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Introduction 

I - Introduction 

Dans notre environnement, on estime entre 500 000 et 800 000 le nombre d'espèces de 
plantes existantes sur la terre . A coté de leur métabolisme primaire , ces végétaux synthétisent 
des molécules de faible poids moléculaire , les métabolites secondaires .q tel que les alcaloïdes , 
les tèrpenoides et les flavonoïdes , qui constituent une biodiversité moléculaire que l' ordinateur 
ne peut pour lïnstant encore imaginer. (2) 

L"origine de la phytothérapie commence avec l' apparition de l'homme sur la planète, 
cependant, Je développement explosif de la chimie organique à la fin du siècle dernier a, petit à 
petit. conduit à délaisser les sources naturelles, pour créer de nouvelles molécules, les 
médicaments de synthèse, sans rapport structural avec les substances d' origine naturelle. (1 7) 

Actuellement , après l' amplification du nombre de médicaments de synthèse et l' apparition 
claire de leurs effets secondaires et de leurs interactions néfastes avec d' autres médicaments ou 
avec les aliments et pour plus d'espoir, on doit retourner à nos origines, à la nature , en utilisant 
ses usines chimiques gratuites que le Dieu nous a donné , afin de lutter contre les maladies 
n ·ayant pas une thérapeutique éfficace dans la pharmacopée actuelle. Entre autres le diabète , la 
première des maladies métaboliques par sa fréquence comme par sa gravité et qui n' a pas encore 
de traitement malgré le développement de la chimie thérapeutique . 

..,. C'est d' ailleurs tout l'intérêt que présente l'étude scientifique des plantes inédites afin de 
découvrir de nouvelles molécules pouvant servir de point de départ à la synthèse de nouveaux 
médicaments. 

< Cet ultime objectif de la phytochimie thérapeutique, doit nécessairement passer par une < étude phytochimiqe des plantes à vertus thérapeutiques puis la recherche des activités 
pharmacologiques de leurs principes actifs. 

- L'activité hypoglycémiante desjlavonoides type aglycone, mono-, di et triglycosides après 
leur extraction et séparation à partir de la plante Ranunculus repens L. 

- Leurs effet sur la cholestérolémie et la triglycéridémie. 
- Leurs effet sur l'insulinosécrétion, la quantité du glycogène hépatique. 
- Ainsi que leurs capacité de complexer le glucose in vitro. 
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II - Etude bibliographique 

Il - 1- Diabète: 
Les maladies métaboliques résultent de désordre du métabolisme, eux même provoqués par 

des anomalies des enzymes cellulaires ou des systèmes hormonaux chargés de contrôler ces 
dernières. (1-t) 

II -1- 1- Définition du diabète: 
Le diabète est une maladie fréquente, qui touche environ 1% de la population. 

Elle est due à un trouble de l'assinùlation du glucose par l'organisme qui est normalement 
contrôlée par une hormone pancréatique, l'insuline. (24) 

II- 1- 2- Types de diabète: 
Selon la nouvelle classification de l'OMS 1997, le diabète est classé comme suit : 

Il- 1- 2- 1- Diabète insulinodépendant (type 1) : 
Il concerne le plus souvent les enfants, mais il peut survenir à tout âge . Il est lié à un 

déficit en insuline. Les cellules qui sécrètent l'insuline sont détruites jusqu'à 90% de leur quantité 
normale (causes auto-immunes ou idiopathiques). (24.33) 

II-1- 2- 2- Diabète non insulinodépendant (type Il): 
Ce type de diabète débute généralement après l'âge de 40 ans et représente 90% de 

l'ensemble des cas mondiaux. Il résulte de l'incapacité de l'organisme à réagir correctement à 
l'action de l'insuline, cette insuline est basse ou élevée (insulinorésistance prédominante ou 
insulinopénie prédominante). (23.24) 

Il-1- 2- 3- Diabète gestationnel: 
Découvert de façon fortuite pendant la grossesse, et dû à une modification hormonale. 

souvent se disparaît après l'accouchement. (11.33) 

Il-1- 2- 4- Autres types spécifiques: 
Il y a aussi des diabètes liés à: 

une maladie pancréatique (pancréatite chronique, cancer du pancréas, . .. ) 
Une endocrinopathie (acromégalie, hyperthyroïdies, .. . ) 
Une maladie génétique (Turner, Klinefelter, ... ) 
Une prise de certains médicaments (corticoïdes, diurétiques, . . . ) 
Une malnutrition et infections. (11.33) 

II-1- 3- Symptômes et diagnostic: 
II -1 - 3- 1 - Symptômes: 

En l'absence de traitement, le diabète se reconnaît par une élévation chronique de la 
glycémie. Celle-ci s'accompagne parfois par les symptômes suivants : polydipsie, polyurie, 
asthénie, polyphagie, amaigrissement ou obésité, et des troubles de la conscience aboutissant à 
un comma mortel. (3) 

II- 1- 3- 2- Diagnostic : 
Le dignostic clinique du diabète repose sur les symptômes décrits ci-dessus. 

Pour le diagnostic biologique, l'OMS a défini deux principaux critères : 
Le dosage de la glycémie plasmatique à jeun (si la glycémie est supérieur à 1. 40 g Il 

le sujet est diabétique). 
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- Le dosage de la glycémie post prandiale (mesurée deux heures après l'administration d'une 
dose d'épreuYe de 75 g de glucose, si la glycémie est supérieur ou égale à 2 g I 1, le sujet est 
diabétique ). ( 11 1 

II- 1- 4- Régulation endocrinienne du métabolisme glucidique : 
Bien que les apports en glucose soient très variables dans le temps, la glycémie reste 

toujours comprise entre 0. 8 et 1.17 g / l chez l'Homme. (31 ) 

Cette homéostaSie est assurée essentiellement par les sécrétions endocriniennes du pancréas : 
r insuline. le glucagon et la somatostatine. (31,44) 

II- 1- 4- 1- L'insuline: 
Hormone polypeptidique formée, après élimination du peptide C par hydrolyse, de 

deux chaînes de.21 et 30 acides aminés, reliées par .deux ponts disulfures. Elle est sécrétée par les 
cellules Bèta des îlots de Langerhans du pancréas. Cette hormone hypoglycémiante agit sur le 
métabolisme des glucides, des protéines, des lipides et sur le transport de potassium, au ruveau 
du foie et des tissus périphériques. 

Au n.i\'eau du foie : l'insuline stimule la glycogénogenèse et inhibe la gluconéogenèse, la 
glycogènolyse et la cétogenèse. (7) 

- Au ni\'eau des tissus périphériques : 
L'insuline facilite la pénétration du glucose dans les cellules en augmentant la perméabilité de 
leurs membranes. la captation des acides aminés par les cellules musculaires et les triglycérides 
par les adipoc~ 1es. < 16) 

'j - Action sur le transport de potassium : 
L ·insuline agit sur la répartition de certains ions principalement le potassium, elle augmente leur 
captation par les cellules musculaires, adipeuses et hépatique. (12) 

L'insulinosécrétion activée provoque une hypokaliémie. (28) 

Ces effets de l'insuline sont la conséquence de ses effets nucléaires indirectes : module la 
transcription des gènes à l'origine de la synthèse d'enzymes impliquées notamment dans le 
métabolisme des glucides. (39) 

II- 1- 4- 2- Le glucagon : 
Hormone hyperglycémiante antagoniste de l'insuline, synthétisée par les cellules 

Alpha des îlots de Langerhans. Elle active la glycogénolyse, la gluconéogenèse, la lipolyse, la 
cétogenèse et la dégradation des acides aminés. (31) 

II- 1- 4- 3- La somatostatine : 
Hormone hyperglycémiante, synthétisée par les cellules Sigma des îlots de 

Langerhans. Elle freine la mobilité intestinal et la sécrétion des hormones gastro-intestinales. (16) 
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Fig.1- Régulation du métabolisme glucidique. (39) 
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II- 1- 5- Régulation de l'insulinosécrétion : 
Le principal stimulant de la sécrétion d'insuline est le glucose . la stimulation nécessite 

plusieurs etapes • 
- pénétration dans la cellule Bêta, pénétration indépendante de la présence d'insuline . 

~ - sa phosphorylation par une glucokinase puis sa métabolisation avec synthèse de l'ATP . 
· L'augmentation de l'ATP entraîne la fermeture des canaux potassiques ATP dépendants et donc 

l'arrêt de la sanie de potassium, ce qui entraîne l'ouverture des canaux calcium voltage 
dépendants . L'entrée du calcium provoque l'activation de phospholipase A2 et C et la sécrétion 

L d'insuline . 
Les autres stimulants sont les acides aminés, les acides gras et les corps cétoniques. 
Des médiateurs modulent la sécrétion d ' insuline • certains l'augmentent (acétylcholine et divers 
hormones d. origine intestinal tels que la gastrine et la sécrétine), d' autres la diminuent (les 
catécholamines et la somatostatine ). (13.39.4-1-) 

II- 1- 6- Thérapie du diabète: 
Le traitement du diabète vise à maintenir une glycémie normale, le diabétique peut ainsi 

mener une \ ie physico-sociale normale . (3 1) 

y Le traitement comporte quatre as~cts principaux • 

Il- 1- 6- 1- Le respect d'une diététique: 
Quel que soit le type de diabète, le traitement alimentaire est nécessaire en évitant les 

apports exagérés en sucres d'absorption rapide, et en consommant des nutriments riches en fibres 
qui ralentissent l'absorption des glucides et du cholestérol. Ils ont également un effet chélateur 
sur les acides biliaires de l'intestin. (11.19) 

II- 1- 6- 2- L'activité physique: 
L'activité physique régulière est un facteur de bon développement et d'équilibre chez 

le diabétique. Elle permet d'éviter les complications du diabète. Elle agie également sur 
l'insulinorésistance en améliorant la sensibilité des tissus à l'insuline. (20) 

II- 1- 6- 3- Le traitement médicamenteux: 
II- 1- 6- 3- 1- L'insulinothérapie : 

L ·insuline thérapeutique est obtenue traditionnellement par la purification 
d'extrait de pancréas de porc ou de bœuf. Depuis quelques années, il existe des insulines qui sont 
fabriquées par le génie génétique, et qui ont exactement la même composition que l'insuline 
d'origine humaine . Il existe différentes variétés d'insuline. Ainsi, selon la durée d'action de 
l'insuline employée. on distingue trois formes • 

- de 6 à 8 heures, on parle d'une forme ordinaire. 
- de 8 à 12 heures, on parle d'une forme intermédiaire. 
- de plus de 12 heures, on parle d'une forme lente. 

L'insuline est uniquement prescrite en cas de diabète insulinodépendant (cependant, dans 
· / quelques cas, elle est utilisée en dehors de cette pathologie). Le malade apprend généralement à 

se faire les injections par voie sous cutanée, une à trois fois par jour. D 'autres voies 
d'administration d'insuline ont été proposées: nasale, rectale, pompe à insuline ... etc., mais ils 
sont délaissées à cause de leurs inconvénients. (16.28) 

Il-1- 6- 3- 2- Traitement par les hypoglycémiants oraux : 
Il existe deux groupes : 
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• Les sulf ooylurées : 
Leur administration est réservée exclusivement aux diabétiques de type II . Leur mécanisme 
d'action est la stimulation de l'insulinosécrétion, et la potentialisation de l'action de 
L'insuline. Ils n'ont aucune action sur la synthèse elle même de l'insuline. (16) 

• Les biguanides : 
Leur mécanisme d'action est encore assez mal connu, elles diminuent l'absorption intestinale du 
glucose. ( 16 > 

Ils ont plusieurs sites d'action : 
- Sur la glycémie : ce sont des antidiabétiques vraie, c'est à dire un anti-hyperglycémiant. 
- Sur les lipides : cette action se traduit par une diminution du cholestérol total et une 
augmentation des HDL. (11.16) 

- Sur l'hémostase : les biguanides apparaissent comme des protecteurs vasculaires (contre les 
thromboses)_ donc susceptibles de prévenir les complications du diabète. 

II- 1- 6- 4- La phytothérapie: 
C'est l'utilisation des plantes médicinales sous formes de tisanes, d'extraits secs ou 

nébulisats. (ï i 
Plusieurs plantes sont utilisées pour traiter le diabète. 

- L'oignon : 
Il contient une substance dite " l'orinase " qui active la synthèse et la sécrétion d'insuline 

. Il contient aussi des enzymes " glucokinases " qui ont le même effet que l'insuline . (20) 

- L'ail : 
IL a un rôle dans la prévention des complications surtout vasculaires du diabète . (18) 

Une étude sur les rats diabétiques a montrée que des composés de l'ail et de l'oignon pouvait être 
aussi efficaces que l'insuline . (38) 

- Le fenugrec : 
IL a un effet hypoglycémiant, hypocholestérolémiant et triglycéridémiant. (18) 

- Les pommes, la tomates : 
En plus de leur haute valeur nutritionnelle, elles ont un effet puissant sur la régulation 

de la glycémie. (18) 

- La levure de bière: 
Elle contient le " chromonium ", substance naturelle qui résiste au glucose et qui est 

indispensable pour la stimulation de l'insulinosécrétion dans le corps. (18) 

- La sauge: 
Une _ nouvelle étude Allemagne confirme que la sauge diminue la glycémie surtout si 

elle est prise à jeun. (18) 

- Le bleuet : 
Possède plusieurs principes actifs (anthocyanosides, hétérosides, t anins) . Elle possède 

des propriétés hypoglycémiantes et anti-diabétiques. (37) · 

- Le glouteron ou chou d'âne: 
A un effet hypoglycémiant puisqu'il contient une substance proche de l'insuline. (21) 

- L'olivier : 
Agent hypoglycémiant, et a un rôle dans la prévention des complications de la 

Maladie. (20) 

- Les céréales : 
Tous les céréales riches en fibres, selon une nouvelle étude, ont un effet hypoglycémiant 

en augmentant le nombre de récepteurs insuliniques. (18) 

-6-



Etude bibliographique 

Il- 2- Pbytochimie 
II - 2- 1- Généralités sur la plante : 
Il - 2- 1- 1- Systématique de la plante : 

Les renoncules , appelées aussi « Bouton d 'or » appartient à la famille des 
renonculacées qui comprend une quarantaine de genres et 1500 à 1800 espèces , dont le genre 
Rammculus comprend environ 300 espèces ( 6 ). 

