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Introduction------------------~~--------~--~------------~ 

INTRODUCTION 

. 
Depuis long te:qips, l'homme exploite les ressources naturelles, que ce 

soient minérales, animales ou encore végétales. En effet, les végétaux ayant un intérêt 

grandiose dans la vie de l'humanité, constituent l'apport le plus important en 

ressourcement tant alimentaire qu'en pharmaceutique dans le quotidien de l'homme. 
' 

Un fait, bien connu, est l'utilisation très ancienne des substances naturelles 

des végétaux dans l'industrie, l'alimentation, la cosmétologie . .. etc. c'est ainsi, que les 

premières utiiisations des plantes, comme œmèdes naturels ou poisons toY.iques ont 

été pratiquées par les médecins grecs (Hepocrate, Aristote ... ). C'èSt grâce, à leurs 

recherches, qu'en a réussi à préserver la phytothérapie. 

,...__ctLlelJ~ment, ~es substar; . ..;es narureile:... ·-rè:érnles COiJ..5trtuern: la source .......___ -
principale, qui representent prés de 60% des médicaments dont nous disposons et les 

40% restants pour les médicaments de synthèse, sont souvent nés de modifications 

chimiques àes mol&.;ules ou partie de molécules naturelles. Ce qui fait que la 

ph.ytothé!-apie a été abandonnée au profit de certe synthèse chimique de ces 

médicament.:,. La liste des plantes entrant, précisément dans ce cadre est exhaustive, et 

c0mme ~s plantes sont utilisées sous forme de tisanes extraites ou de préparations 

complexes, néanmoins, il reste difficile de définir les moléc:iles responsables de 

l' adion thé:apeutiqu.e, bien que certains effets phannacCilogiques prouvés sur l'animal 

aient été attribués à des composés actifs, tels que les Alcaloïàes et dérivés, des 

terpènes, stéroïdes et àes ~mposés poly phénoliques (1). 

Parmi les plantes médicinales largemt:nt utilisées dans la tradimédecine, on 

cite le Chanomilla, Thymus vulgari, Quercus robur, Ran:uculus repens L . ... qui sont 

très riches en principes actifs, ce qui permet d'ouvrir è.es nouveaux horizons dans le 

domaine de la phytothérapie (2). 

Actuellement les essais phytopharmaceutiques dépassent largement la 

tradimédecine en introduisant les métho.des d'études modernes ayant pour objectifs 

l'extraction, purJ:ication et caractérisation des phytosubstances et leur pharmacologie 

expérimentale sur les animaux de laboratoire. Ces recherches seraient justifiées par 

au moins deux raisons, à savoir: 

• L'incapacité de certains médicaments de synthèse.:; de guérir quelques maladies 

telles que, Cancers, Diabète, SIDA, la grippe aviaires . ... . etc. 
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Introduction------------------~-------------------------------

o Les effets nocifs de certains médicaments sur les organes non cibles; l'effet 

toxique par leurs métabolites, indus le stress oxydatU: issus de différentes bio

transformations, causant en conséquence des effets secondaires très néfastes sur 

l'organisme. 

En effet, le stress oxydatU: dû aux radicaux libres, entraîne des dégâts 

tissulaires essentiellement par la glycation des protéines, f' altération de la structure 

de l' ADN, la génération des produits de la péroxydation des lipides et des 

modulations de la transcription de nombreux gènes. Il est largement accepté comme 

étant un composant critique de plusieurs - peut être de la plupart - des voies 

pathologiques. Il est particulièrement lié aux développements des maladies 

coronariennes (M_C), des accidents vasculaires cè"ébraux (A V.C.), le diabète ,des 

":-.m~ ·-·rs la m·<l '· '. i·· d' J:lzb:t;Îill"'f{'.J ~ · 1 -'t 1-• .-· •. · ~Iiér-::~..: ·> ·nc " · ,,.U .. 'air" GL'.; wnè":., ; \J VV ' 4 J. 1. ·-~ '"" W \ '; • .1 V ,_ .._. ' ·:..~ '-1 t.....i...o. ""' \,,.t.,. l...&. '"" ..._ 1.- LA..&.._ C.... 

une insuffisance des organes, tels que, le foie, le pancréas, etc .... Cès maladies sont 

difficiles à traiter par des médicaments èe synthèse, qui se trouvent incapables de 

lutter conrre les radicaux libres dans cert:ùnes conditions vathoiociaues. , '-' -

A présent, plusieurs équipes de recherches dans le monde entier se 

penchent sur la problématique du stress oxydatif et la recherche des antioxydants 

d'origine noiam.rû.ent -..,égétale afin de traiter on prévenir les maladies sus-citées . 

.ile notre part, nous nous sommes intéressés à rechercher une acri vité 

antioxydante dans les polyphénols des plantes en l'occurren~ la Ranunculus repens 

L, en utilisa.nt un modèle expérimental de lésion pancréatique par intoxication 

diabétogénique à l' Allox.:a.ne sur des an.imam: de laborn.toi.re. Cette étude sera cond1ùe 

comme suit: 

Q L'exrracrion des polyphénols de R.."IU.., 

" L'induction de la pancréatotoxicité à l' Alloxane. 

• L'expk:ration biochimique de l'effet antioxydant et prévem ;.Î des extraits 

polyphénoliques. 
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Chapitre I Généralités 

1. GénéraJités : 

Ll. Ranunculus repens L : 

Ll.1. Définition: 

Ranunculus repens, connue en français sous les noms de bassinet d'or, bouton 

d'or, renoncule scélérate ou mort aux vaches (5). 

1.1.2. Systématique de Ranunculus repens L.:. 

Les données systématiques de la plante sont les suivantes: 

La classe : Diotylidones 

Sous classe : Ranunculoides 

Ordre: 

Famille: 

Genre: 

Espèce: 

Ranale 

Ranunculaceae 

Ranunculs 

Ranunculus repens L (6) 

Fig. 1-La plante Ratumculus repe11s L (Dhrousafe) 

1.1.3. Propriétés: 
20-50 cm de hauteur, fleurs jaunes de 2à 2,5cm de diamètre, isolées à 

l'aisselle des feuilles, se reconnaissent facilement par leurs tiges stolonifères qui 

s'enracinent au nœud (5). 

1.1.4. Répartition : 
Dans toute la France, mais plus rare dans la méditerrané et la corse, lieux 

plus humides, jardins, parcs, pairies, champs, chemins fores tique (7). 

1.1.5. Biologie : 

Plante envahissante , qui se propage très rapidement grâce à ses stolons 

notamment dans les jardins et sur les pelouses ,le nom scientifique de genre ( de 

Iatin,grenouille , Ranunculus , petite greno_uille ) évoque son habitat humide, commun 

avec d'autres espèces (7). 
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Chapitre I Généralités 

1.2. Les polyphénols: 

Les polyphénols sont probablement les composés naturels les plus répondus dans 

la nature, et de ce fait sont des éléments faisant partie de l'alimentation animale. Les 

poly phénols possèdent plusieurs groupements phénoliques avec ou non d'autres 

fonctions (OH alcoolique, carboxyle, ... ) (1). 

Parmi les poly phénols les plus abondants, on peut citer notamm~nt : Les flavonoïdes, 

les tanins, les acides phénoliques ... 

L2.1. Les flavonoïdes: 

L2.L1. Dé!foition : 

Son"!: 1P·0 p1g:n·:~t.s q_112sime\t lmj~1e:sels des véz-'-t:3.l.1Y presque to1Jjours 

hydro solubles, iis sont responsables de la coloration des fleurs, des fiuits et par fois 

des feuilles. Tel est le cas des flavonoïdes jaunes (chalcones, aurones, flavonls jaunes, 

des anthocyanosides rouges, bleus ou violets). Tous les flavonoïdes (environ 3000) 

ont une origine biœymhetique commune et, de ce fait, possède:it le même élément 

strucmral de base, à savoir iénchainement 2-phénylchromane (8). 

L2.1.2. Structure: 

Les flavonoïdes comprennent deux noyaux aromatique (A) et (B) et un 

hétérocycie oxygéné (C) (8). 
"' .J 

2'~ 

/~~ ~ /l',lA 
1( y \ ~ 

i 3 1 c r2 
6' 

6 ~ l , 13 V "V'. 
5 4 

4' 

5' 

Fig.2.Structure de base des flavonoïdes (8). 

L2.1.3. Oassification de:.; flavonoïde:> ; 
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Chapitre I Généralités 

Les flavonoïdes sont des substances très rependues à l'état naturel 

Structurellement ils se repartissent en 15 familles de composés, dantles plus 

important sont les suivant :-Anthocyanes.-Flavones.-Flavanones.-Flavanes.-Aurones

Chalcones (8). 

L2.1.4. L'activité pharmacologique des flavonoides _;. 

Plusieurs recherches sont effectué dans le domaine médicale consmant leurs 

activités : 

1- V :itctivité antioxydante :: 

Les fiavonoides ont la capacité de capturer les .radicaux libres 

par des déüvés hè:ni s:mthétiques, r...J.onoalk:yiés ou polyal.k1lés de la rutine et de la 

quércétine, om permis de déœrminer l'élément str:ictural essentiel à la désactivation 

des radicaux libres (9). 

