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Résumé

Résumé

Au cours du diabete, le stress oxydant et les anomalies lipidiques sont fréquents,
prononcés et représentent des facteurs importants en cause dans le développement des
complications liées au diabete. Plusieurs métabolites secondaires isolés de plantes ont
montré une activité antioxydante et une capacité de prévenir les effets toxiques du stress
oxydant au cours du diabéte. Donc I’objectif de cette étude est la recherche de I’effet
antidiabétique de deux espéces locales Ruta chalepensis et Béta vulgaris var cicla chez des
rats males Wistar recevant un régime alimentaire pauvre en zinc.

Les résultats obtenus dans la présente étude ont montré clairement que la
streptozotocine a induit chez 1’animal un diabéte caractéris€ par des perturbations
métaboliques (glucidiques, protéiques et lipidiques), modifications de statut du zinc, une
élévation des marqueurs du stress oxydant avec une diminution du systéme de défense
antioxydant et des altérations histologique du pancréas.

Cependant, la carence en zinc dans lalimentation a provoqué un
déficit pondéral, et une diminution de la concentration du zinc dans les différents tissus.
Ainsi I’insuffisance du zinc a induit une augmentation significative de la concentration
sérique du glucose, des lipides totaux, des triglycérides, de l'urée, de la créatinine, de
I'acide urique avec une diminution de la concentration sérique des protéines totales. De
plus, Pactivité des transaminases (TGO, TGP) est augmentéee. En outre, la carence en zinc
a augmenté le stress oxydatif qui traduit par une augmentation de la teneur de
malondialdéhyde (MDA), une diminution de taux du glutathion réduit (GSH) et de
I’activité du glutathion peroxydase (GSH-Px) et du glutathion-S-transférase (GST), Ainsi
que I’histologie du pancréas de ces rats a montré une nécrose au niveau des ilots de

Langerhans conduisant a leur disparition totale.

Par contre, I’administration orale de 1’extrait méthanolique de Ruta chalepensis et de
Béta vulgaris a entrainé une nette amélioration des parameétres biochimiques, de statut du
zinc et du statut antioxydant
En conclusion, les résultats ont montré que les deux plantes (Ruta chalepensis et Béta
vulgaris) sont doués d’une activité antidiabétique remarquable. De ce fait elles peuvent
constituer une ressource naturelle pour les futures études sur le diabéte sucré et ses
complications.

Mots clés: Béta vulgaris, Ruta chalepensis, zinc, diabéte, stress oxydatif.
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Abstract

Abstract

In diabetes, oxidative stress and lipid abnormalities are common, so they are
important factors in the development of diabetes-related complications. Several
secondary metabolites isolated from plants have shown antioxidant activity and ability
to prevent the toxic effects of oxidative stress in diabetes. So the objective of this
study is to investigate the antidiabetic effect of two local species, Ruta chalepensis

and Beta vulgaris var cicla, in male Wistar rats fed on low zinc diet.

The results obtained in the present study have clearly shown that the
administration of streptozotocin resulted in a diabetes which characterized by
metabolic disturbances (carbohydrate, protein and lipid), changes in zinc status, an
increase in the markers of oxidative stress with a decrease in the antioxidant defense

system and histological changes in pancreas.

Moreover, zinc deficiency in diet had caused a weight loss, and a decrease in
the concentration of zinc in different tissues. Zinc deficiency induced also a
significant increase in glucose concentration, total lipids, triglycerides, urea,
creatinine, uric acid with a decrease of total protein and an augmentation of
transaminases (TGO, TGP) activities. Beside that, low zinc diet had increased
oxidative stress, which characterized by an increase in malondialdehyde content
(MDA), a reduction in reduced glutathione level (GSH), glutathione peroxidase
(GSH-Px) and glutathione-S-transferase (GST) activities. As well as the histology of
the pancreas of these rats showed necrosis in the islets of Langerhans leading to their

approximately total disappearance.

However, oral administration of the methanolic extract of Ruta chalepensis
and Beta vulgaris led to a marked amelioration in biochemical parameters, zinc and

antioxidant status.

In conclusion, the findings indicated that both plants (Ruta chalepensis and
Beta vulgaris) have a remarkable antidiabetic powerfull. so, they can be a natural

resource for future studies on diabetes mellitus and its complications.

Key words: Beta vulgaris, Ruta chalepensis, zinc, diabetes, oxidative stress.
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AGE Advanced Glycation End product
BHT Butylhydroxyanisole

CDNB 1-Chloro2 ,4 di nitrobenzene

DID Diabéte insulino-dépendant
DNID Diabéete non insulino-dépendant.
DPPH 2,2'-diphenyl-1-picrylhydrazyl
DTNB Acide 5,5’ dithiodis-2-nitrobenzoique
EM Extrait méthanolique

EMBV Extrait méthanolique de Béta vulgaris
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EOA Espéces Oxygenées Activees
ERO Espeéce Réactifs de ’Oxygene
GAD Acide Glutamique Décarboxylase.
GLUT2 Transporteur de glucose 2.

GK Goto-Kakizaki.

GSH Glutathion réduit

GSH-Px Glutathion peroxydase

GSSG Glutathion oxydée

GsT Glutathion S transférase

HbAlc Hémoglobine glyquée

HOBr Hypobromique

HOCI Acide hypochlorique.

HDL Lipoprotéines de haute densité
HO’ Radicaux hydroxyles

IC50 Concentration inhibitrice de 507
LDL Lipoprotéine de basse densité
MDA Malondialdéhyde

NO Monoxyde d'azote

102 Oxygeéne singulet

02" Radical superoxyde

OH- Radical Hydroxyle
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Introduction

Introduction

Le diabéte est une maladie considérée par I’OMS comme une épidémie et dont la
prévalence a augmenté de facon trés importante de ces derniéres années. Actuellement, pres
de 285 millions personnes dans le monde sont atteints de diabéte. Selon la fédération
internationale du diabéte (FID), si le taux de croissance actuel se poursuit le nombre total de
diabétiques dépassera les 435 million, d’ici 2030. (Fédération internationale du diabéte,
2015)

Le diabéte sucré n’est pas une maladie homogene. Il s’agit en fait d’un ensemble
hétérogéne de désordres métaboliques caractérisé par la présence d’une hyperglycémie
chronique accompagnée d’une perturbation du métabolisme glucidique, lipidique et
protéique, et résultant d’un défaut de sécrétion d’insuline , de I'action de I'insuline ou de ces

deux anomalies associées (American Diabetes Association, 2017).

La présence de I’hyperzincurie et la basse absorption intestinale du zinc au cours de
diabéte ont approuvé la spéculation que les diabétiques sont plus susceptibles au carence du
zinc (Shahidul et Loots, 2007). Le zinc est un oligo-élément important. 1l est indispensable
a un certain nombre de fonctions biochimiques et physiologiques, il intervient dans l'activité
de prés de 300 enzymes (Wolfgang Maret, 2012 ; Sommer et al., 2018). Il joue également
un réle dans la plupart des métabolismes (glucides, lipides, protéines et acides nucléiques).
Il agit aussi au niveau du métabolisme hormonal, il joue un réle important dans le stockage
et la sécrétion diinsuline. La carence en zinc induit une augmentation des troubles
métaboliques du diabéte et favorise les complications de cette maladie (Fukunaka et
Fujitani, 2018).

Il est maintenant admis que des concentrations elevées en glucose dans les milieux
extra et intracellulaires induisent un stress oxydant défini comme un déséquilibre de la
balance entre les prooxydants et les antioxydants et qui est considéré comme le moteur
mobilisant des différents facteurs pathologiques vers les complications du diabete (Malardg,
2012).

Le traitement de ces complications constitue une des plus grandes préoccupations
scientifiques a travers le monde. Ceci est en vue de trouver de nouvelles solutions pour
prévenir, voir ralentir la survenue des complications organiques et métaboliques résultantes

de I’hyperglycémie chronique.
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Le traitement pharmacologique actuel du diabete est représenté essentiellement par
I’insuline et les hypoglycémiants oraux qui visent a soigner et non a guérir la maladie
(Eddouks et al., 2007 ; Marchand et Thivolet, 2016) en plus, on remarque que 1’utilisation
continue des drogues antidiabétiques synthétiques causes des effets secondaires néfastes et
la toxicité (Hwang et al., 2005; Zhang, 2006;).

Au cours du diabete le stress oxydant peut étre partiellement réduit par les
antioxydants. Une supplémentation par des antioxydants, tel que la vitamine C et E, a été
proposée comme un traitement complémentaire (Bonnefont-Rousselot et al., 2000). Ainsi,
plusieurs métabolites secondaires isolés de plantes ont montré une activité antioxydante et
une capacité de prévenir les effets toxiques du stress oxydant au cours du diabete.

Par conséquent, les plantes médicinales sont largement utilisées, en raison de leur
efficacité, des effets secondaires limités, et des colts relativement bas (Hwang et al., 2005).
Il est aujourd’hui largement reconnu que le monde végétal constitue la source majeure de

médicament grace a la richesse en composés bioactifs (Eddouks et al., 2007).

Plus de 1200 plantes sont utilisées actuellement dans le traitement de diabete, plusieurs
études ont été effectuées pour identifier les composés bioactifs des plantes médicinales et
diététiques responsables de 1’activité hypoglycémique, certains composés sont isolés tel que
. tanins, saponosides, mucilages, alcaloides, oses et holosides. et parmi lesquels les
flavonoides qui sont les principaux composants actifs responsables de diverses activités
biologiques ((Hilal Zaid et al., 2018),).

L’ Algérie, riche par sa biodiversité et son climat, est une plate-forme géographique trés
importante qui mérite d’étre explorée dans le domaine de la recherche de molécules
hypoglycémiantes et/ou antioxydantes originaires de plantes qui ont pour longtemps servi a
une grande tranche de population comme moyen incontournable de médication.
(Kambouche et al., 2009).

C’est pourquoi, nous nous sommes intéressés a étudier les activités pharmacologiques
de P’extrait méthanolique lyophilisé de deux plantes algériennes : Ruta chalepensis et Beta
vulgaris var cicla sur le développement du diabéte chez des rats diabétiques alimentés par

un régime carencé en zinc.

Dans la premiére partie, nous aborderons les différentes connaissances bibliographiques sur

le diabeéte, le stress oxydant, le zinc ainsi que les deux plantes sélectionnées.
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Dans la partie expérimentale, nous développerons dans le premier chapitre le matériel et les
méthodes analytiques utilisées pour le screening phytochimique, I’extraction, le dosage
colorimétrique des polyphénols et des flavonoides, et finalement 1°activité antioxydante et
antidiabétique. Le deuxiéme chapitre sera consacré aux résultats obtenus dans notre étude et

leur discussion. Puis nous terminerons par une conclusion.
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Chapitre I : Le diabéte
1. Définition

Le diabete est une maladie chronique qui survient lorsque le pancréas ne produit pas
assez d'insuline ou lorsque l'organisme n'est pas capable d'utiliser efficacement l'insuline qu'il
produit. Cela se traduit par un taux de sucre éleve dans le sang: on parle d’hyperglycémie
(Cheng et Fantus, 2005 ; Buysschaert, 2012).

Selon ’OMS, un patient est diagnostiqué diabétique lorsqu’il présente une glycémie
supérieure a 1.26 g/l (7 mmol/L), caractéristique a jeun (> 8heurs), confirmée par deux prises
de sang consécutives ou qu’une mesure de I’hémoglobine glyquée est supérieure a 6 %
(Buysschaert, 2012).

L’hyperglycémie chronique liée au diabéte est associée a d’importantes séquelles a long
terme, particulierement a des lésions, des anomalies et une insuffisance de divers organes,
surtout les reins, les yeux, les nerfs, le cceur et les vaisseaux sanguins (I’Association

canadienne du diabete, 2008).

L’insuline est en effet la seule hormone hypoglycémiante de 1’organisme, elle est
produite par les cellules B des ilots de langerhans du pancréas (Capeau et al., 1996). Elle
stimule 1’absorption du glucose sanguin par les tissus dits insulino-dépendants (foie, muscles
squelettiques et tissu adipeux) et son stockage sous forme de glycogene. De plus, elle inhibe
les voies de production hépatique de glucose (néoglucogenese et glycogénolyse) (Denis,
2002). Elle intervient enfin dans la régulation du metabolisme lipidique en inhibant la lipolyse
des triglycérides adipocytaires et en facilitant leur synthése, ainsi que celle de protéines dans
le foie et le tissu adipeux (Capeau et al., 1996). Dans les tissus non insulino-dépendant
comme le cerveau ou la rétine, I’absorption et le métabolisme glucidique sont au contraire
proportionnels a la concentration sanguine en glucose et sont donc plus élevés au cours du
diabéte.
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2. Classification de diabete

2.1. Diabéte de Type 1 : (diabéte insulino-dépendant «DI1D»)

Le diabete de type 1 également appelé diabéte insulino-dépendant (DID) ou diabéte
juvénile, qui touche 10% de diabétiques a travers le monde (Gallagher et al., 2011). Le DID
est caractéris¢é par une production insuffisante d’insuline et exige une administration
quotidienne de cette derniére (Lecompte, 2012). Ce type de diabete prend son origine suite a
une destruction progressive des cellules béta (8) du pancréas qui produisent I’insuline. Cette
destruction est le résultat d’une agression auto-immune impliquant les lymphocytes T,
observée chez des sujets génétiqguement prédisposés. Néanmoins, la composante génétique ne
suffit pas a expliquer la progression de ce diabéte et on reconnait que les facteurs
environnementaux jouent un role certain dans [’établissement d’un diabete de type 1
(MacFarlane, 2009).

» Le diabete de type 1 et auto-immunité

Le diabéte de type 1 c’est une maladie auto-immune conduisant a une destruction
sélective et progressive des cellules B pancréatiques, productrices de 1’insuline (Boitard, 2002
; Thivolet, 2002). Le processus auto-immun des cellules  débute plusieurs années (5 al0 ans
voir plus) avant le début du diabete. L’évaluation de la glycémie suppose une destruction de
807 a 907 des cellules B (Grimaldi et al., 2001).

Cette destruction résulte de la production d’auto-anticorps dirigés contre les antigenes
des cellules B (Boitard, 2002). Elle semble apparaitre chez des sujets génétiquement
prédisposeés, c'est-a-dire possédant des genes de susceptibilité liées au systeme HLA mais le
processus auto-immun serait déclenché par un facteur environnemental encore mal connu
(Boitard, 2002). Il pourrait correspondre a une infection virale (Horwitz, 2002). Ce
processus de destruction entraine une carence en insuline absolue et définitive responsable de
I’apparition d’une hyperglycémie chronique permanente. Le pancréas étant incapable de
produire I’insuline, la survie de ces malades dépend entierement d’injection quotidienne de
cette hormone, d’ou son nom de diabéte insulinodépendant. Ce traitement est associé a un
régime alimentaire en glucose finement contrélé (Grimaldi et al., 2001).

La destruction de la cellule est essentiellement due a une infiltration des flots par des
lymphocytes T helper CD4 et des lymphocytes T cytotoxiques CD8. Ce processus se déroule
a, bas bruit pendant plusieurs années. Au cours de cette réaction des auto-anticorps dirigés

contre certains antigenes pancreatiques sont produits. Ces auto-anticorps n’ont pas en eux-
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mémes de rble pathogene mais sont des marqueurs fiables du déroulement du processus auto-

immun pathologique (Figure 1) (Grimaldi, 2000).
Ces anticorps sont essentiellement au nombre de 4 :

v Auto-anticorps anti-cellules des flots (ICA) : lls sont trés spécifiques du diabéte de
type | et sont détectables chez les sujets jeunes. lls disparaissent par la suite chez la
majorité des patients.

v Auto-anticorps anti-insuline : Ils sont présents avant tout traitement par insuline, a
distinguer de ceux qui apparaissent sous insulinothérapie. On les retrouve en
particulier chez I’enfant et notamment chez les sujets HLA DR4.

v" Auto-anticorps anti-décarboxylase de 1’acide glutamique : Anti GAD présents dans
85% des cas de diabéte de découverte récente.

v Auto-anticorps anti-IA2 : Témoins de I’imminence de la maladie clinique. Le
processus auto-immun est étalé sur plusieurs années avant et apres 1’apparition du
diabéte (Grimaldi, 2003).
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! Figure 1. Mécanisme de destruction auto-immune de la cellule B dans le diabete de type 1
(Pirot et al., 2008)
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2.2. Diabéte de Type 2 : (diabéte non insulino-dépendant «<DNID»)

Ce type de diabéte débute généralement apres I'dge de 40 ans et représente 90% de
I'ensemble des cas mondiaux (Buysschaert et al,. 1998 ; Raccah, 2004) et sa prévalence
augmente avec 1’age (Peter-Riesch et al,. 2002). Il résulte de l'incapacité de l'organisme a
réagir correctement a l'action de l'insuline. L’insuline est soit basse ou soit élevée
(insulinorésistance prédominante ou insulinopénie prédominante) (Calop et al., 2008 ;
Auberval, 2010)

En l'absence de traitement, le diabete se reconnait par une élévation chronique de la
glycémie. Celle-ci s'accompagne parfois par les symptoémes suivants : polydipsie, polyurie, la
fatigue, polyphagie, amaigrissement ou obésité, et des troubles de la conscience aboutissant a
un coma mortel (Sharma et al., 1993 ; Buysschaert et al., 1998 ; Raccah, 2004 : Calop et
al., 2008).

L’hyperglycémie des diabétique de type 2 est la conséquence de deux grands
mécanismes physiopathologiques. Le premier correspond a une diminution de la sensibilité
tissulaire a I’action de I’insuline (insulino-resistance) touchant les tissus périphériques que
sont le muscle, le tissu adipeux et le foie (Dagogo et Santiago, 1997 ; Féry et Paquot, 2005).
Cette résistance découle d’une altération de la signalisation de I’insuline qui toucherait
notamment le nombre de récepteurs a insuline et/ou leur affinité pour ’hormone et le nombre
de transporteurs membranaires dépendants de I’insuline qui permettent I’entrée du glucose
dans les cellules (Dagogo et Santiago, 1997 ; Féry et Paquot, 2005). Le deuxiéme
phénomeéne consiste en une anomalie de I’insulino-sécrétion. La production de I’insuline est
tout d’abord augmentée pour palier son efficacité et 1’hyperinsulinémie permet dans un
premier temps de maintenir une glycémie normale (Féry et Paquot, 2005). Plus la maladie
progresse et plus la sensibilité a I’insuline baisse (Ferrannini et al., 2005). L’hypersécrétion
d’insuline ne suffit alors plus a compenser 1’insulino-résistance ce qui manifeste a la fois par
une hyperinsulinémie et une hyperglycémie. Peu a peu, les cellules B deviennent moins
sensibles au stimulus du glucose. De plus, leur nombre et leur masse diminuent a cause de la
toxicité du glucose. La sécréetion d’insuline finit alors par diminuer et les diabétiques de type 2
deviennent a terme, comme les diabétiques de type 1, insulinopénique (Guillausseau et
Laloi-Michelin, 2003). Avec cette baisse de 1’insulino-sécrétion, I’hyperglycémie se fait plus

sévere. Ces désordres du métabolisme glucidique sont associés a des troubles importants du

L'effet de Ruta chalepensis et de Beta vulgaris sur le métabolisme des carbohydrates et quelques enzymes
du systeme antioxydant chez des rats Wistar diabétiques recevant un régime alimentaire pauvre en zinc



Synthese bibliographique

métabolisme lipidique résultant a une dyslipidémie avec augmentation des triglycérides,
acides gras libres, LDL et baisse du HDL cholestérol (Figure 02) (Verges, 2007).
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2.3. Diabéte gestationnel

Chez certaines femmes enceintes, suite a I’augmentation de 1’insulino-résistance au cours
de la grossesse, des cas de diabétes gestationnels peuvent étre observés. Ces diabétes peuvent
étre contractés au cours du 2éme trimestre de grossesse et surviennent chez environ 4% des
femmes enceintes mais, contrairement aux DT1 et DT2, ils disparaissent apres
I’accouchement. Cependant, il est essentiel de surveiller les cas de diabetes gestationnels car a
long terme, les femmes ayant contracté cette maladie risquent de développer un DT2
(Buchanan et al., 2012).

2.4. Diabétes secondaires

Il existe des diabétes dits secondaires correspondant a des formes plus rares de diabete.
IIs sont dus a des défauts génétiques des cellules B-pancreatiques tels que les diabétes de type
MODY ou de I’action de I’insuline tels que le syndrome de Rabson Mendenhall ou le diabéte
lipoatrophique, des maladies du pancréas exocrines telles que la pancréatite, la néoplasie, la
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fibrose cystique ou encore I’hémochromatose, des endocrinopathies tels que 1’acromégalie,
I’hyperthyroidisme, le syndrome de Cushing, des diabetes induits par des drogues, des

produits chimiques ou encore des infections (Alberti et Zimmet, 1999)
3. Diabéte expérimental

Afin d’étudier 1’étiologie de ce diabéte et en raison de la gravité de ces nombreuses
répercussions métaboliques et dégénératives, [’utilisation de modeles expérimentales
représente autant de voies d’accés dans la compréhension de la genése et la complication de

cette pathologie (Duhault, 1997 ; Frdde et Medeiros, 2008).

Les études visant la mise au point des modeles adéquats de diabéte chez 1’animal, diabete
non insulino-dépendant ont abouti a différents types de modeles obtenus essentiellement chez
le rat (Cefalu, 2006).

L’exploitation de ces modeles de diabete apporte des confirmations en faveur de 1’idée
selon laquelle les anomalies de I’insulinosécrétion et de la sensibilité a I’insuline (Duhault,

1997 ; Rees et Alcolado, 2005).
L’installation du diabete chez les modeles animaux se fait par diverses méthodes :

v Diabeéte induit par des méthodes de génie génétique (Frode et Medeiros, 2008).

v’ Diabéte induits par le régime alimentaire (Malaisse et Sener, 2008).

v Diabéte induit par des substances médicamenteuses (la pentamidine) (Sai and Boillot,
1983).

v Diabete induit par inoculation des virus (Rees et Alcolado, 2005).

<

Diabéte induit chirurgicalement (Shafrir, 1992).

v Diabéte induits par des substances chimiques :

e Diabéte induit par 1’ Alloxane (Lenzen et al., 1996).

e Diabete induit par la cyclophosphamide (Charlton et Bacely, 1989).
e Diabete induit par la Streptozotocine (Hwang et al., 2005).

3.1. Diabéte induit par la Streptozotocine

La Streptozotoine (STZ, 2-deoxy-2-(3-methyl-3-nitrosoureido)-D-glucopyranose) est un
antibiotique anti-tumoral de synthése utilisé en chimiothérapie anti-cancéreuse. Ce

médicament, toxique pour le pancréas endocrine, est indique dans le traitement des
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adénocarcinomes métastatiques des Tlots de Langerhans. Comme les autres agents alkylants la
Streptozotocine inhibe 1’initiation de la synthése de I’ADN et est faiblement active sur la
synthése de protéine et de I’ARN. Le mécanisme de 1’action diabétogéne est encore

incomplétement connu (Hwang et al., 2005).

La Streptozotocine induit un diabete chez I’animal non prédisposée. Les mécanismes
impliqués dans ’agression des cellules § sont toujours sujets a controverse, certains auteurs
plaident en faveur d’une réaction auto-immune a médiation cellulaire, d’autres en faveur
d’une toxicité directe provoquant 1’insulite. L’un des mécanismes proposés, suggere 1’action
de la Streptozotocine au niveau de I’ADN, cette dernicre traverse la membrane des cellules 3
via le transporteur GLUT 2 et cause ’alkylation de L’ ADN. Par Ia suite, la Streptozotocine
induit ’activation de la polymérase (ADP-ribose) et la libération de 1’oxyde nitrique. Le
résultat de cette action est la destruction des cellules  par nécrose cellulaire (Mythili et al.,
2004).

4. Facteurs déclenchant le diabéte

4.1. L hérédité : les différents types de diabete peuvent étre induits par des facteurs
héréditaires donc : la génétique a une action sur la présentation du diabete (Bakour et Sioune,
2007).

4.2. L’obésité : est définit par un exces de la masse adipeuse qui représente le facteur de

résistance de 1’action d’insuline le plus fréquent (Bakour et Sioune, 2007).

4.3. Le stress : le stress peut déclencher un diabete chez certaines personnes predisposées

génétiquement, il entraine :

v L’excrétion des catécholamines qui activent la néoglucogenése et la glycogénolyse.
v' L’augmentation de I’activité de I’hypophyse qui a un effet anti-insuline périphérique.
Ainsi I’effet du stress sur la glycémie peut varier d’une personne a 1’autre (Gribe et

Mersougui, 2009).

4.4. L’age : plus I’age et avancé, plus le risque d’apparition du diabéte et important dans la
population, la sécrétion de 1’insuline par le pancréas s’use chez certaines personne (Gribe et
Mersougui, 2009).

4.5. Les facteurs alimentaires : Le diabéte peut résulter d’une suralimentation et surtout d’un

déséquilibre alimentaire, les modifications des habitudes alimentaires, provoquant une
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augmentation des apports caloriques, accroissement de la consommation de graisse saturée et
de sucre simple ainsi qu’une carence alimentaire favorise 1’apparition du diabéte (Bakour et

Sioune, 2008).

4.6. L’infection virale : le virus Caxsackie B impliqué dans le déclanchement du DID et les
virus des oreillons et la rubéole dans I’infection congénitale qui attaque les cellules Béta du

pancréas (Bakour et Sioune, 2008).

5. Les complications liées au diabéte

Malgré le développement des molécules normalisant la glycémie et 1’amélioration des
méthodes thérapeutiques, le diabete reste soumis a une surmorbidité et a une surmortalité liée
essentiellement a des atteintes dégénératives tissulaires notamment au niveau des nerfs, des
reins, de la rétine et du cceur. Le diabéte sucré induit fréquemment 1’apparition des
complications aigues ou chroniques (Jakus et Rietbrock, 2004).

Les principales complications diabétiques aigues est un coma causé soit par une
hyperglycémie (acido-cétose) soit par une hypoglycémie due par exemple a une prise trop
importante d’'un médicament hypoglycémiant.

Les complications chroniques du diabete consistent surtout en des maladies vasculaires
dégénératives dont les caractéristiques principales sont I’obstruction progressive de la lumicre
des vaisseaux et, au niveau de la microcirculation, le passage anormal de protéines de la
circulation sanguine vers les tissus. Ces complications concernent a la fois les gros vaisseaux
(macroangiopathie) et les microvaisseaux (microangiopathie) (Jakus et Rietbrock, 2004).

6. Le traitement médicamenteux du diabéte

Le premier objectif du traitement de diabéte consiste a maintenir une glycémie
plasmatique aussi prés que possible de la normale, sans provoquer d’hypoglycémie. L’atteinte
et le maintien d’une maitrise adéquate de la glycémie permettent de prévenir les
complications a long terme de diabete.

Pour atteindre ces objectifs, plusieurs thérapeutiques sont a notre disposition.

Un régime alimentaire bien équilibré en glucides, en protéines et en lipides (Gin et
Rigalleau, 1999), ainsi que 1’exercice physique (Charbonnel et Cariou, 1997) sont des
composantes essentielles du traitement de diabéte sucré.

Les années 90 ont été marquées par des avancées majeures dans le domaine des

médicaments hypoglycémiants oraux, qui peuvent étre regroupés en trois classes :
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v' Les sulfamides hypoglycémiants (sulfonylurées), qui stimulent la production

d’insuline ; par les cellules B du pancréas en les sensibilisant a 1’action du glucose.
Leur action sur la cellule béta se fait par le biais de 1’inhibition des canaux potassiques
et de I’activation des canaux calciques aboutissant a 1’insulino-sécrétion (Cozma et
al., 2002).

Les biguanides classés en deuxiéme lieu n’agissent pas sur la sécrétion insulinique, ce
sont des potentialisateurs d’effets de I’insuline. La seule metformine représente la
famille d’antidiabétiques dont le mode d’action se situe au niveau du foie et des tissus
cibles de I’insuline (diminution de la production hépatique du glucose et augmentation
de la sensibilité périphérique a I’insuline) (Cheng et Fantus, 2005).
L’alpha-glucosidase est une enzyme située dans I’intestin gréle. Elle transforme les
polysaccharides en monosaccharides. L’inhibition de cette enzyme ralentit la digestion

des glucides et diminue leur absorption, aboutissant a une baisse des glycémies post-

prandiales et de I’HbAlc (Cheng et Fantus, 2005 ; Henquin, 2005).

Encore, I’insulinothérapie occupe une place importante dans 1’arsenal thérapeutique du

diabete de type 1. L’insulinothérapie sous-cutanée adaptée sur les résultats des glycémies

capillaires. La plupart des insulines actuellement utilisées sont des insulines dites "humaines"

biosynthétiques, produites par génie génétique dont la structure est identique a celle de

I’hormone native (Rodier, 2001).

Dans le cas de diabéte de type 2 D’insulinothérapie est donnée en association avec

d’autres antidiabétiques oraux, en cas d’obésité morbide, et en cas de carence insulinique

(maladie évoluée) (Henquin, 2005).
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Chapitre Il : Le stress oxydatif

1. Définition du stress oxydatif

La notion de stress oxydant a été évoquée en 1956 par Denham Harman lorsqu’il émit
I’hypotheése que le vieillissement serait dii en partie a une accumulation de dommages
moléculaires et cellulaires provoqués par les Especes Réactives de 1’Oxygéne (ERO)
(Claeyssen, 2009). Le concept de stress oxydant fut développé par Sies et ses collaborateurs
(1991) avec des termes synonymes tels que «stress pro-oxydant» ou «stress réducteur,
décrivant le stress oxydant comme un débalancement entre prooxydants et antioxydants en
faveur des premiers (figure 03) (Coste et al., 2007). Cette notion était modifiée en se
définissant comme un déséquilibre entre les processus biochimiques de production des ERO
et ceux qui sont responsables de leur contréle et élimination (Browne et al., 2008; Powers et
al., 2010). Ce déséquilibre peut se produire quand le systeme de défense antioxydant est
surmené par 1’augmentation des oxydants ou lorsque les défenses sont affaiblies par une
carence d’apport et/ou de production d’antioxydants (Kirschvink et al., 2008). L’équilibre
ou homéostasie redox est perturbé et les cellules deviennent vulnérables aux attaques par les
ERO (Mac Laren, 2007).

physiolagical levele .
Moe g ROS lacking

Oxrdative stross
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2. Origine du stress oxydant
La rupture de I’équilibre antioxydant-pro-oxydant, lourde de conséquence, peut avoir de
multiples origines (Favier, 2003). En effet, le stress oxydant peut provenir soit :

v' D’une production endogéne massive des radicaux libres par activation de
macrophages, de polynucléaires, des cellules endothéliales et de la mitochondrie, ou
par une exposition a des générateurs environnementaux (soleil, radioactivité, pollution
atmosphérique, tabac, alcool, médicaments...etc.).

v' D’une défaillance du systéme antioxydant provoquée, d’une part, par un
affaiblissement des défenses enzymatiques due d’une carence en cofacteur
oligoélément ou a une anomalie génétique ou acquise touchant leurs geénes
correspondant. D’une autre part, cette déficience antioxydante peut aussi étre causée
par une carence en molécules non-enzymatiques antioxydantes surtout celles

apportées par la nutrition. (Favier, 2006)

3. Les espéces réactives dérivées de I’oxygéne
Les Especes Oxygénées Activées (EOA) sont des molécules contenant de I’oxygene et qui

ont une grande réactivité dans les réactions biochimiques. Ce sont des molécules dotées de
propriétés oxydantes et requierent la présence des métaux de transition (Favier, 2003). .

On distingue deux catégories d’EOA : especes radicalaires et les espéces non-radicalaires.

3.1. Les espéces radicalaires

Les radicaux libres sont des especes chimiques (atomes ou molécules) qui possedent un ou
plusieurs électrons célibataires (électron non apparié) sur leur couche externe (Halliwell,
1989). Ils peuvent étre dérivés de ’oxygeéne (espéces réactives de ’oxygéne ERO) ou
d’autres atomes comme 1’azote (espéces réactives d’azote ERA). La présence d’un électron
celibataire confére aux radicaux libres une grande réactivité (Delattre et al., 2005).

Les différents radicaux libres sont :

» Anion superoxyde (O2)
» Radical hydroxyle (OH)
» Radical peroxyle (ROO)
» Radical alkoxyle (RO)

» Monoxyde d’azote (NO°)
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Dans la formule du radical peroxyle et du radical alkoxyle, R représente un substrat

organique ayant subi une oxydation.

