptozotoine (STZ, 2-deoxy-2-(3-methyl-3-nitrosoureido)-D-glucopyranose) est un
antibiotique anti- tumoral de synthése wtilisé en chimiothérapie ant- cancéreuse. Ce
médicament, toxique pour le pancréas enduwive, ost ndiyué dans le traitement des
adénocarcinomes métasiatiques des ilots de Langerhans, Comme les autres agents alkvlants la
streptozotocine inhibe ’initiation de la synthése de "ADN et est faiblement active sur la
synthése des protéines el de I'ARN. Le mécanisme de Paction diabéiogéne est encore

mcomplétement connu (Hwang et al,, 2005),

La streptozotocine induit un diabéte chez la souris non prédisposée (Anderson et Stitt,
1993 ; Szkudelski, 2001). Les mécanises impliqués dans 1"agression anti- cellule béta sont
toujouwrs 2 controverse, certains aateurs plaidant en faveur d'une réaction auto-immune &
médiation cellulaire, d’autre en faveur dune foxicité directe provoguant I'insulite,

L'administration de STZ & faible dose et pendant cing jours consécutifs provoque chez la
souris non prédisposée, une destruction de la cellule béta 4 I"origine d'une fsulite et d'un
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diabete avec une incidenice inférieure 4 100%. Des anticorps anti- cellule béta peuvent étre

miis en évidence,

L°administration unique d’une dose plus importante induit une destruction des cellules
pancréatiques et un diabéte de type 1 dans 100% des cas (Sénéecat, 1996),

- cyclophosphamide :

Le cyclophosphamide est un agent alkylant, comme la stréptozotocine, L'injection de
fortes doses de cyclophosphamide déclenche I'apparition d'un diabéte, uniquemen! chez la
souris NOD pré diabétique. L'action du cyclophosphamide résulterait de V'accélération d'un
phénoméne auto-immum et sans doute moins d'une toxicité directe de la molécule sur la
cellule béta. En effel, les splenocytes de Souris dont le diabéte a é1é induit par le
cyclopbosphamide sonf capables de transférer la maladie a des animaux sains. Enfin, il a été
demontré que le cyclophosphamide pouvait abroger des mécanismes régulatenrs qui
préviennent l'activation de cellules T diabétogénes (Charlton et Bacely, 1989).

82 Diabéte induit par la pentamidine :

La pentamidine est un médicament anti- protozoaire employé chez I'Homme dans le
traitement des pneumopathies & Pneumocystis carinii ; dans la maladie du sommeil et, chez
I"animal ef chez 'homme, dans le traitement de la Ieishmaniose. Son utilisation chez le Rat et
chez la Souris a induit un diabéte irréversible, dose dépendant et temps- dépendant. L action
diabéloyeue de co widivaten!, provoyude par T4 wadehd sur 1es cellules ber seralr abtenuc
moins rapidement qu’avec 1a STZ, on alloxane (Sai et Roillot, 1983),

8-3 Diabéte induit par inoculation de virus :

Certaines infections virales peuvent engendrer un diabéte aussi bien chez I'omme que chez
Tanimal. L'exemple le plus comnu est linfection de la souris par le virus EMC
(Encephalomyocarditis). Ce viras entraine un diabéte en pénétrant dans la ceéllule f. L'ADN
viral s'infégrant au génome de la cellule § hote provoque une altération des fonctions de ces

cellules et notamment de la synthése et de la sécrétion d'insuline (Rees ef Alcolado, 2005).

8-4 Diabéte induit in vifroe ;
lls permettent d’aborder le dysfonctionnement de Iinsulino-sécrétion dans le cas d’un
diabéte de type 2. Trois méthodes d’expérimentation in Vitro existent:

— ——— e e ————————————
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@~ A partir d'flots de Langerhans isolés. L exploration de plusieurs voies de |'insulino-
sécrétion se fait en réponse a plusieurs sécréfagogues tels que le D-glucose et la L-
arginine en concentrations croissantes, un agoniste ef un antagoniste de la voie B
adrénergique stimulatrice (isoprotérénol associ¢ ou non au propranolol) et un agoniste
a2 adrénergique mhibiteur (clonidine). Quelle que soit ia voie stimulée il apparait une
diminution de I"insulino-sécrétion.

@ A partir d'un pancréas isolé et perfusé, L’exploration de la libération d’insuline esl
dynamique.

& A partir d’ilots de Langerhans périfusés. Cette approche concerne ["éude de la
mémoire de la cellule B (Anderson et Stitt, 1993),

8-5 Diabéte induit par le régime alimentaire :
[1s ont permis de mettre en évidence le réle de la consommation hvpercalorique et de L'dge
associé 4 un manque dactivité physique, On prend comme exemple -

e La souris Spiny (Acomys chirinus) :

Cet animal vit dans les régions désertiques et semi-désertiques autour du bassin
mediterranéen. Un régime de laboratoire riche en sucrose provoque chez cette souris une
réduction des enzymes de la glycolyse qui est une des voies de dégradation métabolique du
glucose s'effectuant en présence ou en abserice d’oxygéne, une réduction de la tipogénese
qui entraine une hyperlipidémie c'est-a-dire une augmentation des lipides dans le sang, une
mtolérance au glucose, une hyperinsulinémie, mais ne provoque pas d'hyperglycémie ni
d'obésité. Un régime riche en lipides induit une obésité, une intolérance au glucose, une
hyperinsulinémie, une augmentation du glucagon plasmatique avec une hypergiycémie mais

sans changement dans le conienn pancréatique en insuling (Malaisse o Sener, 2008),

8-6 Diabéte insulinodépendant induit par chirurgie :

Certaineés manipulations chirurgicales ou toxiques ont montré qu'aprés ligature du canal
pancréatique, le lapin développe un régime adapi¢ 4 un diabéte qui repreduit relativement
bien un diabéte humain consécutif 4 une pancréatite (inflammation du pancréas)
(Shafrir, 1992).
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8-7 Diabéte induits par modification génétique : Les “souris” transgéniques ;

Les techniques de génie génétique ont permis d'obtenir des animaux permetiant 1'étude du
diabéte. Le modéle le plus utilisé est le rat Zucker. Il présente une ohésité, une insulino
résistance, une hyperinsulinémie, une hyperlipidémie mais une clycémie normale. Son
pancréas est hypertrophique, hyperplasique et hyper séctétoire (Fride et Medeiros, 2008).

On peut également inactiver certains génes codant pour des molécules intervenant dans le
métabolisme insulinique, &t observer les résultats obtenus concemant:

- la réduction de 'activité de Ia glucokinase dans les cellules

- 1a suppression du transporteur de glucose "knock out GLUT4 mice"

- expression de I'insuline humaine

- I"expression de I"amyline humaine

~ I"expression de I"aldose réductase humame

- la surexpression de I"IGF (Insulin-like Growth Faclor)

- Ja production d’inferleukine-10 {Dubault et Koenig-Berard, 1997 ; Fridde ef Medeiros, 2008).

9- Avenir du fraitement de Ia maladie :
Pour réduire le risque de développer des complications, il doit se préoccuper des éléments
suivants :
- La tension artérielle;
- Le taux de cholestérol et de triglycéndes dans le sang;
- La dépendance au tabac (cessation du tabac),

Pour diminuer la souffrance des diabétiques, de nouvelles solutions font Uobjet de
recherches, & savair; la transplantation des Ilots (Barrou et al., 2004), l'insuline administrée par
voie nasale ou & travers 'eeil, les analogues de l'insuline pouvant &tre pris par voie orale et les
agents bloguant les dommages de l'auto-immumité.

En paralléle. ia recherche de nouvelles substances a partir des plantes attire actuellement

tous les flashes et constifue une &tape substantielle dans le développement de mouveaux
médicaments (Dirckx, 1998)
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Chapitve I : la phytothérapie
I - Ja phytothérapie

Introduction :

Depuis l'antiquite 'homme utilise les plantes comme une source principale de nourriture,
par la sutte s'est développé pour les utiliser comme médicaments et remedes 2 fin de soigner
les différentes maladies, jusqu'da mamfenant les plantes sont encore destinées 4 la santé
humaine malgré les efforts des chimistes qui essayent de synthétiser de nouvelles molécilles.

D'aprés les études statistiques, plus de 25% des médicaments dans les pays développés
dérivent directement ou indirectement des plantes (Mamoudou et al., 2003). Les plantes avec
leur nombre illimité constituent un réservoir immense de nouveaux composés médicinamx
potentiels, préce 4 ses molécules qui présentent l'avantage d'une grande diversité de structure
chimique et activités biologiques, Les plantes aromatiques sont caractérisées par leur richesse

en principes actifs (Benkiki, 2006).
1- Définition :

Le mot phytothérapie provient de deux mots grecs qui signifient essentiellement «soigner
avec les planies ». I s'agit d'une pratique millénaire basée sur un sayoir empirique qui s'est
transmis et enrichi au fil d'innambrables générations. Ta phytothéraple, dymalngiquement le
traitement par les plantes, est une méthode thérapentique qui utilise l'action des plantes

médiginales, On pout distingusr deus fonneas de phytullid apic

> Une pratique traditionnelle, parfois trés ancienne basée sur l'utilisation des plantes selon
les vertus découvertes empiriquement (Max Wichd et Bibert, 2003). Selan I'OMS, cetie
phytothérapie est considérée comme une médecine traditionnelle et encore massivement
employée dans certains pays dont les pays en voic de développement. C'est une
médecine non conventionnelle du fait de I'absence d'étude clinique.

» Une pratique basée sur les avancées scientifiques qui recherche des extraits actifs des
plantes. Les exiraits actifs identifiés soni standardisés, Ceite pratique conduit aux
phytomédicaments ef selon la réglementation en vigueur dans le pays, la circulation des
phytomédicaments est soumise a l'autorisation de mise sur le marché (AMM). On parle
alors de pharmacognosie ou de biologie pharmaceutique (Max et Bibert, 2003).
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2- Différents types de la Phytothérapie :

# Aromathérapie : est une thérapeutigue qui atilise les essences des plantes, ou huiles
essentielles, substances aromatiques secrétées par de nombreuses familles de plautes,
ces builes sont des produits complexes 4 utiliser souvent 4 travers la peau.

Vf

Gemmothérapie : se fonde sur |'uiilisation d'exirait alcoolique de tissus jeunes de

végétaux tels que les bourgeons et les radicelles.

» Herberisterie 1 correspond 4 la méthode de phytothérapie la plus classique et la plus
ancienne. L'herboristerie se sert de la plante fraiche ou séchée; elle utilise soit la plante
entiére, soit une partie de celle-ci (écorce, fruits, fleurs). La préparation repose sur des
méthodes simples, le plus souvent 4 base d'eau ; décoction, infusion, macération, Ces
préparations existent aussi sous forme plus modeme de gélule de poudre de plante

seche que le sujet avale,

#» Homéopathie : a recours aux plantes d'une fagon prépondérante, mais non exclusive;
les trois quarts des souches sont d'origine végétale, le reste étant d'origine animale et

minérale

Phytothérapie pharmaceutique : utilise des produits d'origines végétales obtenus par
extraction et qui sont dilués dans de I'alcool éthylique ou un autre solvant. Ces extraits

‘j’!

sont dosés en quantités suffisantes pour avoir une action soutenue et rapide. lls sont

présentés sous forme de strop, de gouttes, de gélules, de Iyophilisats (Strang, 2006).
3- Le développement de ia phytothérapie :

L'usage thérapeutique des plantes remonte aux temps les plus reculés de l'histoire de
I'homme, En effet, I'histoire officielle de la phytothérapie prend ses "racines” il y a plusieurs

nxillénaires. En voiei les grandes étapes:

Au cours du ler siécle de notre ére : Dioscoride, autre médecin grec et successeur spirituel
d'Hippoerate, écrit son fameux De Materia Medica qui étudie, lui, environ 600 simples, et qui
restera l'ouviage de référence en matiére de plantes pendant de trés nombreux siécle.

