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Introduction

Depuis la nuit des temps, l'homme a toujours cherché à se servir des plantes pour

s'alimenter d'abord mais aussi pour se soigner. La phytothérapie constitue une alternative

sérieuse ou tout au moins un complément appréciable à la pharmacie classique issue de la

chimie moderne. Et de nombreux remèdes prescrits ont des principes actifs d'origine naturelle.

Dans la tradition populaire, certaines plantes sont mentionnées pour être des remèdes

de différentes maladies parmi lesquelles le diabète. Les recherches modernes ne font que

redécouvrir ce savoir acquis au cours des siècles. En effet, de nombreux travaux ont pu

démontrer l'activité et les modes d'action thérapeutiques des plantes médicinales

(Schawenberg et Ferdinand, 1977 ; Bézanger-Beauquesne, 1996).

Le diabète est la première maladie non transmissible reconnue en 2006 par les Nations

Unies comme une menace pour la santé mondiale aussi grave que les épidémies infectieuses

telles que la tuberculose, le SIDA et la malaria (Bonita et al., 2003).

Le diabète sucré est un groupe de maladies métaboliques caractérisées par une

hyperglycémie chronique résultant d’un défaut de sécrétion de l’insuline, de l’action de

l’insuline ou de ces deux anomalies associées. L’hyperglycémie chronique est associée à

terme avec des complications organiques spécifiques touchant particulièrement les yeux, les

reins, les nerfs, le cœur et les vaisseaux (Peter-Riesch et al., 2002).

Le genre Rhamnus (Rhamnaceae), inclut des espèces végétales médicinales bien

connue dans le bassin méditerranéen possédants diverses propriétés biologiques (Mai et al.,

2001). Les propriétés thérapeutiques de l’espèce Rhamnus alaternus L. appelé communément

Mélilés ont été mises en évidence in vitro, elles sont dues à des composés actifs tels que les

polyphénols (Ammar et al., 2008).

Quoique certains auteurs de pays méditerranéens ont entrepris des études limitées sur

cette plante (Ben Ammar et al., 2007; Ben Ammar et al., 2008; Djeridane et al., 2007),

surtout sur la composition de ses huiles essentielles, en Algérie, du moins à notre

connaissance cette espèce végétale n’a pas fait l’objet d’études antérieures.

L’objectif de notre étude consiste à tester l’effet antidiabétique de l’extrait

méthanolique des feuilles de Rhamnus alatenus L. sur des souris rendu diabétique par la

streptozotocine.
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Notre travail se devise en deux parties, la première partie est une synthèse

bibliographique sur le diabète et le Rhamnus alaternus L. La deuxième partie est la partie,

expérimentale qui est consacrée à l’étude des effets antidiabétiques de l’extrait méthanolique

de Rhamnus alaternus, suivi de dosage de paramétres lipoprotéiques, ainsi que la réalisation

des coupes histologiques.



Chapitre I

Généralité sur le diabète
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I-Généralités sur le diabète

I-1 Définition

L’OMS le définit par une glycémie supérieure à 1,26 g/L (7mmol/L) après un jeûne de

8 heures vérifiée par deux prises de sang consécutives, ou supérieur à 2g/L quelque soit

l’heure du prélèvement en présence de symptômes clinique (polyurie, polydipsie et

amaigrissement). (Scheen et Luyckx , 2010). C’est une pathologie du métabolisme en

glucose provoquée par un dysfonctionnement des cellules β des ilots de Langerhans, 

sécrétrices de l’insuline, ou une mauvaise assimilation de cette dernière par les tissus

périphériques (l’insulinorésistance) (Wens et al., 2005).

I-2-Classification du diabète

Selon l’étiologie et la physiologie, quatre grands groupes de diabète sont distingués

selon la dernière révision de la classification du diabète (Guillausseau, 1997). Diabète type I

(DTI), Diabète type II (DTII), Diabète gestationnel (DTG) et Autres types spécifique de

diabète.

I-2-1 Diabète de type I

Le diabète type I, également appelé diabète insulinodépendant ou autrefois, diabète

juvénile, est un état d’hyperglycémie chronique dû à une affection de pancréas endocrine dont

les îlots de Langerhans ne secrète plus d’insuline (insulinopénie) (Calop et al., 2008 ). C’est

une forme de diabète sucré qui apparait de manière brutale chez l’enfant et l’adolescent, mai

peut également survenir chez le jeune adulte (<40ans) et il concerne 10% des diabétiques

(Gille Côté et al., 2013).

On distingue deux sous-types dans la classification de l’American Diabetes

Association (Senee, 2006). Le diabète de type I auto-immun au cours duquel la destruction

des cellules β par un processus auto-immun est authentifiée par la présence d’anticorps anti-

cellules d’îlots. Cette forme est la plus fréquente elle représente plus de 90 % des cas en

Europe. Le diabète de type I idiopathique caractérisé par l’absence d’auto-anticorps. Il s’agit

d’un cadre nosologique mal défini, incluant les diabètes cétosiques du sujet noir originaire

d’Afrique subsaharienne et les diabètes suraigus japonais.
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I-2-2 Diabète de type II

Le diabète de type II, autrefois dit non insulinodépendant ou diabète d’âge mûr, il

survient généralement chez les sujets d’âge mûr (plus de 40 ans). C’est la forme la plus

répandue (90% des cas) dans toutes les régions de globe (Portha, 2003). L’hyperglycémie

dans le diabète de type II est due à une réduction du captage du glucose et à une production

glucosée hépatique excessive, liées à une diminution de l’insulinosécrétion et de

l’insulinosensibilité (Virally et al., 2007).

L’insulinorésistance ou anomalie de l’action de l’insuline en périphérie, est la

deuxième anomalie observée. Elle se traduit au niveau hépatique par une augmentation de la

production de glucose et au niveau musculaire, par une diminution de l’utilisation du glucose

(Busch-Brafin et Pinget, 2001 ; Scheen et Luyckx , 2010). Le diabète type II a un caractère

familiale et est souvent associe à un excès de poids (obésité), à l’hypertension artérielle et à

l'hypertriglycéridémie (Grimaldi, 2004).

I-2-3 Diabète gestationnel

Le diabète gestationnel est un trouble métabolique de gravité modérée apparaissant en

fin de grossesse en relation avec une résistance à l’insuline augmentée et/ou déficit de

sécrétion d’insuline et qui disparaît dans le postpartum (Lesluyes et Vialettes, 1996).

I-2-4 Le diabète spécifique

Est un ensemble hétérogène d’affections du pancréas, d’endocrinopathies, de diabètes

médicamenteux ou chimiques, et d’affections génétiques, en particulier au niveau de la cellule

β (Benhamou, 2005).

I-3-Les critères de diagnostic du diabète

En 1997 le niveau standard pour un taux de glucose normal fut réduit par l’American

Diabète Association (ADA) car beaucoup de personne souffraient des complications dues au

diabète même si n’étaient pas diabétique selon les standards (Scheen et Luyckx, 2010). En

2003, le standard fut à nouveau modifié, la commission publia le nouveau standard pour le

diagnostic en se basant sur les critères suivants (Rubi et Alan, 2007).
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- Glycémie plasmatique occasionnelle (GPO) : c’est le niveau de glucose à tous moment de

la journée. Elle doit être ≥ 2g/L ou 11,1mmol/L et accompagner de symptômes classiques de 

diabète (polyurie, polydipsie, perte de poids inexpliqué).

- Glycémie plasmatique à jeun (GPJ) : c’est le niveau de glucose en absence de prise

alimentaire calorique depuis au moins 8 heures. Elle doit être ≥1,26g /L ou 7,0mmol/L.

- Hyperglycémie provoquée par voie orale (HPGO) :c’est le niveau de glucose après une

administration de 75g de glucose dissous dans 250ml de l’eau par voie orale. Elle doit être

≥2g/L ou 11,1mmol/L.   

Chacun des critères précédents doit être confirmé par au moins un des trois autres.

Pratiquement c’est la glycémie à jeun qui est avant tout recommandée, étant la plus rapide à

effectuer, la plus commode pour les patients, la plus reproductible ainsi que la moins chère.

(OMS, 2012).

I-4-Les complications du diabète

I-4-1 Complications aigües

L’acidocétose diabétique (ACD), le coma l’hyperosmolaire non cétosique (CHO) et

l’hypoglycémie sont des complications aigues du diabète. L’acidocétose diabétique s’observe

principalement chez les sujets atteints du diabète de type I, et le coma hyperosmolaire chez les

sujets à diabète de type II; ces troubles sont associés à une carence absolue ou relative en

insuline, une déplétion volémique et une altération de l’état mental (Eugene Braunwad et a.l,

2002).

I-4-1-1-Acidocétose diabétique

L’acidocétose est un désordre métabolique qui traduit une carence relative ou absolu

d’insuline empêchant la pénétration cellulaire du glucose, associé à une élévation des

hormones de la contre régulation glycémique (glucagon, catécholamine, cortisol…etc.).

La carence insulinique favorise la mise en place d’un état catabolique avec activation

de la glycogénolyse et de la néoglucogenèse, et formation des corps cétonique dans le foie,

ainsi que l’augmentation de la libération intra hépatique de substrats issus de tissu adipeux et

des muscles (acides gras libres, acides aminés). L’ACD apparaît généralement en quelques
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jours précédés d’une phase de cétose simple qui se manifeste par des nausées et des

vomissements qui dominent souvent, une douleur abdominale, une glycosurie, une déplétion

volémique et une tachycardie (Grimaldi ,2009).

I-4-1-2-Le coma hyperosmolaire

Ce type de coma est rare et grave, survient chez les sujet âgé, porteur d’un DT II. Il est

caractérisé par une déshydratation massive, se définit par une osmolarité supérieure à 350

mmol/L due à une hyperglycémie importante de l’ordre de 8 à 10 g/L (Idelam et al., 2000).

La cétose absente ou discrète est corrélée à l’absence d’élévation importante des acides gras

libres. Cette inhibition de la lipolyse s’expliquerait par la persistance au début du processus

d’une insulinémie périphérique insuffisante pour permettre la pénétration intra-cellulaire du

glucose, mais suffisante pour inhiber la lipolyse (Grimaldi ,2009).

I-4-1-3-L’acidose lactique chez les diabétiques

C’est une accumulation d’acide lactique par catabolisme anaérobie de glucose. Aussi

grave que rare, elle complique le sujet ayant DT II traités par biguanides en cas d’insuffisance

rénale ou hépatique (Grimaldi ,2009).