3.2. Les espéces non-radicalaires

Ces molécules sont généralement les précurseurs des radicaux libres. Ce sont des molécules
d’une toxicité importante (Favier, 2003). Les espéces non-radicalaires sont :

> Oxygene singulet (*O2)

> Peroxyde d’hydrogéne (H20,)

4. Les cibles biologiques du stress oxydant

Les entités oxydantes étant trés reactives, elles réagissent avec les premieres
molécules qu'elles rencontrent. Elles ont comme cibles les lipides, les acides nucléiques, les

protéines et les sucres (Beckman et Ames, 1998).

4.1. Les lipides

Les cibles des ROS sont principalement les acides gras polyinsaturés, en raison de la
présence de nombreuses doubles liaisons, comme Iacide linolénique ou I'acide
eicosapentenoique. Les réactions radicalaires sont a lI'origine de la peroxydation lipidique
qui se traduit in vitro par le rancissement. Le mécanisme radicalaire comporte trois étapes :

I’initiation, la propagation et la terminaison (Halliwell et Gutteridge, 1989).
4.2. Les acides nucléiques

Les dommages médiés par le stress oxydant au niveau de ’ADN sont de cinq types :
I’oxydation des bases, la formation de sites abasiques, d’adduits intra-caténaires, des

cassures des brins et des pontages ADN-protéines (Cadet et al., 2002).

4.3. Les protéines

Les protéines subissent des modifications au cours du stress oxydant, soit sous l'action
des radicaux libres oxygénés, soit en présence de métaux de transition (Stadtman, 1990).
Il s'ensuit plusieurs types de modifications : fragmentation de la protéine, oxydation des
chaines latérales des acides aminés et formation de liaisons croisées entre deux protéines
(Bonnefont et al., 2001).
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Tous les acides aminés peuvent étre oxydés ; ainsi la méthionine peut se transformer en
méthionine sulfoxyde et la tyrosine en nitrotyrosine (Tratner, 2003)

4.4. Les sucres

En présence de métaux, I’oxydation du glucose peut libérer des céto-aldéhydes, du
peroxyde d’hydrogéne (H202) et des anions superoxydes (OH'), et entrainer la coupure de
protéines et leur glycation par attachement du céto-aldéhyde (Wolff et al., 1989) formant un

dérivé de produit de glycation avance (AGE, Advanced Glycation End product).

5. Systemes de défenses antioxydants

L’organisme est dot¢ d’un ensemble de systeémes de défenses tres efficaces contre la
surproduction d’ERO. Le terme d’antioxydant désigne toute substance qui, présente a faible
concentration par rapport a celle du substrat oxydable, retarde ou inhibe significativement
I’oxydation de ce substrat (Halliwell et Gutteridge, 1990). Cette définition fonctionnelle
s’applique a un grand nombre de substances, comprenant des enzymes aux propriétés
catalytiques spécifiques. Mais aussi a des petites molécules hydro- ou liposolubles. Les
systémes antioxydants peuvent étre classés selon leur mode d’action, leur localisation
cellulaire et leur origine (Delattre et al., 2005).

La nature des systemes antioxydants differe selon les tissus et les types cellulaires et selon
qu’on se trouve dans le milieu intracellulaire ou extracellulaire (Bonnefont-Rousselot et al.,
2003). 11 existe différents types de molécules qu’elles soient naturelles ou synthétiques et
dont le mode d’action repose sur un systéme enzymatique (premiéres lignes de défense) ou

non (molécules piégeuses d’électrons.

5.1. Les antioxydants enzymatiques

Le superoxyde dismutase, la catalase, la glutathion peroxydase et la glutathion réductase sont
considérés comme la premiere ligne de défense de notre organisme contre les ROS (Kanoun,
2010).

5.1.1. Les superoxydes dismutases (SOD)

Les SOD sont les premiéres enzymes a intervenir dans la cascade des ROS. Ce sont des
métalloprotéines qui catalysent la dismutation des ions superoxydes en peroxyde
d’hydrogene et oxygene, selon la réaction suivante :

O2+2H" 0D > O2tH:0>
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Il en existe trois isoformes décrites chez les mammiferes (Fridovich, 1995) : la SOD a
Manganése (Mn) dans les mitochondries, a cuivre (Cu) et a zinc (Zn) dans le cytoplasme , et
des formes Cu/Zn SOD extracellulaires. Les deux dernieres sont retrouvées dans les
vaisseaux sanguins. Il existe des molécules chimiques de synthése qui possédent cette activité
enzymatique et sont perméables aux membranes cellulaires. Elles sont appelées SOD
mimétiques (Fridovich, 1995).

5.1.2. Lacatalase
La catalase est une enzyme héminique capable de transformer le peroxyde d’hydrogene

(généralement produit par les SOD) en eau et oxygene moléculaire. Elle est essentiellement
présente dans les peroxysomes, mais aussi dans les mitochondries et le cytoplasme (pour les
cellules qui ne possedent cette organelle ex ; érythrocytes) (Lindau- Sehpard et Shaffer,

1993). La réaction catalysée par cette enzyme est une dismutation du peroxyde d’hydrogeéne :

2H,0, Catalase > H,0+0,

La catalase est une enzyme tétramérique, chaque sous unité comporte un groupement
ferriprotorphyrine dans son site actif avec un atome de fer a I’état Fe*** et une molécule de
NADPH.

La fixation du NADPH par la catalase lui confére une protection contre 1’attaque de 1’H20-
(Delattre et al., 2005).

La catalase et la glutathion peroxydase ont des rdles protecteurs similaires et leur contribution
relative est assez variable. La catalase est surtout active lorsque le niveau de stress oxydatif
est élevé ou que la quantité de glutathion peroxydase est limitée et elle joue un rdle
significatif en permettant d'éliminer I'excés de peroxyde d'hydrogene afin que la réaction de
Fenton ne puisse pas s'amplifier (Cantin, 1999).

5.1.3. Les glutathions peroxydases et réductases :

Ces deux enzymes sont localisées dans le cytosol et dans les mitochondries. Le réle de la
glutathion peroxydase (GSH-Px) est de reduire d’une part le peroxyde d’hydrogéne en
molécule d’eau, et d’autre part les hydroperoxydes organiques (ROOH) en alcools. Lors de
cette réaction, qui demande intervention de deux molécules de glutathion (GSH), celles-ci se
transforment en glutathion-disulfure (GSSG) (Marfak, 2003).

Les principaux systemes enzymatiques antioxydants et leurs cofacteurs meétalliques sont

résumeés dans la figure 04.
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Figure 4. Mode d’action des principaux systémes enzymatiques antioxydants et de leurs Cofacteurs

métalliques (Nicolosis, 1999).

5.2 Les antioxydants non enzymatiques
5.2.1. Glutathion

Le glutathion réduit (GSH), réduit le peroxyde d'hydrogene et/ou les peroxydes
organiques grace a la réaction catalysée par la glutathion peroxydase (GSH-PXx). Il peut aussi
réduire les radicaux formés par I'oxydation des vitamines E et C, baissant ainsi les niveaux de
peroxydation lipidique. Le rapport glutathion réduit/glutathion oxydé (GSH/GSSG) est
souvent utilisé comme un marqueur du stress oxydant car plus le flux d'H2O- est important,
plus le glutathion réduit est consommé et le glutathion oxydé augmenté. La glutathion agit
comme co-substrat d’enzymes antioxydantes telles que la glutathion peroxydase, glutathion

réductase et transférase (Ravi et al., 2004).

5.2.2. Vitamine E et vitamine C

Les vitamines E (a-tocophérol) et C (acide ascorbique) semblent étre des plus importants
dans la lutte contre le stress oxydant. La vitamine E étant liposoluble, elle se fixe aux
membranes et peut ainsi sequestrer les radicaux libres empéchant la propagation des réactions

de peroxydation lipidique (Evans, 2000).
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La vitamine C, hydrosoluble, se trouve dans le cytosol et dans le fluide extracellulaire ;
elle peut capter directement 1’0" et I’OH" Elle peut aussi réduire le radical a-tocophérol et
ainsi permettre une meilleure efficacité de la vitamine E (Evans, 2000).

5.2.3. L’acide urique

L’acide urique constitue le produit terminal majeur du métabolisme des purines chez les
primates. Possédant des propriétés antioxydantes, il peut interagir avec les especes oxygenées
actives (EOA), et tout particulierement avec le radical hydroxyle. Il apparait comme étant
I’antioxydant plasmatique le plus efficace en termes de réactivité avec les EOA (Durackova,
2008).

5.2.4. La bilirubine
Protection des acides gras libres et de I’albumine contre 1’attaque radicalaire. (Beaudeux,

2005).

5.2.5.p-caroténes
Contrdlent efficacement la génération des radicaux libres notamment en captant 1’oxygene

singulet (Beaudeux, 2005).

5.3. Autres molécules antioxydantes
5.3.1. Lesoligo- éléments
Les oligo-éléments, appelés aussi éléments traces sont des éléments métalliques

indispensables a I’organisme, mais en toute petite quantité.

> Le sélénium
Le sélénium est nécessaire a ’activité de nombreuses sélénoenzymes antioxydantes : GSH-
Px, TRX...etc. (Baskin, 1994).
» Lezinc
La prise de zinc conduit a long terme a I’induction de protéines antioxydantes comme
les métallothioneines. L’importance du zinc dans La prévention des effets toxiques dus aux
radicaux libres est primordiale. En effet, le zinc joue un role dans 1’activité et le maintien de

la SOD qui est un piégeur capital des ions superoxydes (Baskin, 1994).

L'effet de Ruta chalepensis et de Beta vulgaris sur le métabolisme des carbohydrates et quelques enzymes
du systéeme antioxydant chez des rats Wistar diabétiques recevant un régime alimentaire pauvre en zinc



Synthese bibliographique

5.3.2. Polyphénols

Les polyphénols vegétaux regroupent une grande variété de composés comprenant entre
autres les flavonoides, les anthocyanes, les tanins, les coumarines, et les phénols. Ce sont des
composés que 1’on retrouve dans les plantes. Depuis quelques années les Polyphénols attirent
I’attention des chercheurs a cause de leurs propriétés antioxydantes. En effet, ils sont
capables de piéger des radicaux libres, d’inhiber la peroxydation lipidique et de réduire les
radicaux hydroxyles, superoxydes et peroxyles. lls sont aussi capables de piéger les ions
métalliques comme le fer, car ils ont des propriétés chélatrices (Delattre, 2005).

5.4. Les antioxydants synthétiques
Dans I’industrie alimentaire, les antioxydants synthétiques, tel que le

butylhydroxyanisole (BHA), butylhydroxytoluene (BHT) gallate propylée (PG) et le
tétrabutylhydroquinone (TBHQ), sont largement utilisés parce qu’ils sont efficaces et moins

chers que les antioxydants naturels.
6. Implication du stress oxydant dans le développement du diabete
(Glutotoxicité liee a ’hyperglycémie)

Le glucose exerce son effet toxique et forme des ROS par différents mécanismes: le

phénoméne d’auto oxydation du glucose, la voie des polyols, la voie de la PKC et la

glycation des protéeines avec formation des produits avances de fin de glycation (AGESs)

6.1. L’augmentation du flux de la voie des polyols

A 1’état de normoglycémie, le glucose est transformé par I’hexokinase en glucose 6-
phosphate pour rejoindre la glycolyse et la voie des pentoses phosphates. Cependant, dans le
cas d’une hyperglycémie, I’hexokinase est saturée (Gonzale et al., 1984). Le glucose, de ce
fait, s’accumule dans les tissus périphériques et active une voie accessoire, la voie des
polyols.
Dans cette voie, le glucose est transformé en sorbitol par I’aldose réductase, qui n’est activée
qu’en présence d’une hyperglycémie, car elle posséde une faible affinité pour le glucose
(King et Brownlee, 1996). La réaction a lieu en présence du cofacteur NADPH, H+ issu de
la voie des pentoses phosphates. Le sorbitol est ensuite transformé en fructose par le sorbitol
déshydrogénase, dont le cofacteur est le NAD+2. Le sorbitol, qui ne peut pas franchir la
membrane plasmique, s’accumule dans la cellule, et augmente la pression osmotique,
entrainant une hyperosmolarité intracellulaire. La production accrue de fructose par cette voie

peut également stimuler la formation des AGEs grace au plus grand pouvoir réducteur du
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fructose par rapport au glucose (Figure 5) (Suarez et al., 1988).

Glucose aldose réductase sorbitol sorbitol déshydrogénase> fructose
Héxokinase r\
+
NADPH NADP

Glucose-6 phosphatase n

Pentose phosphate

Glycolyse

PyruVvate

i Figure 5. Voie des polyols et autre voies du catabolisme du glucose (Janeul, 2003) .

I
L’activation de cette voie peut avoir des effets délétéres (Brownlee, 2001). La principale
conséquence est la modification du statut redox intracellulaire résultant de la baisse en
NADPH, H+, au détriment du fonctionnement de nombreuses enzymes antioxydants comme
la glutathion réductase, 1’ascorbate-réductase qui utilisent ce cofacteur (Bravi et al., 1997).

Aussi cette baisse de cofacteur et de GSH augmente la sensibilité de la cellule au stress
oxydant (Brownlee, 2005).

6.2. L’activation de la voie des Protéines Kinases C (PKC).

Le mécanisme responsable de 1’activation de la protéines kinases C (PKC) semble étre
principalement lié a une production accrue du DAG(Diacylglycérol) a partir des
intermédiaires de la glycolyse par I’activation de la Phospholipase C et 1’inhibition de la
DAG Kinase (Xia et al., 1994 ; Keogh et al., 1997). Les conséquences de 1’activation de la
PKC par I’hyperglycémie sont multiples. Il a été rapporté qu’une activation de la
phospholipase A2(PLA2) cytosolique, entraine une libération des acide gras, la formation de
prostaglandine E2 (PGE2) et I’inhibition des pompes Na+/K+ATPase (Brownlee, 2005). De

plus, I’activation de la PKC est capable, entre autres, d’augmenter la prolifération cellulaire
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(Koya et King, 1998), la production des cytokines et de protéine de matrice cellulaire
(Studer et al., 1993), ainsi que la contractibilité et la permeabilité des vaisseaux (Hempel et
al., 1997).

6.3. La Glycation des protéines et génération des radicaux libres

Une des conséquences essentielles de I’hyperglycémie est la glycosylation non enzymatique
ou glycation des protéines. La glycation des protéines résulte de la formation d’une liaison
covalente entre la fonction aldéhydique du glucose et les groupements amines libres des
protéines (fonction amine N-terminale et/ou fonction ¢ -aminée des résidus lysine)
(Ramasamy et al., 2006). Cette liaison (réaction de Maillard), aprés réarrangements, donne
naissance a des produits dits d’Amadori qui présente la particularité de posséder un
groupement cétol (Yim et al., 1995). Cette fonction cétol peut, en présence de métaux de
transition, céder un électron a 1’oxygeéne moléculaire, conduisant a la formation d’anions
superoxydes O, (Delattre et al., 2005). La propriété des protéines glyquées de produire des
anions superoxydes a été mise en évidence par la premiére fois par (Gillery et al. (1988), et a
¢été confirmée par d’autres auteurs tels (Sakurai et Tsuchiya , 1988).

Il est important de noter que les « -cétoaldéhydes ainsi que les produits d’Amdori
peuvent également s’oxyder en présence de métaux de transition, et générer des ERO. Ce
mécanisme amplifiant 1’attaque radicalaire aboutit a la formation des complexes
multimoléculaires, a la modification de la conformation des protéines ou a la fragmentation

des protéines en peptides (Jakus et Rietbrock, 2004).

6.4. La voie auto-oxydation du glucose
Le glucose peut subir une auto-oxydation : il s’agit d’une réaction catalysée par les
métaux de transitions et au cours de laguelle sont produits des anions superoxydes (O,) des

dicarbonyles et des AGE (Produits de glycation avancés). Le glucose dans sa forme ouverte
est en effet capable de s’énoliser et de réduire des métaux de transition. Le radical énediol
formé peut étre ensuite oxydé en dicarbonyle et induire la formation d’anions superoxydes,

précurseurs du peroxyde d’hydrogéne (H202) et du radical hydroxyle (OH') trés réactif
(réaction de Fenton et Haber- Weiss) (Hunt et al., 1988 ; Wolff, 1993). La réaction du

dicarbonyle avec les protéines méne a la formation des AGE. Les radicaux libres formés sont
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capables d’altérer la fonction protéique, en particulier enzymatique (figure 06) (Santini et al.,

1996).
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Chapitre 111 : Zinc

1. Historique du zinc

Le zinc est un oligo-élément essentiel qui fait partie du groupe Il b de la classification de
Mendeleiv. Il possede le numéro atomique 30 et une masse de 65.37 (Arnoud et al., 1984).
La découverte du zinc dans les milieux biologiques est forte ancienne : en 1869, Raulin
montrait la nécessité du zinc pour la croissance d'Aspergillus niger. En 1877, cette découverte
était confirmée par des travaux chez les végétaux (Lechartier et Bellamy, 1877) et sur le
foie humain (Raoult et Breton, 1877). Puis en 1934, on mettait simultanément en évidence
le caractere indispensable de cet élément pour la sourie et le rat, et que sa déficience a eu
comme conséquence le retard de croissance, la perte de cheveux, 1’épaississement et
I’hyperkeratinization de I'épiderme et atrophie testiculaire (Bertrand et Bhattacherjee, 1934
; Todd et al., 1934). En 1961, Prasad a montré que I’insuffisance du zinc chez les Iraniens a
causé le nanisme, I’hypogonadisme, 1’hépatosplénomégalie, la peau réche et seche, I’anémie
ferriprive (Prasad et al., 1961). L’US Food and Nutrition Board a finalement déclaré en
1974 que le zinc était un nutriment essentiel et des recommandations officielles ont ensuite
été faites sur son apport (Imoberdorf et al., 2010). Depuis cette date, de hombreux travaux

ont été publié concernant le métabolisme, le réle ou le lien avec des pathologies humaines.

2. Les sources alimentaires du zinc

On trouve du zinc dans une grande variété daliments. Il se retrouve a des
concentrations élevées dans les viandes et les poissons ainsi que dans les fruits de
mer, les céréales et les légumes secs. Les viandes rouges sont toutefois plus riches
en zinc que les viandes blanches. Les huitres constituent l'aliment le plus riche en
zinc (Img/g) (Arnoud, 1987; Revy et al., 2003).

3. Les apports quotidiens du zinc

La biodisponibilité¢ est fonction de la présence de molécules facilitant ou au
contraire inhibant I'absorption intestinale dans Ilaliment. Ainsi les céréales sont
riches en zinc, mais un régime a base de pain complet provoque des carences, en
raison des effets chelateurs puissants des phytates et des fibres végétales du blé

Les apports conseillés en zinc sont d'environ 5 mg par jour chez le nourrisson, 10 mg chez
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I'enfant, 15 mg chez I'adulte, 20 a 25 mg chez les femmes enceintes et allaitantes (Schelenz
et al., 1985).

4. Répartition du zinc dans I'organisme

Le zinc est I'¢élément trace le plus abondant aprés le fer .Le corps contient
environ 2.5 g de zinc dont 30 % dans les os et 60 % dans les muscles (Jackson, 1989). Les
organes les plus riches en zinc sont : la prostate, le rein, le foie, les muscles, le coeur, le
pancréas, 1’ovaire, la rate et les testicules (Eggleton, 1940). Les concentrations tissulaires
varient en fonction de I'age. Chez le nouveau -né, le foie et les os sont plus riches en zinc que

chez I'adulte et le muscle en contient des quantités moindres.

Les liquides de l'organisme ne représentent en quantité qu'une faible part du zinc total, les
éléments figurés du sang étant bien plus riches que le plasma (Arnoud, 1998). Le zinc se
répartit de la facon suivante dans le sang : Erythrocytes 85 %, Leucocytes 3% et le sérum 12
% (Valee, 1962).

5. Transport sérique du zinc

Le transport actif du zinc n'est pas assuré par une protéine spécifique, mais par plusieurs
transporteurs capables de capter plus ou moins de zinc selon leurs concentrations et leurs

affinités respectives (Jackson et al., 1984). Parmi ces transporteurs :
5.1. L’ Alpha 2 macroglobuline

L'alpha 2 macroglobuline est une glycoprotéine de poids moléculaire 725000 Daltons. Elle
est formée de quatre sous-unités identiques fixant chacune deux atomes de zinc. Environ 20

% du zinc est lié trés fortement a cette protéine (Osterberg et Malmensten , 1984).
5.2. L’albumine

Le zinc se fixe de fagon non spécifique sur la molécule dalboumine par les résidus histidinyl
de cette protéine (Cousin, 1985). L’albumine transporte environ 60 a 65 % du zinc sérique
total (Foure, 1986).

5.3. La transferrine

L'extrémité N terminale possede une affinité suffisante pour fixer le zinc. Environ 12 % du

zinc serait lié a cette protéine (Phillips et Azari, 1974).
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5.4. La glycoproteine riche en histidine

C'est une protéine de poids moléculaire 58000 Daltons et dans laquelle I'histidine représente
10 % de la composition. L'affinité de cette protéine pour le zinc est trés forte, et pour certains

auteurs elle transporterait plus de zinc que 1’albumine (Morgan, 1985).
5.5. Métallothionéine

Les métallothionéines sont des protéines de petit poids moléculaire formées de 61 acides
aminés dont 25 a 30 % de cystéine. Chaque molécule de métallothionéine peut fixer 5 a 7
atomes de métaux (cadmium, cuivre, zinc), et joue un réle important dans leur transport
(Cousin, 1983).

5.6. Les acides aminés

Dans le sérum humain, 2 a 3 % du zinc sont liés a des acides aminés. La cystéine et I'histidine
sont les deux acides aminés intervenant avec le citrate comme principaux ligands de faible

poids moléculaire (Berthon et al., 1978).
6. Absorption du zinc

L'absorption intestinale est une étape clé du métabolisme du zinc car elle assure en
grande partie la régulation de la concentration de ce métal dans le corps humain. Les études
chez le rat et 'nomme semblent désigner l'intestin gréle et particulierement le jéjunum
comme le lieu privilégié d'absorption, celle-ci semble tres faible au niveau de I'estomac et du

duodénum (Methfssel et spencer, 1966).
L'absorption peut se décomposer en plusieurs étapes :
%+ Captation par la bordure en brosse

Le mécanisme exact en demeure inconnu. Il semble que le zinc soit capté sous forme d'un
complexe. Plusieurs composés ont été proposes : les prostaglandines, les acides aminés

(cystéine, histidine) et le citrate (Evans, 1980).
< Distribution dans la cellule intestinale

Le zinc qui a pénétré a l'intérieur de la cellule intestinale rejoint le pool du zinc labile. Une
partie de zinc est utilisée par la cellule intestinale, se fixant sur des métaloenzymes natives ou

sur des protéines membranaires. La partie du pool de zinc non utilisée est soit excrétée par la
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membrane basolatérale , soit fixée sur des protéines de petit poids moléculaire : les

métallothionéines (Cousin, 1985).
% Transfert vers le sang

Le passage a travers la membrane basolatérale a été peu étudie .1l ferait intervenir un
transporteur protéique couplé a un mécanisme consommant de I'ATP. Le zinc est pris en
charge par des protéines de faible affinité. Le passage dans le sang débute 15 minutes apres

administration du zinc (Arnoud et Favier, 1998).
% Sécrétion dans I'intestin

Une partie du zinc endogene se retrouve dans les selles, méme apres arrét des sécrétions
biliaires ou pancréatiques suggerant une sécréetion intestinale. Ce transfert a été vérifié par

plusieurs auteurs a l'aide de Zn65 (Arnoud et Favier, 1998).
7. Excrétion du zinc

Le zinc peut étre excrété par différentes voies : la voie fécale est prépondéerante dans les
conditions physiologiques. Les voies secondaires peuvent, dans des circonstances
pathologiques ou particulieres, étre responsables de carence par fuites (diarrée).

7.1. Excrétion fécale

Le zinc fécal correspond au zinc non absorbé des aliments et au zinc endogéne. Le zinc
endogene provient de I'excrétion par la salive, les sécrétions gastriques, biliaires et
pancréatiques (Jackson et al., 1984). L'excrétion fécale est en moyenne de 10 mg/j et
participe de fagcon importante a la régulation de I'homéostasie zincique (Milne et al., 1983;
Jackson et al., 1984).

7.2. Excrétion rénale

L'élimination rénale est une voie mineure délimination. Elle ne représente qu'environ 5 %
des apports quotidiens normaux. La concentration de zinc dans les aliments a peu d'effet sur

la zincurie qui est entre 6 et 16 mg/j (Spencer et al., 1976).
7.3. Excrétion par la sueur

La quantité de zinc éliminée par la sueur représente environ 0.5 mg/j. La quantité éliminée

par cette voie est diminuée en cas d'apports faibles (Milne et al., 1983).
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7.4. Autres voies d'élimination

La desquamation, le sperme, le lait sont également des voies d'élimination du zinc (Prasad,
1983).

8. La carence en zinc

Les carences en zinc se traduisent par un certain nombre de signes cliniques,
fonction de la gravité de la maladie. Les carences sont d'origines variables (diminution des
apports, augmentation des besoins, malabsorption ou augmentation des pertes) (Prasad,
1996; King et Keen, 1999). Les signes d'une déficience sont : un retard de croissance,
I'anémie, une perte des cheveux, une maturation sexuelle retardée et I'impuissance, une perte
de lI'appétit ( Henkin et al., 1972 ) , des lésions oculaires ou de la peau ( Baer et al., 1985) ,
des troubles de la vision ( Solomons et Russell, 1980 ) , la diminution de lI'immunité
cellulaire (baisse du nombre de lymphocytes T, diminution de I'efficacité des lymphocytes
tueurs NK ( Prasad et al., 1977 ) et une hyperglycémie modérée (Quarterman et Florence,
1971).

9. Réle du zinc
9.1. Rdle biochimique
9.1.1. Enzymes

Le zinc intervient dans l'activité de prés de 200 enzymes (Christianson, 1991;
Coleman, 1992). Il joue également un réle dans I'expression des genes et stabilise la structure
de protéines. Le rdle du zinc au niveau de ces enzymes peut étre structural (a-amylase),

régulateur (fructose 1-6 biphosphatase) ou catalytique.

Son role peut étre mixte : structure/catalyse comme avec l'alcool déhydrogénase ou les
phosphatases alcalines ou régulation/catalyse comme c'est le cas pour l'aminopeptidase
(Kirchgessner et Roth, 1983; Vallee, 1983; Auld, 2001).

9.1.2. Meétabolisme des acides nucléiques

Le zinc intervient dans l'activité des enzymes clé de la synthese et de la dégradation des
acides nucléiques (ADN et ARN polymérases, ARNt synthétases, déoxyribonucléotidyl
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transférase, ribonucléases, thymidine kinase, nucléoside phosphorylase) (Riordan et Vallee,
1976).

9.1.3. Meétabolisme des glucides

Le zinc intervient au niveau de la voie de la glycolyse, de la voie des pentoses et de la
néoglucogenése (amylase, aldolase, énolase, phosphofructokinase, lactique déhydrogénase,
pyruvate carboxylase, oxaloacétate décarboxylase, fructose 1-6 diphosphatase) (Riordan et
Vallee, 1976).

9.1.4. Métabolisme des lipides et des acides gras

Le zinc intervient dans la synthése des prostaglandines (delta 6 désaturase
cyclooxygénase). La carence en zinc diminuerait l'activité de la phospholipase A2 et de la

lipoprotéine lipase (Samman et Roberts, 1988).
9.1.5. Biosynthese des hormones

Le zinc agit au niveau de la biosynthese des hormones, il peut stabiliser la structure
tertiaire d'hormones peptidiques, leur conférant une forme active ou une plus grande stabilité
comme l'insuline et la gustine, qui contient deux atomes de zinc d'affinité différente, et n'est

active qu'en présence de zinc (Henkin et al., 1988).

Le zinc joue aussi un réle trés important dans des autres métabolismes. Il intervient au niveau

de la synthése de I'néme, dans la détoxification des radicaux libres (superoxide dismutase).
9.1.6. ROle antioxydant du zinc

Le role antioxydant du Zn s’exerce indirectement en assurant la stabilisation de la Cu-
Zn SOD (Forman et Fridovich, 1973). Le role du zinc semble toutefois bien moins
important que celui de ’autre cofacteur, le cuivre. Au-delad de cette fonction, le zinc possede
d’autres propriétés antioxydantes pour lesquelles le mécanisme précis reste encore

incomplétement connu (Powell, 2000 ; Prasad et al., 2004).

v Le zinc inhibe la production des espéces radicalaires de I’oxygéne (ERO) par les métaux
de transition, en entrant en compétition avec eux dans la réaction de Fenton. Il entrerait en
compétition avec le fer et le cuivre, en diminuant, d’une part, leur absorption intestinale

et, d’autre part, la chélation de ces derniers par la cystéine. Cependant, le fer lié a celle-Ci
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peut transférer des électrons a 1’oxygéne et permettre la production d’anion superoxyde
(Claeyssen, 2009).

v’ Le zinc protege les groupements thiols (SH) des protéines contre 1’oxydation induite par
le fer ou par les ERO, en empéchant la formation des ponts disulfures intramoléculaires
(Koukay et al., 1987).

v Le zinc joue un réle important au niveau membranaire en ayant un effet stabilisateur.

v’ Le zinc induit la production des métallothionéines, riches en cystéine, qui peuvent piéger
les radicaux hydroxyles (Maret, 1995).

9.2. Role physiologique
Le zinc est indispensable a un certain nombre de fonctions physiologiques :
9.2.1. Croissance et multiplication cellulaire

En l'absence de zinc toute croissance cellulaire est arrétée. La multiplication des cellules

s'arréte en phase S et G2 des mitoses (Branddo-Neto et al., 1995).
9.2.2. Reproduction et fertilité

La carence en zinc est associée a une atrophie des testicules et de I'épithélium séminifere. Le
poids de la prostate et de I'épididyme est réduit et le nombre de cellules de Leydig diminué
(Bunce, 1989).

9.2.3. Immunité

Le r6le important du zinc dans le métabolisme des acides nucléiques pourrait en partie
expliquer le réle du zinc dans la prolifération lymphocytaire (Chandra, 1985; Rink et
Haase, 2007).

9.2.4. Inflammation

La diminution du zinc plasmatique observée dans les syndromes inflammatoires n'est
probablement due qu'a une modification de la répartition du zinc dans I'organisme et pourrait
constituer un des mécanismes de défense de I'organisme vis-a-vis de l'inflammation (Neve et
Peretz, 1988).
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10. Zinc et diabéte

Le zinc joue un rdle important dans la synthése et la sécrétion de l'insuline
(Commbs et al., 1971). Chez I'animal, la carence en zinc induit une diminution de la
concentration de zinc du pancréas qui conduit & la diminution de la biosynthése d’insuline
dans les cellules béta des Tlots de Langerhans, et augmenterait aussi la résistance des tissus

périphériques a l'insuline (Grodsky et Schmid, 1985).

Le zinc pourrait également jouer un role dans 1’utilisation du glucose par les muscles et les
cellules adipeux (Song, 1998). Il intervient au niveau de la voie de la glucolyse, des pentoses,
de la néoglucogenése (Riordan et Vallee, 1976). Donc I’absence ou la carence de ce métal

favorise les complications du diabete.
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Chapitre 1V : La phytotherapie
1. Généralites

Pour se soigner, ’homme a longtemps eu recours a des remedes traditionnels a base des
plantes (tisanes, poudres, décoctions), administrées par inhalations, cataplasmes, massages ou
par voie orale. L’OMS, (2010) définit la médecine traditionnelle comme « la somme des
connaissances ,des compétences et des pratiques basées sur les théorie ,les croyances et les
expériences propres aux différentes cultures, et qui sont utilisées pour prévenir, diagnostiquer
, soulager ou soigner des souffrance physique et mentale ». Actuellement, plus 80 % de la
population mondiale, surtout dans les pays sous-développes, ont recours aux traitements
traditionnelles pour satisfaire leurs besoins en matiére de santé et de soins primaire (OMS,
2008).

2. Définition de la phytothérapie
Le mot "phytothérapie™ se compose etymologiquement de deux racines grecques :

phuton et therapeia qui signifient respectivement "plante™ et "traitement”.

La Phytothérapie peut donc se définir comme étant une discipline allopathique destinée a
prévenir et a traiter certains troubles fonctionnels et/ou certains états pathologiques au moyen
des plantes, de parties de plantes ou de préparations a base de plantes qu’elles soient
consommeées ou utilisées en voie externe.

3. Différents types de la Phytotherapie :

3.1. Aromathérapie : est une thérapeutique qui utilise les essences des plantes, ou huiles
essentielles, substances aromatiques secrétées par de nombreuses familles de plantes, ces
huiles sont des produits complexes a utiliser souvent a travers la peau (Strang, 2006).

3.2. Gemmothérapie : se fonde sur l'utilisation d'extrait alcoolique de tissus jeunes de
végeétaux tels que les bourgeons et les radicelles (Strang, 2006).