Ce vaste genre comprend des plantes herbacées et de mauvaises herbes dont Rammculus repens , 
la seule espèce décrite , est largement répandue dans les jardins ( 15. 32). 

La taxonomie de la plante Ranunculus repens L est la suivante : ( 32 ) 

Règne 
_Sous règne 
Super division 
Division 
Classe 
Sous classe 
Ordre 
Famille 
Genre 
Espèce 
Nom commun 

Plantae. 
Tracheobionta. 
Spermatophyta . 
111agnoliophyta . 
Magnoliopsida . 
Magnolüdae . 
Rancuncu/ales . 
Rammculaceae . 
Ranunculus . 
Ranunculus repens L . 
Renoncule rampante. 

Cette espèce est représentée dans la figure 2. 

II- 2- 1- 2- Caractéristiques de la plante: 
Les principaux critères de la plante Ranuncu/us repens L sont résumés dans le 

tableau I . 

Tableau -1 - Les caractéristiques de plante Ranunculus repens L . (6.8,15.3-U S) 

Habitat Très commune , se rencontre dans les lieux ombragés et suffisamment 
humides . 

Description de la Dimension : 2 .0 x 3.5 mm . 
semence Couleur : jaune-brun . 

Forme : lenticulaire marginée à bec grêle en crochet de 0.5 à lmm . 
Description de la Plantule à rosette et à feuilles alternes , cotylédons allongés en forme de 
plantule cuillère . 
Description de la Tige plus ou moins dressée , 20 à 50 cm de hauteur . 
plante adulte Feuilles tripartites, velues, lobes eux mêles profondément divisés , lobes 

centraux à long pétiolule . 
Fleurs : isolées, terminales , de 2 à 2.5 cm de diamètre ,' d' un jaune 
brillant , contient 5 pétales et plusieurs étamines . 
Fruits : le fruit est un akène, ovale et lisse . 

Cycle de vie Plante annuelle, vivace , pérenne , se multipliant par stolons . 
Floraison d' Avril à Juillet . 
Plante plus riche en principes actifs un peu avant la floraison . 

Médecine Plante caustique , peut provoquer des brûlures si elle est mâchée , et des 
problèmes cutanés du fait du lactone QU' elle libère . 

Culinaire Sans intérêt alimentaire . 
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Fig . 2 - Ranunculus repens L . (27) 
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II- 2- 2- Les flavonoïdes 
Il- 2- 2- 1- Définition : 

Etude bibliographique 

Le nomjlavonoides est dérivé du mot« Flavus »en latin, qui signifie jaune . Ce tenne 
rassemble une très large gamme de composés naturels appartenant à la famille des 
« polyphénols » . ( 1.6) 

Ces cll\'erses substances , presque toujours hydrosolubles , sont issues du métabolisme 
secondaire des \'égétaux . Leur fonction principale semble être la coloration des 
piantes. < 1...12 ) 

Il- 2- 2- 2- Localisation : 
LesJ1avonoides existent sous forme d'aglycones et deglycosides. Les formes 

hétérosidiques. hydrosolubles, s' accumulent dans les vacuoles et, selon les espèces, se 
rencontrent dans i ·épiderme des feuilles ou se répartissent entre 1' épiderme et le mésophyle . 
Lorsque lesjlamnoides sont présents dans la cuticule foliaire, iJ s' agit presque toujours de 
génines libres . (5) 

II- 2- 2- 3- Distribution : 
Les flavono1des se retrouvent chez tous les végétaux, mais sa présence chez les algues 

n· a pas â. ce jour été démontré. Ils se trouvent dans les divers organes : racines, tiges , bois , 
feuilles . fleures . et fruits bien que certains jl.avono1des sont plus spécifiques de cenains 
tissus . <5J 
Le monde animal est lui aussi concerné par les jl.avonoides . On trouve , par exemple de la 
chrysine . de la querceûne ; de la galangine dans la propolis des abeilles . Ces insectes la 
fabriquent à partir des sécrétions de nombreux arbres et la modifient par leurs enzymes 
salivaires . ' -H l 

II- 2- 2- 4- Structure générale : 
Les flavonoïdes possèdent un squelette de base de quinze atomes de carbone , constitués 

de deux cycles benzéniques (A et B ) reliés par une chaîne de 3 carbones Fig.3 . (1 ) 

Fig. 3 -Squelette de base desjlm,onoüles (37) 
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II- 2- 2- 5- Classification : 
Les flavonoides se répartissent en quinze familles de composés , dont les plus 

importantes sont les suivantes :flavones ,flavonols ,flavanones ,flavanonols, isoflavones, 
isoflavanones , chalcones , aurones et anthocyanes . (-U) 

Les composés de chaque sous classe se distingue par le nombre , la position et la nature des 
substituents sur les deux cycles aromatiques A et B et la chaîne intermédiaire . (29) 

Les flavonoïdes se rencontrent à la fois sous forme libre ( toxique et peu soluble généralement ) 
ou sous forme d.hétérosides qui résultent de la combinaison du groupe réducteur d'un ose avec 
une substance non glucidique : l' ag(vcone ou la génine avec élimination d'eau . 
La partie osidique peut être mono- , di- , ou trisaccharidique. Elle est formées avec des hexoses ( 
D-glucose , D-galactose , D-allose ... ) , avec des pentoses ( D-apiose , L-arabinose , L-ramnose 
... ) ou avec des acides ( D-glucuronique , D-galacturonique ... ). La partie osidique peut être 
linéaire ou ramifiée . (5) 

II- 2- 2- 6- Biosynthèse : 
Les flavonoïdes sont issus de deux voies complémentaires : 

voie de 1 ·acide malonique : voie de synthèse du noyau A qui résulte âe la condensation 
d'une para-coumaroyl CoA avec 3 unités malonyl CoA. 
voie de 1. acide shikimique : consiste à la formation du noyau B et les hétérocycles des 
flavonoïdes . L'acide shikimique et la phénylalanine sont les meilleures précurseurs de 
cette voie . 

En fin les deux voies se condensent pour donner naissance à un précurseur commun ; la 
2,4,6,4' - tetrahydroxychalcone . 

Par action d'enzymes spécifiques , cette chalcone est métabolisée en différentes classes des 
flavonoides . 
Des étapes ultérieures surtout de glycosylation et d ' acylation amènent les flavonoides à la forme 
définitive dont laquelle ils se trouvent in vivo. (9..tl) 
Les principaux étapes de la biosynthèse des flavonoïdes sont représentées par la figure 4 . 

II- 2- 2- 7- Rôles desjlm1onoïdes: 
Les flavonoïdes ont plusieurs rôles , à savoir : 

II- 2- 2- i- 1- Rôles biologiques et physiologiques: 
Une des fonctions majeurs des flavonoïdes est de contribuer à la couleur des plantes 

et notamment _à celle des fleurs , et servent ainsi à attirer les insectes et les oiseaux pollinisateurs 
, ou au contraire à dessiner certaines formes pour éloigner les prédateurs . (30) 

Les flavonoïdes présentent des propriétés intéressantes dans le contrôle de la croissance , la 
respiration et de la morphogenèse . Certains d' entre eux jouent un rôle de phytoalexine , c ' est à 
dire des substances que la plante synthétise pour lutter contre les infections bactériennes ou 
virales . (36) 

II- 2- 2- 7- 2- Rôles pharmacologiques: 
Les flavonoïdes sont de bon antioxydants par leur exceptionnelle capacité de piéger et 

de neutraliser les radicaux libres . Cette capacité est liée à leur structure qui permet la fixation de 
deux atomes d'hydrogène fournis par deux fonctions phénol . 
D'autresflavonoïdes sont de bon inhibiteurs d'enzymes . Ils ont également des propriétés 
antibiotiques , antivirales , anti-inflammatoires , antiallergiques et diurétiques . Un petit nombre 
d' entre eux est cytostatique invitro. 
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•L'activité hypoglycémiantedesjlavonoüles: 
Les flavonoïdes ( anthocyanosides , hétérosides ) j>ossèdent des propriété antidiabétique. (37) . 

Ils peuvent également protég~r les cellules pancréatiques qui peuvent être endommagées par les 
radicaux libres. (40) 

Il- 2- 2- 8- Méthodes d'études desflavonoüles: -
II- 2- 2- 8 -1- Ext{action: 

L'extraction desflavonoiâes nécessite une extraction hydro-éthanolique par des 
alcools (éthanol, méthanol) additionnés d'eau ( 20% à 50%) selon que la drogue est fraîche ou 
sèche. Il est possible de procéder.ensuite.à une évaporation.sous vide...et lorsque-le.milieu-ne 
contient que de l'eau, de mettre en œuvre une série d'extractions liquide-liquide par les solvants 
non miscibles à l'eau : 

par de l'éther de pétrole.pour.éliminer la chlorophylle et les lipides. 
par l'éther diét~ylique qui extrait les génines libres . 
par l'acétate di éthyle qui extrait qui extrait les monoglycosides . 

par le n-buthanol qui entraîne les di et les triglycosides . (5) 

II- 2-2- 8- 2- Séparation : 
La séparation des différents flavonoïdes est fondée sur des techniques 

cbromatographiques habituelles (sur polyamide, sur gel de séphadex, et la chromatographie 
liquide à haute performance HPLC pour un bon contrôle de pureté). (5) 

II- 2- 2-8- 3- Identification ! 
Il y a plusieurs méthodes d'études qui fournissent des indications fiables sur le type 

structural, la nature et la position des substituents : la spectrophotométrie de masse et la 
résonance magnétique nucléaire ( RMN ) . (5) 

II- 2- 2- 9- Phannacocinétique des flavonoïdes: 
Jusqu'à l'heure, le métabolisme des flavonoïdes est mal connu. Ainsi, il n'est pas encore 

reconnu par la FDA ( Food and Drug Association) . (30) 
Des donnés de littérature ont permis de dresser un schéma général de la biodisponibilité des 
flavonoïdes, ces étapes étant similaires-chez le rat et chez l'homme. 

Les flavonoïdes sont présents dans. notre alimentation sous plusieurs formes , et cette 
particularité va leur conférer des métabolismes différents. C'est ainsi que les formes libres sont 
absorbées directement au niveau de l'intestin grêle, tandis que les formes glycosylées sont 
hydrolysées par la flore intestinale au niveau du cô Ion , avant de-pouvoir .être absorbées. 
Cependant , les formes hbres issues de l'hydrolyse peuvent aussi être dégradés par la microflore 
en acides phénoliques , eux mêmes absorbés ou éliminés via les féces . 

Dans le sang, les flavonoïdes ne sont pas présents sous leur forme native car ils ont été 
transformés au niveau du foie.par les-enzymes-de conjugaison qui transforment les-flavonoïdes 
en métabolites qui vont atteindre leur tissus cibles pour avoir un eftèt biologique ou être éliminés 
définitivement dans les urines . 

Toutefois, une fraction-desflavonoides peut être déversée au ~veau de l'intestin via la bile , 
qui éventuellement poun:a être réabsorbée , et constitue un recyclage entérohépatique des 
flavonoïdes . (43,45) 

Le temps de demi-vi1 desflavonoiâes est de 11 heures. (25) 
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m -Matériel et méthodes 
lli-1-Matériel 
m -1-1-matériel végétal 

Matériel et méthodes 

La cueillette de la plante Ranunculus repens L a été faite à partir de la région de Kaous et 
T axanna - Jijel la fin d 'A vri1 .2.003 . 

ill-1- 2- matériel animal 
Nous avons réalisé notre travail sur des rats albinos Wistar mâles et femelles de poids 

moyen de 280 g provenant de !'instituts Pasteur d'Alger . Ils -sont élevés dans des .cages en 
m~ nourris de croquettes et d'eau, et vivant dans l'animalerie à température ambiante 
de 20- 27°C. 

ID- 2- Méthodes 
ID- 2- 1- Extraction des flavonoïdes 

L'extraction se fait au niveau du laboratoire de l'institut de biologie selon le protocole 
expérimental suivant : 

m- 2-1-1- Séchage: 
Après la cueillette de la plante et le lavage par l'eau distillée , on la sèche à l'air hbre 

pendant 3 jours, puis dans l'étuve à 45°C pendant 2 jours. 

ID- 2-1-2-Broyag~: 
Nous avops fait le broyage des parties les plus jeunes de la plante à l'aide d'un broyeur 

de 8000 tours /mn pendant 25 secondes jusqu'à obtention d' une poudre très fine . 

m- 2- 1- 3- Extraction .hydro-éthanolique : 
Nous avons pris 31 g du matériel végétal avec 500 ml de l'éthanol dilué à 75% (soit 

350 ml d'éthanol+ 150 ml d'eau distillée) dans une fiole, et on laisse macérer pendant 3 jours, 
puis on filtre le mélange à l'aide du papier filtre . 

ID-2-1- 4-Evaporation à sec: 
Afin de séparer l'extrait sec de la phase éthanolique, nous avons utilisé le rotavapeur à 

température de 79°C à 2 tours/ mnjusqu'à obtention d'un extrait sec des substances organiques 
et notamment les flavonoiâes . 

ID- 2-1- 5-Reprise par l'eau bouillante: 
Nous avons : 10 g de matière végétale ------llll> 

31 g de matière végétale lill> 

x=310ml 
donc le volume d'eau distillée qu'on ajoute est 310 ml. 