I-4-1-4-L’hypoglycémie

Le coma hypoglycémique survient en cas d’inadéquation entre les doses d’insuline et

les besoins (un effort physique sans réduction des doses d’insuline ou une réduction des

apports alimentaires) ou en cas de surdosage accidentel ou volontaire d’insuline. C’est un

coma brutal plus fréquent du DT I, cependant elle peut entrainer des crises convulsives, un

traumatisme accidentel et une ischémie myocardique chez les patients ayants une cardiopathie

sous-jacente (Lonlay et al ., 1998). Les symptômes de l’hypoglycémie sont : neurovégétatifs

(sudation, tremblement, palpitation, tachycardie, faim impérieuse et anxiété) ou

neuroglucopénique (confusion, somnolence, difficulté d’élocution, incapacité de se concentrer

et incoordination) (Landry et al., 2006).

I-4-2 Les complications chroniques

Ces complications chroniques font suite à une hyperglycémie de longue durée (de 5 à

15ans) (Grimald, 2009). Elles sont associées à des complications organiques spécifiques

touchant particulièrement, les yeux, les nerfs, les reins, le cœur et les vaisseaux, qui

provoquent un risque de métabolite très élevé. Ces complications se divisent en 2 groupes :
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Les microangiopathie et les macroangiopathie. La microangiopathie touche la

microcirculation tandis que la macroangiopathie touche les gros vaisseaux allant de l’aorte

jusqu’aux petites artères distales de diamètre supérieure à 200µm (Racch, 2004).

I-4-2-1-La microangiopathie diabétique

Elle se caractérise par l’apparition retardée de lésions caractéristiques dont les

conséquences se manifestent au niveau de la rétine, des glomérules rénaux et des nerfs

périphériques. La prévalence de ces lésions est fonction du temps et de la qualité du contrôle

métabolique exprimée en valeur moyenne du pourcentage d’hémoglobine glyquée, on

distingue :

(i) La rétinopathie diabétique

C’est une cause majeure de malvoyance et de cécité, et la première cause de cécité

avant l’âge de 50 ans. La prévalence actuelle de la rétinopathie est de 40% après 10 ans de

diabète (Henricsson et al., 2003 ; Grimald A., 2009).

(ii) La néphropathie diabétique

C’est une pathologie du glomérule secondaire au diabète. Environ 30% des diabétique

de type I présente une néphropathie (Caulin, 2009).

(iii) La neuropathie

Le diabète est actuellement la première cause de neuropathie dans le monde. La

prévalence des neuropathies augmente avec la durée du diabète, des signe de neuropathie sont

observés chez 8% des patients au moment du diagnostic du diabète et chez 50% des

réexaminés 25 ans après (Pcart, 1977).

(iiii) Le pied diabétique

Il s’agit d’une complication grave et fréquente du diabète puisqu’elle est une des

premières causes d’hospitalisation prolongée. Les lésions du pied représentent un problème

socio-économique important. Cette complication résulte de 3 facteurs : la diminution de la

vascularisation, la présence de lésions neurologiques à l’origine d’une diminution de la

sensibilité, et la déminéralisation des os du pied (Grimaldi, 2009)
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I-4-2-2-La macroangiopatie diabétique :

La macroangiopathie est à l’origine des complications les plus graves du diabète et

constitue la première cause de mortalité des patients diabétiques. Elle est définie comme étant

l’atteinte des grosses artères, regroupe l’ensemble des complications artérielles des territoires

coronaires, cérébraux et périphériques. Deux types d’atteintes peuvent survenir sur ces

réseaux artériels : l’athérome d’une part, et la sclérose artérielle non athéromateuse d’autre

part (Grimaldi, 2009).

L’athérome, d’installation lentement progressive, est caractérisé par l’accumulation de

lipides et d’éléments fibreux dans les artères de gros et de moyen calibre. Cette évolution peut

aboutir à des manifestations ischémiques chroniques entrecoupées d’épisodes aigus athéro-

thrombotiques (Grimaldi, 2009).

L’artériosclérose est une sclérose de l’ensemble de la paroi artérielle (non limitée à

l’intima), pure (sans athérome), non focale et diffuse (touchant tous les calibres artériels)

(Tuomilehto et al., 1996).

I-5-Epidémiologie

L'organisation mondiale de la santé (OMS) a annoncé en 2012 que plus de 250

millions de personnes sont atteintes de diabète dans le monde dont 90% sont diabétiques de

type II. Selon cette même organisation, le nombre de diabétiques dépassera 366 millions d’ici

2030 si rien n’est fait pour enrayer l’épidémie (Soedamah-Muthu et al., 2006).

En Algérie, selon les déclarations du ministère de la Santé, de la Population et de la

Réforme hospitalière à l’occasion de la journée mondiale du diabète, l'Algérie compte, en

2010, plus de 2,7 millions de diabétiques et risque d’en comptabiliser près de 5 millions, en

2025, si des mesures de prévention ne sont pas prises (Lounes, 2011). Le diabète de type II

occupe la quatrième place parmi les maladies non transmissibles et sa prévalence ne cesse pas

d’augmenter. Elle est beaucoup plus élevée par rapport à celle mondiale (7.3% contre 3,5%).

(Boudiba et Mimouni-Zerguini, 2008).
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I-6-Traitement du diabète de type II

I-6-1-Approche alimentaire

Dans 10 à 20% des cas de diabète de type 2 récemment diagnostiqués, un contrôle

adéquat de la glycémie peut être obtenu, parfois temporairement, uniquement par une

restriction calorique. Le traitement non pharmacologique et en particulier la réduction du

poids pour le patient obèse, est le seul traitement intégral capable de contrôler simultanément

la plupart des problèmes métaboliques du patient atteint de diabète de type II, ainsi que

l'hyperglycémie, la résistance à l'insuline, l'hypertriglycéridémie et l'hypertension artériel

(Caulin, 2009).

I-6-2) L’insulinothérapie

L’installation d’une carence progressive de la sécrétion d’insuline conduit tôt ou tard à

recourir à l’insuline chez la plupart des DTII. Si ce recours n’est pas tardif, des schémas

simples souvent en association aux antidiabétique oraux (ADO) peuvent s’avérer efficaces.

Ils sont relativement aisés à mettre en œuvre à la condition d’une bonne éducation du patient

(Halimi, 2008). On débutera, le plus souvent par une injection d’insuline semi-lente

quotidienne assurant un taux basal d’insuline (Yki-Jarvinen, 2002).

I-6-3-Les Antidiabétiques Oraux (ADO)

Les antidiabétiques oraux sont nécessaires des lors que la diététique et l’activité

physique combinées ne suffisent pas, ce qui est habituel. 05 classes d’ADO sont actuellement

disponible et qui peuvent agir par deux modes différents, soit ils jouent le rôle

d’hypoglycémiants (les sulfonylurées et les analogues des méglitinides) qui agissent en

stimulant la libération d’insuline préformée par le pancréas, soit ils jouent le rôle d’anti-

hyperglycémiants (les biguanides, les thiazolidinediones et les inhibiteurs de l’α glucosidase) 

qui exercent leur action antidiabétique en empêchant la glycémie d’augmenter sans toutefois

la faire chuter (Scheen, 2007).

II-2) Phytothérapie de l’obésité et du diabète de type II

Les plantes utilisées pour réduire la glycémie et améliorer le diabète de type II sont

représentées dans le tableau I.
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Tableau I : les plantes médicinales à effets anti diabétiques

Nom scientifique Nom

commun

Partie et Mode d’utilisation Référence

Allium sativum Ail Consommer les gousses d’ail cru 1 à 2

gousses par jour (écrasée ou finement

hachée), ou en poudre 0,5 à 1g par jour

(en gélules gastrorésistantes), ou en

teinture alcoolique (20 à 30 gouttes par

jour)

Fort, 1976

Azadirachta indica Margousier les feuilles, graines et les ramilles

Décoction, macération, jus. L’extrais

des feuilles sont employer pour le

traitement du diabète.

Mutalik, 2005

Ocimum sanctum Basilic Sacré Les parties aériennes, Les feuilles

Décoction composée : 8 à 15 g/j et

prend une tasse par jour. Infusion

simple (après les repas) et décoction.

Fort, 1976.

Olea europea L’olivier Feuilles, huile : en infusé ou même en

décoction, à raison de 20 à 50g/L

d'eau.On peut utiliser la poudre des

feuilles d'olivier en gélules.par

pression, l'huile qui est très digestible

non cuite et qui

Moatti et al., 1983

Trigonella foenum-

graecum

Fenugrec Graines : 50 g de poudre de graines, 2

fois par jour pendant 10 jours, chez des

diabétiques non insulinodépendants,

réduisait de façon significative la

glycémie à jeun et la fuite urinaire du

glucose ainsi que le taux de lipides

sanguins.

Aissa , 2000

Allium cepa L’oignon Le bulbe et son suc : consommation

quotidienne d’oignon cru à raison de

30 à 40 g par jour (assez difficile à

supporter) mais l’oignon cuit et son

extrait aqueux sont également

hypoglycémiants (soupe, infusion), ou

teinture mère (40 à 50 gouttes 3

Valnet, 1985
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fois/jour)

Salvia officinalis Sauge Les feuilles, les fleurs, et l’huile

essentielle

Infusion : 20 g pour 1L.d'eau

bouillante, infuser 10mn, 3 tasses par

jour

Tisane : 1 cuillère de thé bien remplie

dans 1/4 de litre d’eau bouillante,

infusé rapidement.

Aissa B, 2000

Galiga officinalis La galéga 20 g d’extrait mou de galéga, 50 g de

glycérine neutre, qsp 300 ml d’eau

Une cuillérée à soupe 2 fois par jour.

Infusion : 10 g de plante séchée de

galéga et 30g des feuilles séchées de

myrtille pour un litre d’eau bouillante

Infuser 5 minutes

Deux tasses par jour loin des repas.