2- L' :u:tivité antid.Eahétique;, 

Les flavonoïdes peuvent améliorer la sécrétion èe l'insuJjne et 

protègent ies cellules pa.ncéatiques qui peuvent être endommagées par les radicaux 

libres (9). 

3- Autn~s ;].C:rivités : 

Activité anritumoraf.c. 

Activités au niveau vasculaire. 

Lute comre l' altè-ation des :fibres colagénaux. 

Activités anti-inr1amma·;:oires (9). 

1.2.2.Les tamnills : 

Les tannins sont des molécules polyphénoliques hydro solubles de poids 

molécuiaire compris entre 500 et JO(· o Da, iïssont présents dans les feuilles, les fleurs 

et les grains des plantes (10).LapJils ;.Jart des propriétés biologiques des tannins som 

liées à leur pouvoir de former des complexes avec les macromolécules, en particulier 

avec les protéines, les liaisons covalentes, hydrogènes et hydrophiles participent à la 

formation du complexe tannins-proteines (11). 

I.2.3.Les acides phénoliques : 
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Chapitre I Généralités 

Les acides phénoliques sont largement distribués dans les fruits (12), les tiges 

et les feuilles des légumes (13). De plus, le thé et le vin rouge sont riches en ces 

composés (14), ils sont en principe solubles dans les solvants organiques polaires, les 

acides phénoliques sont divisés en 3 classes : 

• Les acides phénoliques simples. 

• Les acides phénoliques dérivés de l' acide benzoïque. 

• Les acides phénoliques dérivés de l'acide cinnamique. 
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Chapitre II -----------------..,a toxicité pancréatique 

Il .La toxicité pancréatique induite à l' AJloxane : 

Ill.Le pancréas: 

Il..1.1. Définition : 

Pancréas, glande digestive volumineuse,situé derrière l'estomac ,sa 

longueur varie entre 15 et 20cm, sa largeur est d'environ 3,888cm,et son épaisseur 

entre l ,3et2,5cm., son poids est d' environ85g (15). 

Il.1.2 La physiologie pancrfatique : 

La glande pancréatique est constiruée de delL"C types de tissus 

responsables de deux fonctions distinctes : 

La séc::étion endocrine (insuline, glucagon) : est assurée par ies cellules 
' • , ....... .. . . ~ .. • 1 ' ' ~ 1 11 ., 

.;;11o:c:::ï!;es, rt:groupee;) u0Ls ;. uot::; u(; !.LJn::: ~:·:1<.m:s) rc;pan ::. w Sten a.::~ ce1mu;s 

aci11euses, elle e.:>t importante d.ans le métabolisme du sucre. 

-La sé::;,-étion exocrine : le suc pancréatique, est assurée par les cellules acineuses 

(petite cavité:; tapissèes de cellules excrétrices dont le contenu se déverse dans un 

canalicule), elle est acheminée vers l'intestin grêle par le canal excréteur principal 

(canal de wi.rSüng). Leur composition en enzymes es: importante pour faciliter la 

digestior~ (16). 

Il.1.3. Les îlots de !angeritIDis et production de l'insuline : 

L'insuline est produite dans le pancréas par un petit groupe de celluies 

glandulaires <<îlots de iangernans » ou celfoles Bêta (1 5) dont le méca..-ùsme est 

illustré dans J.a fi6rure3. L' incapacité u-.: ces cellules à prodcire suffisamment 

1' insuline, entraîne UiJ. diabète. Cette :fragilité interviellile àans ies m&-..:anismes qui 

conduisent à la destruction de la cellule bêta, sous l'effet d'agents d.iabétogènes, 

comme l'Alloxane (17,18). 

7 



X 
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GLUCOSER 6PHOSF ATE 

GLUCO~ASE // / ~----.... GLUCOS 

T;UT, 
K+ GLUCOSE 

PRO-INSlJLINE 

000 1 

o? o IÎ--L__ _____ I ~, 

"l'r Ca.:. 
Il'l/SULINE 

Fig.3. ~étz.boiisme de la ceHuie p (19). 

Il.2. La pancrfatotoxicité à l' Alloxane : 

TI.2.1.Définition de l'Allo::ume: 

RECERPTEUR DES 
SUIFON"'fTUREES 

DEPOLARISATION 

L' Alloxane ou la mésoxalylurée est un composé organique basé sur un 

squelette de l'heterocycli~:eela pyrimidine. Ce composé a une haute affinité pour 
' 

l'eau et par conséquent existe comme le monohydrate (20). 

Les données caractérisant l'Alloxane dans les conditions standard sont comme suit : 

Nom chimique : 2, 4, 5,6(1H, 3J.-I)-pyrimidine tetrone monchyàrate. 

Formule chim~que: CJ-i.iN204' avec la stmcture développée figure 4. 
,.-

0 

~lNH 
l\ifas8e moléculaire : 160,09 g/mol 

Point fondan-i_ : 253°C (20) . 

~o 

Fig.4. Structure développée de l' Alloxane (20). 
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Chapitre II __________________ r;.,,a toxicité pancréatique 

Il.2.2. Action d' Alloxane sur les cellules pancré.atique5 : 

Les cellules bêta sont particulièrement vulnérables au stress oxydatif en 

nu.son d'une part de leur pauvreté en . c'.1 / zn super oxyde d:smutase, catalase et 

glutathion peroxydase. (21.22), d'autre part de leur faible contenu en glutathion réduit 

(23), cette fragilité intervient dans les m&-vanismes qui conduisent à la desLruction de 

la cellule bêta sous l'effet d:'agents diabétogènes comme l' Alloxane. 

L' Alloxane est un agent oxydant fort excentré une activité sur les cellules 

bêta comme le produit de sa réduction nommé "acide dizilurique ". L' ..AJloxane établit 

'Jn cycle d'oxydoréduction avec formation des radicaux superoX'Jde, associé à des 

fortes doses de calcium cytosorique, il provoque la de~ction rapide de la cellule 

téta na' -"' .. - ·)-

H~3. Le d~abète: 

1L3.1. Définition : 

~é mot diabète sigrifie «passer a travers», en référence à la forte polyurie qui 

caractérise la maladie. Le te~e de diabète sucré (DS) regroupe tous les états morbides, 

ayant en ccmmun une hyperglycémie chronique, cons&.-:utive à u.."le insuffisance de 

sécrétion d'illsuline par le pancréas (insuiinocarence), ou à des anomalies de i'2-ction de 

cette insuline au niveau des tissus cibles (insulinorésistê.Ilce) ou le plus sauvant à une 

interaction àe3 deux a.1omalies (25). 

Le diabète est défi.aie par des anomalie;> métz.boliques, par des complications à 

long terme: oculaire, rénal, nerveux et vasculaires, et par une lésio:ll des membranes 

basales vis:hJt:s-en microscopie électronique. Les sujets correspondants à ces critères ne 

constituent pas un groupe homogène, et des syndromes distincrs ont été définis (26). 

Il.3.2. Diagnostic : 

Il repose essentiellement sur l'analyse de la glycémie (taux de sucre dans le sang). 

L'existence d'un diabète eSL établie lorsque deux mesures de la glycémie réalisée à jeun 

règlement un taux de sucre supérie:1r ou égal àl, 26 gramme par litre (g/l). Si ia glycémie 

à jeun est inférieure à ce chi:ffi-e, on rec::mrt à l'hyper~1ycémie ex-J?érilllentale provoquée 

pa~'::voie ,_,n·Je. 
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Chapitre II -----------------1.,,a toxicité pancréatique 

On suppose le àiagnostic de àiabète si la glycémie reste supérieure à 2 g/L2 heurs 

après l' obs~rvation du glucose, lors de deux examens réalisés six mois d' intervalle, on --.. . . ... . .... . .. ...- ~ 

peut également faire le dosage de l'insulinémie (taux d'insuline dans le sang)(16). 

Il.3.3.Les symptômes du diabète : 

Les symptômes classiques du diabète sont : 

- La polydipsie: (soif înteriSe) qui correspond à la fuite d'urine. 

- La polyurie : une émission d'urine :fréquente et importante. 

- L'a....<:thénie : une fatigue intense. 

- Uce perte du poids (27). 

IL3.d.. T:;7r:"".') è1• '3~~.hi•t'!" 7 

Le Diabète sucré sç présente sous èeu.x grandes formes. 

+ Diabète insulinodép-enriant (DID) 

Apanage de l'enf~nt e:: àe l' adulte jeune, dû à la desi.TJGÔ.on des ilots de 

b .. 11gerhans p<rr un proc....o.ssus immunitaire dont la conséquence est une insulino

carance absolue, son traitement relève d'une insulinothérapie substitutive à vie (25). 

• Diabèt.e non immlincdépendant (DNlD) 

Il survient chez l'adulte :mx environs de la cinqua..11taine, sa pathogénie e~~acte 

est encoœ inconnue, son mode d'ins!:aliarion est en générale insidieu,~ sen trairemçnt 

fait 3..ppeI à la. ciéi:éüque et aux ;;.ntidianétiques oraux (25). 