Au cours du 2éme sigcle : C'est au tour de Galien, encore un médecin gree, de codifier
l'emplei de toutes ces planies, et de mettre au point un nombre considérable de formulations
magistrales 4 peine compiéiées et  modifides jusqua la fin du 18&me siécle,

=_____——————————— —___________________ _— _____ __  — — —__ _________ — ————
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Du 3éme au 18¢me siécle : Peu de plantes vont venir sajouter aux 600 “simples”
répertoriés par Dioscoride an cours de cette longue période, si ce ne sont quelgues rares
plantes originaires de contrées lointaines et encore inconnues en Occident, ou encore de
certames jalousement tenues secrétes par la médecine populaire, comme par exemple la
digitale dont le secret d'utilisation est arraché difficilement an 18éme sidcle & une guérissense
qui le tenait certainement elle-méme d'une transmission familiale a travers

plusienrs générations de guérisseurs.

Du 19éme siécle 4 la moitié du 20&me siecle : S'installe une période de désaffection pour
la médecine par les plantes, A cela deux raisons : La premiére est le developpement de deux
grands groupes de medicaments (isolés d'ailleurs tous les dewx a partir des plantes) entre 1806
et 1888. Tandis gue La deuxiéme n'esi que le prolongement direct de la premiére, est
l'importance  attachée par le corps médical i ces nouvelles molécules dont 'J’emplqi est

rapidement codifie.

De 1960 & mos jours : Net regain d'mtérét pour la phytothérapie sous une double
influence :
* Celle de certains médecins et scientifiques qui publient des ouvrages de plus en plus
objectifs, documentés et scientifigues sur lusage médicinal des plantes.
» Celle des malades qui, aprés une période d'absorption intensive de chimiothérapie, se
rendent compte que cet abus provoque de nombreux effets secondaires souvent plus graves -

dans de nombreux cas de pathologie bénigne ~ que les troublés i fraiter (Iserin et al., 2001).

Aujourdlui les plantes sont de plus en plus utilisées par I'imdustrie pharmacentique, il est
impossible d'imaginer le monde sans la quinme qui est employde contre lg malaria o sanz 13
diagoxine qui soigne le ceenr, ou encore I'éphédrine que I'on retrouve dans de nombreuses

prescriptions conire les thumes.
4- Les principes actifs des plantes médicinales :

Le ou les principes actifs d'wie plante médicinale sont les composants naturellement
présents dans cette plante, ils lui conférenf amsi son activité fhérapeutique, ces composants v
sont seuvent en quantite extrémement faible, 1l est donc nécessaire de réaliser une extraction
qui va les isoler.

Aujourd’hui, les laboratoires pharmaceutiques usant de technologies modemes, produisent
des extraits d'une grande ot constante qualité. Cette rigueur permet d’obtenir des principes
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actifs concentrés, qu pourront étre administres sous forme de capsule. Celle-ci contient un

certain nombre de substances dont la plupart agissent sur I'organisme humain qui sont
{Creola, 1981).

» Les alcaloides : Formant im groupe trés large, les alcaloides possedent presque une

%

molécule d azote (NH2-) qui les rend pharmaceutiquement trés actifs. Certains sont des
medicaments connus qui ont des vertus thérapeutiques avérées. c’est le cas d'un dérivé
de ia pervenche de Madagascar (Vinca rosea) employé pour traiter certams types de
cancer (Ailis et al., 1999)

Les saponines : Principaux coustituants de nombreuses plantes médicinales, les
saponines dérivent leur nom au fait que, comme le savon, elles produisent de la mousse
quand on les plonge dans I'eau Les saponines existent sous deux formes, les stéroides et
les trapénoides (Tserin, 2001),

Stérols : Nom d’ensemble des alcools polyeyclique de poids moléculaire ¢leve, jouant

un role tmportant dans le metabolisme des étres vivants présents dans les organisnies

animaux ou végétaux caractérisés strucuurellement par Passociation du phénanthréne et
du cyclopentane .

Terpénes : Ce sont des praduits naturels, formés de 1'assemblage d’un nombre entier
d"unifés penta-carbonées ramifices du 2-méthyle butadiéne, appelées imités isopréniques
(Adilis et al., 1999)

Les tanins : Toutes les plantes contiennént des tanins a un degré plus ou moins élevé
Ceux-ci donnent un goiit amer 4 I'écorce ou aux fevilles et les rendent impropres a la
cansommation, Pour les insectes ou le betail Les Camns sont des composants
poryphénoliques qui contractent les tissus en liant les protéines et en les précipitant, d'oi
leur emploi pour « tanner » les peaux [s permettent de stopper les hémorragies et de
lutter contre les infections (Iserin et al., 2001).

Les phénois : 1l existe une wés grande variété de phénois, de composés simples comme
PPacide salicylique, molécule dommant par synthése l'aspirine, a des substances plus
complexes comme les composés phéniques auxquels sont rattachés les glucosides Les
phénols sont anti-inflammatoires et antiseptiques (Benkiki, 2006).

Les flavonoides : Les flavonoides, présents dans la plupart des plantes. sont des
pigments polyphénoliques qui contrbuent, entre autres, 4 colorer les fleurs et les fruits
en jaune ou en blanc IIs ont un important champ d'action et possédent de nombretises
vertus meédicinales antioxydants, ils sont particuliérement actifs dans le maintien d'une
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bonne circulation. Certains flavonoides ont aussi des propriétés anti-inflammatoires et
antivirales (Al- Achi, 2005).

% Les huiles esscatielles: Les huiles essentiels sont des produits de composition

géncralement assez complexe, renferment les principes volatils contenus dans [es
vegétaux ¢t plus ou moins modifiés au cours de la préparation. Pour extraire ces
principes volatils, il existe divers procédés. Deux seulement sont utilisables pour la
préparation des huiles officinales : celui par distillation 2 la vapeur d’eau de plantes a

huiles essentielles ou de ceriains de leurs organes et celui par expression (Ailis et al.,
1999).

5-Utilisation des plantes médicinales :

En fonction de I'effet thérapeutique recherché, I'usage traditionnel puis la recherche, ont

mis au point des procedés de traitement des plantes qui permeftent de ne garder que les

molécules intéressantes, pour une utilisation locale, buvable ou injectable. Dans les

préparations, la composition d'un remede peut réunir différentes plantes. Nous évoquerons ici

les principales formes galéniques dispanibles, leurs origines de fabrications;

I- Les tisanes : Les tisanes sout des préparations magistrales peu chargés de principes

actifs et préparés avec de I'ean sucrée ou non, On prépare les fisanes selon les différents

mades de dissolution des principes actifs (Clintok et Favargercfilcl, 1986).

# L'infusion : Elle consiste a verser sur la plante l'eau bouillante, couvrir et laisser

\:\"l

refroidir 2 & 15 minutes, Elle convient aux plantes fragiles (fleurs et feuilles)
(Danielle, 2005).

La décoction : Llle consiste & maintenir la drogue avec I'eau 4 ébullilion pendant
une durée de 15 & 30 minutes. Elle convient aux plantes "dures " (écorces, racines,

frints et certaines fenllag)

La macération ! 1| s'agit de maintenir Ja plante en contact avec l'sau (température

ambiante) pendant 30 minutes & 4 heures (Clintok et Favargercillcl, 1986).

Inhalation : Excellent pour soigner les affections des voies respiratoires. les
inhalations utilisent les effets de la vapeur d’eau chaude mélangée 4 I'ardme de
substances volatiles comme I'eucalyptus ou le romarin. Plenger I'herbe sélectionnée
dans de 1'eau bouillante (142 cuilléres 4 soupe par % litre d’ean). En recouvrant la
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v

téte, les épaules et le récipient avec une méme serviette pour mieux concentrer la
vapeur, inspirer puis expirer profondément pendant 15minutes (Danieile, 2005).

La digestion - On maintient la plante en contact avec I'éau (température inférieure
celle de I'ébullition, mais supérieure 4 la température ambiante) pendant 1 heure.

Les poudres végétales : sont obtenus par pulvérisation de la plante séche, Elles
peuvent étre atilisées telles quelles ou sous forme de gélules, ne pas le confondre
avec les nébulisat (Creola, 1981).

2- Les produits d’extractions ;

%

v

"P

Extraits : Les extraits sont obtenus en traitant la plante dans une solution
vaporisable (éther, eau, alcool,...) par divers procédés d'extraction puis en évaporant
ces solutions jusqu'a obtenir une consistance fluide, molle ou séche, On les classe
donc selon leurs consistances.

Teinfures : Elles sont obtenues & partir de poudres végétaies séches et lenr titre
alcoolique varie selon le type de drogue II peut &tre 4 60° (principes actifs trés
solubles), 4 70 ou 90° & 80° (ex produits résineux et huiles volatiles).

Alcoolatures : Ce sont des teintures préparées avec des plantes fraiches n'ayant
donc pas subi les effets de la dessiccation.

Alcoolats : [ls sont obtenus par distillation des principés volatils de substances
végétales au contact de I'alcool. [1s sont toujours incolores et inaltérables mais il Taut
les conserver dans des flacons bien bouchés.

Les sirops : Sont prépares par I’addition de sucre et d’eau dont les proportions 2/3-
1/3 auguel on incorpore le prinoipe actif végétal.

Intraits : [Is ve se justifient que dans le cas oi les principes actifs d'ine drogue (ex;
marron d'lude, valériane, sauge, colchique...) risquent d'étve dégradés aprés la
reécolte, nécessitant une opération de «stabilisation » (élimination des produits
nachifs et/ou dégradants comme les ferments) par des vapeurs d'eau.

Huiles essentielles (HE) : Elles se présentent sous deux formes

a les HE solides, aussi appelées «camplhres d'essence»,

o les HE liquides naturelles ou aprés dissolution (ex.: HE de T0Se).

Eaux distillées ou hydrolats : On obtient les hydrolats par distillation (avec I’eau)
de poudre de plantes on des parties de ces plantes (fleurs, sommités fleuries).Les
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eaux distillees, ou hydrolats, sont frés odoriférants parce que les HE se frouvent en
suspension dans |'gau.
SIPF : Dans les suspensions intégrales de plantes fraiches (SIPF), lintégralité de la

v

drogye est préservée grice 4 un procédé de conservation par le froid, puis dé mise en
micro suspension dans un milieu hydro alcoolique qui permet un blocage transitoire
des réactions enzymatiques(rétablies au moment de l'emploi en diluant dans de
l'eau).

