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Résumé 

Ce travail porte sur la recherche des propriétés antidiabétiques de l'éxtrait brut 

<hydroalcoolique» de l'épicarpe de Punica granatuin «Grenadier », plante utilisée 

traditionnellement dans le traitement du diabète sucré à travers le monde. 

Cet extrait a été expérimenté d'une part sur des rats normaux et rendus diabétiques par 

la STZ (50 mg/kg p.c.) après la détermination de ses doses létales par voie orale et 

intrapéritonéale in vivo, d'autre part sur l'activité de l'Œ-amylase in vitro. 

La toxicité de cet extrait chez le rat Wistar révèle une DL50 de 4000 mg/kg p.c. par voie 

orale, et de 200 mg/kg p.c. par voie IP. 

L'influence de l'extrait brut « hydroalcoolique » sur le taux de glucose sanguin chez les 

rats normaux et diabétiques nous a permis d'obtenir des résultats qui montrent que chez les rats 

normo glycémiques aucun effet hypoglycémiant n'a été observé à court et à long terme, par 

contre le test de tolérance orale au glucose chez les rats normaux révèle que l'extrait empêche 

l'augmentation du pic d'hyperglycémie provoquée par voie orale (glucose 2.5 g/kg p.c.). 

Le suivi à court terme des rats diabétiques montre que l'administration par voie intrapéritonéale 

de 20 mg/kg p.c. de l'extrait brut provoque une faible diminution de l'hyperglycémie, tandis que 

par voie orale (400 mg/kg p.c.) aucune diminution n'a été observée. 

De même, Chez les rats diabétiques, l'administration quotidienne de l'extrait se traduit par une 

diminution de l'ordre de 56% et 46.7% par voie orale et intrapéritonéale respectivement durant la 

première semaine, alors que la diminution a été plus importante durant la deuxième semaine par 

voie intrapéritonéale. De ce fait, l'extrait brut de l'épicarpe de Punica granatum possède une 

activité antihyperglycémiante. 

Sur le métabolisme lipidique, l'extrait brut provoque un effet hypolipidémiant pour les 

deux paramètres étudiés (Cholestérol et Triglycérides) chez les rats diabétiques après un suivi de 

deux semaines. 

Les tests réalisés in vitro sur l'activité de l'a-amylase montrent un effet inhibiteur 

exercé par l'extrait brut de Punica granatum avec une IC50 de 3.65 g/l et un Ki de 1.25 g/l. 

Mots clés: Punica granatum, diabète sucré, streptozotocine, plantes médicinales, Toxicité, a-amylase, 

acide dinitrosalicylique, maltose, inhibition, hyperglycémie post-prandiale. 



Abstract 

This study was designed to evaluate the antidiabetic effect of hydroalcoolic extract from 

Punica granatum peels in normal and streptozotocin-induced diabetic rats and its potent a-

amylase inhibitory. 

The toxicity evaluation of hydroalcoolic extract of Punica granatum was determined in 

oral and intraperitoneal administration in rats. The oral LD 50 of the extract was found to be 

greater than 4 g/kg b.w. The intraperitoneal LD50 was determined as 200 mg/kg b.w. 

Antidiabetic effect of this extract was investigated after oral and intraperitoneal 

administration at dose of 400 mg/kg b.w. and 20 mg/kg b.w. respectively. 

In normal fasted rats, ail doses of the test drug extract showed no hypoglycaemic effect 

(short and long time), but were found to be depressing the peak value of blood glucose after oral 

glucose tolerance (glucose 2.5 g/kg b.w.). 

In streptozotocin-induced diabetic rats, intraperitoneal administration of 20 mg/kg b.w. 

of the extract ied to lowering effect in blood glucose level. The falI was seen at 1h and rcmained 

up 3 h after administration of the test drug extract but flot in orale administration. 

After 2-weeks of daily treatment in streptozotocin-induced diabetic rats, plasma glucose 

levels were increased after oral and intraperitoneal administration of hydroalcoolic extract from 

Punica granatum peels by 32.92% and 46.6% respectively. 

However, this extract shôwed hypolipidemic effect (Cholesterol, triglycerides) in 

streptozotocin-induced diabetic rats. 

Finally, the crude hydroalcoolic extract of Punica granatum peels showed strong 

inhibitory activity for a-amylase activity with an 1050 value at 3.65 g/l and Ki at 1.25 g/l. 

Key words: Punica granalum, diabetes mellitus, streptozotocin, medicinal plants, toxicity, a-amylase, 

dinitrosalicylic acid, maltose, inhibition, post-prandial hyperglycaemia. 



Liste des abréviations 
	

Liste des unités 

ADA American Diabetic Association. Da Dalton 

AE Activité enzymatique g Gramme 

CHE Cholestérol esterase g/kg Gramme par kilogramme 

CHOD Cholesterol oxydase gfl Gramme par litre 

DID Diabète Insulino-Dépendant Kg Kilogramme 

DLioo Dose létale de 100% de la population L. Litre 

DL50 Dose létale de 50% de la population M Molaire 

DNID Diabète Non Insulino-Dépendant mg Milligramme 

DOD Densité optique de dosage min Minute 

DOE Densité optique de l'Etalon ml Millilitre 

Fig. Figure mMol Millimole 

GK Glycérol kinase mMol/min Millimole par minute 

GPO Glycerol-3-Phosphate oxidase t/rn in Tours par minute 

HDL High Density Lipoprotein. T° Température 

HGPO Hyperglycémie provoquée par voie orale UI Unité internationnale 

I Inhibiteur % Pourcentage 

1050 Concentration inhibitrice de 50% d'une activité kt micro 

IP Intrapéritonéale H Heure 

Km Constante de Mechaelis °C Degré Celsius 

Ki Constante d'inhibition 

LDL Low Density Lipoprotein 

LPL Lipo protéine lipase 

MODY Maturity Onset Diabetes of the Young 

OMS Organisation Mondiale de la Santé. 

P.C. Poids corporel 

P01) Peroxydase 

PPARy Peroxisome Proliferator Activated Receptor gamma 

S Substrat 

STZ Streptozotocine 

Tabi. Tableau 

Tps Temps 

UKPDS United Kingdom Prospective Diabetes Study Group. 

Vi Vitesse initiale 

Vmax Vitesse maximale 

cc Alpha 

Bêta 

Inférieur 

> Supérieur 
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introduc- t  on 



Introduction générale 

Le diabète sucré est devenu un problème majeur de santé publique à l'échelle 

mondiale. Il touche environ 194 millions de personnes à l'heure actuelle dont 90% sont des 

diabétiques de type 2 (OMS et FID, 20041. 

Il est défini par l'élévation chronique de la glycémie qui apparaît lorsque le 

pancréas ne produit pas assez d'insuline ou que l'organisme ne peut utiliser de manière 

efficace l'insuline qui est produite IRodier, 20011. 

Le traitement actuel de cette maladie est efficace dans la baisse de la glycémie. 

Cependant le contrôle adéquat quotidien de la glycémie est très difficile à atteindre dans la 

plupart des cas, ce qui conduit à long terme à l'émergence des complications très sérieuses 

conduisant à une morbidité et une mortalité importante. 

Pour les diabétiques de type 1 et devant l'insulinopénie absolue, l'insulinothérapie 

reste le seul moyen pour contrôler le désordre glucidique (Gin et Rigalleau, 19991. Pour les 

diabétiques de type 2, les antidiabétiques oraux en premier et l'insulinothérapie en cas 

d'échec sont les seuls disponibles pour atténuer l'hyperglycémie chronique IDomus, 19981 

[Edelman, 19981. 

Actuellement dans le monde, le nombre de personnes atteintes de diabète ne cesse 

de croître de façon alarmante. L'impact de cette pathologie sur les systèmes de santé est 

très lourd à travers les pertes humaines et les coûts élevés liés aux soins, ainsi que la prise 

en charge des malades. Les médicaments antidiabétiques disponibles visent à soigner et 

non à guérir la maladie. Au cours de ces dernières décennies, une attention particulière a 

ciblé l'utilisation des plantes médicinales dans le traitement et le contrôle de cette maladie 

conformément aux recommandations de l'OMS [OMS, 2002b]. 