1 OO ml d'eau distillée 
x ml d'eau distillée 

On laisse macérer pendant 24 heures , puis on filtre à fin d'éliminer les impuretés . 
Le volume final de la phase aqueuse obtenue est de 300 ml . . 

' 
m-2-1- 6-Affronteme~-: 

L'affiontement de la phase aqueuse se fait par 4 solvants différents: 
- éther de pétrole pour éliminer la chlorophylle . 
- éther diéthylique : solvant préférentiel des aglycones flavoniques . 
- acétate d'éthyle: solvant préférentiel des monoglycosides. 
- n-butanol : solvant préférentiel des di et triglycosides. 
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Matériel et méthodes 

a- Affrontement par J!.éther de· pétrole : 
Nous avons ajouté 100 ml d'éther de pétrole à la phase aqueuse. Après agitation énergique 

et repos de 10 nm , on met le mélange dans une ampoule à décantation . Deux phases sont 
obtenues : 

- une phase éther de pétrole en haut contenant la chlorophylle. 
- une phase aqueuse ,en bas . ' 

b- Affrontement par l'éther diéthylique : 
Sur la phase aqueuse obtenue après affrontement par l' éther de pétrole , nous avons répété 

les mêmes opérations mais avec un autre solvant qui .est J~ther ..diéthylique . Deux .phases sont 
obtenues: 

- la phase éther diéthylique contenant les aglycones en haut . . 
la phase aqueuse en bas . -

Pour extraire le maximum possible des aglycones, la phase aqueuse obtenue subi un autre 
affi'ontement par l' ether diethyl. 

c- Affrontement par l'acétate d'éthyle: 
Même technique que précédemment mais avec un autre solvant qui est l'acétate d'éthyle . 

De même , deux phases sont obtenues : 
une phase acétate d'éthyle contenant les monoglycosides en haut. 
une phase aqueuse en bas . 

d- affrontement par )e-n-butanol : 
Même technique que précédemment , mais le solvant utilisé est le n-butanol . De même, 

deux phases sont obtenues : 
- une phase n-butanol contenant les di et les triglycosides en haut . 
- une phase aqueuse en bas . 

ID- 2- 1- 7- Evaporation à sec : 
Les différentes phases: éther, acétate d'éthyle, n-butanol ont subi une évaporation à 

sec dans le rotavapeur (rotation 2 ) . 
- pour la phase éther diéthylique la température est de 34 °C . 

pour l'acétate d'éthyle la température est de 76.8°C . 
pour le n-butanol, l'évaporation s'effectue dans l'étuve à 50°C. 

Nous avons obtenu l'extrait brut de chaque phase, et à l'aide d'une balance électronique sensible 
nous avons calculé la masse des extraits bruts obtenus à partir de 62 g du matériel végétal broyé : 

a- Extrait des aglyc01tes : 
m = 280.1 g (poids du ballon contenant l'extrait brut des aglycones) 
m' = 279.5 g (poids du ballon vide ) 
ô. m = 0.6 g (masse de l'extrait sec des aglycones) 

b- Extrait des monpglyco.sides : 
m = 280.2 g (poids du ballon contenant l'extrait sec des monoglycosides) 
m' = 279.5 g (poids 4u ballon vide ) 
ô. m = 0.7 g (masse de l'extrait sec des monoglycosides) 

c- Eextrait des di et des triglycosides : 
m =280.1 g (poids du cristallisoir contenant l'extrait but des di et des triglycosides} 
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m' = 278.9 g (poids du cristallisoir vide ) 
~ = 1.2 g (masse de l'extrait sec des di et .des triglycosides ) 

ID- 2- 2- Fractionnement chromatographique desflavonoïdes: 
Nous avons récupéré une petite quantité de chacun des extraits : ag/ycones , 

monog/ycosides, di et triglycosides par 4 ml.de méthanol. Grâce à des pipettes pasteur, nous 
avons déposé 4 spots sur une plaque de silice 20 X20 et on les sèche par un sèche cheveux . Les 
spots déposés correspondent chacun à une phase, le 4ème spot étant un mélange des 3 phases. 
Le système solvant utilisé pour cette chromatographie est le suivant: toluène /méthanol/ éther 
de pétrole /acétate d'éthyle ( 20 110 110 110 ) volume / volume . Ce mélange est versé dans une 
cuve à chromatographie. Après saturation de celle-ci, le papier à chromatographie est introduit et 
cette dernière s'effectue. 

. 
ID- 2- 3- Préparation -des solutionsadministrées: 
ID- 2- 3-1- Préparation des solutions Oavonoïdiques: 

Nous avons préparé la solution des aglycones en additionnant 50 ml d'eau distillée 
bouillante à l'extrait brut des aglycones (0.6 g ) , nous avons donc obtenu une solution des 
aglycones àl2 mg /ml . 
Pour préparer la solution des monoglycosides, nous avons ajouté 58 ml d'eau distillée bouillante 
à l'extrait brut des monog/ycosides ( 0.7 g). La solution obtenue est de 12 mg /ml. 
De même , nous avons ajouté 100 ml d'eau distillée bouillante à l'extrait brut des di et des 
triglycosides ( 1.2 g) afin d'obtenir une solution de 12 mg /ml. 
Les étapes de l'extraction sont rprésentées dans la figure 5. 

ill-2- 3- 2- Préparation de la solution de gliclazide: 
Le gliclazide (DIAMICRON) est un hypoglycémiant de la famille des sulfonylurées, 

qui entraîne une baisse de la glycémie par action sur la hbération d'insuline par le pancréas et .par 
l'augmentation de la sensibilité cellulaire à l'insuline. Ce médicament se présente sous forme de 
comprimés blanc de 80 mg. 
Nous avons besoin de 30 ml de la solution du gliclazide à 12 mg /ml. 

12 mg du gliclazide ----•• 1 ml d'eau distillée. 
X mg de gliclazide----•·30 ml d'eau distillée. 

X = 360 mg du gliclazide. 

On dissout donc 360 mg du gliclazide soit 4 comprimés et demi dans 30 ml d'eau distillé. 

ID- 2- 3- 3- Préparation de la solution du glucose : 
Nous avons besoin de 1 OO ml de la solution du glucose à 0.3 g /ml pour provoquer 

l'hyperglycémie . 

0.3 g de glucose 
X g de glucose 

X = 30 g de glucose . 

1 ml d'eau distillée. 
100 ml d'eau distillée. 

Nous avons dissout 30 g de glucose dans 100 ml d'eau distillé. 
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Fig.5 - Protocole d'extraction des flavonoïdes. 
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Lot5 3 ml ·de la solution de glucose + 3 ml de la solution des aglycones 
Lot 6 3 ml de la solution de glucose+ 1 ml de la solution des monoglycosîdes 
Lot7 3 ml de la solution de glucose + 2 ml de la solution des monoglycosides 
Lot 8 3 ml de la solution de glucose + 3 ml de fa solution des monoglycosides 
Lot9 3 ml de la solution de glucose+ 1 ml de la solution des di et des tri1dvcosides 
Lot 10 3 ml de la solution de glucose+ 2 ml de la solution des di et des triglycosides 
Lot 11 3 ml de la solution de glucose+ 3 ml de la solution des di et des triglycosides 
Lot 12 3 ml de la solution de glucose+ lml de la solution de gliclazide 
Lot 13 3 ml de la solution de glucose+ 2 ml de la solution de gliclazide 
Lot 14 3ml de la solution de glucose+ 3 ml de la solution de gliclazide 

Deux heures après l'administration, nous avons prélevé le sang des rats. De même, les 
échantillons subissent une centrifugation, et le plasma est réservé pour le dosage. 

• 3ème groupe: Evaluation de l'effet desflavonoüles sur l'insulinémie ! 
Afin d'étudier l'effet des flavonoïdes sur l'insulinosécrétion, nous avons 

procéder en premier lieu ( en absence du réactif utilisé pour le dosage de l'insulinémie ), à une 
évaluation indirecte de l'insulinémie, qui se repose sur le dosage de la kaliémie en fonction du 
temps après administration des flavonoïdes, du moment qu'une insulinosécrétion activée 
provoque une hypokaliémie par l'augmentation de la captation du potassium par les cellules 
musculaires, adipeuses et hépatiques. 
Et en deuxième temps à une évaluation directe par le dosage de l'insulinémie. 

a- Evaluation indirecte : v.ariation--de. la kaliém~ .fonction du temps 
Elle consiste à étudier l'effet temps des flavonoïdes sur la kaliémie. Pour cela nous avons 

utilisé 6 lots à 3 rats chacun, la dose utilisée est de 36 mg/ rat. (Tableau IV) 
Le prélèvement s'effectue toutes les 30 mn pendant 2 heures. 

Tabl IV : distrib · . t trait td tili , le d - de la kaliémie 
Lots Reçoit 
Lot 1= Témoin 1 1 ml d'eau distillée 
Lot 2= Témoin 2 3 ml de la solution du glucose 
Lot3 3 ml de la solution du glucose + 3 ml de la solution des aglycones 
Lot4 3 ml.de la solution du glucose + 3 ml de la solution des monosdvcosides 
Lot5 3ml de la solution du glucose +3 ml de la solution des di et triglycosides 
Lot 6 3 ml de la solution du glucose+ 3 ml de la solution du gliclazide 

b- Evaluation directe : insulinémie 
Pour étudier l'effet desflavonoides sur l'insulinémie, nous avons utilisé une dose de 36 mg/ 

rat de chaque type de flavonoïdes (aglycones, mono-, di et triglycosides) administrée à jeun par 
voie orale. Chaque lot contient 3. rats. 
Le tableau V résume ce travail. 

Tabli V: Distrib .. des lot le d de l'insulinémie 
Reç11it 

Lot 1 = témoin 1 ml d'eau distillée 
Lot2 3 ml de la solution des a~lycones 
Lot3 3 ml de la solution des monoglycosides 
Lot4 3 ml de la solution des di et triglycosides 
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Le prélèvement s'effectue après 1 heure .. 

o 4ème groupe : Etude histologique 
Ce groupe est destiné à être traité pour réaliser une étude histologique pour 

mettre en évidence le glycogène hépatique, dans le but de voir l'effet des flavonoides sur le 
processus de l'internalisation ( stockage ) du glucose dans le foie . Pour cela, nous avons utilisé 
4 rats soumis à un jeûne de 18 heures : , 

1er rat : reçoit 4 ml de la,solution de glucose (0.3. g /ml) + 3 ml d'.eau distillée. 
2ème rat : reçoit 4 ml de la solution glucosée (0.3 g /ml)+ 3 ml des agly cones. 
3ème rat : reçoit 4 ml de la solution glucosée (0.3 g /ml) + 3 ml des monoglycosides. 
4ème rat : reçoit 4 ml de la solution glucosée (0.3 g /ml)+ 3 ml des di et triglycosides. 

Après 3 heures, nous avons sacrifié les 4 rats après .anesthésie par l'éther; les rats .sont .Placés 
sur le dos et bien fixés par des épingles, et à l'aide d'une pince et d'une paire de ciseau, on 
réalise une dissection de l'abdomen afin d'extraire le foie. Une fois celui-ci est extrait, on le lave 
bien et on le conserve dans un fixateur qui est la solution du Bouin (formol / acide picrique I 
acide acétique). 

• 5ème groupe : Extraction et mise en évidence de la quantité du glycogène hépatique 
stocké sous l'effet des différents types de flavonoïdes 
Pour évaluer }.'.etfet _des flavonoïdes sur le stockage hépatique du_glycogène, nous avons 

administré une dose de 36 mg I rat de chaque type de flavonoïdes en plus de 4 ml de la solution 
de glucose à 0.3 g /ml après un jeûne de 18 heures. L'administration se fait par voie orale. Pour 
cela , 4 lots à 3 rats chacun sont utilisés . 
Le tableau VI résume ce travail 

Tableau VI : Distribution et traitement des lots utilisés pour la mise en évidence de la 
uantité de !!lvcot?:ène hénatiaue stockée sous l'effet des différents tvnes deflavonoïdes 

Reçoit 
Lot 1= T 14 ml de la solution de glucose+ 3 ml d'eau distillée 
Lot 3 4 ml de la solution de glucose+ 3 ml de la solution des aglycones 
Lot 4 4 ml de la.solution de glucose + 3 ml de la solution des monor?lycosides 
Lot5 4 ml de la solution de glucose + 3 ml de la solution des di et des triglycosides 

Après 3 heures, nous avons effectué le sacrifice des animaux et l' extraction du foie comme il est 
expliqué préalablement . 

fil- 2- 5--Dosage: 
Le dosage de la glycémie, cholestérolémie, triglycéridémie et la kaliémie a été réalisé au 

niveau du laboratoire central de l'hôpital de Jijel, celui de l' insulinémie, au niveau du laboratoire 
Ibn Sina à Constantine. 
Les dosages biochimiques ont été effectués en utilisant les réactifs BIOLABO. 

a - Glycémie: 
Le plasma doit être séparé le plus rapidement possible, afin d'éviter la glycolyse. La 

glycémie est dosée selon la méthode enzymatique colorimétrique à la glucose oxydase. 
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Principe: 
En présence de glucose oxydase, le glucose est oxydé en acide gluconique. L' eau ox-ygénée 

libérée au cours de la réaction, réagit sous l'action de la peroxydase avec le phénol et l' amino-4-
phénazone. pour former un complexe rose. L ' intensité de la coloration est proportionnelle à la 
concentration en glucose. 