-2<: Il.4.L 'hypergiycémie:, 

Il.4.1.Définitfon ; 

,;:_,•augmentation anormale de la glycémie (taux de gluco! ë dariS le sang) au dessus de 

6, 7 rü.illimoles, wit 1,2 g/l (16). L'hyperglycémie est la prerr.üère phase de la maladie de 

diabète consiste en une mauvaise efficacité de l' insuline sur la pénétration intracelluiaire 
-

de ~lucose, qui s' accumule alors dans le secteur extracellulaire â partir d' un certaine 

·niveau, elle provoque une glycosurie (passage àu glucose dans les urine) (24). 

i---) 
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Chapitre Il ----------------..,,a toxicité pancréatique 

Il.4.2.I ... a cause: 

Deux mécanismes essentiels sont en cause : 

1- L'absence de pénétration du glucose dans les cellules: elle est en rapport avec le 

manque d'insuline. Les transporteurs de glucose cellulaire (muscles et cellules 

adipeuses surtout) sont inactivés et les cellules insulinodépendantes se trouvent 

dès lors en état de jeune absolu. 
,--· -----· --

2- L'augmentation de la néog!ucogenèse et la glycogénolyse massive: Ces 

phénomènes sont la conséquence de la carence glucidique cellulaire. Le foie 

fournit une quantité très importante de glucose qui tend à pallier le cas 

d'utilisation périphérique (28). 

Il.4 . .3. J...e :rôle délétèn de l'hyperglycémie sur la sét:r·étion endocrine 

(gh1coto:ricité) : 

.Alors que le ~lucose est le stimulus naturel de l'insulinosècrètion, on sait 

qu'au contraire, au cours du DNID, l'h)1perglyCérn.ie bloque l'insulinosècrèticn 

résiduelle. Plusieurs études ont bien montré la récupération fonctionnelle de la cellule 

bêta en noramidopyrine et âll contraire l'aggravation du diabète uniquement du fait de 

l'hyperglycémie permanente (28). 
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Chapitre ID Stress oxydatif et radicaux libres 

fil Stress oxydatif et radiC'1ux libres : 

lll.1.Le stress oxydatif : 

IlLl.1. Définition : 

Un stress oxydatif se définira comme étant un déséquilibre de ia balance 

entre !es antioxydants et les pro- oxydants (29). 

fill.2. L'origine du. stress oi")"datif : 

Depuis quelque a."'.lnées, lt:: monde des sciences biologi.qL:.es et méilicales est 

envahi par un nouveau con~pt, celui du stress oxydznt,c'esr-à-dire d'une sir.J.ation eu 
la cellule ne cnntrô11; piu~. ra présem.:e excessive dcrradicau,x oxygénés tm.:.:iques (30). 

IH.2 .. 1~ r:1dic:.m~ lib.r,i:s : 

ill.1 . .1 Défirâd0111 d'u;n: radica.i libre: 

Err chiJ.nie un radical libre est un arnme ou rnolécJle dont lê. ::;t:ucru.1e 

ccimique est caracrérisée pion- la présence d'un éle~'t.ron libre rendant cette espece 

chimique beaucoup p11L'> réactive que la molécule dont il (elle) issu( e) (31 ). 

Un é1ecrron libre est un électron qui occupe à lui tout seul :.me crbiœ 

atomique ou moléculaire, il peut être considéré comme un fragment de molécule. Les 

prer.niers rc.dïcaux libres organiques furent identifiés par Gomberg en 1900 (15). 

Ji1.1:..2.2. Définfüon d~ un dérivé rfactif de l' t\x:ygène : 

L'appellation dérivée réactifs de l'oxygène n'est pas restrictive. Elle inclut 

les radicaux libres de l'oxygène, proprement dit (radical super oxyde (0::-2), radical 

hydroxyle (~OH) ... ), mais aussi certains dérivés oxygénés non radicalaires dont la 

toxicité est impor.:a.m tel que le peroxyde d'hydrogène H.202, Peroxonitrique 

(ONOO-), .. . ) (32). 

ID.2.3. Les sourc~ des radicaux libres : 

De nombreux facteurs, tels que des perturbations métaboliques, 

l' in:flammation, des agents physiques, des C'jtokines, la présence d'oxydants exogène, 

peut cond12i.!·~ à ia fonnation de raàicaux libres (31 ). 
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Chapitre III Stress oxydatif et radicaux libres 

IlI.2.3.1. La respiration mitochondriale : 

La chaîne respiratoire mitochondriale joue un rôle capital dans la 

cellule en étant responsable de la transformation de r oxygène en deux molécules 

d' eaux. Enivrant 0,4 à 4%.de l'oxygène ne seront pas correctement convertis en eau, 

suite à des fuites électroniques résultant d'imperfection de la chaîne respiratoire 

mitochondriale par réduction mono électronique. L ' oxygène donne naissance à des 

espèces oxygénées actives (EOA), permis lesquelles :figurent des radicaux libres 

comme 0°2 et OH0 (30). 

ID.2.3 . .:Z. fufüu:nmation : 

Les enzyme.s jouent un rôle essentiel dans la production des radicaux 

libres telles que: 

• NADPH oxydase : activée par ies cellules phagocytaires, cette 

enzyme capable d'utiliser l.; oxygène moléculaire pour produire 

l'anion super oxyde 0°2. 

• Les différentes NO synthétases (NOS) capabies de produire le 

monoxyde d'azote (N0°) (30). 

ll.2.3.3. Le méc:misme d'un cycle rerlox : 

Produit dans l'organisme ~'oxydation des molécules comme les 

quinones, ce mécanisme est souver.:.I incriminé pour expliquer la toxicité de l'alcoo~ 

des résidus de la fumée de cigarette, de nombreux médicaments, aussi avec des 

composés endogènes comme les catécholamines (30). 

fil 2.3.4. Les métaux toxiques : 

Le fer e ~ le cuivre libre génèrent des radicaux hydroxyles très ré:.:ctifs à 

partir èe l'espèce peu réacrive H202 (réaction de fenton) (30). 

Ill.2.3.5 Les particules inhalées :(amiante, silice) : 

Sont des sources àesradicaux libres, d' une part par ce quelles 

exacerbent la phagocytose, et d'autre part par ce que leur surface est tap1ssée de sels 

et de fer (30). 
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IlI.2.3.6. Les r.ctyonnements : 

Ce mécanisme génère les radicaux libres comme N0°, 10 2° : 

-Les rayons ionisants X, Y : scindent les molécules d'eau. 

-Les rayons ultra violets : activent des molécules 

photosensibilisations (30). 

ill..2.4. Les différents radicaux libres de la biologie : 

Parmi toutes les espèces susceptibles de se former dans les cellules, il 

convient de distinguer un ensemble restreint de composés radicalaires. Qui jouent un 

.rôle pa!ticulier en phys1oio!!.ie et que nous appelons radicm. .. c prim2jre-: . Les autre 

radicaux libres, dits radi~x secondaires, se forment par réaction de ~~ radicaux 

primaires sur les composés biochimiques de la cellule. Ces radicaux primaires 

dérivent de l'oxygène par des réductions à un électron tels l'anion super oxyde 0°2 et 

le rà.dical hydroxyle OH0
, ou del' azote tel le monoxyde d' azote N0° (33). D'autre 

espèces dérivées de l'ozj"gène dites espèces actives de l'oxygène, comme l'm ... 7gène 

sin~let 10 2, le peroxyde d'hydrogène (H202) ou le nitroperm ... 7de (ONOOH), ne 

sont pas des radicaux libres, mais sont aussi réactives et peuvent être des précurseurs 

des radicaux. (30) (fig.5). 
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Chapitre III Stress oxydatif et radicaux libres 

III.2.5.Le rôle des radk~uc: libres : 

Le paradoxe des radicaux libres en biologie c'est qu'ils constituent des 

espèces extrêmement dangereuses, susceptibles d'engendrer un nombre considérable 

desmaladies, tout en étant des espèces indispensables à la vie. Ils remplissent en effet 

de très nombreuses fonctions utiles : 

-La phagocytose. 

-Participent au fonctionnement de certains enzymes. 

-La transduction de signaux cellulaires. 

-La défense immunitaire contre les agents pathogènes. 

-La destruction par apoptose des cellules tumorales, au cycle cellulaire. 

-La régulation de la diiararion capillaire, au fonct10Illlement de cerrains 

neurones e 1:: 11 o ta. w. m. e nt ce c X. de. l a r." 'ê. moi r e 

-La fécondation de 1' ovule. 

-La régulation des gènes (30). 

-La régulation de la pression sanguine (comme le N0°) (31). 

Ill.2.6. Les antio:xydan.ts : 

La production des EOA strictement régulée par notre orgamsrne qm a 

développé des défenses anticxydants pouvant nous protéger contre les effets 

potentiellement destructeurs des EOA, çes systèmes se composent: 

lil.2.6.1. J..ies enzymes de protection : On peut cite les enzymes 
smvantes: 

• Les super oxydes dismutase : 

Cette enzyme assure l'élimination de l'anion super oxydes, 

pr~mière espèce toxique formée à partir de l'oxygène, c::Ue assure ain::;~la première 

fü;ne de défense contre le stress oxydant(31). Le mécanisme réactionnel est catalysé 

par un métal situé au cœur de l'enzyme dont la nature distinguera les super oxydes 

dismutase: 

- SOD à manganèse (MnSOD) : protégeant la mitochondrie. 