3.3. Herboristerie : correspond a la méthode de phytothérapie la plus classique et la plus
ancienne. L’herboristerie se sert de la plante fraiche ou sécheée ; elle utilise soit la plante
entiere, soit une partie de celle-ci (écorce, fruits, fleurs). La préparation repose sur des
méthodes simples, le plus souvent a base d’eau : décoction, infusion, macération. Ces
préparations existent aussi sous forme plus moderne de gélule de poudre de plante seche que
le sujet avale (Strang, 2006).

3.4. Homéopathie : a recours aux plantes d'une fagon prépondérante, mais non exclusive ; les
trois quarts des souches sont d'origine végétale, le reste étant d'origine animale et minérale
(Strang, 2006).
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3.5. Phytothérapie pharmaceutique : utilise des produits d'origines végétales obtenus par
extraction et qui sont dilués dans de I'alcool éthylique ou un autre solvant. Ces extraits sont
dosés en quantités suffisantes pour avoir une action soutenue et rapide. lls sont présentés sous

forme des sirops, des gouttes, des gélules, des lyophilisats... (Strang, 2006).

4. Les formes d’utilisation des plantes
4.1. Les tisanes : utilisation des plantes séches

Les tisanes sont obtenues par macération, digestion, infusion ou décoction en utilisant de
I’eau.

4.1.1. L’infusion

Elle consiste a verser sur la plante de 1’eau bouillant, couvrir et laisser refroidir 2 a 15
minutes. Elle convient aux plants fragiles (fleurs et feuilles).

4.1.2. Ladécoction

Elle consiste a maintenir la drogue avec ’eau ébullition pendant une durée de 15 a 30
minutes. Elle convient aux plantes dures (écoces, racines, fruit et certaines feuilles).

4.1.3. La macération

Il s’agit de maintenir la plante en contact avec 1’eau (température ambiante) pendant 30
minutes a 4 heures.

4.1.4. Ladigestion

On maintient la plante en contact avec 1’eau (température inferieure a celle de 1’ébullition,
mais supérieur a la température ambiante) pendant 1 a 5 heures.

4.2. Les poudres

Préparées par pulvérisation suivie d’un tamisage, elles entrent directement dans la
composition des gélules mais servent aussi a la fabrication d’autres formes galéniques
comme les extraits et les teintures.

4.3. Les extraits

Les extraits sont obtenus en traitant la plante dans une solution vaporisable (éther, eau
alcool,....) par divers procédés d’extraction (macération, digestion, infusion, lixiviation) puis
en évaporant ces solutions jusqu’a obtenir une consistance fluide, molle ou séche. On les

classe donc selon leurs consistances (Sabai et Boudali, 2012).
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4.4. Les huiles essentielles
Le terme huile s’explique par la propriété que présentent ces composés de se solubiliser dans

les graisses et par leur caractére hydrophobe. Le terme « essentielle » fait référence au

parfum, a I’odeur plus ou moins fort dégagée par la plante

I1 s’agit d’un certains tissus de composés lipophiles, volatils et souvent liquides, synthétisés
et stockés physiquement tels 1’hydro distillation a la vapeur ou par expression a froid dans le
cas des agrumes, les huiles essentielles sont responsables de 1’odeur caractéristique des plante

aromatiques (Laib, 2001).

5. Les effets antidiabétiques des principes actifs des plantes

Les plantes ont une importance capitale pour la survie de I’homme et des différents
écosystemes. Elles renferment une part importante des composés qui interviennent dans
I’ensemble des réactions enzymatiques ou biochimiques ayant lieu dans 1’organisme. On
distingue ainsi deux groupes de métabolites : les métabolites primaires et les métabolites
secondaires.

Il existe plus de 200 000 métabolites secondaires, dont plus de 200 présentent une
activité hypoglycémiante. Ainsi un certain nombre de groupes, tels que des alcaloides, des
saponines, des flavonoides, des glycosides, des polysaccharides, des peptidoglycanes, acides
aminés et d'autres obtenus a partir de diverses sources végétales, semblent avoir des effets,

d'une importance particuliére, dans le traitement du diabete (Soumyanath, 2006).

5.1. Les flavonoides
Le terme flavonoide rassemble une trés large gamme des composés naturels appartenant

a la famille des polyphénols. Leur fonction principale semble étre la coloration des fleurs, des
fruits et parfois des feuilles (au-dela de la chlorophylle, des caroténoides et des bétaines),
assurant ainsi la protection des tissus contre les agressions des ultraviolets (Rajnerayanama
et al., 2001).

5.2. Les saponosides
Les saponosides sont des hétérosides de poids moléculaire élevé, appartenant aux stérols

ou triterpénes. Ils se dissolvent dans I’eau en formant des solutions moussantes, ils sont
caractérisés par leur action tensioactive (abaissement de la tension superficiel). La plupart des
saponosides présentent des propriétés hémolytiques, certains sont des matiéres premiéres

pour I’hémi-synthese de molécules médicamenteuses stéroidiques (Bouhadjera, 2005).
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5.3. Les alcaloides
Les alcaloides sont des substances naturelles et organiques provenant essentiellement

des plantes et qui contiennent au moins un atome d’azote dans leur structure chimique, avec
un degré variable de caractére basique Les alcaloides sont principalement extraits des plantes
fleurissantes.

Ce sont des composés relativement stables qui sont stockés dans les plantes en tant que
produits de différentes voies biosynthétiques, la plupart du temps a partir des acides aminés
tels que la lysine, I’ornithine, la tyrosine et le tryptophane. Quelques structures sont
relativement simples, tandis que d’autres sont tout a fait complexes.

Les alcaloides peuvent se trouver dans toutes les parties de la plante, mais selon 1’espece de

la plante. (Mauro, 2006)

5.4. Les tanins
Les tanins sont des polyphénols que 1’on trouve dans de nombreux végétaux tels que les

écorces d’arbre et les fruits (raisin, datte, café, cacao...). Leur structure complexe est formée
d’unités répétitives monomériques qui varient par leurs centres asymétriques, leur degré
d’oxydation. Ces tanins sont des donneurs de protons aux radicaux libres lipidiques produits
au cours de la peroxydation. Des radicaux tanniques plus stables sont alors formés, ce qui a
pour conséquence de stopper la réaction en chaine de 1’auto oxydation des lipides

(Hemingway, 1992).

6. Les plantes sélectionnées

6.1. Ruta chalepensis
Ruta chalepensis, appelée aussi Rue de Chalep, est une plante aromatique, appartenant a

la famille des rutacées, appelée communément par la population locale «Fidjel » C’est une
espéce méditerranéenne, relativement commune dans toute 1’Algérie septentrionale (Baba
Aissa, 1999), au nord-est de 1’ Afrique, sud de I’Europe et le sud-ouest de 1’Asie (Mioulane,
2004).

La rue est citée sous le terme de sadzab par Abdulbasset et Abde Tawab (2008), elle est
aussi dite en berbére : aouermi, Issel, Issin (Baba Aissa, 1999). Autres noms

sont indiqués Al Shathap , Bou Ghans (Duke et al ., 2008)

6.1.1. Systématique : (Wiart, 2006; Takhtajan, 2009)
Regne : Plantae

Sous régne : Tracheobionta (plantes vasculaires)
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Super division : Spermatophyta (plantes a graine)

Division : Magnoliophyta (plantes a fleurs)
Sous division : Angiospermae

Classe : Magnoliopsida (dicotylédons)
Sous classe : Rosidae

Super ordre : Rutanae

Ordre : Sapindales

Famille : Rutaceae

Genre : Ruta

Espéce : chalepensis O Y Ve

. V’ “-.
- R if LS

6.1.2. Description botanique

La rue d’Alep, plante herbacée a tige ligneuse a la base, pouvant atteindre 1 m (Baba
Aissa, 1999). Les feuilles de 6 a 12 cm de long, sont aromatiques, ovales, larges,
pennatiséquées, bleu-vert, elles présentent de nombreux lobes oblongs, lancéolés ou aborales.
En été, s’épanouissent des fleurs de 1 a 2 cm de diametre, en coupe, de couleur jaune foncé,
portant quatre ou cing petales frangés de longs poils. Elles sont réunies en cymes laches
(Mioulane, 2004).

6.1.3. Utilisation médicinale

Ruta chalepensis est une plante aromatique médicinale utilisée dans la médecine
traditionnelle de nombreux pays comme antiinflammatoire, et pour le traitement de
pathologies cutanées. Elle est spontanée, largement répandue en Afrique du nord,
particulierement en Algérie. En Algérie, cette plante est aussi cultivée dans les jardins
(Merghache et al., 2009).

Ruta chalepensis « la rue », est largement exploitée pour ces huiles essentielles destinées
a la parfumerie et I’industrie agroalimentaire (Merghache et al., 2009). Elle contient des
alcaloides, des flavonoides, de la vitamine C et des furo-coumarines (Zeichen, 2000). En
effet la rue exerce une action excito-motrice nette sur 1’utérus (Raghav, 1973). Sa séve irrite
les peaux sensibles. On I’emploie pour les problémes oculaires et en gargarisme pour les
maux de gorge. Les feuilles soignent les phlébites et les varices. Plusieurs especes de Ruta
sont sources de diverses classes de produits naturels avec des activités : antifongique,
antioxydante, phytotoxique et antivénéneux (Oliva et al., 2003). Autres activités sont

confirmées : abortif; analgésique; anti fertilité; antiinflammatoire; antiseptique ;
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antispasmodique; bactéricide; candidicide; cardiotonique; decongestant; Digestive;
embryotoxique; emménagogue; fébrifuge; immunomodulateur; insectifuge; molluscicide;
sédative; vulnéraire ; antipyrétique, antiparasitaire (Aly Abdullah et Qarawi, 2005; Duke et
al., 2008)

6 .2. Béta vulgaris« var. cicla»
Béta vulgaris «var. cicla», connue sous le nom de « bette a carde » est une espece du

Béta vulgaris de la famille des chénopodiacées tribu des Cyclolobae (située dans les
Amaranthaceées par la classification phylogénétique).

Nom commun : bette a cardes, blette, cote de blette, cote de bette, poirée a cardes cette
plante, dicotylédone, apétale, dériverait de la betterave maritime (actuellement classée
comme Béta vulgaris L) qui est spontanée sur les rivages maritimes en Europe.

C’est une plante tres proche de la betterave. Ce sont en fait des formes dérivées de la méme
sous-espéce (Pyo et al, 2004).
6.2.1. Systématique

Regne : Plantae

Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Ordre : Caryophyllales
Famille : Chénopodiacée

Genre : Beta

Espéce : vulgaris

Bette a carde (espéce Béta vulgaris) est une plante herbacée bisannuelle de légumes

6.2.2. Description botanique

feuilles cultivés dans de nombreuses régions du monde pour sa disponibilité toute 1’année,
peu colteux et largement utilisées dans de nombreux plats traditionnels

(Gao et al., 2009). La plante est plus robuste et plus facile a cultiver que les épinards et le
céleri. Les feuilles de bette a carde contiennent des concentrations significatives sur le plan
nutritionnel de vitamines A, C et B, en calcium, en fer et en phosphore

(Pyo et al., 2004).
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6.2.3. Utilisation médicinale

Chard (Béta vulgaris. «var. cicla»:Chenopodiaceae) a indiqué avoir des propriétés
hypoglycémiques et antioxydantes (Bolkent et al., 2000). Cette espece est utilisée comme un
reméde folklorique populaire pour le foie et les reins, pour la stimulation des systémes
immunitaires et hématopoiétiques, et comme un régime spécial dans le traitement du cancer
(Kanner et al., 2001).
L’études phytochimiques de blettes ont révélé la présence de certains acides gras (acides
palmitique, stéarique, oléique, linoléique et linolénique), des phospholipides, des
glycolipides, des polysaccharides, 1’acide ascorbique, 1’acide folique, de la pectine, des
saponines, des flavonoides, des acides phénoliques (Bolkent et al., 2000), des bétalaines
(Kugler et al., 2004) et de 1’épigénies (Gao et al., 2009).
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I. Matériels

1. Matériel végétal

Les especes sélectionnées (Ruta chalepensis et Beta vulgaris var cicla) ont été collectées le
mois de décembre 2012. La récolte est effectuée dans la région hadjar Mangoube (wilaya de
Guelma). La partie aérienne (les feuilles et les tiges) des plantes récoltées a été sechée a 1’abri
de la lumiere du soleil puis broyée en poudre. Le broyat va constituer la matiére seche qui va
servir a la préparation de I’extrait méthanolique.

2. Les animaux

Cette étude a été réalisée sur des rats males Wistar albinos agés de 10 a 12semaines et dont le
poids varie de 120 a 200g. Ces animaux sont maintenus dans I'animalerie de département des
sciences de la nature et de la vie de I'université 08 mai 1945 — Guelma. Les rats sont logés
dans des cages avec acces libre de nourriture et d’eau et a température ambiante avec un cycle
naturel de lumiére et d’obscurité. Des souris males provenant de I’institut de pharmacie a

I’université Mentouri ; Constantine sont utilisées pour des tests de toxicité des deux plantes.

1. Méthodes

1. Etude phytochimique

1.1. Préparation de I’extrait méthanolique

L’extrait méthanolique est préparé selon la méthode de Markhan (1982).250 g de la poudre de
chaque plante (Béta vulgaris et Ruta chalepensis) est débarrassé des cires et des lipides par
trois lavages successifs avec 1’éther de pétrole. Le résidu obtenu apres filtration est débarrassé
de la chlorophylle par trois lavages successifs avec le chloroforme. L’extraction et s’effectue
par macération dans le méthanol (80%) avec agitation de temps en temps. Aprés filtration, le
filtrat est évaporé dans un rotavapor a 45°C puis lyophilisé, le lyophilisat est pesé pour
calculer le rendement de 1’extraction.

1.2. Tests préliminaires de la composition chimique

Les tests phytochimiques sont réalises sur une solution de I’extrait méthanolique dissout dans

du méthanol selon les méthodes décrites par Trease et Evans (1983).

1.2.1. Alcaloides

L'effet de Ruta chalepensis et de Beta vulgaris sur le métabolisme des carbohydrates et quelques enzymes du
systeme antioxydant chez des rats Wistar diabétiques recevant un régime alimentaire pauvre en zinc



Matériels et Méthodes

Deux réactifs sont utilisés : réactif de Mayer et réactif de Wagner qui sont préparés
comme suit :
Réactif de Mayer: 59 de Kl et 1,358g de HgCl, solubilisés dans 100 ml d’eau distillée.
Réactif de Wagner: 2g de KI et 1,27g d’I, solubilisé dans 100 ml d’eau distillée. Evaporer
20 ml de I’extrait méthanolique de chaque plante a sec, ajouter 5 ml d’HCI (2N) au résidu et
chauffer dans un bain marie. Filtrer le mélange et réaliser les tests avec le réactif de Mayer ou
de Wagner.
Introduire 1 ml de filtrat dans un tube a essais puis ajouter 5 gouttes de réactif. La présence

d’alcaloides est indiquée par la formation d’un précipité blanc jaunatre.

1.2.2. Tanin

Agiter 2 ml de la solution a tester avec 2ml eau distillée, ajouter 2 a 3 gouttes de solution
de FeCI3 a 2%. Un test positif est révélé par I’apparition d’une coloration bleue-noire ou
verdatre
1.2.3. Flavonoides

Traiter 5 ml de I’extrait avec quelques gouttes d’HCI concentré. Ajouter une quantité de
tournures de magnésium (laisser agir). La présence des flavones aglycone est confirmee par
I’apparition d’une couleur rouge ou rose.
1.2.4. Saponosides

5 ml de la solution a tester sont bien mélangés avec 10 ml d’eau distillée pendant 2
min. La formation d’une mousse persistante aprés 15 min confirme la présence des
saponosides.
1.2.5. Stérols et triterpénes

Dans un bécher, introduire 5ml de I’extrait a analyser, ajouter Sml d’anhydride acétique,
5ml de chloroforme et 1 ml d’acide sulfurique (H2SO.) concentré dans la paroi de bécher sans
agiter. Laisser reposer 20 min. La formation d’un anneau rouge brunatre a la zone de contact
des deux liquides et une coloration violette de la couche surnageante révélent la présence de
stérols et triterpenes.
1.2.6. Composeés réducteurs

Dans un tube a essai, ajouter 1ml de liqueur de Fehling (0,5ml réactif A et 0,5ml réactif
B) a 1ml d’extrait a analyser et incuber I’ensemble 08 min dans un bain marie bouillant.

L’apparition d’un précipité rouge brique indique la présence des composés réducteurs.
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1.2.7. Les coumarines

Introduire 1 ml d’extrait dans un tube, ajouter 0,5 ml de NH4OH a 25 %, melanger et
observer sous UV a 366 nm. Une fluorescence intense indique la présence des coumarines.
1.2.8. Mucilages

Introduire 1 ml d’extrait dans un tube a essai et ajouté 5 ml d’éthanol absolu. Aprés une
dizaine de minutes, 1’obtention d’un précipité floconneux par mélange, indique la présence de
mucilages.
1.2.9. Terpénoides
Dans un tube a essai, ajouter & 2 ml d’extrait, 2ml de chloroforme et 2 ml d’acide sulfurique
concentré. La formation d’un anneau marron-rouge a ’interphase indique la présence des

terpénoides.

1.3. Analyse de I’extrait méthanolique de Béta vulgaris et Rutachalepensis
1.3.1. Dosage des polyphénols

La teneur en composés phénoliques des deux extraits de Béta vulgaris et Ruta
chalepensis (EMBV et EMRC) a été estimée par la méthode de Folin-ciocalteu selon Li et al
(2007) basée sur la réduction en milieux alcalin de la mixture phosphotungstic (WO4?)
phosphomolybdic (MoO42) duré actif de Folin par les groupements oxydables des composés
polyphénoliques, conduisant a la formation de produits de réduction de couleur bleue. Ces
derniers présentent un maximum d’absorption dont I’intensité est proportionnelle a la quantité
de polyphénols présents dans 1I’échantillon (Georgé et al., 2005). Brievement, 1 ml de réactif
de Folin (dilué 10 fois) est ajouté a 200 pl d’échantillon ou de standard (préparés dans le
méthanol) avec des dilutions convenables, Aprés 4 min, 800 ul d’une solution de carbonate de
sodium (0,75%) sont additionnés au milieu réactionnel. Aprés 2 heures d’incubation a

température ambiant et I’absorbance est mesurée a 765nm.

La concentration des polyphénols totaux est calculée a partir de la droite d’étalonnage établie
avec I’acide gallique (0-200 pg/ml) et est exprimee en mg d’équivalent d’acide gallique par
gramme d’extrait (Annexe).
1.3.2. Dosage des flavonoides

L’évaluation quantitative des flavonoides dans les deux extraits selon la méthode du
trichlorure d’aluminium (Bahorun et al., 1996). Brievement, les échantillons sont préparés

par la dissolution de 1mg extrait /Iml méthanol. 1 ml de chaque échantillon est ajouté a 1 ml
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de la solution d’AlCls (2%, dans le méthanol). Dix minutes aprés le début de la réaction,
I’absorbance est lue a 430 nm.

Une gamme étalon est établie separément avec la quercétine (0-40 pug/ml) (Annexe) pour
calculer la concentration des flavonoides dans chaque extrait. Les résultats du dosage sont

exprimés en milligramme d’équivalent de quercétine par gramme de lyophilisat.

1.3.3. L’évaluation de I’activité anti-oxydante : Piégeage du radical libre DPPH (2,2-
diphényle-1-picrylhydrazyl)

Pour étudier I’activité antiradicalaire des deux extraits, nous avons opté pour la
méthode qui utilise le DPPH comme un radical libre relativement instable qui absorbe dans le
visible a la longueur d’onde de 515 a 520 nm. Le test consiste a mettre le radical DPPH (de
couleur violette), en présence des molécules dites anti oxydantes afin de mesurer leur capacité
a le réduire. La forme réduite (diphénylpicryl-hydrazine: de couleur jaune) n’absorbe plus a

515 nm, ce qui se traduit par une diminution de I’absorbance (Sanchez-moreno, 2002).

Selon le protocole décrit par Mansouri et al (2005), la solution de DPPH est préparée
par solubilisation de 2,4 mg de DPPH dans 100 ml de méthanol (6x10° M). 25 ul des
solutions d’extraits ou standard (acide ascorbique) sont ajoutés a 975 ul DPPH, le mélange est
laissé a I’obscurité pendant 30 min et la décoloration par rapport au contrdle négatif contenant
la solution de DPPH et du méthanol est mesurée a 517 nm. L’activité antiradicalaire est

estimée selon 1’équation ci-dessous :

. . ., . ] ] Ab trole) —(Abs échantill |
| 9% d’activité antiradicalaire =Abscontrole) —(Abs échantillon) 44 -
. (Abs contole) I

L’activité antioxydante de ’EMBV et ’EMRC vis-a-vis du radical DPPH a été évaluée
spectrophotométriquement en suivant la réduction de ce radical qui s’accompagne par son

passage de la couleur violette a la couleur jaune mesurable a 517 nm.
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Pour I’évaluation de cette activité, on a préparé une gamme de dilutions allant de 0 & 2 mg/ml
pour I’acide ascorbique et des deux EM.

Les différentes densités optiques ont permis de tracer pour chaque extrait, une courbe d’allure
exponentielle, ce qui signifie I’existence d’une relation proportionnelle entre le pourcentage

de réduction du radical libre et la concentration de 1’extrait dans le milieu réactionnel.

% Calcul des I1Cso
ICso (concentration inhibitrice de 50 %), aussi appelée ECso (Efficient concentration50), est la
concentration de 1’échantillon testé nécessaire pour réduire 50% de radical DPPH.

Les ICso sont calculées graphiquement par des pourcentages d’inhibition en fonction
de différentes concentrations des extraits testées (Torres et al, 2006).

N.B : L’acide ascorbique est utilisé comme contréle positif.
2. Etude pharmacologique
2.1. Le test de toxicité (Test d’innocuité)

Afin d’éviter tout éventuel risque de toxicité lors des tests biologiques, il était
nécessaire de réaliser des essais de toxicité. Pour cela, six doses des deux extraits
méthanoliques de Béta vulgaris et Ruta chalepensis ont été testées sur des lots de sept souris
de poids homogéne. Les doses de ; 100, 250, 500, 1000,2000 et 5000mg/kg sont administrées
par voie orale (gavage). Les souris sont misent a 1’observation continue durant 72h concernant les
symptomes de toxicité, le changement de comportement et la mortalité (Litchfield et Wilcoxon,
1949).
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2.2. Test de I’activité hypoglycémiante sur des souris normo-glycémiques

Afin de tester ’activité hypoglycémiante des deux extraits une dose de 500 mg/kg est
administrée par gavage aux souris normo-glycémiques étaient a jeun depuis 16 heures. A
I’aide d’un glycométre, la glycémie est déterminée immédiatement aprés 1’administration de
I’extrait (to), puis apres 1, 2 et 3 heures. Le pourcentage de la variation de la glycémie par
rapport a la glycémie initiale (to) est calculé chaque heure pendant 3 heures. Des souris

traitées avec 10ml/kg d’eau physiologique & 0.9% sont utilisés comme temoins.

2.3. Test de I’activité anti-hyperglycémiante

Afin de tester I’activité anti-hyperglycémiante et de choisir une dose a effet remarquable
des deux extraits, on a évolué 1’effet anti-hyperglycémiant de trois doses croissantes 100, 250,
500 mg/kg pendant trois heures.

2.3.1. Induction de I’hyperglycémie
L’hyperglycémie est provoquée par I’administration de glucose aux souris a raison de
4g/kg per os selon la méthode de N’Diaye et al (2008).
2.3.2. Protocole du traitement des souris : Pour ce test, un total de 49 souris répartis en sept
lots de sept souris est traité ainsi :
“ Lotl : Représente le groupe contrdle qui recoit 10 ml/kg d’eau physiologique (EP) +
4g/kg de glucose aprés 90 minutes.
% Lot 2 : Recgoit 100mg/10 ml/kg de EMBV+ 4g/kg de glucose apres 90 minutes.
% Lot 3 : Recoit 250mg/10 ml/kg de EMBV + 4g/kg de glucose apres 90 minutes.
% Lot 4 : Recoit 500mg/10 ml/kg de EMBV+ 4g/kg de glucose aprés 90 minutes.
% Lot 5 : Recoit 100mg/10 ml/kg de EMRC+ 4g/kg de glucose apres 90 minutes.
% Lot 6 : Regoit 250mg/10 ml/kg de EMRC + 4g/kg de glucose aprées 90 minutes.
% Lot 7 : Recoit 500mg/10 ml/kg de EMRC+ 4g/kg de glucose aprés 90 minutes.

La glycémie des sept lots est évoluée a I’aide d’un glycometre sur un intervalle de 60 minutes
pendant trois heures.

2.4. L’étude sur les rats diabétiques

2.4.1. Induction du diabete sucré chez les rats

Le diabéte sucré est induit chez des rats maintenus a jeun pendant une nuit par une injection

intrapéritonéale unique d’une solution de streptozotocine a raison de 50mg/kg
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(Palsamy et Subramanian, 2008). La solution de la streptozotocine est fraichement préparée

dans une solution froide de tampon citrate 0,01M (pH 4,5).

La streptozotocine est capable d’induire une hypoglycémie fatale résulte d’une sécrétion
pancréatique massive de l’insuline. Aprés 1’administration de la streptozotocine et pour
prévenir son effet fatal, les rats recoivent une solution glucosée a 5 % pendant 48 heures.
Généralement, le diabete se stabilise chez les rats apres trois jours de I’injection. Apres 72
heures de 1’administration de la STZ, la glycémie est mesurée a jeun a I’aide d’un glucometre
(Chandra et al., 2007). Les rats qui ont montré une glycémie supérieure a 200 mg/dl ont été
sélectionnés (Singh et al., 2005) et répartis en cing groupes représentant les groupes

diabétiques.

2.4.2. La préparation de la nourriture

La préparation de la nourriture est basée sur les matiéres premiéres mentionnées dans le

tableau 01 selon la méthode suivante :

v’ Peser chaque métal et le broyer.

v' Peser les éléments alimentaires (amidon, saccharose, cellulose, protéines
(Ovalbumine) et vitamines) et les mélanger pendant 15 minutes.

v' Ajouter les métaux avec les quantités mentionnés dans le tableau 02.

v Répartir la nourriture préparée en deux parties, ajouter le zinc a la premiére partie
(régime alimentaire normal) et conserver la deuxiéme partie sans zinc (régime
alimentaire carencé en zinc).

v/ Ajouter la quantité adéquate de I'huile dans chaque partie et la mélanger pendant 15
minutes.

v Stocker le régime dans des sacs noirs en plastique marqués et les conserver dans un
endroit frais.

v Prélever des échantillons de 2g de chaque régime pour ’analyse du zinc.

Le dosage du zinc dans 1’alimentation se fait selon la méthode de Southon et al, (1984), en
utilisant le spectrophotometre d’absorption atomique. Apres le dosage on a trouvé que le
régime alimentaire normal contient approximativement 54 mg du zinc par Kg et le régime

alimentaire carencé en zinc contient environ 1.2 mg du zinc par Kg.
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Tableau 01: Composition de la nourriture(Southon et al., 1984).

Les matieres premieres

La quantité (g/kg nourriture)

Le pourcentage (%)

Amidon 326 32,6

Saccharose 326 32,6

Protéines 168 16,8
Cellulose 40 4
Mélange des Métaux 40 4
Vitamines 20 2
I"huile de mais 80 8

Tableau 02 : La quantité des métaux (Southon et al., 1984).

Le métal (mg /kg) || Régime alimentaire normale | Régime alimentaire carencé en zinc
Zinc 521 -
Cuivre 6.0 6.0
lode 0.6 0.6
Manganése 58.5 58.5
Fer 28.6 28.6
Calcium 7.11 7.11
Phosphate 14.02 14.02
Chlore 3.68 3.68
Potassium 3.34 3.34
Magneésium 0.70 0.70
Sodium 2.39 2.39
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2.4.3. Traitement des animaux

35 rats sont répartis en cing lots égaux (07rats /lot) :

= Lotl: Ratsnon diabétiques sous un régime alimentaire normal (ND).

= Lot2: Ratsdiabétiques sous un régime alimentaire normal (D).

» Lot3: Ratsdiabétiques sous a un régime pauvre en zinc (D-Zn).

= Lot4: Rats diabétiques sous un régime alimentaire pauvre en zinc traités par ’'EM
Rdta chalepensis 500 mg/kg (D-Zn+R).

= Lot5: Ratsdiabétiques sous un régime alimentaire pauvre en zinc traités par I’EM
Béta vulgaris 500 mg/kg (D-Zn+B).

Le traitement a été effectué par gavage pendant 21 jours.

2.4.4. Prélevement sanguin

Aprés 21 jours de traitement les six groupes sont sacrifiés (par décapitation), le sang est
immeédiatement recueilli dans des tubes secs étiquetés, puis centrifugés a 3000 tours/min
pendant 15 minutes. Le sérum est séparé en trois fractions dans des tubes éppendorfs et
stockés au congélateur a une température de (-20° C) jusqu'au moment de dosage.
2.4.5. Prélevement des organes

Apres la dissection le foie, les reins, le cceur, le pancréas et le fémur sont prélevés,
débarrassés de leurs tissus adipeux, rincés dans une solution de chlorure de sodium (Na Cl) a
0.9 % et pesés. Le rein, le fémur, et un fragment du foie de chaque animal sont mis dans une
étuve a 80°C pendant 16 heures pour les sécher, puis les conservés a température normale
dans des tubes polyéthylénes pour le dosage du zinc. Un deuxiéme fragment du foie, le cceur
et le rein sont coupés en petits morceaux et homogénéisés a I’aide d’un homogénéisateur dans
une solution de Kcl (1,15%) a raison de 10%(p/v). Les homogenats obtenus sont centrifugés a
4000 tours/min pendant 10min pour éliminer les débris cellulaires .Ensuite, les surnagent sont
récupérés dans des tubes secs et stockes a -20° C jusqu’a I’utilisation pour le dosage du
parametres de stress oxydatif. Le pancréas est conservé dans une solution de formol 10%
jusqu’au moment de réalisation des coupes histologiques. La figure 10 schématise les

différentes étapes du protocole expérimental utilisé.
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35 Rats répartis en 5 lots (7 Rats par lot)

Induction du diabéte par la STZ (50mg/kg)
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2.4.6. Dosage du zinc

Les organes préalablement séchés sont mis au four (moufle furnace) a 480°C aprés 48
heures ils se sont transformés en cendres. Aprés les avoir placés sur une plaque chauffante, on
leur a ajouté l'acide nitrique. L'ensemble est agité jusqu'a ce qu’il devient homogene. Enfin,
les échantillons sont filtrés a l'aide de papier filtre (Whatman N°542). Le dosage du zinc dans
le sérum et les organes se fait a I’aide de spectrophotomeétre d'absorption atomique de flamme
(PyeUnicam SP 9000, Hitchin, UK) (Southon et al., 1984). La concentration du zinc est
déterminée par comparaison a une gamme étalon de nitrate du zinc (Img/ml) réalisée dans les

mémes conditions (Annexe).
2.4.7. Méthodes de dosage des parametres biochimiques

2.4.7.1. Dosage du glucose : selon la fiche technique Spinreact

% Principe

Le glucose est mesuré aprés une oxydation enzymatique en présence du glucose
oxydase. Le peroxyde d’hydrogeéne formé réagit grace a [D’action catalytique d’une
peroxydase, avec un phénol et la 4- amino- phénazone pour former un composé rouge violet

de quinonéimine qui sert d’indicateur coloré, selon les réactions suivantes (Kaplan, 1984) :

GOD . .
B-D- Glucose + O, + H,O —— Acide gluconique + H20>

POD

2H,0+ phénol + 4- aminophénazone —* Quinonéimine + 4 H,O

«» Echantillon : Sérum

% Les réactifs utilisés

Réactifs Composition Concentration
Réactif (R1) TrispH 7,4 92 m mol/ L
Tampon Phénol 0,3 mmol/ L
Reéactif (R2) Glucose oxydase (GOD) 15000 U/L
Enzymes Peroxydase (POD) 1000 U/L
4- aminophénazone (4- AP) 2,6 m mol/ L
Etalon Glucose 100 mg/dl

*

% Préparation de réactif de travail (RT)
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- Dissoudre le contenue de réactif (R2) dans la fiole de réactif (R1).

- Mélanger bien et doucement jusqua la dissolution complete .Ce réactif de
travail est stable un mois & 2-8 °C, ou 7 jours a 15-25 °C.

% Mode opératoire

Blanc Etalon Echantillon
Réactif (ml) 1,0 1,0 1,0
Etalon (ul) - 10 -
Echantillon (ul) - - 10

-Mélanger et incuber pendant 10 min a 37°C.