Valnet, 1983

Ajuga iva L’ivette Les feuilles : macération pendant une

nuit des feuilles du laurier noble avec

la plante de l’ivette. 2 verres par jour à

jeun avant les repas

Bennaghmouch L

et al., 2002

Momordica

charantia

Concombre

amer

Les fruits, les graines, les feuilles ou la

plante entière. l’extrait de Momordica

charantia entraîne une baisse

significative de la glycémie. La plante

(amère) est utilisée crue (jus, salade),

cuite à l’eau (soupe, infusion, épinard),

ou frite à l’huile

Goetz, 2007

Cannelle de Ceylan Cannelle La prise de la cannelle par voie orale

de1, 3, ou 6g par jour réduit le taux

sérique de glucose

Goetz, 2007

Eucalyptus globulus Eucalyptus Les feuilles et l’huile. obtenue par

distillation à la vapeur. Infusion : 3 à 4

feuille (ou une cuillerèe a café de

feuille coupée)/tasse, faire bouillir

durant 1mn laissé infuser 10mn. Boire

3 à 5 tasses/jour. Poudre en cachets de

0.50g, à raison 6 à 10/jour. sous forme

alcoolature à raison 2à 4g/jour. ou

Goetz, 2007
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l’huile sous forme de gouttes 2 à5/jour.

Camellia sinensis Thé Les feuilles : Infusion 30 à 40 g de

feuilles (une petite poignée)dans 1 litre

d’eau très chaude, infuser 15

minutes,boire 3 à 6 tasses par jour

E. M. P., 2001

Rubusulmifolius

Schott

Ronce à

feuilles

d’Orme

feuilles, fleurs en boutons, jeunes

pousses et fruits.

infusion 10g de feuilles dans 500ml

d'eau bouillante pendant 15mn.Il est

conseillée de boire 2 tasses/jour loin

des repas

Fort, 1976

VincadifformisPourr.

Minor

Petite

pervenche

feuilles.

Décoction composée de 10 à 15g/l,

boire un litre de la décoction pendant

10jours.

Fort, 1976 ; Aissa,

2000;
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II-Généralités sur Rhamnus alaternus L.

II-1-Description botanique de Rhamnus alaternus L

Rhamnus alaternus L. est une espèce végétale qui appartient à la famille des

Rhamnaceae. Les plantes de cette famille sont utilisées en médecine traditionnelle et en

préparation culinaire, c’est une famille cosmopolite d’arbres, arbustes et herbacées qui

contient environ 50 genres et 900 espèces (Richardson et al., 2000), de 2-6 mètres de

hauteur, ayant des tiges droites (Izhaki et al., 2002 ; Hemmami et al.,2006 ; Bas et al .,

2009). En Algérie, 9 espèces végétales appartenant à 3 genres sont répertoriées dans diverses

régions et classées selon leurs caractéristiques morphologiques (Quezel et Santa, 1963).

Rhamnus alaternus L. est un Arbuste toujours vert, parfois très grand, à feuilles

luisantes, ovoïdes ou lancéolées, sont alternes, lisses, pétiolées (3-6 cent, sur 2-3), à bords

cartilagineux et dentées, Elles restent sur l’arbre pendant deux années environ, coriaces, à

nervure médiane épaisse, trinervées à la base. Ce genre de plante produit des fruits charnus

qui mûrissent vers la fin du printemps début d’été, et ça représente une source importante

d’eau et de nutriments pour les oiseaux et les petits mammifères (Gulias et al., 2004).

La croissance de R. alaternus est lente, sa longévité considérable. Son bois est à fibre

courte et cassante, très lourd, très homogène, d'un grain fin, blanc jaunâtre à l’état d’aubier,

brun clair ou foncé à l'état parfait comme le chêne (Mathieu, 1860). Ces différentes

caractéristiques font de cette plante une espèce très ancienne et très importante de la

méditerranée ou elle s’est bien adaptée pour les températures très élevés, les radiations

solaires et les déficits de vapeur et de pression (Martinez-sanchsez et al., 2008).

Figure 01 : Feuilles, fruit et fleurs de Rhamnus alaternus (Aronne et Wilcock, 1995).
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II-2 Classification : La classification de Rhamnus alaternus est représentée dans le tableau II

Tableau II : classification botanique de R. alaternus L (Yi-ling et Pan-Kai, 1982)

II-3 Reproduction de Rhamnus alaternus L

L’inflorescence des plantes masculines et femelles se produit en décembre, mais

l’éclosion des fleurs commence fin février au début de mars (Aronne et Wicock, 1995), et

l’inflorescence masculine commence habituellement 1 à 2 semaines avant les femelles

(Rottenberg, 2000) et produit 4 fois autant de fleurs que les femelles (Aronne et Wilcock,

1995), les fleurs jaunâtres produisent du nectar et du pollen, et la pollinisation est stimulés par

les insectes et le vent (Bas et al., 2005 a).

II-4 Nomenclature

En arabe : Am’lile’ce, M’lila, Soitfaïr, Oud El-khir ou bien Safir. En Kabyl : Mélilés

(Bhouri et al., 2012; Debeaux, 1984). En anglais : Buckthorn. En Français : Nerprun, En

Allemand : Kreülzdorn. En Espagnol : Aladierna, Cosco Unia, Sanguino de Andalucia. En

Italien : Alaterno, Legno Puzzo (Gubb, 1913).

Taxon Nom

Domaine Eukaryota- Eucaryote

Règne Plantae Végétale.

Sous Règne Viridaeplantae- Plantes Vertes

Règne Magnoliophyta- Plantes A Fleurs

Sous Phylum Spermatophytina-Plantes A Graines

Infraphylum Angiospermae-Angiosperme

Division Magnoliophyta

Classe Magnoliopsida Dicotylédones

Sous Classe Rosidae

Super Ordre Rhamnanae

Ordre Rhamnales

Genre Rhamnus

Nom Binominal Rhamnus Alaternus

Famille Rhamnaceae
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II-5 Ecologie et répartition géographique

Cet arbrisseau est caractéristique de la zone littorale et, uni aux lentisques, à

l’arbousier, au myrte et à d’autres plantes à feuilles persistantes, il joue un rôle important dans

la composition des maquis qui couvrent une bonne partie du littoral et des îles de la

Méditerranée. R. alaternus habite les coteaux secs et calcaires du Sud de la France, de la

Corse, de l'Algérie, du Nord de la Tunisie (Chancerel, 1920 ; Ben Ammar et al., 2008). En

France, il se trouve encore dans l’Isère, l’Ardèche, l’Aveyron, le Lot, la Vienne, le Maine-et-

Loire et en Bretagne (Penzig, 1902).

II-6 Usage traditionnel

En médecine traditionnelle R. alaternus a été employé en tant que digestif, diurétique ,

hypotensif et pour le traitement des complications hépatiques et dermatologiques (Bhouri et

al., 2012). Les baies de R. alaternus ont une action purgative, d'une saveur âpre, employés en

médecine vétérinaire (Gubb, 1913). Les feuilles en infusion constituent des gargarismes

astringents (Chancerel, 1920).

II-7 caractéristiques biochimiques

L’étude photochimique sur les extraits de la partie aérienne, et les racines de R.

alaternus L. a révélé la présence de diverses quantités d’anthraquinones, de coumarines, de

tannins et en particulier des flavonoïdes (Ben Ammar et al., 2008); dont on trouve des

flavonoïdes glycosylés tel que le kaempferol 3-O-Bisorhamninoside, le rhamnocitrin 3-O-B-

isorhamninoside et rhamnetin-3-O-B-isorhamninoside (Ban Ammar et al., 2009), et des

flavonoïdes aglycones comme le kaempferol, la quercétine et l’apigénine (Ben Ammar et al

., 2008 ; Ben Ammar et al ., 2009). Elle est aussi riche en flavones hétérosides (Stocker et al

., 2004) et coumarines (Ben Ammar et al ., 2005).
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R=H emodine Kaempferol (jain et batil , 2010)

R=OH alaternine (bortolomeazzi et al., 2007).

Apégénine (Kawasaki et al., 2010).

Figure 02 : structures chimiques de quelques flavonoïdes de Rhamnus alaternus L.

II-8 Activités biologiques de Rhamnus alaternus

II-8-1 Activité anti oxydante

Certains extrais de Rhamnus alaternus, ont un potentiel d’activité antioxydante liée à la

composition de la plante en flavonoïdes et polyphénols (Ben ammar, et al., 2008 bhouri et

al., 2012). Les flavonoïdes neutralisent les radicaux libres, en se liant directement à ces

derniers.

Les flavonoïdes de Rhamnus alaternus sont de bon chélateurs de métaux qui jouent un

rôle important dans le métabolisme de l’oxygène et l’apparition des espèces réactifs de

l’oxygène (ERO) et la réduction du H2O2 par génération de quantité importante de radicaux

libres hydroxyles [Aschok, 2001]. Les travaux de Kelly (2002) et Yen (1995) ont démontré

que les flavonoïdes, sont de bons donneurs d’électrons et d’hydrogène ce qui leur confère la
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capacité de terminer la chaine de formation des radicaux, en convertissant les radicaux libres

et les ERO en produits stables.

II-8-2 Activité antimutagène

L’effort oxydant (le déséquilibre) provoqué par des espèces réactives de l’oxygène

induit l’oxydation des biomolécules menant aux dommages cellulaires (Ben Ammar et al.,

2008). L’extrait organique de R. alaternus a une propriété antimutagène qui se traduit par

l’inhibition des agents mutagène (Aflatoxine B1) qui pourrait être due à l’abondance des

flavonoïdes et des tannins (Ben Ammar et al., 2005 ; Ben Ammar et al ., 2007).

II-8-3 Activité anti-inflammatoire

Des études ont montré que les extraits organiques de R. alaternus possèdent des

activités anti-inflammatoires. Ces activités sont corrélées avec la composition en polyphénols

surtout en flavonoïdes, tannins et les anthraquinones tels que l’émodin, cette propriété est due

principalement à leurs activités de piégeage des radicaux libre (Ben Ammar et al., 2005).

II-8-4 Activité anti-enzymatique

Des études in vitro ont montré que les extraits organiques de R. alaternus inhibent

significativement l’activité des carboxyl estérases, enzymes largement distribuées dans les

tissus animaux, essentiellement impliqués dans le catabolisme du nombreux xénobiotiques,

tels que des carboxylesters, des thio-esters et des amides aromatiques. Cette propriété

inhibitrice est attribuée aux flavonoïdes qui exercent une activité non compétitive (Stocker et

al ., 2004).
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III-Matériel et méthodes :

III-1-Préparation du matériel végétal

Notre étude a été réalisée sur les feuilles de Rhamnus alaternus L, récoltées au niveau

du village Taghzouit de la région de Bejaia durant le mois mars 2012. Une fois récoltée, les

feuilles fraiches de Rhamnus alaternus ont été séchées à l’air libre pendant 20 jours, puis

transférées à l’étuve à 35 °C pendant 02 jours pour affiner le séchage et pour obtenir un

meilleur broyage et une meilleure extraction. Après séchage, les feuilles sont broyées à l’aide

d’un broyer électrique jusqu'à l’obtention d’une poudre. Les particules ainsi obtenues après

broyage sont tamisées sur un tamis de diamètre de 250μm pour avoir une poudre homogène. 