- SOD à cuivre zinc, protégeant le cytosol (cCu-ZnSOD) 

- La face externe de la membrane des cellules endothéliales (ecCu-ZnSOD). 

- Le plasma sanguin (pCu-ZnSOD) (34). 
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Chapitre III Stress oxydatif et radicaux libres 

• Les glutathions peroxydases (GPx): 

Cette enzyme à besoin du glutathion et du sélénium pour 

fonctionner correctement. Son rôle principale est d'éliminer les peroxydes lipidiques, 

résultant de l'effet du stress oxydant des acides gras poly insaturés (31). 

• Les thiorédoxines (Tlù) et la thioréd.ox:ines réductase 

(TRxR): 

Les tbiorédoxines sont des enzymes à activité antioxydant , une fois 

oxydée, la tbioréàoxines est réduite par la thiorédoxines réductase (TRxR) qui 

intervient aussi dans la dégradation des peroxydes lipidiques et les peroxydes 

d'hydrogène (31) . 

.,. J/~1èmf' oxygénase (HO): 

Le système oxygénase (EC~ permet la c;:..;ive:-s1on de l'hème en 

monoxyde àe carbone, en biliverd.ine et en fer : L' e:fr~t protecteur àe la HO contre le 

stress oxydant est indiret."t, puisqu'il est relié au fait que: 

La biliveràine se transforme en bilirubine qui possède un~ activité 

antioxyda.tJ.t. 

- Le fer produit par l'activité de la HO stimule la synthèse de ferritine, qui est 

aussi impliquée dans la réponse antioxydante(31 ) . 

., Les protéines de stress thermique : 

Ces protéines interviennent dans la réparation des dommages 

ox--1datifs induits au niveau des protéines, par un stress oxydant (31 ). 

ill.2.6.2. molécules antiO:J::3'dante.5J2 petite taille: 

,. Les caroténoîdes : 

La plus p_art des caroténoïdes interagissent avec l'oxygène singulet, 

et peuvent ams1 empêcher l'oxydation de plusieurs substrats biologiques dom les 

acides gra:;: poly insaturés (31). 

• Le Coenzyn-.e QlO : 

L'ubiquinone ou CoQlû est bien connu pour son rôle vital dans la 

production d'énergie au niveau de la mitochondrie. Principalement sous sa forme 

réduite ubiquinol-10 ou CoQ 1 OH2, possède aussi des propriétés antioxydantes 

intéressantes puisque, tout conune la vitamine E, il est capable d' inhiber la 

péroxydation lipidique (35,36). 
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Chapitre fil Stress oxydatif et radicaux libres 

Il existe d'autres antioxydants comme la vitamine C, E, A, l'acide 

urique, bilirubine, et les flavonoïdes (31 ). 

• Les oligo-éléments : 

- Sélénium : Cet oligo-élément joue un rôle antioxydant, il 

part1c1pe aussi au proc~ssus de défense contre les EOA, comme 

Cofacteur de la glutathion peroxydase (31). 

- Le zinc et le cuivre : Ce sont des cofacteurs de SOD, 

indisponibles dans l'activité des enzymes antiox:ydants, le zinc induit les protéines 

antioxydants comme les métallothioneines antioxydants et protégent les groupes 

thiols de l'oxydation (31 ). 

• Les proté~nes transporte!Ises de fer et de cuivre : 

~-~ for et le c:iiv~-.:; jOUent Ull roie dans le dé·~ienchemem Ci:::S 

réactions conduisant à la formarion des espèces oxygénées activées (31), par exemple 

le fer libre possède un effet très pro oxydant en catalysant la réaction de fenton et en 

favorisant la lipidoperoxydation,(34). La ferritine rnprésente le site majeur de 

stockage de fer 'ntracelullaire et conséderée comme une protéine transporteuse 

(comme le cas de la transferrine ei: la céruléoplasmine). 
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Chapitre IV-------- \ 

Stress oxydatif et la destruction des biomolécules 

1V A Le stress oxydatif et la destruction des biomolécules : 

IV Al.L'oxydation des protéines : 

En général, les protéines oxydées sont inactives et sont rendues 

particulièrement vulnérables à l'action des protéases. Dans les conditions 

d'augmentation du stress oxydati±: les cellules peuvent être incapables_ d'éliminer 

l'accumulation . des protéines oxydées par protéolyse, ce qui conduit aux dègàts 

protéiques cbservéstians le diabète. 

Il y a deux principaux marqueurs biologiques de l'oxydation des protéines qui 

sont la formation de carbonyles protéinés et de groupes nitro;\;_yosines (37). 

1V A2.L'oxydation del' ADN: 

L' ADN est vulnérable, aussi aux dègàts oxydatifs, mais il existe des 

mécanismes enzymatiques sophistiqués pour réparer les dègàts sur l' ADN (38) . Les 

dégâts sur l' .ADN peuvent résulter en des cassures de brins, des enchaînements <:7oisés 

proteines-ADN et des modifications des bases (37) . 

lV _3_ La péroxydation ·lipidique : 

IV ~3.1. Définition : 

Les acides gras polyinsaturés des membranes cellulaires sont la cible 

principale des espèces oxygénées actives (EOA) (31 ). Quand les lipides som ar-w.qués 

par les espèces réagissant à l'oxygène, un radical carbone est formé , qui ensuite 

rëagit avec un radical peroxyde et génère des peroxydes lipidiques (37). 

Les acides gras polyinsaturés sont les constituants . principaux des LDL 

(low density lipoprotéines). L'oxydation des LDL est un processus particulièrement 

important dans le processus de l'athérosclérose (31) (est un composant majeur de la 

pathog•:nèse des maladies coronariennes). Le~. LDL oxydées r:e sont pas re-..:,)nnues 

par le : .• DL récepteur, et sont éùninées par les monocytes. Et <.i ors le cholestéroi, est 

finalem~nt déposé dans la paroi artérielle (37). 
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lV .3.2. Marqueurs de la peroxydation lipidique : 

Les principaux marqueurs de la peroxydation lipidique (PL) sont les 

substances réagissant aux Malonaldéhyde (MDA) /acide thioberbiturique, aux diènes 

conjugués, aux hydroperoxydes lipidiques et aux isoprostanes (37). 

N .3.3. MDA (Malondialdéhyde) : 

La MDA est un sous produit de la péroxydation lipidique_ Pendant de 

nombreuses années, la détermination de la MDA par l' acide thioberbiturique a été 

utilisée pour évaluer in vivo, la présence d'une peroxydation lipidique, mais il est 

possible maintenant de mesurer la 11DA par des techniques de chromatographie plus 

précis (HPLC). Il est toute fois bon de rappeler que la MDA ne présente qu'un faible 

pourcentage (1 %) du processus de décomposition des peroxydes lipidiques , et a ce 

türe,ellé es>. donc ioin d' être un ma.:·q-ue:.i;- =:abii:. cil;· la p.:-ést :ice .-;·un. sLress o:x.1 âan-.: 

(31 ). (:fig5) 
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Chapitre V - Matériels et méthodes 

V .Matériels et méthodes : 

V.1.MatérieJ: : 

V.1.1. Les animaux : 

Nos expériences ont été réalisées sur des rats A.lbitiosde souches WÏ.Star 

provenant de l'institut pasteur d'Alger pesant entre 98 etl86 g. Ces animaux sont 

élevés dans des cages en plastique, avec libre accès à la nourriture (croquettes) et à 

l' eau. 

V.1.2. La plante: 

La plante R.R.L a été accueille dans son milieu systématique (Dharouassaf et 

Chekfa wilaya de Jijel) après sa floraison, en début du mois d'avril 2006 

V.2. Méthodes : 

V.2.l. Extraction des poiyphènois: 

L ' extraction a été réalisée au niveau du laboratoire de pharmacologiU niversité de 

Jijel, sd .on les étapes suivantes que nous avons inspirées de Bruneton 

(8) (fig.07). 

~ Le séchage: apres la cueillette de la plante (jeune pousse), et le lavage par 

l' eau de robinetpuisl'eau distillée, nous l'avons, séché à l' air libre pendant 15 

jour~;, puis àans l'étuve à37C0 pendant 3 jours. 

o Le broyage: Nous avons procédé au broyage manuel de la plante à l'aide 

d' un moulin artisanal jusqu'à l' obtention d'une poudre très fine. 

~ La :m.acér.ition : h\.: us avons ;.ni~ lSO g d~ la oatière végétal dans 625 ml 

d'une solution hydroethanolique d'un pourcentage consécutif 20% et 80% et 

laisser macérer pendant 3 jours. 

'41 La filtration : Elle est faite sur une gaze, puis sur papier filtre. 

• L'évaporation: Pour éliminer l'éthanol nous avons passé le ~"' 1acérfü par le 

rotavapor à température égale 50 c0 à 120 tours/mu jusqu'à l' o')tentio;:; d'une 

petite qua.11tité de la phase aqueuse. 