-Lire I’absorbance optique a 500 nm de I’étalon et de I’échantillon contre le blanc dans les

30 minutes.
« Calcul

La concentration du glucose sérique est calculée par la formule suivante :

_ (Aéchantillm
(A)étalon

[Glucose] (mg/dl) x 100 (concentration de 1’étalon)

2.4.7.2.Dosage des lipides totaux (selon la fiche technique spinreact)

% Principe
Les lipides totaux forment avec le phosphovainilline et en présence de 1’acide sulfurique un
complexe coloré, I’intensité de sa couleur est proportionnelle a 1a concentration des lipides
totaux dans les échantillons (Kaplan et al., 1984).

*

« Echantillon : Sérum.

% Réactif

Réactif Composition Concentration

Réactif Phosphovainilline 235 mmol/L

Etalon Lipides totaux 750 mg/dl
Réactif optionnel Acide sulfurique 807
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%+ Mode opératoire

Blanc Etalon Echantillon
H2S04 (ml) 2.5 2.5 2.5
Etalon (ul) - 100
Echantillon (pl) - - 100
Eau (ul) 100

v Mélanger bien et incuber les tubes a essai pendant 10 min dans un bain marie a 100 °C.
v Refroidir les tubes dans I'eau congelée.

Surnagent (ul) - 50 50

Phosphovainiline (ml) 1.0 1.0 1.0

v Agiter et incuber pendant 15 min a 37 °C. Lire les absorbances des échantillons et de
1’étalon contre le blanc réactif a 520 nm. La coloration finale est stable pendant une

heure.

«» Calcul de la concentration

La concentration des lipides totaux sériques est calculée par la formule suivante :

. Do échantill . )
Lipidestotaux(mg/dl) = 0¢c ,antl LU 750 (concentraion de I'étalon)
Do étalon

2.4.7.3. Dosage de cholestérol (selon la fiche technique Spinreact)

% Principe
Le cholestérol présent dans 1’échantillon forme un complexe coloré selon les réactions

suivantes (Naito, 1984) :

Cholestérol
Cholestérol ester + H.0 » Cholestérol + Acides gras
Estérase
, holestérol -
Cholestérol + O3 Cholestero »  4- Cholésténone + H,02
Oxydase
POD

2H20; + Phénol + 4- Aminophénazone ——  Quinoneimine + 4 H,O
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< Echantillon : Sérum.

% Les réactifs utilisés

Réactifs Composition Concentration
R1 PIPES pH6,9 90 m mol/ L
Tampon Phénol 26 m mol /L
Rz Cholesteérol estérase (CHE) 300 U/L
Enzymes Cholestérol oxydase (CHOD) 300 U/L

Peroxydase (POD) 1250 U/L

4- Aminophénazone (4- AP) 0,4 m mol/ L
Etalon Cholestérol 200 mg/ dI

R

Dissoudre le contenu du réactif R2 dans la fiole du réactif R1.

% Préparation du réactif de travail (RT)

Me¢élanger bien et doucement jusqu’a la dissolution compléte. Ce réactif est stable 4 mois a 2-

8°C ou 40 jours a 15-25°C.

% Mode opératoire

Blanc Etalon Echantillon
RT (ml) 1,0 1,0 1,0
Etalon (ul) - 10 -
Echantillon (ul) - - 10

-Mélanger et incuber les tubes pendant 10 min a la température ambiante.

-Lire 1’absorbance (A) de 1’échantillon et de 1’étalon a 505 nm contre le blanc, la

couleur est stable pendant une heure.

«+ Calcul

[Cholestérol] (mg/dl) =

_ (A)échantillm

(A)étalon

x 200 (concentration de I’étalon).
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2.4.7.4. Dosage des triglycérides (selon la fiche technique Spinreact)

s Principe
Les triglycérides sont déterminés aprés une hydrolyse enzymatique par les lipases.
L’indicateur est une quinone formée d’apres les quatre réactions suivantes (Fossati, 1980) :
Lipoprotéine

Triglycérides + H.0 » Glycérol+ Acide gras libres
Lipase

Glycérol kinase
Glycérol + ATP ,  Glycérol -3- phosphate + ADP

Glycérol-3-P
Glycérol -3-P+0O; _ » acétone- P+ H,O-
Oxydase

H20, + 4-AP+ P- Chlorophénolﬂ Quinone + H20
<+ Echantillon : Sérum

% Les réactifs utilisés

Réactifs Composition Concentration

R1 GOOD pH75 50 mmol/L

Tampon P- chlorophenol 2 mmol/ L

R2 Lipoprotéine Lipase (LPL) 150000 U/L

Enzymes Glycérol kinase  (GK) 500 U/L
Glycérol-3- P- Oxydase (GPO) 2500 U/L
Peroxydase 440U/L
4-Aminophénazone (4-AP) 0,1 mmol/L
ATP 0,1 mmol/L

Etalon Triglycérides 200 mg/di

Préparation du réactif de travail (RT)
- Dissoudre le contenu du réactif R2 dans la fiole de réactif R1.
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- M¢élanger bien la solution jusqu’elle devient homogene. Ce réactif est stable

pendant 6 semaines a 2-8°C ou une semaine a la température ambiante.

%+ Mode opératoire

Blanc Etalon Echantillon
RT (ml) 1,0 1,0 1,0
Etalon (pl) - 10 -
Echantillon (ul) - - 10

- Mélanger et incuber les tubes pendant 10 min a 15-25°C.
- Lire I’absorbance (A) de I’échantillon et de 1’talon contre le blanc a 505 nm
dans les 30 minutes.

«+ Calcul

(A)échantillan «
(A)étalon

(Triglycérides) (mg/dl) = 200

2.4.7.5.Dosage des protéines totales dans le sérum ( selon la fiche technique Spinréact)

% Principe :
Les protéines du sérum forment dans un milieu alcalin avec les ions de cuivre, un complexe
coloré en bleu violet. L'intensité de la couleur violette est proportionnelle a la quantité des
protéinesprésentées dans I'échantillon(Burtis et al., 1999).

. pH alcalin .
Protéines + Cu ** Cu complexe protéinique

« Echantillon : Sérum

% Les réactifs utilisés

Réactifs Composition Concentration
-Sodium Potassium Tartrate. 15 mmol /I
RT(Biuret) -Sodium iodique. 100 mmol /1
-Potassium iodique. 5 mmol/l
- Sulfate de cuivre 19 mmol/l
Etalon -Sérum Bovin Albumine 7 g/l

% Préparation du réactif de travail (RT) : Le réactif est prét a I’emploi.
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%+ Mode opératoire

Blanc Etalon Echantillon
RT (ml) 1,0 1,0 1,0
Etalon (ul) - 25 -
Echantillon (ul) - - 25

-Mélanger et incuber les tubes pendant 5min a 37 °C ou 10 min a 15-25°C.

-Lire I’absorbance (A) de 1’échantillon et de I’étalon a 540 nm contre le blanc, la couleur est

stable pendant 30 min.
% Calcul

. (A)échantillmn
Protéines] (g/dl) =
[ 10D =" Metaton

X 7 (concentration de I’étalon).

2.4.7.6.Dosage de I’urée (selon la fiche technique Spinreact)

% Principe
La technique utilisée pour la détermination du taux de 1’urée est la méthode cinétique

utilisant 1uréase selon les réactions suivantes(Kaplan, 1984) :

Uréase
Urée + H,O + 2H" —— 2 NHs+ CO»

GLDH

2NHz+ o - cétoglutarate + NADH » H,O+ NAD+ + L- Glutamate
La concentration de 1’urée sérique est proportionnelle a la disparition du NADH".
% Echantillon : Sérum

«» Les réactifs utilisés

Réactifs Composition Concentration

R1 Tris pH7,8 80 mmol/ L

Tampon a- cétoglutarate 6 mmol/ L

R2 Uréase 3750 U/L

Enzymes Glutamate déshydrogénase GLDH 6000 U/L
NADH 0,32 m mol/ L

Etalon Urée 50 mg/ dI
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% Préparation du réactif de travail (RT)
- Dissoudre le contenu du réactif R2 dans la fiole du réactif R1.
- Mélanger bien jusqu’a la dissolution compléte. Ce réactif préparé est stable

pendant 6 semaines a 2-8°C ou une semaine a 15-25°C.

% Mode opératoire

Blanc Etalon Echantillon
RT (ml) 1,0 1,0 1,0
Etalon (ul) - 10 -
Echantillon (ul) - - 10

- Agiter bien les tubes et lire I’absorbance aprés 30 secondes (Al) et apres 90 s
(A2) a la longueur d’onde 340 nm.
% Calcul

) = (AA)échantillan

Urée] (mg/dl
[Uree] (mg (AA)étalon

X 50 (concentration de 1’étalon)

2.4.7.6.Dosage de la créatinine : selon la fiche technique Spinreact
% Principe
La créatinine présentée dans 1’échantillon réagit avec le picrate en milieu alcalin pour
donner un complexe dans des périodes initiales courtes en évitant ainsi I’interférence d’autre

composé(Murray et Kaplan, 1980).

«» Echantillon : Sérum

% Les réactifs utilisés

Réactifs Composition Concentration
R1 Acide picrique 17,5 m mol/ L
R2 Hydroxyde de sodium 0,29 m mol/ L
Etalon Creéatinine 2 mg/ dl
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S

*

% Préparation du réactif de travail (RT)

- Mélanger des volumes egaux des réactifs R1 et R». Ce réactif de travail est

stable 10 jours a 15-25°C.

%+ Mode opératoire

Blanc Etalon Echantillon
RT (ml) 1,0 1,0 1,0
Etalon (ul) - 100 -
Echantillon (ul) - - 100
- Mélanger bien puis lire I’absorbance aprés 30 sec (A1) et apres 90 sec (A2) a la
longueur d’onde 492 nm.
% Calcul

AAéch— AAblanc

- X 2 (concentration de 1’étalon)
AAetalon— AAblanc

[Créatinine] (mg/dl) =

2.4.7.8. Dosage de I’acide urique : selon la fiche technique Spinreact

R

% Principe

L’acide urique présent dans I’échantillon donne selon les réactions décrites ci-dessous un
complexe coloreé : quinoneimine ou I’intensité de la couleur formée est proportionnelle a la

concentration de ’acide urique sérique (Schultz et al., 1984).

Uricase

Acide urique + 2H20 + O3 »Allontoine + CO2+ 2H,0>

POD

2H,02+ 4-AP+ DCPS » inoneimine + 4H,0

« Echantillon : Sérum
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% Les réactifs utilisés

Réactifs Composition Concentration
R1 Phosphate pH 7,4 50 mmol/ L
Tampon 2-4 Dichlorophénolsulfonate (DCPS) 4 mmol/ L
R> Uricase 60 U/L
Enzymes Peroxydase (POD) 660 U/L
Ascorbate oxydase 200 U/L
4- Aminophénazone (4- AP) 1 mmol/L
Etalon Acide urique 6 mg/dl

% Préparation du réactif de travail (RT)
- Dissoudre le contenu du réactif R2 dans la fiole du réactif R1.
- Me¢langer bien et doucement jusqu’a la dissolution compléte. Ce réactif est

stable pendant un mois a 2-8°C ou 10 jours a 15-25°C.

%+ Mode opératoire

Blanc Etalon Echantillon
RT (ml) 1,0 1,0 1,0
Etalon (ul) - 25 -
Echantillon (ul) - - 25

- Mélanger et incuber les tubes pendant 10 min a la température ambiante.
- Lire I’absorbance (A) de I’échantillon et de 1’talon a 520 nm contre le blanc
dans les 30 minutes.
% Calcul

(A)échantillmn
(A)étalon

[Acide urique] (mg/dl) = x 6(concentration de 1’étalon)

2.4.7.9. Dosage de P’activité d’ Aspartate amino transférase (selon la fiche technique
spinreact)
% Principe

L’aspartate amino transferase (AST) appelée aussi lI'oxaloacétate de glutamate transférase
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(GOT) catalyse le transfert réversible d'un groupe amine a partir de l'aspartate au o-
cétoglutarate formant le glutamate et I'oxalacetate. L'oxalacetate produit est réduit en malate
par la malate déshydrogénase (MDH) et le NADH (Murray, 1984).

Aspartate + o—cétoglutarate A—ST> glutamate + oxalacetate

Oxalacetate + NADH + Ht —MPH o vaate + NaD*

R

«» Echantillon : sérum

« Reéactifs

Réactif composition concentration
R1
Tampon TrispH 7.8 80 mmol/L
L- Aspartate 200 mmol/L
R2
Substrat NADH 0.18 mmol/L
Lactate déshydrogenase (LDH) 800 U/L
Malate déshydrogenase (MDH) 600 U/L
a-cétoglutarate 12 mmol/L

% Préparation de réactif du travail (RT)
Dissoudre un comprimé de R2 dans un flacon de R1. Ce réactif est stable pendant 21 jours a
2-8°C ou 72 heures a 15-25°C.

R

% Mode opératoire

RT (ml) 1.0
Echantillon (ul) 100

On mélanger et/ ou incube pendant 1 minute puis on lit I’absorbance (A), la densité optique

DO a 340 nm contre le blanc réactif. Avec trois répétitions (a chaque fois 1 min d’incubation).
% Calcul de ’activité
L’activité d’aspartate amino transférase sérique est calculée par la formule suivante :
AST U/L = AA/min x1750
2.4.7.10.Dosage de D’activité d’Alanine amino transférase (selon la fiche technique
spinreact)
% Principe

Le principe est présenté par le schéma réactionnel suivant (Murray, 1984):
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2—oxoglutarate + L —Alanine ﬂ glutamate + pyruvate

Pyruvate + NADH + HT LA | _lactate + NADT

Le taux de diminution de la concentration en NADH est directement proportionnel a I’activité
de I’alanine aminotransférase dans 1’échantillon.
% Echantillon : sérum

« Reéactifs

Réactif composition concentration
R1
Tampon TrispH 7.8 100 mmol/L
L- Alanine 500 mmol/L
R2
Substrat NADH 0.18 mmol/L
Lactate déshydrogenase (LDH) 1200 U/L
Oxoglutarate 15 mmol/L

% Préparation de réactif de travail (RL)
Dissoudre le contenant de R2 dans le flacon R1. Ce réactif est stable 2 semaines a 2-8°C
% Mode opératoire
Réactif (ml) 1.0
Echantillon (pl) 100

Mélanger, incuber les tubes préparés pendant une minute a température ambiante et lire

I’absorbance (A) a 340 nm avec trois répétitions (a chaque fois 1 min d’incubation).

% Calcul de ’activité
L’activité d’alanine aminotransférasesérique est calculée par la formule suivante :
ALAT U/L = AA/min x1750
2.4.8. Analyse des parametres tissulaires

2.4.8.1. Dosage de malondialdehyde (MDA)

La peroxydation lipidique dans le foie, rein et coeur est évaluée par le dosage de
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malondialdéhyde (MDA) selon la méthode d’Ohkawa et al (1979). Le MDA est 1’'un des
produits terminaux de la décomposition des acides gras polyinsaturés (PUFA) sous 1’effet des
radicaux libres libérés au cours du stress. Une molécule de MDA est condensée avec deux
molécules de thiobarbiturique (TBA) pour former un complexe coloré en rose. Pour le dosage
du MDA, 0,5 ml de ’homogénat 0,5 ml d’acide trichloracétique (TCA) 20 % et 1 ml d’acide
thiobarbiturique (TBA) 0,67 % sont additionnés. Le mélange est chauffé a 100 °C pendant 15
minutes, refroidi puis additionné de 4 ml de n-butanol. Aprés centrifugation de 15 minutes a
3000 tours/minute, 1’absorbance est déterminée sur le surnageant au spectrophotomeétre a 532
nm. La concentration de MDA est déduite a partir d’'une gamme étalon établie dans les
mémes conditions avec une solution de « 1,3,3,3-tetratoxypropane » qui donne le MDA apres

son hydrolyse (Annexe).

2.4.8.2.Dosage du glutathion réduit (GSH)

Le dosage du glutathion est réalisé selon la méthode d’Ellman (1959) modifié par
Jollow et al (1974). Le principe de ce dosage repose sur la mesure de 1’absorbance optique de
I’acide 2-nitro-5-mercapturique qui résulte de la réduction de 1’acide 5,5 dithio-bis-2-
nitrobenzoique (DTNB) par les groupements (-SH) du glutathion. Pour cela on réalise une
déprotéinisation afin de garder uniquement les groupements (-SH) spécifique du glutathion.
La procédure expérimentale de dosage du glutathion réduit est la suivante :

Prélever 0.8 ml de I'nhnomogénat ;

Ajouter 0.2 ml de solution d’acide salicylique (0.25%) ;

Agiter et laisser pendant 15 minutes dans un bain de glace ;

Centrifuger a 1000 tours/min pendant 5 min ;

Prélever 0.5 ml du surnageant ;

Ajouter 1 ml de tampon Tris, pH 9.6 ;

Mélanger et ajouter 0.025 ml d’acide 5,5 dithio-bis-2-nitrobenzoique (DTNB) & 0.01M.

AN NN N N U R N

Laisser pendant 5 min & une température ambiante et lire les densités optiques & 412 nm
contre le blanc réactif. La concentration du glutathion réduit est obtenue par la formule

suivante :

DOx1x1.525
13100x0,8x0,5xmg proteine

GSH(n mol/mg protéine) =
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= DO : Densité optique.

= 1:Volume total des solutions utilisées dans la déprotéinisation (0.8 ml homogénat
+ 0.2 ml de I’acide salicylique).

= 1.525: Volume total des solutions utilisées dans le dosage du GSH au niveau de
surnageant (0.5 ml surnageant + 1 ml Tris + 0.025 ml DTNB).

* 13100 : Coefficient d’absorbance du groupement (-SH) a 412 nm.

* (0.8 : Volume de I’homogénat.

= 0.5:Volume de surnageant

2.4.8.3. Dosage de ’activité enzymatique du glutathion peroxydase (GSH-PXx)

L’activité enzymatique du glutathion peroxydase (GSH-PXx) a été mesurée par la méthode
de Flohe et Gunzler (1984). Cette méthode est basée sur la réduction de peroxyde
d’hydrogéne (H202) en présence de glutathion réduit (GSH), ce dernier est transformé en
(GSSG) sous I’influence de 1la GSH-Px selon la réaction suivante :

H.02+2 GSH——— > GSSH+2H;0

Pour cela que, nous avons procédé aux étapes suivantes :

Prélever 0.2 ml de I'nhnomogénat (surnageant).

Ajouter 0.4 ml de GSH (0.1 mM).

Ajouter 0.2 ml de la solution tampon TBS (Tris 50 mM, NaCl 150 mM pH 7.4).
Incuber au bain marie a 25°C, pendant 5 min.

Ajouter 0.2ml de H202 (1.3 mM) pour initier la réaction, laisser agir pendant 10 minutes.
Ajouter 1 ml de TCA (1%) pour arréter la réaction.

Mettre le mélange dans la glace pendant 30 minutes.

Centrifuger durant 10 minutes a 3000 tours /minutes.

Prélever 0.48 ml du surnageant.

Ajouter 2.2 ml de la solution tampon TBS.

Ajouter 0.32 ml de DTNB (1.0 mM)

Mélanger et aprés 5 minutes lire les densités optiques a 412 nm.

AN N NN N Y N N N N

La détermination de I’activité enzymatique de la GSH-Px se fait a I’aide de la formule

suivante :

(DO échantillon — DO étalon)x0.04X 5
DO étalon mg protéine

GSH — Px (n mol GSH/min/mg protéine) =

0.04 : Concentration de substrat GSH.
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2.4.8.4. Dosage de I’activité de Glutathion S-Transférase (GSTSs) :

La mesure de I’activité des GST, consiste a fournir a I’enzyme un substrat en général du
(CDNB) 1-chloro, 2.4-dinitrobenzéne, qui réagit facilement avec de nombreuses formes de
GST et du glutathion. La réaction de conjugaison de ces deux produits entraine la formation
d’une molécule nouvelle qui absorbe la lumiere a 340 nm de longueur d’onde.

La méthode utilisée dans cette étude pour doser les GSTs est celle de Habiget al (1974) ;
celle-ci consiste a faire agir les GSTs contenues dans 1’homogénat sur un mélange (CDNB-
GSH) a une température de 37°C et a un pH de 6.5. La variation de la densité optique, due a
I’apparition du complexe GSH-CDNB, est mesurée pendant 1 minute durant 5 minutes a une

longueur d’onde de 340 nm

Réactifs Blanc (ul) Essai (ul)

Tampon phosphate (0.1M)

pH 6.5 850 830
CDNB (0.02M) 50 50

GSH (0.1M) 100 100
Homogénat - 20

La valeur de la densité optique du blanc (conjugaison spontanée du substrat) a été ensuite
retranchée a la valeur de chaque essai afin de mesurer la variation due uniquement a I’activité
de I’enzyme.

L’activité de la GST est obtenue par la formule suivante :

échantillon Blanc
. /s _ Do min — Do min )
GST (nmol CDNB — GSH/min/mg protéine) = 9.6 x mg de protéine

9.6 : Coefficient d’extinction du GSH-CDNB exprimé en mM. Cm.
9.7

2.4.8.5. Dosage des protéines :
La concentration des protéines est déterminée selon la méthode de Bradford (1976) qui
utilise le bleu de Coomassie comme réactif. Ce dernier réagit avec les groupements amines (—

NH2) des protéines pour former un complexe de couleur bleu. (L’apparition de la couleur
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bleue refléte le degré d’ionisation du milieu acide et I’intensité correspond & la concentration
des protéines).

Pour cela, nous avons procédés aux étapes suivantes :

v’ Prélever 0.1 ml de I’homogénat.

v' Ajouter 5 ml du bleu de Coomassie.

v’ Agiter et laisser reposer 5 minutes.

v' Lire a 595 nm les densités optiques contre le blanc

La concentration des protéines est déterminée par comparaison a une gamme étalon
d’albumine sérique bovine (Img/ml) préalablement réalisée dans les mémes conditions
(Annexe).

2.4.9. Etude histologique

Les coupes histologiques du pancréas ont été réalisées suivant la technique classique du
Hould (1984).

Pour chaque rat, on préléve un fragment du pancréas de 0,5 cm?, ces fragments sont mis
directement dans du formol, fixateur couramment utilisé. Puis ces morceaux sont retirés et
coupés a l’aide du couteau tranchant a fin de réaliser des prélévements pour 1’étude
histologique avec une surface de 1-2 cm? et une épaisseur proche de 1,5 mm. Les piéces
obtenues sont alors mis dans des cassettes spéciales a parois tournées afin de permettre le

passage des liquides.

e Déshydratation
Les échantillons sont ensuite déshydratés pendant 12 heures au minimum pour éliminer
I’eau des tissus, cette opération nécessite le passage du tissu dans des bains d’éthanol de

concentration croissante (70%, 80%, 90% et 100%).

e Inclusion

Les pieces anatomiques sont alors plongées dans des bains de paraffine liquide, puis on
procéde a I’étape de ’enrobage qui consiste a inclure le tissu imprégné dans un bloc de
paraffine qui, en se solidifiant, va permettre sa coupe. La réalisation des coupes minces de
quelques microns (5 pm en moyenne) sont possibles grace d’un microtome. Ces coupes
sériées sont reliées entre elle sous forme des rubans ; les quels sont par la suite étalés sur des
lames porte-objets, déplissés et fixés sur les lames par 1’utilisation d’une eau gélatineuse

chauffée.
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e Coloration

Selon la technique a I’hématoxyline-éosine, la coloration suive les étapes suivantes:

1- Déparaffiner et hydrater les lames a 1’eau de robinet puis rincer a 1’eau distillé.

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

3- Différencier les coupes dans 1’alcool acide (100 ml éthanol a 70% + 50 ml HCI) puis
les rincer a 1’eau de robinet.

4- Bleuir dans un bain d’eau ammoniacale (100 ml d’eau distillé¢ + 2 ml d’ammoniaque).

5- Immerger dans un bain d’Eosine (15 secondes a 2 min) qui colore les structures
acidophiles (cytoplasme).

6- Déshydrater, éclaircir et monter les lames a Eukitt. Tous ces bains sont séparés par des
lavages a 1’eau de robinet.

7- Enfin, passer a l’observation au microscope photonique, lequel est équipé d’un

appareil photographique.

2.5. Etude statistique
L’étude statistique est réalisée a I’aide du systéme Origin Pro 8 en utilisant le test de
variance univariée (one-way ANOVA) suivie du test de Tukey.
Pour 1’étude expérimentale sur les animaux, les résultats sont exprimés en moyenne + S.E.M
et en comparant les différents groupes ou :
e a: Comparaison du lot D avec le lot ND.
e b :Comparaison du lot D-Zn avec le lot D.

e ¢ : Comparaison du lot D-Zn+R et D-Zn+B avec le D-Zn.

Les différences sont considérées comme :

e (a, b, ¢) significatives lorsque (p < 0.05).
e (a1, by, c1) hautement significative lorsque (p < 0.01).
o (az, by, o) trés hautement significative lorsque (p < 0.001).

Avec p<0,05 : Seuil de signification.
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Résultats

1. Etude phytochimmique
1.1. Rendement d’extraction

L’opération de I’extraction a partir de 250 g du matériel végétal a 1’aide du méthanol et
apres lyophilisation a permis d’obtenir un résidu sec d’extrait brut tel que y est mentionnée
dans le Tableau 03.

L'extrait méthanolique récupéré aprés évaporation a sec et sous pressions réduite suivis
d’une lyophilisation a été pesé pour déterminer le poids sec résultant, cet extrait renferme les
flavonoides et les composes phénoliques. Le rendement exprimé en pourcentage a été
déterminé par rapport a 250g de la poudre fine. Subissant une extraction douce a
température ambiante durant 24 heures. Ruta chalepensis a donné une masse en extrait sec
méthanolique égale a 23,45g correspondant a un rendement de 9,38% alors que Beta

vulgaris a donné une masse égale a 21,459 correspondant a un rendement de 8,58%.

Tableau 03: Le rendement d'extrait méthanolique de Ruta chalepensis et Beta vulgaris.

La quantité d’extrait a partir de 250 g Béta vulgaris Ruta chalepensis
Rendement (g) 21,45 23,45
Rendement % 8,58 9,38

1.2. Tests phytochimiques

Les tests phytochimiques réalisés sur ’EMRC et PTEMBV révelent la présence de
plusieurs familles de composés. Les résultats montrent la présence des flavonoides, tanins,
mucilages, coumarines, stérols, terpénes, saponosides et des composés réducteurs dans les
deux plantes, tandis que la présence des alcaloides uniquement chez Ruta chalepensis
(Tableau 04).
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Tableau 04 : Résultats des tests phytochimiques.

Béta vulgaris Ruta chalepensis
Flavonoides + +
Tanins + +
Mucilages + +
Coumarines + +
Stérols + +
Terpenes + +
Saponosides + +
Composés reducteurs + +
Alcaloides _ +

(+) présence, (-) Absence

1.3. Dosage des polyphénols et des flavonoides

Le dosage des polyphénols totaux par la méthode de Folin-Ciocalcieu montre, en plus
de sa sensibilité, une reproductivité puisque 1’absorbance est étroitement corrélée a la
concentration de ’acide gallique utilisé dans la gamme étalon, r = 0.99 (Annexe).

Les résultats de dosage de polyphénols révelent que I’EMRC et ’EMBV contiennent
respectivement 43,40 mg et 31,23 mg d’équivalent d’acide gallique/g de lyophilisat.
L’¢évaluation quantitative des flavonoides (la quercétine sert de standard) montre une
corrélation positive entre la variation de ce flavonoide (0 & 40 ug/ml) et I’absorbance avec
un

coefficient de corrélation r = 0.99 (Annexe). Les teneurs en flavonoides varient dans les
mémes proportions que celle des polyphénols: les résultats révelent la présence de 17,34 mg
EQ/g extrait et 6,93mg EQ/g extrait dans Ruta chalepensis et Béta vulgaris respectivement
Tableau (05) et figure (11).
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Tableau 05: Dosage des polyphénols totaux et des flavonoides dans ’EMBYV et ’EMRC.

Teneur en polyphénols Teneur en flavonoides
(mg EAG /g) (mg EQ/g extrait)
Béta vulgaris «var. cicla» 31,231 + 0.0066 6,85 + 0,087
Ruta chalepensis 43,405+ 0.0122 17,34+0.042
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~ Teneur des polyphénoles (mgEAG/q extrait) Teneur des flavonoides (mg EQ/g extrait)

Figure 11. Teneur des polyphénols et des flavonoides dans les deux extraits

2. L’évaluation de ’activité anti-oxydante (DPPH)

L’activité antiradicalaire in vitro des flavonoides est évaluée par la diminution du taux de
DPPH® dosé apres 1’addition de I’extrait a différentes concentrations. Le pouvoir antiradicalaire
le plus élevé est observé pour Ruta chalepensis (65,811%) contre 58,68% pour Béta vulgaris
mais il reste un pouvoir inférieur a celui qu’exerce 1’acide ascorbique (95,72%).

Ce test nous a permis de déterminer la concentration inhibitrice piégeant 50% du radical
DPPH°(ICso) qui était de (1,5 mg/ml) pour ’EMRC et (1,74 mg/ml) pour ’EMBYV contre (0,12
mg/ml) pour I’acide ascorbique (Figurel?2).
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Figure 12. Effet antiradicalaire de ’"EMBYV et ’EMRC sur le radical DPPH®.
3. Investigations expérimentales sur les animaux

3.1. Test de toxicité

Avec les différentes dose testées; 100, 250, 500, 1000, 2000 et 5000 mg/kg aucune perte
de souris n’a été constatée, ainsi toutes les souris étaient calmes, avec une respiration
soutenue, aucune paralysie n’a été déplorée. On a constaté que les deux extraits ne sont pas

toxiques jusqu’a 5000 mg/kg.

3.2. Test de I’activé hypoglycémiante sur les souris normo-glycémiques

Les résultats de I’évaluation de I’activé hypoglycémiante sur les souris normo-
glycémiques traités par ’EMBYV et TEMRC sont illustrés dans les figures 13 et 14.

Nous constatons que la glycémie basale chez les souris témoins (98 + 3,44 mg/dl) n’a
pas été diminuée au bout de 4 heures (91,418 +0.47 mg/dl, tandis que la dose de ’EMRC a
500 mg/kg a un effet hypoglycémiant trés hautement significative (p<0,001) (95+ 0,37
mg/ml) apres quatre heures d’observation (50,6 + 0,50 mg/dl) et la dose de ’EMBV a 500
mg/kg a aussi un pouvoir hypoglycémiant significative (p<0,05) (99 = 10,4 mg/ml) aprés 04
heures d’observation (57 + 3,36mg/dl) (Figure 13). Les pourcentages de la diminution de la

glycémie par rapport a la glycémie basale sont montrés sur la figure 14.

L'effet de Ruta chalepensis et de Beta vulgaris sur le métabolisme des carbohydrates et quelques enzymes du
systeme antioxydant chez des rats Wistar diabétiques recevant un régime alimentaire pauvre en zinc



Résultats

/120 - o \
Test hypoglycémique
___ 100 +
o
~~ *
O 80 -
£ | | .
~ 3k %k %k
.9 60 . 3k %k k
\% \
i s N %ok ok
E\ 40 —— Témoin
) —=— Ruta 500mg
20 - —— Béta 500mg
0 T T T T T T T T 1
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4 4,5
Y Temps ( heure) )

Figure 13. Evaluation de I'activité hypoglycémiante sur les souris normo-glycémiques traités par
I’EMBYV et PEMRC (n = 7 souris par lot).
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Figure 14. Pourcentage de la diminution de la glycémie par rapport a la glycémie basale des souris
(n=7 souris par lot).
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3.3. Test de I’activité anti-hyperglycémiante

La figure 15 montre I’effet de trois doses croissantes de ’EMBYV et de ’EMRC chez
des souris rendus hyperglycémiques par gavage de 4g/kg de glucose. Puisque une
diminution significative de la glycémie a été observée a la deuxiéme heure chez les souris
normo-glycémiques traités par 500 mg/kg de I’extrait, ce dernier est administré oralement a
différentes doses une heure et demi (1h:30min) avant I’administration du glucose de maniére
que ’effet significatif de la dose déja testée coincide avec la glycémie maximale des rats
hyperglycémiques contrdles au méme temps que les animaux testés. Les autres doses sont
utilisées pour étre comparées a la dose de 500 mg/kg afin de choisir la moindre dose avec le
meilleur effet.