La poudre obtenue est conservée dans un récipient en verre et stocké à l’abri de la lumière et

de l’humidité jusqu’à extraction (Figure02).

Figure 03 : Les feuilles (fraiches et sèches) et poudre de Rhamnus alaternus L.

III-2-Extraction

L’extraction est effectuée par épuisement du matériel végétal selon le protocole

préconisé par (Owen et Johns, 1999) avec de légère modification. 20g de la poudre des

feuilles de Rhamnus alaternus sont macérés dans 200 ml de méthanol. Le mélange est

maintenu sous agitation pendant 07 heures à une température ambiante. Après macération, la

solution obtenue a été filtrée plusieurs fois sur papier de Wattman N°03, et le filtrat est

récupéré (filtrat 1). Ensuite, 150 ml de méthanol ont été ajoutée pour le précipité, et le

mélange a été laissé sous agitation pendant une nuit (afin d’avoir une extraction exhaustive) et

ensuite filtré dans les même conditions, le filtrat (filtrat 2) est récupéré.

Les deux filtrats ont été mélangé et lavé avec l’éther de pétrole dans une ampoule à

décanter pour éliminer les matières lipophiles (chlorophylle, cires…etc) et laisser pour

évaporation dans une haute puis transférer à l’étuve à 40 °C jusqu’à ce que le poids de

l’extrait reste constant et le taux d’extraction est calculé selon la formule suivante :
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P0 : poids de la poudre avant extraction.

P1 : poids de l’extrait sec après extraction

III-3-Analyses phytochimiques

III-3-1-Dosage des polyphénols totaux

Le contenu en polyphénols totaux des extraits a été déterminé en suivant le protocole

d’Owen et Johns (1999), avec quelques modifications. Les composés phénoliques réagissent

avec le réactif de Follin-Ciocalteu. Ce dernier est composé d’un mélange jaune d’acide

phosphotungstique (H3PW12O40) et d’acide phosphomolybdique (H3PM12O40) qui se réduit,

lors de l’oxydation des polyphénols, en oxyde bleu de tingstène (W8O23) et de molybdène

(MO8O23). La coloration est proportionnelle aux taux des composées phénoliques (Ribéreau-

Gayon et al., 1982).

 A température ambiante, 250 μl d’extrait ont été ajouté à 1,25ml du réactif de Folin-

Ciocalteu (0,1N) et le tout est bien mélangé. Après 5 min d’incubation, 1 ml d’une solution de

monohydrate carbonate de sodium (7,5% p/v) a été ajoutée et le tout est bien mélangé. La

préparation a été laissée incuber pendant 1 heure à l’obscurité, puis l’absorbance a été

mesurée à 740 nm contre un témoin préparé suivant la même méthode, sauf que l’extrait est

remplacé par le solvant. Une courbe standard est réalisée avec différentes concentrations de

l’acide gallique dans les mêmes conditions que le dosage de l’échantillon.

La quantité des polyphénols totaux est exprimée en équivalents milligramme d’acide

gallique (mg EAG/g d’extrait) (annexe I).

III-3-2-Dosage des flavonoïdes

Le contenu en flavonoïde des extraits a été déterminé en suivant le protocole de

Quettier-Deleu et al. (2000), avec quelque modification. Les flavonoïdes forment des

complexes jaunâtres en présence du chlorure d’aluminium, grâce aux groupements hydroxyles

libres (Ribéreau-Gayon, 1968). Ainsi la couleur jaune obtenue est proportionnelle à la

quantité des flavonoïdes dans l’extrait (Berset, 2006).

Taux d’extraction (%) = P1/P0X 100
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A température ambiante, 1 ml de la solution d’extrait est ajouté à 1 ml d’une solution

de chlorure d’aluminium (2%), le tout bien mélanger. Après incubation pendant 15 min, la

mesure de l’absorbance a été effectuée à 410 nm contre un témoin préparé suivant la même

méthode, sauf que l’extrait est remplacé par le solvant. Une courbe standard est réalisée avec

différentes concentrations de la quercétine dans les mêmes conditions que le dosage de

l’échantillon. La quantité des flavonoïdes est exprimée en équivalents milligramme de

quercétine (annexe I).

III-4-Evaluation de l’activité antidiabétique de l’extrait méthanolique de

Rhamnus alaternus L

III-4-1-Matériel animal

25 souris male Swiss albinos pesant entre 30 et 35g (au début de l’expérimentation)

sont utilisées dans cette expérimentation. Elles sont issues par élevage au niveau de

l’animalerie de la faculté de pharmacie de l’Université Mentouri de Constantine.

Les souris ont été placés dans des cages transparentes en polypropylène ou chaque cage

regroupe 5 souris, à une température ambiante de 20 à 24°C, avec un cycle de 10/14 h

(lumière/obscurité), et disposés de granules d’aliment standard provenant de L’ONAB (Office

National Alimentation Bétail), El-Kseur de Bejaïa, et l’eau de robinet. La litière utilisée est la

sciure renouvelée 3 fois par semaine pour garder le bon conditionnement hygiénique des

souris.

Figure 04 : Elevage des souris Swiss albinos au sein de l’animalerie du l’université

Abderrahmane Mira de Bejaia.
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III-4-2-Induction de diabète

Pour évaluer l’activité antidiabétique de l’extrait methanolique de Rhamnus alaternus

un diabète sucré similaire au diabète type II a été induit par injection intra-péritonéale d’une

dose unique de streptozotocine (STZ) (sigma, St louis, USA) à raison de 130 mg.kg-1 de poids

corporel aux souris mis à jeun pendant environ 16 heurs,.

La streptozotocine est reconstitué juste avant l’administration dans un tampon citrate

(0,05M, PH 4,5). Apres 72 heurs de l’injection, une évaluation de glucose sanguin est

effectuée au niveau de la veine principale de la queue en utilisant un glucomètre (Fujita et

al., 2005).

Figure 05 : Injection intra péritonéal d’une dose unique de streptozotocine (STZ) à raison de

130 mg.kg-1 de poids corporel

III-4-3-Mode d’action de la streptozotocine

 La streptozotocine captée par la cellule β pancréatique via le transporteur de glucose 

GLUT2, la réduction de l’expression des transporteurs GLUT2 est un moyen de prévention

adopté par la cellule contre l’action diabétogène de la STZ. La STZ détériore l’oxydation de

glucose et provoque l’insulite, et la diminution de la sensibilité de la cellule β au glucose, 

(Szkudelski, 2001).

Parmi les principales actions de ce diabétogène, contribuant dans la destruction de la

cellule β pancréatique, est l’alkylation de l’ADN par la methylation de la guanine, par 

conséquent la methylguanine s’apparie par erreur avec la thymine (Bolzan et Bianchi, 2002).

La STZ induit également la formation de radicaux libres qui contribuent dans la destruction
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des cellules β pancréatiques ; après leur formation, ces molécules agissent en synergie avec la 

STZ pour générer un dommage au niveau de l’ADN (Pavana et al., 2007).

Figure 06 : Structure chimique de la Stréptozotocine (Konrad et al., 2001).

III-4-4-Protocol expérimentale

Dans ce model expérimental, 25 souris male Swiss Albinos sont rendues diabétique par

injection intra-péritonéale d’une dose unique de streptozotocine (STZ) à raison de 130 mg/kg

de poids corporel. Les souris dont le glucose sanguin est supérieur de 2g/l sont considérés

diabétiques et répartis d’une façon homogène (glycémie et poids) en 05 groupes de 05 souris

chacun.

Le groupe I (control normal) reçoit un gavage avec de l’eau physiologique. Le groupe

II (control diabétique) reçoit une injection unique intra péritonéale de 130mg/kg de

streptozotocine et un gavage quotidien avec de l’eau physiologique. Les groupes III, IV et V

reçoivent une injection unique intra péritonéale de 130mg/kg/ de stréptozotocine et un gavage

quotidien respectif avec 20 mg/kg de glibenclamide (un médicament hypoglycémiant,

appartenant à la classe des sulfamides), 200 mg/kg/jour et 400 mg/kg/jour de l’extrait

méthanolique de Rhamnus alaternus.

Le jour où les souris sont devenues diabétique et réparties en groupe est considéré

comme le jour J0. L’étude a été réalisée durant 20 jours à partir du jour J0 et plusieurs

paramètres ont été suivi durant cette période à intervalle régulier de 05 jours (Annie et al.,

2005).

III-5-Paramètres suivis durant l’expérimentation

III-5-1-La quantité de l’eau et de la nourriture consommées

La quantité de nourriture et le volume de l’eau consommée par les souris s’avèrent

deux paramètres essentiels dans l’étude de l’évolution du diabète, pour cela ces deux
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paramètres ont été mesurés quotidiennement pendant la période de l’expérimentation. Une

quantité de nourriture a été pesée puis offerte aux souris de chaque lot, et après 24 heures, la

quantité de nourriture restante a été estimée afin de déduire la quantité consommée. Le

volume de l’eau consommé par chaque lot a été mesuré avec la même méthode.

III-5-2-L’évolution pondérale

L’évolution pondérale est l’un des paramètres cruciaux qui détermine l’état d’un

diabétique, et en raison d’une perte du poids très considérable qui accompagne l’apparition de

la maladie, le suivi de la variation pondérale des malades s’avère très important pour se

renseigner de la situation de ces derniers.

Pour pouvoir suivre la variation pondérale des animaux pendant l’expérimentation, la

moyenne du poids de toutes les souris a été mesurée avant l’induction du diabète. L’évolution

du poids des souris de chaque lot a été mesurée chaque cinq jour à l’aide d’une balance

électronique jusqu’aux 20ème jours.

III-5-3-La glycémie

La glycémie est mesurée chaque cinq jour à l’aide d’un glucomètre et des bandelettes

(one touch ultra) pour chaque souris. La prise de sang se fait par incision au niveau de la

queue sur les souris non anesthésiées, après mise à jeun pendant 16 heures avec libre accès à

l’eau.