» Les EPS: Ce sont des extraits fluides de plantes fraiches Standardisés, obtenus
aprés congélation rapide de plantes fraiches sélectionnées, puis cryobryage, puis
extraction avec des degrés alcooliques différents, puis évaporation et ajout de
glycéring. Ces extmits permettent d’extraire un trés grand nombre de molécules
actives de la plante. en minimisan! les dégradations. Au cabinei vétérinaire, nots
utilisons principalement des Teintures Méres et des EPS (Hamaidia Hakima et
Chefrour Mohamed, 2005),

6-Les plantes antidiabétique :

Dans les pays « niches » ofl le traitement du diabéte (insuline- médicaments) est d’un accés
facile, 1l est ‘apparu intéressant d'utiliser la phytothérapie, seule ou en complément, pour
diminuer la dose de médicaments synthétiques, mais aussi parce que certains
phytomédicaments semblent en méme temps capables de lutter contre les complications du
diabéte (sclérose des vaisseaux sanguins, dépdt athéromateux, ariérites i artériolites,
hypertension, infections).

Ardemment, plus de 123 plantes sont utilisées traditionnellement pour traiter le diabéte
sueré (Marles et Farnsworth, 1999). Cependant, juste une minorité de ces plantes connaissent
une évolution scientifigue, citons essentiellemeni, Momordica charantia, Cathararithusroseus,
Trigonella foenum-greacum, Allium cepa, Allium sativum, et autres (Al- Achi, 2005) Ce qui
est remarquable, c'est l'existence de plusiems composés d’origine végétale, sembient dommer
cet effet bénéfique. Leur nature différente les fait agir & différents sites,

o Deux types de substances végétales semblent intéressants :

- Celles qui agissent a la mani¢re de I'insuline ou des autres médicaments hypoglycémiants :
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= En empéchant I'absorption du glucose au niveau intesiinal ;

* Enaugmentant Ja synthése et la libération de Pinsuline pancréatique |
»  En diminuant celle du glucagon ;

» En aceélérant la consommation du glucose sanguin (absorption dans les cellules,

syntheése du glycogéne, des graisses ou des protéines),
- D’autres, principalement des tanins,

+ Agissent sur le diabéte lui-méme an niveau cellulaire, en favorisami 1'action de

Pinsuling (en diminuant la résistance a I'insuline) ;

= Et sur les complications du diabéte par leur pouvoir antioxydant et anti-enzymatique,
neutralisant 'effet des radicaux libres et limitant [a réaction imflammatoire dans les

différents tissus (Jean, 2003).

¢ Certains extraits de plantes confiennent parfois ces deux types de substances.

<+ Quelques exemples :

D'autres espéces végeétales réputées antidiabétiques semblent agir 4 des niveaux différents.
Leurs principes actifs sont de nature organique: polysaccharides, acides aminés (Al-Achi,
2005), flavonoides, saponosides, acides gras, alcaloides (Marles et Farnsworth, 1999); ou de
nature mingrale, tel que chiez Atriplex halimus ont le chrome orpanique (Glucose Telérance

Factor: GTF) régule la glycémie en potentialisant l'effer de I'insuling (Aharonson et al., 1969)

A ¢ot¢ du chrome, le vanadium, un insulinomimétique (1'hompson et Gedin, 1995) utilisé
pour le contrdle de la glycémie (Dey et al, 2002), Des études ont moniré que cet élément
améliore la tolérance au glucese par son mécanisme au niveau post-récepteur (Thompson et
Godin, 1995). D'autres minéraux tels que le ‘magnésium (Dey et al, 2002), le cuivre, le
sélénium et le fer ont également des effets bénéfiques (Duerps et Favier, 2004).Alors, Ia planie
constitue une source naturelle. Elle contient en effet, des principes actifs servant comme

prototype pour la chimie de synthése.

e e — e e C————
EEEE.,,,,.nnnosss———————————  —
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Tableaun 1 : Quelques esemples des plantes antidiabétiques

Nature

Composé L. Source Mécanisme d'action possible
chimigue
. _ ) . Insulino- _i_mt.i;i;,,ri_!e administré par vole
L ) - Momordiea i L
Polypeptide P Polypeptide sous cutanée chez des diabétiques de
charayiin
type L.
B  'Mecanisme d'action exacie reste inconmu
Des étndes ont rapporté que :
Le jns de M. charanna pegr améliorer la
tolérance au glucose chez les diabétiques
Momardica de type 2.
Charantia L'extrait aqneux de A,
Hétéroside s e
Clharantine charantia diminue Ia giycémie post
sicroldique prandial avec une réduction du faux de
Momordica I'hémoglobine glycosylé
Joetida B
Augmente I'utilisation hépatique du
glucose et inhibe la néoglucogenése, il
réprime insulinorésistange en
augmentant le taox des transporteurs
membranaires de ghicoss
Catharantine
Leurosine
Lochtns . Catharanthus 11 était difficile d'étudier ces composés
Alcaloide - e
Tetraliydroalsto m roseus voe leur toxicité élevée
Vindoline
Vindolinine
T.es émides réalisées sur les exivaits hrjts
Trigonelline Alcaloide ontmontré les effets suivants:

Tz I
Trigonelia

%&
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. Laphyiothérapie

Jfoenum- Diminution de gglyce’mie post prandial.

Zreaciin

Diminution du taux de glucagon,
somatostatine, insuline, cholestérol total
et des triglycérides avec une
augmentation de taux d'HDL-
Cholestérol.

Resensibilisation des ceflules & l'action
de I'insuline
Altyl propyl ~ Dérivés de la

téine Al cepa y o o
cystom! Ces deux composes semblent agir par

Disulfide _
: competition avec I'insuline sur son
Diallyl disulfide Derivés de la _
) Allizon sativign récepteur,
oxyde cystéine:
La piante provoque une angmentation dun
. . Hétéroside nombre des transporteurs de glicese au |
Linsencsiaes ) . FPanax ginseng : . - o
steroidique niveau du foie avec stimulation de la

synihese de I'nsuline.

T-Domalnes dapplicatlon des plantes médicinales @
%+ Utilisation en médecine :
En tant que médicament pour "homime :

» En wrologie, dermatologie, gastrites aigues, foux, weéres d'estomac, laxatifs, somnieil
¢t désordre nerveux (Svoboda et Hampsen, 1999).

> Systéme cardiovasculaire comme Flavoce (Narayana, 2000).

» Drogues immunostimulantes, antispasmodiques et apti-inflammatoires (Malaleuca
alternifolia, Echinacea angustifolia) (Svoboda et hampson, 1999; Pedneault, 2001 ;
Amjad Hossain, 2005),
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» Contre le diabéte (Azadirachta indica, Annona squamosa, Musanga cecropicides. .. etc)
(Annie dhiwarcar, 2004 ; Amjad Hossain, 2005 ; Adeneye, 2007).

Les maladies de stress, des activités antioxydantes, tel le thé noir, le thé vert et le cacao

A4

sont fiches en composes phénoliques, parmi lesquels théaflavine, le resveratrol, le
gallate el épigallocatechine procyanidine trés &tudié en raison de leur vole en tant
qu'agent chemopreventifs basés sur leurs capacités anhoxydantes (Lee ef al., 2003)

Activité antimicrobienne, antivirale, antiparasitaire: les produits naturels des plantes

v

depuis des périodes trés anciennes ont joué un role important dans la découverte de
notiveaux agents thérapeutiques comme la quinine.

% En agriculture:

Exemple; l'arbre Azadirachia indica, qui se développe dans touf subcontinent indien, est
une des plantes médicinales les plus importantes en Bangladesh. de 12 4 18 métres de
hauteurs avec un périmétre atteignant jusqu'a 1,8 4 2.4 métres. Les huiles de cet arbre ont des
utilisations dans l'agriculture dans le contrdle de divers insectes et nématodes (vers parasites)

(Amjad Hossain, 2005),
% En alimentation :

Assaisonnements, des boissons, des colorants (Svoboda et Hampson, 1999 ; Porter, 2001) et
des composés aromatiques (Smallfield, 2001).Les épices et les herbes aromatiques utilisées
dans l'alimentation sont pour une bonne part responsables des plaisirs de la table (Delavean,

1957), considérées comme condiments et aromates.

La popularit¢ des épices et des herbes aromatiques a été et reste liée & leurs propnétés
organaleptiques, La notion de flavew des Epices e aromates recouvre l'ensemble des
perceptions olfacto- gustatives, Ces perceptions &ultent de stinuli géncrés par unc multitude
de composés organiques doni centains sont volatils et constituent ce qi'on appelle en général
I'hmile essentielle. Les autres non volatils, sont plus particuliérement responsables de la saveur
¢t de la couleur(Richard et Multon, 1992 ; Takoeksa, 1998 ; Belitz el Grosh, 1999).

% En cosmétique :

Des produits de beauté, parfims et articles de toilette, produits d'hygiéne (Porter, 2001)
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Chapitre 2
%
[l Etude de la plaunte sélectionnée :

A partir des recherches antérieures qui sont déja faites, et les usages traditionnels appliqués

par les autochtongs algériens; on a sélectionné -

<% Vitis vinifera :

Figure 03 : Représente la plante de Vitis vinifera (Anonyme 01)

1- Origine : La viticulture est I'une des activités agricoles les plus anciennes. La vigne
appartient 4 la famille des Vitacées, une famille de plantes grimpantes ef vigoureuses. 11 a
retrouvé durant des fouilles archéologiques des accumulations de pépins de raisin qui laissent
penser que le vin est élaboré par I"homme depuis I"époque néolithique. Ces {émoignages du
passé ont €té découverts en Turquie, au Liban et en Syrie. Trés 6t les viticulteurs ont essaye
de tirer parti de tous les produits de la vigne, c'est ainsi que les qualités des pépins ds raisin

ont 6té étudiées et mise & profit (Anenyme 02).

2 - Classification :
» Classification classique :

Régne : Plantae

S / régne : Tracheobionta
Division * Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
S/ Classe . Rosidae
‘Ordre : Rhamnales
Famille : Vitaceae
Genre : Vitis

Espéce : Vitis vinifera
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» Classification phylogénétique :

Ordre : Vitales
Famille : Vitaceae

3- Description botanique :
Vitis vinifera est une liane ligneuse, grimpant dans les arbres et pouvant parfois atteindre
30-40 m de longueur. Quand elle est jerne, elle rampe sur le sol 4 la recherche d'un arbuste

sur lequel se fixer pour pouvoir grandir avec lui.