L'essor récent de la phytothérapie offre une opportunité pour trouver des 

molécules naturelles susceptibles d'exercer des effets bénéfiques sur la régulation du 

métabolisme glucidique en évitant les effets secondaires des substances synthétiques 

[Hamdan et Afifi, 2004]. 

Les informations ethnobotaniques recueillies dans plusieurs régions du monde 

estiment que plus de 1200 espèces végétales, soit plus de 725 genres appartenant à 183 

familles sont utilisées pour leurs propriétés hypoglycémiantes et antihyperglycérniantes 

[Maries et Farnsworth, 19951. 



Introduction générale 

La richesse et la biodiversité végétale en Algérie, méritent d'être explorées dans le 

domaine de la recherche de molécules antidiabétiques originaires de plantes qui ont pour 

longtemps servi à une grande tranche de population comme moyen incontournable de 

médication. 

Dans la région de Tlemcen, et d'après l'enquête ethnobotanique réalisée par 

Benmehdi en 2000, plus de 80 espèces des plantes sont utilisées en médecine populaire 

pour le traitement du diabète sucré ou ses symptômes dont Punica granatum (grenadier) 

est l'une de ces plantes IBenmehdi, 20001. 

Dans cette étude, nous nous sommes intéressés à l'évaluation des propriétés 

antidiabétiques pésumées de cette plante. L'épicarpe de ses fruits est la partie utilisée dans 

-. le traitement traditionnel dans la plupart des pays. 

Ces propriétés nécessitent d'être expérimentées chez un modèle de rats ayant un 

- diabète expérimental induit par la STZ ainsi que chez les rats normaux. Le suivi de ces 

animaux est effectué à court et à long terme en deux voies d'administration, la voie orale et 

- la voie intrapéritonéale à des doses différentes d'un extrait brut « hydroalcoolique » 

préparé à partir de l'épicarpe de Punica granatum. 

Une autre approche thérapeutique du diabète sucré est de diminuer 

l'hyperglycémie post-prandiale par le ralentissement de l'absorption intestinale de glucose 

par l'inhibition des enzymes responsables de l'hydrolyse des hydrates de carbones comme 

l'a-glucosidase et l'a-amylase IRhabasa et Chiasson, 20041 
; [Kim et ai., 20041. 

Afin d'évaluer la place de Punica granatum dans cette approche nous avons 

étudié l'effet de l'extrait brut de son épicarpe sur l'activité enzymatique de l'a-amylase 

d'Aspergillus oryzae in vitro. 
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I- Définition du diabète sucré 

Le diabète sucré est une affection du métabolisme caractérisée par une 

- augmentation du taux de glucose sanguin «hyperglycémie» qui perturbe le métabolisme 

des glucides, des lipides et des protéines. Cette affection est due à une défaillance de la 

sécrétion d'insuline, de l'action de l'insuline ou de ces deux anomalies associées [Wens et 

al., 2007]; IOrtiz-Andrade et al., 20051; [Moore et aI., 2004J. 

Cette affection touche environ 5 à 7% de la population mondiale dont 90% sont des 

diabétiques de type 2 [Zimmet et al., 2001  ; [Waeber, 20001 ; [Barcelo, 1996] 

II- Critères de diagnostic 

De nouveaux critères de diagnostic du diabète sucré ont été proposés par 

- 	 1 'American Diabetes Association «ADA» qui propose pour la pratique clinique, de 

déterminer la glycémie à jeun sur du plasma veineux [ADA, 20051. 

Selon les critères, le diabète sucré est défini par une glycémie plasmatique à jeun de 

1.26 g/l ou >2 g/l quelque soit l'heure du prélèvement en présence de symptômes cliniques 

- 	 (polyurie, polydipsie, amaigrissement, somnolence voire coma). 

Ce diagnostic peut également être posé devant une valeur de 2 g/l à la 1 20è«  

- 	 minute d'une épreuve d'hyperglycémie provoquée par voie orale «HGPO» IRodier, 

2001]; [Drouin et al., 19991. 

- 	 Une glycémie à jeun modérément augmentée (1.1 g/I mais <1.26 g/l) correspond à 

une glycémie à jeun anormale (Impaired Fasting Glycemia); état qui induit un trouble de 

- l'homéostasie glucidique, alors que l'intolérance au glucose est définie par une glycémie 

de 1.4 g/l mais < 2 g/l à la 120ême  minute de l'HGPO [Wens et aL, 20071; [Rodier, 20011 

(Tabl. 01). 

Tableau 01: Critères de diagnostic du diabète sucré et des troubles de la glycorégulation. 

[Alberti et Zimmet, 19981 

Concentration de glucose gfI 	-- mmol/! 
Diabète sucré 

• 	Ajeun k1.26 7.0 
Ou 

• 	2h après charge en glucose ou les deux >-2.00 11.1 
Intolérance au glucose 

• 	A jeun <1.26 7.0 
Et 

• 	2h après charge en glucose >-1.40 7.8 
Hyperglycémie modérée à jeun 

• 	A jeun ~1.10 6.1 
Et <1.26 7.0 

• 	2h après charge en glucose (si mesurée) <1.40 7.8 

-3- 



Synthèse Bibliographique 	 Chapitre I. Diabète sucré 

III- Classification du diabète sucré 

La classification étiologique du diabète sucré proposée par l'ADA et l'OMS 

figure dans le tableau 02. 

Tableau 02 : Classification étiologique des diabètes sucrés [Comité d'Expert..., 19971 
I- Diabète de type 1 : destruction des cellulest3, 	F. Infections 
conduisant à une carence absolue en insuline. 	i 	1. Rubéole congénitale 

• D'origine immunologique 	 " 
• Idiopathique 

II- Diabète de type 2 spectre variable, d'une 
résistance à l'action de l'insuline prédominante 
avec déficit insulinosécrétoire relatif à un déficit 
insulinosécrétoire prédominant avec résistance à 
l'action de l'insuline. 
III. Autres types de diabète spécifiques 
A. Défauts génétiques de la fonction des cellules/3. 

1. Chromosome 12, HNF-1 (anciennement Mody 
3) 
2. Chromosome 7, glucokinase (anciennement 
Mody 2) 
3. Chromosome 20, HNF-4 (anciennement Mody 
1) 
4. Mutation de l'ADN mitochondrial 
5. Autres 

B. Défauts génétiques de l'action de l'insuline 
1. Insulinorésistance de type A 
2. Lépréchaunisme 
3. Syndrome de Rabson-Mendenhall 
4. Diabète lipoatrophique 
5. Autres 

C. Diabètes pancréatiques 
1. Pancréatites 
2. Traumatisme! pancréatectomie 
3. Cancer du pancréas 
4. Mucoviscidose 
5. Hémochromatose 
6. Pancréatite fibrocalculeuse 
7. Autres 

E. Diabètes induits par des médicaments ou des 
toxiques 

1. Vacor (raticide) 
2. Pentamidine 
3. Acide nicotinique 
4. glucocorticoïdes 
5. Hormones thyroïdiennes 
6. Diazoxide 
7. Agonistes 3 -adrénergiques 
8. Diurétiques thiazidiques 
9. Diphenylhydantoïne 
10. Interféron-a 
11. Autres 

Z. ytomegaiovirus 
3. Autres 

D. Endocrinopat hies 
1. Acromégalie 
2. Syndrome de Cushing 
3. Glucagonome 
4. Phéochromocytome 
5. Hyperthyroïdie 
6. Somatostatinome 
7. Hyperaldostéronisme primaire 
8. Autres 

G. Formes rares de diabètes liés à une pathologie dit système 
immunitaire 

1. syndrome de "Stiff-man" 
2. Anticorps dirigés contre le récepteur de l'insuline 
3. Autres 

H. Autres syndromes génétiques s'accompagnant parfois 
d'un diabète 

1. Syndrome de Down (trisomie 21) 
2. Syndrome de Kiinefelter 
3. Syndrome de Turner 
4. Syndrome de Wolfram 
5. Ataxie de Friedreich 
6. Chorée de Huntington 
7. Syndrome de Lawrence-Moon-Biedl-Bardet 
8. Dystrophie myotonique (Steinert) 
9. Porphyries 
10. Syndrome de Prader-Willi-Labhart 
11. Autres. 