III-6-Paramètres mesurés à la fin de l’expérimentation

Au 20eme jour de l’étude, les souris ont été mises à jeun durant la nuit. Le prélèvement

sanguin a été effectué sous anesthésie sous l’effet de l’éther par voie de la veine jugulaire.

Une fois le sang est récupéré dans des tubes contenants l’EDTA, il est centrifugé à

3000tours/minute pendant 30 minutes pour récupérer le sérum qui va servir au dosage des

lipoprotéines plasmatiques (Triglycérides, Cholestérol total, et HDL-Cholestérol).

III-6-1-Dosage du cholestérol total

Le cholestérol plasmatique est libéré par le cholestérol estérase à partir des esters de

cholestérols puis oxydés par le cholestérol oxydase en cholestenona, parallèlement à la

libération des molécules H2O2. L’intensité de la couleur formé, est proportionnelle à la

concentration de cholestérol dans l’échantillon. L’origine de la coloration donnée est du à la

formation d’un complexe selon la réaction suivante (SPINREACT, 2013) (Annexe II).
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Cholestérol esters + H2O Cholestérol-estérase Cholestérol + acides gras

Cholestérol + O2
Cholestérol-oxydase 4-Cholistenona+ H2O2

2H2O2 + Phénol + 4+Aminophenazone Peroxydase Quinonimine + 4H2O

Mode opératoire : Le mode opératoire est illustré dans le tableau ci-dessus. Après mélange et

incubation pendant 05min à 37°C, les absorbances sont lues à 505nm et la couleur est stable

pendant au moins 60 minutes.

Le taux du cholestérol total est calculé selon la formule suivante

(A échantillon ∕ A standard) × 200 = mg/dL de cholestérol dans l’échantillon.

Le facteur de conversion : mg/dL × 0.0258 = mmol/L.

III-6-2-Dosage des triglycérides

Les triglycérides de l’échantillon sont incubés avec les lipoprotéines lipases (LPL), qui

libèrent le glycérol et les acides gras libres. Le glycérol est converti en glycérol-3- phosphate

(G3P) et adénosine-5-phosphate (ADP) par le glycérol kinase en présence d’ATP. Le

glycérol-3-phosphate est convertie par la suite par le glycérol phosphate déshydrogénase

(GPO) en dihydroxyacétone phosphate (DAP) et peroxyde d’hydrogène (H2O2).

Dans la dernière réaction, le peroxyde d’hydrogène (H2O2) réagie avec le 4-

aminophenazone (4-AP) et le p-chlorophenol en présence de peroxydase (POD), ce qui donne

une couleur rougeâtre (SPINREACT, 2013) (Annexe II).

Triglycérides + H2O Lipase Glycérol + Acides gras libres

Glycérol + ATP Glycérol kinase G3P + ADP

G3P + O2
Glycerol -3-p-oxydase DAP + H2O2

Blanc Standard Echantillon

R (ml) 1.0 1.0 1.0

Standard (µl) ------ 10 ------

Echantillon (µl) ------ ----- 10
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H2O2 + 4-AP + p-Chlorophenol Peroxidase Quinone + H2O

Mode opératoire : Le mode opératoire est illustré dans le tableau ci-dessous. Apres mélange,

les tubes sont incubés les tubes à 37°C, pendant 5minutes. Les mesures de la densité optique

(DO) sont effectuées au spectrophotomètre à 505 nm (490-550). Le taux des triglycérides est

exprimé en mmol/L est donné par la formule suivante.

Le taux des triglycérides total est calculé selon la formule suivante

(A échantillon ∕ A standard)×200 = mg/dL de triglycéride dans l’échantillon.

Le facteur de conversion : mg/dl × 0.0113 = mmol/L.

III-6-2-Dosage de HDL

Les lipoprotéines de très faible densité (VLDL) et de faible densité (LDL) présentes dans

l’échantillon, se précipitent par le phosphotungstate en présence d’ions magnésium. Après

centrifugation et élimination du culot, le surnageant contenant les lipoprotéines de haute

densité (HDL) est utilisé pour doser le HDL-cholestérol.

Mode opératoire : Le mode opératoire est illustré au tableau ci-dessus. Après l’ajout de

réactif (annexe), le tout est bien homogénéiser et incuber pendant 10 minutes à température

ambiante. Ensuite le mélange est centrifugé à 4000 tour/minute pendant 20 minutes ou

pendant 2 minutes à 12000 tours/minute. Le surnageant contenant le HDL-c est récupéré est

utilisé pour doser le taux du HDL par la même méthode cité précédemment concernant le

cholestérol total (SPINREACT, 2013) (Annexe II)

Blanc Standard Echantillon

R (ml) 1.0 1.0 1.0

Standard (µl) -------- 10 -------

Echantillon (µL) -------- --------- 10

R (µl) 100

Echantillon (ml) 1.0
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La mesure des densités optiques (DO) est effectuée au spectrophotomètre à 505 nm.

La concentration du HDL cholestérol est calculée selon la fonction suivante :

A505nm Echantillon × 320 = mg/dl HDL-c dans l’échantillon.

Le LDL-c est estimé à l’aide d’une formule standard, fondée sur l’équation de

Friedewald (Friedewald et al., 1972).

III-7-Test de tolérance au glucose (OGTT = oral glucose tolérance test)

Le test de tolérance au glucose (OGTT) permet de tester l’effet de différentes doses de

l’extrait méthanolique des feuilles de R alaternus sur la glycémie post prandiale. Cet extrait et

le médicament hypoglycémiant standard (glibenclamide) sont mis en suspension dans une

solution saline NaCl 0.9%, puis administré à des souris diabétiques par voie orale 45minute

avant le gavage gastrique d’une solution de glucose à la dose de 2g.kg-1.

Le groupe 01 de souris diabétique (control négatif), a reçu une solution de glucose. Le

deuxième groupe diabétique (control positif) a reçu une dose unique de glibenclamide (20

mg.kg-1) avant 45minute de l’administration de glucose. Le troisième et le quatrième groupe

ont reçu des doses uniques respectivement de 200 mg.kg-1 et 400 mg. kg-1 45minute avant

l’administration de glucose. L’évolution de la glycémie est suivie pendant 03 heures (30, 60,

120 et 180 minute) après l’administration de la solution de glucose.

III-8-Etude histologique

III-8-1-Prélèvement des organes

Après la collecte du sang au 21ème jour, les souris sacrifiés sous anesthésie sont fixés

sur une plaque en liège sur sa partie dorsale en fixant ses quatre pates à l’aide des punaises de

fixation (Figure 05). Une petite incision est provoquée au niveau de périnée qui permet

d’insérer une sonde d’incision. Suite à ca, on procède à la dissection de la cavité abdominale.

Le pancréas est isolés pour observer des changements histopathologique ou des

anomalies tissulaires (lésions, couleur, consistance, régénération…etc.).
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Figure 07 : La dissection des souris

III-8-2-Fixation

Il consiste à figer les structures des organites cellulaires tout en conservant les

constituants cellulaires et tissulaires dans un état proche du vivant. L’agent fixateur solidifie

le gel protéique qui circule entre les mailles du réseau membranaire limitant le hyaloplasme et

les organites. Les pancréas récupérés sont lavées avec de l’eau physiologique, et

immédiatement immergés dans un liquide fixateur qui est le formol (10%) dont le volume est

environ 10 fois le volume de l’organe afin d’éviter leurs dégradation et obtenir une rigidité

tissulaire suffisantes. Les organes sont coupés et les pièces obtenues sont placés dans des

casettes en plastique numérotées et bien identifiées pour chaque groupe

III-8-3-Lavage déshydratation et éclaircissement (Inclusion)

Avant de procéder à la déshydratation, les pièces fixées sont lavées a l’eau courante

pendant 30 minute ou plus, afin d’éliminer l’excès de fixateur. Les pièces fixées et lavées sont

ensuite placées dans l’automate qui constitue de 12 cylindres, réparties en : 6 cylindres

d’alcool (éthanol 100°) pour déshydrater les échantillons (étape de déshydratation), 4 cylindre

de xylène pour les purifier d’alcool (étape d’éclaircissement) et 2 cylindres de paraffine

xyléne pour éliminer le xylène, chaque bain prend 1h30 dans chaque cylindre (Figure 06) ;



Chapitre III Matériel et méthodes

27

Figure 08 : Les étapes d’inclusion par l’automate (CHU de Bejaia, 2014)

III-8-4- Enrobage à la paraffine et confection des bloque

Une fois les coupes sont réalisées, les cassettes sont immergées dans deux bains

successifs de paraffine liquide pour que cette dernière s’infiltre dans les échantillons. Ainsi

elles sont protégées contre l’humidité et le dessèchement. (Figure07). Après leur enrobage, les

casettes sont incubées a basse température jusqu’à refroidissement de la paraffine. Le

refroidissement permet l’obtention d’un bloc pour chaque prélèvement. La coupe du bloc de

paraffine au microtome permet de réaliser une coupe très fine de 3 à 5 µm d’épaisseur pour

chaque prélèvement et d’éviter les superpositions cellulaires. La coupe est déposée et collée

sur une lame en verre puis on laiss sécher à l’étuve.

Figure 09 : Distributeur de paraffine à gauche et réalisation des coupes au microtome LEICA

RM 2145 à droite réalisé à l’hôpital Frantz fanon de Bejaia.
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III-8-5- Déparaffinage et coloration

Les lames sont baignées dans 02 bains successifs de Xylène pendant 5 min chacun,

suivi de 02 bains successifs d’éthanol à 90% pendant 3mn chacun, puis rincées à l’eau.

Les lames sont ensuite mises dans un bain d’hématoxyline pendant 3 min, suivi d’un

bain d’éosine pendant 5 min, et rincée dans deux bains successifs d’éthanol à 90%, puis

laissée sécher.

III-8-6- Visualisation microscopique

La visualisation microscopique est réalisée à l’aide d’un microscope optique doté d’un

appareil photo « LEICA EC3 » qui nous a permit d’obtenir les photos des différents

prélèvements.
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V-I Résultat et discussion

VI-1-Taux d’extraction

Une macération a été réalisée sur la poudre des feuilles de Rhamnus alaternus avec le

méthanol, après extraction de 20 g de l’échantillon et évaporation du solvant du filtrat. On a

obtenu un extrait sec ayant un poids de 3.66 g ce qui correspond à un rendement de 18.3%. Ce

rendement est beaucoup plus élevé par rapport à celui obtenu par Ljubuncic et ses

collaborateurs (2005) en utilisant comme solvant l’eau distillé qui est de l’ordre de 8%.