Les feuilles sont alternes et opposées aux vrilles ow aux raisins. Elles sont palmatilobées,
orbiculaires, découpées en 3 lobes bien marqués surtout sur les pieds males et dotées d'un
grand sinus pétiolaire trés ouvert,

La fleur petite, verdatre, comprend un calice @ 5 dents, S pétales soudés entre eux au
sommet, 5 étamines opposé pétales, un ovaire 4 1 ou 2 loges renfermant chacune 1 ou 2

graines arrondies,

Le fruit porié par les individus femelle, est une baie de 6 mm environ, noire, pourpre, rose
ou blanchétre (Anonyme 03).
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Chapitre 2 La phytothérapie

4 - Composition phénolique du raisin :

Tableau 2 ; composition du raisin

ACIDES PHENOLS
ACIDES HYDROXYBENZOIQUES ACIDES HYDROXYCINNAMIQUES
acide gallique, acide protocatéchique, ac. | acide caféoyltartrigue, ac. caféique (amer),

Syringique ac. p-coumaroyltartrique
FLAYONOIDES
FLAVANOLS ANTHOCYANIDOLS FLAVONOLS
tpi) catéetiol, (instables) Myricérol,
(épi) sallocatéchol Malvidol, cyanidol. guercétol
delphinidol,
petunidol, paenidol
PROANTHOCYANIDOLS | AN THOCYANOSIDES HETEROSIDES DE
oligoméres (pellicule — pigment FLAVONOLS
(pépins; pellicule = rouge du raisin et du .vin) (pellicule—protection
astringence) Maivjcl_q] s—glucaside, contre UV)
Procyanidol B1, B2, B3, B8 delphiidol 3-glucoside Myricétol 3-glucoside,
Procyanidol A2 pétunidol 3-glicoside quercetol 3-glucoside,
rutine
STILBENES

trans-resvératrol, cis-resveratrol. trans-picéide. cis-picéide (pellicule — réponse au stress

pathogene)

> Les flaveonoides présents dans le raisin peuvent enx-méines étre regroupés en trais

grounss .

s lesflavanols et lenrs oligeméres (proanthocyanidols ou tanins condensés)
« les anthocyamidols libres mais instables, que Ton refrouve sous forme
hétérosides nommés anthocyanosides (ou anthocyanes)

o les flavonols et leurs formes hétérosides
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» Les tanins condensés (ou proanthocyanidols) des pépins sont extraits loss de la
macération. Ils fournissent au vin sov caractére tannique, astringent, « charpenté ». Ils
sont de couleur jaune orangé.

» Les anthocyanosides (ou anthocyanes) sont des pigments colorés sftués dans la
pellicule de la baie du raisin noir, Ils sont responsables des couleurs rouge-rubis-
pourpre du raisin et du vin. Les flavonols qui jouent un role de profection contre les
rayons UV se trouvent dans la pellicule des baies. Ils se rencontrent principalement
sous forme glucosides.

» Les composés phénoliques sont concentrés pour l'essentiel dans les pépins et la
pellicule pépins (64%) > pellicule (30%) > jus er pulpe (Maier et al., 2009).

5- Extraction d*huile de pépin de raisin :

Les pépins de raisin renferment une grande proportion de lipides, d'ot la possibilité d’en
extraire une huile, Selon les conditions climatiques, les variétés et la maturation des fuits, les
pépins de raisin peovent contenir de 5 a 20 % d’huile : plus généralement la teneur en huile se
situe entre 12 et 13 %. Il faut donc environ 50 kg de pépins pour produire I litre d’huile, ce
qui représente 500 kg de raisin pour 1 litre d’huile.

Les pépins sont séchés en provenance des distlleries et subissent une premiére pression
pour former des petits pellets ; ceux-ci sont ensuite dirigés vers une unité d’extraction par
solvant (hexane). L'huile brute ainsi obtenue, trés colorée; doit étre raffinée : la présence de
cire trés fine nécessite une étape de wintérisation qui peut se faire-en deux temps :

- Phuile démucilagings et neutralisée subil un premier refroidissement 4 5°C ; aprés un

délai de maturation, 1 huile est ramenée a 12°C pour subir une centrifugation.

- un second tempérage 4 "ambiante précéde le lavage et la décoloration, suivie de la post-

winiérisation : I’huile est alors filtréé (Beveridge et al., 2005).
6- Propriétés d’huile de pépin de raisin;

» riche en acides gras essentiels alliés & une grande fluidité, ce qui en fail une
excellente huile de massage.
» Grdce a sa feneur en acide linoléique. elle régénére les membranes cellulaires,

restructire les fissus ef protége la péau.
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» Elle a également des propriétés antioxydants et contribue 4 lutter contre les effets
du vieillissement.

> Elle s'avére wrés utile pour le soin des mains.

» Elle est également une bonne huile alimentaire ; utilisée en alimentation pour la
friture et I’assaisonnement.

¥ anti-cholestérol et sa contribution dans la prévention des maladies cardiovasculaires
de par son action antithrombotique ont été mises en évidence.

» Riche en vitamines A, BetC, E

» elle contient de nombreux oligo-éléments dans un équilibre parfaitement assimilable

par l'organisme (Anonyme 02).
IT1 L avenir de la phytothérapie :

La phytothérapie continuera-t-elle 4 &tre apprécise 4 sa juste valewr, c'est-a-dire commnie un
large éventail de traitements équilibrés, sains, économiques et écologiques, oll ne sera-t-elle
qu'une nouvelle activité économique devant impérativement générer des bénéfices immédiats

? Convamcre les milieux médicaux, généralement sceptiques, que la phytothérapie n'est pas

seulement un substitut marginal a la médecine conventionnelle mais bien une forme de

médecine efficace st une autre affaire. Au débiit des années 1990, une étude a montré l'effer
de certaines plantes chinoises sur des patients souffrant d'eczéma. Ainsi, 'ajout d'unie seule
plante chinoise aux dix autres contenues dans une prépararion a provoqué une amélioration de
I'état de sante d'un patient jusqu'alors insensible au traitement. Des progrés de cette nature ont
éte obtenus en adaptant les soms aux besoins des patients ef en traitant les causes des
maladies. Cette approche st trés éloipnée de la conception défendue par lu médecine
moderne, seion laquelle, pour une maladie donnée; il n'existe qu'tn seul traitement. En
associant savoir traditionnel et acquis de la science; l'exemple chinois aidant, on peut

envisager e moment ot un patient choisira le traitement qui lui est approprié.
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Matériel et Méthodes

I-Etude phytochimique
1- Matériel végétal :

Nous s’intéressons dans notre fravail 4 déterminer la composition chimiques de
raisin et de tester I'effet hypoglycémique d huile de pépin de raisin.

Le matériel végétal (les fruits de raisin) utilisé pour I’étude phytochimique est acheté
de de la wilaya de Guelma e mois d"Avril en 2012. 1l est néttové puis mis a sécher &
température ambiante dans un endroit aéré & "ombre powr mieux conserver les molécules
sensibles & Ja chaleur et 4 la lumiére. Le broyat va constituer la matiére séche qui va servir

& déterminer la composition chimique de raisin.
2- Tests préliminaires de la composition chimique :

4 Flavonoides :
< Extraction :
Ona macéré 10g de la poudre séche dans 150 m] d"HCI dilué a 1% pendaut 24h,
filtrer et procéder au test suivant.
¢ Caractérisation générale :

Prendre 10 ml du filtrat, le rendu basiqgue par I'ajout du NHA0H,

Un test positif est révélé par I"apparition d'une couleur jaune dans la partie supérieure de
tube 4 essal (Edeogal et al., 2005).
%+ Tanins :

< Extraction ;
Dans un Erlenmeyer, on a dispersé 5 g de poudre dans 100 ml d'eau bouillante,
Apreés infusion pendant 15 mn, nous avons filé et complété le filtrat 2 100 ml avec de
Ieau distillée.

% Caractérisation générale :

Dans un tube 4 essais; nous avons introduit 5 ml d’infusé & 5 % puis nous avons.

ajouté 1 ml de solution aqueuse de FeCl3 & 1 %.
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En presence de tanins, il se développe une coloration verdatre ou bleu noir (Edeogal
et al., 2005),

*» Différenciation des tanins :
» Tanins Catéchiques : Oxydation des tannins condensés |

A3 ml de solution & 5%, nous avons ajouté 5 ml d"HCI concentrd. L’ensemble a été

porté & ébullition pendant 15 minutes puis filtré sur papier filtre.

En présence de tauins catéchiques, il se fonme un précipité rouge (Edeogal et al.,
2005).

» Tanins Galliques : Précipitation par le réactif de Stiasny :
A 30 ml de solution 4 5 %, nous avens ajouté 15 ml de réactif de Stiasny (10 ml de
formol 440 % et S ml d’ HCI concentré), puis nous avons chauffé au bain-marie 4 90°C
pendant 15 mn environ. Aprés filiration, le filtrat a &té saturé par Sg d’acétate de sodium.

Nous avons alors ajouté 1 ml goutte & goutie d'une solution de FeClI3 4 1 %,

L'obtention d’une teinte bleue noire montre la présence de tanins galligues non
précipités par le réactif de Stiasny (Edeogal ef al., 2005),
4 Saponosides :
% Extraction :
Nous avons porté & ébullition 100 ml d’eau distillée dans un erlenmeyer de 250 ml
puis ajoute 1g de poudre ensuite nous avons mainteny une ébullition modérée pendant 15
mn, Apres filtration, nons avons ajusté le filwata 100 ml.

% Caractérisation générale :
Dans un tube & essais neus avons rempli Iml du décocté & 1 % préparé et zjusté la
volume & 10 ml avec T'eau distillée. Ensuite, nous avons agité e tube dans le sens de la
longueur pendam 15 secondes en raison de 2 agitations par seconde. Pour confirmer la

présence de saponosides.

I faut qu'une mousse apparaisse aprés ayoir laissé au repos pendant 15 mn le tube &
essais (Karumi et al., 2004).

%
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%

+ Cardénolides cardiotoniques :

% Extraction :

On a Macér¢ 1g de la poudre dans 20 m! d'eau distillé et filtrer, prélever 10 ml du
filtrat, I"extraire avec un mélange de 10 mi de CHCI3 et de C2HSOH. Evaporer la phase
organique et dissoudre le précipité dans 3 ml de CH3COOH, ajouter quelques gouttes do
FeCI3 suivide 1 ml de H2804 conceniré sur les parois du fube & essai.

Un test positif est révélé par I'apparition d’une couleur verte- bleu dans la phase
acide (Dehou ef al., 2003).

& Stérols et terpénes :
% Extraction:

On a prend 5g de la poudre, Ia dissoudre dans 210 w) d’éther de pétrole, filtrer puis

evaparer,
% Caractérisation générale :

Le résidu obtenu est dissout dans 0,5 ml d’acide acétique et ensuite dans 0.5 ml de
CHCI3. les deux solutions sont transférées dans un tube essai, puis on ajoute 1 ml
d"H2504 concentré.

La formation d"un cercle marron ou violet indique la présence des stérols terpéniques
(Dohou ei al,;, 2003).

II- Partie Biologique :
1-Phase d’adaptation :

Notre étude a été réalisée sur 16 souris (males), adultes 4gés de 6 semaines pesant (28- 39
g) provenant de I'institut Pasteur d” Alger. Les souris sont élevées dans des cages en
plastique grillagées. Ces cages sont tapissées d’une litidre composée de copeanx de bois.
Le nettoyage des cages et le changement de la lifiére sont réalisés guotidiennement. Les
souris acclimatés aux conditions de notre animalerie (J'animalerie du département de
biologie (université 08 Mai 1945 Guelma), pendant un mois (Mars —Avril 2012) 4 une
température ambiante, et une photopériode de (12h/ 12h). L eau de boisson est servie dans
des biberons ad libitum.

%
EEEEEEEEEEEESS e eSS —————————————— -~ __———————— 3
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Tableau 03 : Composition de la nourriture.

Mati¢re alimentaire Quantité en g/kg | Pourcentage (%)
d'aliment

Mais 620 62

Soja 260 26

Phosphate 16 1.6
Calcaire 9 09
Cellulose Lo 1.0
Minéranx 10 1.0
Vitamines 10 1.0

2- Induction du diabéte :

L'alloxane ou mésoxalylurée est un composé organique possédant un squelette pyrimidine
hétérocyelique, Le composé a une forte affinité pour l'eau, il existe principalement a l'état
de monohydrate.