"'.\Iode opératoire : 

Dosai!e 1 Etalon 1 Blanc 
Echantillon 1 Oµl 1 - 1 

Etalon - l l oµ! Hf--=--! 
:\lélange réactif 1 Oµl \ 1 Oµl l 1 Oµl l 
On mélange et on laisse reposer 15 mn à 3 7°C .La lecture de la concentration se fait directement 
sur le spectrophoromètre contre le blanc réactif à 500 nm . La coloration est stable une heure à 
l' abri de la iumiere. 

b - Cholestérolémie : 
Le chole51érol est un constituant des membranes cellulaires et c'est le précurseur d'hormones 

stéroïdes et des sels biliaires. Le cholestérol peut être obtenu à partir de l'alimentation ou 
synthétisé dans le foie à partir de l'acétyl CoA 

Principe : 
La détermination enzymatique colorirnétrique du cholestérol total se fait selon les réactions 

suivantes • 

Esters de cholestérol + HiO Cholestérol estérase .,. Cholestérol + acides gras 

Cholestérol - 0: Cholestérol oxydase .., 4-choleseo-3-one + HiO 

2lli0 - phénol - 4-aminoantipyrine Peroxyda~e .., quinone rouge + 4 HiO 

·Mode opératoire : 

Blanc Etalon Dosage 
Mélan2e réactif 1 ml lml lrnl 
Etalon - lOul -

· Echantillon ' 10µ1 - -

On mélange, et on lit la concentration après 5 mn d' incubation à 37°C. La lecture se fait contre le 
blanc réactif à 500 nm. La coloration finale est stable une heure au maximum. 
c- Triglycéridémie : 
Principe: 
La détermination enzymatique calorimétrique des triglycérides se fait selon les réactions 
suivantes • 

Triglycérides +H20 Lipoprotéine lipase ... Glycérol + acides gras . 

Glycérol + A TP Glycérol kinase Glycérol-3-phosphte + ADP . 
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ID- 2- 4- Traitement des animaux : 
Les animaux sont répartis-en 5 groupes : 

1 ème groupe : Evaluation de l'effet temps des différents types de flavonoïdes sur la 
glycémie 

Pour évaluer l'effet temps-d.esfiavonoïdes sur la__glycémie, nous_avons fuit la.répartition 
des lots à ce que nous avons obtenu 6 lots à 3 rats chacun. Nous avons administré nos principes 
actifs par voie orale à l'aide d'une sonde métallique, aux animaux soumis à un jeûne d' au moins 
12 heures. Les rats reçoivent la même dose (à savoir 36 mg /rat). 
Cette tâche est expliquée-dans le .tableau II . 

Tableau Il: Distribution et traitement des animaux pour rétude de l'effet temps 
des flavonoïdes sur la glycémie . - -

Reçoit -
Lot 1 = témoinl 1 ml d'eau distillée 
Lot 2 = témoin2 3 ml de solution du clucose 
Lot3 3 ml de solution du glucose + 3 ml de la solution des a~lycones 
Lot 4 3 ml de solution du glucose + 3 ml de la solution des monoglycosides 
Lots 3 ml de solution du glucose + 3 ml de la solution des di et des triglycosides 
Lot6 3 ml de solution du glucose + 3 ml de la solution de gliclazide 

Le prélèvement s'effectue en fonction du temps, c'est à dire nous procèdons à un prélèvement 
toute les 30 mn pendant 02 heures. Nous .avons prélevé le sang des rats à .partir du sinus 
caverneux: un capillaire à hématocrite enfoncé dans l'angle antérieur de l'œil perfore la parois 
du sinus caverneux, le sang monte par capillarité, et est ensuite récupéré (environ 1.5 ml) dans 
des tubes à hémolyse héparinés 
Les échantillons ainsi prélevés subissent une centrifugation à fin de séparer les cellules sanguines 
du plasma, et ce dernier est récupéré dans des épendorfs pour le dosage. 

• 2er groupe : Evaluation de leffet dose des différents types de flavonoïdes sur la 
glycémie, cholestérolémie et la triglycéridémie : 
Pour l'évaluation de l'effet dose, nous avons fuit la répartition des animaux en 14 lots à 

3 rats chacun. Nous utilisons le glucose pour provoquer l'hyperglycémie, et le gliclazide 
(DIA.MICRON) pour comparer son effet avec celui des flavonoïdes. Les concentrations utilisées 
sont les suivantes : 

la solution de glucose 0.3 g / ml. 
la solution des aglycones 12 mg/ nll. 
la solution des monoglycosides 12 mg/ ml. 
la solution des di et des triglycosides 12 mg/ ml. 

- la solution du gliclazide 12 mg/ ml. 
Le tableau III résume la répartition et le traitement des animaux utilisés pour cette étude. 

Tableau Ill: Distribution et traitement des animaux pour l'étude de l'effet dose 
des trois types des flavonoïdes sur la glycémie, la cholestérolémie et la 
trialvcérid • · · -

reçoit 
Lot 1 = témoin 1 1 ml d'eau distillée 
Lot 2 = témoin 2 3 ml de la solution de glucose 
Lot3 3 ml de al solution de glucose_+ 1 ml de la sohition des azlvcones 
Lot4 3 ml de la solution de glucose + 2 ml de la solution des aglycones 
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Glycérol-3-P +H20 GPO lillll Déshydroxyacétone phosphate + H20 . 

2 H20 + 4 qminoantipyrine + ADPS Peroxydase .._ quinone rouge + H20 . 

GPO = Glycérol-3-phos_pbate oxydase. 
ADPS = N-éthyl-N-

1
sulfopropyl-n-métbxyaniline. 

Mode opératoire: 

Blanc Etalon Dosage 
:Mélange réactif 1,mi 1 ml 1 ml 
Etalon - 10µ1 -
Echantillon - - 10µ1 

On mélange , et on lit la concentration après 5 mn d'incubation à 37°C . La lecture se fait contre 
le blanc réactif à 37°C . La coloration finale est stable 30 rnn au maximum . 

-d- Kaliémie : 
Nous avons centrifugé le sang immédiatement après le prélèvement pour empêcher la 

diffusion du potassium globulaire qui peut se produire dès que le sang est retiré de l'org2.IlÎsme. 
Le potassium est dosé par la photométrie de :flamme, technique physique simple et rapide. 

Principe: 
L'excitation d'un atome peut être obtenu par pa5sage dans une flamme, on observe alors 

l'émission de raies de longueurs d'ondes caractéristique de l'atome, dont l'intensité est fonction 
du nombre d'atomes excité. 
En nébulisant la solution à doser à travers une flamme, cette dernière prend une coloratjon 
caractéristique de la nature des atomes qui la traversent et d'une intensité proportionnelle à leur 
concentration. 

e- Insulinémie : 
Le dosage de l'insulinémie est pratiqué sur le sérum, après centrifugation en évitant 

l'hémolyse qui gêne le dosage immuno-enzymatique, on doit apporter le sérum aussi vite que 
possible au laboratoire pour éviter la destruction de l'insuline par les insulinases plasmatiques. 
L'insuline est dosée par la méthode immuno-enzymatique dite ELISA (Enzyme Linked Immu..11.o 
Sorbent Assay). 

Principe: 
Le principe général consiste à mettre en évidence l'insuline par l'utilisation d'un. antisérum 
marqué par une enzyme. Cette dernière peut transformer un substrat spécifique en un produit 
coloré dont l'intensité de coloration indiquera la quantité d'enzyme présente et par conséquence 
la concentration d'insuline. 

ID- 2- 6- Etude histolegiqtie : 
ID- 2- 6- 1- Préparation des blocs: 

Après fixation dans le Bouin , les fragments des foies sont submergés dans des bains 
d'éthanol pour la déshydratation des cellules . Les bains d'éthanol utilisés sont :60°, 70° ,80°, et 
100°. 
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Après déshydratation par l'alcool , -les échantillons subissent deux bains de xylène, et deux au:tr.es 
de paraffine fondue , le xylène occupe la place de l'eau et donc facilite la pénétration de la 
paraffine puisque cette dernière est hydrophobe . 
Chaque bain (que ce s,oit.d.'.éthanol, de xylène ou de paraffine) dure 24 heure . 
En fin , nous avons placé les échantillons dans des moules ( barres de Leucart ) qui sont ensuite 
recouverts de la paraffine fondue à la température du laboratoire . On laisse refroidir , et les 
blocs seront prêts pour la réalisation des coupes. , 

ID- 2- 6- 2- Réalisatic;u1-des coupes-d-eoloration: 
Cette étape est réalisée au niveau du service d'anatomo-pathologie de laboratoire 

d'hygiène de Jijel. 
Nous avons placé les blocs ( l'un après l'autre ) dans le microtome qui nous a fourni des coupes 
de 3 µm d'épaisseur . Nous avons réalisé plusieurs .coupes pour chaque bloc afin d'obtenir de 
meilleures lames . 

A l'aide d'une pince très fine , nous avons placé avec souplesse extrême les coupes sur 
les lames couvertes de gélatine ( qui sert à fixer les tissus sur les lames ) . Les lames sont ensuite 
mises pendant une heure-dans l'étuve afin d'éliminer la par.affine (déparaffinage). 

En fin , nous avons fait deux colorations des coupes : l'une qui est la coloration de base 
sert à mettre en évidence les cellules hépatiques , et l'autre pour mettre en évidence les granules 
de glycogène. 

La coloration de base se fait après réhydratation des tissus qui consiste à immerger les 
coupes successivement dans les bains suivants :2 bains de toluène ( 30 mn) , 5 bains d'éthanol 
100°, 90°, 80°,70°, 60° ( 5 mn chacun ). Après rinçage par l'eau distillée , un bain 
d'hématoxyline ( 8 mn) est utilisé pour colorer les noyaux l'excès est enlevé par l'acide 
chloridrique et un bain d'éosine ( 8 mn ) pour colorer le cytoplasme. L'excès est enlever par 
l'éthanol. 

La deuxième coloration consiste à immerger les lames qui ont subi la coloration de base 
dans un bain de lugol ( l'eau iodée ) pendant 15 mn puis dans un bain d'éthanol pour éliminer 
l'excès de lugol. 

Les lames ainsi colorées sont couvertes des lamelles après mise d'une goutte de Kit (qui 
permet de fixer les lamelles ) . 

Une autre série de lames est colorée par le bleu de méthylène et le lugol. 

ID- 2- 6- 3- Mise-en évidence du glycogène: 
Les lames préalablement préparées , sont maintenant observées sous microscope 

optique à l'aide d'un objectif 100 (après mise d'une goutte de l'huile à immersion). 
Nous avons choisi les bon champs d'observation, et pris les meilleures photos. 

ID- 2- 7- Extraction e.t-111ise en-év.idence de la quantité du.glycogène hépatique : 
Le but de ce travail est de déterminer par la méthode colorimétrique de Beer-Lambert, la 

quantité du glycogène préalablement eJdraite d'un échantillon du foie le plus frais possible , plus 
le sacrifice des animaux sera récent, plus le résultat de la manipulation sera probant. 
Il faut en premier lieu extraire le glycogène du foie , puis dans un deuxième temps réaliser le 
dosage des échantillons obtenus par rapport à une gamme étalon. -

Pour cela nous avons peser et couper en petits morceaux 5 g de foie frais , qui est ensuite 
bouilli dans 50 ml d'eau distillée pendant 2 mn. A l'aide d'une passoire on égoutte les fragments 
de foie et on les broie avec le mortier. On rajoute 25 ml d'eau distillée et on fait bouillir 5 mn. 

On filtre sous vide sur Buchner puis le filtrat est récupéré avec 3 gouttes d'HCI ( pour 
précipiter les protéines ) et est filtré à nouveau . te filtrat récupéré est traité par 4-. fois son 
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volume d'alcool à 95° puis filtré sous vide. Finalement , on récupère le filtrat final et on le 
reprend avec 2 ml d'eau distillée. ( Fig.6) 

Pour tester la présence du glycogène , on prend 3 gouttes du liquide obtenu et on rajoute 
une goutte de lugol ( on doit obtenir une couleur brun-acajou) . 
Les cuves se préparent de la manière suivante : 
1 ml du liquide obtenu+ 3 ml d'eau distillée+ 1 goutte de lugol. 
Le blanc permettant de régler le 100% de transmission se fait avec 4 ml d' eau distillée + une 
goutte de lugol. Les mesures se font avec une longueur d'onde de 470 nm. On place ensuite les 
échantillons dans le spectrophotomètre , on mesure l' absorbance , on la reporte sur la courbe 
d'étalonnage et on déduit ainsi la concentration en glycogène de nos Sg de foie du départ . 

Les mesures qui nous ont permis de dessiner la courbe d' étalonnage sont les suivantes: 

Concentration de 4.25012.125 11.063 1 0.536 
Absorbance 0.45 10.20 10.10 10.05 

Ces mesures de la gamme étalon sont pris tels qu' ils sont du TP mis au point et présenté par 
Nadine MORAl'JGE et Dominique GANTHEL (46), puisque nous n'avons pas du glycogène 
commercialisé pour préparer nous mêmes la gamme étalon. 
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Fig. 6 - Etapes d'extraction du glycogène hépatique. 
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ID-2- 8- Test de glycosylation in vitro : effet des flavonoïdes sur la concentration du glucose 
in vitro 

Le but de ce test .est d '..estimer la capacité des flavonoïdes .de complexer~ ou bien .de lier 1-n 
vitro le glucose libr!;': et donc de jouer un rôle de ··glucophage- pour ainsi dire . Bien que les 
conditions in vivo et i1J v_itro se diffèrent , ce test peut quant même donner une idée sur l'un des 
mécanismes par lesquels les flavonoïdes agissent vIB,-à-vis d'une hyperglycémie. 

Dans un premier temps , on laisse la réaction de complexation s' effectue entre les flavonoïdes et 
la solution du glucose à Lg ! 1 pendant 15 rnn à 37°C .comme suit : 

• Aglycones : 
10 µl de la solution du glucose+ 10 µ1 de la solution des aglycones à 12 mg / ml. 
10 µl de la solution du glucose+_ l 0-µl de Ja solution des .aglycones .à 8 mg /. ml . 
10 µl de la solµtion du glucose+ 10 µl de la solution des aglycones à 4 mg I ml. 