Chez le groupe de rats contrdle, I’administration de glucose a la dose de 4g/kg entraine une
hyperglycémie significative avec un pic qui apparait au bout de 60 minutes (Figurel5, 16).
La glycémie varie en effet de 1.20£0.26 a 3.14+ 0.51 ¢/l (p<0.001). Chez les rats
préalablement traités avec I’EMRC et I’EMBV a différentes doses, 1’augmentation de la
glycémie obtenue aprés administration du glucose est moins importante que celle du groupe
contrdle pour la dose de 500 mg/kg , soit 1.18 + 0.29 4 2.08 + 0.19 (p < 0.05) et 1.40 + 0.03
a2.50 +0.12 g/l (p<0.01) respectivement, mais elle reste significative.

Apreés les résultats obtenus par le test de 1’activité hypoglycémiante et le test de tolérance, on
a choisi la dose de 500 mg/kg pour évaluer ’activité antidiabétique de 1’extrait méthanolique
de Ruta chalepensis et de Beta vulgaris var cicla
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Figure 15. Test Anti-Hyperglycémique de ’"EMRC. La comparaison est faites avec la glycémie
initiale de chaque lot, (*):p<0,05 ; (***) : p<0,001) (n=7 souris par lot).
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Figure 16. Test Anti-Hyperglycémique de ’EMBYV .La comparaison est faites par rapport a la
glycémie initiale de chaque lot, (**) p<0,01; (***) p<0,001 (n=7 souris par lot).
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3.4. L’étude sur les rats diabétiques

Apres Iinstallation du diabéte, on a commencé le traitement des différents lots selon
le protocole précédemment décrit. Durant les premiers jours du traitement, on a noté un état
de polyurie chez tous les rats diabétiques par rapport aux rats normaux avec augmentation de
la consommation de 1’eau et de la nourriture. Aprés trois semaines de traitement, ces
symptdmes tendent a se diminuer chez les rats diabétiques traités avec ’EMRC et ceux
traités avec ’EMBYV alors qu’il n’y a aucune amélioration chez les rats diabétiques
contrbles. Les variations de la glycémie et du poids des rats des différents lots sont notées
des la premiére semaine, alors que les parametres biochimiques sériques et tissulaires ainsi

que les coupes histologiques sont analyses apres le sacrifice des animaux.
3.4.1. Etude de la croissance corporelle des rats pendant le traitement

Le suivie de la variation de la masse corporelle des rats au cours de 1’expérience,
nous a permis de constater les variations par la comparaison du poids des lots par rapport a

leurs poids initiaux. Les résultats sont illustrés dans le tableau 06 et la figure 17.

Nous constatons une diminution trés hautement significative du poids des rats
diabétiques soumis a un régime pauvre en zinc, une diminution hautement significative du
poids des rats diabétiques soumis a un régime normal et une augmentation non significative

chez les lots : (D-Zn+R ) et (D -Zn+B) par rapport au poids initial de chaque lot.

Notons qu’il y a une acquisition de poids pour les rats diabétique traités par '’EMRC
(14,26% 3,28) et ’EMBV (12,6+ 3,36) soumis a un régime pauvre en zinc tandis qu’une
perte de poids considérable chez les rats diabétiques soumis a un régime alimentaire normal
(-18+6,64 ) et une perte plus conséquente pour les rats diabétiques soumis a un regime

pauvre en zinc (-36,4+ 5,84) (figure 18).
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Figure 17. Suivie du poids de rats durant le traitement {la comparaison est faite par rapport au poids
initial de chaque lot : (**) : p<0,01) ; (***) :p<0,001 (n=7 rat par lot).

Tableau 06: le poids initial et final chez les rats non diabétiques (ND), les rats diabétiques qui sont
sous un régime alimentaire normale (D), diabétiques carencés en zinc (D-Zn), diabétiques carencés
en zinc et traités par ’EMRC (D-Zn+R) et les diabétiques carencés en zinc et traités par 'TEMBV
(D-ZN+R).

T Parametres
Poids initial (g) Poids final (g)
ND 134+ 6,4 159.20 +3.36
D 173,2+ 9,76 154.40 % £8.72
D-2n 170+ 8,4 133.60°1 +14.48
D-Zn+R 179,4 + 13,12 193.66 ©1+10.53
D-Zn+B 133,8 + 22,64 159.30 %> +7,46

Les résultats sont exprimés en: M +SEM , n=7

p<0.05: comparaison D avec ND; ®'p<0.01 : comparaison D-Zn avec D ; ©p<0.01,%?p<0.001: comparaison D-
Zn+R et D-Zn+B avec D-Zn.
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Figure 18. Gain ou perte du poids des rats a la fin du traitement (n=7).

3.4.2. Le suivie de la glycémie pendant le traitement

Pendant le traitement, nous avons suivi les variations de la glycémie des rats qui sont

illustrées dans la Figure 19 et le Tableau 07.

Nous constatons une augmentation trés hautement significative (p<0,001) de la
glycémie des rats diabétiques (287 + 24mg/dl) par rapport aux rats non diabétiques (102 +
4,4 mg/dl) au bout de 21 jours de traitement.

Une augmentation tres hautement significative (p<0,001) de la glycémie est notée chez
les rats diabétiques soumis a un régime pauvre en zinc (432,4 + 42,2mg/dl) par rapport aux
rats diabétiques soumis a un régime normal (287 + 24mg/dl) au bout de 21 jours de

traitement.

Les résultats obtenus révélent aussi une diminution tres hautement significative chez les
rats diabétiques traités par I’EMRC (125,6 £ 3,52mg/dl) et chez les rats diabétiques traités
par PTEMBYV (249,2 £ 22,5) par rapport aux rats diabétiques soumis a un régime carencé en
zinc (p<0,001).

Notons que le pourcentage de la diminution de la glycémie établie par le ’TEMRC a 500
mg sur les rats diabétiques soumis a un régime pauvre en zinc (-65,9%) est plus élevé a celui
qu’est effectué par "TEMBYV a 500mg (-36,75 %) sur ces rats (Figure 20).
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Tableau 07: La concentration du glucose chez

chez les rats non diabétiques (ND), les rats

diabétiques qui sont sous un régime alimentaire normale (D), diabétiques carencés en zinc (D-Zn),
diabétiques carencés en zinc et traités par '"EMRC (D-Zn+R) et les diabétiques carencés en zinc et

traités par ’EMBV (D-ZN+R).

Parameétres
Glycémie initiale (mg/dl) Glycémie finale (mg/dl)
Lots
ND 100,4 £5,25 98,20 + 2,56

D 355,8 + 33,36 381,40 %2 + 23,92

D-2Zn 353,8 + 156,56 484,80 P2+ 54,56
D-Zn+R 368,4 + 61,44 125,60 “?+11,52
D-Zn+B 392,8 + 207,04 272,42+ 2210

Les résultats sont exprimés en;: M +SEM , n=7

32p<0.001: comparaison D avec ND;"?p<0.001 : comparaison D-Zn avec D ;?p<0.001: comparaison D-Zn+R

et D-Zn+B avec D-Zn.
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Figure 19. Courbe du suivie de la glycémie durant le traitement chez les rats non diabétiques (ND),
les rats diabétiques qui sont sous un régime alimentaire normale (D), diabétiques carences en zinc
(D-Zn), diabétiques carencés en zinc et traités par 'TEMRC (D-Zn+R) et les diabétiques carences en
zinc et traités par ’"EMBYV (D-ZN+R). Les résultats sont exprimés en: M +SEM , n=7.

2n<0.001: comparaison D avec ND; **p<0.01 ;"?p<0.001 : comparaison D-Zn avec D;
p<0.05 ,“p<0.01,%?p<0.001: comparaison D-Zn+R et D-Zn+B avec D-Zn.
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Figure 20. Pourcentage de la variation de la Glycémie chez chez les rats non diabétiques (ND), les
rats diabétiques qui sont sous un régime alimentaire normale (D), diabétiques carenceés en zinc (D-
Zn), diabétiques carencés en zinc et traités par "TEMRC (D-Zn+R) et les diabétiques carencés en
zinc et traités par "EMBV (D-ZN+R). Les résultats sont exprimés en: M £SEM , n=7.

3.4.3. Statut du zinc dans I’organisme

Les figures (21, 22, 23) présentent une diminution significative (p<0.05) de la concentration

du zinc dans le fémur, le foie et le rein chez les rats diabétiques par rapport aux rats témoins.

La carence du zinc dans I’alimentation des rats diabétiques a induit une diminution tres
hautement significative de sa concentration dans le femur (p < 0.001), hautement

significative (p < 0.01) dans le foie et significative (p < 0.05) dans le rein.

Apres le traitement par ’EMRC des rats diabétiques alimentés par un régime carencé
en zinc , on remarque une augmentation hautement significative (p < 0.01) de la
concentration du zinc dans le fémur, le foie et le rein comparant a ceux non traités et
carenceés en zinc , ainsi pour les rats de régime carencé en zinc qui sont traités par ’EMBV ,
on constate une augmentation significative (p < 0.05) de la concentration du zinc dans le
fémur et une augmentation tres hautement significative (p < 0.001) de la concentration du
zinc dans le foie et hautement significative (p<0.01) dans le rein par rapport aux rats

diabétiques de régime carencé en zinc non traités .
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Figure 21. Variation de la concentration du zinc dans le Fémur chez les rats non diabétiques (ND),
les rats diabétiques qui sont sous un régime alimentaire normale (D), diabétiques carencés en zinc
(D-Zn), diabétiques carencés en zinc et traités par "EMRC (D-Zn+R) et les diabétiques carencés en
zinc et traités par ’EMBV (D-ZN+R). Les résultats sont exprimés en: M £SEM , n=7

(3p<0.05: comparaison D avec ND;?p<0.001 : comparaison D-Zn avec D ; ®p<0.05, ®:p<0.01: comparaison
D-Zn+R et D-Zn+B avec D-Zn.
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Figure 22 .Variation de la concentration du zinc dans le foie chez les rats non diabétiques (ND), les
rats diabétiques qui sont sous un régime alimentaire normale (D), diabétiques carencés en zinc (D-
Zn), diabétiques carencés en zinc et traités par ’EMRC (D-Zn+R) et les diabétiques carencés en
zinc et traités par ’EMBV (D-ZN+R). Les résultats sont exprimés en: M +SEM , n=7 .

(3p<0.05: comparaison D avec ND; ’p<0.05 , "p<0.01 , "p<0.001 : comparaison D-Zn avec D ;p<0.05,
1p<0.01, ©p<0.001: comparaison D-Zn+R et D-Zn+B avec D-Zn).
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Figure 23. Variation de la concentration du zinc dans le rein chez les rats non diabétiques (ND), les
rats diabétiques qui sont sous un régime alimentaire normale (D), diabétiques carencés en zinc (D-
Zn), diabétiques carencés en zinc et traités par "TEMRC(D-Zn+R) et les diabétiques carencés en zinc
et traités par "TEMBYV (D-ZN+R). Les résultats sont exprimés en: M +SEM , n=7

(83p<0.05: comparaison D avec ND; °p<0.05 : comparaison D-Zn avec D ; ®*p<0.01,: comparaison D-Zn+R et
D-Zn+B avec D-Zn).

3.4.4. Les parametres biochimiques

3.4.4.1. Profile lipidique (lipides totaux, triglycerides, cholestérol)

L’interprétation des résultats démontre une augmentation significative (p < 0.05) de la
concentration sérique des lipides totaux et du cholestérol avec une augmentation non
significative des triglycérides chez le groupe diabétique par rapport au groupe non

diabétique.

Nos résultats illustrent aussi qu'il existe une augmentation trés hautement significative
de la concentration sérique des lipides totaux et du cholestérol (p < 0.001) et significative
des triglycérides (p < 0.05)) chez les rats diabétiques qui sont sous un régime alimentaire

pauvre en zinc par rapport a ceux alimentés par un régime alimentaire normal.

D’autre part on note chez les rats diabétiques alimentés par un régime pauvre en zinc et
traités par ’EMRC une diminution trés hautement significative (p < 0.001) de la
concentration sérique des lipides totaux et du cholestérol avec une diminution non

significative des triglycérides comparant aux rats diabétiques carencés en zinc non traités.

Par ailleurs, le traitement des rats diabétiqgues par ’EMBV a induit aussi une
diminution hautement significative des lipides (p < 0.01) et non significative du cholestérol
et de triglycérides (figure 24, 25 et 26).
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Figure24. Concentration sérique des lipides totaux chez les rats non diabétiques (ND), les rats
diabétiques qui sont sous un régime alimentaire normale (D), diabétiques carencés en zinc (D-Zn),
diabétiques carencés en zinc et traités par ’EMRC (D-Zn+R) et les diabétiques carencés en zinc et
traités par TEMBYV (D-ZN+R). Les résultats sont exprimés en: M £SEM , n=7

. (3p<0.05: comparaison D avec ND;"?p<0.001 : comparaison D-Zn avec D ; ®*p<0.01, ®p<0.001: comparaison
D-Zn+R et D-Zn+B avec D-Zn.
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Figure25. Concentration sérique du cholestérol chez les rats non diabétiques (ND), les rats
diabétiques qui sont sous un régime alimentaire normale (D), diabétiques carencés en zinc (D-Zn),
diabétiques carencés en zinc et traités par ’EMRC (D-Zn+R) et les diabétiques carencés en zinc et
traités par ’EMBV (D-ZN+R). Les résultats sont exprimés en: M +SEM , n=7

Concentration (mg/dl)

. (3p<0.05: comparaison D avec ND; ??p<0.001 : comparaison D-Zn avec D ; ?p<0.001: comparaison D-Zn+R
et D-Zn+B avec D-Zn).
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Figure 26. Concentration sérique des triglycérides chez les rats non diabétiques (ND), les rats
diabétiques qui sont sous un régime alimentaire normale (D), diabétiques carencés en zinc (D-Zn),
diabétiques carencés en zinc et traités par '"EMRC (D-Zn+R) et les diabétiques carencés en zinc et
traités par ’TEMBV (D-ZN+R). Les résultats sont exprimés en: M £SEM , n=7.

(°p<0.05 : comparaison D-Zn avec D)

3.4.4.2. Profile protéique (proteines totales, urée, créatinine et acide urique)

Nous avons constaté que 1’injection de la STZ a provoqué une diminution significative
de la concentration serique des protéines totales (p<0.05) avec une augmentation tres
hautement significative (p<0.001) de 1’'urée et une augmentation significative (p<0.05) de
I’acide urique.

Nos résultats montrent aussi une diminution significative des protéines (p< 0.05) avec une
augmentation de la concentration sérique de l'urée (p< 0.001), de la créatinine (p < 0.001)et
de l'acide urique (p < 0.05) chez les rats diabétiques qui sont sous un régime alimentaire
pauvre en zinc par rapport a ceux qui sont sous un régime alimentaire normal. Nous
constatons aussi que le traitement par ’EMRC aux rats diabétiques qui sont sous un régime
alimentaire pauvre en zinc, a induit une augmentation statistiguement hautement
significative des protéines totale (p < 0.01) et une diminution trés hautement significative de
la concentration de l'urée (p < 0.001) , de I’acide urique (p < 0.01) et non significative pour

la créatinine

Notons aussi que le traitement par '’EMBV a amélioré ces variables altérées
(augmentation des protéines (p < 0.05) avec diminution de 1’urée (p < 0.001) et de I’acide
urique (p < 0.01) (figure 27,28 ,29 et 30).
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Figure 27. Concentration sérique des protéines totales chez les rats non diabetiques (ND),
les rats diabétiques qui sont sous un régime alimentaire normale (D), diabétiques carencés
en zinc (D-Zn), diabétiques carencés en zinc et traités par ’EMRC (D-Zn+R) et les
diabétiques carencés en zinc et traités par ’EMBV (D-ZN+R). Les résultats sont exprimés
en: M +SEM , n=7.
(?p<0.05: comparaison D avec ND;"p<0.05 : comparaison D-Zn avec D ; °p<0.05, ®*p<0.01: comparaison D-
Zn+R et D-Zn+B avec D-Zn.)
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Figure 28. Concentration sérique de 1’urée chez les rats non diabétiques (ND), les rats diabétiques
qui sont sous un régime alimentaire normale (D), diabétiques carencés en zinc (D-Zn), diabétiques
carencés en zinc et traités par ’EMRC (D-Zn+R) et les diabétiques carencés en zinc et traités par
I’EMBYV (D-ZN+R). Les résultats sont exprimés en: M +SEM , n=7.

(*p<0.001: comparaison D avec ND;"?p<0.001 : comparaison D-Zn avec D ;*p<0.001: comparaison D-Zn+R
et D-Zn+B avec D-Zn).
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Figure 29. Concentration sérique de 1’acide urique chez les rats non diabétiques (ND), les rats
diabétiques qui sont sous un régime alimentaire normale (D), diabétiques carencés en zinc (D-Zn),
diabétiques carencés en zinc et traités par ’EMRC (D-Zn+R) et les diabétiques carencés en zinc et
traités par "TEMBV (D-ZN+R). Les résultats sont exprimés en: M +SEM , n=7.

(?p<0.05: comparaison D avec ND; ®p<0.05: comparaison D-Zn avec D ; ®p<0.01: comparaison D-Zn+R et D-
Zn+B avec D-Zn).
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Figure 30. Concentration sérique de la créatinine chez les rats non diabétiques (ND), les rats
diabétiques qui sont sous un régime alimentaire normale (D), diabétiques carencés en zinc (D-Zn),
diabétiques carencés en zinc et traités par "TEMRC (D-Zn+R) et les diabétiques carencés en zinc et
traités par '"EMBYV (D-ZN+R). Les résultats sont exprimés en: M £SEM , n=7.

(**p<0.01 : comparaison D-Zn avec D).

L'effet de Ruta chalepensis et de Beta vulgaris sur le métabolisme des carbohydrates et quelques enzymes du
systeme antioxydant chez des rats Wistar diabétiques recevant un régime alimentaire pauvre en zinc




Résultats

3.4.4.3. Transaminases

En ce qui concerne la fonction hépatique, nous avons remarqué une augmentation
statistiquement significative de ’activité des transaminases TGO (p<0.01) et TGP (p<0.05)
dans le serum des rats diabétiques non traités par rapport a celle des rats non diabétiques.

Nos résultats révelent aussi une augmentation trés hautement significative (p<0.001) de
l'activité enzymatique de TGP et de TGO chez les rats diabétiques carencés en zinc par

rapport a ceux de régime normale.

Par consequence, les résultats indiquent que l’administration de 'EMBV chez le
groupe diabétique de régime pauvre en zinc a provoqué une diminution significative (p<
0.05) de I’activité enzymatique de TGO et de TGP par rapport a celui carencé en zinc non
traité. D’autre part on enregistre une diminution non significative de I’activité enzymatique
de TGO et de TGP chez les rats diabétiques traités par P’EMRC et qui sont sous un régime
alimentaire pauvre en zinc par rapport aux autres carencés en zinc non traités (figures 31,
32).
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Figure 31. Variation de I’activité enzymatique de TGO chez les rats non diabétiques (ND), les rats
diabétiques qui sont sous un régime alimentaire normale (D), diabétiques carencés en zinc (D-Zn),
diabétiques carencés en zinc et traités par ’EMRC (D-Zn+R) et les diabétiques carencés en zinc et
traités par ’EMBV (D-ZN+R). Les résultats sont exprimés en: M £SEM , n=7.

(®'p<0.01: comparaison D avec ND;p<0.05: comparaison D-Zn avec D ; °p<0.05: comparaison D-Zn+R et D-
Zn+B avec D-Zn).
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Figure 32. Variation de I’activité enzymatique de TGP chez les rats non diabétiques (ND), les rats
diabétiques qui sont sous un régime alimentaire normale (D), diabétiques carencés en zinc (D-Zn),
diabétiques carencés en zinc et traités par ’EMRC (D-Zn+R) et les diabétiques carencés en zinc et
traités par ’EMBV (D-ZN+R). Les résultats sont exprimés en: M £SEM , n=7.

(?p<0.05: comparaison D avec ND; °p<0.05: comparaison D-Zn avec D ; °p<0.05: comparaison D-Zn+R et D-
Zn+B avec D-Zn.

3.4.5. Les parametres tissulaires (MDA et antioxydants)

3.4.5.1. MDA
Le dosage de MDA a montré qu’il a subit une augmentation significative (p<0.05) au

niveau du foie et hautement significative (p<0.01) au niveau du cceur et trés hautement
significative (p<0.001) au niveau du rein chez les rats diabétiques par rapport au rats non
diabétiques. On a noté aussi une augmentation non significative au niveau du foie du rein et
du ceeur chez les rats diabétiques qui sont sous un régime alimentaire pauvre en zinc par
rapport a ceux qui sont sous un régime normal.

Les deux extrais méthanoliques ont un effet tres hautement significatif (p<0.001) sur le
taux de I’'MDA au niveau du foie, du cceur et du rein. Les résultats sont rassemblés dans la
figure(33).
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Figure 33. Le taux de ’'MDA tissulaire au niveau du foie, des reins et du ceeur chez les rats non
diabétiques (ND), les rats diabétiques qui sont sous un régime alimentaire normale (D), diabétiques
carencés en zinc (D-Zn), diabétiques carencés en zinc et traités par 'EMRC (D-Zn+R) et les
diabétiques carencés en zinc et traités par 'EMBV (D-ZN+R). Les résultats sont exprimés en: M
+SEM , n=7.

(%p<0.05, %p<0.01, *2p<0.001 : comparaison D avec ND; “p<0.001: comparaison D-Zn+R et D-Zn+B avec D-
Zn).
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3.4.5.2. Glutathion (GSH)

Les résultats illustrés dans la figure 34, montrent que le taux du glutathion présente une
diminution trés hautement significative (p<0.001) chez les rats diabétiques par rapport aux

rats non diabétiques.

La carence du zinc dans 1’alimentation des rats diabétiques a provoqué une diminution du
glutathion par rapport aux rats diabétiques alimentés par un régime alimentaire normal.

Cette diminution est significative dans le foie et les reins (p < 0.05).

Apreés le traitement par ’EMRC et ’EMBYV aux rats diabétiques qui sont sous un régime
alimentaire pauvre en zinc, on constate une augmentation trés hautement significative du

glutathion dans les différents organes.
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Figure 34. Le taux de GSH tissulaire au niveau du foie, des reins et du cceur chez les rats non

diabétiques (ND), les rats diabétiques qui sont sous un régime alimentaire normale (D), diabétiques

carencés en zinc (D-Zn), diabétiques carencés en zinc et traités par 'EMRC (D-Zn+R) et les

diabétiques carencés en zinc et traités par ’EMBV (D-ZN+R). Les résultats sont exprimés en: M

+SEM , n=7.

32n<0.001: comparaison D avec ND; ®p<0.05 : comparaison D-Zn avec D ; ®p<0.05, ®p<0.001: comparaison D-
Zn+R et D-Zn+B avec D-Zn.
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3.4.5.2. Glutathion peroxydases (GSH-Px)
L’estimation de ’activité de GSH-Px a montré qu’il a subit une diminution trés hautement

significative (p<0.001) au niveau du foie, du cceur et du rein chez les rats diabétiques par
rapport aux rats non diabétiques. On a noté aussi une diminution tres hautement significative
(p<0.001) au niveau du foie et rein, et significative (p<0.05) au niveau du cceur chez les
rats diabétiques qui sont sous un régime alimentaire pauvre en zinc par rapport a ceux qui
sont sous un régime normal.

Le traitement des rats diabétiques qui sont sous un régime alimentaire pauvre en zinc par
I’EMRC et par ’TEMBYV semble avoir un effet trés hautement significatif (p<0.001) sur

I’activité du GSH-PX. Les résultats sont rassemblés dans la figure 35.
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Figure 35. L’activité de GSH-Px au niveau du foie, des reins et du cceur chez les rats non diabétiques
(ND), les rats diabétiques qui sont sous un régime alimentaire normale (D), diabétiques carencés en
zinc (D-Zn), diabétiques carencés en zinc et traités par "TEMRC (D-Zn+R) et les diabétiques carencés
en zinc et traités par '"EMBYV (D-ZN+R). Les résultats sont exprimés en: M +SEM , n=7.

32p<0.001: comparaison D avec ND;p<0.05 , ®2p<0.001 : comparaison D-Zn avec D ; ®?p<0.001: comparaison
D-Zn+R et D-Zn+B avec D-Zn.
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3.4.5.2. Glutathion S-Transférases
L’évaluation de I’activité de GST a montré qu’il a subit une diminution significative (p<0.05)

au niveau du cceur, hautement significative (p<0.01) au niveau du foie et non significative au
niveau du rein chez les rats diabétique par rapport aux rats non diabétiques.

Les résultats ont montré aussi une diminution de I’activité de GST chez les rats diabétiques
carencés en zinc par rapport a ceux alimentés par un régime alimentaire normale. Cette
diminution et significative (p<0.05) au niveau du cceur et non significative au niveau du foie
et rein.

Le traitement des rats diabétiques qui sont sous un régime alimentaire pauvre en zinc par
I’EMRC et par ’TEMBYV semble avoir des effets déférents sur 1’activité du GST dont on a
noteé :

-Une augmentation trés hautement significative (p<0.001) au niveau du rein, hautement
significatif (p<0.01) au niveau du foie et significative (p<0.05) au niveau du cceur pour
I’EMRC.

-Une augmentation significative (p<0.05) au niveau du foie et cceur et trés hautement
significative (p<0.001) au niveau du rein pour ’EMBYV. Les résultats sont rassemblés dans la

figure 36.
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Figure 36. L activitéde GST tissulaire au niveau du foie, des reins et du cceur chez les rats non
diabétiques (ND), les rats diabétiques qui sont sous un régime alimentaire normale (D), diabétiques
carencés en zinc (D-Zn), diabétiques carencés en zinc et traités par TEMRV (D-Zn+R) et les
diabétiques carencés en zinc et traités par ’EMBV (D-ZN+R). Les résultats sont exprimés en: M
+SEM, n=7.

3p<0.05 ;*p<0.01: comparison D avec ND; °p<0.05 : comparison D-Zn avec D ; ®p<0.05, p<0.01, ®p<0.001:
comparison D-Zn+R et D-Zn+B avec D-Zn.
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3.4.6. Analyse des coupes histologiques :

On note la présence des ilots de langerhance intactes uniquement chez le groupe non
diabétique (ND), Les il6ts de la coupe D (groupe diabétique) sont un peu endommagés avec
une zone nécrosée tres claire mais ils sont plus intacts que ceux montrés par la coupe D-Zn ou
ils sont fortement endommagés el les ilots sont complétement absents.

L’observation microscopique du pancréas montre que le traitement avec les deux extraits
(EMRC, EMBYV) a protége les ilots de langerhans contre les radicaux libres générés par la STZ chez

les deux groupes traités (Figure 37).

Figure 37. Les coupes histologiques du pancréas des rats non diabétiques (ND), rats
diabétiques qui sont sous un régime alimentaire normale (D), diabétiques carences en zinc
(D-Zn), diabétiques carencés en zinc et traités par ’EMRV (D-Zn+R) et les diabétiques
carencés en zinc et traités par '"EMBV (D-ZN+R).
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Le diabeéte sucré est un désordre métabolique chronique résultant d’une variété
d’interactions entre des facteurs héréditaires et environnementaux. Il est caractérisé par une
perturbation de la sécrétion de I’insuline ou de I’action de leurs récepteurs ce qui affecte,
par conséquent, le métabolisme des carbohydrates, des protéines et des lipides (Singh et
Kakkar, 2009 ; Zhou et al., 2009). Le diabéte est relié au stress oxydant ; le diabete
augmente la production des especes réactives de I'oxygene (ROS) et des radicaux libres qui
causent le développement et la progression des complications diabétiques (Barbosa et al.,
2008).

Le zinc est un oligo-élément important. Il est indispensable & un certain nombre de
fonctions biochimiques et physiologiques, il intervient dans l'activité de prés de 300
enzymes (Sommer et al., 2018). 1l joue également un role dans la plupart des métabolismes
(synthése et dégradation des glucides, lipides, protéines et acides nucléiques). Il agit aussi
au niveau du métabolisme hormonal, il joue un réle important dans le stockage et la
sécrétion d'insuline. La carence en zinc induit une augmentation des troubles métaboliques

du diabete et favorise les complications de cette maladie (Fukunaka et Fujitani, 2018).

Le traitement de ces complications constitue une des plus grandes préoccupations
scientifiques a travers le monde. Ceci est en vue de trouver de nouvelles solutions pour
prévenir, voir ralentir la survenue des complications organiques et métaboliques résultantes

de I’hyperglycémie chronique.

Les médicaments antidiabétiques ont généralement des effets secondaires, une
diminution de l'efficacité au fil du temps, une inefficacité contre les complications
diabétiques a long terme et un faible rapport codt-efficacite (Grover et al., 2002). En
conséquence, la découverte et le développement de nouveaux médicaments antidiabétiques

est encore plus qu’indispensable.

La médecine populaire pratiquée par I’homme a travers le monde est basée
essentiellement sur 1’utilisation des plantes comme sources de substances naturelles actives.
Parmi ces substances, les composés phénoliques et notamment les flavonoides qui occupent
une place importante dans le traitement de nombreuses pathologies entre autres le diabete

sucré.
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L’utilisation des plantes médicinales et diététiques est aujourd’hui la forme de
médecine la plus répandue a travers le monde. Le recours au traitement par les plantes ainsi
que la recherche de nouvelles substances a activité biologiques constituent une des plus
grandes préoccupations scientifiques. De ce fait, plusieurs travaux ont été realisés pour
I’évaluation des secrets des plantes dont la présente étude qui est consacrée a étudier les
activités pharmacologiques de I’extrait méthanolique lyophilisé de deux plantes algériennes
(Ruta chalepensis et Beta vulgaris var cicla) sur le développement du diabéte chez des rats

diabétiques alimentés par un régime carenceé en zinc.

I) La partie phytochimique

Les deux plantes utilisées dans cette recherche sont récoltées dans la région de
Guelma (Est de I’Algérie), elles sont de deux familles botaniques, douées de différentes
caractéristiques. Ces plantes sont : Béta vulgaris «var. cicla» appartenant a la famille de

Chénopodiaceée et Ruta chalepensis de la famille de Rutaceae.

Le rendement en extrait méthanolique est variable selon les espéces des deux
plantes. Cependant, le rendement le plus important est enregistré dans Ruta chalepensis
(9,38 %) contre (8,58 %) de Béta vulgaris.

Selon une étude menée par Mansour et al (1990) sur la méme espéce Ruta
chalepensis, le rendement en extrait brut de la partie aérienne entiére est de 3.75%.
Rendement nettement inférieure a celui obtenu dans notre étude. Cela est peut étre di a
I’utilisation de soxhlet ou la température élevee pendant plusieurs heures qui peut dégrader
certains constituants sensibles (tels les polyphénols...), ce qui n’est pas le cas dans notre

¢tude ou I’extraction est réalisée a froid par simple maceration.

L’analyse phytochimique est réalisée sur la base des tests de coloration caractéristiques en
vue de mettre en évidence les grands groupes chimiques présents dans Béta vulgaris et
Ruta chalepensis.

Le screening phytochimique a montré la présence des groupes chimiques suivants: les
flavonoides, les saponosides, les tanins, les mucilages, les composées réducteurs et les
coumarines dans les deux plantes. En note aussi la présence des alcaloides dans Ruta

chalepensis. Tandis que I’absence de ces composées chez Béta vulgaris.
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Plusieurs travaux ont été portés sur 1’étude de Ruta chalepensis en tant que source de
composés phytochimiques d’importance médicinale tels que les alcaloides, les quinol€ines,
les acridones , les coumarines et les flavonoides (Bouajaj et al., 2014, Salib et al., 2014,
Bouabidi et al., 2015, Park et Lee, 2015 et Bennaoum et al., 2017 Krayni et al., 2018).

De facon géneéral, les familles chimiques détectées dans Beta vulgaris viennent
confirmer les travaux de Bolkent et al (2000); Kugler et al (2004) ; Gao et al (2009) sur la

méme espece.

Il. L’analyse de PEMBYV et PEMRC

1. Dosage des polyphénols et des flavonoides

La méthode modifiée de Folin-ciocalteu s’est avérée efficace pour le dosage des
polyphénols totaux dans les deux extraits méthanoliques. Cette méthode a été choisie car
elle satisfait aux critéres de reproductibilité et de faisabilité. L’évaluation quantitative de
ces composés phénoliques a montré que la quantité de polyphénols dans I’extrait
méthanoique de Ruta chalepensis (43,405+ 0.012 ug EQ/g) est plus importante que celle
de Beta vulgaris (31,231 + 0.006 mg EQ/g). Il a été rapporté que la quantité de composés
phenoliques totaux dans la famille Rutacea est plus élevée que dans des autres familles. En
effet, ces différences peuvent étre dues a la variabilité du métabolisme phénolique dans
différentes plantes mais aussi a la différence dans les conditions climatiques (température,
I'exposition solaire, la sécheresse et la saison de croissance).