... Le dégraissage ~ Dans une fiole à décantation nous avons mélangé la phase 

aqueuse cbtenue avec le chloroforme à quantité suffisante afin d'éliminer les 

lipides suivi d'une décantation àans une fiole pour séparer la phase aqueuse 

conte!:ant nos extraits. 
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• L'affrontement par le n-butanol : La phase aqueuse récupérée prècèdement 

est mélangée avec le n-butanol (volume suffisant) dans une fiole, suivi par une 

décantation pendant 24 heures pour séparer la phase n-butanoti~ue contenant 

les extraits polyphonoliques 

• L'évaporation : La phase n-butanolique est soumise à une évaporation par le 

rotavapor à50 C0 pour obtenir en fin des extraits en poudre. 

• La quantification de la poudre: Une différence de poids du ballon contenant 

la phase n-butanolique avant et après 1' évaporation à sec a été calculée pour 

déterminer le poids des extraits obtenus. 

,..,~ 
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V.2. 2. Prèparation des solutions administrées : 

Dans cette étude, nous avons utilisé 2 préparations : 

V.2.2.1.Solution polyphénolique : 

La posologie de la solution polyphenolique recommandée par des travaux en 

cours 

dans le laboratoire de phytochimie et de pharmacologie ainsi que par d'autres travaux 

de recherches (40), est de 200 mg/kg sous forme d'une solution physiologique 

(0,09%0). 

Les doses thérapeutiques administrées aux rats ont été calculées, après 

:d:rnt&:!:icn 2u:-;. voids ·des n:+.: e!:?. ,:ho1 sis~c:.:1.:!: e :1 vol·.i~":" ç'.)nve!12.hle ?. 12. h.iolo2:ie è'..l , . -
rat ; à partir d'une solution reconstituée des polyphenols (solution mère). 

o Préparation de la solution mère : 

Cette solution à été préparer en additionnant à 2 g de la poudre polyphenolique 

à 50 ml d'eau physiologie. Soit donc une solution de 40 mg/ml. 

2g ------50 ml }X=0,04 g!ml =40 mg! ml 

Xg 1 ml 

• Calcul de la quantité administrée : 

Pour un rat. de 200 g par exemple : 

200mg ._1000 g }X=40 mg 

X mg 200 g 

• Calcul de volume correspondant : 

1 ml 40 mg }Y=l ml 

Yml ~40mg 
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Donc pour un rat de 200 g,levd.~e.administrée est 1 ml de la solution mère, 

soit 40 mg de ïa poudre polypheno1ique. 

V.2.2.2.La solution d' Alloxane : 

Pour induire une toxicité pancréatique par l' Alloxane, la dose administrée est 

150 mg/kg (41). 

150mg -----+S ml }X=30 mg 

Xmg -------+ 1 wJ 

Pour un rat de 200 mg : 

150 mg -+1000 g}X=30 mg 

Xmg 200 g. 

Donc pour un rat moyen de 200 g)ëvitltik'le.d'Alloxane administrée est l ml de la 

solution mère, soit 30 mg de la poudre d'Alloxane. La distribution et les traitements 

des rats sont récapitulés dans le tableau 01. 

V.3. Voies d'administration des différentes solutions : 

V.3.1. Par gavage gastrique : 

La solution polyphénolique est administrée par gavage gastrique selon la 

méthode suivante (Fig. 08) : 

La nuque du rat à été fixée par l'indes et le pousse de façon à tenir la peau du 

rat dans la paume de la main, et donc l'administration s' effectue à laide d' un seringue 

menue d'une sonde métallir;ue, cette dernier applique une pression sur la base de :..i 
langue pour assurer l'ouverture bucco pharyngienne et permet sa pénétration da: :s 

l'œsophage. 
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Fig. 08.l\tl éthode d'administration par gavage gastrique. 

V.3.2. Par voie Intra péritonéale : 

L' Alloxane est administrée en IP selon la méthode suivante (Fig. 09). 

La nuque du rat à été fixée par l' index et le pousse de façon à tenir la peau du rat dans 

la paume de la main donc l'administration s' effectue à l'aide d'un seringue menue 

d'une aiguille très fine qui sera entrée dans le péritoine du rats sans toucher les viseres 

internes. 
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Fig.09. Méthode d'administration en IP. 
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V.4. Traitement des animaux : 

Dans notre étude pratique, nous avant utiliser 14 rats. Ces derniers ont été soumis à 

une période d'adaptation ;{,' à l'environnement de l'animalerie pour s'habituer aux 

nouvelles conditions avant d'être utiliser. 

La distribution des rats ce faite en 3 lots :(Tab.01) 

• 1er lot (L 1) : témoin négatïf: contient 4 rats, reçoivent l' eau physiologie par 

gavage gastrique. 

• 2éme lot (L2) : témoin positif intoxique, contient 5 rats, reçoivent l' Alloxane en 

IP. 

• 3éme lot (L 3) : lot traité (traitement préventit) : contient 5rats, reçoivent la 

solution. polyphém;liquec. 

Tab .01. Distribution et traitement des rats. 

Lots Recoit , 

Lot 1 : Témoin négatif 1 ml d' eau physiologie 

Lot 2 : témoin positif 1 ml d' Alloxane 

1 

Lot3 : traitement i ml des polyphép.ois à Jl puis lml des poiyphénols et lml J 

préventif d'Alloxane à J2. 

V.5.Prélèvement des échantillons: 

V.5.1. Prélèvement du sang : 

Le sang est prélevé par ponction à l'aide d'un tube à hématocrite, dont le bout 

est induit délicatement au niveau rétro-orbitraire. Le sang sera donc récupéré dans des 

tubes secs contenant un anticoagulant (EDTA) (Fig.10). 

La centrifugation du sang ce faite extemporanément à 3500 tours/ min pendant 

10 minutes à l'aide d'un centrifugeuse( BIOBLCCK 

SCIENTIFIC,CENTR.IFUGEUSE 55702), les sérums obtenus sont utilisés pour le 

dosage des différents enzymes. 
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Fig.10. Méthode de prélèvement du sang. 

V.5.2. Prélèvement du pancréas ~ 

A. Anesthésie des rats : 

Afin d'anesthésier les rats et faire la dessection nous avons utiliser le 

chloroforme donc rapidement le rat vas mourir par asphyxie après l'inhalation d'une 

petite quantité de chloroforme. 

B. La Dessection : 

Après de sacrifier les rats la dessection commence par la fixation des 

pattes sur le dos à l'aide d'épingles suivie par une dessection au niveau de l'abdomen 

en utilisat~Uhl':pince et une paire de ciseaux (Fig.11). 

Fig.11. De:;secticn de rat. 
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C. Prélèvement du pancréas : 

Le pancréas est prélevé à l'aide d'une pince a fin de faire premièrement 

une observation anatomique, soit de pancréas témoin ou de pancréas intoxiqué par 

l' Alloxane et deuxièmement pour préparer l'homogénat nécessaire au dosage des 

différents enzymes. 

V.6. Etude de la toxicité pancréatique: 

Dans le cadre de notre étude biochimique de la toxicité pancréatique, nous avons 

procédé aux dosages des enzymes : catalase et glutathion plus le MDA, ainsi que le 

dosage des glycémies dans un intervalle de 10 jours. 

Lt dosage àe glycémit: a été réalisé au 1ri .·eal! de labcrz~toire privé cie ~')r. 

Bekioua, alors que le dosage des autres paramètres : catalase, glutathion, MDA est 

réalisé au niveau de laboratoire de toxicologie de l'institut de biologie de l'Université 

de Jijel, en utilisant un homogénéisateur de DOUNCE pour préparer les homogénats. 

(Fig.12) 

. 
i..~'#' • . 

Fig.12.Méthode de préparation du l'homogénat. 

V.6.1. Mesure de l'effet scavenger ou piégeur de l'extrait butanolique 

de la RRL (polyphénols): Méthode au DPPH0
: 

• Le principe : 

Le DPPH0 (2-2 Diphényl-1-picrylhydrazyl) est un radical libre stable 

l.::gement utilisé pour tester la capacité antiradicahire des composés caturels, c'est à 
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dire la capacité des composés polyphénoliques d'agir en tant qu'éboueurs des radicaux 

libres. 

• Méthode de mesure du l'effet scavenger: 

La cuve de mesure contient: 1,5 ml de la solution éthanolique de 

DPPH0 (100 µM) et 0,015 ml de l'extrait à tester aux di:fférentess concentrations 

( 40g/L, 20g/L ), donc la mesure de la DO s1effectue chaque 30 seconde pendant 5 min 

à 515 nm à l'aide d'un spectrophotomètre. En fin, l'effet piégeur est déterminé en 

pourcentage de réduction en prenant le 100%de contrôle (DPPH0 seul), selon la 

formule suivante (42): 

%de réduction= (Ac-AeJAc) x100. 

Ac:Absorbance de ccntrô]·" après 5rri..i.'1. 

Ae:Absorbance de l'essai après 5 min. 