IV. Diabète gestationnel 
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IV- Les deux principaux types du diabète sucré 

1V-1- Le diabète de type 1 

- 	 Il correspond à l'ancienne terminologie du diabète insulinodépendant « DID» qui 

représente environ 10% de tous les cas de diabète à l'échelle mondiale et survient 

- 	généralement à l'enfance. 

Il s'agit d'une maladie auto-immune caractérisée par une destruction des cellules f 
- 

	

	pancréatiques dont 80% de ces cellules sont touchées aboutissant habituellement à une 

carence absolue en insuline « insulinopénie » [Drouin et al., 1999] ; [Cerasi et al., 1997]. 

Fondamentalement, pour la constitution du diabète de type 1 il faut: 

• Une prédisposition immunogénétique; 
- 	 • Facteurs déclenchants (facteurs environnementaux); 

• Réaction auto-immune dirigée contre les cellules P , à laquelle participent des 

lymphocytes T auto réactifs, cytotoxiques, des cytokines et des anticorps [Spinas et 

Lehmann, 2001]. 

	

- 	 IV-2- Le diabète de type 2 

Anciennement appelé le diabète non insulinodépendant «DNID ». Il est beaucoup 

	

- 	 plus fréquent et représente environ 90% de l'ensemble des cas mondiaux. Il survient le plus 

souvent chez l'adulte, mais on l'observe aussi chez les adolescents [OMS, 2002a1. 

C'est le diabète non insulinodépendant qui pose un problème de santé publique. Sa 

prévalence augmente parallèlement au vieillissement, à l'urbanisation, à la sédentarisation 

et au développement de l'obésité [Grimaldi, 19991. 

Il est caractérisé par: 

• Une insulinorésistance dominante avec insulinopénie relative ; ou 

• Une diminution prédominante de l'insulinosécrétion associée ou non à une 

insulinorésistance [Drouin et al., 19991; [Girard, 19991. 

	

- 	 Le diabète de type 2 est la forme la plus commune du diabète sucré. L'étiologie 

spécifique de cette maladie est inconnue [OMS, 19991. 

Plusieurs facteurs favorisent le déclenchement du diabète de type 2: 

La prédisposition familiale d'origine génétique; 

Facteurs environnementaux tel que l'obésité qui joue un rôle dans la génèse de 

l'insulinorésistance, la nature alimentaire, l'âge, les médicaments, le stress.. .[Drouin et al., 

19991. 
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V- Complications du diabète sucré 

Le diabète sucré est un important problème de santé publique dont la fréquence 

augmente de plus en plus. II aboutit à des complications sévères aigus ou chroniques. 

V-1- Complications aigus 

• L'hypoglycémie: elle apparaît suite à un excès relatif d'insuline dans le sang et 

débouche sur des valeurs glycémiques exceptionnellement basses IADA, 20051. Elle 

survient aussi dans une large mesure exclusivement chez les patients traités par les 

sulfamides hypoglycémiants même à faible dose [Marker et al., 19921. 

• Acidocétose: est la résultante clinique et biologique d'un trouble métabolique, 

ionique et hydrique liée à la carence absolue ou relative en insuline ITournaire, 19941. 

Lorsqu'il y à cette carence importante en insuline et une insuffisance d'apport de substrats 

énergétiques, la lipolyse et la cétogenèse augmentes, entraînent l'hyperglycémie, forte 

augmentation de la diurèse (risque de déshydratation) et chut de pH sanguin [Rodier, 20011. 

• Coma hyperosmolaire: le facteur déclenchant de l'hyperglycémie (infections, 

accidents vasculaires cérébrales, corticothérapie...) s'associe fréquemment à un facteur de 

déshydratation avec une insuffisance rénale caractérisée par une augmentation du seuil 

rénal de glucose [Perlemuter et colin, 20031 
; 

(Pinies et al., 19941. 

• Acidose lactique: caractérisée par une hyperlactatémie (acidose métabolique 

sévère). C'est une complictaion rare mais de pronostic très sévère; elle révèle presque 

toujours du non respect de contre indication ou précaution d'emploi de la metformine. Ceci 

contre indique l'administration de cette famille d'antidiabétiques oraux, en cas 

d'insuffisance cardiaque ou hépatique importante et d'insuffisance rénale [Halimi, 20031. 

V-2- Complications chroniques 

Il existe deux types de complications chroniques, les complications liées à la 

microangiopathie et regroupent la rétinopathie, néphropathie et la neuropathie, et celles 

liées à la macroangiopathie et regroupent les complications cardiovasculaires IDuron et 

Heurtier, 20061. 

al Les complications microangiopathiques 

Elles sont cliniquement responsables de l'atteinte des capillaires rétiniens et 

glomérulaires rénaux et aussi nerveux. 

Les complications microangiopathiques (rétinopathie, néphropathie et neuropathie) sont la 

conséquence d'une toxicité directe du glucose, avec amplification des voies métaboliques 

intracellulaires [Wolffenbuttel et Van Haeften, 19951. 
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- 	 . La rétinopathie diabétique: elle demeure la cause la plus fréquente de cécité 

acquise dans le groupe d'âge de 25 à 75 ans [Evans et aL, 19961. Elle est favorisée par une 

- 

	

	mauvaise régulation du diabète, par l'hypertension et par l'insuffisance rénale. Son 

traitement précoce peut en freiner ou en stabiliser l'évolution dans plus de la moitié des 

- 

	

	 cas. La rétinopathie diabétique est caractérisée par des modifications veineuses, des lésions 

capillaires rétiniennes, des hémorragies et une ischémie de la zone rétinienne. Ces éléments 

- 

	

	 peuvent endomager toute la rétine périphérique ainsi que la macula (zone de la vision 

centrale) [Harding, 20051. 

La néphropathie diabétique: l'atteinte rénale spécifique est une 

glomérulonéphrite, qui passe au fil des années par plusieurs stades, la microalbuminurie, 

- 

	

	 la protéinurie et enfin l'insuffisance rénale qui conduit à l'épuration extra rénale ou à la 

greffe rénale [Girard, 19991 ; 
[ADA, 20041. 

- 	 . La neuropathie diabétique: la moitié environ des patients diabétiques présentent 

après 25 ans une neuropathie directement liée au niveau de contrôle métabolique, 

- 	 susceptible de causer une morbidité grave [Nasadini et Tonolo, 20041. L'hyperglycémie 

chronique est le facteur causal mais il existe d'autres facteurs comme la durée de la 

- 	 maladie, l'âge, facteurs nutritionnels [Duron et Heu rtier, 2006]. 

bi Les complications macroangiopathiques diabétiques 

- 	 Par opposition à la microangiopathie qui touche la micro-circulation on désigne 

sous le terme de macroangiopathie diabétique, l'atteinte des artères musculaires allant de 

- 	 l'aorte jusqu'aux petites artères distales d'un diamètre supérieur à 200 j.tm [Grimaldi, 

1999]. 

La constitution de la macroangiopathie diabétique (maladie coronarienne, artérite), ferait 

intervenir l'hypertension artérielle, des anomalies lipidiques complexes, la toxicité 

vasculaire du glucose, et éventuellement l'insulino-résistance [Wolffenbuttel et Van 

Haeften, 19951. 

Les complications cardiovasculaires représentent la cause majeure de la mortalité 

chez les diabétiques de type 1 et type 2 [Grimaldi et Timist., 19961. 
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I. Traitement du diabète sucré 

VI-1- Traitement du diabète de type 1 

Le diabète de type I est caractérisé par une perte de la fonction pancréatique avec 

une insulinopénie absolue. Devant cette condition les objectifs thérapeutiques consistent à 

apporter l'insuline endogène qui fait défaut [Gin et Rigalleau, 19991. 

La prise en charge diététique et nutritionnelle de ces patients consiste donc à 

standardiser avec eux, le plus possible, les quantités de glucides qui seront apportées à 

chacun des repas, pour alors ne faire varier que les quantités d'insuline qui seront mise en 

adéquation avec l'activité physique [Ledoux, 19971. 