• Monoglycosides 
10 µl de la solution du glucose+ 10 µl de la solution des monoglycosides à 12 mg / ml . 
10 µl de la solution_du glucose+ .10.µl.de la solution.des monoglycosides.à 8 mg / .ml. 
10 µl de la solution du glucose+ 10 µl de la solution des monoglycosides à 4 mg / ml. 

• Di et triglycosides : 
10 µl de la solution du glucose + 10 µl de la solution des di et triglycosides à 12 mg / ml. 
10 µl de la solution du glucose+ 10.µlde la solution des_di..et triglycosides..à .8 mg / .ml. 
10 µl de la solution du glucose+ 10 µl de la solution de di et triglycosides à 4 mg / ml. 

• Témoin: 
10 µl de la solution du glucose+ 10 µl d'eau distillée. 

Puis on passe au dosage de la ..concentration du .glucose . -Le tableau VII explique le i:ru::xle 
opératoir.e . 

TaM VII tocole du d de l tration du l!l -
Blanc Dosage 

Témoin 1 ml· de réactif + 10 µl d' eau 1. ml de réactif + 10 µl de la solut ion du 
distillée. glucose du témoin . 

Aglycones 1 -ml de réactif + 10 µl de la 1 ml de réactif + 10 µl du mélange du 
solution des aglycones. glucose et des aglycones . 

Monoglycosides 1 ml de réactif + 10 µl de -la ·l ml de réactif + l 0 · µl dti mélange du 
solution des monoglycosides. glucose et des monoglycosides . 

Di et 1 ml de réactif + 10 µl de la 1 ml de réactif + 10 µl du mélange du 
triglycosides solution des di et triglycosides. glucose et des di et triglycosides . 

On lit la concentration directement sur le spectrophotomètre à la longueur d'onde de 500 nm. 
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Matériel et-méthodes 

ID- 3- Evaluation sta.tistique : 

Les résultats numériques et graphiques sont présentés sous forme de moyenne ± écart 
type. 
Nous avons également fait la comparaison des moyenne par le test de Student , pour tester la 
significatrion de la différence entre la moyenne des deux lots traité et témoin. Pour cela on doit 
calculer le volume de t qui est donné par la formule ·suivante : 

t = 1~-~1 Avec: s2 
= sA2 (NA-1) + sB2 CNB-1) /[(NKl) + (NB-1)] 

2 2 

-A----+L 
NA NB 

XA : moyenne pour le lot témoin. 
Xa : moyenne pour le lot traité. 

IXA-XBJ signifie la valeur absolue de la différence e::J.tre les deux moyennes. 

N : le nombre de rats. 

Après le calcule de t , on cherche dans la table de t la valeur correspondante au degré de h"berté 
qui est égale à : NA+ Na -2 . 
La valeur trouvée pat le calcul de t nous renseigne sur la signification de la différence entre le lot 
témoin et le lot traité selon le risque d'erreur P. 

P> 0.05 : la différence n'est significative ( ns) 
0.05> P > 0.01 : la différence est significative ( * ) . 
0.01> P > 0.001 : la différence est hautement significative ( ** ) . 

P:::; 0.001 : la signification est très hautement significative ( ***) 

Nos résultats sont également vérifiés par l'étude de la corrélation entre les doses des principes 
actifs et les paramètres biochimiques étudiés en calculant « r » , le coefficient de corrélation tel 
que: 

r = Cov(x,y) I Sx.Sy avec Cov(X,Y)=LXY IN-X Y 

Si la valeur de r est voisine du zéro la corrélation est très faible, plus r tend vers 1, plus la 
corrélation est forte, si r = 1 la corrélation est parfaite. 

1 

~ 
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Résultats et interprétation 

IV - Résultats et interprétation : 
Notre étude est divisée en deux parties: une étude sur la phytochimie de la plante 

Ranunculus repens L qui nous a permis d'extraire les différents types de flavonoïdes et de les 
séparer par chromatographie, et une étude de l'activité pharmacologique de ces principes actifs 
sur quelques paramètres biochimiques ( glycémie, cholestérolémie, triglycéridérnie, 
insulinosécrétio~ glyco_génogenèse hépatique et gly.cosylation invitro ). 

IV- 1- Résultat de l'extraction des différents types de flavonoïdes: 
Après affrontement de l'extrait brut de la plante Ranunculus repens L par les solvants 

appropriés (éther diéthy.lique, acétate d'éthyle et le -n-butanol), nous av.oo.s obtenu 3 types .de 
flavonoïdes : les aglycones, les monoglycosides et les di et triglycosides. En effet, à partir de 
62 g du matériel végétal broyé, nous avons obtenu: 

0.6 g des aglycones. 
0.7 g des monoglycosides. 
1.2 g des di et triglycosides. 

IV- 2- Résultat de la séparation des .flavonoïdes : 
La chromato monodimentionnelle sur plaque de silice des trois types de flavonoïdes a 

permis de séparer les différents spots de chaque type de flavonoïdes. après la lecture sous la 
lampe à UV, nous avons révélé le nombre et la couleur des spots et mesuré les RF de chacun 
d'eux. (Tableau VIII) 

Tab. VIII : Résultats de la chromatographie monodimentionnelle sur plaque de silice 

Type de flavonoïdes Numéro et couleur du spot 
Aglycones 1- rouge 

2- rouge 
3- vert 
4- bleu 
5- vielet 
6- rouge 
7- rouge 
8- rouge 
9- rouge 

Monoglycosides 1- violet 
2- marron-rouge 
3- violet 
4- rouge 
5- violet 
6- marron-rouge 
7- marr.on 
8- marron 
9- jaune 
10- marron 
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RF 
0.94 
0.85 
0.81 
0.69 
0.66 
0.58 
0.53 
0.46 
0.42 
0.67 
0.55 
0.52 
0.50 
0.47 
0.43 
0.40 
0.39 
0.35 
0.24 
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Résultats et interprétation 

Di et triglycosides 1- rouge 0.78 
2- violet 0.74 
3- marron-rouge 0.71 
4- rouge 0.62 
5- bleu-vert 0.59 
6- marron ..0.56 
7- bleu 0.49 
8- bleu 0.44 
9-jaune 0.41 
10- marron 0.38 
11-jaune 0.36 
12- marron 0.34 
13- jaune 0.30 
14- marron 0.28 

Nous avons obtenu 33 .fractions : 9 aglycones, 10 monoglycosides et 14 di et triglycosides. 

IV- 3- Etude de l'effet des flavonoïdes sur la glycémie, cholestérolémie et triglycéridémie : 
VI- 3- 1- Effet temps des différents types de flavonoïdes sur la glycémie : 

Les résultats de l'effet temps d'une dose de 36 mg/rat de chacun des trois types des 
flavonoïdes ( aglycones, mono-, di et triglycosides ), et du médicament, sont représentés dans le 
tableau IX et illustrés par la figure 7. 

Tab. IX: Variation de la glycémie (g II) en fonction du temps après administration d'une 
dose de 36 mg /rat des différents types de :flavonoïdes 

30mn 60mn 90mn 120mn 
Lot 1= Témoin 1 0.75 ± 0.08 0.81±0.02 0.85 ± 0.05 0.82 ± 0.03 
Lot 2= Témoin 2 1.13 ± 0.08 1.44 ± 0.05 1.65 ± 0.12 1.07 ± 0.06 
Lot 3= Aglycones 1.05 ± 0.11 ns 1.20 ± 0.04 ** 0.92 ± 0.03*** 0.55 ± 0.02 *** 
Lot 4= Monoglycosides 1.00 ± 0.08 ns 1.17 ± 0.04 ** 0.65 ± 0.12*** 0.46 ± 0.02 *** 
Lot 5= Di et triglycosides 0.95 ± 006 * 1.12±0.15 * 0.55 ± 0.12*** 0.40 ± 0.02 *** 
Lot 6= gliclazide 0.91±0.09 ns 1.01±0.12 ** 0.48 ± 0.01 *** 0.37 ± 0.02 *** 

Chaque valeur corresrond à la moyenne ± l'écart type. 
(test de Student : ns p > 0.05 , * p > 0.01 , ** p > 0.001 , *** p < 0.001 ) 
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Fig. 7 - : Variation de la glycémie en fonction du. temps après administration d' une dose de 
36 mg /rat des différents types de flavonoïdes 

Nous observons que les variations de la glycémie du lot qui prend de l' eau distillée (lotl) est 
négligeable en fonction du temps. 
Après administration d'une dose de 36 mg /rat de l'extrait brut des différents types de 
flavonoïdes, nous observons que ces trois types entraînent une chute de la glycémie à partir de 60 
mn empêchant la formation du pic d'hyperglycémie existant chez le témoin à 90 mn. Cette 
diminution est très hautement significative pour les trois types de flavonoïdes ( p < 0. 001 ) par 
rapport au témoin. Puis-cette diminution se poursuit progressivement .pour provoquer après 120 
mn une hypoglycémie très apparente chez les lots traités par les mono-, di et triglycosides qui 
atteint 0.40 ± 0.02 g Il pour les di et triglycosides ,comparable à celle du gliclazide et très 
hautement significative par rapport au témoin 1.07 ± 0.06 g Il. 

Remarque :dans notre étude, nous avons fait la comparaison avec le témoin 2 qui prend le 
glucose. 

IV- 3- 2- Effet dose des flavonoïdes sur la glycémie, cholestérolémie et triglycéridémie : 
Les résultats de l'effet dose des flavonoïdes sur la glycémie, la cholestérolémie et la 

triglycéridémie sont représentés dans le tableau X . 
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Résultats et interprétation 

Tab.X : Effet dose des différents types de flavonoïdes sur la glycémie, cholestérolémie et 

- - ---- - - -
Lots Glycémie r cholestérolémie r Trli!lvcéridémie r 
Lotl= 0:82 ± 0.126 1.11±0.219 0.74 ± 0.005 

·' 
Témoin 1 1.43 ± 0.104 
Lot2= 1.05 ± 0.300 0:89 ± 0.178 
Témoin 2 
Aglvcones 
Lot3 0.89 ± 0.022 *** 0.66 ± 0.005 IlS 1.10 ± 0.330 IlS 

=12mg 
Lot4 0.65 ± 0.03 1 *** -0.98 0.66 ± 0.109 IlS +0.24 1.61 ± 0.446 IlS -0.39 
=24mg 
Lot5 0.53 ± 0.104 *** 0.68 ± 0.031 IlS 1.58 ± 0.288 IlS 

=36mg 
Monoglvocsides 
Lot6 0.93 ±0.044 ** 0.43 ± 0.094 * 0.38 ± 0.063 *** 
=12mg 
Lot 7 0.57 ± 0.077 *** -0.99 0.46 ± 0.005 * +0.98 0.46 ± 0.068 *** +D.94 
=24mg 
Lot8 0.42 ± 0.044 *** 0.55 ± 0.070 * 0.47 ± 0.083 ** 
=36mg 
Di et triglvcosides 
Lot9 0.85 ± 0.044 *** 0.32 ± 0.044 * 0.74 ± 0.197 IlS 

=12mg 
LotlO 0.55 ± 0.031 *** -0.85 0.45 ± 0.02 * +0.56 0.57 ± 0.178 * -0.43 
=24mg 
Lotll 0.39 ± 0.010 *** 0.39 ± 0.282 * 0.55 ± 0.328 * 
=36mg 
Gliclazide 
Lot12 0.5 ± 0.020 *** - -
=12mg 
Lot13 0.41± 0.03 *** -0.45 - - - -
=24mg 
Lotl4 0.37 ± 0.01 *** - -
=36mg 
Chaque valeur correspond à la moyenne ± l'écart type. 
(test de Student : ns p > 0.05 , * p > 0.01 , ** p > 0.001 , *** p < 0.001) 

Les figures 8,9 et 10 montrent respectivement les variations de la glycémie, la cholestérolémie et 
la triglycéridémie en fonction de la dose des différents types de flavonoïdes ( mono-, di et 
triglycosides ). 
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Fig. 8 - Effet dose des différents types de flavonoïdes sur la glycémie. 

Agly : aglycone 
Mono : monoglycosides 

Di et tri : di et triglycosides 
Méd: médicament 

Nous avons constaté qu'il y a une corrélation négative ( presque linéaire ) entre la dose des 
différents :flavonoïdes et la glycémie. 
Nous observons également que les trois doses utilisées entraînent une diminution-très .hautement 
significative ( p < 0.001 ) de la glycémie . En effet, la dose de 36 mg /rat des monoglycosides et 
celle des di et triglycosides conduisent à une forte hypoglycémie qui atteint chez les di et 
triglycosides 0.39 ± 0.01 g /1 par rapport au 1.43 ± 0.02 g Il du témoin et comparable à celle du 
gliclazide 0.37 ± 0.02 g II. 
Nous constatons aussi que les formes glycosylées donnent un effet comparable à celui de 
l'hypoglycémiant oral gliclazide, et mieux que celui des aglycones. 
La valeur normal de la glycémie chez les rats est de 0.55 - 1.35 g II. (lO) 
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Fig. 9 - Effet dose des différents types de flavonoïdes sur la cholestérolémie. 

Agly: aglycone 
Mono : monoglycosides 

Di et tri : di et triglycosides 
Méd : médicament 

Nous observons une diminution significative de la cholestérolémie chez les lots traités par les 
glycosides, atteint 0.32 ± 0.04 g /1 à la dose de 12 mg /rat des di et triglycosides par rapport à 
1.05 ± 0.300 g Il chez le lot témoin. 
La diminution est non significative chez les lots traités par les aglycones. 
Nous observons également une corrélation positive entre la dose des monoglycosides et la 
cholestérolémie. Celle-ci augmente donc progressivement à la dose de 24 et 36 mg /rat, mais la 
différence par rapport au témoin reste toujours significative. 
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Fig. 10- Effet dose des différents types de flavonoïdes sur la triglycéridémie. 