% Préparation de I'alloxane et introduction du diabéte

Le diabéte est introduit chez les souris par injection intrapéritondale d’Alloxane 4 dose
de 150 mgikg de poids corporel de souris (Meni et Vakou., 2010).

L’alloxane est dissoute dans une solution saline fraiche (eau physiologique) juste avant
Untilisalion. A jeun Avec une glycémie supériewre ou égale 4 200 mg/dl les souns sont

considérés diabétiques

3- Mode de traitement :
Les 16 souris (8 normaux et 8 diabétiques) ont &té répartis en 4 lots de 4 souris
GROUPE | : témoin sain regoit ’eau distillée.
GROUPE 2 : témoin diabétique regoit I'eau distillée,
GROUPE 3 : diabétique fraité par I'huile de pépin de raisin a dose de 0.1ml/kg (Al-Astar,
2004),
GROUPE 4 : sain traite par I"huile de pépin de raisin & dose de 0.1ml/kg.
Le traitement est fait aux souris par gavage (per os) 4 1'aide d'une seringue une fois par

jour pendant 21 jours (Quanhong ef al., 2005).

Contribution a I’étude de ["effet d huile de pépin de raisin sur le diabéte Page 34


http://www.scantopdf.eu
http://www.scantopdf.eu

Matériel et Méthodes
%——

4- Prélévement sanguin :

Les prélévements sanguins sont effectués par décapitation 2 la fin du traitement c’est 4
dire au 22°*° jour, les souris sont sacrifiés le matin. Les échantillons de sang sont récipérés
dang des tubes Héparines, puis centrifugés 3000 tours / min pendant 15 min, le sérum est
séparé dans des tubes Eppendrof, puis mais a (-20°C) jusqu’an moment du dosage.

5- Prélévement des organes :

Le foie, le pancréas sont prélevés aprés la dissection des souris, puis débarrassés de leurs
tissus adipeux, rineés dans une solution de chiorure de sodium (Na C1) 4 0.9 %, puis pesés,
Le pancréas est conservé dans une solution du Bowin alcoolique. jusqu'an moment de fire
les coupes histologiques. Le foie est maintenu 4 (-20°C) pour le dosage du glutathion
(GSH).
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3 ;
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Figure 04: Schéma récapitulatif du Protocole expérimental.
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ITI- Dosage des paramétres biochimiques ;
1- Dosage du glucose : (Kaplan, 1984) selon Ia fiche technique Spinréact
% Principe :
Le glucose est mesuré aprds une oxydation enzymatique en présence du glucose
oxydase et la peroxydase, selon les réactions suivantes :

) +H-20 ﬂ, Acide gluconique + Hsz2

slucose+ O
, s P POD . .
HZOZ + Phénol + 4 — aminophenazone ———5 Quinone + H 50

% Echantillon ; sérum.
% Les réactifs utilisés:

* Les réactifs Composition Concentration
Réactif (Ry) -TraspH=74 92  mmol/]
(Tampon) -Phénol 0.3 mmol/
~ Reactif (R;) - Glucose oxydase (GOD) 15000 U/l
(Enzymes) - Peroxidase (POD) 1000 U
- 4- aminophenazone (4-AP) 26 mmoi/l

Etalon -Solution de Glucose 100 mg/dl

% Préparation de réactif de travail (RT):
v Dissoudre le contenue de réactif (R;) dans la fiole de réactif (R,),

v" Meélanger bien et doucement josqu'a la dissolution compléte Ce réaciif de fravail est
stable un mois 4 2-8 °C, ou 7 jours & 15-25 °C.

% Mode opératoire :

Blanc Etalon Echantillon
RT Tml [l 1 ml
Etslon e opwl ] e
Echantillen | - ——— 10 ul

v’ Agiter bien et incuber pendant 10 min 4 37 °C ou 15 -20 min a 25 °C.

¥" Mesurer I'absorbance (A) de [échantillon et de standard 4 505 nm contre le blan, la

couleur est stable pendant 30 min.
# Calcul:
La concentration du glucose dans I'échantillon est calculée par la formule suivante :
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%

(A) echantilio n
(A) étalon

Gl gos e (mg /dl) = % 100

La concentration d"étalon = 100 mg/dl.
2- Dosage des triglycérides :(Buccolo et al., 1973) selon la fiche technique Spinréact
% Principe :

Les triglycérides sont enzymatiquement hydrolysés en glycérol et en acides gras libres
par la lipoprotéine-lipase (LPL) .Le glycérol sous I'effet du glyeérol kinase forme le
glycérol -3- phosphate (GTP) qui est oxydé en H,0, Cé demier forme avec le 4-
aminophenozone ¢t le p-chlorophenol en présence de peroxydase un complexe rouge, selon

les quatre réactions suivantes:

Triglycérides + F:0— =2 5 Glyeérol + acide aras libre

Glycérol + ATP —&G{ycérjdl — 3 —phosphate + ADP

Glycérol—3P+ Oz—%])ihydmxy acétone—P + H:0:
: POD .
H:Qz +4 —aminophenasone + P — Chlorophenol ————s Quinene + H:0

L'intensité de la couleur est proportionnelle & la concentration des triglycérides dans les
échantillons,

+*» Echantillon : Sérum.

< Les réactifs utilisés :

Les réactifs Composition Concentration
Réactif (R)) -GOOD pH=7.5 50 mmol /I
Tampon -P-Chlorophenol 2 mmol /1

- Lipoproteine lipase {(LPL) 150000 U/

-Glycérol kinase (GK) 500 UA

Réactif (Ry) -Glycérol-3-oxidase (GPO) 2500 U

(enzymes) -Peroxidase (POD) 40 U
-4-Aminophenazone (4-AP) 01  mmoll
-ATP 0.1 unnol /1

-Triglycéride aqueux primaire standardisé - 200  mg/dl

" Etalon
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% Préparation de réactif de travail (RT):

¥ Dissoudre le contenu de réactif (R;) dans la fiole de réactif (R;),

v' Mélanger bien et doucement la solution jusqu'a ce qu*clle devient homogéne.
Ce réactif (RT) est stable pendant 6 semaines 4 2-8 °C ou une semaine 4 15-25 °C

“ Made opératoire :

Blanc Etalon Echantillon

Réactif de travail (RT) T Iml Imi
Etalon |  — | 10 pl —
Echantillon | = | e 10 ul

" Mélanger et incuber les tubes pendant 5 min & 37°C ou 10 min  15-25°C.
v Lire Tabsorbance (A) de I'échantillon et de I'étalon a 505 nm contre le blane,
< Caleul:

(A) Echantillon <300
(A) Etalon

Triglveérides (mg/dl) =

La concentration d'étalon = 200mg/dl.
3- Dosage du cholestérol : (Naito, 1984) selon la fiche technique Spinréact.
< Principe:
Le cholesterol présent dans I'échantillon forme un complexe coloré selon la réaction
suivanle

Chelesterol ester+ HaQ Cholestérol estirase + Cholostérol + Acides gias

Cholestérol Oxydase

Cholestérol + 02 >4 -Cholesténone +H_0Q,

Peroxydase

2H.,0, +Phénol+4- Aminophenasone 5 4520 + Quinoneimine

L'intensii¢ de la couleur formée est proportionnelle 4 la concentration du cholestéral dans
I'échantillon.

%
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< Echantillon ; Sérum,
< Les réactifs utilisés :

Les réactifs o Composition ~ Concentration
Réactif (R1) -Pipes pH=69 %0 mmol/A
Tampon ' -Phénol 26  mmol /1
Réactif (R) - Cholestérol estérase. 300 UA
(enzymes) -Cholestérol oxydase. 300 UA
-Peroxydase, 1250 UA
: -4«Aminophenasone (4-AP) 04 mmol
~ Efalen  -Cholestérol aquenx primaire standardisé. 200 mg/dl

< Préparation de réactif de travail (RT):

v Dissoudre le contenu de réactif (Ry) dans Ia fiole de réactif (R,),

v Mélanger bien et doucement la selution jusqu'd ce qu'elle devient homogeéne.
Ce réactif (RT) est stable pendant 4 mois a 2-8 °C ou 40 jours 4 15-25 °C.

< Mode opératoire :

Blanc Etalon Echantillon.
Réactif de travail (RT) [ml iml Iml
Etalon  — 10 pl
) Fehartillon e 101l

v Mélanger et incaber les tubes pendant 5 min 4 37 °Con 10 min 4 15-25°C,

v Lire l'absorbance (A) de ['échantillon et de I'étalon 4 505 nm contre le blanc, La
couleur est stable pendant 2 heures.

% Calcul:

Cholestéral (mg ! diy= L) Eehantilion oy,
(A) Eralon

La concentration d'étalon = 200mg/d].
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4- Dosage des proiéines dans le sérum : (Burtis et al, 1999) selon la fiche technique
Spinréact:
¢ Principe :

Les protéines da sérum forment dans un milieu alcalin avec les ions de cuivie, un
complexe coloré go bleu violet.
L'intensité de la couleur violette est praportionnelle 4 la quantité des protéines présentées
dans I'échantillon.
Protéines + Cy *? —PHalcalin | Cu complexe protéinique
< Echantillon : Sérum.
# Les réactifs utilisés :

' Les réactifs Composition ~ Congentration
 Réactif (R) -Sodium Potassium Tartrate, 15 mmol A
-Sodium iodigue. 100 mmol /)
-Potassium iodigue. 5 mmol/l
- Sulfate de cuivre 19 mmol/
Etalon - Sérumn Bovin Albuming 7 gdl
% Mode opératoire :
Blanc Etalon Echantillon
Réaetif (R) 1ml Iml Iml
Ltalon | = - 25 ul —— '
Echantillon |  ——- B 25l

¥" Mélanger ef incuber les tubes pendant 5 min 4 37 °C ou 10 min a 15-25°C.
v" Lire l'absorbance (A) de I'échantillon et de I'étalon 4 540 mn contre le blanc. La
‘couleur est stable pendant 30 min.

< Calcul:

Protéines (gl dl)= () ‘E“f‘x’é’mﬁoﬂ y
) (A) Etalon

La concentration d'étalon = 7 g/dl.

e
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5~ Dosage d'Albumine : (Koller, 1984) selon la fiche fechnique Spinréact

% Principe ;

L'albumine réagit avec le vert de bromoerésol (BCG), pour former un complexe coloré,
Le pH du milien est maimtenu 4 4.2 par un tampon. Aprés une agitation d'environ 30
secondes, I'absorption du mélange est mesurée an spectrophotométre
% Echantillon : Plasma
< Réactifs

Réactif Composition Concentrafion
ORI Vert de bromocresol 014
Tampon succinate pH 4.2 75 mmol/1
Brige 35 7 ml/]
~ Calibrant - Sérum Bovin Albumine - 50 g/l
Albuming

% Mode opératoire :

Blanc Etalon Echantillon
Réactif (R) Sml Sml Sml
Etalon — 20 ——
Echantillon - — ! e 20 ul

On mélange & I'aide d'un agitateur et on laisse incuber pendant 5 minutes a 37° ou 10
minutes & 25" puis on lit la densité optique DO & 628 nm contre fe blanc réactif La

colaration est stable pendant 60 minutes 4 1"abri de la lumiére.