VI-2- Traitement du diabète de type 2 

Le traitement de cette affection nécessite d'utiliser des molécules à effet 

antidiabétique, souvent associées entre elles (Antidiabétiques oraux) [Domus, 19981. 

Si le traitement ne se révèle pas assez efficace, on est contraint d'utiliser de l'insuline 

malgré ses effets secondaires indésirables (Edetman, 19981. 

Un régime alimentaire à basse calorie de glucides, protéines et de lipides, et l'exercice 

physique régulier, peut permettre de régulariser la glycémie (Dom us, 19981. 

VI-2-1-Les antidiabétiques oraux 

L'obtention d'un contrôle glycémique satisfaisant dans le but de prévenir les 

complications liées au diabète nécessite le recours à des agents pharmacologiques en plus 

du traitement hygiéno-diététique. Les médicaments oraux actuellement disponibles offrent 

un large spectre sur le plan de leur mécanisme d'action, mais ils ont un certain nombre de 

contre indications et d'effets indésirables [Viraily et al., 20071 (Tabl. 03). 

Les antidiabétiques oraux sont dirigés vers trois cibles physiologiques différentes 

Une stimulation de la sécrétion d'insuline: cette action est représentée par les 

sulfamides hypoglycémiants (Glibenclamide ... ) ; 

Une potentialisation de l'effet de l'insuline (diminution de l'insulinorésistance): 

cet effet est assuré par la classe des biguanides (metformine) et les thiazolidinediones 

(Troglitazone, Pioglitazones ... ) ; 

Un ralentissement de l'absorption intestinale des glucides (Acarbose, Miglitol ... ) 

(Charbonnel et Cariou, 19971 ; (Halimi, 20031. 
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• Mécanisme d'action des antidiabétiques oraux 

1- Les sulfamides hypoglycémiants: stimulent la sécrétion d'insuline par les 

cellules 13 pancréatiques. Ils se lient à un récepteur situé sur la membrane plasmique appelé 

SUR (sulfanylurea receptor) et inhibent l'efflux de potassium des cellules 13  par fermeture 

des canaux potassique ATP dépendant. L'élévation de la concentration de potassium 

intracellulaire crée une dépolarisation membranaire provoquant l'ouverture des canaux 

-  calcium voltage dépendant. C'est en définitive l'augmentation du calcium intracellulaire 

qui provoque la sécrétion d'insuline par un phénomène d'exocytose lAllain, 20001; 

(Larger, 19971. 

2- Les biguanides: dont la seule forme commercialisée est la metformine 

- 	 «Glucophage» qui n'agit pas sur la sécrétion insulinique mais une action exclussivement 

extrapancréatique consiste essentiellement en: 

• Une réduction de l'insulinorésistance en ralentissant la prodution de glucose 

par le foie; 

- 	 • Une augmentation de l'utilisation périphérique du glucose par les cellules 

musculaires et hépatiques; 

- 	 • Une réduction de la néoglucogénèse hépatique (Larger, 19971; [Wens et aL, 

20071. 

3- Les thiazolidinediones: améliorent la sensibilité à l'insuline dans les tissus 

adipeux et hépatiques. Ils agissent par l'intermediaire du récepteur PPAR-'y au sein du 

noyau cellulaire. La stimulation de ce récepteur mène à l'expréssion ou à la supression 

d'une série de gène qui jouent un rôle dans le métabolisme du glucose, des protéines et des 

lipides [Yki-Jarvinen, 20041 ; [Fonseca et aL, 20001. 

4- Les inhibiteurs de l'a-glucosidase: qui inhibent le dernier stade de la 

-  digestion des sucres. Ceux qui ne peuvent pas être absorbés; continuent leur périple dans 

l'intestin et subissent la fermentation colique bactérienne en acides gras volatiles où sont 

éliminés dans les selles [Grimaldi, 19991 ; (Duron et Hetirtier, 20061. 
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Tableau 03 : Les cinq classes d'antidiabétiques oraux avec leurs avantages et inconvénients spécifiques Ilnzucchi, 20021 

Biguanides : metformine Suif onylurées Glinides Glitazones Acarbose 

Mécanisme d'action Résistance à l'insuline L Sécrétion d'insulinet Sécrétion d'insuline1' Insulinorésistance L Ralentissement de la 

Production de glucose hépatique i résorption intestinale 
des 	hydrates 	de 
carbone 

Effets Effet 	favorable 	sur 	les 	facteurs 	de  

supplémentaires risque cardio-vasculaires 

Risque - + ± - - 
d'hypoglycémie 

Poids ou t t t = 

Effet favorable sur Prouvé Prouvé Pas encore d'études Pas encore d'études Pas encore d'études 

les complications  

Principaux 	effets • Problèmes gastro-intestinaux • Hypoglycémie • 	Prise de poids Troubles 	gastro- 

indésirables • Acidose lactique (rare) • Prise de poids • 	OEdème intestinaux 

Insuffisance cardiaque 

Principales 	contre Situations qui t 	le risque d'acidose Insuffisance rénale Peuvent être pris en . 	Insuffisance hépatique - 

indications lactique: cas 	d'insuffisance • 	Décompensation 

• 	Insuffisance rénale rénale cardiaque sévère 

• 	Insuffisance hépatique • 	Combinaison insuline 

• 	Décompensation cardiaque sévère 

Coût # # # # # ## 

Légende: 'T' augmenté, 1 diminué, + présent, ± présent de façon limitée, = stable, # le nombre des sigles reflète la hauteur du prix. 
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1- Introduction 

Malgré le developpement spectaculaire de la médecine moderne, les plantes 

médicinales trouvent encore leurs indications thérapeutiques dans le traitement d'une 

multitude d'affections et de maladies dans les différentes sociétés et cultures [Eisenberg et 

al., 19931 ; (De Smet, 20021. 

L'échec des traitements pharmaceutiques conventionnels surtout dans le cas des 

maladies chroniques comme le diabète sucré, la forte incidence des effets indésirables des 

médicaments de synthèse qui leur sont associés et l'insuffisance des infrastructures 

sanitaires dans les pays en voie de développement, font qu'une large tranche de la 

population mondiale dépend essentiellement de la médecine naturelle complémentaire ou 

parallèle pour se soigner et où la tradition de médecine par les plantes est bien ancrée dans 

les moeurs [Eddouks et al., 20071; (Wang et Ng, 19991. 

Dans les pays développés le traitement du diabète est relativement bien assuré par les 

moyens thérapeutiques modernes, le retour à la phytothérapie demeure comme médecine 

alternative seule ou en complément, pour diminuer la dose de médicaments synthétiques, 

mais aussi par ce que certaines plantes semblent en même temps capables de lutter contre 

les complications du diabète (sclérose des vaisseaux sanguins, dépôt athéromateux, 

artérites, hypertension, infections) [Dey et al., 20021. 

II- Les plantes médicinales a activité antidiabétique 

Plusieurs enquêtes ethnopharmacologiques ont été menées à travers le monde 

pour recenser les plantes antidiabétiques utilisées dans les différentes pharmacopées 

traditionnelles (Grover et al., 20021; [Jouad et al., 20011; [Ivorra et al., 19891. Les 

informations ethnobotaniques recueillies dans plusieurs régions du monde estiment que 

plus de 1200 espèces végétales, soit plus de 725 genres appartenant à 183 familles sont 

utilisées pour leurs propriétés hypoglycémiantes et antihyperglycémiantes [Maries et 

Farnsworth, 1995] 
; 

[Bailey et Day, 1989]. 

Les investigations ethnopharmacologiques sont actuellement centrées sur la 

validation expérimentale des propriétés curatives, traditionnellement attribuées à ces 

remèdes. Dans 81% des cas, les indications traditionnelles des plantes antidiabétiques ont 

été expérimentalement confirmées [Maries et Farnsworth, 19951. Certaines de ces plantes, 

dont l'activité pharmacologique aété confirmée sur des modèles d'animaux, ont également 

fait l'objet de plusieurs études cliniques (Ernst, 19971. Pour plusieurs plantes, les molécules 

bioactives responsables de l'activité pharmacologique ont été identifiées et isolées et les 

mécanismes cellulaires et moléculaires impliqués dans les effets thérapeutiques ont été 
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partiellement ou complètement élucidés afin de conduire à la découverte de nouveaux 

médicaments pour le traitement pharmacologique du diabète sucré. 