Cette différence peut être due à plusieurs facteurs, le taux d’extraction des composés

phénoliques à partir d’une matière végétale peut être influencé par leur nature chimique, la

nature du solvant, la méthode d'extraction utilisée, le diamètre des particules, le milieu de

culture ou la provenance de l’échantillon et du temps de macération.

VI-2-Analyses phytochimiques

VI-2-1- Teneur en polyphénols totaux

La détermination de la teneur en polyphénols totaux de l’extrait méthanolique de

Rhamnus alaternus, a été réalisée selon la méthode utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu.

Apres l’addition de la solution de monohydrate carbonate de sodium et le réactif de Folin

Ciocalteu, une couleur bleu est obtenu. Cette coloration varie en fonction de la concentration

de l’extrait de la plante.

La quantité des polyphénols correspondante a été rapportée en équivalent gramme

d’acide gallique et montre que l’extrait méthanolique de R. alaternus contient environ 97.46 ±

1,34 mg EAG/g d’extrait sec.

VI-2-2- Teneur en flavonoïdes totaux

Le dosage des flavonoïdes a été réalisé selon la méthode au trichlorure d’aluminium

(AlCl3) et l’étalon été la quercétine. Après l’addition d’AlCl3 et incubation une couleur

jaunâtre est obtenue dont l’intensité est proportionnelle à la concentration de l’extrait de la

plante.

La teneur en flavonoïdes montre que l’extrait méthanolique de R. alaternus contient

environ 44 .98±0.72 mg EQ/g d’extrait sec. Ces résultats obtenus sont nettement inferieures

au résultat trouvé par Ben Ammar et ses collaborateurs (2007), qui ont démontré que

l’extrait méthanolique des feuilles de R. alaternus de Tunisie contient environ 283±11mg EQ
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/g. Cette différence pourrait s’expliquer par la région dans laquelle la plante est cultivée, la

méthode de dosage ainsi que la période de la récolte.

IV-3-Evolution de la glycémie

Les résultats de l’effet antidiabétique de l’extrait méthanolique des feuilles de R.

alaternus sur des souris diabétiques durant 20 jours de traitement à des doses quotidienne de

200 et 400 mg/kg/jour de poids corporel sont illustrés par la figure 08.

Figure 10 : Evolution de la glycémie. Les résultats sont exprimés en moyenne ± SEM

L’analyse des résultats montre une diminution progressive de la glycémie chez les

souris diabétique traités par l’extrait méthanolique des feuilles de R. alaternus à une dose de

200 mg/kg/jour de 4.55g/L jusqu’à 0.89g/L à la fin du 15 eme jour. Ce taux de glycémie

remonte pour atteindre 2.36 g/L. au 20ème jour.

Au 5ème jour de traitement, la glycémie des souris traitées (200 mg/kg/jour) est

l’égerment inférieure à celle des souris diabétique non traitées (3.12g/L contre 3.26g/L), mais

reste relativement élevé par rapport à celle des souris traitées avec un hypoglycémiant

(glibenclamide) qui est de l’ordre de 1.60 g/L. Comparant les taux de glycémie entre le

groupe IV (200 mg/kg/jour) et le groupe I (témoin normal), on constate une grande différence

entre les deux groupe (figure 08). Au 10ème et 15ème jour, la glycémie reste relativement élevée

(1.76 et 0.89 g/L respectivement) par rapport à celle des souris normales (groupe I) (0.77 et
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0.59 g/L), mais très inferieure par rapport à celles des diabétiques non traitées (groupe 02)

(3.15 et 3.16 g/L) et traitées avec glibenclamide (groupe 03) (2.08 et 3.11 g/L).

Juste après 5 jours de traitement avec 400mg/kg/jour de l’extrait, on remarque la

diminution de la glycémie de 3.15g/L jusqu’à 1.49g/L. Cependant, cette valeur reste

supérieure à celle des souris normales (0.85g/L), mais inférieure à celle des souris contrôles

(3.26g/l) et très proche de celle des souris traitées avec glibenclamide (1.60g/L). A partir du

10ème jour, la glycémie augmente à nouveau pour atteindre une valeur de 3.59g/L au 15ème

jour dépassant ainsi celles des souris normales, contrôles et diabétiques traitées par

glibenclamide (0.77g/L, 3.14g/L et 2.08g/L). A la fin de cette étude (20ème jour), on constate

que la glycémie diminue à nouveau jusqu’à 2.42g/L, mais qui est tout à fait supérieure à celle

des souris normales (0.87g/L), et inferieure par rapport au contrôles (5.16g/L) et au groupe

traité par glibenclamide.

Le traitement de souris diabétiques par glibenclamide provoque une diminution de la

glycémie juste après 05 jours (1.60g/L). Ce taux de glucose sanguin remonte graduellement

pour atteindre une valeur de 3.47g/L au 20ème jour. Ce taux reste supérieur au souris normales

et inferieure au contrôle tout au longue de cette étude.

L’administration orale quotidienne durant 20 jours de l’extrait méthanolique des

feuilles de R alaternus à une dose de 200mg/kg/jour pour des souris rendues diabétiques par

la streptozotocine, provoque une réduction importante de la glycémie. Cette réduction est

éventuellement due à la régénération des cellules pancréatiques, la stimulation de la sécrétion

de l’insuline ou par son action favorisant la glycogénogenèse et /ou inhibitrice de la

néoglucogenèse hépatique ce qui diminue la libération de glucose par les cellules hépatocytes.

L’augmentation de la glycémie à la fin de cette étude pourrait être due soit à l’inefficacité du

traitement pendant les 05 derniers jours, soit à la variation des facteurs externes tels que le

stress, la période entre le dosage de la glycémie de chaque souris et la duré de jeun.

Le traitement des souris diabétiques par glibenclamide (20 mg/kg/jour) s’avère

inefficace malgré son action sécrétrice de l’insuline à une dose de 2.5mg/kg/jour apporté par

Silva et al. (2002). Cela s’explique par l’état physiologique des souris, dont la quasi-totalité

de leurs pancréas a été détruit par la streptozotocine en induisant une hypo-insulinémie

sévère.
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IV-4- Variation de poids corporel

Le poids est l’un des plus importants paramètres qui nous renseigne sur l’apparition et

l’évolution du diabète à cause de sa relation directe avec le métabolisme lipidique. Pour cela

on a suivi cette variation durant toute la période de traitement des souris.

Figure 11 : Evolution pondérale durant 20 jours de traitement. Les résultats sont exprimés en
moyenne ± SEM

D’après les résultats, on remarque que le poids des souris normales, diabétiques non

traitées et celle traitées avec le glibenclamide reste stable avec de légère fluctuations non

significative durant toute la période de traitement.

Concernant la dose de 200mg/kg/jour, on constate une diminution du poids corporel

de plus de 5 g au cours des 05 premier jours du traitement (29.67g à 24.33g). Du 5ème jour

jusqu’au 20 ème jour, le poids des souris reste pratiquement stable durant toute cette période de

traitement (24.33g au 5ème jours et 23.33g au 20 ème jour), ce qui correspond à une diminution

d’environ 22% du poids corporel à la fin de l’expérimentation.
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Le groupe traité par 400mg/kg/jour d’extrait ne présente pas une grande variation du

poids corporel tout au long de cette étude (23.67g au jour 05, 23.33g au 10ème jour et 23.67g

au 20ème jour).

La diminution observée du poids corporel des souris diabétiques par rapport au

témoin, qui est due probablement à l’induction de diabète avec la streptozotocine est associé

au caractéristiques de perte de poids et à l’augmentation de l’atrophie musculaire (Chatterjee

et al., 2002). Le traitement des souris diabétiques par l’extrait méthanolique des feuilles de

Rhamnus alaternus à des doses de 200 et 400 mg/kg/jour, montre une légère diminution

durant les 05 premiers jours de traitement suivi d’une stabilité durant les 15 jours suivant.

Cela pourrait s’expliquer probablement par le pouvoir de l’extrait à stimuler la

glycogénogenèse musculaire et /ou l’inhibition de la glycogénolyse musculaire et lipolyse

dans les tissus adipeux.

IV-5- Quantité de nourriture consommée

La quantité de la nourriture consommée par les souris étudiées est l’un des paramètres

mesurés durant notre travail. En fait, la polyphagie constitue un symptôme crucial du diabète.

Ce paramètre nous renseigne essentiellement sur le rétablissement de la sécrétion de l’insuline

ainsi que le degré de l’utilisation de glucose par les cellules. En raison d’une utilisation

réduite de glucose par les cellules lors d’une carence aigue en insuline ainsi que son

élimination via les tubules rénaux, l’apport d’alimentation augmente pour compenser le

manque d’énergie (Bouglé et Annane, 2009).

Figure 12 : Quantité de nourriture consommée. Les résultats sont exprimés en moyenne ±

SEM
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La figure 10 représente l’influence d’un traitement de 20 jours par l’extrait

méthanolique des feuilles de Rhamnus alaternus L. sur le taux de consommation journalière

de nourriture chez des souris sains et des souris rendus diabétiques par STZ.

(I) Groupe IV (200 mg/kg/jour) : Les résultats obtenus montrent que la quantité de la

nourriture consommée durant les 05 premiers jours par le groupe de souris diabétiques traitées

par 200 mg/kg/jour de l’extrait (18,67g ± 5) est supérieure à celle consommé par les souris

normal (11,36g ± 6,44), des souris diabétiques (15,5g ± 1) ; Mais reste inférieure à celle

consommée par les souris traités par le glibenclamide (21, 31± 1,86). Notant aussi que ce

dernier est le groupe qui a consommé plus de nourriture par rapport aux autres groupes.

Apres 10 jours de traitement la quantité de la nourriture chute pour le groupe traité par

200 mg/kg/jour de l’extrait (11,25g ± 2,52) ; une quantité qui est proche de celle de groupe

témoin (non diabétique) et largement inférieure à celle consommé par le groupe de souris non

traité et traité par glibenclamide (21,75g±2,06 et 21,54g±4,15 respectivement). Au 15ème jour,

cette quantité a légèrement augmenté (16,5g ± 1,79), contrairement à la quantité consommée

par le groupe témoin qui a gardé presque le même comportement alimentaire durant toute la

période de l’expérimentation. Au dernier jour de l’expérimentation (20ème jour) la quantité de

la nourriture consommé est maintenu presque stable (16,25g ± 4,33), mais reste toujours

supérieure à celle consommée par le groupe témoins est inférieure à celle consommée par le

groupe control et celle du groupe traité par glibenclamide.