< Caleul :

Albumin e (g /)= MM % 50 (concentration de I' etalon)
Do étalon

6- Dosage de la créatinine : (Murray, 1984), selon Ia fiche technique Spinréact
% Principe:

La créatinine forme dans tn milien alcalin avec l'acide picrique, un complexe ronge.
L'intensité de Ja couleur formée est proportionnelle a la concentration de la créatinine dans
T'echantillon.

%
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% Echantillon : Sérum.
% Les réactifs ntilisés :

Les réactifs  Compaosition Concenfration
Réactif (Ry) - Acide picrique. 175 mmoi /i
Réactif (Rz) - Hydroxyde de sodium. 029 mmelll
Etalon - Créatinine (solution), 2 mg/dl h
% Préparation de réactif de travail (RT):
v' Meélanger bien un volume de (R, ) avec le méme volume de (R;):
Ce réactif (RT) est stable pendant 10 jours & 1525 °C
*% Mode opératoire :
_ Blane ‘ Etalon Echantilion |
Réactif (RT) Iml | iml tmli
Etalon | = - 100 pl e
Echantilion Ry e 100 !

v" Meélanger et lire I'absorbance (A) de I'échantillon, de I'étalon et de blanc 2 492 im

contre I'eau distillé apres 30 s (A.) et apres 90 s (A,).
v Calculer; AA=As— Ay

< Caleal :

AA Echantillon — AA Blane %2
AA FEtalon — AA Blanc

Créatinine (mg /dl) =

La concentration d'étalon = 2 mg/dl.
7- Dosage de l'acide urique : (Schultz, 1984) selon Iz fiche technique Spinréact

< Principe:

L'acide urigue est oxydé par uricase a allantoine et eau oxygénee (2H;0,) qui sous
linfluence de peroxydase (POD), 4-Aminophenasone (4-AP) et le¢ 2-4 Dichlorophenol

sulfonate (DCPS) forme un complexe rouge (quinoneiming).

Acide urigue + 2HiQ + 0z —U585€ 1o ntsines COs+ IH:0s
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2H:01+4 — AP+ DCPS— 22, Quinoneimine + 4H:0

L'intensité de la conleur formée est proportionnelle 4 la concentration de I'acide urique
dans I'échantillon.

% FEchantillon : Sérum

% Les réactifs nfilisés :

 Les réactifs N Composition Concentration
Réactif (Ry) - Phosphate pH =7.4 50 mmol /1
(Tampon) -2-4 Dichlorophenol sulfonate (DCPS) 4 mmol/l
Réactif (Ry) o - Uricase. 60 U/ -

(Enzymcs) ~Poroxydase (POD). 660 U/
-Ascorbate oxydase. 20001

-4-Aminophenasone (4-AP) 1 mmolA

Efalon - Acide unique aqueux primaire standardisé. 6 mg/dl

% Préparation de réactif de travail (RT):

v" Dissoudre le contenu de réactif (Ry) dans la fiole de réactif (R, ).

v Mélanger bien et doucement la solution jusqu'a ce qu’elle devient homogéne.
Ce réactif (RT) est stable pendant un mois 4 2-8 °C ou 10 joursa 15-25 °C

% Mode opératoire :

Bianc | Etalon Echantillon
Réactif (RT) iml lml 1ml
Etalon emeeee 25 ul e
Echantillon —— - 25 i

v" Mélanger et incuber les tubes pendant 5 min 4 37 °C ou 10 min 4 15-25°C.
v Lire l'absorbance (A) de l'échantillon et de I'étalon 4 520 nm contre le blanc. La
couleur est stable pendant 30 min,
% Calcul!

(A) Echanitillon
(A) Eralon

Acide urique (mg ! dl)=

Conecentration de ['étalon = 6 mg/dl.

%
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8- Dosage de l'activité d'Asparfate aminofransférase ASAT (TGO) et d'Alanine
aminotransférase ALT (GPT): (Murray ,1984), selon la fiche technigne Spinréact.
% Principe:

Les transaminases TGO et TGP présentes dans le sérum catalysent le transfert du
groupement aming du glutamate vers Ioxaloacétate et le pyruvate dans des réactions
réversibles. L activité de ces enzymes est proportionelle a la quantité du pyruvate ou
I"oxaloacétate formée aprés une réaction avec 2,4 — Dinitrophénylhydrazine (DNPH) dans
un milieu alcalin,
< Echantillon : Sérum.

% Les réactifs utilisés ¢

Les réactifs Compaosition Cloncentration
Réactif (Ry.) -DL-Aspartile. 100 mmolA
(Subsfrat TGO) -a-cétoglutarate. 2 mmol/
Réactif (Ry3) -DL-Alanire, 200 mmol/i
{Substrat TGP) -g-cétopintarate. 2 mmold
Réactif (Ry))  -2.4-Dintrophenyihydrazine (DNPH). 1 mmold
Etalon o -Etalon de pyruvique. 1.2 mmol/l _
NaOH - Hydroxyde de sodium. _ 04 N

% Made opératoire :

Blanc Etalon |
Réactif (R,;) GOT 05m | -
Réactif (Ris) GPT — 0.5 ml

v' Meélanger et incuber les tubes pendant 5 min & 37°C, ensuite ajouter:
Echantillon 100 p! 100 1

v" Mélanger et retourner les tubes au bain marié.
Réactif (R2) 0.5 ml 0.5l

v" Mélanger et incuber les tubes pendant 20 min & 15-25°C.

%
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NaOH 0.4N 5ml Sml

v" Mélanger et incuber pendant 5 min 4 1525°C,

v' Lire l'absorbance (A) de I'échantillon & 505 nm contre l'eau distillée. La couleur est
stable pendant une heure.

% Calcul:

Les absorbances (A) obteniies sont rapportées sur la conrbe d'étalonnage.

% Courbe ¢'éiaivnnage ;

Tube 1 2 3 4 5 G
 Bauodistillée  02ml  02ml  02ml | 02ml  02ml  02ml
Ri, ouRyj I m . 09ml . 08ul ~ 07ml - 06ml  0.5ml
Etalon 0.0 mi 0.1 mi 0.2ml 0.3 ml 0.4 ml 0.5ml
DNF 1 mt o w1 ml 1 om! 1o
v Mglanger et incuber les tubes pendant 20 min 3 15-25°C
NaOHO4N  10ml  (0ml  10ml  10ml  10ml  10ml
v Mélanger et incuber pendant 20 min. - N -
v Lire 'absorbance (A) & 505 nim contre I'eau distillée.
TGO UM 00 I 27 46 72 104
- B T Y B ——

TGP ULI 00 12

Y- Dosage de ks glutathion hépatique (GSIT) : (Weakberker ¢t aL, 1988),
* Principe:

Le principe de ce dosage repose sur la mesure de 'absorbance optique de lacide 2-
nitro-Smercapturique. Ce demier résulte de la réduction de l'acide 5,5-dithio-bis-2-
nitrobenzoique (réactif d'Ellman) par les grounpements (-SH) du glutathion.

Une fois prépare. I'homogénat doit subir une déprotéinisation (par l'acide sulfosalysilique
0.25 %) afin de protéger les groupements (-SH) du glutathion.

% Echantillon : Ie foie.

¢ Les réactifs utilisés et leurs préparations:

e Tamipon (Tris-EDTA):pH=9.6
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Dissoudre 12,114 g de Tris (0.4M) et 1.8612 g dEDTA (0.02M) dans 250m! d'eau
distillée:
» Solution de I'Acide sulfosalysilique 0.25 % :
Dissoudre 0.25 g de la poudre dans 100 ml d'eau distillée,
*» Solution de DTNE (0.01 M):
Dissoudre 79 mg de la poudre dans 20 ml de méthanoel absolu 99%.
« Solution d'EDTA (0.02M):
Dissoudre 1.8612 g de la poudre dans 250 m! d'ean distillée.
#+ Protocole expérimental
Les échantillons (250 mg de foie de chaque animal) sont mis individuellement en
présence de 10 ml de solution d'EDTA (Acide Ethyléne Diamine Tétra Acétique) a 0.02M.
Le mélange mis dans des glagons est broyé 4 Vultrason (Soniffer B-30) pendant 35
secondes.
v Prélever 0.8 ml de I'homogénat
Ajouter 0.2 ml d'ume solution d'acide sulfosalysilique (SSA) 0.25%.
Agiter et laisser péndant 15 minutes dans un bain de glace.
Centrifugera 1000 tours /min pendant 5 minutes.
Prélever 0.5 ml du surnageant.
Ajouter [ m] du tampon Tris, pH = 9.6.
Mélanger et ajouter 0.025 ml de [acide 5.5 -dithio-bis-2-nitrobenzoique (DTNB).
Laisser pendant 5 minutes dans la température ambiante pour la stabilisation de la

A N T Y

S

couleur.

v\ Lire labsorbance optigue & 412 wn vontre un blane contenant 'sau distillée 4 la place
de 'omogeénat,

< Caloul:

Do x1x1.525
[3100% 0.8 % 0.5mg Prt

GSH (nMimg prot)=

DO: densiié opiique.

I:le volume total des soludous wuulisées dans Ia déprotémisation (0.8 ml
homogénat + 0.2 ml SSA).

1525 : le volume fotal des solutions utilisées dans le dosage du GSH au niveau
du surnageant (0.5 ml surnageant+ 1 ml Tris EDTA + 0.025 m| DTNB).

13100 : Coefiicient d'absorbance (concemnant le groupement —~SH 4 412 nim).
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0.8 : le volume du surnageant trouvé dans 1 ml,

0.5 : le volume du surnageant trouvé dans 1.525 mlL

10- Dosage des protéines hépatiques : (Bradford, 1976)
% Principe:

Les protéines réagissent avec un réactif coloré contenant de l'acide Drthophosphoﬁque
de ['¢thanol aussi que le bleu de coommassie {BBC) -Ce réactif réagit avec le groupement
(-NH,) des protéines L'intensité de la couleur refléte la concentration des protéines se fait
selon la méthode de Bradford (1976).

4 Echantillon : le foie.

% Les réactifs utilisés:

= Le bleu de coommassie G 250 (BRC).

a 1 'acide orthophosphorigue.

» Sérum albumine de bovin (SAB).

¢ Préparation de réactif de Bradford :

¥ Dissoudre 100 wg de poudre de bleu de coommassie dans 50 mi d'éthanol (95%)

V' Agiter le mélange pendant 2 hevres avec un agitateur.

v' Ajouter 100 m! de 'acide orthophosphorique (HaPO,) 85%.

v Compléter le volume jusqu'a 1 litre avec l'eau distillée.

v" Filtrer la solution obtenue avec un papier filtre.

Ce réactif est stable pendant 2 semaines 4 4°C.

% Mode opératoire

v Prélever 0.05 ml de Iiomogénat.

v' Ajouter 2.5 ml de réactif de Bradford.

v Agiter et laisser 5 min pour la stabilisation de la couleur,

v Mesuzer i'absorbance optigne 4 595 nm contre un blanc contenant l'eau distillée # [
place de 'homogénat .La densité optigue obtenue est rapporiée sur la courbe d'éalonnage
préalablement tracé (0 -1 mg/ml de sérum albumine de bovin).
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F.'igure 05 : Courbe d’étalonnage du sérum albumine bovin.