- 	L'exemple classique est celui de Galega officinalis, une plante largement utilisée dans le 

traitement du diabète en Europe. Les premières investigations ont révélé la présence de 

guanidines en forte concentration dans cette plante [Oubré et aL, 19971. Plus tard, les 

propriétés hypoglycémiantes des guanidines ont été mises en évidence, ce qui a conduit à 

la découverte de la metformine, agent antidiabétique oral visant à diminuer l'insulino-

résistance [Dey et aL, 20021. 

- 	 Ainsi, les plantes sont une source inépuisable de substances chimiques: tanins, 

glycosides, flavonoïdes, saponosides etc..., et qui auraient des propriétés curatives 

- 	appréciables et qu'aucune chimie synthétique et combinatoire ne peut nous offrir 

[Fabricant et Farnsworth, 20011. 

- 	 Le tableau 04 regroupe quelques principes actifs ayant des activités 

antidiabétiques, isolés à partir des plantes médicinales utilisées dans la médecine 

- traditionnelle dans le traitement du diabète sucré à travers le monde. 

En Algérie, la phytothérapie constitue une partie intégrante de la culture locale. 

Dans la région de Tlemcen, les informations éthnobotaniques recueillies par Benmehdi en 

2000 confirment l'importante dépendance de la population locale vis-à-vis des plantes 

médicinales pour traiter le diabète. 

Plus de 80 espèces de plantes médicinales ont été répertoriées dans cette région et sont 

utilisées seules ou en combinaison avec les médicaments de synthèses lBenmehdi, 20001 

(Annexe I). 

D'après cette enquête, Trigonellafoenum graecum (Halba), Citrullus colocynthis 

(Handal) et Berberis vulgaris (Ghris) sont les plantes les plus utilisées, alors que Laurus 

nobilis (Rend), Nigella sativa (Sanouj), et Punica granatum (Romman) sont moyennement 

utilisées dans cette région. 
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Tableau 04: Quelques plantes antidiabétiques utilisées dans le monde et leur principe actif isolé. 

Mécanisme d'action, effet 
Nom scientifique de la Principe actif i o. provoqué références 

plante isole L) E 
u ou dose administrée 

*Augmente  le taux d'insuline dans les [l-Iii et Howell, 1984] 
Pterocarpus narsupiurn 

Epicathéchine flots pancréatiques. 
(Légumineuse) 

la régénération des cellules 3 [Shcchaii et Zem.itis, 1983] 

o Potentialise la sécrétion d'insuline au 
Bauhinia purpura 

Quercétine niveau des cellules (3 pancréatiques [1-Iii et Howell, 1985] 
(Légumineuse) 

d'environ 44 à 47% 

Berberis vulgaris 
Berbénne Antagoniste l'hyperglycémie [Qimirig et Mingzhi, 19861 

(Berberacée) 

trigoneila foenuin graccuni Sensibilisation des cellules à l'action de 
Trigonélline [Ajabnoor et Tilimsani, 19881 

(Légumineuse) l'insuline 

30 mg/ kg de galégine provoquent chez 
Galega officinalis L. 

Galégine les rats diabétiques une action [Petricic et Kolodzera, 19821 
(Fabacée) 

hypoglycémiante; 

Phoenix dactylfera 
Lupeol acétate [Harbome et Baxter, 19931 

(Palmacée) 

. Activité hypoglycémiante 
Cofia arabica 

[3-Sitostérol [Sampaio et al., 19791 

I)  

(Rubiacée)  

Panax ginseng 
Ginsenside Rg2 [Chung et Joo, 1992] 

(Araliacée) 

2-O-13-D- 
Citrullus colocynthis Glucopyranosyl- 

o 
50 mg/kg diminuent la glycémie chez 

[Abdel-hassan et al., 2000] 
(Cucurbitaée) cucurbitacine I, E, L les rats d'expérimentation.  

Blighia sapida koening Hypoglycine A, Inhibent la (3-oxydase intervenant dans 
[Bruncton, 19991 

(Sapindacée) Hypoglycine B ° 	E la dégradation des acides gras 

Allyl propyle Effet hypoglycémiant chez des rats 
(Augusti, 19741 

Alliuin cepa (Liliacée) disulfide ' . rendus diabétiques et des patients ayant 
n. [Oliver-Brever et Zahob, 19791 

Diallyl disulfide E un diabète de type 2. 

oxide *Effet compétition avec l'insuline 

Atriplex halimus  
Q) 

l'insulinorésistance 
Magnésium ' [Lefebvre et ai., 19941 

(Chénopodiacée) 
Chrome I- 

o 

*FVOI•iS l'action de l'insuline et stimule 
[Cerasi et al., 19971 

ses récepteurs. 
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III-Punica granatum 

III-1- Description botanique 

C'est un petit arbuste des régions méditerranéennes qui peut atteindre 6 m de haut. 

Il peut vivre jusqu'à 200 ans mais est le plus productif en fruits dans ses 20 premières 

- années de fructification; Son écorce est gris beige et à tendance à se crevasser et à 

desquamer avec l'âge. Ses feuilles caduques sont opposées, luisantes et mesurent 3 à 7 cm 

de long sur 2 cm de large, Ses fleurs rouge vif mesurent 3 cm de diamètre. Ses fruits, les 

grenades, contiennent en moyenne 600 graines pulpeuses. Cultivé partout et souvent sub 

spontané dans le tell. La floraisona lieu en fin d'été. Fructification en septembre et octobre. 

[Bridel et aL, 2004] ; [Quezel et Santa, 1963] (Fig. 01). 

mile., 

L 
r 	r 

Figure 01: Punica granatum (Wikipédia, 20081 
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III-2- Classification botanique 

Règne: Végétale 

- 	 Embranchement: Phanérophytes 

Sous Embranchement: Angiospermes 

Classe: Dicotyledones 

Sous classe: Gamopétales 

Ordre: Myrtiflorales 

Famille: Punicacées 

Genre: Punica 

Espèce: Punica granatum IBridel et aL, 20041 ; [Quczel et Santa, 19631. 

III-3-Noms communs 

- 	 Arabe: Romman 

Français : Grenadier « Fruit: Grenade» 

- 	 Englais: Pomegranate 

Bengalie: Dalim 

- Inde: Anaar, Dadima 

IFatope et al., 20021; IChopra et aL, 19601 
; 

IKirthikar et Basu, 19751 ; [Nadkarni et al., 

19761; [Vidai et al., 20031. 

III-4- Composition chimique 

L'étude phytochimique de Punica granatum révèle sa richesse en polyphénols 

- (tanins, flavonoïdes, anthocyanes ... ) et d'autres composés tels que les alcaloïdes ainsi que 

la présence des sucres, des acides organiques, des acides aminés, des stéroïdes, et des sels 

minéraux selon la partie de la plante [Gil et al., 2000J; [Lansky et Newman, 2007); [Syed et 

al., 2007]. 

Le tableau 05 regroupe quelques constituants chimiques de différentes parties de 

Punica granatum. 
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Tableau 05: Quelques constituants chimiques de différentes parties de Punica granatum. 