L’augmentation de la quantité de la nourriture consommée (polyphagie) au début de

l’expérimentation (symptôme de diabète type 2) est le résultat d’un déficit quasi-total en

insuline, dont le rôle est la capture et l’utilisation de glucose par les cellules de l’organisme,

ce qui provoque un manque d’énergie, (manque d’utilisation de glucose et son échappement

au niveau des tubules rénaux). Donc l’apport d’alimentation augmente pour compenser le

manque d’énergie (Bouglé et Annane, 2009). La chute de la quantité de la nourriture après

10jours de traitement peut être expliquée par la présence d’une hyperglycémie durant cette

période, et que le taux de glucose est maintenu dans le sang jusqu’à son utilisation

(Perlemuter et al., 2000). Le ré augmentation de la quantité consommée après 15 jours et qui

persiste jusqu’à la fin de traitement est dû probablement à la diminution de taux de la

glycémie durant cette période.
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(I) Groupe V (400 mg/kg/jour) : Les résultats obtenus, montrent que la quantité de la

nourriture consommée par le groupe diabétique traité par l’extrait à une dose de 400

mg/kg/jour est maintenu presque stable durant les 10 premiers jours (11,33g ± 1.53 au 5ème

jour et 11,75g ± 1.53 au 10ème jour). Au 15 ème jour de traitement, cette quantité a augmenté

jusqu’à 15,38g ± 3,76. A la fin de l’expérimentation (20ème jour), on note que la quantité de la

nourriture consommée a baissé de nouveau (11,63g ± 1.71). Cette quantité reste proche à celle

consommée par le groupe de souris non diabétique, mais toujours inférieur à celle consommé

par le groupe contrôle est diabétique traité par glibenclamide.

Ces résultats montrent que les souris témoins et les souris diabétiques traités par 400

mg/kg/jour de l’extrait, ne présentent pas de polyphagie durant cette période du traitement.

Cela s’explique probablement par l’hyperglycémie modérée observée chez ces souris. Le

glucose est maintenu dans le sang jusqu’à son utilisation, malgré son oxydation lente par les

cellules, et cela, en raison de sa concentration plasmatique qui n’a pas encore atteint le seuil

rénal, où il sera éliminé dans les urines. L’élimination de glucose via les tubules rénaux,

provoque un gaspillage d’énergie, ce qui se traduit par un besoin abusif de l’apport de

nourriture (polyphagie) (Perlemuter et al., 2000).

IV-6- Le volume d’eau consommé

Le volume d’eau consommé durant la période de traitement est mesuré

quotidiennement vu que la polydipsie est un symptôme du diabète sucré, et qui reflète

l’efficacité des extraits testés, en effet la présence d’une polydipsie considérable durant la

période de traitement, est forcément due à la diminution de l’insulinémie, et la disparition de

ce phénomène s’explique par le rétablissement de taux du glucose plasmatique.

(I) Groupe IV (200 mg/kg/jour) : La figure 11 montre que le volume d’eau consommé par le

groupe traité par 200 mg/kg/jour de l’extrait durant les 10 premiers jours est élevé par rapport

à celui consommé par les autres groupes témoin, control et diabétiques traité par

glibenclamide (30.35ml contre 7.33, 25,22 et 21ml respectivement). Au 15 ème jour, on

remarque que le volume d’eau consommé par ce groupe représente le volume le plus élevé

durant toute l’expérimentation par rapport à tous les autres groupes. Au 20eme jour, on

constate que ce groupe reste toujours le plus consommateur d’eau, mais avec un taux réduit

par rapport au précédent dosage. Les souris traitées par la dose de 200 mg/kg/jour, montrent
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une polydipsie importante qui dépasse celle présentée par les souris témoin, diabétiques non

traités, et traitées par glibenclamide.

Figure 13 : Quantité d’eau consommée. Les résultats sont exprimés en moyenne ± SEM.

(I) Groupe V (400 mg/kg/jour) : Suite aux résultats obtenus, on remarque que le volume

d’eau consommé par ce groupe est maintenu stable durant les 10 premiers jours de traitement

(19 ml), un volume qui est amplement supérieure à celui consommé par le groupe témoin

(7,33ml ± 1,56) mais qui demeure inférieure à celui consommé par le groupe de souris control

et diabétique traité par glibenclamide. Durant les 10 derniers jours de traitement, une légère

augmentation de volume d’eau consommé a été remarquée, et à la fin du traitement, on

constate que le volume d’eau consommé par ce groupe est équivalent à celui consommé par le

groupe contrôle (24 ml).

Malgré la variation du taux de glucose dans le sang durant la période du traitement, les

souris traitées par 400 mg/kg/jour de l’extrait ont montré une polydipsie progressive durant la

période de traitement, cependant, elle reste moins importante par rapport aux souris traité avec

200 mg/kg/jour.
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La polyurie qui est dû à la consommation excessive d’eau (polydipsie) est l’un des

symptômes principaux du diabète sucré qui est le résultat d’une hyperglycémie causée

essentiellement par un déficit en insuline (Silbernagl et Lang, 2002). D’ailleurs c’est ce que

nous avons constaté tout au long de cette étude concernant les groupe diabétique ou on a du

changer la litière quotidiennement pour garder de bonne conditions hygiénique.

La polydipsie résulte de deux mécanismes ; une baisse de la pénétration cellulaire de

glucose ; et en même temps que cette barrière apparaît, la production de glucose par le foie est

augmentée (accroissement de la néoglucogenèse et de la glycogénolyse). La glycosurie est

conséquence de l’hyperglycémie dés lorsque le seuil rénal du glucose est dépassé. Une

molécule de glucose entraîne avec elle plusieurs molécules d’eau, ce qui explique la polyurie

et la polydipsie compensatrice qu’elle entraîne (Silbernagl et Lang, 2002).

IV-7- Dosage des paramètres lipidiques sanguins

Les paramètres lipidiques sanguins des différents groupes ont été déterminés après 20

jours de traitement. Les résultats sont exprimés en moyenne de trois dosages ± l’écart-type.

Les résultats sont montrés dans les tableaux III.

Tableau III : Dosage des paramètres lipidiques sanguins après 20 jours de traitement

lot CT (mg/dl) TG (mg/dl) HDL (mg/dl) LDL (mg/dl)

Nor 149.79 ± 29.25 207.76 ± 61.35 46.64 ± 15.29 57.13± 33.42

Contr 225.46 ± 22.97 151.26 ± 34.26 80.11 ± 35.66 104.95± 20.93

Lot 200 161.40 ± 6.99 221 ± 34.97 53.33 ± 32.16 70.49 ± 37.36

Lot 400 159.18 ± 72.23 151 ± 27.65 57.39±20.48 69.61± 53.95

Chez les souris diabétique, on remarque que l’injection de la STZ a provoqué une

augmentation de la concentration sérique de cholestérol totale (225.46 mg/dl contre149.79

mg/dl), et de HDL (80.11 mg/dl contre 46.64 mg/dl) et même de LDL (104.95 mg/dl contre

57.13mg/dl). Et une diminution de taux de triglycéride (151.26 mg/dl contre 207.76 mg/dl).

Les résultats montrent, que les concentrations sériques de cholestérol (161.40 mg/dl

et159.18 mg/dl), de triglycéride (221 mg/dl et151 mg/dl) et de HDL (53.33 mg/dl et 57.39

mg/dl), et même de LDL (70.49 mg /dl et 69.61mg/dl) sont respectivement très voisines chez

les souris diabétiques traitées par l’extrait méthanolique à une dose de 200 mg/kg /jour et 400

mg/kg/jour. Ces résultats sont similaires à celle de témoins.
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L’effet de l’extrait méthanolique sur la diminution du taux de cholestérol plasmatique,

revient peut être à la stimulation de la sécrétion de l’insuline, cette dernière agit également en

activant la LCAT (Lecithin Cholesterol Acyl Transferase), une enzyme responsable du

transfert de cholestérol libre en cholestérol estérifié qui migre au centre de la lipoprotéine

(HDL), ce qui favorise la diminution de sa concentration plasmatique (Arii et al., 1997).

La diminution de taux de LDL (mauvis cholestérol) des souris diabétiques traites

avec les deux doses (200 mg/kg/jour, 400mg/kg/jour) de l’extrait méthanolique des feuilles de

R alaternus, nous permet de constater que cet extrait a un bon effet de réduire le taux de

mauvis cholestérol.

IV-8-Effet de l’extrait méthanolique de rhamnus alaternus sur la tolérance au glucose :

A partir de ces résultats obtenus, on constate qu’après 30 minutes de l’administration de

glucose 2g/kg, une forte augmentation de la glycémie chez les souris non traitées (CNTL),de

2.88g/L à plus de 5.22g/L a été observé . en suite, la glycémie déminue.

Les résultats de l’évaluation de la tolérance au glucose chez des souris diabétiques

traitées par l’extrait méthanolique de R alaternus à une dose de 200mg/kg et 400mg/kg sont

illustrés dans la figure 12.

Figure 14 : effet de l’extrait méthanolique sur la tolérance de glucose (OGTT) à une

concentration de 2g/kg.
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A partir de ces résultats obtenus, on constate qu’après 30 minutes de l’administration

du glucose (2 g/kg), une forte augmentation de la glycémie chez les souris non traitées

(CNTL), de 2.88 g/L à plus de 5.22 g/L. Ensuite, la glycémie diminue de 4.50g/L (60

minutes) à 3.94g/L (120minutes), puis à 3.50 g/L (180minutes).

Chez les souris traitées par l’extrait méthanolique de R alaternus à une dose de 200

mg/kg/ le taux du glucose sanguin a augmenté considérablement de 3.93g/L à 5.08 g/L pour

après 30 minutes de l’administration du glucose, à la différence de la glycémie des souris

traitées par l’extrait méthanolique à une dose de 400 mg/kg où leur glycémie n’a pas connu

une grande élévation (3.88 g/L à 4.21g/L).