V.6.2. Dosage du MDA : 

• Principe: Le dosage du MDA est basé sur la méthode de OKAWA,(43) 

dont le principe est le suivant : 

Le MDA réagit avec deux molécules de TBA (acide thiobarbiturique) 

dans un milieu acide (PH=2 à 3) et à chaud 100C0 pour donner un pigment coloré 

en rose, extractible par les solvants organique comme le n-butanoL La densité 

optique est déterminée sur le surnageant à 530 nm 

• Protocole d'évaluation du MDA : 

Le dosage du MDA est effectué selon le protocole récapitulé dans le 

tableau 02 (43): 
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Tab.02. Etapes de la réalisation de dosage du MDA: 

] Tube Blanc Tube échantillon 
1 

Homogénat tissulaire (lg de 
pancréas homogénéisé avec - 0,5 
3ml de Kcl) 

-
Kcl (ml) 0,5 

1 1CA(20%) 0.5 0,: 
1 1 

TBA(0,67%) 

1 

1 1 

Incubation dans le bain rn~e à 1 OOC0 pendant 45 minutes, puis le refroidissement ; 

n-butanol 4 4 

Centrifugation à 3000 Pm pendant 15 min, puis on mesure les DO à l'aide d'un 
spectrophotomètre (UV.VIS spectrophotometer) 

Puis on fait la projection des différentes densités optiques obtenues sur la courbe 

d'étalonnage pour obtenir les concentrations en nanomole du MDA/ml de sémm. 

V.6.3. Dosage de l'activité enzymatique de catalase: 

• Principe: 

L'activité enzymatique de catalas~ à été déterminée en adaptant la 

méthode de CLARBONE 1985, le principe est basée sur la disparition de l'H202 en 

présence de la source enzymatique à 250 C0
, le lecture de la DO est effectué à 560nm 

chaque minute pendant 2 minutes (44). 

• Protocole d'évaluation de l'activité enzymatique de la catalase : 

Le dosage de l'activité enzymatique de la catalase est effectué selon le 

protocole récapitulé dans le tableau 03( 44). 
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• Préparation de cytosol : 

On met une quantité d'homogénat, préparé précédemment pour le 

dosage du MDA dans des épindo:ffes. L'homogénat est centrifugé à 800 rpm, pendant 

15 minutes, on renfaîte la centrifugation des surnageants obtenues pour la deuxième 

fois à 9600 rpm pendant 45 minutes à 4 C0 à l'aide d'une centrifugeuse SIGMA 6 k 

15. Le surnageant final considéré comme le cytosol nécessaire pour le dosage de 

l'activité de catalase ( 44). 

Tab.03. Etapes d'évaluation de l'activité enzymatique de catalase: 

-· ---- ---·- ------, 
Solution (ml) La cuve de mesure · 

Tampon phosphate 

(KH2P04, lM, PH=7,2) lml 

Peroxyde d'hydrogène (0,019) 0,95ml 1 
La source enzymatique 

1 

0,025ml 

1 

Lecture de la DO à 560nm chaque minute pendant 2 min 

L'activité enzymatique AE est exprimée en lJl/g de protéine selon la relation 

suivante: 

UI/g de protéine= (2,3033ff x log Al/A2) / g protéine. 

V.6.4.Dosage du glutathion : 

• Principe: 

Le dosage du GSH t:!st basé sur la méthode colorimétrique d'Ellman. 

Le principe de la réaction consiste a 1' oxydation du GSH par le DTNB, ce qui libéré 

l'acide thionitrobenzoique l' absorbance est mesuré à 412nm (45). 

• Le protocole d'évaluation du glutathion : 

Il est récapitulé dans le tableau suivant: (Tab.04) (45) 
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Tab.04. Etapes d'évaluation du glutathion. 

Homogénat tissulaire (lg du pancréas homogénéise avec 3ml de TCA (5%)) 

l 
1 Centrifugation à 2000 rpm 1 

r 
50µ1 de surnageant sont dilués dans 10 ml de tamoon 

1 .,., ------ ----· ,---i 

20µ1 de DTNB (O,OlM) sont ajoutés à 3 ml du mélange de dilution. 

,, 
Après incubation pendant 15 min, la lecture de la densité optique est effectuée à 

412 min. 

La lecture est faite contre un blanc préparé dans les mêmes conditions 

avec le TCA (5%), puis on fait la projection des différentes densités optiques obtenues 

sur la courbe d'étalonnage, pour obtenir les concentrations du glutathion en mmol par 

ml de sérum. 

V.6.5.Dosage de la glycémie : 

• Principe: 

Le glucose est déterminé après l'oxydation enzymatique en présence de 

glucose oxydase. Le peroxyde d'hydrogène est l'un des produits qui catalysé en suite 

par la peroxydase e!-, présence de phénol et le 4-amino phénazone pour fermer un 

quinoneimine rouge violet, conséderée comme un indicateur (Tab.05) (46). 
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• Réaction principale : 

Glucose oxydase 
Glucose + 02 + H20 
H202 

2H202 + 4 aminophénazone 
+4H20 

Peroxydase 

Tab.05.Protocole de dosage du la glycémie: 

• acide gluconique + 

qmnone1Ill1Ile 

...... ~ h . ~ -, --.-.,-. - l 
. a fi C ; .i!.t aiOG ; LC~i ~'.iltli.;.ff:- · ~ -

'· 1 

Ethalon du glucose -

- 10µ1 -

Sérum - - 10µ1 

Réactif 
l ,Oml l ,Oml l,Oml 

Incubation dans le bain marie à 37c0 pendant 10 min puis la mesure de l' absorbance (DO) à 
5000nm. 
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VI. Résultats et interprétation : 

o Courbes de changement des différents paramètres chez les lots intoxiqués et 
traités préventivement selon la chronologie de :jo , h, j6, ho. 

1. Glycémie : 

Témoin intoxiqué : 

Io h h 
1,007 2,465 1,80 

Témoin préventif: 

Jo 1 J~ -116 1 
1 1,007 1 0,9-15 1 1,24 1 

2. MDA: 
Témoin intoxiqué : 

Io ]3 16 
0,618 1,286 1,149 

Témoin préventif: 

Io ]3 I6 
0,618 0,92 0,85 

110 

2,11 

J 1~ 
1j)91 

Iio 
1,110 

Iio 
0,236 

GLY _....,_lntroxiqué 

3 
• .. • Préventif 

2.51 ~ _. 
2. ~~ 

1.5 +----.;<----------

1 1 .. - - -

1 

o.~ ~----··--------·---.. 

. JO J3 J6 J10 1 

Courbe de changement de la glycémie chez les lots 
intoxiqués et traités préventivement selon la 

chronologie de :jo , h, j6, j10. 

MDA 
-+--lntroxiqué 

1.5 

1 

• .. • Préventif ---~ • • 1 ~- ---. .. .. 
0.5 -

-~ ... 
1 

0 

JO J3 J6 J10 

Courbe de changement de MDA chez les lots 
intoxiqués et traités préventivement selon la 

· \ ··chronologie de :fo , h, h, ho. . . 
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3. Glutathion : 
Témoin intoxiqué : 

1 Io ]3 16 

1 0.425 0.012 0.065 

Témoin préventif : 

Io ]3 h 
0.425 0.243 0.419 

4. Catalase : 
Témoin intoxiqué : 

Io ]3 16 

0.162 0.265 0.466 

Témoin préventif: 

1 Io I3 16 

1 0.162 0.918 0.345 

110 

0.042 

110 

0.913 

110 

0.509 

110 

0.269 

Glutathion 
---lntroxiqu é 

• .. • Pr-Wntif 

JO J3 J6 J10 

Courbe de changement de Glutathion chez 
les lots intoxiqués et traités préventivement 

selon la chronologie de :jo , h, h, ho. 

Catalase 
--4--lntroxiqué 

3 • ,. • Préventif 

::~ -1---1 ;-==~gc-_ ~ ~ 
1

LI~~~~~~-== o.~ _J_-~----r---.--~ 
JO J3 J6 J10 

Courbe de changement de Catalase chez les 
lots intoxiqués et traités préventivement 

selon la chronologie de :jo , fa, j6, j10. 
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... . · ·. ·. ~ ~ . . .. 

VLl. Evaluation de l'effet scavanger: 

Les valeurs de la DO des différents tubes sont récapitulées dans le tableau 06. 

Tab. 06. les mesures de la DO obtenues dans l'évaluation de l'effet scavanger de 

l'extrait polyphénolique dans le cas de DPPH0
• 

Tubes 

Contrôle 

Tube à40g!L 

1 Tube à 20g!L 

·' rü.ll r- .:Wg!L: 

Le% de réduction=71,83% 

• Pour 20g/L: 

Le % de réduction=72,997% 

VL2. Evaluation de ia glycémie: 

DO mesuré apr~ 5 min 

0,774 

0,218 

1 

0,209 

Les résultats de dosage de la glycémie sont récapitulés dans le tableau 07 

Tab.07. Dosage de la glycémie chez les différents lots. 

Glycémie i 
1 Lots Rats 1 Avant Moyen+ Après j Moyen + écart 

traitement écart type traitement , type 

1 0,96 

1 
Ll 2 0,99 11,007± 0, 136 - -,., 

0,38 .) 

1 4 1,20 
1 0,97 2,50 
2 089 2,43 

1 

1 

1 

1 

L2 
,., 

1,03 110;20± 0, 127 1,80 2,190 ± 0,283*** 1 .) 

' ' 4 1, 19 2,08 
1 

: 5 1,14 2.14 
1 0,99 l, 14 

L3 2 0,88 0,69 
,.,, 

1,20 1,068± 0, 131 1,24 l, 137± 0, 125 .) 