La classe chimique Nom de composé Structure chimique 
Partie de 
la plante 

Références 

Glucose [Cui et al., 2004] 

!.es sucres 
[Cui et al., 20041 

Fructose 

[Gabbasova et 
Saccharose u" Abdurazakova, 19691 

Acide Citrique 

Les acides J [Poyrazoglu et al., 20021 
organiques 

Acide Tartarique 
HOH 	O 

o 	u' 
OH 

Acide Gallique J, E, F [Arnakura et al., 2000b; Huang 

Acides et al., 2005a] 

Hydroxybenzoiques 
J, E, G [Amakura et al., 2000b], 

Acide Magique [Wang et al., 2004] 

Acides 
Hydroxycinnamique Acide Caffeïque J, E 

[Artik ,1998; Amakura et 
al., 2000a] 

Anthocyanes Deiphinidine f: [Noda et al., 20021 

Glycosides 
aliphatiques 

Rutinoside 
phenethyl 

c [Wang et al., 20041 

Epicatechine J, F [De Pascual-teresa et al., 20001 

Quercetine L E [Artik . 1998] 

Flavonoïdes - 

Kaempferol 'XIJL., E [Van Elswijk et al., 2004] 

Kaempferol 
3-o- E [Van Elswijk et al., 2004  

rhamnoglycoside 
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r 

Puiucaline - 

E, Fe, Ec, 
R 

[Tanaka et al., 1986; 

Gilet al 	20001 

Les tanins 

Pedunculagine 

u1 

i N [Satomi et al., 1993] 

Proline (T. , oH  J [Velioglu et al., 1997] 

Les acides aminés H 

Valine J ISeppi Ak Franciosi, 19801 

O 
Peeiletierme L, Ec, R 

[Neuhofer et al., 1993; 

Vidai et al., 20031 
Les aicaioides 

H  

Sedridine 
04 

R [Neuhofer et al., 19931 
N 	 043 
H 

Acide iinoleique 
G 

[Hopkins et Chishoim 
1968; Schubert et al., 

1999; Hornung et al., 20021 

Les acides gras Acide Oleique G [Schubert et al., 19991 

Acide Palmitique G [Schubert et al., 19991 

Stigmastérol G [Abd Et Wahab et al., 19981 

Les steroïdes  

-sitostéro1 G [Abd El Wahab et al., 1998] 

Les triterpénoïdes 

Acide urosoiique G, F 
Huang et al., 2005b] 

Acide asiatique F [Batta et Rangaswami, 1973] 
.oj iJ0 

Glycolipides Cérébroside G [IsuyukietuL, 1981] 

Fe, CI, Ci, Cr, Cu, K, 
Minéraux Mn, Mg, Na, Zn, G [Waheed et al., 20041 

Rb, Se,... 

G: Graines, F: Fleurs, E: Epicarpe, Ec : Ecorce, R: Racine, Fe: Feuille 
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III-5- Utilisation traditionnelle de Punica granatum 

Les fruits de grenadier ainsi que ses graines, son écorce, son épicarpe et ses fleurs 

sont utilisés depuis des milliers d'années pour leurs propriétés médicinales au Moyen-

Orient, en Asie et en Amérique Latine, régions dont cet arbuste est originaire. Il est utilisé 

historiquement pour soigner les maladies gastro-intestinales et les affections parasitaires 

IAfaq et al., 20051. 

Les différentes parties de cette plante (écorce, épicarpe, racines, feuilles) sont utilisées 

taditionnellement pour traiter la dysentérie, la diarrhée, les coliques, les hémorrhagies et 

l'ulcer. Elles sont connues aussi pour leurs propriétés astringentes et anthelmintiques 

(écorce, épicarpe) [Kirthikar et Basu, 20001; [Naovi et al, 19911; [Vidai et al., 2003] 

ISathyavati et al, 19871 ; [Sudheesh et Vijayaiakshmi, 20051 ; ( Mahmoud et al, I994. 

Les feuilles vertes sont utilisées pour le traitement de certaines pathologies respiratoires 

«Bronchite» [Roig, 1974] ; [Zhang et al, 19951 et aussi contre la conjonctivite LGracious-

Ross et al, 20011. 

III-6- Activités biologiques de Punica granatum 

Plusieurs parties de Punica granatum ont été étudiées expérimentalement afin de 

confirmer les activités biologiques provoquées traditionnellement par cette plante. 

En plus, Punica granatum est visée actuellement pour traiter d'autres maladies comme le 

SIDA, les maladies cardiovasculaires, les symptômes allergiques et le cancer. Elle est 

utilisée aussi en hormonothérapie et dans le domaine de cosmétique [Lee et Watson, 

1998]; [Shiraishi et al, 2002J; [Aviram et Dornfeid, 20031; IWatanabe et Hatakoslii, 

2002); [Afaq et al., 2005]; [Lansky, 2000]; [Maoyadi, 20041; IKawamada et Shimada, 

2002] ; [Curry, 20041. 

Le tableau 06 regoupe les principales activités biologiques étudiées de différentes 

parties de Punica granatum. 
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Tableau 06: Quelques activités biologiques de Punicagranatum citées dans la littérature scientifique 

Activités biologiques Partie de la plante Références 

Anticancéreuse • Fruit complet • [Syed et al., 2007; Lansky et Newman, 20071 

• Jus de fruit • [Seeram et al., 2005] 

Antiinflammatoire • Fruit complet • [Lansky et Newman, 2007] 

Antioxydante • Epicarpe • [Ricci et al., 2006; Chidambara et al., 2002; Rouit ('t Banerjee., 

2007; Surveswaran et al., 20071 

• Graines • [Schubert et al., 19991 

• Jus de fruit • [Rosenblat et al., 2006 ; Seeram et al., 2005] 

• Fleurs • [Kaur et al., 2006; Bagri et al., 2008; Stangeland et al., 20091 

Antimicrobienne • Fruit complet • [Braga et al., 20051 

• Epicarpe • [Prashanth et al., 2001a ; Calzada et al., 2006; 

Voravuthikunchai et al., 20051 

Antidiarrhéique • Graines • [Das et al., 1999] 

Antiulcéreuse • Epicarpe s [Ajaikumar et al., 20051 

Contre l'athérosclérose • Epicarpe • [Parmar et Kar, 20071 

• Graines • [De Nigris et al., 2007] 

Immunomodulatrice • Epicarpe • [Gracious-Ross e! al., 2001] 

Antiparasitaire • Epicarpe • [Voravuthikunchai et al., 2006] 
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III-7- Punica granatum et le diabète sucré 

A l'origine, des remèdes traditionnels à travers quelques pays du monde depuis 

des centaines d'années, montrent que les fleurs de Punica granatum sont la seule partie 

utilisée dans le traitement du diabète sucré [Jurjani, 18781; [Majoosi, 1889] ; [Saxena et 

Vikram, 20041. 

A l'heure actuelle, différentes parties de la plante sont utilisées pour traiter la 

maladie. D'après les informations ethnobotaniques recueillies par Maries et Farnsworth 

(1995), les fruits de Punica granatum sont utilisés en Inde dans le traitement du diabète. 

Au Brézil et Bangladesh se sont les graines qui sont utilisés. Dans d'autres régions du 

monde, ce sont les fleurs [Das et aL, 2001]. 

Dans les pays du Maghreb, plusieurs enquêtes ethnobotaniques montrent que 

principalement l'épicarpe de fruits de Punica granatum en décoction est utilisé en 

médecine populaire pour traiter le diabète sucré. 

Dans la région de « Tafilalet » (Maroc), l'enquête effectuée par Eddouks et al. 

(2002) montre que 29 personnes parmi 320 diabétiques dans la région utilisent l'épicarpe 

de cette plante pour traiter le diabète. 

Dans la région de «Taounata Province» (Maroc), l'épicarpe des fruits de 

grenadier est aussi utilisé traditionnellement pour traiter le diabète sucré d'après l'enquête 

réalisée par El Hilaly et al. (2003). 

Une autre enquête toujours en Maroc mais dans la région de «Errachidia 

Province» réalisée par Tahraoui et al. (2007), montre aussi l'utilisation traditionnelle de 

l'épicarpe de grenadier pour traiter la maladie diabétique. 

Dans notre pays et principalement dans la région de Tlemcen, Punica granatum 

(épicarpe) est parmi les plantes utilisées traditionnellement dans le traitement du diabète 

sucré d'après les informations ethnobotaniques recueillies par Benmehdi en 2000. 

Actions antidiabétiques de Punica granatum 

Plusieurs études expérimentales ont été réalisées afin de démontrer l'effet 

antidiabétique de grenadier. 

Jafri et al. (2000), montrent que l'extrait hydroéthanolique des fleurs de Punica 

granatum administré par voie orale à différentes doses (300, 400 et 500 mg/kg p.c.) 

diminue l'hyperglycémie significativement chez les rats rendus diabétiques par l'alloxane. 