En conclusion, tous ces resultats ont montré la richesse de ces plantes en contenu

phénolique permettant d'étudier leurs activités biologiques potentielles

Il est intéressant de déterminer la quantité de flavonoides dans les extraits
méthanoliques d’afin de mieux les caractériser. Le dosage des flavonoides par la méthode
de trichlorure d’aluminium a révelé (6,85 £ 0,087 mg EQ/g extrait) pour Béta vulgaris
contre (17,34+0.042mg EQ/g extrait) pour Ruta chalepensis, ce résultat des flavonoides
pour Ruta Chalepensis et supérieur a la quantité retrouvée dans les travaux de Daycem et
al (2013) qui était de (12,78 + 0,08), est cela due probablement a I’utilisation d’une

extraction au soxhlet pendant 48h a 65°C qui peut détruire les composés des flavonoides.
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Selon Djeridane et al (2006), les flavonoides représentent un groupe important des

composés phenoliques chez le genre Ruta.

L’¢tude de Hussam Zein et al (2015) a montré que Beta vulgaris var cicla est trés riche en
composés phénoliques tels que la quercétine, la rutine, vanylique, salicylique, acide
protocatchoique, la narigine, la catéchine, l'acide caféique, l'acide gallique et l'acide
chlorogénique, qui sont des substances végétales possédant des propriétés antioxydantes

importantes

Dans un travail de Loizzo et al (2017), I'analyse par HPLC de ’extrait méthanolique de
Ruta chalepensis a révélé la présence de la quercitine , d'hespéridine et de rutine en tant que
flavonoides abondants, suivis de la rhamnetine .

Vingt composés phénoliques ont été identifiés par HPLC dans 1’étude de Ouerghemmi et
al (2016), inclus 12 acides phénoliques avec trois acides hydroxycinnamiques (cafféique,
transhydroxycinnamique , férulique) et neuf acides hydroxybenzoiques (acide
protocatéchuique, acide 3,4-dihydroxybenzoique, acide 2,5-dihydroxybenzoique, acide
gallique, acide chlorogénique, acide syringique, acide carnosique, acide salicylique , acide
vanillique). En outre, sept flavonoides ont été identifiés: apigénine, hydrate de catéchine,

flavone, lutéoline, naringine, kaempférol et naphtoresorcinol.

2. L’évaluation de I’activité anti-oxydante (DPPH)

Le modéle de balayage le radical DPPH instable est une méthode largement utilisée
pour évaluer les activités anti-oxydantes dans relativement peu de temps par rapport a
d'autres méthodes. DPPH est un radical libre instable et accepte un électron ou un radical

hydrogene pour devenir un diamagnétique stable molécule.

L’évaluation de 1’effet de deux plantes dans la diminution du stress oxydant est un
objectif principal dans notre étude, raison pour laquelle il était indispensable de 1’étudier in
vitro avant de passer a 1’étude in vivo. Pour cela on a réalisé le test de DPPH qui a montré
une ICso de 1,74mg/ml pour Béta vulgaris, valeur inférieure a celle trouvée dans 1’étude de
Pyo et al (2004) et de 1,5mg/ml pour Ruta chalepensis, valeur inférieure a celle trouvée
dans I’étude de Daycem et al (2013) et de Ghazghazi et al (2015) sur I’activité

antiradicalaire DPPH de la méme espéce.
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Une étude pareille réalisee sur I’extrait méthanolique des feuilles de Ruta chalepensis
a jugé qu’il possede un effet scavenger avec une ICso de 60 pug/ml (Loizzo et al., 2017).
Fakhfakh et al (2012) ont trouvé des valeurs de ICso de 1,2 et 2,2 mg/ml pour I’extrait
éthanolique et aqueux de Ruta chalepensis, respectivement. Plus récemment, Ereifej et al
(2015) ont rapporté une capacité de piégeage des radicaux DPPH de I'extrait méethanolique
de Ruta chalepensis avec une valeur de ICso de 70,01 pg/ml. Des résultats similaires ont été
obtenus par Rached et al (2010) qui ont trouvé une valeur de ICso de 61,41 ug/ml en
utilisant I'extrait éthanolique de la méme plante. Des valeurs intéressantes de 1Cso dans le
test DPPH ont été trouvées pour les extraits éthanoliques R. chalepensis d'EI Hamma
(Tunisie) (ICso de 2,26 mg/mL) (Khadhri et al., 2017).

Oki et al (2002) ont conclu qu'une bonne corrélation linéaire (R = 0,943) entre la teneur

totale en phénols et le piégeage du radical DPPH dans les extraits de Beta vulgaris.

Par comparaison a ces travaux, on peut dire que I’ effet scavenger de I’ EMRC et

I’EMBV est aussi trés éleve. Les résultats obtenus ont montré que les deux extraits
méthanoiques ont une activité antiradicalaire tres importante. Ces activités antioxydantes
constatées, sont dues aux métabolites secondaires (polyphénols et flavonoides). L action de
ces antioxydants est repose principalement sur les propriétés redox de leurs groupes
hydroxyles et la relation structurelle entre les différents groupes fonctionnels dans leur
structure qui leur permet de servir activement de agents piégeurs des radicaux, agents
réducteurs, désactiveurs d'oxygene singulet, chélateurs de métaux et donneurs d'hydrogene

(Barrecaet al., 2011 ; Penyaringan et al., 2016).

I11. Investigations sur les animaux
1. Test de toxicité

Dans nos conditions expérimentales 1’extrait de Ruta chalepensis et de Beta
vulgaris jusqu'a 5000 mg/kg, n'a pas induit, ni des lésions tissulaires macroscopiques ni
perte de poids ni la mortalité des souris au cours de la période d’observation (3 jours). Etant

donné que les effets lIétaux n'ont pas été observés a I'une des doses administrées, la LD50
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orale de deux extraits doit étre supérieure a 5000 mg /kg. Les résultats de la toxicité de

Ruta Chalepensis sont en accord avec le travail de Gonzalez-Trujano et al (2006).

2. L’effet antidiabétique

La perte de poids corporel chez les rats rendus diabétiques par la STZ est observée
dans notre étude ou le groupe des rats diabétiques témoins a subis une perte de (18 g) par
rapport a leur poids initial aprées trois semaines de la confirmation du diabéte (durée de
I’expérimentation), alors que les rats non diabétiques ont gagnés (25,2 g) durant la méme

période.

Nos résultats sont en accord avec ceux apportés par Pari et Latha (2005) qui ont
constaté que, chez des rats males de la souche Wistar, I’injection de la STZ provoquait en
trois semaines une diminution significative de poids corporel accompagnée d’une
polyphagie et ils ont indiqué ces conditions sont dues a la perte excessive des protéines
tissulaires. De méme, Sathishsekar et Subramanian (2005) et Taleb-Senouci et al
(2009) ont eux aussi enregistré des résultats similaires et suggerent que la perte de poids
corporel chez le groupe diabétique peut étre expliquée par le résultat du catabolisme des
lipides et des protéines structuraux due au manque des carbones hydratés qui sont utilisés
comme source d’énergie (Bouldjadj, 2009)

Les résultats ont montré aussi un déficit pondéral chez les rats diabétiques qui sont
sous un régime alimentaire pauvre en zinc (D-Zn) par rapport a ceux alimentés par une
nourriture normale (D). Ceci est en accord avec les constations de Kumari et al (2011) et
Kechrid et al (2012), qui ont remarqué que la carence du zinc dans 1’alimentation des rats
est accompagnée par une réduction du gain de poids corporel en comparaison avec le
groupe de régime normal.

La carence du zinc est associée avec des troubles de l'ingestion de nourriture,
particuliérement l'anorexie chez I’animal et 'homme (Ploysangam et al., 1997 ; Lee et al.,
2003). Levin et al (1992) ont également justifié I'anorexie dans le cas d'une carence en zinc
dans l'alimentation des rats par le role central du zinc dans I'activation des nombreux
systemes enzymatiques qui synthétisent et dégradent certains peptides biologiquement
actifs, également appelés les neuropeptides qui sont impliqués dans le réglement de
Iingestion de nourriture tels que (Choecystokinin (CCK), Ghrelin, sérotonine). Ces
peptides sont synthétisés par I'hypothalamus (Williams, 2004). Il a été signalé que
I'nypophyse est responsable de moduler I'ingestion de nourriture ; elle regoit des signaux de

L'effet de Ruta chalepensis et de Beta vulgaris sur le métabolisme des carbohydrates et quelques enzymes
du systéme antioxydant chez des rats Wistar diabétiques recevant un régime alimentaire pauvre en zin 100 I




Discussion

I'nypothalamus et puis elle transmet ces signaux a d'autres tissus ou organes périphériques
cibles (Song et al., 2000; Bjurset et al., 2005).

D’autre facon l'insuffisance du zinc mene invariablement aux désordres digestifs
graves comme l'appétit, la perte du poids, principalement dus a la détérioration du gout et
de I’odorat (Shay et Mangian, 2000). Le dispositif semblable a été observé par plusieurs
auteurs dans différentes espéces animales et on a suggéré que l'insuffisance du zinc a été
associée avec beaucoup de désordres de développement comprenant I'appétit, le manque de
prospérer et le retardement de croissance (Merrells et al., 2009).

L’administration orale et journali¢re de 500 mg/kg de I’extrait méthanolique lyophilisé
de Ruta chalepensis et de Beta vulgaris pendant trois semaines a permis de protéger les rats
diabétiques de la perte massive de poids corporel, encore mieux, elle a méme permis
d’augmenter d’une maniére significative le poids corporel des rats diabétiques alimentés
par un régime pauvre en zinc. Les résultats de poids corporel sont en accord avec ceux
publiés par Shah el al (1991) sur Ruta chalepensis. L'extrait de Ruta chalepensis et de Beta
vulgaris pourraient avoir la capacité comme Artemisia herba-alba et Nymphaea stellata
d'inverser la gluconéogenese et de contrdler la perte de protéines en augmentant le poids
corporel des rats (Tastekin et al., 2006 ; Rajagopal et al., 2008).

Les résultats de notre expérimentation suggerent que la carence en zinc dans
I'alimentation a provoqué une diminution importante de sa concentration dans les différents
organes : le foie, le rein et le fémur. Ces résultats sont en accord avec 1’étude de Kechrid et
al (2006). Cette diminution peut s'expliquer par la sensibilité de ces tissus a la quantité du
zinc dans lalimentation (Williams et Mills, 1970). D’autre part, la présence de
I’hyperzincurie et la baisse absorption intestinale du zinc au cours de diabete ont approuveé
la spéculation que les diabétiques sont plus susceptibles a la carence du zinc (Shahidul et
Loots, 2007; Vidovié et al., 2013)

Par contre, nous avons remarqué une augmentation significative de la concentration du
zinc dans les différents tissus chez les rats diabétiques qui sont sous un régime alimentaire
carencé en zinc et qui sont traités par ’EMRC et ’EMBYV, Ceci est probablement di a
I'effet antioxydant de ces deux extraits contre le développement de I'état diabétique

entrainant une diminution de la zincurie (Hussam et al., 2015; Kacem et al., 2015 )
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L'analyse des résultats a montré que la carence en zinc a induit une augmentation
plus élevée de la concentration du glucose chez les rats diabétiques. Cette hyperglycémie
est due & des troubles dans l'utilisation du glucose par les tissus ce qui traduit l'effet positif
du zinc sur le metabolisme glucidique (Hendricks et Mahoney, 1972 ; Schauder et al.,
1983). Ces résultats sont en accord avec les travaux de Fairweather et al (1985) qui ont
observé une augmentation de la concentration sérique du glucose chez des rats au cours de
la gestation, aprés une consommation alimentaire pauvre en zinc. Hall et al (2005) ont
indiqué aussi que l'insuffisance du zinc induit une hyperglycémie. Cependant, plusieurs
études ont montré que la carence du zinc est liée a l'insulinorésistance (Yaghmaei et al.,
2013).

De plus, le taux de glucose sanguin était réduit chez les animaux carencés en zinc et
traités avec R. chalepensis, par rapport aux animaux carencés en zinc non traités. Ce
résultat était en corrélation avec les études histologiques du pancréas, ou l'extrait préservait
les cellules des ilots. Dans ce cas, I'effet hypoglycémiant de R. chalepensis peut étre di a la
présence de flavonoides et d'autres substances, telles que les glycosides, les alcaloides, la
saponine, les tanins et les triterpénes. Ces composés ont été signalés comme étant
responsables de l'action hypoglycémiante (Essawy et al., 1995) ou du résultat d'une
sécrétion améliorée d'insuline (Al-Sagair, 2004), et le screening phytochimique a confirmé

la richesse de cette plante avec ces composés actifs.

Nous avons constaté aussi que I’EMBV a pu jouer un role crucial dans la baisse de la
concentration sérique de glucose. Les expériences réalisées par Yanardag et al (1998) ont
démontré l'effet hypoglycémiant de l'extrait de Beta vulgaris var cicla chez des rats
diabétiques. Cette hypothese a été confirmée par d'autres études du méme groupe, qui ont
démontré une réduction de 40% de la glycémie, sans perte de poids ni altération des
fonctions hépatiques (Ozsoy-Sacan et al., 2004 ; Trifunovic et al., 2015). Le mécanisme
de [laction hypoglycémiante de l'extrait a été attribué aux saponines inhibant la
gluconéogenese et la glycogénolyse (Massiot et al., 1994). Cependant, d'autres voies
moléculaires potentiellement impliquées dans les effets hypoglycémiques restent a
approfondir. En fait, certaines preuves suggerent que l'activité hypoglycémique de I'extrait
de cette plante pourrait étre due aux flavonoides par l'inhibition des transporteurs du
glucose. Par exemple, la quercétine présente chez Beta vulgaris montre des signes d'effets
antihyperglycémiques via l'inhibition du transporteur de glucose intestinal GLUT2 (Song et
al., 2002). Un autre mécanisme hypoglycémique complémentaire est I'inhibition induite par
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les flavonoides vis-a-vis des activités de 1'a-amylase et de 1'a-glucosidase (Yilmazer et al.,
2012). L'inhibition de ces enzymes pourrait retarder la digestion et l'absorption des
carbohydrates et en conséquence, diminue I'nyperglycémie post-prandiale (Bischoff, 1995).
Certaines C-glycosylflavones, a savoir la vitexine et le vitexine-2-O-glycoside contenus
dans les feuilles de Beta vulgaris, se sont révélés fortement inhibiteurs de l'a-glucosidase et
pourraient étre la cause la plus probable de I'effet hypoglycémique (Trifunovic et al.,
2015).

Le diabéte sucré est aussi associé avec une hyperlipidémie et provoque de profondes
anomalies dans la concentration et la composition des lipides (Cooperstin et Watkin,
1981). Ces anomalies représentent un important facteur de risque de maladies
cardiovasculaires (Al- Shamaony et al., 1993). 11 a été indiqué que 1’¢lévation des lipides
sérique chez les rats rendus diabétiques par STZ joue un rdle important dans la pathologie
du diabete (Sharma et al., 2008). Dans notre étude, on a enregistré une augmentation
significative de la concentration sérique des lipides totaux, du cholestérol et des

triglycérides chez les rats diabétiques.

Ces résultats sont en accord avec ceux publiés par Eddouks et al (2005), Ravi et al
(2005) et Sharma el al (2008) ou ils suggerent que la forte concentration anormale des
lipides sériques observée chez les sujets diabétiques est essentiellement due a
I’augmentation de la mobilisation des acides gras a partir des tissus adipeux. En effet,
Betterridge (2002) indique que la carence en insuline ou I’insulinorésistance peut étre
responsable d’une hyperlipidémie, car 1’insuline, a une action inhibitrice sur 3-hydroxy-3-
méthyle-glutaryl coenzyme A réductase (HMG-COA reductase), une enzyme clé pour la
biosynthése du cholestérol. D’autre part, le glucagon, les catécholamines ainsi que d’autres
hormones augmentent la lipolyse. Au cours du diabéte, 1’hyperlipidémie peut éEtre
considérée comme un résultat de la non-inhibition de I’action des hormones lipolytiques sur

les tissus adipeux (Goodman et Gilman, 1985).

Nous avons constaté également une augmentation bien claire des lipides totaux, du
cholestérol et des triglycérides chez les rats qui sont sous un régime alimentaire carencé en
zinc. Ces résultats sont en accord avec ceux de kechrid et al (2012). Cette augmentation
peut s'expliquer par la dégradation intense des composes lipidiques des tissus adipeux.
D'autre part, I'hyperglycémie provoque un désordre métabolique traduit par des
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changements de la voie normale du glucose, ou une partie du glucose est transformeée en
acides gras et glycérol et puis la synthese des triglycérides et cholestérol (Patricia et al.,
1995). Une autre étude a confirmé que la carence en zinc dans l'alimentation des rats a
induit une augmentation de la pénétration de glucose marqué par le carbone radioactif (C14)
dans les tissus adipeux et transformé en acides gras (O'dell et Reevers, 1982). Reiterer et
al (2005) ont rapporté une augmentation de la concentration du cholestérol et des
triglycérides dans les fractions de VLDL et de HDL chez les souris alimentés par un régime

carencé en zinc et ont indiqué que la supplémentation du zinc a diminué ces perturbations.

Les résultats ont démontré aussi une réduction significative de la concentration
sérique des lipides totaux, du cholestérol et des triglycérides apres le traitement des rats
diabétiques carencés en zinc par ’EMRC et ’EMBV. Ces résultats sont en accord avec le
travail de Nuraliev et Avezov (1992), qui a démontre les effets de la rutine (un métabolite
de R. chalepensis) sur la diminution du cholestérol et du HDL. De plus, l'effet
hypolipidémiant de I'extrait de R. chalepensis peut également étre expliqué par
I'inactivation de la 5-hydroxy-3-méthylglutaryl-coenzyme A (HMG-CoA) réductase, qui
est une enzyme clé dans la synthése du cholestérol. Cela coincide avec les travaux de Jung
et al (2006), et de Naziroglu et al (2014) qui ont remarqué que les flavonoides diminuent

I'activité hépatique de HMGCOoA réductase chez les souris atteintes de diabéte de type 2.

Pour Beta vulgaris, le potentiel de la diminution des lipides, du cholestérol et des
triglycérides peut étre di a la teneur en composés phénoliques et a la capacité antioxydante
qui ont été trouves dans cette plante, ainsi que Béta vulgaris a une teneur plus élevée en
flavonoides et/ou en saponines qui ont la capacité d'agir sur le métabolisme du cholestérol
(Naceem Rabeh et Marwa Ibrahim, 2014). Un grand nombre de travaux de recherche ont
montré 1’effet hypolipidémique de plusieurs flavonoides, terpénes et d’autres composés

phénoliques (Sarkhail et al., 2007).

Cette étude a mentionné que la carence du zinc dans I’alimentation des rats
diabétique a provogqué une diminution des protéines totales avec une augmentation de
I’urée, de I’acide urique et de la créatinine. Ce qui explique la dégradation des protéines en
acides aminés puis en urée et créatinine (Prangthip et al., 2012) et la dégradation des
acides nucléiques en acide uriques, ce qui induira une diminution des composés protéiques

du corps (Valdiguié, 2000). A ce titre, Asayama et al (1993) ont montré que la diminution
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des protéines chez les animaux diabétiques est due a la réduction de leur synthése dans le
foie. Oteiza et al (1996) ont démontré que la carence du zinc chez les rats pourrait étre
associée aux dommages oxydatifs des protéines et de 'ADN. Sandstead et al (2000) ont
rapporté que le zinc est indispensable pour la synthese des coenzymes qui sont responsables
du métabolisme et de la biosynthese d'amine. Simultanément, nos résultats ont indiqué une
augmentation significative de la concentration sérique des protéines totales et une
diminution de la concentration sérique d'urée, de créatinine et d'acide urique apres le
traitement des rats par TEMRV et ’EMBV. Ces résultats peuvent refléter 1'effet de ces
deux extraits en stimulant la sécrétion d'insuline. Cette augmentation de la concentration
d’insuline diminue le catabolisme des protéines, la dégradation des acides aminés et

favorise la synthése des protéines

Pour l'activité enzymatique, nos résultats ont montré une augmentation plus élevée de
I'activité des transaminases (TGO et TGP) dans le sérum des rats qui sont sous un régime
alimentaire pauvre en zinc par rapport a celui des rats qui sont sous un régime alimentaire
normal. Ce qui explique l'accumulation des acides aminés comme l'alanine et l'acide
glutamique dans le sérum, provenant de la dégradation des composés proteiques. Ainsi ces
acides aminés peuvent se transformer sous l'action des transaminases sériques en composés
carboxyliques tels que 1'acide a cétoglutamique et l'acide pyruvique puis en glucose. Ce qui
implique alors une forte activité enzymatique de TGO et TGP. Cependant, ce qui confirme
vraiment cette hypothese c'est I'augmentation de la concentration sérique du glucose chez
les rats qui sont sous un régime alimentaire pauvre en zinc. Alors, dans ce cas on peut
suggeérer que la forte activité des transaminases c'est pour fournir une nouvelle source
d'énergie et spécialement a partir des acides aminés (Kechrid et al., 2007). A ce titre
Grefly et Sandestead (1993) ont observé dans le cas dune carence en zinc dans
l'alimentation des rats, une diminution dans l'oxydation d'alanine, ce qui est induit leur
accumulation dans le sang.

Au contraire, l'activité de transaminases (TGO et TGP) est diminuée aprés le
traitement par ’EMRYV et ’EMBYV. Cette diminution est expliquée par l'effet de I’extrait
sur la production d'insuline par les Tlots de Langerhans, et la régulation de la concentration
sérique du glucose ((Bolkent et al., 2000 ; Osama Mohamed et al., 2009). Ce qui induit
une diminution de la dégradation des protéines et d'accumulation des acides aminés dans le

sang, et par conséquence l'activité enzymatique de transaminases sera reduite.
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La STZ est toxique pour les cellules g pancréatique, elle est largement utilisée pour
induire un diabéte expérimental, et comme résultat la genése d’un stress oxydant causé par
une production excessive des espéces réactives de ’oxygene (ERO) (Mazunde et al.,
2005). La production accrue des ERO induit des dommages oxydatifs tissulaires qui
peuvent jouer un réle important dans de nombreux troubles cliniques y compris le diabéte
(Feillet et al., 1999). Le stress oxydant provoque une forte production des ERO qui sont
tres toxiques pour les cellules, particulierement pour les membranes cellulaires. Toutefois,
des antioxydants endogénes enzymatiques tels que GSH-Px et GST sont responsables de la
détoxification de I’organisme de ces radicaux libres délétéres (Cho et al., 2002).

L’hyperglycémie est la manifestation clinique clé du diabéte sucré. L’augmentation du
niveau de glucose peut induire un stress oxydatif par l'intermediaire de la formation des
ERO (Prakasam et al., 2005). 1l existe de nombreuses voies par lesquelles I'nyperglycémie
peut augmenter la production des ERO, tels que I‘autoxydation de glucose, la voie des
polyols, la glycation des protéines et la formation des produits de glycation avancés
(Armstrong et al,. 1996). De plus, I'élévation de la concentration de glucose peut déprimer
le mécanisme de défense antioxydant endogéne tel que le GST (Yoshida et Kondo, 1998).
Le déséquilibre entre la production des ERO et le systeme de défense antioxydant peut
augmenter le stress oxydant et conduire a des dommages des macromolécules telles que
I'ADN, les protéines et les lipides (Prakasam et al., 2005).

Un but principal de notre étude c’est d’évaluer I’effet de ’EMRC et de ’TEMBYV sur la
peroxydation lipidique et le taux du GSH, GST et GSH-Px affectés par le stress oxydant
associé au diabete sur des rats rendus diabétiques par la STZ et qui sont alimentés par un

régime carencé en zinc.

Plusieurs études réalisées sur des modéles animaux utilisant le dosage de la TBARS
ont constaté une augmentation du malonyldialdéhyde (MDA) dans le sang et les tissus (le
foie, les reins et le coeur) des sujets diabétiques (Baynes, 1991). Cette condition est
adéquate avec nos resultats ou on a constaté une augmentation significative de la
concentration du MDA dans le foie, le ceeur et les reins chez le groupe des rats diabétiques
par rapport au groupe des non diabétique.

L’augmentation du taux de MDA est le résultat de I’augmentation des ERO qui attaquent
les acides gras polyinsaturés de la membrane cellulaire et provoque la peroxydation

lipidique (Battacharya et al., 1997). L’augmentation des ERO pourrait
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étre due, soit a I’augmentation de leur production, soit a la réduction de leur élimination
suite a 1’épuisement des systémes antioxydants piégeurs tel que rapportent (Cho et al.,
2002). La STZ peut aussi augmenter le niveau des ERO chez les rats diabétiques en raison
de l’augmentation de la glycémie (Mazunder et al., 2005). Lors d’un diabéte,
I’hypoinsulinémie augmente I’activité de 1I’enzyme acyl-CoA oxydase, qui initiée la g
oxydation lipidique des acides ce qui provogue une augmentation de la peroxydation
lipidique (Sivajothi et al., 2008)

Les résultats de cette investigation ont révélé une augmentation significative de la
concertation en MDA chez le les rats diabétiques qui sont sous un régime alimentaire
pauvre en zinc par rapport a ceux alimentés par un régime normal, ce resultats est similaire
a celui de Chen et Young (1998), qui ont démontrés que l'insuffisance du zinc induit une
génération accrue des radicaux libres et de la peroxydation des lipides dans le sang et le
foie des souris et des rats. D’autre part, Duzguner et Kaya (2007) ont constaté une
diminution du niveau de MDA apreés le traitement des lapins diabétiques par le zinc (Yin et
al., 2013).

Les résultats obtenus ont montré aussi une diminution de la concentration du
glutathion réduit hépatique (GSH) chez les rats diabétiques de régime pauvre en zinc par
rapport a ceux de régime alimentaire normal. Ceci est accordé par Sayed (2012) qui a
démontré une diminution de la concentration de GSH chez les rats diabétiques. La
diminution des taux tissulaires de GSH a clairement suggéré son utilisation accrue par les
cellules hépatiques qui pourrait étre le résultat de la réduction de la synthése ou du
renforcement de la dégradation de GSH par I’augmentation de stress oxydant au cours de
diabete (Furfaro et al., 2012) et par la carence en zinc (Kechrid et al., 2007 ; Miao et al.,
2013).

L’administration quotidienne de I’extrait méthanolique lyophilisé Béta vulgaris
pendant trois semaines a permis de réduire d’une maniére significative le taux du MDA et
d’augmenter le taux de GSH dans le foie, le cceur et les reins chez les rats diabétiques de
régime carencé en zinc par rapport & ceux non traités. 1l a été rapporté que plusieurs
composés de polyphénols isolés de Beta vulgaris possédent de fortes propriétés
antioxydantes, qui réduisent la formation de ROS en inhibant directement les enzymes
géneratrices d'oxygene réactif (Liu et al., 2014). EI-Gamal et al (2014) ont indiqué que le
traitement par Beta vulgaris diminuait le taux de MDA rénale dans la néphrotoxicité
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induite par la gentamicine chez les rats. Jain et Singhai (2012) ont rapporté aussi que
I'administration de Beta vulgaris var cicla diminuait significativement le taux de MDA et
augmentait la concentration de GSH chez les rats et suggérait que l'effet antioxydant de
cette plante joue un réle protecteur important contre la toxicité induite par I'éthanol. En
outre, Sacan et Yanardag (2010) ont mentionné une diminution significative du taux de
MDA dans le foie et une augmentation des taux de GSH chez les rats diabétiques traités par
Beta vulgaris. Il a été suggére que les activités anti-oxydantes et anti-radicalaires peuvent
étre dues a la présence de terpénoides dans Beta vulgaris. Pyo et al (2004) ont montré une
corrélation linéaire entre I'effet antiradicalaire et la concentration polyphénolique de Beta
vulgaris. Les acides phénoliques et les flavonoides contenant plusieurs groupes hydroxyles

ont des activités antioxydantes plus élevées contre les especes radicalaires.

Le traitement quotidien par Ruta chalepensis a nettement amélioré les taux de MDA et
de GSH ce qui suggére que ce traitement possede une puissante activité de piégeage des
radicaux libres. L'activité de piégeage radicalaire de la rutine (principe actif de Ruta
chalepensis) a été confirmeée chez les rats diabéetiqgues (Mahmoud et Soliman, 2013 ;
Mahmoud et al., 2015).

L’organisme se protége en permanence contre la formation et I’agression de ces
oxydants grace a divers mécanismes de défense tant enzymatiques que non enzymatiques
(Halliwell, 2009). Parmi ces antioxydants enzymatiques la glutathion peroxydase (GSH-
Px) et la glutathion-S-transférase (GST).

Le role de la glutathion peroxydase (GSH-Px) est de réduire d’une part le peroxyde
d’hydrogéne en molécule d’eau, et d’autre part les hydroperoxydes organiques (ROOH) en
alcools.

Les glutathion peroxydases constituent sans doute I’un des plus importants systémes
enzymatiques de protection car elles sont capables non seulement de détoxifier le peroxyde
d’hydrogéne, mais aussi les hydroperoxydes résultants de 1’oxydation du cholestérol ou des
acides gras en couplant la réduction de I’hydroperoxyde avec 1’oxydation d’un substrat
réducteur comme le glutathion. Le glutathion oxydé sera régénéré grace a I’intervention de
la glutathion réductase qui agit par oxydation du NADPH,H+, formé principalement par la

voie des pentoses (Bonnefont-Rousselot et al., 2003).
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Dans notre étude, on a constaté une diminution significative de 1’activité de GSH-Px des
rats carencés en zinc par rapport aux rats alimentés par un régime alimentaire normal. Ceci
est en accord avec les résultats de Tomat et al (2013). La baisse activité de GSH-Px
pourrait étre directement expliquée par la faible concentration du glutathion ; car ce dernier
est un substrat et cofacteur de GSH-Px (Ramachandran et Saravanan, 2013). D’autre
part I’hyperglycémie peut produire les ROS et empécher également l'activité des enzymes
antioxydantes telles que le SOD, le CAT et le GSH-Px par I’inhibition des sites actives de
ces enzymes (Sindhu et al., 2004).

En ce qui concerne la glutathion-S-transférase (GST), cette enzyme joue un réle
important dans l’intoxication des xénobiotiques et/ou dans la protection contre des
métabolites nocifs générés apres la dégradation des macromolécules suite a leur exposition
aux RL (Hayes et Pulford, 1995). La fonction des GSTs la plus connue est leur activité de
catalyser des réactions de conjugaison entre, le glutathion et des substances nocives pour
diminuer leurs réactivités avec les macromolécules intracellulaires.

Les GST complétent I’action des glutathion peroxydases (GSH-Px) dans la seconde ligne
de défense enzymatique antioxydante, les GSTs préviennent les dommages cytotoxiques et
génétoxiques causes par les composés électrophiles générés comme produits de dégradation

des macromolécules suite a leur exposition au stress oxydant (Hayes et Pulford, 1995).

D’aprés les résultats obtenus, on constate une diminution significative de I’activité de
GST hépatique, cardiaque et rénale chez les rats alimentés par un régime pauvre en zinc en
comparaison avec ceux alimentés par un régime riche en zinc. Il est intéressant de signaler
que l'insuffisance du zinc provoque un stress oxydant, pendant lequel les cellules tendent a
compenser ce déséquilibre en activant les éléments du systeme de défense antioxydant
comme la GST. Simultanément dans nos expériences, on a remarqué que 1’extrait de Ruta
chalepensis a augmenté de maniére significative 1’activité de GST et de GSH-Px chez les
rats diabétiques alimentés par un régime pauvre en zinc. Il a été rapporté que plusieurs
composes polyphénoliques isolés de R. chalepensis, tels que la rutine, possédent de fortes
propriétés antioxydantes, qui réduisent la formation d'especes réactives de I'oxygene en
inhibant directement les enzymes réactives produisant de l'oxygene. En outre, il a été
mentionné que R. chalepensis peut induire I'expression de plusieurs génes d'enzymes

antioxydantes, y compris GSH-Px et GST (Daycem et al., 2013).
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D’autre part, les résultats ont montré que le traitement par 1’extrait de Beta vulgaris a
augmenté 1’activité de GST et de GSH-Px. Ceci peut étre d a la capacité antioxydante de
la plante & piéger les radicaux libres et améliorer 1’activité des enzymes antioxydantes
(Fusun Oztay el al., 2015)

En ce qui concerne I'histologie; le pancréas des rats rendus diabétiques présente des
ilots nécrotiques avec une destruction des populations cellulaires, notamment les cellules f.
Ceci est dO a l'effet cytotoxique de la streptozotocine ayant des conséquences négatives sur
la sécrétion exocrine et endocrine pancréatique, proces accompagné par un diabéte typique
di a la défection apparue de la sécrétion insulinique.