Nous observons une diminution très hautement significative et significativ.e chez les lots traités 
respectivement par les monoglycosides et les di et triglycosides, et une augmentation non 
significative chez le lot traité pat les aglycenes. 
Nous constatons également une corrélation positive entre la dose des monoglycosides et la 
triglycéridémie. 

IV- 4- Résultats de l'extr.action-et .mise ~n évidene-e de .la quantité.du glycogène -hépatique 
stocké sous l'effet des flavonoïdes : 

La gamme étalon qui nous a permis de déduire la concentration du glycogène est la suivante : 
( Figure.11) 
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Résultats et interprétation 

Fig. 11 - Gamme étalon du glycogène. 

Les résultats de la quantification du glycogène hépatique stocké sous l'effet d'une dose de 
36 mg /rat de différents types de flavonoïdes sont représentés dans le tableau XI et illustrés par la 
figure 12 ci-dessous. 

Tab. XI: Variation de la quantité du glycogène'hépat_ique stocké en fonction .de la dose des 
flavonoïdes 
Lots /ml 
Lot 1 = Témoin 
Lot 2 = A!!lvcones 14.43 ± 0.503 ** 
Lo 3 = Monoidycosides 14.63 ± 0.107 *** 
Lot 4 =Di et tri!!lvcosides 16.60 ± 0.715 *** 

Chaque valeur correspond à la moyenne± l'écart type. 
(test de Student : ** p > 0.001 , *** p < 0.001 ) 
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Fig .12 - concentration du glycogène hépatique stocké sous l'effet des différents types de 
flavonoïdes 

Agly : aglycone 
Mono : monoglycosides 

Di et tri : di et triglycosides 
Méd : médicament 

A la dose de 36 mg /rat, nous avons constaté une augmentation très hautement significative de la 
quantité du glycogène hépatique stocké sous l'effet des glycosides atteint 
4.63 ± 0.503, 6.60 ± .0.415 mg /ml chez les mono et les di et triglycosides respectivement, et une 

augmentation hautement significative sous l'effet des aglycones atteint 4.43 ± 0.503 mg /ml 
contre 2. 72 ± 0.134 mg /ml slwz-1€ lot témoin. 
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Résultats et interprétation 

IV- 5- Résultat de l'étude histologique: 
Le tissu hépatique est formé de lobules de forme polyèdrique , au centre des lobules se 

trouve la veine centrolobulaire . 
Les hépatocytes ont une forme polygonale , chaque hépatocyte contient un noyau arrondi , 

le cytoplasme renferme un reticulume endoplasmique très abondant et du glycogène . 
Chez le témoin (photo 1 ), le cytoplasme hépatocytaire renferme des granules de glycogène 

de couleur brun-acajou, ces granules ne sont pas réparties de façon homogène dans tout le 
cytoplasme . 

Le traitement par les aglycones (photo 2) montre un tissu hépatique où le glycogène se 
réparti sous forme d'agrégats et de façon plus abondante par rapport au témoin. 

On note les mêmes observations chez le tissu du rat traité par les monoglycosides (photo 3) . 
Par contre , le traitement par les di et triglycosides donne une coupe histologique 

(photo 4) où les hépatocytes renferment le glycogène qui se voie diffi.Isé et couvre tout le 
cytoplasme à l'exception des espaces péri nucléaires. 

Pour la coloration par le bleu de méthylène + lugol, nous n'avons pas pu réaliser que deux 
lames. 

Nous observons le cytoplasme hépatocytaires du tissu hépatique du rat traité par 36 mg des 
aglycones (photo 6) est envahi par la couleur brun acajou qui montre le glycogène diffi.Isé dans 
tout le cytoplasme par rapport au témoin. (photo 5) où la couleur brun acajou du glycogène est 
très claire. 
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Photo 1- tissu hépatique du rat témoin. 
Coloration par l'hématoxyline +éosine + lugol. 

Photo -2- tissu hépatique du rat traité par 36mg de l'extrait brut des aglycones. 
Coloration par l'hématoxyline + eosine+ lugol.(XlOO) 
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Résultat et interorétation 

Photo5-tissu hépatique du rat témoin. 
Coloration par le Bleu de méthylène + lugol. (XI OO) 

Photo6- tissu hépatique du rat traité par 36mg de l'extrait brut des aglycones. 
Coloration par le Bleu de méthylène+ lugol. (XIOO) 
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Résultats. et interprétation 

IV- 6- Résultats de l'effet des .flavonoïdes sur l'insulinémie: 
IV- 6- 1- Evaluation indirecte : Kaliémie : 
Le tableau XII et la figure 13 montrent la variation du taux de potassium en fonction du temps 
après administration d'une dose de 36 mg / rat -des différents types de flavonoï-des et du 
gliclazide. 

Tab. XII : Variation de- la kaliémie (en mmol Il-) en fon~tion du temps-après administration 
-~ . 

30mn 60mn 90mn 120mn 
Lot 1 =Témoinl 5.45 ± 0.03 5.65 ± 0.139 5.53 ± 0.08 5.48 ± 0.09 
Lot 2=Témoin 2 6.22 ± 0.10 7.03 ± 0.77 6.34 ± 0.16 5.30 ± 0.12 
Lot 3=Aglycones 5.89 ± 0.03 ** 6.35 ± 0.44 IlS 5.95 ± 0.15 IlS 5.35 ± 0.03 IlS 

' 
Lot 4=Monoglycosides 5.80 ± 0.05 ** 6.20 ± 0.06 * 5.85 ± 0.04 *** 4.25 ± 0.07 *** 

LotS=Di et triglycosides 5.83 ± 0.22 IlS 6.32 ± 0.02 ** 5.68 ± 0.191 ** 4.23 ± 0.15 *** 

Lot 6=gliclazide 5.80 ± 0.11 * 6.05 ± 0.44*** 5.45 ± 0.05 *** 4.10 ± 0.21 *** 

Chaque valeur correspond à la moyenne ± l' écart type. 
(test de Student: ns p > 0.05 , * p > 0.01 , ** p > 0.001 , *** p < 0.001) 
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Fig.13 - Variation de la kaliémie en fonction du temps après administration d'une dose de 
36 mg /rat des différents types de flavonoïdes. 

Agly : aglycone 
Mono : monoglycosides 

- 39 -

Di et tri : di et triglycosîdes 
Méd-: médicament 



Résultats et interprétation 

Chez le lot traité par les aglycones, nous constatons .une djminution hautement significative de .J.a 
kaliémie après 30 mn. Cette diminution devient non significative à 60, 90 et 120 mn. 
Par contre, nous constatons une chute significative et hautement significative de la kaliémie 
à 60 mn chez le lot traité par les monoglycosides et les <li et trigly.cosides respectivement. Cette 
diminution se poursuit à 90 mn et provoque après 120 rnn une diminution très hautement 
significative par rapport au témoin, qui atteint 4.23.± 0.07 g Il, comparable à celle du gliclazide 
( 4.10 ± 0.21 g /1 ). 

La valeur normal de lal<:aliémie chez les rat est de 5.5 - 7 mmol IL (W) 

IV- 6- 2- Evaluation directe : insulinémie 
Le tableau XIII représente les résultats du dosage immuno-ellZ)'matique de l'insulinémie 

chez les lots traités par une dose de 36 mg / rat de l'extrait brut des trois types de flavonoïdes 
( aglycones, mono-, di et triglycosides) et chez le lot témoin. 

Tab. XIII: Variation de l'insulinémie (µ.U /ml) après administration d'une dose de 
36 m!! /rat des trois tvnes de flavonoïdes. 
Lots Lot 1= Témoin Lot2=Ao cones Lot 3=Mono Lot 4=Di et tri 
Insulinémie (µ.U /ml) 0.0 ± 0.0 0.03 ± 0.04 10.03 ± 0.04 0.06 ± 0.03 

Chaque valeur c01Tespond à la moyenne± l'écart types. 
Nous observons que les valeurs de l'insuline émie sont très faibles chez les traités et nulle chez le 
lot témoin. Mais filalgré ces faibles valeurs, le tableau montre que les aglycones et les 
monoglycosides ont le même effet sur l'insulinémie, et que les di et triglycosides ont un effet 
rmeux. 

IV- 7- Résultats de l'effet des flavonoïdes su:r la complexation in vitro: 
La variation de la concentration du glucose en fonction de la dose des différents types de 

flavonoïdes ( aglycones, mono-, di et triglycosides ) sont représentés dans le tableau XIV et la 
figure 14. 

Tab. XIV : Variation de la concentration du glucose ( g Il) et du degré de la réduction du 

Concentration des principes actifs [Glucose] (g Il) 1 Degré de réduction du taux 
de glucose 

Aglycones 
4 mg/ml 0.33 45.90 % 
8 mg /ml 0.25 59.01 % 
12 mg /ml 0.23 62.29 % 
Monoglycosides 
4 mg /ml 0.23 62.29 % 
8 mg /ml 0.21 65 .57 % 
12 mg/ml 0.20 67.21 % 
Di et triglvcosides 
4 mg/ml 0.19 68.85 % 
8 mg/ml 0.11 81.96 % 
12 mg /ml 0.09 85.20 % 

Le témoin = 0.61 g/ l. 
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Résultats et intelprétation 

Fig. 14 - Variation de la concentration du glucose ( g Il) en fonction de la concentration des 
différents types de fiav-0noïdes. 

Nous observons que les trois types de flavonoïdes ont une capacité très apparente de la réduction 
du taux de glucose in vitro. Cette capacité est dose dépendante. 
A la concentration de 4 mg, nous constatons une chute considérable de la concentration de 
glucose qui atteint 0.33, 0.23 et 0.19 g Il avec les aglycones, les mono-, les di et triglycosides 
respectivement contre 0.61 g Il du témoin. 
La diminution de la concentration du glucose se poursuit à la dose de 8 et 12 mg pour atteindre 
0.23 et 0.20 g II avec les aglycones et les monoglycosides respectivement, et tend vers le zéro 
( 0.09 g II) avec les di et triglycosides contre 0.61 g II du témoin. 
Nous constatons également que le degré de la réduction du taux de glucose dans le milieu est 
proportionnelle à la concentration des principes .actifs. A la dose de 12 mg /ml, ce degré de 
réduction atteint 62.29 %, 67.21 % et 85.20 % sous l' effet des aglycones, monoglycosides et di 
et triglycosides respectivement. 

• Résultats de quelques activités phar macologiques de la 
chlorophylle : 

C'est par défaut d'utilisation de l'éther de pétr.ole .au .lieu .de l'.éther .diéthylique que . nGUS 
avons fait l'extraction de la chlorophylle , avant de corriger et poursuivre notre extraction des 
flavonoïdes. Nous l'avons considéré comme aglycones et l' avons testé sur tous les paramètres 
étudiés pour les flavonoïdes. 

C'est la chlorophylle-qui a la ..capacité unique de ..capter !'.énergie solaire et .de synthétiser les 
sucres à partir du carbone atmosphérique . 
Le terme «Soigner» a été associé à cette couleur verte à travers l'histoire , car la thérapie par la 
chlorophylle n'a pas d' effet secondaire toxique .Lors de ces dernières années , les investigations 
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ont démontré que la chlorophylle inversait la capacité mutagène .de ..certains produll: chimiques 
cancérigènes . 

C'est cette chlorophylle qui, associée au fer, intervient dans la production de l'hémoglobine. 
Elle est avant tout anti-anémique et antiseptique. 

La chlorophylle ~timule les muscles et les nerfs, combat la constipation, diminue le taux du 
cholestérol et favorise la diurèse .( 45 ) 

Dans ce domaine,_le travail peut fournir d'autres·rôles thérapeutiq_ues à la chlorophylle. 

1- Résultats du fractionnement de l'extrait brut de la chlorophylle: 
Les résultats de la chromate monodimentionnelle sur plaque de silice sont représentés dans Je 
tableau XV ci-dessous. 

Tab.XV :chromato monodimentionnelle sur plaque de silice de l'extrait brut de la 
hloroohvll 

Phase Nombre des spots RF 
Ether de pétrole 1-orange 0.61 

2-vert jaunâtre 0.55 
3-jaune 0.48 
4-jaune 0.45 
5-vert 0.42 
6-vert jaunâtre 0.34 

La chromatographie monodimentionnelle sur plaque de silice a permis de séparer les différents 
pigments de la chlorophylle : 

Les carotènes de couleur orange. 
La xanthophylle de couleur jaune. 
La chlorophylle. 

2- Effet temps de la chlorophylle sur la glycémie : 
Les variations de la glycémie en fonction du temps après administration d'une dose de 
36 mg /rat de la chlorophylle sont représentées dans le tableau XVI et illustrées par la figure 15. 

.... --· _,,_ ....................... _. .. ---.......... - --- _ ........... ._ -- - ...... ...-.,..,,. ~ - ·- -- -- ---·-...... -".., ...... _, .-......- ~-- - '"""'-"",. ------ . .. II) 
~-mn 60mn 90mn 120-mn 

Lot 1 = témoin 1 0.75 ± 0.08 0.81±0.02 0.85 ± 0.05 0.82 ± 0.03 
Lot 2= témoin 2 1.13 ± 0.08 1.44 ± 0.05 1.65 ± 0.12 1.07 ± 0.06 
Lot 3= chlorophylle 1.05 ± 0.460 ns 1.22 ± 0.120 * 0.73 ± 0.04 *** 0.51±0.01 *** 
Lot 4= ~liclazide 0.91±0.09 ns 1.01±0.12 ** 0.48 ± 0.015 *** 0.37 ± 0.002 *** 

Chaque valeur correspond à la moyenne± l'écart type. 
(test de Student: ns p > 0.05 , ** p > 0.001 , *** p < 0.001 ) 
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Fig .15- Effet temps d'une dose de 36 mg de la chlorophylle sur la glycémie. 