Ils montrent aussi que ces doses diminuent le pic d'HGPO par gavage d'une solution de 

glucose à 2 g/kg P.C. 
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L'activité hypoglycémiante des graines de Punica granatum a été aussi démontrée 

par les travaux de Das et al. (2001) après administration des différentes doses d'extrait 

méthanolique par voie orale chez les rats rendus diabétiques par la streptozotocine. 

Khalil (2004), montre que l'extrait aqueux de l'épicarpe de Punica granatum 

provoque une diminution de la glycémie chez les rats normaux et rendus diabétiques par 

l'alloxane. La dose de 430 mg/kg p.c. de cet extrait provoque une augmentation du taux 

d'insuline et une régénération des cellules 3 pancréatiques endommagées par l'alloxane. 

Li et al. (2005), ont montré que l'extrait méthanolique des fleurs de Punica 

granatum à différentes doses administrées par voie orale diminue l'hyperglycémie post-

prandiale (HGPO) chez les souris. Chez les rats génétiquement diabétiques (Zucker), la 

dose de 500 mg/kg p.c. administrée quotidiennement pendant deux semaines provoque une 

diminution de l'hyperglycémie de l'ordre de 43.1%. Le même extrait testé in vitro sur 

l'activité de l'a-glucosidase montre un effet inhibiteur vis-à-vis de cette enzyme avec une 

1050=1 .8 .tg/ml. 

L'action antidiabétique des fleurs de Punica granatum a été aussi démontrée par 

Huang et al. (2005a), cette action est prouvée par l'administration de 500 mg/kg p.c. 

d'extrait alcoolique pendant 6 semaines chez un model de rat génétiquement diabétique 

expliquée par l'activation du récepteur PPAR-'y. 

La consommation dei us de grenadier par les patients diabétiques de type 2 ayant 

une hyperlipidémie provoque une diminution du taux de cholestérol total. Cette activité a 

été démontrée par les travaux d'Esmaillzadeh et al. (2006). 

En 2007, Katz et al., montrent aussi que l'effet antidiabétique de l'extrait des 

fleurs et de jus de fruits est expliqué par l'activation des récepteurs PPAR-y. 

D'après Bagri et al. (2008), l'extrait aqueux des fleurs de Punica granatum 

administré par voie orale pendant trois semaines à différentes doses (250 et 500 mg/kg 

p.c.) aux rats rendus diabétiques par la STZ diminue significativement l'hyperglycémie, 

l'hypercholestérolémie et I' hypertri glycéridémie. 
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Partie expérimentale 	 Chapitre I. Matériel et Méthodes 

Notre étude expérimentale réalisée au sein du laboratoire de recherche 

«Antibiotiques, Antifongiques, Physico-chimie, Synthèse et Activité Biologique» du 

département de Biologie Moléculaire et Cellulaire, comporte deux grandes parties: 

Partie I: préparation et extraction du matériel végétal à partir de l'épicarpe de Punica 

granatum et l'analyse phytochimique de différents extraits; 

Partie II: évaluation de l'effet antidiabétique de l'extrait brut de l'épicarpe de Punica 

granatum qui consiste à étudier: 

- 	 . in vivo : l'effet de l'extrait brut de l'épicarpe de Punica granatum sur la 

régulation de la glycémie et de quelques paramètres lipidiques chez les rats normaux et 

- 	redus diabétiques (diabète expérimental induit par la streptozotocine); 

'in vitro : l'effet inhibiteur de l'extrait brut sur l'activité de l'a-amylase, enzyme 

intervient dans l'hydrolyse de certains polysaccharides. 

- 	 I- Matériel végétal 

I-1- Récolte et préparation 

- 	 Les fruits de grenadier (Punica granatum) sont récoltés à maturité le mois 

d'Octobre (2007), dans la région de Tafna, Wilaya de Tlemcen. 

L'épicarpe de ces fruits est isolé, séché à l'air libre et à l'abri de la lumière, puis 

broyé à l'aide d'un mortier jusqu'à l'obtention d'une poudre fine nécessaire à la 

- 	préparation de différents extraits. 

Figure 02 : Fruits de Punica granalum de la région de Tafna « Tlerncen » 



- 	Partie expérimentale 	 Chapitre I. Matériel et Méthodes 

I-2- Analyses phytochimiques 

Dans le but de connaître la composition chimique globale de l'épicarpe de Punica 

- 

	

	granatum, des tests phytochimiques sont réalisés sur différents extraits préparés dans 

différents solvants (Eau, Méthanol et Ether diéthylique) selon le procédé suivant: 

-  25 g du matériel végétal séché et broyé sont ajoutés à 150 ml de différents solvants 

séparément. Les différents mélanges sont portés sous reflux pendant 1 h. Après 

refroidissement et filtration des extraits obtenus, les filtrats sont soumis aux différents tests 

en présence de certains réactifs de caractérisation spécifiques pour chaque classe chimique 

étudiée (Fig. 03) (Annexe II). 

Les principaux constituants analysés sont: 

- 	 " les tanins; 

V' les alcaloïdes; 

- 	 v les flavonoïdes; 

V' les stéroïdes; 

- 	 / les coumarines; 

V' les anthocyanes; 

- 	 V' les saponosides..... 

- 	 I-3- Extraction du matériel végétal « Extrait brut» 

Cet extrait nécessaire pour les tests biologiques est préparé comme suit: 

-  Dans un Erlen Meyer rodé contenant 100 ml d'une solution aqueuse de méthanol 

(30/70: v/v), 10 g de poudre fine du matériel végétal sont ajoutés. Le mélange est porté 

sous reflux pendant 2 h sous agitation. L'extrait obtenu est ensuite refroidi puis filtré à 

température ambiante, le filtrat est évaporé à sec à 60°C à l'aide d'un rota vapeur. 

- 

	

	 Afin d'évaluer l'effet antidiabétique de l'épicarpe de Punica granatum in vivo, 

l'extrait sec obtenu est solubilisé dans l'eau distillée. 

Les doses administrées aux animaux dépendent des doses létales médianes (DL50) obtenues 

après la détermination du degré de toxicité de l'extrait brut avec une dilution au 1/10. 

Pour les tests réalisés in vitro sur l'a-amylase, l'extrait est solubilisé dans la 

solution du tampon phosphate (0.02 M, pH 6). 
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ImI de la solution alcoolique 	1 ml d'extrait alcoolique + 2 ml H 20 + 20 gouttes de liqueur de Fehling (chauffage) ...ml d'extrait alcoolique + I ml HCI 

	

+ 2 ml H20 	 Précipité rouge brique - composés réducteurs lBenmehdi, 20001 
+ 2 à 3 gouttes de solution FeCl 3 	.............................................................................................................................. +O . 5g  de Mg 

diluée  
Coloration rose ou rouge en 3min 

Bleue noire 	verte ou 	25 g + 150 ml de Méthanol (reflux pendant 1 h) 	> Filtration 	 4' 

	

bleue-verte 	 Flavonoïdes 
«L, 	 . 

Tanins 	Tanins 	 [1 	 IMalec et Pomilio, 20031 
galliques 	cathéchiques 	 k..!.? 

	

IKarumi et ai., 20041 	 ..................... .......... . .......................................................................... 

........... 

