


On tient a exprimer nos vifs et sinceéres remerciement a:

Dieu,le tout puissant qui nous a donné la volonté a modeste travail,

Nous tenons a formuler notre gratitude et notre profonde
reconnaissance a I'égard de notre promoteur monsieur KEBIECH
Mohammed pour sa confiance, sa disponibilité et I'aide précicuse qu'il
nous a prodiguée afin d'accomplir ce travail.

Nous remercions le Dr BAGHOUL qut nous a énormément aidés.

Nos remerciements vont aux membres du jury pour nous avoir
honorés en exceptant de juger notre travail.

Et en fin nous remercions tous ce qui nous ont aider de prés ou de

loin pour conclure ce travail.






11-1-4-Voie d'administration
I1-1-5-Les médicaments utilisés
11-1-6-Prélévement des Echantillons
nm_y es
I1-2-1-Préparation de I'extrait brut du Myrtus communis
11-2-2-Méthode de dosage
a-Dosage de la glycémie
b-Dosage du cholestérol
1 In" p "t
I1-3-1-Evaluation de la glycémie
[1-3-2-Evaluation de la cholestérolémie
I1-4-Discussion
Conclusion
Bil iographie

11
11
11
11
11
14
14
14

17
17
22

24
25






lntro(l..nﬁgﬂ

Introduction:

De tout temps, la pharmacie a exploitée des propriétés des substances actives naturelles,
qu’elles seraient minérales, animales, ou encore végétales. L'origine de la pharmacopée
commence avec I’homme sur la terre. Des plantes bien connues comme le pavot, le séné,

] . tesd s oot oo T ~..plan t
fourni des molécules de base de grandes classes thérapeutiques.[11]

Actuellement les substances naturelles, dont les plantes constituent encore la source
principale représente prés de 60% des médicaments dont nous disposons, les 40% restants ou
médicament de synthese étant souvent nés de modification chimique des molécules ou partie
de molécules naturelles, ce qui fait que la phytothérapie a été abandonnée au profile de cette

synthése chimique de ces médicaments. [11]

Certains médicaments provoquent des effets toxiques et ne sont pas seulement un
probléme par eux méme mais aussi par leur métabolite issu de différentes biotranformation, y

compris la bioactivation. [08]

Jusqu'a lors, plusieurs maladies devant les quelles la science est encore impuissante,
c’est le cas de SIDA pour le quel aucun médicament n’existe, les maladies tumorales comme
le cancer, d’autres maladies chroniques tell que le diabéte, les maladies génétiques, pour les

quelles, il n’existe pas des médicaments efficaces assurant son cesse. {11]

Car s plantes sont depuis long temps source de santé pour ’homme, la recherche dans
le monde végétal de nouveau molécules chimiques non toxiques qui ont des principes actifs

utilisables en  érapeutique toujours un domaine de recherche trés fructueux. [02]

C’est pour quoi, il faut encourager ce type de recherche, et c’est pour cela notre travail

s’inscrit sur une des plantes médicinales "Myrtus communis" pour son effet thérapeutique.

Dans ce travail on a pour objectif I’extraction des principes actifs, du "Myrtus
communis”, et leur application pharmacologique sur les rats de laboratoire dans te but de

rechercl  une activité hypoglycémiante de cet extrait.
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L'action de l'insuline et représentée sur les schémas 4 et 5.
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Le Glucagon est une hormone hyperglycémiante, elle stimule la glycogénolyse
hépatique[05 ].

11-3/ La Somatostatine :
La Somatostatine est une hormone hyperglycémiante.

I lamobili “in~ ti ‘e, la sécrétion des hormones ~~stro-intestinale. de I'insuline
et du glucagon[02].

11-4/Les autres Hormones :
Elles ont un role complémentaire de mobilisation énergétique lors d'un stress :

11-4-1/Catecholamine : Elle freine la sécrétion d'insuline, active celle du glucagon et
stimule la lipolyse, proteolyse, néoglycogénése, et la glycogénolyse hépatique.

I1-4-2/Cortisol : cette hormone diminue la captation cellulaire du glucose et sa production
hépatique.

11-4-3/ L'hormone de croissance : Produit le méme effet. [02].
L'action de ces hormones est représentée dans le schéma 4 5§
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111-3-5/ Pervenche de Madagascar :
| par ! " renferme 0.2 % a 1% d'alcaloides qui ont des propriété
antidiabétiqu slycémiant)| 17].