4 1,11 1,21 
5 1,16 0,97 
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3 
lE-
lE-
lE-

2.5 

--' 0 2 i! L1 

j 1.s j Il L2 

oL3 ~1 
(!) 

0.5 

0 

Lets 

Fig. 13. Evaluation de la glycémie dans les différents cas de traitement. Les 

valeurs sont données en Moyenne± écart type. *** p < 0.001 la différence est très 

hautement significative par rapport au témoin, L 1. 

Nous avons constaté chez le lot intoxiqué une augmentation très hautement 

Significative (p < 0,001) qui atteint la valeur (2,190 ± 0,283) après l'administration de 

l'Alloxane par rapport à la valeur normale évaluée chez les témoins (1 ,007 ± 0,163). 

Chez le lot traité préventivement par les polyphénols, nous constatons une petite 

augmentation de la glycémie par rapport au lot témoin dont la valeur atteint (1, 137± 

0, 125). Par contre nous n'avons pas constaté une hyperglycémie chez les rats 

intoxiqués et traités préventivement par l'extrait polyphénolique. 

VI.3. Evaluation du MDA : 

• Courbe d'étalonnage du MDA: 

Les mesures qui nous ont permis de dessiner la courbe d' étalonage 

(Fig.14) sont les suivantes: 

[MDA] 
(nmol/ml) 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 
DO (nm) 0,091 0, 149 0,269 0,320 0,410 
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0.7~~~~~~~~-r-~~~.-~~~--.~~~--.~~~---.~~~-, 

0.6 

0.5 

DO 
0.4 

0.3 

0.2 
1 

/ 
0.11-

/ 
// 

0 
0 0.1 02 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 

MDA 

Fig.14.Courbe d'étalonnage du MDA. 

Les résultats du dosage du MDA sont rassemblés dans le tableau 08 et 

représentés en histogrammes dans la :figurel 5. 

Tab.08. Evaluation de taux du MDA. 

Lots Rats DO Résultats Moyen + écart type 

1 0,451 0,527 

2 0,642 0,758 0,618± 0,099 
Ll 3 0,521 0,609 

4 0,495 0,579 

1 0,82 0,960 

2 1,378 1,613 
L2 3 0,982 1,149 1,1866 ± 0,2534** 

4 0,970 1,180 

5 0,868 1,040 

1 0,752 0,880 

2 0,824 0,968 
L3 "' 0,734 0,858 0,636± 0,377 _, 

4 0,088 0,103 

5 0,321 1 0,375 
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Ll : lot témoin. 

L2 : lot intoxiqué par l' Alloxane. 

L3 : lot traité préventivement. 

2 

~ 1.5 j 
E 

* 
* 
T 

c 11 
~0.5 _. 
::!! 1 

- 0 

Lots 

!l§I L1 

I 
• L2 

1 
oL3 

Fig. 15. Evaluation de la concentration du 1-IDA chez les différents lots. Les 

valeurs sont données en Moyenne ± écart type. ** p < 0.01 la différence est 

hautement significative par rapport au témoin, L 1. 

Après l'administration del' Alloxane, nous observons chez le lot intoxiqué une 

augmentation de la concentration du :NIDA ~11Sfl6 ± 0,25~ nmol/ml) 2 fois plus élevée 

que celle obtenue chez les témoins (0,618 ± 0,099 nmol/ml). Cette concentration est 

diminuée chez le lot traité préventivement à (0,636 ± 0,377nmol/ml) qui est plus 

proche au celle de témoin. 

VI.4.Evaluation de glutathion :(GSH) 

• Gamme d'étalonnage : 

Les mesures qui nous ont permis de dessiner la courbe d'étalonnage 

(Fig.16) sont les suivantes. 

j GSH(m\1\dAit) 0 1,25 
!DO '. 1 0 0,31 

.· -

L· 1i l -

2,5 
0,40 

5 7,5 
0,89 0,91 
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DO 

> 

1 1-------,------, ------·1 ------ - - .. - ------;-- -----:--·-

0.9 

0.8 

o.J 
0.61-

0.5~ 

0.41-

0.31-

0.21- / 

// 

0.11- / 

0/ 

/ 
// 

/ 

0 1 2 3 4 

GSH 
5 

Fig.16.Courbe d'étalonnage du GSH. 

6 7 

Les résultats du dosage de GSH sont rassemblés dans le tableau 09 et représentés 

en histogrammes dans la figure 17. 

Tab.09. Evaluation de taux du glutathion : 
i 

' : 

Lots Rats DO Résultats Moyen + écart type 
(mmol/ml 

1 0,053 0,410 

2 0,066 0,510 
Ll " 0,052 0,404 0,425± 0,057 

.) 

4 0,049 0,379 

1 0,002 0,017 

2 0,001 0,0089 
L2 3 0,009 0,065 0,0352 ± 0,023*** 

4 0,008 0,053 

5 0,004 0,031 

1 0,021 0,163 

2 0,042 0,324 
L3 " _, 0,054 0,419 0,546± 0,348 

4 0,125 0,959 

5 0,112 0,868 
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Ll : lot témoin. 

L2 : lot intoxique. 

L3 : lot traité préventivement. 

1 
0.9 

0.8 
E 0.7 -E 0.6 
E ...... 0.5 

~ 0.4 
C> 0.3 ..... 

0.2 
0.1 

0 

Lots 

Résultats et interprétation 

0 L1 

• L2 

oL3 

Fig.17. Evaluation de taux du GSH chez les différents lots. Les 

valeurs sont données en :Moyenne± écart type. *** < 0.001 la différence est très 

hautement significative par rapport au témoin, L 1. 

Nous constatons une différence très hautement significative (p< 0,001) entre le 

lot témoin et le lot intoxiqué avec des valeurs successive de (0,425 ± 0,057 mmol/ml) 

et (0,0352 ± 0,023 m mol/ ml). Par contre il y'a une légère augmentation de GSH 

chez les préventifs (0,546 ± 0,348mmol/ml) en comparaison à celle des témoins. 
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VI.5. Evaluation de l'activité enzymatique du catalase: 

Les résultats sont récapitules dans le tableau 10. 

Tab.10. Résultats d'évaluation de l'activité enzymatique du catalase. 

Lots 

Ll 

Rats DO DO 
après 1 après 
min 2min 
(Al) (A2) 

L'activité 
enzymatique 
(UI/g) 

1 1 O,lïl 1 0,17 1 0,1462 

2 1 0,234 1 0,233 1 0, 1065 

3 1 0,199 1 0, 197 1 0,2522 

4 0,173 1 0,172 0,1445 

Moyen + écart type 

0,16235± 0,06264 

1 1 0,088 0,087 0,2856 - . 

"' .) 

2 l 0,102 l 0,101 ! 0,245e 
'----

1 

o, i 08 
1 

o, 106 r-- 0~4669 __ _ 0,40336± 0, 13428* L2 

4 
1 

0,112 1 0,11 1 0,4502 

5 0,089 1 0,087 1 0,5683 

1 0,122 1 0,115 1 1,4741 
L3 2 1 0,137 0,135 0,362 0,5442± 0,5273 

3 1 0,144 0,142 0,3454 

4 1 0,132 0,130 0,380 

5 1 0,157 0,156 0,159 

Les valeurs sont données en Moyenne± écart type. * p < 0.05 la différence est 

significative par rapport au témoin, L 1. 

Ll : Lot témoin. 

L2 : Lot intoxiqué par l'Alloxane. 

L3 : Lot traité préventivement. 
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1? -
0 .... 
a. 1 
li> 
"C 0.8 
0) -5 0.6 .J ..... 
~ 0.4 -= œ 1 

10 0.2 l 

::. 0 !-

* 
.---. 
(eL1 l 

!mu! 
\ 1 
1 • 
;oL31 
'--------' 

Lois 

Fig. 18. Les différe.~tes valeurs de füc.tivité enzymatique de h carnlase ch~"?'. les 

différents lots traités. Les valeurs sont .données en Moyenne± ~type. * p < 

O. 05 la différence est significative par rapport au témoin, L l. 

Après l'administration de 1' Alloxane~ nous observons chez le lot intoxiqué une 

augmentation de Yactiv.ité enzymatique _du cata:l:ase d'une manière significative 

(0,40336± 0;13428*): Chez te lot traité préventivement: partes polyphéno{s~ l'activité 

enzymatique continue à augmenter non significativement par rapport à sa. valeur chez 

les témoins; pour atteindre la valeur de (0,5442 ± 0,5273 IU/g de pro-reine)-
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Discussion 

Le diabète est l'une des maladies métaboliques les plus redoutables dans la santé 

publique puisque il touche 1 OO millions de personnes dans le monde et cause l'une des 

mortalités les plus élevées. Ces derniers temps beaucoup de chercheurs se penchent sur 

l'investigation des substances antidiabétiques dans le domaine des plantes médicinales. 

Dans notre étude, nous avons essayé les polyphénols extraits de la Ranunculus repens L 

comme principes actifs antistress oxydatif afin de prévenir l'induction du diabète par des 

substances toxiques. Pour cela nous avons procédé au model de l'induction de diabète à 

l'Alloxane chez les animaux de laboratoire à savoir les rats Wister Albinos. 