Le pancréas des rats diabétiques alimentés par un régime pauvre en zinc a présenté
aussi une destruction complete des ilots de langerhans. En revanche, ['histologie
pancréatique des rats alimentés par un régime carencé en zinc et traités par ’EMRC et
I’EMBYV a présenté une bonne distribution et une forme intacte des tlots de Langerhans. Il
est, peut-étre, constatable que les deux extraits possedent des effets préventifs sur la
dépréciation du pancréas. Cette conclusion trouve son utilité également dans d’autres
études ou ils ont visualisé I’efficacité de ces extraits sur la protection du tissu pancréatiques

(Bolkent et al., 2000 ; Osama Mohamed et al., 2010)

L'effet de Ruta chalepensis et de Beta vulgaris sur le métabolisme des carbohydrates et quelques enzymes
du systéme antioxydant chez des rats Wistar diabétiques recevant un régime alimentaire pauvre en zin 110 l




Discussion

60



CCONCLUSION
ET
PERSPECTIVES)




Conclusion et perspectives

Conclusion et perspectives

Les plantes médicinales constituent une source inépuisable des substances et
composés naturels bioactifs. En Algérie, la médecine traditionnelle est largement
répandue et tient une place majeure dans le traitement du diabéte. Sachant que le diabéte
constitue un véritable fléau en Algérie, le nombre d’études en matiere de recherche de
nouvelles molécules capable de prévenir ou méme de retarder 1’apparition des
complications liées au diabete, reste tres limité.

Notre étude a été consacré a I’effet de 1’extrait méthanolique lyophilisé de deux plantes
algériennes : Ruta chalepensis et Beta vulgaris var cicla sur le développement du diabete
chez des rats diabétiques alimentés par un régime carencé en zinc et a la lumiére des
résultats obtenus, on peut conclure que:

v Le screening phytochimique a montré la richesse de Ruta chalepensis et Beta
vulgaris var cicla en plusieurs principes actifs tel que flavonoides, les saponosides,
les tanins, les mucilages, les composées réducteurs et les coumarines.

v L’investigation phytochimique quantitative a dévoilé que les deux plantes étudiées
sont riches en polyphénols totaux et en flavonoides.

v Les deux plantes sont douées d’une activité anti-radicalaire prouvée in vitro en
utilisant 1’effet scavenger du radical stable (DPPH).

v" La carence en zinc dans l'alimentation est clairement influée sur le poids pondéral
mais le traitement par les deux extraits a amélioré ce paramétre d'aspect
physiologique.

v" La concentration du zinc dans les différents tissus (le foie, le rein et le fémur) est
diminuée dans le cas d'une carence en zinc dans la nourriture. Alors que le
traitement par Ruta chalepensis et Beta vulgaris a rétabli leur concentration presque
aux valeurs normales.

v" La carence en zinc dans lalimentation a induit des troubles dans le
métabolisme glycidique et lipidique traduisant par une augmentation de la
concentration du glucose, des lipides totaux, du cholestérol et des triglycérides
mais les deux plantes ont réduit ces troubles.
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v" De plus, les deux plantes utilisées ont montré un remarquable effet cytoprotecteur
du pancréas contre les radicaux superoxydes géneres par la streptozotocine en
préservant probablement la capacité de la sécrétion de I’ insuline.

v Pour le métabolisme protéique et dans le cas d'une carence en zinc, les
protéines sériques sont clairement diminuées avec une augmentation de l'urée, de
la créatinine, de l'acide urique. Alors que I’EMRC et I’EMBV a joué
un effet positif dans I'amélioration de ces parametres.

v Pour l'activité enzymatique, la pauvreté du zinc dans la nourriture a provoqué
une augmentation de l'activité des transaminases (TGO et TGP). Mais le traitement
par I’extrait méthanolique a amélioré ces activités enzymatiques.

- En ce qui concerne les paramétres de stress oxydatif, nos résultats montrent que
I’insuffisance du zinc dans la nourriture des rats diabétiques a provoqué:
v Une augmentation de taux de peroxydation lipidique (MDA).
v Une diminution de la concentration du glutathion réduit (GSH).
v" Une diminution de I’activité enzymatique du glutathion peroxydase (GSH-Px).
v" Une diminution de I’activité enzymatique du glutathion—S—transférase (GST).
Alors que le traitement par Ruta chalepensis et Beta vulgaris a protégé les cellules contre
I’attaque radicalaire en :

v~ Diminuant le taux de peroxydation lipidique (MDA).

v" augmentant la concentration du glutathion réduit (GSH), et 1’activité enzymatique

du glutathion peroxydase (GSH-Px) et du glutathion—-S—transférase (GST).

En effet, il ressort du présent travail que Ruta chalepensis et Béta vulgaris sont des
produits forts intéressants et riches en possibilités thérapeutiques. Nos résultats sont pour
nous remarquables car ils ouvrent dans le future des perspectives expérimentales qui
devraient nous permettre d'identifier clairement les molécules impliquées dans l'effet
hypoglycémique, hypolipidémique et antioxydant de ces plantes et d'avancer vers une
meilleure connaissance du (des) mécanisme(s) moléculaire(s) intervenant dans les effets

pharmacologiques observés.
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Key Messages

1) Despite the continuing introduction of hypoglycemic drugs, diabetes and related complications is still a major global medical
problem.

2) The modern hypoglycemic drugs including insulin and other oral hypoglycemic agents such as thiazolidinediones, biguanides,
sulphonylure as, control the glucose blood level as long as they are regularly administered, but they also produced lots of unde-
sirable effects.

3) The search for appropriate hypoglycemic agents has been focused on plants used in traditional medicine. In other words, finding
effective compounds with fewer side effects to treat diabetes and its complications.
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rat deficient diets. One group was not treated, and the other was treated with the extract of R. chalepensis.
Ruta chalepensis After 3 weeks of dietary manipulation, the fasting animals were killed.
zinc deficiency The body-weight gains of the zinc-deficient animals with diabetes were lower than those of

the zinc-adequate animals with diabetes. It was noticed also that inadequate dietary zinc intake
increased the glucose, cholesterol, triglyceride, urea, uric acid, creatinine and lipid peroxidation
levels. In addition, the zinc-deficient diet led to a decrease in zinc tissues (femur, liver, kidney),
glutathione concentration and both glutathione peroxidase and glutathione-S-transferase activities.
However, R. chalepensis treatment ameliorated all the previous parameters approximately to their
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zinc deficiency in experimental diabetes through its hypoglycemic and antioxidant actions.
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RESUME

Lors de diabéte, le stress oxydatif et les anomalies lipidiques sont fréquents et prononcés, et représentent
les facteurs importants qui participent a I'apparition des complications du diabéte. La carence en zinc
induit généralement un stress oxydatif. Lors de maladies métaboliques, I'antioxydant Ruta chalepensis estbien
connu pour son role efficace de modulateur du stress oxydatif. L'objectif de la présente étude était d’examiner
les effets de I'extrait de R. chalepensis sur les paramétres biochimiques du sang, le statut en zinc tissulaire
et les systémes antioxydants chez les rats diabétiques qui suivent un régime carencé en zinc.

Nous avons réparti 28 rats Wistar albinos males en 4 groupes : 2 groupes, dont 1 groupe de rats
diabétiques et 1 groupe de rats non diabétiques, qui ont suivi un régime suffisant en zinc, alors que les 2
autres groupes de rats diabétiques ont suivi un régime carencé en zinc. Un groupe n’a pas regu de traitement,
et l'autre groupe a regu un traitement a I'extrait de R. chalepensis. Aprés 3 semaines de manipulation
alimentaire, les animaux a jeun ont été abattus.

La prise de poids des animaux diabétiques carencés en zinc étaient plus faible que ceux des animaux
diabétiques dont I'apport en zinc était adéquat. On a également remarqué qu’un apport alimentaire inadéquat
en zinc augmentait le glucose, le cholestérol, les triglycérides, I'urée, I'acide urique, la créatinine et les
taux de peroxydation lipidiques. De plus, le régime carencé en zinc menait a une diminution du zinc dans
les tissus (fémur, foie, reins), de la concentration en glutathion et des activités de la glutathion-
peroxydase et de la glutathion-S-transférase. Toutefois, le traitement par R. chalepensis rendait
approximativement a tous les paramétres précédents leur taux normal.

1l semble que la supplémentation en R. chalepensis soit un facteur puissant de réduction de la gravité
oxydative de la carence en zinc lors de diabéte expérimental du fait de son action hypoglycémique et

antioxydante.

© 2017 Canadian Diabetes Association.

Introduction

Diabetes mellitus is a serious and complicated metabolic dis-
order. Worldwide, 415 million adults were living with diabetes in
2015 (global prevalence, 8.8%), and the estimate is projected to rise
to more than 642 million by 2040 (1). Diabetes is widely reported
to be accompanied by increased levels of oxidative damage, which
are associated with hyperglycemia, hypoinsulinemia, hypercholes-
terolemia and insulin resistance (2,3). The vast majority of cases of
diabetes fall into 2 broad etiopathogenic categories: patients with
type 1 diabetes have a deficiency of insulin secretion, whereas those
with type 2 diabetes have a combination of resistance to insulin
action and inadequate compensatory insulin secretory response (4).
Patients with diabetes have increased oxidative stress and impaired
antioxidant defense systems, which appear to contribute to the ini-
tiation and progression of diabetes-induced complications (5). Zinc
is the most abundant trace intracellular element required for a
number of cellular processes, including cell proliferation, repro-
duction, immune function and defense against free radicals (6). It
is a component of more than 1000 zinc-associated transcription
factors, including DNA-binding proteins with zinc fingers, and is
required for more than 300 zinc-containing metalloenzymes (7).
Zinc is required for normal insulin metabolism. Zinc is concen-
trated in the islet cells that are related to the synthesis, storage and
secretion of insulin (8). It seems to be reasonable, therefore, that
changes in body zinc status could affect the production, storage and
secretion of insulin (9). Zinc is an important cofactor of many anti-
oxidant enzymes. In other words, it is an essential component of
Cu/Zn superoxide dismutase (SOD) and also helps to minimize the
effects of inflammatory substances, thereby preserving cell health
and insulin sensitivity (10). Another mechanism that explains the
antioxidant role of zinc in diabetes refers to its ability to compete
with iron and copper for binding sites on cell membranes. The iron
and copper ions can catalyze the production of lipid peroxides, and
the replacement of these metals by zinc in the plasma membrane
could prevent lipid peroxidation in patients with diabetes (11).
Therefore, zinc deficiency increases the risk for several chronic
disease states, such as diabetes (12), and this risk may be associ-
ated with an increased vulnerability to oxidative stress (13). Indeed,
increasing evidence suggests that zinc plays an important role as
an antioxidant and protects cellular components from oxidation (14).

Several studies have demonstrated increases in oxidative stress in
cases of low cellular zinc content (15). The plant Ruta chalepensis
has been used in many treatments, such as against obesity (16), as
an antibacterial (17) and as a stimulatory for reproduction (18). So
this study was carried out to examine the modulator effects of R.
chalepensis administration for prevention of the development of dia-
betic pathology observed in zinc deficiency by evaluating body
weight gain, zinc status, carbohydrate metabolism and the anti-
oxidant system in rats with streptozotocine-induced diabetes.

Methods
Animals

Male albino Wistar rats weighing 200 to 250 g, 10 to 12 weeks
of age, were obtained from the Pasteur Institute in Algiers. Prior to
experiments, the animals were allowed to acclimate to their sur-
roundings for 2 weeks. Rats were housed in individual plastic cages
with bedding. Standard rat food and tap water were available ad
libitum for the duration of the experiments unless otherwise noted.
The temperature was maintained at 22°C+2°C. A 12/12-hour light/
dark cycle was maintained, with lights on at 6 Am, unless other-
wise noted. The Ethical Committee of Annaba University, Algeria,
approved the study protocol. The animals were maintained and used
in accordance with the Animal Welfare Act and the Guide for the
Care and Use of Laboratory animals prepared by Annaba Univer-
sity, Algeria.

Preparation of extract

R. chalepensis aerial parts were collected in December 2012 from
the Guelma region (east of Algeria). The samples were dried in a
ventilated place at room temperature. The dry plant was then pow-
dered in an electric grinder, and 250 grams of powder were extracted
3 times with 80% methanol. The extract was filtered, concen-
trated in a vacuum evaporator (Biichi, New Castle, Delaware, United
States) at 40°C and then lyophilized. The yield of the lyophilized
extract was 23.45% of the initial crude material. This extract was
stored in the dark at room temperature.
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Phytochemical screening

Preliminary screening of secondary metabolites, such as alka-
loids, flavonoids, saponins, tannins and terpenoids, were carried out
according to the common phytochemical methods described by
Trease and Evans (19). All tests were realized in a solution of the
extract of R. chalepensis dissolved in methanol with a concentra-
tion of 10%, and the methods were as follows.

Test for flavonoids

The methanol extract (5 mL) was added to a concentrated of HCI
(1 mL) and 0.5 g of Mg. A pink or red coloration that disappear on
standing (3 min) indicated the presence of flavonoids.

Test for saponins

Five mL of the extract was shaken vigorously with 10 mL of dis-
tilled water in a test tube and warmed. The formation of stable foam
was taken as an indication of the presence of saponins.

Test for tannins

About 2 mL of the extract was stirred with 2 mL of distilled water,
and few drops of ferric chloride (FeCl3) solution were added. For-
mation of green precipitate was an indication of the presence of
tannins.

Test for alkaloids

An evaporate of 20 mL of methanol extract, the dry residue, was
dissolved in 5 mL of HCI (2N) and filtered. A few drops of Mayer
reagent and Wagner were added. The presence of precipitate indi-
cated the alkaloids.

Test for terpenoids

Then 2 mL of the organic extract were dissolved in 2 mL of CHCl;
and evaporated to dryness, and 2 mL of H,SO4 were then added and
heated for about 2 minutes. Development of a grayish color indi-
cated the presence of terpenoids.

Acute toxicity study

Animals were randomly allotted to control and test groups. The
acute toxicity of each extract (lethal dose, 50%) (LD50) was esti-
mated by the oral route using the procedure reported by Lorke (20).
The method estimates the dose of the extract that will kill 50% of
the population by a given route. The investigation was carried out
with a minimum number of experimental animals. Extract was given
at doses of 100, 250, 500, 1000, 2000 and 5000 mg/kg. Rats were
kept under observation for 72 hours. Body weights, symptoms of
toxicity, behaviour changes and mortality were controlled.

Induction of experimental diabetes

Diabetes was induced by a fresh streptozotocine solution, which
was intraperitoneally administered at a dose of 50 mg/kg body
weight after being dissolved in citrate buffer (0.01 M, pH 4.5). Blood
glucose levels were measured 7 days after induction of diabetes in
samples taken from the tail vein. The diabetic state was con-
firmed by a glucose meter (Accu-Chek, Roche Diagnostics, Paris,
France) when the glucose concentration exceeded 14 mmol/L. The
diet for rats consisted (in grams per kg of diet) of cornstarch 326,
sucrose 326, protein 168 (egg-white solids), lipids 80 (corn oil), fibre
40 (cellulose), vitamin mix (sigma) and mineral mix 40. The latter
was formulated to contain either adequate (54 mg/kg) (21) or inad-
equate (1.2 mg/kg) quantities of zinc, as determined by atomic
absorption spectroscopy. The mineral mix was supplied (in grams
per kilogram of diet) by calcium hydrogen orthophosphate, 13; diso-
dium hydrogen orthophosphate, 7.4; calcium carbonate, 8.2;

potassium chloride, 7.03; magnesium sulphate, 4; ferrous sul-
phate, 0.144; copper sulphate, 0.023; potassium iodide, 0.001; man-
ganese sulphate, 0.180; and zinc carbonate, 0.1. The zinc-deficient
diet contained no additional zinc carbonate.

Experiment design

The 28 rats were divided into 4 groups of 7 each. The first group
included rats without diabetes that were fed a zinc-sufficient diet
containing 54 mg zinc/kg (ND). The second group included rats with
diabetes that received a zinc-sufficient diet (DSZ). The third group
included rats with diabetes that were fed a zinc-deficient diet con-
taining 1.2 mg zinc/kg diet (DZD). The fourth group included zinc-
deficient rats with diabetes that were treated orally with methanolic
extract of R. chalepensis at doses of 500 mg/kg (DZD-R). The treat-
ment of the animals was carried out for 3 weeks.

Blood collection and preparation of blood and tissue samples

Rats were killed by cervical cuts under ether anesthesia. Then
2 mL of blood were drawn and used for determination of serum
glucose, triglyceride, urea, uric acid, creatinine and cholesterol levels.
The heart, kidneys and liver were excised, washed with isotonic
saline and blotted to dry. The right femur was taken, and the con-
nective tissues and muscles were removed. After that, the kidneys,
femurs and 1 fragment of the livers were weighed and dried at 80°C
for 16 hours, and the zinc concentration in each tissue was deter-
mined. Hearts, kidneys and the second fragment of livers were pro-
cessed immediately for assaying reduced glutathione (GSH),
malondialdehyde (MDA), glutathione peroxidase (GSH-Px) and
glutathione-S-transferase (GST).

Measurement of biochemical parameters

Urea, uric acid, creatinine, cholesterol and triglyceride concen-
trations were measured using commercial kits (Spinreact, Girona,
Spain).

Tissues zinc analyses

The dried kidneys, livers and femurs were heated in silica cru-
cibles at 480°C for 48 hours, and the ash was dissolved in hot 12 M
HClI acid for zinc analysis utilizing a flame atomic absorption spec-
trophotometer (Pye Unicam SP 9000, Hitchin, United Kingdom). Stan-
dard reference materials: bovine liver and wheat flour were used
to check the accuracy of zinc recovery, which exceeded 96% in the
reference materials. Zinc standards were prepared from 1 mg/mL
zinc nitrate standard solution using 5% glycerol to approximate the
viscosity characteristics. All tubes were soaked in HCI (10% v/v) for
16 hours and rinsed with doubly distilled water to avoid zinc con-
tamination from exogenous sources.

Lipid peroxidation and antioxidant analyses

Tissue preparation

About 1 gram of liver, heart and kidney was homogenized in 2 mL
ice-cold TBS (50 mM Tris, 150 mM NaCl; pH 7.4). Then the
homogenates were centrifuged at 10 000xg for 15 minutes at 4°C,
and the resultant supernatant was used for the determination of
MDA, GSH, proteins, GST and GSH-Px.

Lipid peroxidation estimation

MDA, a terminal product of lipid peroxidation, was measured
to estimate the extent of lipid peroxidation in liver, heart and kidney
homogenate by using the method described by Ohkawa et al (22),
which was based on thiobarbituric acid (TBA) reactivity. Briefly,
0.5 mL of 20% trichloracetic acid, 0.5 mL of homogenate and 1 mL
of 0.675% TBA were mixed in tubes. Then the mixture was warmed
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for 15 minutes at 100°C. The tubes were cooled at room tempera-
ture and centrifuged at 3000 rpm for 10 minutes; 4 mL of n-butanol
were then added. The optical density of the supernatant was mea-
sured at 532 nm, and the MDA was expressed as nmol/mg protein.

Estimation of reduced glutathione

The reduced glutathione was estimated utilizing the colorimet-
ric technique of Jollow et al (23) based on the development of a
yellow color when Ellman reagent (5, 5’-dithio-bis-(2-nitrobenzoic
acid) (DTNB) was added to compounds containing sulfhydryl groups.
The GSH concentration (nmol GSH/mg protein) was obtained from
the absorbance at 412 nm.

Determination of antioxidants enzymes

The enzymatic activity of GSH-Px was measured by the method
of Flohe and Giinzler (24), and the GST activity of tissues was mea-
sured spectrophotometrically by the method of Habig et al (25).

Protein determination

The protein concentration in the tissues’ homogenates was deter-
mined by the Bradford method, using bovine serum albumin as a
standard (26).

Histologic studies

Pancreas obtained by dissection was washed with isotonic saline
(0.9%). Then it was immediately fixed in Bouin solution for 24 hours,
processed by using a graded ethanol series and embedded in par-
affin. The paraffin sections were cut into 5 um slices and stained
with hematoxylin and eosin (27). All pictures were taken using optic
microscopy; the magnification was 400x.

Statistical analysis

Data were reported as mean + SEM. Results comparisons were
carried out by using 1-way analysis of variance followed by the
Student t test to compare means among the groups. Differences were
considered statically significant at p<0.05.
Results
Phytochemical screening

The phytochemical analysis of the methanol extract of R.
chalepensis showed the presence of various groups of secondary

metabolites, such as alkaloids, flavonoids, tannins, saponins, ter-
penoids, steroid and sterols, which are of medicinal importance.

Table 1

Acute toxicity study

Under the present experimental conditions, R. chalepensis metha-
nol extract up to 5000 mg/kg did not produce mortality, macro-
scopic tissue injury or weight loss during the observation period.
Given that lethal effects were not observed at any of the adminis-
tered doses, the oral LD50 of the methanol extract estimated in rats
must be above 5000 mg/kg.

Body weight gain

Body weight gain is shown in Table 1. The results indicated
a very significant reduction in the body weights of rats with
diabetes compared to those without diabetes. Meanwhile, the
body weights of the rats with diabetes that were fed zinc-
deficient diets (DZD) were lower (p<0.01) than those of rats
with diabetes that were given adequate-zinc diets (DSZ), but body
weights were significantly lower in the rats treated with zinc
(DZD-R).

Femur, kidney and liver zinc concentrations

The zinc concentrations in femur, kidney and liver are also indi-
cated in Table 1. The zinc levels in the 3 organs of rats with dia-
betes (DSZ) were generally lower (p<0.05, p<0.001) than those in
rats without diabetes. On the other hand, zinc concentrations in liver
(p<0.01), femur (p<0.001) and kidney (p<0.05) were significantly
lower in the DZD group than in the DSZ group. However, tissue con-
tents of zinc were significantly higher in the DZD-R group (p<0.001)
as compared to the DZD group.

Blood biochemical values

The findings are illustrated in Table 2. As expected, the diabe-
tes state affected the biochemical parameters most significantly. The
results obtained also indicated that zinc deficiency led to an increase
in glucose (p<0.001), cholesterol (p<0.001), urea (p<0.001) and cre-
atinine (p<0.001), uric acid (p<0.05), triglyceride (p<0.05), aspar-
tate aminotransferase (AST, or GOT) (p<0.001) and alanine
aminotransferase (ALT, or GPT) (p<0.001) levels, whereas the metha-
nol extract of R. chalepensis restored the altered variables.

MDA, GSH and GSH-Px values

MDA, GSH and GSH-Px values are shown in Figures 1, 2, 3 and
4, respectively. The rats with diabetes had high MDA levels and low
GSH content and GSH-Px activity in all studied organs than did the
rats without diabetes. Moreover, it was noticed that zinc deficiency
caused a slight but obvious augmentation of MDA in liver, heart and

Body weight gain, tissue zinc levels in non-diabetic rats (ND), diabetic zinc-sufficient rats (DZS), diabetic zinc-deficient rats (DZD) and diabetic zinc-deficient rats given

methanol extract of Ruta chalepensis (DZD-R)

Parameters Experiment groups
ND DSZ DZD DZD-R

Initial body weight (g) 134.0046.40 173.2049.76 170.0048.40 179.40+13.12

Final body weight (g) 159.2043.36 154.40748.72 133.608+14.48 193.66**£10.53

Femur zinc (ug/g dry weight) 73.0043.00 60.347+4.11 44.349+2.64 67.50""+4.24

Kidney zinc (ug/g dry weight) 68.13+5.85 56.00"+6.33 53.00§+7.25 71.007"+2.62

Liver zinc (ug/g dry weight) 66.00+4.37 43.007+6.65 39.008+2.49 67.00°+1.67
Note: Values are mean + SEM; number of samples = 7.

* p<0.05.

T p<0.001: comparison of DSZ with ND.

¥ p<0.05.

§ p<0.01.

9 p<0.001: comparison of DZD with DZS.
** p<0.001: comparison of DZD-R with DZD.
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Table 2

Mean blood glucose, serum creatinine, serum cholesterol, serum uric acid, serum urea, glutamate oxaloacetate transaminase (GOT), glutamate pyruvate transaminase (GPT)
and serum triglycerides concentrations in nondiabetic rats (ND), diabetic zinc-sufficient rats (DSZ), diabetic zinc-deficient rats (DZD) and diabetic zinc-deficient rats given

methanol extract of Ruta chalepensis (DZD-R)

Parameters Experimental groups
ND DSZ DZD DZD-R

Glucose (mg/dL) 98.20+2.56 381.407+23.92 484.808+54.56 125.609+11.52

Creatinine (mg/dL) 0.66+0.20 0.65"+0.12 1.258+0.22 1.24+0.37

Cholesterol (mg/dL) 80.00+4.80 60.607+4.72 127.00§+10.00 909+9.60

Uric acid (mg/dL) 2.400.24 3.18%10.30 3.90{+0.24 2.129+0.89

Urea (mg/dL) 25.40+4.80 60.007+4.72 127.008+10.00 42.009+£13.60

Triglycerides(mg/dL) 56.00+13.60 73.207+8.64 96.401+4.88 71.80+14.16

GOT (IU/L) 77.50+9.00 94.567+5.34 108.758+10.57 98.56+5.44

GPT (IU/L) 74.56+7.62 89.14148.79 103.888+11.71 91.56+5.62
Note: Values are mean + SEM; number of samples = 7.

* p<0.05.

T p<0.001: comparison of DZS with ND.

¥ p<0.05.

§ p<0.001 comparison of DZD with DSZ.
9 p<0.001: comparison of DZD-R with DZD.

MDA levels
(nmol/mg protein)
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EDSZ
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Heart Kidney

Figure 1. MDA level in nondiabetic rats (ND), diabetic zinc-sufficient rats (DZS), diabetic zinc-deficient rats (DZD) and diabetic zinc-deficient rats given methanol extract of
Ruta chalepensis (DZD-R), malondialdehyde (MDA), standard error of the mean (SEM). a, a', a2, c?: alphabetical for statistical differences. p<0.05. 31p<0.01. *p<0.001: com-
parison of DZS with ND. ©p<0.001: comparison of DZD-R with DZD. Note: Values are mean + SEM; number of samples = 7.

kidney of diabetic animals as well as a significant decrease in GSH
content and the activities of both GSH-Px and GST. However, R.
chalepensis administration resulted in improvements in the hepatic,
cardiac and renal oxidative stress parameters.

Pancreatic histopathologic results

The histology of the pancreas (Figure 5) revealed that the rats
without diabetes had intact pancreatic islets. However, both the zinc-
sufficient rats with diabetes (DSZ) and the zinc-deficient rats with
diabetes (DZD) showed depleted islet cells. Rats with diabetes that
had been treated with the extract of R. chalepensis (DZD-R) showed
preserved islet cells, which is an improvement over the state of the
untreated rats with diabetes.

Discussion

The use of medicinal and dietetic plants today is the most wide-
spread medicine worldwide. In other words, the use of herbal

treatment and finding new substances with biological activity is 1
of the largest scientific concerns. Therefore, several studies have been
conducted to evaluate the secrets of plants. Among them this study,
which was devoted to searching for the potential antidiabetic effects
of the aerial methanol extract part of R. chalepensis in animals fed
low-zinc diets. According to the findings obtained, R. chalepensis
extract up to 5000 mg/kg did not induce any tissue damage, weight
loss or mortality in the rats during the period of the experiment,
and lethal effects were not observed at any of the administered
dosages. Therefore, the oral LD50 of the extract must be greater than
5000 mg/kg to cause harm. In the current study, rats with diabetes
weighed less than rats without diabetes; this is consistent with a
previously published report (28). It raises the possibility of distur-
bance of the metabolic state of the animals, suggesting that dia-
betes had reduced the ability of those rats to utilize food intake as
normal subjects do. On the other hand, rats fed a zinc-deficient diet
had less body weight gain than did rats fed a zinc-adequate diet,
which is in agreement with a previously published investigation (29).
It has been well documented that rats fed low-zinc diets volun-
tarily decrease consumption (reduce appetite) and maintain a very
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Figure 2. GSH level in nondiabetic rats (ND), diabetic zinc-sufficient rats (DSZ), diabetic zinc-deficient rats (DZD) and diabetic zinc-deficient rats given methanol extract of
Ruta chalepensis (DZD-R), reduced glutathione (GSH), standard error of the mean (SEM). a2, b, c2: alphabetical for statistical differences. *2p<0.001: comparison of DSZ with
ND. Pp<0.05: comparison of DZD with DSZ. 2p<0.001: comparison of DZD-R with DZD. Note: Values are mean + SEM; number of samples = 7.
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Figure 3. GSH-Px activity in nondiabetic rats (ND), diabetic zinc-sufficient rats (DSZ), diabetic zinc-deficient rats (DZD) and diabetic zinc-deficient rats given methanol extract
of Ruta chalepensis (DZD-R), glutathione peroxidase (GSH-Px), standard error of the mean (SEM). a2, b, b2, ¢2: alphabetical for statistical differences. 32p<0.001: comparison
of DSZ with ND. Pp<0.05. »2p<0.001: comparison of DZD with DSZ. ©2p<0.001: comparison of DZD-R with DZD. Note: Values are mean + SEM; number of samples = 7.

low growth rate (30). However, the body weight gains of rats with
diabetes fed a low-zinc diet and administrated R. chalepensis extract
were higher than those of zinc-deficient rats with diabetes. The
greater gain in body weight of these animals probably resulted from
an increase in daily food consumption and promotion of protein
synthesis (31). Moreover, R. chalepensis extract might have the ability
(as do Artemisia herba-alba and Nymphaea stellata) to reverse glu-
coneogenesis and control protein loss (32). Tissue concentrations
of zinc in the livers, femurs and kidneys of rats with diabetes were
lower than those of rats without diabetes. These findings indicate
the effect of diabetes on a body’s zinc status. It has been postu-
lated that low levels of zinc in patients with diabetes may be due
to excessive urinary output and gastrointestinal malabsorption (33).
The results of this investigation show also that there was a signifi-
cant decrease in zinc content in the previously mentioned organs
of animals with diabetes that were fed zinc-inadequate diets

compared to the rats with diabetes that were fed zinc-adequate diets;
this finding coincides with the findings of previous investigations
(34). On the other hand, zinc concentrations in various tissues of
zinc-deficient rats with diabetes that were treated with methanol
extract were restored. This was undoubtedly due to the antioxi-
dant effect of this plant extract against the development of the dia-
betic state, resulting in a decline of zinc loss through urine (35). The
mean fasting blood glucose concentrations in animals fed the low-
zinc diet were found to be higher than those of the animals receiv-
ing adequate dietary zinc. This may be related to altered glucose
utilization by tissues or to an increased rate of endogenous glucose
production (36). Moreover, blood glucose levels were reduced in
zinc-deficient animals with diabetes that were treated with R.
chalepensis as compared to zinc-deficient animals that were
untreated. This finding correlated with the histologic studies of the
pancreas, where the extract preserved islet cells. In that case, the
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Figure 4. GST activity in nondiabetic rats (ND), diabetic zinc-sufficient rats (DSZ), diabetic zinc-deficient rats (DZD) and diabetic zinc-deficient rats given methanol extract
of Ruta chalepensis (DZD-R), glutathione transferase (GSH-Px), standard error of the mean (SEM). a2, b, b?, ¢?: alphabetical for statistical differences. *p<0.001: comparison
of DSZ with ND. ?p<0.05. 2p<0.001: comparison of DZD with DSZ. ©2p<0.001: comparison of DZD-R with DZD. Note: Values are mean + SEM; number of samples = 7.