111-3-6/Levure de biére :

La levure de biére contient le chromium, c'est une substance naturelle qui résiste au
glucose. La présence de cette substance dans le corps humain est indispensable pour stimuler la
sécrétion de l'insuline [13].

111-3-7/L'Eucalyptus (Eucalyptus Globulus) :

Seul le Globulus est utilisé en médecine. Ce sont ses feuilles agées qui donnent un riche
huile essentielle dans les propriétégsont anti-septique, hypoglycémiantes.

Il intervient dans le traitement de diabéte léger[16].
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II-Matériels et mé iodes:

11-1-Matériels et entretient des animaux:

II-1- J'acct lait dela plan

Elle a été faite dans son milieu systématique a savair les forets de texena - Jijel.

I1-1-2-entretient des animaux :

Les animaux que nous avons utilisé sont des rats mixtes ; males et femelles ,de poids
moyen plus ou moins 2.2 Kg , provenant de I’institut Pasteur.

Ces ssontélevi dans des cages en plastique.

La nourriture de ces rats est constituée de croquettes et I’eau, et vivant dans ["animalerie

a une température ambiante de 20 a25 °c.

[1-1-3 —Traitement des animaux :

Pour notre étude nous avons utilisé 9 rats répartis en 3 lots, chaque lot contient 3 rats,
numérotés comme suit : _

Lot N°=1 : c’est le lot témoin, les 3 rats regoivent de [’eau distillée.

Lot N°=2:les 3rat regoivent une dose (1ml) de ’extrait brut du Myrtus communis
pendant 3 jours.

Lot N°=3 : les rats regoivent une double dose (2ml) de I’extrait brut de Myrtus
communis pendant 3 jours.

Ce protocole est résumé dans la figure 06
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-Séchage des feu es du Myrtus communis a I’air libre au laboratoire puis dans 1’étuve
°cpent 1 1.

-Broyage des feuilles séchées a I’aide d’un mortier pour obtenir une poudre fine.

-1.’extraction par macération :

Nous avons mis 30 g de la poudre dans 500 ml d’eau distillée a fin de laisser macérer le

mélange pendant 7 jours.

T filt Cion:
Elle est faite sur papiers filtres.
-L’évaporation de I’eau distillée : elle est faite a I’étuve a température de 60 °c pour
accélérer l'évaporations et obtenir un liquide concentré de I'extrait (40 ml).

Nous pouvons résumer les étapes ci dessus dans le protocole suivant(Fig. 7)
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I1-2-2-Méthode de dosage :

a-dosage de 1 glycémie :

Ced ¢ fait;] - métho rmatiqu  colorin riques

Principe :

La détermination du glucose se fait selon les réactions suivantes :

Glucose +O,+H,0 Glucose oxydase » Acide glgconique + 11,0,
2 H,0, +Phénol + Amino-Antipyrine M quinoneimine rose +4 110,

.Les réactifs : Les kits que nous avons utilisé provenant de la pharmacie centrale

hospitalia

Réactif 1 : tampon tris ph=7 100 m mol /I

Sa tion tampon phénol 0.3 m mol/t

Réactif 2 : glucose oxydase 100pu /1

Enzymes peroxydase 100p/1
Amino-4-Antipyrine 2.6 m mol/l

Réactif 3 : standard gluc;)se 100 mg/dl

I g/l

5.56m mol/l

-Préparation ct stabilité :

-Pour préparer la solution de travail, il faut déssoudre le contenu d’un flacon de R; dans
un flacon de tampon Ry, et la protéger de la lumiére.

-Cette solution de travail est stable : 8 semaine a 20-25 °c

4 mois a 2-8°¢
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-Mode opératoire :

longueur d’onde 505 nm

température 37 °c

Ajuster le zéro du spectrophotométre et lire directement les résultats.

" n ":opé oire fait selon les étapes suivantes :

-La mise d’un ml de réactif +10ul d’étalon du glucose dans un tube sec.
- La mise d’un ml de réactif +10ul d’échantillon dans les autres tubes.
- La mise de tous les tubes dans le bain marri 15 min a37 °c.

- Lalecture de tous les résultats a I’aide d’un spectrophotomeétre automatique.

Cette modalité est résumeée dans le tableau |

Tab .I-mode opératoire de dosage du glucose.