T o ~~ -:~· , ... A 4 • • ~ ... : ·:i ,,+ .. ": ~.:\ {"'l,...r 1::-i. -"'\ ; ... .....i. .a ~ i~ f' <" .t, ..... n r-tï n~P P"'""t" '+~h"r 1 d.ffi , ~ t ,. ~·" t'~1- . ~ e ... , ~--- <:--<-..:..lC •_ ·' -'""·· .• · - - • ~ • ~·L:. , _ O~.,: .. m __ " ' mec-~.- ~· _Jqt es l!. e, en .S. ,,,,e 

qu ' il l'a rendu susceptible aux effets toxiques des médicaments et notamment les 

diabétogènes tel que l'Alloxane. Cet effet diabétogène est dû principalement aux 

métabolites réactifs. En effet, l' AJJ.oxane est utilisé comme une drogue induisant le diabète 

chez les animaux (20) en provoquant la destruction des cellules B par un mécanisme -- . 
radicalaire des radicaux libres oxygé~és 1( ROS), 24 heures après l'administration de ce 

toxique, et donc l'insuffisante de la insulino-sécrétion pancréatique. Il a été documenté que 

la famille des polyphénols possède une capacité de captation de ces ROS et protégeant 

ainsi les systèmes biologiques notamment les plus sensibles car ces substances ayant des 

structure leur permettant de piéger les radicaux libres et les neutraliser (47). 

Pour vérifier les effets pancrétoprotectrices des polyphénols sur une pancréatotoxicité 

induite à l' Alloxane à dose unique de lml/kg, nous avons réalisé une étude expérimentale 

chez les rats normaux et intoxiqués à l'Alloxane et avons procédé en l'évaluation du stress 

oxydatif dans les différents cas de traitements, à travers certains paramètres indicateurs de 

ce stress à savoir: Le 1vIDA, qui renseigne sur le taux de péroxydation lipidique; GSH et 

Catalase qui renseignent sur le degré du stress oxydatif; Le radical DPPH0
, pour évaluer 

l'effet scavenger de l'ex:tr:..;;t polyphénolique. 

1. Evaluation du stress oxydant dans le cas des ràts alloxanisés. 

• En effet, après l'administration de l'Alloxane aux rats, nous avons constaté 

au terme des premières 24 heures suivant, une élévation d'une manière très hautement 

sig:-.iificative èe la glycémie(P< 0.001) qui atteint une valeur moyenne de (2, 190 ± 0,283 g/l 

), ce résultat s1explique par une insuffisante insulinosécrétoire pancréatique due à une 

4"6 
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cytolyse des cellules B des îlots de langerhans des rats qui sont plus ou moins susceptibles à 

l'effet diabétogène de l'Alloxane, de la force de mécanismes de défense vis-à-vis les 

radicaux libres et donc la diminution de la sécrétion de l'insuline (48). Ces résultats sont en 

accord avec ceux obtenus par les travaux de Claudia et al ( 40). 

• Pour ce qui concerne le MD.A, nous avons constaté une augmentation 

hautement significative (P< 0.01) de ce produit de péroxydation lipidique, d'un pourcentage 

de 191,90%, par apport au témoin. Cette élévation importante est due à la péroxydation des 

lipides membranaires sous l'effet des ROS générés par l'Alloxane. Ces résultats sont 

comparables à ceux obtenus par plusieurs travaux qui confirment que le radical peroxyde, 

après évolution en un peroxyde cyclique et coupure de la molécule, peut libérer différents 

aldéhydes toxiques dont 1~ malondialdéhyde ou l'hydroxynonenal (MDA) (30). 

• Pour le glutathion, nous avons observé une diminution très hautement 

significative (p<0,001), qui atteint un pourcentage de 1214% par rapport au témoin après 

l'intoxication par l'Alloxane. Cette diminution est due d'une part à son rôle protecteur non 

seulement contre les radicaux oxygénées , mais aussi contre les péroxydes ou N0° (30), et 

à son rôle clé dans l'expression de gènes codant pour les différentes protéines pro- et anti

inflammatoires d'autre part. Plusieurs recherches confirment aussi que le GSH est utilisé 

comme substrat de glutathion peroxydase qui assure l'élémination des lipides péroxydés qui 

justifie sa diminution dans les conditions de stress oxydatif (31). 

• Pour ce qui concerne la catalase, malgré son augmentation significative 

(p<0.05) d'un pourcentage de 248,17% est due à l'inductibilité des gènes antioxydants par 

le stress oxydant( 49), cette inductibilité explique le phénomènes d'adaptation au stress 

oxydant des cellules et des animaux qui sont exposés régulièrement aux faibles doses pour 

assurer un équilibre prooxydant-antioxydants et assurer en conséquence une résistance 

dans certaines conditions à de fortes doses de radicaux oxygénés (30). 

2. Evaluation du stress oxydatif chez les rats traités préventivement. 

L'administration préventive de l'extrait polyphénolique aux rats alloxanisés à la 

dose de 200mg/kg avant et pendant 2 jours, nous a pennis de constater un niveau sanguin 

de glucose qui ne variant pas significativement par rapport au lot témoin et pareillement 

y+ 
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quant aux GSH et :rvt:DA avec des valeurs successives de (1,137 ± 0,125 g/l), de GSH 

(0,546 ± 0,348 mmol/ml) et de MOA (0.636 ± 0,377 nmol/ml). Ces résultats pourraient se 

justifier par le fait que les principes actifs constituant l'extrait polyphénolique de la plante 

R.RL possèdent une activité inhibitrice de la péroxydation lipidique et donc ont un effet 

antioxydant .Ces résultat sont comparables avec d'autre travaux (de Claudia et al) (40). 

• Concernant la valeur de l'activité de la catalase, elle continue à augmenter 

pour atteindre (0,5442 ± 0,5273 UI/g de pro.), ce qui signifie que la faible dose des 

radicaux libres pouvant induire la synthèse génétique d'une quantité en plus de catalase 

pour contreverser le stress oxydant et acquérir un potentiel antioxydant à des fortes doses 

(30) ce qui pourrait être produit à cause du rôle anti stress des extraits polyphénoliques 

administrés en prévention. 

Finalement, nous concluons que l'.A..lloxane est un agent diabétogène, produit des . 

radicau,'<: oxygénés dans le corps en causant la destruction des cellules ~ pancréatiques. 

Cependant, il est fondé que l'iilloxane n'est pas spécifique au pancréas, mais aussi au.'<: / 

autres organes tels que : les reins, le cerveau, et le système hématopoïétique (50)t Toutefois l 
la fragilité excessive des cellule ~ à l'Alloxane est due notamment à sa pauvreté

1 

en Cu/Zn \ 

superoxyde dismutase, catalase et glutathion peroxydase (21,22), .Les effets de l'AJloxane ) 

ont été bloqué après l'administration des polyphénols aux rats alloxanisés, résultats 

concordant avec d'autres travaux étudiant l'extrat polyphénolique ( 40), ce qui nous 

confirme leur capacité à limiter le stress oxydant par le piégeage des radicaux libres. 

Il faut noter aussi que les polyphénols pourraient aussi agir par d'autres mécanismes. 

médiés au niveau cellulaire. Un certain nombre d'effets biologiques de plus en plus 

largement documentés n'est pas directement lié au rôle antioxydant (47) puisque d'autres 

mécanismes moléculaires à l'origine des effets biologiques impliqués dans la détoxification 

de carcinogènes par exemple commence à être mieux compris (50) ainsi que les 

mécanismes donnant des effets anti-inflammatoires de polyphénols deviennent de plus en 

plus documentés ( 51 ). 
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!' Depuis long temps, la vie de l'homme est liée au monde des plantes, celles-là, en 

plus de leur utilisation dans l'alimentation elles sont aussi utilisées dans !;1 

thérapie de beaucoup de maladies. Or, à l'heure actuelle les plantes sont 

délaissées pour le compte médicaments àe synthèse. Aujourd'hui la pharm~icoïJée 

n 'est pas toujours efficace pour certaines mnladies : sida, cancer, le diabète, il 

faudrait alors investir ia tradirnédecine de nouveau. 
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jil Notre étude s'inscrit dans cette optique puisque nous <!v0ns investi ies subst<l'iCCS ,:;\ 

ri pol~phénoliques àe la plante Ranuncuius repens L qui nous a permi'. de vérifiec ' , 

,

1

,1 le ro le ant1oxydant des polyph.enols dans la reduct1on de l 'hyperg.lycem1c par un . \;: 

Lj rôle préventif Jans le cas d' une pancréatotoxicité à l'Alloxane. 
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li Since · long time, the man's life is bound to the world of the plants, th ose, i 11 

li addition to their use in the food they are also used in the therapy of a lot of illnes';-:s . !1 However, at the present time the plants are abandoned for the account medicines of 
1 ~:ynthesis. 
11 Today the pharrnacopeia is not always efficient for some illnesses: AIDS, cancer, 

·· l the diabetes, it would be necessary to invest the ~radimédecine then again. 

1
1 

Our survey appears in tbis optics since we invested the substances 
j polyphénoliques of the Ranuncuius pbnt repent L that allowed us to ·verify the anti-

. · , 1l.Î oxidizing role of the polyphénols rn the redl1c.tion of the hyperg1yceamia by a 
!Il preventive role in the case of a pancréatotoxicité to the alloxan. 
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