Chlora : chlorophylle Méd : médicament 

Après administration d'une dose de 36 mg /rat de l'extrait brut de la chlorophylle, nous observons 
une diminution de la glycémie à partir de 60 mn empêchant le pic hyperglycémique observé chez 
le témoin à 90 mn. Cette .diminution tr.ès hautement significative ( .p < 0.001 } se -poursuit 
progressivement pour atteindre 0.73 ± 0.04g /1 à 90 mn et provoquer une nette hypoglycémie à 
120 mn qui atteint 0.51 .± O.Olg/l, comparable à celle du gliclazide 0.37 ± 0.002 g /1 
( p < 0.001 ). 

3~ Effet dose de la chlorophylle sur la glyc-émie, cholestérolémie et triglycéridémie : 
Cette étude est résumée dans le tableau XVII. 

Tab.XVII : Effet dose de la chlorophylle sur la glycémie, cholestérolémie et triglycéridémie. 
~ , 

Glycémie r Cholestérolémie r Tri!!lvcéridémie r 
Témoins 
Lot 1 0.82± 0.126 1.11 ±0.219 0.74 ±0.005 
Lot2 1.43± 0.104 1.05 ± 0.300 0.89 ± 0.178 
Chlorophylle 
Lot 3 (12 mg) 0.86 ±0.083 *** 0.35 ±0.74 ** 0.46 ±0.50 * 
Lot 4 (24 mg) 0.57 ±0.074 *** -0.47 0.39 ±0.046 ** +0.86 0.40 ±0.06 ** -0.30 
Lot 5 (36 m!!) 0.45 ± 0:016 *** 0.50 ± 0.138 * 0.36 ± 0.102 * 
Médicament 
Lot 6 (12 mg) 0.75 ±0.02 *** - -
Lot 7 (24 mg) 0.50 ±0.03 *** 0.68 - -
Lot 8 (36 m!!) 0.37± 0.01 *** - -
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Chaque valeur correijJond à la moyenne ± l'écart type. 
(test de Student: * p > 0.01 , ** p > 0.001 , *** · p < 0.001 ) 

Les figures 16, 17, 18 montrent l'effet dose .de la chlorophylle sur la glycémie, la 
cholestérolémie-et la triglycéridémie respectivement. 
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Fig.16 - Effet dose de la chlorophylle sur la glycémie . 

Chloro :...chlorophylle Méd : médicament 

Nous avons constaté une diminution continue de la glycémie en fonction de la dose administrée 
de la chlorophylle. Cette diminution est très hautement significative ( p < 0.001 ) pour les trois 
doses, qui atteint 0.57 ± 0.074 g Il à la dose de 24 mg /ml et provoque une forte hypoglycémie à 
la dose de 36 mg /ml qui atteint 0.45 ± 0.016 g Il contre 1.43 ± 0.104 g Il chez le témoin et 0.37 
± 0.01 g Il chez le rat traité par le gliclazide. 
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Fig.17 - Effet dose de la chlorophylle sur la cholestérolémie 

Chloro :-Chlorophylle Méd : médicament 

Nous avons constaté une chute hautement significative ( p < 0.01 ) de la cholestérolémie à la 
dose de 12 et 24 mg /rat qui atteint 0.35 ± 0.074 et 0.39 ± 0.046 g Il respectivement contre 1.05 ± 
0.300 g Il chez le témoin, et significative à la dose de 36 mg /rat. 
Nous avons constaté également qu'il y a une corrélation positive entre la dose de la chlorophylle 
et la cholestérolémie,( r = +0.99) mais la différence avec le témoin reste toujours significative. 
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Fig .18 - Effet dose de la chlorophylle sur la triglycéridémie 

Chloro : chlorophylle Méd : .médicament 

Nous avons remarqué une chute significative du taux des triglycérides à la dose de 12 et 36 mg 
/rat qui atteint 0.46 ± 0.50 et 0.36 ± 0.102 g /1 respectivement, et hautement significative à la 
dose de 24 mg /rat qui,atteint0.40 ± 0.6 g Il.contre 0 . .89 ± Q.l?S g IL.chez le témoin. 

Nous constatons égale~ent une corrélation négative ( r = - 0.97) entre la dose de la chlorophylle 
et la triglycéridémie. 

4- Etude histologique : 
Les photos 1 et 7 montrent le tissu hépatique du rat traité par 36 mg de la chlorophylle et celle 
du témoin après réalisation des coupes histologiques et coloration. 
Chez le témoin (phot 1), le cytoplasme renferme le glycogène montré (de couleur brun 
acajou) sous forme de granulation qui ne sont pas réparties de façon homogène dans le tissu. 

Le traitement par une dose de 36 mg /rat de l'extrait brut de la chlorophylle donne une coupe 
histologique (photo 7) où les hépatocytes renferment le glycogène en abondance. Le cytoplasme 
est observé envahi par la couleur brun acajou du glycogène (coloré par le lugol). 
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Photol- tissu hépatique du rat témoin. 
Coloration par l'hématoxyline + éosine + lugol. (Xlüü) 

Photo 7- tissu hépatique du rat traité par 36 mg de l'extrait brut de la chlorophylle. 
Coloration par l'hématoxyline+éosine +lugol.(Xlüü) 
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5- Effet de la chlorophylle sur la quantité du glycogène hépatique stocké : 
Le tableau XVIII et la figure 19 montrent la concentration du glycogène hépatique stocké sous 

l'effet d'une dose de 36 mg de la chlorophylle. 

Tab.XVIII: Variation de la quantité du glycogène hépatique sous l'effet-d'une dose de 36 
de la chloronhvll 

Lots Lot témoin .. 

Concentration du glycogène 2.72 ± 0.135 
( m~ /ml) 

Chaque valeur correspond à la moyenne l'écart type. 
(test de Student : *** p < 0.001 ) 
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Fig . 19 - Variation de la quantité du glycogène stocké dans le foie sous l'effet 
d'une dose de 36 mg /rat de la chlorophylle . 

Après administration d'une dose de 36 -mg de l'extrait ·brut de fa chlernphylle, ·nous avons 
constaté une augmentation très hautement significative ( p < 0. OO 1 ) de la concentration du 
glycogène hépatique qui atteint 5.042 ± 0.115 mg /ml contre 2.72 ± 0.135 mg /ml chez le lot 
témoin. 

6- Effet de la chlorophylle sur la complexation du glucose in vitro : 
Les variations de la concentration du glucose en fonction de la dose de l'extrait brut de la 

chlorophylle sont représentées dans le tableau XIX et illustrées par la figure 20 ci-dessous. 

Tab. XIX: variation de la concentration du glucose (en g Il) en fonction de la dose de la 
chloroohvlle · 

Concentration du !ducose ( 2: Il 
Pourcentage de la répuction de la 
concentration du !!:lucose 
Témoin = 0.61 g Il. 

12 m!! /ml 
0.18 

37.70 % l 63.40 % l 70.49 % 
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Fig. 20 - Variation de la concentration du glucose ( en g Il ) en fonction de la dose de la 
chlorophylle. 

La chlorophylle réduit le taux du glucose in vitro, cette réduction est dose dépendante. 
A la concentration de 4, 8 et 12 mg /ml , la chlorophylle entraîne une chute considérable de la 
concentration du glucose in vitro, atteint 0 . 3 8, 0 .22 et 0 .18 g II respectivement contre 0. 61 g II du 
témoin. 
Nous constatons également que le degré de la réduction du taux de glucose dans le milieu est 

proportionnel à la concentration de la chlorophylle. 
Le degré de la réduction atteint 37.70 % à la concentration de 4 mg /ml , 63.40 % à la 
concentration de 8 mg /ml et 70.49 % à la concentration de 12 mg /ml de la chlorophylle. 

7- Effet de la chloroph~ sur l'insulinémie: 
a- Evaluation indirecte : effet temps de la chlorophylle sur la kaliémie 

Le tableau XX et la figure 21 montrent les variations de la kaliémie en fonction du temps, 
après administration d'une dose de 36 mg/ rat de l'extrait brut de la chlorophylle. 

Tab.XX: Variation de la kaliémie après administration d'une dose de 36 mg /rat de la 
hloronhvll -

Lot 1 =Témoin Lot 2= Témoin Lot 3=traité par la chloro 
30mn 4.45 ± 0.03 6.22 ± 0.10 5.72 ± 0.03 ** 
60mn 5.65 ± 0.139 7.03±0.17 5.90 ± 0.03 *** 
90mn 5.53 ± 0.08 6.34 ± 0.16 5.23 ± 0.02 *** 
120mn 5.48 ± 0.09 5.30 ± 0.12 4.24 ± 0.03 *** 

Chaque valeur correspond à la moyenne ± l'écart type. 
(test de Student : ** p > 0.001 , *** p < 0.001 ) 
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Fig. 21 - Variation de la kaliémie apr.ès administration d'une dose . .de 36 mg/.r.at de la 
chlorophylle. 

Chloro : chlorophylle Méd : médicament 

Après administration ~une dose de 36 mg /r.at .de l'extrait brut de la chlorophyUe, . nous 
constatons une diminution très hautement significative de la kaliémie à partir de 60 mn qui 
atteint 5.90 ± 0.03 mmol Il contre 7.03 ± 0.17 mmol /1 chez le témoin. 
Cette diminution se poursuit progressivement pour provoquer une hypokaliémie apparente après 
120 mn qui atteint 4.24 ± 0.03 mmol Il contre 5.30 ± 0.12 mmol Il du témoin. Cette valeur est 
comparable avec celle du lot traité par le gliclazide 4 .10 ± 0 .21 mmol Il. 

b- Evaluation directe : insulinémie 
Les résultats de l'effet d'une dose de 36 mg / rat de la chlorophylle sur l'insulinémie sont 

représentés dans le tableau XXI. 

Tab.XXI :Variation de l'insulinémie après administration d'une dose de 36 mg /rat de la 
chloronhvlle. 
Lots Let l=Témoin 1 Lot-2=Chloronhvlle 
Insulinémie ( OO ± OO I 0.43 ± 0.408 

Chaque valeur correspond à la moyenne ± l'écart type. 

Nous observons que la valeur de l'insulinémie chez le rat traité par la chlorophylle est faible, 
mais plus élevée que celle du témoin. 
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Discussion 

V - Discussion : 

1- Extraction et fractionnement des flavono'ides : 
Dans notre étude, la phytochimie de la piante Rammcu/us repens L s'avère révélatrice 

d'une quantité importante des flavonoïdes . Elle nous a pernus d 'une part, l' obtention d'une 
quantité importante des différents types de flavonoïdes à savoir : Les ag!y cones, les 
monogzvcosides et les di et triglycosides, en appliquant la méthode des affrontements par les 
solvants. 

En effet, le rendement en extrait final de chaque flavonoïde est encourageant puisque 
nous avons obtenu à partir de 62 g de poudre sèche, les quantités en extrait sec de 0.6 g des 
agzvcones. O.ï g des monoglycosides et 1.2 g des di et triglycosides. D'autre part, le 
fractionnement par chromatographie monodimentionnelle nous a montré une diversité 
moléculaire inattendue de ces mêmes types de flavonoïdes puisque ie chromatogramme sous l TV 
nous a révélé un nombre de 33 spots, répartis comme suit : 9 flavonoïdes agzycones, 10 
monogzvcosides et 14 di et triglycosides. Ceci montre la grande richesse de la plante en 
flavonoïdes et la diversité moléculaire de ces principes actifs dans notre extrait, et c' est d'ailleurs 
la raison qui nous a encouragé pour étudier leurs activités pharmacologiques. 

2- Etude pharmacologique : 
Cette partie comporte l'étude de quelques activités pharmacologiques des trois types de 

flavonoïdes et de la chlorophylle. 

• L'étude de l'activité hypoglycémiante : 
- Les résultats de notre étude montrent que nos principes actifs ont un effet hypoglycémiant 

et que les formes glycosylées donnent un effet mieux que celui des formes non glycosylées, 
puisque leur effet est comparable à celui de !'hypoglycémiant oral gliclazide. En effet à partir de 
30 min après l'administration, les différents flavonoïdes et le gliclazide ont empêché 
1' augmentation de la glycémie pour ne pas atteindre le pic hyperg}ycémique obtenu avec le 
témoin hyperglycémique. Encore plus, ces mêmes principes actifs ont provoqué une 
hypoglycémie plus ou moins sévère à partir de 90 min de l' administration. 

La courbe de la glycémie en fonction du temps nous montre un effet hypoglycémiant 
semblable chez tous les principes actifs, inclus celui du gliclazide qui est très proche de celui des 
di et triglycosides. 

La chlorophylle a également un effet hypoglycémiant mieux que celui des aglycones, et 
comparable à .celui des formes glycosylées et du gliclazide. 

Cette activité hypoglycémiante pourrait ètre le résultat de plusieurs possibilités d 'action des 
fl.avonoïdes et de la chlorophylle. Nous pouvons résumer ces actions par: 

• L' effet de complexation du glucose par les flavonoïdès confirmé, in vitro, par notre étude qui 
montre que la glycosylation est dose dépendante et que la réduction du taux de glucose augmente 
avec le degré de glycosylation des molécules flavonoïdiques, c ' est à dire que la capacité des 
flavonoïdes . de lier les molécules de glucose est plus importante lorsque elles sont liées à un 
nombre élevé de sucres. En effet, les flavonoïdes type di et triglycosides à la dose de 
12 mg /ml réduisent 85.20 % de la quantité du glucose présent dans le milieu, les 
monoglycosides entraînent une réduction de 67.21 % et la chlorophylle de 70.49 % et les 
aglycones réduisent 62.29 % de la charge initiale en glucose de la solution glucosée. Cela est dû 
à: 

la tenàance des flavonoïdes type glycosides à r élongation des chaînes glycosidiques. 
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La tendance des aglycones et de la chlorophylle d'acquérir des radicaux sucrés. 