Blanc Etalon Echantillon
Standard - 10pul A
Echant 1 - T - T
Réactit ae travan }_ I mi O im ) im

b) Dosage de cholestérol :

Ce dosage a été fait par la méthode enzymatique celorimétrique

-Principe :

Le cholestérol est mesuré aprés hydrolyse enzymatique puis oxydation.

L’indicatcur quinoneimine est forme a partir du peroxyde d’hydrogencet du /1 -4-
antipyrines en présence de phénol et de peroxydase

La détermination enzymatique fait selon les réactions suivantes :

Cholestérol esterase , _
Esters de cholesterol +H,0 » cholestérol t Acides gras.

Cholestérol oxydase
Cholestérol +0, » Cholestérol —4-one-3- 11,0, .

peroxydase
H,0; +phénol+amino-4 antipyrine ——————  —p  quinoncimine rose.

La quantité du quinoneimine formée est proportionnelle a la concentration de

cholestérol.
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Les réact.... :

Les kits que nous avons utilisé provenant de la pharmacie centrale hospitalia de Annodso .

Réactif 1 : pipes ph 6.9 90 m mol/l
Solution tampon phénol 26 m mol/l
Réactif 2 : cholestérol oxydase 300 p/i
Peroxydase 1250 /!
Cholestérol estérase 300 u/i
Amino-4-antipyrine 0.4 m mol/l
Réactif 3 : 200 mgd\
Standard 2 g/l

5.17 m mol/l

-Préparation et stabilité :
Dissoudre le contenu d'un flacon de R2 dans un flacon de tampon R1.
s réactif de travail est stable : 2 semaine a 20-25 ° ¢

4moisa2-8°c¢

-Mode opératoire :

Longueur d'onde 505 w»wm(500-505)
Température 37 °c
Cuve I cm d'épaisseur

Ajuster le zéro du spectrophotomeétre sur I'air ou l'eau distillée et lire directement les
résultats.
La modalité est faite selon les étapes suivantes :
-Lamised ml de réactif + 10 ul d'étalon du cholestérol dans un tube sec.
-La mise d'l ml de réactif + 10 ul d'échantillon dans les autres tubes.
-La mise de tous les tubes dans le bain marri a 37 °c pendant 15 min
: tous les résultats a 'aide de spectrophotomeétre automatique.

Cette modalité est résumée dans le tableau 1.
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T. .11-Mode opératoire de dosage de cholestérol.

Blanc Etalon |  Echantillon
| Standard -- 10 pl o S
Echantillon . T I
Réactif de travail | Iml im0 aml

11-3-Résultats et interprétation :

[1-3-1- Evaluation de la glycémie :

Nous avons constaté une diminution de la glycémie en fonction de la dose administrée
de l'extrait brut dans le lier jour, cependant dans le 2éme jour, les concentration du glucose
atteignent les valeurs normales, qui sont démontrés par les témoins, mais dans le 3™ jour ces
concentrations tend a s'éleve en proportionnalité avec la dose administrée (une dose et double
dose).

Les résultats de dosage de la glycémie sont résumés dans le tableaux Il et représentés

par la figure 08.

11-3-2-Evaluation de cholestérolémie :

Nous avons constaté que les valeurs du cholestérol dans le sérum de tous les rats qui
ont regois I'extrait brut restent comparable a celles du sérum des rats témoins (0,5%0.2 g/l)

Les résultats de dosage de cholestérol sont présentés par le tableau IV dont la variation

est effectuées sur la figure 09.
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Tab. 111- Variation de‘{glycémie lors du traitement:

N°= lot Dosage jour ]our -‘3"r"~'°‘iour4 7
Rat
lot  noin ot | L o097
Rat ; 0.97 1096 ]
Rat ; 093 | 091
- Moyenne 0.95 094 ﬁ
2™ ot Rat | 0.57 lo3s
(1 dose de I'extrait brut) Rat , 0.55 18
Rat 3 0.60 s
Moyenne n <7 C15s
3™ lot Rat | 0.55 s
(double dose de l'extrait brut) Rat , 065 140
Rat ; 0.5 130
. Moyenme . | | 05 1.4
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Tab.l1V-Variation de cholestérolémie lors du traitement :

N°= lot Dosage | 1" jour [ 2™ jour |3 jour |
Rat
1" lot témoin Rat | 0.41 044 | 043
Rat ; 053 | 05 0.49
Rat 3 05 (Vs | US4
Moyenne 048 | 049 | 048
29 Jot Rat | 0.57 055 | 048
(1 dose de I'extrait brut) Rat ; 0.52 04 | 050 |
Rat ; 0.46 053 | 050 |
Moyenne 0.51 L_W(Téié”m 0S5t
37 Jot Rat 0.44 049 | 04y
(double dose de l'extrait brut) Rat , 0.4 044 | 057
Rat ; 0.56 055 | 054
Mbicnnev - —ﬁ_“_v"k D ¥O4() 0.49 0.50










11-4-Disc™~~*on.