1V- Etude histologique :

Les coupes histologiques du pancreas ont été réalisées suivant la technique classique
du Houlot,

Pour chaque souris, on préléve un fragment du pancréas de 0.5 cm’, ces fragments sont
mis directement dans du Bouin alcoalique, fixatéur couramment utilisé (26 ml Formol, 7
ml acide acétique et 45 ml acide picrigue de 95%). Puis ces morceaux sont retirés et
coupés 4 Iaide du coutean tranchant & fin de réaliser des prélevements pour I'étude
histologique avee une sufiee de 1-2 ¢’ ¢l ung épaisseur proche de 1.5 mm. Les pigues
obtenues sonl alors mis dans des cassettes spéciales a parois lournées afin de permetire le
passage des liquides.

1- Déshydratation :

Les echantillons sont ensuite déshydraiés pendant 12 heures au minimum pour éliminer
'ean des tissus, cetre opération nécessite le passage du tissu dans des bains d’thanol de
concentration croissante (70%, 80%, 90% et 100%).

2- Inclosion :

Les piéces anatomiques sont alors plongées dans des bains de paraffine liquide, puis on
procéde & I'étape de |'enrobage qui consiste & 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 pm en moyenne) soni possibles grice d’un microtome. Ces coupes

%
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sérides sont reliées entre elle sous Torme des rubans : les quels sont par la suite étalés sur

des lames porte-objets, déplissés et fixés sur les lames par Putilisation d’mne eau

gélatineuse chauffée.

3 - Coloration :

Selon la technique 4 'hémalun-€osine, la coloration suive les étapes suivantes:
Déparaffiner et hydrater les lames 4 'eau de robinet puis rincer & I’eau distillé,

b- [mmerger dans un bain d’hématoxyline de Harris (15 min) qui colore en bleu
violacée les structures basophiles (noyaux).

¢- Différencier les coupes dans P'alcool acide (100 ml éthanol & 70% + 50 mi HCI)
puis les rincer & I’eau de robinet.

d- Bleuir dans un bain d'eau ammoniacale (100 ml d’ean distillé + 2 mil
d'ammoniaque).

e- [mmerger dans un bain d’Eosine (15 secondes & 2 min) qui colore les structures
acidephiles (cytoplasme).

f- Deshydrater, éclaircir ef monler les lames a Eukill. Tous ces bains sont séparés par
des lavages a I'eau de robinet.

g- Enfin, passer a I'Observation au microscope photonique, lequel est équipé d'un
appareil photographique.

V- Etude statistigne :

- Les résultats sont représentés sous la forme (moyenne + écart type) et les dittérences ont

été considérées significatives a P < 0,05, hautement significatives & P < 0,01 et trés
liautenent significatil p < 0.001

-Description des données : Gréce aux statistiques élémentaires, nous avons déterminé pour

chaque lot expérimental les paramélres statistiques de bas¢ pondérale, biochimiques &t

hépatiques.

- A T"aide du test ANOVA, nous avons comparé les moyenties des paramétres étudiés deux

a deux.
- Ces calculs ont été effectués a I'aide du logiciel ORIGINE 6.0 d’analyse et de traitement

statistigue des données.

%

el
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Résultars & Interprétations

Résultafs et interprétation
[ - Etude phytochimique :
I- Tests préliminaires de la composition chimigue :
Les résultats du sereening sont illustrés dans le tableaw suivant -

Tableau 04: Screening phytochimique de raisin,

Composé | Flavonoides | Tanins | Saponosides | Stérols et Terpénes | Cardenolides
-.cardiﬂmniques

| Observation | + T x - T . .

Les tests de la composition chimique réalisés sur le raisin révélent la présence des
flavonoides, des stérols el lerpénes avec une prédominance des tanins. Par contre les
cardénolides cardiotoniques et les saponosides ont été absents dans 1'échantillon analysé.

Flavonoides

Saponosides Stérols et terpénes Cardénolides cardiotoniques

de Ja composition chimique.

Figure 06 + Tests préliminaire

%
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2-Etude biologique :

Tableau 03: Représente le gain du poids corporel (g)

Lies souris
Sains diabétiques diabétigues Sains
Non traités  Non traités (raités traités
(n=4) (n=4) (n=4) (n=4)
M + SEM M + SEM M = SEM M = SEM
Gain du poids 20"+ 15 26 "+ 15 16 “£15 229125

a,b,e,d sont des lettres alphabétigues. S'il y a une différence dans leur écriture dans la mémie
ligne cela veut dire qu'il ¥ a une différence significative (p < 0.03).

n: nombre des échantillons.
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Figure 07 : Représente J¢ gain du poids corporel chez les lots expérimentaus.

D apres le tableau 3 el la figure 7, on constate que le traitement par ["huile de pépin de
raisin & la concentration 0.1ml/Kg a amélioré le gain du poids corporel en comparaison avec
ie lot diabéftique non traité (DNT). cette amélioration est statistiquement trés hautement

significative (P = 0.001).
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Tableau 06 : Représente la concentration sérique du glucose (mg/dl), des triglycérides

(mg/d!) et du cholestérol (mg/dl} chez les lots expérimentaux.

Les souris

Sains diabétiques diabétiques Sains

Non traités Non traités traités traités

(n=4) (n=4) (n=4) (n=4)

M + SEM M = SEM M + SEM M + SEM
Glucose 136.25'4£26.75 5375 '+ 1585 2495°+ §95 142252 6.75
Triglycérides 146"+ 8.5 178 "£1.5 107 =37 143.75 "+ 8.87
Cholestérol 1.225°40.112 1.98"+£0.18 0.84°£0.36 0.975" £0.525

a,b,e,d sont des lettres alphabétiques. S'il y a une¢ différence dans leur écriture dans la méme

ligne cela veut dire quiil y a une différence significative (p < 0.05).

n: nombreé des échantillons.
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Figure 08 . L effet du traitement sur la variation de la concentration sérique du glucose,
des triglycérides et du cholestérol chez les lots expérimentaix,

Nos résultats illustrent gu’il existe une diminution significative de la concentration sérique
dun glucose. des triglycérides et du cholestérol (p < 0.05) chez les souris diabétiques traités

par |’huile de pépin de raisin par rappori aux autres non traités.
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“

Tableau 07 : Représente la concentration sérique de Ja créatinine (mg/1) et de 1’acide urique

(mg/l) chez les lots expérimentaux.

Les souris
Saing diabétiques diabétiques Sains
Non traités Non traités traités traités
(n=4) (n=4) (n=4) (n=4)
M + SEM M = SEM M + SEM M + SEM
Créatinine 1.75%1.24 639"+ 1.44 2.95"+£0.77 2 "+ 0.95

Acide urigue 0.65+0.092 0.845":0.007  0.61 “+0.09 0.677 "+ 0.082

a,b,e,d sont des lettres alphabétiques. S'il v a une différence dans leur éeriture dans la méme
ligne cela veut dire qu'il y a une différence significative (p < 0.05),

n: nombre des échantillons.
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Figure 09 : L'effet du traitement sur la variation de la conéenttatinnﬁsfériq ue de la créatinine

el de I"acide urique chez les lots expérimentaux.

Nos résuitats montrept que [‘administration d’huile pendant 21 jowrs aux souris
diabétiques induit ung diminution significative (p < 0.05) de Ja concentration sérique de la

créatinine et de "acide urique par rapport aux autres non traifés.
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Tableau 08 : Représente |'activité enzymatique de J*aspartate aminotransférase (AST/TGO).

de I"alanine aminotranférase (ALT/TGP) (U/1) chez les lots expérimentaux,

Les souris
Sains diabétiques diabétiques Sains
Non traités Non traités traités traités
(n=4) (n=4) (n=4) (n=4)
M + SEM M + SEM M + SEM M & SEM
TGO 173.25'471.25 335.75"+216.12 351"+252 188.5°+ 56.5
TGP 47571821 243"+375 104 3"4+57.75 56.75'+ 875

a,b,e,d sonr des lewres alphabétiques. S'l y a une différence dans leur éeriture dans la méme
ligne cela veut dire qu'il y a une différence significative (p < 0.05).

n: nombre des échantillons.

_
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Figure 10« L'effer du waitement sur 1 activité enzymatigue de |"aspartate aminotransférase
(AST/TGO), de I"alanine aminatranférase (ALT/TGP) chez les lots expérimentaux.

Les résultats illustrés, montrent que ["activité enzymatique des transaminases sérique
(TGO/TGP) diminue d"une fagon statistiquement significative chez le lot diabétique traité par

rapport 4 celui non traité.

Contribution a | 'étude de I'effet d’huile de pépin de raisin sur le diabéte Page 59



http://www.scantopdf.eu
http://www.scantopdf.eu

Et du glutathion hépatique (nmol/mg prot) chez les lots expérimentaux.

Tableau 09 : Représente I"activité énzymatique des protéines totales (g/1), d*albumine (/1)

Les souris

Sains diabétiques diabétigues Sains

Non traités Non traités traités traités

(n=4) (n=4) (n=4) (n=4)

M = SEM M + SEM M + SEM M + SEM
Protéines totales 74.78°£9.98  41.85+10.15 68.79" £ 8.07 66.82"4:7.67
Albumine 24297" 245 1928 £0.607 22.57"+1.788  23.88"'+1.42
Glutathion .

11.705%+1 24850285 2832+ 0.171 5.107'+0.357
hépatique

n: nombre des échantillons.

ligne cela veut dire qu'il y-a une différence significative (p < 0.03).
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Figure 11 : L effet du traitement sur la variation de la concentration sérique des protéines.

totales, dalbumine et du glutathion hépatique chez les lots expérimentaux.

Nos résultats illustrent quil existe une diminution significative de la concentration
sérique d"albumine (p <0.05) et des protéines totales chez les souris diabétiques non traités
par rapport aux autres traités,

En revanche, le traitement par ["huile n"a aucun effet significatif pour la teneur hépatique

en comparaison avee les souris diabétique.
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Discussion

Le diabgte est I'un des principaux problémes de santé dans la population mondiale,
Beaucoup d’études ont été focalisées sur le développement d*un aouvel agent antidiabétique &
partir des plantes diététiques et médicinales.

Lrunlisation des plantes médicinales est awjourd’hui la forme de médecine la plus
répandue g travers le monde. Le recours au traifement par les plantes ainsi que la recherche
des mouvelles substances 4 activités biologiques constituent une des plus grandes

préoccupations scientifiques.

De ce fait, plusieurs travaux ont été réalisés pour I'évalnation des secrets des plantes
médicinales dont la présente éiude qui est consacrée & la recherche d'éventuels effets
-antidiabétiques & partir d"huile de pépin de raisin.

Notre étude nous a permis en premier lieu d’identifier les principanx groupes chimiques
présents dans le raisin & travers les réactions de caractérisation qui révélent que le raisin
comstitue un ensemble riche en substances actives. Les résultats obtenus peuvent &tre
ardemment attribués a un des composés ou une conjugaison de substances, aux flavonoides,
surtout que le raisin est trés riche aux stérols, aux ferpénes et aux tanins galliques et

gatcehiques.