Après 60 minutes le taux de glucose des souris traitées avec une dose de 200mg/kg

d’extrait à diminué pour atteindre 4.66g /L. chez les souris traitées avec 400mg/kg, cette

diminution est beaucoup plus importante puisque elle a atteint 3.16g/L après le même

intervalle de temps.

Après la 120eme minutes et 180eme minutes, le taux de la glycémie des souris traitées

que ce soit par la dose 200 mg/kg ou 400mg/kg continue à diminuer pour atteindre

respectivement, 3.50 g/L et 2.83g/L pour la dose de 200 mg/kg et 1.96g/L et 0.96g/L pour la

dose 400 mg/kg.

Pour les souris traitées par glibenclamide (20 mg/kg), leur glycémie augmente

légèrement après 30 minutes de l’administration du glucose (de 2.70 g/L à 4.64g/L),

commence à diminuer a partir de 60eme minutes pour atteindre sa valeur minimale après 180

minutes (2.30g/L).

Les résultats obtenus montrent que l’extrait méthanolique des feuilles de R alaternus à

une dose de 200 mg/kg et 400 mg/kg a un effet considérable sur la diminution de la glycémie

postprandial durant les 180 premières minutes qui suivent la prise d’une dose de glucose de

2g/kg.

On constate aussi que c’est la dose de 400mg/kg qui a un meilleur effet par rapport à

la dose de 200mg/kg. Cela s’explique probablement par l’effet de cet extrait à augmenter

l’utilisation de glucose par les cellules. Cet effet insulino-mimétique peut se produire par

plusieurs mécanismes, le plus important serait l’effet insulinosécrétaguogue. Autrement dit,

cet extrait exerce son action anti-hyperglycémiante en stimulant la sécrétion de l’insuline, qui

agit à son tour en réduisant la glycémie. (Bakirel et al., 2008).
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IV-9-Etude histologique du pancréas

Notre étude a été réalisée sur deux souris de chaque groupe choisis aléatoirement.

Les figures (13) représente des coupes histologiques du pancréas colorées avec l’hématéine

éosine réalisées après 20 jours de traitement avec 200 et 400 mg/kg/jour de l’extrait

méthanolique de R. alaternus; lot I (témoin), lot II (control), lot IV (200 mg/kg/jour) et lot V

(400 mg/kg/jour).
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Figure 15 : Coupe histologique du pancréas (A) lot témoin Gx10 ; (B) lot control Gx10 ; (C)

200mg/kg/jour Gx100 et (D) 400 mg/kg/jour Gx100
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Discussion des coupes histologique

Le pancréas est une glande mixte, exocrine et endocrine. La partie exocrine est

constituée d'unités sécrétrices, les acinus, munis de canaux excréteurs. La partie endocrine est

constituée par les îlots de Langerhans dispersés au milieu des acinus.

La figure (A) représente une coupe histologique de pancréas d’une souris du lot

témoin (normal), colorées par l’hématéine/éosine, on peut constater la présence de plusieurs

amas de cellules pancréatiques sécrétrices de l’insuline (cellules β de Langerhans), mais les 

acinus sont pas claires à cause de grossissement réduit (G10).

La figure (B) montre l’image d’une coupe histologique de pancréas d’une souris du lot

control (diabétique non traité). On constate sur cette figure qu’il y’a une absence des ilots de

Langerhans, sauf l’apparition des restes de certains débris et cela est dû à l’effet destructeur

de la streptozotocine sur les cellules β pancréatique. 

La figure (C) représente l’image d’une coupe histologique de pancréas d’une souris de

lot traité par l’extrait méthanolique de R. alatrenus (200mg/kg/jour). Sur cette figure, on

remarque qu’il y’a un seul ilot des cellules β de Langerhans qui commence à se régénérer. 

Cela est surement dû à l’effet de l’extrait méthanolique administré durant la période de

traitement.

La figure (D) montre l’image d’une coupe histologique toujours, de pancréas d’une

souris de lot traité par l’extrait méthanolique de R. alaternus (400mg/kg/jours). Sur cet

échantillon, on remarque la présence de plusieurs îlots des cellules β de Langerhans qui sont 

en cours de croissance et de développement, ce qui signifie que la dose de 400 mg/kg/jours

provoque une régénération beaucoup plus importante par rapport à celle observée au niveau

du lot traité par 200mg/kg/jours de l’extrait.
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En Algérie, la médecine traditionnelle est largement répandue et tient une place

majeure dans le traitement du diabète. Sachant que le diabète constitue un véritable fléau en

Algérie, le nombre d’études en matière de recherche de nouvelles molécules capable de

prévenir ou même de retarder l’apparition des complications liées au diabète, reste très

limitée.

L’ensemble de nos résultats a permis de souligner les effets bénéfiques de

l’administration de l’extrait méthanolique des feuilles de Rhamnus alaternus L. que ce soit

dans la diminution de la glycémie ou dans le profil lipidique.

Le groupe de souris soumises à un traitement par l’extrait méthanolique des feuilles de

R. alaternus à une dose de 200 mg/kg/jour présente une diminution importante de la glycémie

durant la période de traitement, la dose 400 mg/kg présente une meilleure efficacité de

réduction de la glycémie post prandiale avec le teste de tolérance au glucose OGTT.

Tous les groupes de souris soumis à un traitement par l’extrait méthanolique des

feuilles de R. alaternus à une dose de 200 mg/kg et 400 mg/kg, présentent une stabilité, voire

une légère diminution, du poids pendant la première semaine du traitement et cela est du

probablement à sa stimulation de la glycogénogenèse musculaire, et son effet inhibiteur de la

lipolyse.

L’étude de l’effet de l’extrait méthanolique de Rhamnus alaternus sur le profile

lipidique des souris diabétiques, a montré que cet extrait diminue le taux du cholestérol total

et de LDL.

L’analyse des coupes histologiques de pancréas des souris traitées avec l’extrait

méthanolique de R. alaternus, a révélé une apparition des ilots de langerhans. Ces résultats

indiquent que l’extrait méthanolique de Rhamnus alaternus est efficace pour la régénération

des ilots de langerhans.

Enfin, il ressort du présent travail que le Rhamnus alaternus L. est un produit

effectivement intéressant et riche en possibilités thérapeutiques. Nos résultats sont

remarquables car ils ouvrent dans le future des perspectives expérimentales qui devraient nous

permettre d'identifier clairement les molécules impliquées dans l'effet hypoglycémique et

hypolipidémique de Rhamnus alaternus L. et d'avancer vers une meilleure connaissance du

(des) mécanisme(s) moléculaire(s) intervenant dans les effets pharmacologiques observés.

Cependant, ces résultats doivent être pris avec précaution, notamment après l’alerte

donnée par l’association algérienne de diabétologie concernant le recours abusif aux plantes

médicinales et les conséquences graves qu’elles peuvent engendrer, notamment l’amputation

des pieds.
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Annexe I : les courbes d’étalonnage utilisées pour le dosage des polyphénols totaux et les flavonoïdes.

Figure I : Courbe d’étalonnage pour le dosage des polyphénols totaux en utilisant l’acide
gallique.

Figure II : Courbe d’étalonnage pour le dosage des flavonoïdes en utilisant la quercétine.
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Annexe II : Fiches techniques de la composition des réactifs du dosage des paramètres

Lipidiques sanguins

Fiche technique N° 1

Réactif pour le dosage du cholestérol total

R1

Buffer

PIPE pH 6.9 90 mmol/L

26 mmol/L

R2

Enzyme

Cholestérol estérase (CHE) 300 U/L

Cholestérol oxydase (CHOD) 300 U/L

Peroxydase (POD) 1250 U/L

4-Aminophenazone (4-AP) 0.4 mmol/L

CHOLISTEROL CAL Cholestérol primaire standard aqueux 200mg/dL

Fiche technique N° 2

Réactif pour le dosage des triglycérides

R1
Buffer

GOOD pH 7.5 50 mmol/L
P-chlorophenol 2 mmol/L

R2
Enzymes

Lipoprotéine lipase (LPL) 150000 U/L
Glycerokinase (GK) 500 U/L
Glycero-3-oxidase (pod) 2500 U/L
Peroxidase (POD) 440 U/L
4-Aminophenazone (4-AP) 0.1 mmol/L
ATP 0.1 mmol

TRIGLYCERIDESCAL Triglycérides aqueux standard primaire 200 mg/dL
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Annexes III : Fiches techniques de la composition des produits utilisés lors de la préparation

des coupes histologique

Fiche technique N° 1 : Eau gélatiné 0,4 % (Martoja, 1967)

La solution est homogénéisée sous agitateur sur une plaque chauffante

Fiche technique N° 2 : Hématoxyline de Groat : préparation à froid

Solution A
Acide sulfurique concentré 0,8ml

Alum de fer 1g

Eau distillée 50ml

Solution B
Hématoxyline 0,5g

Alcool 90° 50 ml

Gélatine en poudre 0,4 g

Eau distillée 100 ml
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Résumé

L’objectif de la présente étude est de maitre en évidence, les effets des extraits

méthanoliques des feuilles de Rhamnus alaternus L. à différentes doses 200 mg/kg/jour et

400mg/kg/jour, chez des souris souches swiss albinos rendues diabétiques par injection de la

streptozotocine. L’analyse phytochimique a montré leur richesse en composés phénoliques

( flavonoidiques).

Durant les 20jours de l’expérimentation, une stabilité du poids était observée avec

quelques variations chez les deux groupes traités. L’administration de l’extrait a montré un

effet antihperglycémique qui a été confirmé par un test complémentaire ; test de tolérance au

glucose et un effet antidiabétique confirmé par la régénération des ilots de langerhans en

effectuant des coupes histologiques de pancréas.

Mots clés : activité antidiabétique, Rhamnus alaternus L. streptozotocine, hyperglycémie,

Summary

The objective of this study is to highlight master, the effects of methanol extracts of

the leaves of Rhamnus alaternus L.different doses 200 mg/kg/day, and 400 mg/kg/day, in

strains swiss albino mice made diabetic by injection of streptozotocine. Phytochemical

analysis showed their high phenolic compounds (flavonoid).

During 20 days of the experiment, a stable weight was observed with some variations

in both treatment groups. The administration of the extract showed a anthyperglycémique

effect was confirmed by an additional test; test glucose tolerance, and antidiabetic effect,

confirmed by the regeneration of islets of Langerhans in performing histological sections of

pancreas.

Keywords: anti-diabetic activity, Rhamnus alaternus L, streptozotocine, hyperglycaemia.
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