Le pancréas est un organe qui représente le chef lieu de métabolisme des Amino-acides et
¢ lipides et surtout métabolisme glucidique, par la sécrétion de plusieurs hormones ayant

des rdles différents.

[ snotre travail, l'objectif est de chercher une activité hypoglycémiante de l'extrait brut

de Myrtus communis.

Dans cette étude, I'activité hypoglycémiante de l'extrait a eu lieu aprés I'administration de
ce dernier a des rats sains, puisque la moyenne du taux glycemique obtenue est de 0,57g/,
située alors autour de la moiti¢ de la glycémie normale qui est de 0,9g/1 pendant le 1" jour du

t it

Cette hypoglycémie pourrait étre le résultat de plusieurs possibilités d'action de I'extrait
de Myrtus communis parmi les quelles, on peut citer :

-L'action de la sécrétion insulinique, l'activation de l'internalisation du glucose sanguin
dans les ce 1iles quise voient activer leur métabolisme anabolique a savoir : Ia glycogénése,
tly t  iynthése des acides aminées.

-Inhibition du métabolisme glucoformateur, tel que la néoglycogéncse, et la
glycogénolyse hépatique. Tout en se rend compte que cet extrait n'a pas d'effet apparent sur
me

(IALRA o
g e

les hormones hyperglycémiant (adrénaline, glucagon ). Par ailleurs, et pendant le 2°

‘;l'"lc

avons constaté la reprise d'une glycémie normale, ct par la suite, pendant le jour de
traitement, cette glycémic va se voir augmenter pour atteindre une valeur moyenne de 1,47

Cette augmentation de la glycémie pourrait avoir une explication dans la réaction
physiologique de l'organisme de I'animale pour compenser le taux du glucose perdu durant le

jour du traitement en activant le systéeme hormonal hypoglycémiant composé par

I'adrénaline, le glucagon, cortisol...

Il faut noter que dans ce cas, la réaction physiologique dans le sens hyperglycémiant est

plus important par rapport a l'effet hypoglycémiant du principe actif. de  us cette réaction



physiologique de compensation s'avére trés efficace de par le taux hyperglycémiant qu'elle a

emportée sur l'effet hypoglycémiant de notre extrait.

Cette réaction physiologique a eu lieu, peut étre a cause que les animaux que nous avons

traité ne sont pas a priori diabétiques.
Pour le taux de cholestérol dans le sang apparait sans changement durant les 3 jours de

tra | ‘sque le taux moyen de 0,5 </l reste constant, donc notre extrait n'a pas d'effet

sur la cholestérolémie.
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Conclusion :

La pharmacopée actuelle est encore loin de répondre 1 iocer
maladies dont le Diabéte.

Les essais que nous avons élaboré dans cette étude montrent que I’extrait du
Myrtus communis posséde une activité pharmacologique puisque s'est averé
hypoglycémiant pendant le 1 jour de traitement, donc pourrait étre antidiabétique.

La réaction physiologique des animaux pour compencer cette hypoglycémie a
pertubée la réapparition de cette activité pendant les jours suivants.

Nos résultats nous orientent apparémment dans le sens de vérifier s'il y a un

effet hyper-insulinique de ces principe  :tifs, en utilisant des animaux diabétiques
afin d'eviter cette réaction physiologiq anti-hyperglycémique.
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La liste des abréviations :

AGNE: acide gras non estérifiés.
TG: Triglycéride.
INS: Insuline.
STH:Stimulating Thyroide Hormone.
Glu:glucagon.
OX:oxalo-acétate.
Pyr: pyruvate,
Pc:pyruvate carboxilase.
PEP-«: phospho-enol-pyruvate.
G-6-P,..glucose-6-phosphatase.
PEP:phospho-enol-pyruvate.
a.a : acides aminées.
Nm: 1no metre.
M mol/l : millimole par litre.
/1 micron Har litre
Mg/dl : milligramme par litre.
G/l : gramme par litre.

in: minu
ED : Eau distilléc.
Ex Brut : Extrait Brut.
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