La voie d’administration choisic est la voie orale par ce que c'est ume voie
d’administration physiologique, elle offic certain nombre de critéres, d'efficacite et de
commodité. De plus elle ne nécessite aucun matériel particulier. De point de vue
pharmacologique, la voie orale est la plus couramment utilisée (70 4 80% des médicaments
sont administrés per os). Cette voie est généralement bien acceptée par les patients (Bourin et
Jolliet, 1999)

Plusieurs techniques sont couramment utilisées afin de produire chez I'animal un état
comparable au diabéte sucré; en vue de mieux comprendre ie diabéte sucré de "homme ou de
rouver de pouvelle thérapie. Le diabéte sucré peut &tre induif chez une variété targe
d’espéces animales par différentes techniques dont I'mjection de I'alloxane qui est
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abondamment utilisée (Andersop et Stitt, 1993 ; Szkudelski, 2001).Cet agent diabétogéne
entraine un eftet cytotoxique sélectif des cellules B des ilots de Langerhans par le biais de la
génération des radicaux superoxydes (Lenzen et Panen, 1988; Hincu ef al, 2006 ; Lin ef al.,
2007). Bien étudié, son impaci sur le métabolisme des hydrocarbures. L alloxane provoque
une altération du métabolisme glucidique, lipidique et protéigue due a la défillance en
insuline (Liv ef al, 2007). De plus, "injection de Ialloxarie est & Iorigine d*une chute de
poids comme a €t¢ confirmé dans plusieurs études (Chauddhry et al. 2007 . Gokce et

‘Haznedaraglu, 2008).

Dans la présente étude, nous avons injécté une dose de 150 mg/kg d’alloxane par voie
intraperitonéale et une glycémie supérieure & 300 mg/dl était notée. Le diabéte induit par cette
substance a ¢galement eatrainé chez les souris une polyphagie, polydipsie ef une polyurie.
Ces signes observés chez I'animal confirment |*installation du diabéte sucre.,

Dans nos conditions expérimentales, nous remarquons un déficit pondéral chez les souris
diabetiques non waités (DNT). Cet effet peut e dit au mangue d’insuling qui conduit a la
dégradation des protéines structurales qui sont connus par ses contributions au poids corporel
(Rajkumar et ‘Govindarajuln, 1991; Vats et al., 2004), Tandis que, I'administration orale
d’huile induit une augmentation remarquable de gain du poids chez le lot traité par la dose 0.1
ml/kg. Ce résultat de gain du poids a été rapporté avec d’autres plantes connues par leur
activité antidiabétique telles que Ficus bengalensis et Trigonella foenum greacum (Sheeja et

Augusi, 1995; Solomon et al., 1999),

Apres le lraitement des sourts diabétiques par I'huile pendant trois semaines et apres lear
sacrifice; I'analyse des résultats a montré une diminution significative de la concentration
sérique du glucose, I'effet antihyperglycemique d’huile est 1ié & sa fonction cytoprotecirice
sur les cellules f§ des ilots de Langerhans, Ce qui eStljustiﬁe‘amplement par la constatation au
nivean des coupes. histologiques du pancréas endocrine conduisant a la libération de

|"insuline.

Les résultats obfenus révélent aussi une augmentation bien claire de la concentration
sérigue du profil lipidique chez les souris diabétiques non iraités. Cetie augmentation peut
s’éxpliquer par la dégradation intense des composés lipidignes des fissus adipeux pour assurer’
I'éncrgie nécessamre aux fonctions vitales de ['organisme. Dautre part, I“hypergiycémie
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provoque un désordre métabolique traduit par des changemenis de lz voie normale du
glucose, ot une partie du glucose est transformée en acides gras et glycérol et puis la synthiése
des triglycérides et cholestérol (Patricia et al., 1995 ; Mare et al., 2006).L. administration orale
d*huile a diminué considérablement Ja cholestérolémie, la lipidémie et le taux sérique des
tmglycérides chez les souris diabétiques. 'activité hypocholestérolémiante d’huile est
probablement due aux certains constituants qui peuvent agir comme inhibitenrs de certaing
enzymes telles que I'hydroxy méthyl glutaryl-CoA réductase qui participe 4 la synthése du
cholestérol. Cette idée esi confirmée in vitro sur une culture primaire des hépatocytes
{Gebhardl et Beck, 1996).

Nous avons constaté également chez le lot diabétique non fraité wie augmentation
particuliére de la reneur plasmatique en acide urique et ¢én créatinine, qui sont considérés
comme marqueurs significatifs du dysfonctionnement rénal (Almadal et Vilstrup, 1988). En
revanche le taux sérique des protéines fotales est diminué. Ceci est expliqué par le fait que les
protéines peuvent ére dégradées en acides aminés puis en urée et créatinine. De plus, la
glycation des protéines dans le diabéte peut entrainer une atrophie musculaire et angmente la
libération de la purine ; la principale source de 'acide urique (Anwar et Meki, 2003). Nos
Tésultats suggérent que I"augmentation de la concentration sérique de la créatinine, d’acide
urique et causée par le diabéte a été déclinée aprés I’administration d’huile. Inversement Ia
protéinémie est élevée. Cer effet est li¢ 4 "amélioration du métabolisme glucidique ainsi que

la sécrétion de Iinsuline.

Comparant au témoin, les résultats concernant le taix sériqne de Palhumine montrent une
diminution caraciéristique chez le Iot DNT qui peut &tre expliquée par |"augmentation de 1a
synthése de bilirubine qui joue le réle d’un inhibiteur de I'activité d’albumine, donc la carence
de cetie protéine (le principal porteur de la bilirubine) induira une augmentation de la quantité
de la bilirubine libre dans le sang,

En ce qui concerne les paraméires enzymatiques, nous avons remarqué une augmerntation
significative de Iactivité des transaminases (TGO et TGP) dans le sémum des souris
diabétiques non traités par rapport 4 celle du témoin. Ce qui explique I'accumulation des
acides aminés comme I'alanine le glutamate dans le sérum provenant de la dégradation des
composes protéiques du cerps. De ce fait; ces acides aminés peuvent se transformer sous
I"action des transaminases sériques en composés carboxyliques tel que « cétoglutamate et

%ﬂ
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I’acide pyruvigue. Ce qui implique alors une forte activité enzymatigue de TGO et TGP. Ceci
peut étre expliqué aussi par |'effet hépatotoxique de 'alloxane. En revanche, le traitement des
sourts diabétiques par I'huile a rétablit les valeurs 4 la normale. Ces tésultafs soni en aceord
avec d’autres études (Ohaeri, 2001 ; El-Demerdash et al, 2004 ; Eidi et al., 2005).

1l n'est pas douteux que l'organisme humain s'efforce de maintenir I'Homéostasie en
inhibant 1'effet nuisible d'origine endogéne (métabolites actifs des hormones) et/on exogéne
(métabolites toxiques des xénobiotiques), le systéme de défense endogéne lié au glutathion est
considéré comme un moyen frés efficace pour combatire les dommages eof les
dysfonctionnements cansés (Soem et Tan, 2002). Nos résultats révélent une diminution
hautement significative dé la teneur hépatique en glutathion aprés lnjection de T"alloxane
chez les souris (Venkateswaran et Pari, 2002 ; Orhan et al., 2006 ; Vadde ¢t Rama, 2008). Ceci
confirme que dans les conditions d'hyperglycémie; le glucose est utilisé par la voie des
polyols en consommant le NADPH indispensable dans la régénération des wmolécules de
glutathion par le GSH réductase (West, 2000 ; Baynes,1991). 11 a été suggéré également que Ja
baisse du taux du GSH hépatique pourraif &tre le résultat de la diminution de sa synthése et/ou
sa dégradation massive par le siress oxydatif chez le diabétique (Loven et al., 1986). L huile
maintient voir améliorer le niveau du GSH hépatique qui est hénéfique pour réduire les
radicaux libres générés au cours du diabéte (Katarin et Singh., 1997).Cet résullat peut ére
expliqué par Ia richesse d’huile en principes actifs (flavonoides) qui sont doués d'une activité

antioxydante élucidée in vitro et in vivo,

En ce qui concerne ['histologie ; le pancréas des souris rendus diahétiques présente des
ilots nécrouques avec une desfruction des populations cellulaires, notamment les cellules [3.
Ceei est dil, mentionné précédemment, & l'effet cytotoxique de l'alloxane qui se comporte
comme un ageni relatif d'inhibition enzymatique ayant des conséquences négatives sur la
séerétion exocrine pancréatique, procds accompagné par un diabéte typique dii & la défection
apparug de la sécrétion insulinique . En revanche, I'histologie pancréatique des souris traitées
par I"huile & la conceniration 0.1ml/kg du poids corpore| révélent que I'huile posséde des
effets préventifs sur la dépréciation du pancréas. Cette conclusion trouve son utilité également
dans une étude ol ils ont visualisé I'efficacité de cette huile sur la protection du tissu
cardiaque dans le stress oxydatif (Banerjee et al., 2002).
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c";iljomﬂui, la médecine traditionnelle est largement répandue et tient une place majeure

dans le traitement du diabéte le nombre d'éiudes en matiére de recherche de nouvelles
molécules capables de prévenir ou méme de retarder I"apparition des complications liées au
diabéte, reste trés limité, Les résultats obtenus dans la présente étude montrent clairement

que:

I’injecﬁen intrapéritonéale de I"alloxane a dose de 150 mg/kg de poids corpore] chez

les souris adultes a induit des perturbations métaboliques : glucidique, lipidique et protéinique
accompagnés par un déficit pondérale remarquable et plus particulierement | atteinte

pancréatique.

."En revanche le traitement des souris diabétiques par 'huile de pépin de raisin 4 raison

de 0.1ml/kg pendant 21 jours, comrige ces perturbations et améliore la résistance contre le

diabéte sucré, ce qui nous améne & résumer I'ensemble de ces effets dans les points suivants :

Trume part. &n s qui concomo los poramatren: Clyedmic,  chalestérlémia ol
Triglycéridémie, albumine le traitement par I'huile a rétablit les valeurs aux normes et réduit
en paralléle les troubles du bilan rénal (Créatinine, acide urique). Par contre elle augmente
I"activité des protéines totale.

f]%ur Iactivité enzymatique des transaminases le traitement avec I'huile a réduit cetre

activité avec une efficacité remarquable.
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ﬁ’lme anire pari, nous avons confirmé activité antioxydante d'huile utilisée par I'effer

cytoprotécteur sin le pancréas contre les radicaux libre générés par ['alloxane. Ainsi que
Paceroissement du taux du glutathion réduit (GSH) chez le lot traité.

Fn fin vous pouvons dire que Fhuile de pépin de raisin joue un role préventif dans Te

développement du diabéte sucré par I'amélioration des métabolismes elucidigue, lipidique &t
protéinique En plus elle peut étre utilisée comme antioxydant en phatmacie.

fn effet. il ressort du présent travail que I"huile de pépin de raisin est une huile forte

intéressante et riclie en possibilités thérapeutiques. Nos résoltats sont pour nous remarquables
car ils ouvrent dans le future des perspectives expérimentales qui deviaient nois permetire
d'identifier clairement les molécules impliquées dans [leffert  hypoglycémique,
hypolipidémique et antioxydant de / Yuile de pépin de raisine et d'avancer vers une meillenre
connaissance des mécanismes moléculaires intervenant dans les effets pharmacologiques

observés.
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