Cependant, ce même phénomène de glycosylation se déroule dans le sang, mais cette fois-ci les 
flavonoides type glycosides ayant perdu leur sucres dans l' intestin par la digestion, conservent la 
nature de lier les radicaux sucrés ( glucose ) in vivo. 

• L'effet des flavonoïdes et de la chlorophylle sur !' internalisations du glucose sanguin dans les 
cellules activant leur métabolisme anabolique, lipogénèse, biosynthèse des acides aminés et 
surtout la glycogénogenèse hépatique, confirmée par notre étude histopiochimique, qui montre 
que les tissus hépatiques des rats traités par les flavonoïdes et la chlorophylle renferment le 
glycogène en abondance par rapport au témoin, notamment chez les traités par les di et 
rrig~vcosides et par la chlorophylle. Cette idée est affirmé par le dosage de la quantité du 
glycogène hépatique stocké sous l' effet des trois types de flavonoïdes èt de la chlorophylle, qui 
se voie élevée. La concentration du glycogène atteint 6.60 ± 0.715 mg /ml, 5.042 ± 0.115 mg 
/ml . 4.63 ± 0.107 mg /ml , 4.43 ± 0.503 mg /ml chez les lots traités par les di et triglycosides, la 
chlorophylle, les monoglycosides et les aglycones successivement contre 
2. 72 ± 0. 13 5 mg /ml chez le lot témoin. 

Cette augmentation peut être expliquée par la capacité des flavonoïdes d ' internaliser Je 
glucose sanguin dans le foie ou d' activer I'insulinosécrétion. Dans ce dernier cas l'augmentation 
de la quantité du glycogène hépatique pourrait être l' un des effets de l'insulinosécrétion activée 
par nos principes actifs ainsi induisant une glycogénogénèse importante chez les animaux traités. 

• L'effet desflavonoides sur 1'insulinosécrétion, puisque l' évaluation indirecte de l' insulinémie 
par r étude des variations de la kaliémie montre que les aglycones n' influencent pas de façon 
significative sur la kaliémie, par contre, les formes glycosylées et la chlorophylle provoquent une 
hypokaliémie très hautement significative et comparable à celle de !'hypoglycémiant orale 
DIA.1\1ICRON (gliclazide), qui entraîne une baisse de la glycémie par action sur la libération 
d'insuline par le pancréas et par une augmentation de la sensibilité des cellules à l'insuline. (26) 

L ' hypokaliémie peut être due à certains états pathologiques tel que l'élimination rénale 
augmentée, problèmes digestifs comme les diarrhées et les vomissements, troubles 
neuromusculaires et cardiaques, etc ... (4) 

Mais comme ce n'est pas notre cas, cette hypokaliémie peut être expliquée par le fait que les 
flavonoides glycosidiques et la chlorophylle activent l' insulinosécrétion, qui en augmentant la 
captation cellulaire du potassium plasmatique, provoque une hypokaliémie, sachant que 
l'hypokaliémie. est l'une des effets secondaires de l'insulinothérapie. (39) 

L'évaluation directe de I' insulinémie nolis a fourni de très faibles valeurs par rapport au 
valeurs normales de l'insulinémie chez l'homme (entre 5 et 30 µU /ml),' en absence d'une 
bibliographie concernant l'insulinémie chez le rat. 
Ces faibles valeurs sont dues à la différence structurale existant entre l' insuline du rat et celle de 
l'homme alors que nous avons dosé l'insuline par le test ELISA qui utilise des anticorps 
spécifiques de l'insuline humaine. Ces faibles valeurs peuvent être également dues aux 
conditions de transport, (congélation et décongélation, temps de conservation .. _ etc.), puisque 
nous avons réalisé le dosage à Constantine. 
Sans oublier que nous avons effectué le prélèvement à jeun, où l'insuline existe sous forme liée 
aux protéines plasmatiques à 75 %. (4) 

Néanmoins, l'évaluation de la kaliémie a montré que Iesjlavonoïdes augmentent l'insulinémie. 
Cette augmentation peut être le résultat de l'effet de ces principes actifs sur : 
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L ·activation de la synthèse d' insuline par les îlots de Langerhans. 
La libération d' insuline déjà synthétisée et stockée dans les cellules Bêta des îlots de 
Langerhans. 
La libération de l'insuline par scission des complexes plasmatiques inactifs insulino
protéiques. 

• L' activité hypoglycémiante des flavonoïdes et de la chlorophylle pourrait être également 
expliquée par l' effet de ces principes actifs sur la diminution de l' absorption intestinale du 
glucose. 

Puisque elle diminue la glycémie juste autour des valeur normales, selon notœ étude, la dose 
de 12 mg /rat soit 46.15 mg /kg des trois types de flavonoïdes ( aglycones. mono-, d; et 
thglycosides ) nous semble la dose la plus efficace des trois doses que nous avons utilisé. Toute 
foi, une étude pharrnacocinétique est plus qu ' indispensable pour déterminer l'efficacité réelle de 
cette dose. 

La détermination des taux du cholestérol et des Triglycérides est très importante en cas des 
maladies hyperlipidémiques en générale, et chez les diabétiques en particulier, où elles aggravent 
et menacent les complications vasculaires tel lathérosclérose. 
Notre étude montre l'effet hypocholestérolémiant des flavonoïdes surtout les mono- et les di et 
Trig~vcosides et de la chlorophylle . En effet, à la dose de 12 mg nous avons obtenu 0.66 ± 0.005, 
0.43 ~ 0. 094, 0.32 ± 0.04 g /1 ,0.35i).074g /1 respectivement chez les traités par les aglycones, 
mono-, d; et triglycosides et la chlorophylle contre 1.05 ± 0.3 g Il chez le lot témoin. 
Cet effet peut être expliqué par le fait que ces flavonoïdes : 

augmentent la captation du cholestérol par les cellules. 
inhibition de la biosynthèse du cholestérol. 

- diminution de la réabsorption intestinale des sels biliaires diminuant par conséquent le 
taux du cholestérol sanguin. 

Les résultats de l'effet dose des fl.avonoides et de la chlophylle sur la triglycéridémie 
montrent que les flavonoïdes monoglycosidiques et di et triglycosidiques entraînent 
consécutivement une diminution hautement significative et significative de la triglycéridémie, 
soit 0.38 ± 0.063 g Il pour les monoglycosides à la dose de 12 mg, 0.55 ± 0.328 g Il pour les di et 
thg~vcosides à la dose de 36 mg contre 0.89 ± 0.178 g Il chez le témoin. 
La chlorophylle entraîne une chute significative du taux des triglycérides. Par contre les 
aglycones n'entraînent pas une diminution significative du taux des triglycérides. 

La diminution de la triglycéridémie peut être le résultat de plusieurs possibilités d' action , on 
peut citer : 

L ' effet de ces principes actifs sur les triglycérides plasmatiques en augmentant leur 
captations par les cellules, ou 
Leurs effets sur les lipoprotéines lipases existants sur la membrane des adipocytes, par 
l'augmentation de leur activité ou de leur quantité, ces enzymes hydrolysent les 
triglycérides circulants, ou bien 
Ces principes actifs activent I' insulinosécrétion et donc la diminution du taux des 
triglycérides est l'un des effets de l'insuline. 
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Conclusion 

'\/l _ CONLUSION : 

La recherche dans le monde végétal des molécules utilisables en thérapeutique et pouvant 
servir de point de départ à la synthèse de nouveaux médicaments, reste un domaine de recherche 
très fiuctueux. 

En effet notre étude phytophannacologique nous a permis de conclure les points suivants : 

• La plante Ranunculus repens L est un modèle de richesse et de biodiversité en molécules 
flavonoïdiques. En effet, l'extraction et le fractionnement de ses fl.avonoüles donnent 33 
molécules différentes : 9 ag~ycones, 10 monoglycosides et 14 di et triglycosides. 

• Ces trois types de f/.avonoides ont un effet hypoglycémiant évident, et notamment les formes 
glycosylées où l'activité hypoglycémiante est proportionnelle avec le degré de glycosylation de 
la molécule flavonoïdique, et comparable avec celle de !'hypoglycémiant oral gliclazide 
(DIAMICRON). 
Ces trois types de fl.avonoides commencent leur effet après 60 mn . Leur activité 
hypoglycémiante est due selon notre étude à : 

La complexation du 
"Glucophage " in vitro. Cette 
mono-, di et triglycosides. 

glucose par les .flavonoïdes qui jouent le rôle de 
complexation est plus importante chez les formes glycosylées : 

L'augmentation de la captation et de l'internalisation du glucose sanguin dans le foie, 
essentiellement par les di et thg(ycosides provoquant l'activation de la glycogénogénèse. 
- L'augmentation du taux d'insuline sanguin. Les fkrvonoides type glycosides augmentent le taux 
d'insuline sanguin. 

• Les .flavonoïdes ont également un effet hypocholestérolémiant et hypotriglycéridémiant 
significatif. Par contre, l'étude statistique montre que les aglycones n'ont pas ces effets. 

e La chlorophylle qui a été longtemps dénuée d'effet, joue aujourd 'hui, selon notre étude, un 
rôle hypoglycémiant dose dépendant et comparable à celui de l'hypoglycémiant oral gliclazide 
(DIAMICRON) . 
Cette activité hypoglycémiante est, selon notre étude, le résultat des mêmes actions citées en 
haut pour les flavonoïdes . 

• La chlorophylle provoque également une chute très hautement significative du cholestérol 
et des triglycérides sanguins, d'où une hypocholestérolémie et une hypotriglycéridémie. 

Donc les flavonoïdes et la chlorophylle peuvent être utilisés contre les hyperlipidémies 
( hypercholestérolérnie et hypertriglycéridémie ), c'est pourquoi les animaux sont exempts de 

ces maladies . 

• La chlorophylle donne. un effet mieux que celui des aglycones sur la glycémie, la 
cholestérolémie, la triglycéridémie, ainsi une importante complexation du glucose În vitro et un 
stockage hépatique élevé du glycogène. 

Cette étude reste insuffisante pour mieux explorer et investir d'une manière plus approfondie 
certaines zones d'ombre dégagées lors de notre étude, parmi lesquelles nous pouvons citer : 
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- L'étuàe àes mécanismes par lesquels ces principes actifs augmentent l'insulinémie. 

l'étude des mecanismes par lesquels ces principes actifs diminuent la cholestérolémie et la 
triglycéridèmie . 

- La purification de ces principes actifs et la caractérisation de ces molécules et voir la variante 
pouf\l.le de ces activités pharmacologiques. 

- Le rôle de" Glucophage ''joué par Iesflavonoides in vitro doit être affirmé (ou infirmé ) 
in 11h·o. 

- La chlorophylle, molécule très connue mais négligée doit être étudiée soigneusement, car elle 
pourrait être douée d'une activité pharmacologique pouvant sauver l'humanité des maladies 
devant lesquelles la science est jusqu'à présent impuissante. 
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Etude de l'effet des différents types de flavonoïdes : aglycones, mono-, di et triglycosides. extraits l 
de la plante Ranunculus repens L, sur quelques paramètres biochimiques liés au diabète. 1 

~~~~~~~~~~- ' 
Nature du diplôme : Diplôme des études supérieures en _Biologie optiôn Biochimie ~ 

R<'sumé: 1 

" Le diabète est la première des maladies métaboliques par sa fréquence comme par sa gravité, et qui n'a pas encore j' 

de traitement malgré le développement de la chimie thérapeutique. ! 
:\otre étuàc ph: tophar:i.acoiogique sur la plante Ranunculus repens L nous a pennis û.:: '--:Jnclure que cem: piant~ 
est ucs riche en.flavonoides car. le fractionnement chromatographique donne 33 fractt0ns : 9.flavonoïdc\ ag(1·c(m<:'i. 
10 mon(Jgfycos1des et 14 di et triglycosides. et que ces trois types defiarnnoides ont un effet hypoglycémiant dos..: 

, dépendant notamment des fonnes glycosylées qui présentent un effet comparable à celui de l'hypoglycénùant or:il 
gliclazide. Ces. trois types de flavonoides commencent leur effet après 60 mn par actirntion de l'internalisanon du 
glucose dans le foie. l'augmentation du taux d'insuline et par la complexation du glucose in vitro. Les .flo\'Onoide~ 
rypc glycosides ont un effet hypocho}estérolémiant et hypotrigiycéridémiant. Par contre. l'étude statisti_que montre 
que les aglycones n'ont pas ces effets 
La chlorophylle qui a été longtemps dénuée d'effet joue aujourd'hui. selon notre étude. un rôle comparable à celm 

. des flavonoîdes glycosidiques aveç, tous les paramètres étudiés . 

Sammary: 

Diabetes is the first œetabolic disease by its frequency and its gra,ity. and which hasn't a treatment yet in sp1œ of 
· the development oftherapeutic chemistry. 

Our ph~1opharmacological study on Ranunculus repens L plant shows that this plant has a high.flavonoide.1 
content. bccause chromatographie fractionation give 33 fractions : 9 aglyconef!avonoidc:s. 10 monoglyc(>Sldcs and 
1 ~ d1 and 1r1g~vcos1des. also. these three sorts of_ flavonoïdes have a hypogl~ ccmic effect wh1ch is dose depcndem . 
.:spcciall: glycos1des wh1ch present a comparable effect with the oral hypoglycemic drug. gliclaztde. 
These three kinds of.f/avonoides bcgin their effect after 60 mn by activation of internalization of glucose in th.: 
liver. incrcasing the insulin rate and by the complexation of glucose in vitro . 
Glycoside.flavonoides have also a hypocholesterolemic and hypotriglceridem1c effect. contrary to the agz1·a me 
flavonoïdes which haven ·t these effects according to the statistic study. 
Chlorophyll that was for a long time considered \Ùthout any effect. has today according to our study. the same 
effect as glycoside .flavonoïdes . 
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