Figure 5. Effect of Ruta chalepensis extract on histopathologic damage in the pancreas after 3 weeks of treatment in experiment groups: A, Section of pancreas tissue from
nondiabetic rats (ND) showing normal architecture. B, Section of pancreas tissue from diabetic zinc-sufficient rats (DSZ) showing degenerative vascular changes in the islets.
C, Section of pancreas tissue from diabetic zinc-deficient rats (DZD) showing more degenerative vascular changes in the islets. D, Section of pancreas tissue from diabetic
zinc-deficient rats given methanol extract of Ruta chalepensis (DZD-R) showing apparently normal population of pancreatic islets. Optic microscopy: sections were stained

using the hematoxylin-eosin method (400x).

hypoglycemic effect of R. chalepensis might be due to the presence
of flavonoids and other substances, such as glycosides, alkaloids,
saponin, tannins and triterpenes. These compounds have been
reported to be responsible for the hypoglycemic action (37) or a
result of ameliorative insulin secretion (38), and the phytochemi-
cal screening confirmed the richness of this plant in these active
compounds. The cholesterol, triglyceride, creatinine, urea and uric
acid levels of zinc-deficient rats were higher than in those with suf-
ficient zinc intake. This might be due to the catabolism of lipids and
proteins as a result of increased demand for energy (39). The

treatment of zinc-deficient rats with diabetes with R. chalepensis
extract produced potential improvement of these altered serum lipid
parameters. These results are in agreement with the work of Nuraliev
and Avezov (40), who demonstrated the effects of rutin (a metabo-
lite of R. chalepensis) on the diminishing of both cholesterol and low-
density lipoprotein-cholesterol. In other words, the rutin might have
an effect on insulin release through quercetin, which is a metabo-
lite of rutin. Moreover, the hypolipidemic effect of R. chalepensis
extract might also be mediated via inactivation of 5-hydroxy-3-
methylglutaryl-coenzyme A (HMG-CoA) reductase, which is a key



8 M. Hamdiken et al. / Can ] Diabetes xxx (2017) 1-9

enzyme for cholesterol synthesis. This coincides with the work of
Jung et al (41), who noticed that flavonoids decrease liver HMG-
CoA reductase activity in mice with type 2 diabetes, and the work
of Naziroglu et al (42), who noticed that apple cider vinegar
modulated lipids profiles in ovariectomized mice fed high-cholesterol
diets. Meanwhile, the normalized concentrations of urea, creati-
nine and uric acid were possibly due to the improvement of protein
synthesis and/or metabolism. In this experiment, significant rises
in serum GOT and GPT activities in rats with diabetes were also
found, which could relate to excessive accumulation of amino acids
(glutamic and alanine) in the serum of animals with diabetes as a
result of amino acid mobilization from protein stores (43). These
excessive amino acids are then converted to ketonic bodies (alpha
keto-glutaric and pyruvate), for which the enzymes GOT and GPT
are needed. In other words, the gluconeogenetic action of GOT and
GPT plays the role of providing new supplies of glucose from other
sources such as amino acids. It is interesting to note that Grefley
and Sandstead (44) found evidence of decreased oxidation of the
carbon chain of alanine when zinc was restricted and led to alanine
accumulation in blood.

In general, the present investigation indicated that some symp-
toms associated with zinc deficiency in rats with diabetes can be
prevented by treatment with R. chalepensis, which normalized some
biochemical parameters and brought them closer to those of the
zinc-sufficient group with diabetes. This finding is in agreement with
the results of Osama Mohamed (45) who reported that Ruta
graveolens treatment had antihyperglycemic and antihyperlipidemic
efficacy, which may be mediated via pancreatic and extrapancreatic
effects. The reduced antioxidant capability in diabetes was the result
of increased production of oxygen metabolites, which curbs the activ-
ity of the antioxidant defense system (46). In addition, several studies
demonstrated increased free-radical production or increased oxi-
dative damage in response to zinc deficiency in vitro and in vivo
(47). According to the results obtained, there was an increase in MDA,
which confirms the deleterious effect of zinc deficiency by increas-
ing lipid peroxidation. The reason for the depletion of glutathione
might be a result of the higher consumption of glutathione and the
higher oxidative damage in zinc deficiency (48). The observed decline
in GSH-Px and GST activities might be due to modification of the
sulfhydryl groups in these enzymes by oxygen free radicals (49).
Elevated glucose and hydrogen peroxide levels have also been found
to inactivate GSH-Px and GST (50). This study confirmed a benefi-
cial effect of R. chalepensis in attenuating oxidative stress and oxi-
dative damage. In other words, the findings showed a significant
reduction in the formation of thiobarbituric acid reactive sub-
stances and an augmentation of GSH concentrations plus an
improvement in GSH-Px and GST activities in animals given R.
chalepensis. Thus, it has been reported that several polyphenol com-
pounds isolated from R. chalepensis, such as rutin, possess strong
antioxidant properties, which reduce the formation of reactive
oxygen species by directly inhibiting the reactive oxygen-generating
enzymes. In addition, it has been mentioned that R. chalepensis can
induce expression of several antioxidant enzyme genes, including
GSH-Px and GST (51).

Conclusions

This study revealed that the combination of zinc deficiency and
diabetes affected growth rate, zinc status, carbohydrate metabo-
lism and the antioxidant system. The administration of methanol
extract of R. chalepensis reduced the severity of these complica-
tions via its antioxidant benefits. Further clinical studies are required
to assess the efficacy of this plant in protecting against the devel-
opment of diabetes associated with increased free radical activity
as a result of zinc deficiency.
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ABSTRACT

Objective: Oxidative stress which comes from hyperglycemia, it accelerates the development of cellular and vascular damage complications in
diabetes, but the antioxidants may play a beneficial role in its prevention. Several plants extracts have an antioxidant activity and the ability to
reduce oxidative stress in diabetes. Thus this study was conducted to investigate the effect of Beta vulgaris var cicla extract on zinc status, glucose
concentration and antioxidant parameters in streptozotocin-diabetic rats fed zinc deficiency diet.

Methods: Twenty-eight male albino (Wistar) rats were divided into four groups: two groups fed a zinc-sufficient diet one non-diabetic and the
other diabetic, while the others two diabetic groups were fed a zinc-deficient diet, one non-treated group and the other treated with the extract of
Beta vulgaris var cicla. After 21 d of dietary manipulation, fasting animals were scarified. Blood glucose, tissues zinc (femur, liver, kidney),
malondialdehyde (MDA), reduced glutathione (GSH), glutathione peroxidase (GSH-Px) and glutathione-S-transferase (GST) were evaluated.

Results: Body weight gain of zinc-deficient diabetic animals was lower than that of zinc-adequate diabetic animals. It was noticed also that
inadequate dietary zinc intake increased glucose and MDA levels. In addition, zinc deficiency diet led to a decrease in zinc tissues, GSH concentration
both GST and GSH-Px activities. However, Oral administration of Beta vulgaris extract significantly decreased both serum glucose and MDA
(p<0.001) levels, with a significant increase in body weight gain (p<0.001), GSH concentration (p<0.05, P<0.001), GST (p<0.05, p<0.001) and GSH-
Px (p<0.001) activities.

Conclusion: The present study showed that Beta vulgaris var cicla supplementation presumably acting as an antioxidant, and it can be a natural
source for the reduction of diabetes development caused by zinc deficiency.
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INTRODUCTION

Diabetes mellitus is a hereditary, chronic disorder in the endocrine
system that constitutes a major public health problem throughout
the world [1]. It is characterized by absolute or relative
deficiencies in insulin secretion and/or insulin action associated
with chronic hyperglycemia and disturbances of carbohydrate,
lipid and protein metabolism [2, 3]. As a consequence of the
metabolic derangements in diabetes, many complications develop
including coronary artery disease, nephropathy, retinopathy, and
neuropathy [4]. Oxidative stress is thought to play a major role in
the development of most of these complications [5]. Oxidative
stress may occur when antioxidant mechanisms are not working
properly as in dietary deficiencies of vitamin E, vitamin C or the
essential elements such as selenium, zinc, and manganese among
others. Another important cause of oxidative stress is the
excessive endogenous production of free radicals by diseases
progression as in diabetes mellitus and cancer [6]. Elevated
glucose levels were recognized as a pathogenic factor of chronic
diabetic complications by generating reactive oxygen species
(ROS) and attenuating the antioxidative machinery via glycation of
the antioxidant enzymes. The major ROS sources in the diabetic
complications were: autoxidation of glucose, the activation of
polyol pathways, mitochondrial respiratory chain deficiencies,
xanthine oxidase activity, NAD (P)H oxidase, advanced glycation
end products (AGEs) and nitric oxide synthase (NOS) [7]. Zinc is an
essential component of numerous proteins, which play crucial
roles in growth and development. It showed potent antioxidant
and anti-inflammatory properties and was involved in the defence
against oxidative stress [8]. Diabetic patients often suffer from
zinc deficiency at the late stage, particularly in the patients whose
glucose was poorly controlled [9]. In addition, zinc has been
reported to exert antidiabetic effects in various experimental

models [10]. Thus, it seems that zinc deficiency increases the risk
for several chronic disease states such as diabetes [11], and this
risk may be associated with an increased vulnerability to oxidative
stress [12]. Beta vulgaris var. cicla (chard) is an herbaceous
biennial leafy vegetable cultivated in many parts of the world. This
plant belongs to chenopodiaceae family. It is a low cost plant that
has widespread use in many traditional dishes. Modern
pharmacologists addressed the importance of bioactive molecules
from Beta vulgaris var cicla extracts and demonstrated their
antidiabetic, anti-inflammatory, antioxidant and anticancer
activities. Different types of oral hypoglycemic agents such as
biguanides and sulphonylurea are available along with insulin for
the treatment of diabetes mellitus, but have side effects associated
with their uses [13]. Therefore, there is an urgent need to search
for the drugs of a natural origin with fewer side effects.
Flavonoids, a class of natural drugs with high biological activity
are abundant in plants. They are reported to have protective
effects against the development of diabetes as well as a mitigation
effect of diabetes consequences [14]. Therefore, the present
investigation was aimed at evaluating the modulator effects of
Beta vulgaris var cicla (chard) administration for prevention the
development of diabetic pathology observed in zinc deficiency by
evaluating body weight gain, zinc status, glucose level and
antioxidant system in streptozotocine diabetic rats.

MATERIALS AND METHODS
Preparation of extract

Beta vulgaris var cicla (chard) aerial parts were collected in
December 2012 from Guelma region (East of Algeria 36 ° 27' 58"
North, 7 °© 26' 2" East). The collected aerial part of the plant material
was washed thoroughly and dried in shade. The powdered plant
material (250 g) was soaked in 80 % methanol and kept for three
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days. The extract was concentrated to dryness by rotary evaporator
in low pressure yielding the dried extract (21.45 g).

Determination of total polyphenols content

Total polyphenols in chard extract were determined with Folin-
Ciocalteau reagent, according to the method of Li et al [15].
Briefly, 200 ul of the chard extract was mixed with 1 ml of Folin-
Ciocalteu phenol reagent (10 x dilutions) and allowed to react for
4 min. Then 800 pl of saturated Na2-CO3 solution was added and
allowed to stand for 2 h before the absorbance of the reaction
mixture was read at 765 nm. The total polyphenol contents of the
extract were expressed as mg gallic acid equivalents per gram of
extract.

Determination of total flavonoids content

Total flavonoids contents were estimated according to the Dowd
method which was modified by Bahorun et al. [16]. Briefly, a diluted
solution (1 ml) of each extract was mixed with an equal volume of
aluminum trichloride (AICI3) in methanol (2%). The absorbance was
read at 430 nm after 10 min. Quercetin was used as reference
compound to produce the standard curve and the results were
expressed as g of quercetin equivalents (QE)/kg of dry mass

Determination of DPPH radical scavenging activity

The DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) radical scavenging
activity of the chard extract was measured according to the
procedure described by Mansouri et al. [17]. Appropriate dilution
series of extract (0-2 mg/ml) were prepared in methanol 25 pl of
each dilution was added to 975 pl of a 6x10-5M methanolic solution
of DPPH followed by vortexing. The mixture was shaken vigorously
and allowed to stand in the dark at room temperature for 30 min.
The decrease in absorbance of the resulting solution was then
measured spectrophotometrically at 517 nm against methanol. All
measurements were made in triplicate and averaged. The DPPH
radical scavenging activity was calculated using the following
equation:

% scavenging activity = [(Ao - A1)/A0] *100

Where Ao is the absorbance of control and A; is the absorbance of
test or standard.

Animals

Male albino Wistar rats weighing 200-250g with age 10-12 w, were
obtained from Pasteur institute; Algiers, Algeria. Prior to
experiments, the animals were allowed to acclimate to their
surroundings for two weeks. Rats were housed in individual plastic
cages with bedding. Standard rat food and tap water were available
ad-libitum for the duration of the experiments. The temperature was
maintained at 22+2 °C. A 12/12-h light/dark cycle was maintained,
with lights on at 06.00 AM, unless otherwise noted.

Induction of experimental diabetes and diet preparation

Diabetes was induced with fresh streptozotocine (STZ) solution
using a previously described method [18]. STZ was intraperitoneally
administered at a dose of 50 mg/kg body weight dissolved in citrate
buffer (0.01 M, pH 4.5). Blood glucose was measured seven days
after induction of diabetes on samples taken from tail vein. The
diabetic state was confirmed by a glucose-meter (ACCU-CHEK,
Roche Diagnostics, Paris, France) when the glucose concentration
exceeded 14 mmol/l. The diet for rats consisted of (in grams per
kilogram diet): cornstarch 326, sucrose 326, protein 168 (egg white
solids), lipids 80 (corn oil), fiber 40 (cellulose), vitamin mix (sigma)
and mineral mix 40. The latter was formulated to contain either
adequate (54 mg/kg) [19] or inadequate (1.2 mg/kg) quantities of
Zn, as determined by atomic absorption spectroscopy. The mineral
mix supplied (in grams per kilogram diet) calcium hydrogen
orthophosphate 13; disodium hydrogen orthophosphate 7.4;
calcium carbonate 8.2; potassium chloride 7.03; magnesium
sulphate 4; ferrous sulphate 0.144; copper sulphate 0.023;
potassium iodide 0.001, manganese sulphate 0.180 and zinc
carbonate 0.1. The zinc deficiency diet contained no additional zinc
carbonate.
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Experimental design

Twenty eight rats were divided into four groups seven each. The
first group was non-diabetic rats fed with sufficient zinc diet
containing 54 mg Zn/kg diet (ND). The second group diabetic rats
received sufficient zinc diet (DSZ). The third group diabetic zinc
deficient rats given a diet containing 1.2 mg Zn/kg diet (DZD). The
fourth group diabetic zinc deficient rats treated orally with
methanolic extract of Beta vulgaris at dose of 500 mg/kg (DZD-
B).The treatment of animals was carried out for 21 days. Body
weight was recorded regularly and blood was collected after
overnight-fasting from the tail vein at 0, 7, 14 and 21 days for
glucose determination using the glucose-meter.

Tissue samples preparation

On day 21 rats were sacrificed under ether anesthesia. Heart,
kidneys and liver were excised, washed with isotonic saline, and
blotted to dry. The right femur was taken, and the connective tissues
and muscle were removed. After that, one kidney of each animal,
femur, and one fragment of liver were weighed and dried at 80 °C for
16 h and zinc concentration in each tissue was determined. Heart,
the second kidney and the second fragment of liver were processed
immediately for assaying reduced glutathione (GSH),
Malondialdehyde (MDA), glutathione peroxidase (GSH-Px) and
glutathione S-transferase (GST).

Tissues zinc analyses

The dried kidneys, livers and femurs were heated in silica crucibles
at 480 °C for 48 h and the ash dissolved in hot 12 M hydrochloric
acid for zinc analysis utilizing a flame atomic absorption
spectrophotometer (Pye Unicam SP 9000, Hitchin, UK). Standard
reference materials: bovine liver and wheat flour were used to check
the accuracy of zinc recovery, which exceeded 96 % in the reference
materials. Zinc standards were prepared from 1 mg/ml zinc nitrate
standard solution using 5% glycerol to approximate the viscosity
characteristics [20]. All tubes were soaked in HCL (10% v/v) for 16
h and rinsed with doubly distilled water to avoid zinc contamination
from exogenous sources.

Lipid peroxidation and antioxidant analyses
Tissue preparation

About 1 g of liver, heart and kidney was homogenized in 2 ml ice
cold TBS (50 mmol Tris, 150 mmol NaCl, pH 7.4). Then the
homogenates were centrifuged at 10000x g for 15 min at 4 °C, and
the resultant supernatant was used for the determination of MDA,
GSH, proteins, GSH-Px and GST.

Lipid peroxidation estimation

Malondialdehyde (MDA), a terminal product of lipid peroxidation,
was measured to estimate the extent of lipid peroxidation in liver,
heart and kidney homogenate by using the method described by
Ohkawa et al. [21], which was based on TBA reactivity. Briefly, 0.5
ml of 20% trichloracetic acid, 0.5 ml of homogenate and 1 ml of
0.675% TBA were mixed into tubes. Then the mixture was warmed
for 15 min at 100 °C. Tubes were cooled in room temperature and
centrifuged at 3000 rpm for 10 min. 4 ml ml of n-butanol was
added. The optical density of supernatant was measured at 532
nm and the malondialdehyde (MDA) was expressed as nmol/mg
protein

Estimation of reduced glutathione

The reduced glutathione was estimated utilizing a colorimetric
technique as mentioned by Ellman [22] and modified by Jollow et al.
[23] based on the development of a yellow color when DTNB is
added to compounds containing sulfhydryl groups. The GSH
concentration (nmol GSH/mg protein) was obtained from the
absorbance at 412 nm.

Assay of glutathione-S-transferase

GST activity was estimated according to the method of Habig et al. [24],
using p-nitrobenzyl chloride as substrate. The absorbance was measured
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at 340 nm at 30-second intervals for 3 min. The enzyme activity was
expressed as pmol CDNB-GSH conjugate formed/min/mg protein.

Assay of glutathione peroxidase

The enzymatic activity of glutathione peroxidase (GSH-Px) was
measured by the method of Flohe and Giinzler [25]. This method
was based on the reduction of hydrogen peroxide (H202) in the
presence of reduced glutathione (GSH), the latter is transformed into
(GSSG) under the influence of GSH-Px and the reading absorbance
was at 412 nm. The enzyme activity was expressed as pmoles of
reduced GSH/min/mg protein.

Protein determination

Protein concentration in the tissue homogenates was determined by
Bradford method [26], using bovine serum albumin as a standard.

Statistical analysis

Results were expressed as mean+SEM. Statistical significance of the
results obtained for various comparisons was estimated by applying
one-way analysis of variance (ANOVA) followed by Student's t-test
to compare means between the different groups and the level of
significance was set at p<0.05.

RESULTS
Total polyphenol and flavonoid

Total polyphenol content (mg/g) determined by Folin-Ciocalteu
colorimetric method was 31.231+0.0066 (GAE mg/g of extract) for
methanol extract of chard. Polyphenol content was determined by a
linear regression equation of gallic acid and expressed as GAE of
extract (y = 0.0069x+0.0105, r2 = 0.999). The flavonoid content
determined by aluminum chloride method was found to be
6.85+0.087 (QE mg/g of extract). Flavonoids content was
determined by a linear regression equation of quercetin and
expressed as QE of extract (y = 0.0049x+0.0034, r2 = 0.999)

DPPH radical scavenging activity

The extract was capable of scavenging DPPH radicals in a concentration
dependent manner. Ascorbic acid was used as reference for radical
scavenger. The scavenging activity of chard extract and ascorbic acid on
DPPH radicals increased between 0-2 mg/ml and were 58.68% and
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95.72%) at a concentration of 2 mg/ml, respectively. DPPH scavenging
activity is best presented by EC50 value, defined as the concentration of
the antioxidant needed to scavenge 50% of DPPH present in the test
solution. A higher DPPH radical scavenging activity was associated with
a lower EC50 value. EC50 values for chard extract on DPPH radical
scavenging activity was found as 1.74 mg/ml (fig. 1).

Body weight gain

Body weight gain is shown in table 1. The results indicated a very
significant reduction in body weight of diabetic rats compared to
non-diabetic rats. Meanwhile, body weight of diabetic animals fed
zinc deficiency (DZD) was lower (p<0.001) than diabetic rats given
adequate zinc diet (DSZ). However, the treatment with the extract
was ameliorated the growth rate in DZD (table 1).

Femur, kidney and liver zinc concentrations

Zinc level in the three organs (kidney, liver; femur) of diabetic rats
(DSZ) was generally lower (p<0.05, p<0.001) than non-diabetic rats.
On the other hand zinc concentration in liver (p<0.01), femur
(p<0.001) and kidney (p<0.05) were significantly lower in DZD
group than in DSZ group. However, zinc tissues contents were
significantly restored in DZD-B group (table 1).

Fasting blood glucose level

The determination of fasting blood glucose level (FBG) on 0, 7th,
14th and 21th day, showed that STZ injection in rats led to a
significant increase in FBG level. It was also noticed that a significant
increase in FBG concentration in Zn-deficient diabetic animals.
Meanwhile, a clear reduction in FBG levels was observed from the
7th day after the treatment of Zn-deficient diabetic animals with the
methanol extract (fig. 2).

MDA, GSH, GSH-Px and GST values

MDA, GSH, GSH-Px, and GST values are shown in fig. 3, 4, 5 and 6
respectively. The control diabetic rats had high MDA level and low
GSH content, GSH-Px activity and GST activity in all studied organs
as compared to non-diabetic rats. Moreover, it was observed that
zinc deficiency caused high MDA in liver, heart and kidney of
diabetic animals with a decrease in GSH, GST and GSH-Px. Whereas,
Beta vulgaris var cicla administration resulted an improvements of
the previous hepatic, cardiac and renal oxidative stress markers.

Table 1: Body weight gain, tissue zinc levels in non-diabetic rats (ND), diabetic zinc sufficient rats (DSZ), diabetic zinc-deficient rats (DZD)
and diabetic zinc-deficient rats given methanol extract of Beta vulgaris (DZD-B)

Groups Initial body weight Final body weight(g) Femur zinc (pg/g dry Kidney zinc (ng/g dry Liver zinc (ng/g dry wt)
(g) mean+SEM mean+SEM wt) mean+SEM wt) mean+SEM mean+SEM

ND 134+6.4 159.2+3.36 7343 68.13+5.85 66+4.37

DSZ 173.24£9.76 154.42+8.72 60.3422+4.11 562+6.33 4342+6.65

DZD 170+8.4 133.6v1+14.48 44.34b2+2 .64 53b+7.25 39b1+2.49

DZD-B 133.8+22.64 159.3<2£10.53 53.4<+3.54 63.23¢1+4.52 512+3.97

ap<0.05, 22p<0.001: comparison of DSZ with ND; bp<0.05, b1p<0.01, ¥2p<0.001 comparison of DZD with DSZ; ¢p<0.05, ¢1p<0.001<2p<0.001: comparison

of DZD-B with DZD., number of samples=7.
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Fig. 1: Antioxidant activity of Beta vulgaris extract by DPPH free radical method
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Fig. 2: Blood glucose levels in non-diabetic rats (ND), diabetic zinc sufficient rats(DSZ), diabetic zinc deficient rats (DZD)and diabetic zinc
deficient rats were given methanol extract of Beta vulgaris var cicla (DZD-B)

a2p<(0.001: comparison of DSZ with ND; ¥2p<0.001 comparisons of DZD with DSZ; <2p<0.001: comparison of DZD-B with DZD. Values are mean+SEM,
anumber of samples = 7.
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Fig. 3: MDA level in non-diabetic rats (ND), diabetic zinc sufficient rats(DSZ), diabetic zinc deficient rats (DZD)and diabetic zinc deficient
rats were given methanol extract of Beta vulgaris var cicla (DZD-B)

ap<0.05, #2p<0.001: comparison of DSZ with ND; 2p<0.001: comparison of DZD-B with DZD. Values are mean+SEM, number of samples = 7.
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Fig. 4: GSH level in non-diabetic rats (ND), diabetic zinc sufficient rats(DSZ), diabetic zinc deficient rats (DZD)and diabetic zinc deficient
rats given methanol extract of Beta vulgaris var cicla (DZD-B)

a2p<(0.001: comparison of DSZ with ND; bp<0.05 comparison of DZD with DSZ.;p<0.05 <2p<0.001: comparison of DZD-B with DZD. Values are
mean+SEM, number of samples = 7.
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Fig. 5: GSH-Px activity in non-diabetic rats (ND), diabetic zinc sufficient rats(DSZ), diabetic zinc deficient rats (DZD) and diabetic zinc
deficient rats given methanol extract of Beta vulgaris var cicla (DZD-B)

a2p<0.001: comparison of DSZ with ND; bp<0.05, ¥2p<0.001 comparison of DZD with DSZ; <2p<0.001: comparison of DZD-B with DZD. Values are

mean+SEM, a number of samples = 7.
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Fig. 6: GST activity in non-diabetic rats (ND), diabetic zinc sufficient rats (DSZ), diabetic zinc-deficient rats (DZD) and diabetic zinc-
deficient rats given methanol extract of Beta vulgaris var cicla (DZD-B)

a2p<(0.001: comparison of DSZ with ND; bp<0.05, ¥2p<0.001 comparison of DZD with DSZ; <p<0.05, <?p<0.001: comparison of DZD-Bwith DZD. Values

are mean+SEM, number of samples = 7.

DISCUSSION

Plants have been used for many years as a source of traditional
medicine to treat various diseases and conditions. Many of these
medicinal plants are also excellent sources for phytochemicals, many
of which contain potent antioxidant and antidiabetic factors.
Therefore, several studies were conducted to evaluate the secrets of
plants among them this study, which is devoted to search for the
potential antioxidant and antidiabetic effects of methanol extract aerial
part of Beta vulgaris var cicla in animals fed a low zinc diet. According
to the findings obtained Beta vulgaris var cicla is rich in phenolic
compounds and flavonoids. Phenolic compounds such as quercetin,
rutin, narigin, catechin, caffeic acid, gallic acid and chlorogenic acid,
which are very important plant constituents [27]. Medicinal plants are
known to produce diverse substances possessing antioxidant
properties having ability to protect the human body against cellular
oxidation. Anti-oxidation are vital substances which possess the ability
to protect the body from damage caused by free radicals inducing
oxidative stress [28]. Antioxidant compounds like phenolic acids,
polyphenols and flavonoids scavenge free radicals such as peroxide,
hydroperoxide of lipid hydroxyl and halt the oxidative mechanism that
leads to degenerative diseases [29]. Flavonoids are proactive

polyphenolic compounds found in most plants and cannot be
synthesized or produced by the humans [30]. They were found to be
effective in controlling various biological activities. In other words,
they are anti-inflammatory, anti-angiotic, antimicrobial, antioxidant,
hypertension reduction and have anti-cholesterol properties [31]. In
recent times, research interest has been paid to polyphenols and
flavonoids as a result of their antioxidant capacity which is principally
based on the redox properties of their hydroxyl groups and the
structural relationship between different functional groups in their
structure which enable them to actively serve as free radical
scavengers, reducing agents, singlet oxygen quenchers metal chelators,
and hydrogen donors [32]. B. vulgaris var cicla is rich in minerals,
vitamins and phytochemicals and is one of the healthiest vegetables.
Main identified secondary metabolites are flavonoids, flavonoid
glycosides and saponins. Antioxidative activity of different Swiss chard
extracts and their components is proven in several tests, as well as
anti-mitotic  activity on MCF-7human breast cancer cells,
antiproliferative activity on human colon cancer and hypoglycemic
activity [33]. Phenolic content and antioxidant activities have been
most frequently studied. In comparison with other largely consumed
vegetables in the Mediterranean diet, Swiss chard displays high
antioxidant activity [34]. In the current study, diabetic rats weighed
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less than non-diabetic rats, this is consistent with some previously
published reports [35]. This raises the possibility of the metabolic
state disturbance of animal, suggesting that the diabetic condition had
exacerbated reduced the ability of the diabetic rats to utilize food
intake as normal subjects. On the other hand, rats fed a zinc deficiency
diet had less body weight gain compared with rats fed a zinc adequate
diet, which is concomitant with previously published investigations
[36]. It has been well documented that rats fed low zinc diet
voluntarily decrease diet consumption (reduce appetite) and maintain
avery low growth rate [37]. Body weight gain of diabetic rats fed a low
zinc diet and administrated with Beta vulgaris extract was higher than
that of zinc deficient diabetic rats. The ameliorative in body weight of
these animals might be as a result of an increase in daily food
consumption and promotion of protein synthesis. Moreover Beta
vulgaris extract has the ability to reverse gluconeogenesis and control
protein loss [38]. Zinc tissues concentrations including liver, femur
and kidney in diabetic rats were lower than that of non-diabetic rats.
These findings, indicating the effect of diabetes on body zinc status. It
has been postulated that low level of zinc in diabetic patients may be
due to excessive urinary output and gastro intestinal malabsorption
[39, 40]. The results of this investigation showed also that there was a
significant decrease of zinc content in the previous organs of diabetic
animals fed inadequate zinc diet compared to their diabetic fed
adequate zinc diet, which was coincide with previous investigations
[37, 41]. On the other hand zinc concentration in various tissues of zinc
deficient diabetic rats treated with methanol extract was restored.
This is probably due to the antioxidant effect of this plant extract
against the development of diabetic state resulting in a decline of urine
zinc loss. The mean fasting blood glucose concentration in animals fed
low zinc diet was found to be higher than that of those receiving
adequate dietary zinc during the experiment period. This may be
related to altered glucose utilization by tissues or to increased rate of
endogenous glucose production [42]. Moreover, blood glucose was
reduced in Zn-deficient diabetic animals that were treated with chard
as compared to Zn-deficient animals. Experiments performed by
Yanardag et al. [43] demonstrated the hypoglycemic effect of Beta
vulgaris var cicla extract in diabetic rats. This hypothesis was
substantiated by further studies of the same group, who demonstrated
a 40% reduction of glycaemia, without any loss of weight or
impairment of liver functions [34, 44]. The mechanism for the
hypoglycemic action of the extract has been tentatively attributed to
saponins that inhibit gluconeogenesis and glycogenolysis [45].
However, other molecular pathways potentially involved in
hypoglycemic effects remain to be deeply investigated. In fact, some
evidences suggested that the hypoglycemic activity of chard extract
might be due to flavonoids through the inhibition of glucose
transporters. For instance, quercetin which is present in chard,
showed evidence of anti-diabetic effects via inhibition of the intestinal
glucose transporter GLUT2 [46]. Another complementary
hypoglycemic mechanism could be the flavonoid induced inhibition of
the a-amylase and a-glucosidase activities [47]. The inhibition of this
enzyme could delay the digestion and absorption of carbohydrates and
consequently suppress post-prandial hyperglycemia [48]. Some C-
glycosylflavones, i.e. vitexin, vitexin-2-0-glycoside and VOR contained
in Beta vulgaris leaves and seeds, were found to be strongly inhibit a-
glucosidase and could be the most probable cause of the hypoglycemic
effect [34]. In general, the reduced antioxidant capability in diabetes
was the result of increased production of oxygen metabolites, which
curbs the activity of the antioxidant defense system [49]. Moreover,
several studies demonstrated increased free radical production or
increased oxidative damage in response to zinc deficiency in vitro or in
vivo [50]. Zinc status has been shown to affect glutathione
concentrations in tissues. It was found an increase in MDA and a
reduction of GSH, GSH-Px and GST in liver, heart and kidney of diabetic
rats fed a low zinc diet. The increase of MDA confirms the deleterious
effect of zinc deficiency in increasing lipid peroxidation as already
reported in animals [51]. Glutathione acts synergistically with zinc in
protecting sulfhydryl groups, the reason for depletion of glutathione
might have contributed to the higher consumption of glutathione and
higher oxidative damage in zinc deficient rats [52]. The observed
decline in GSH-Px and GST activities probably due to modification of
the sulthydryl groups in these enzymes by oxygen free radicals [53].
Elevated glucose and hydrogen peroxide levels have also been found
to inactivate GST and GSH-Px [54]. This study confirmed a beneficial
effect of Beta vulgaris var cicla in attenuating oxidative stress and
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oxidative damage. In other words, the findings showed a significant
reduction in the formation of TBARS level and an augmentation of GSH
concentration with an improvement of both GSH-Px and GST activities.
Thus, it has been reported that several polyphenol compounds
isolated from Beta vulgaris possess a strong antioxidant properties,
which reduce the formation of ROS by directly inhibiting the reactive
oxygen generating enzymes [31]. El-Gamal et al [55] indicated that
chard treatment decreased the renal MDA levels and increased the
CAT activity in gentamicin induced nephrotoxicity in rats. Jain and
Singhai [56] reported that chard administration significantly
decreased the MDA level and increased the GSH concentration in rats
and suggested that the antioxidant effect of chard plays an important
protective role against ethanol-mediated toxicity. In addition, Ozsoy-
Sacan et al. [57] mentioned significantly decreased liver MDA and
increased GSH levels in chard administered diabetic rats. Chakole et al.
[58] reported also that chard administration reduced the LPO and
prevented necrosis in the paw of rats. It has been suggested that the
antioxidant and free radical-scavenging activities might be also due to
the presence of terpenoids in chard. Pyo et al [59] showed a linear
correlation between radical-scavenging effect and polyphenolic
concentration of chard. Phenolic acids and flavonoids containing
multiple hydroxyl groups have higher antioxidant activities against
free radical species.

CONCLUSION

The present study indicated that the combination of zinc deficiency
and diabetes affected the growth rate, zinc status, carbohydrate
metabolism and antioxidant system. Whereas, the administration of
methanol extract of Beta vulgaris var cicla reduced these severity
complications, suggesting that Beta vulgaris var cicla has an
important effect as a most potent agent in protecting against the
clinical disease associated with increased free radical activity as a
result of zinc deficiency.
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1. Courbes d’étalonnage
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1.3. Courbe d’étalonnage du zinc
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1.4. Courbe d’étalonnage de MDA
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