 
25 ml d'extrait+ I5mld'HCI(l0%) 

Porter à reflux pendant 30 min 10 ml d'extrait alcoolique 
Nk 

	

20 ml de la solution alcoolique 	. 	 Refroidir la solution 
+ 5 ml HCI (10%) 	 Extraire 3 fois avec 15 ml d'éther diéthylique 	

Résidu 
LI Chauffage au bain marie 

+lOrnlCl-lCl- 	0.5 ml d'anhydride 
5 iiil de la sol. 	8 ml de la sol. 	Dosage par NaOH: 

	

+NH OH 10°/ ' H=9 	 acétique+ v. mi 

4, 
° P 	' ' 	 ethérique 	ethérique 	virage de la couleur 

Extraire avec l'éther diéthylique 	
en fonction du pH 	 1' 	(Réaction de Libcrmann Burchardt) 

Filtrer 

C 	à 	 " 
	 +5m1 d'anhydride acétique oncentrer sec 	 Résidu + 	Réactif de Borntrger 	4 <pH< 6 (bleue) 	+2-3 gouttes d'H 2SO4  

]ml H20 	 pH< 3 (rouge)  Dissoudre le résidu dans 0.5 ml d'HCI (2%) 	 1' 
V 	 l 	 Agiter 	Vert-Bleu Vert-violet 

1/2Vol. 	1/2Vol. 	Teinte vive virant de 	V 
0.5 ml de sol 	0.5 ml de sol 	 :: 	baisser reposer 

+0.5 ml Témoins 	l'orangé rouge 	Bleue 	Rouge 	 1' +2-3 gouttes 
Réactif de Mayer 	Réactif 	ner 	

NH40H (10%) 	 au violet pourpre 	 Apparition d'une coloration  
Violacée fugace virant au vert 

Fluorescence intense en UV 4' 	 V 	 (En 30min en maximum. à 21 IC)  

Précipité blanc 	Précipité Brun  
Coumarines 	Antracénosides 	Anthocyanosides 	. 	Stéroles et stéroïdes 	Hétéroside 	Hétérosides 

	

V 	 Bruncton, 19991 	 IBenmehdi, 20001 	 Stéroïdique Triterpénique 

	

Alcaloïdes 	 18enmelidi, 20001 	 lEdeoga et aI., 20051 

)Majob, 20031 
.................................................................

. 	 flA 

- /_ 14 -   

Figure 03: Représentation schématique des tests phytochimiques 
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25 g + 150 ml d'eau distillée chaude (reflux pendant 1 h) 	>Filtration 

5 ml de sol. aqueuse 
	

2 ml de sol. aqueuse +2 à 5 ml d'eau 
	 imi de sol. aqueuse + 1 ml d'H20 

+ I à 3 ml de réactif d'amidon 
	 4,  

1' 

	

Agiter fortement 
	 2à3 gouttes deFeCl3 dilué 

Coloration bleue violacée 
	 4,  

Ecume persistante en20 min 
	 Coloration « vert foncé ou bleu vert» 

4, 
	 4,  

Amidon 
	

Saponoside 
	 Tanins 

IBenrnetidi, 20001 
	

IDohou et ai., 20031 
	

jkarumi et al., 20041 

25g + 150 ml d'éther diéthylique (reflux pendant 1h) 	iFiltration 

10 ml de sol. éthérique évaporée à sec 

4,  
Résidu + 1.5 ml d'HCI (2%) 

4,  
Sol. acide + 2 à 3 gouttes de réactif de 

Mayer ou de Wagner 
4,  

Précipité blanc jaunâtre 

Alcaloïdes 
l\laiob. 20031 

3 ml de sol. éthérique évaporée à sec 

4' 

Résidu + NH40H 
4,  

Réactif de BortrAger 
4,  

Teinte vive variant de l'orangé rouge 
au violet pourpre 

Emodols 
IBenrnehd, 20001 

- 25 -  

V......................................... 
20 ml de sol. éthérique évaporée à sec 

4,  
Résidu + alcool 

4,  
Sol. alcoolique. 

le résidu gras se saponifie (hydrolyse d'ester en 
présence d'une base soude ou potasse) 

1' 
Ajouter quelques ml d'eau 

4, 
Extraire la sol. avec l'éther diéthylique 

4,  
Concentrer à sec 

4,  
Résidu gras 

4,  
Acides gras 

Benmehdi,20001 Figure 03: Représentation schématique des tests phytochimiques (Suite) 
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- 	 Il- Expérimentation animale 

II-1- Les animaux 

Notre expérimentation est réalisée sur des rats blancs «Rattus norvegicus» 

variété Wistar des deux sexes, adultes, âgés de 3 à 4 mois (Effectif de 194 rats). Le poids 

- 	corporel de ces rats varie entre 180 et 300 g. 

L'élevage de ces animaux s'est déroulé au sein de l'animalerie du département de 

Biologie Moléculaire et Cellulaire, Université de Tlemcen. 

Les animaux sont nourris avec un aliment «EL ALF» de Aîn Fezza composé de 

- maïs, orge, gluten, tourteaux de soja, huile de soja, phosphate mono calcique, carbonate de 

calcium, sel, lysine, méthionine, un complexe poly-vitaminique (CMV) et autres additifs 

(TabI. 07). 

L'eau de robinet et l'aliment leur sont fournis ad libitum. 

Tableau 07: Composition de l'aliment « EL ALF» en pourcentage 

Protéines Graisses Cendres 	Cellulose CMV+ Teneur 
Constituants Glucides I 

brutes brutes brutes 	brute 

T 
minéraux en eau 

Pourcentage 
52.8 17,4 3,6 6,2 	5,0 1 14 

II-2- Toxicité de l'extrait brut de l'épicarpe de Punica granatum 

Pour déterminer la toxicité (doses létales DL 1 00 et DL50) de l'extrait étudié, 

différentes doses sont administrées par voie orale et intrapéritonéale à raison de 10 ml/kg 

p.c. aux différents lots de rats âgés de 3 à 4 mois (6 rats dans chacun). lin lot témoin 

recevant de l'eau physiologique pour chaque voie d'administration est nécessaire pour 

comparer les résultats. 

Les animaux sont suivis les six premières heures puis chaque jour pendant 15 jours (Tabi. 

08). 

Tableau 08: Les différentes doses administrées par voie orale et IP pour la détermination des 

doses létales de l'extrait brut de l'épicarpe de Puizica granaluni 

Sexe et poids Voie Doses administrées (mg/ kg p.c.) Témoins 

corporel d'administration Lot 1 Lot 2 Lot 3 Lot 4 Lot 5 Lot 6 Lot 7 

NaCI 
Orale 400 800 1000 2000 3000 4000 

(180-220g) 0.9% 

9 NaCI 
Intrapéritonéale 100 200 400 600 800 1000 

(170-210g) 0.9% 
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II-3- Induction du diabète expérimental 

Dans le but de provoquer un état d'hyperglycémie aux animaux 

- d'expérimentation, une dose de 50 mg/kg p.c. de STZ [C8H15N307: Sigma Aldrich] est 

injectée par voie intrapéritonéale aux rats des deux sexes, âgés de 3 à 4 mois ayant un 

poids corporel de 180 à 280g. 

La STZ est solubilisée dans une solution de tampon citrate (0.1 M, pH 4.5) [Gupta et al., 

20051 [DasetaL,2001]. 

Ces animaux sont suivis durant les premiers jours par mesure de la glycémie à 

l'aide d'un glucomètre à bandelettes réactives (One touche Ultra) à partir de l'extrémité 

caudale et de quelques paramètres urinaires (trace de sang, corps cétoniques, glucose, 

protéines, pH) à l'aide des bandelettes réactives (Labstix). 

L'apparition de quelques symptômes de diabète sucré (polyurie, polyphagie, 

- 	polydipsie, chut de poids) nous a permis de confirmer ainsi l'installation du diabète chez 

ces animaux. 

- 	 Les rats ayant une glycémie à jeun supérieur à 2 g/l et une glucosurie importante (+++) 

sont considérés diabétiques et sont retenus pour l'expérimentation [Bagri et al., 20081. 

II-4- Effets antidiabétiques de l'extrait brut in vivo 

Afin d'évaluer les effets antidiabétiques de l'extrait brut de l'épicarpe de Punica 

granatum sur la régulation du métabolisme glucidique et lipidique chez les rats normaux et 

diabétiques, deux voies d'administration sont étudiées, la voie orale et la voie 

intrapéritonéale. 

II-4-1-Effet chez rats normo glycémiques 

al Effet à court terme 

L'effet à court terme de l'extrait brut sur la régulation de la glycémie des rats 

normaux nécessite la répartition de ces derniers en 3 lots pour chaque voie 

d'administration. Chaque lot comporte 5 rats âgés de 3 mois et maintenus à jeun pendant 

16 h (Tabi. 09). 

La glycémie est mesurée à l'aide d'un glucomètre à bandelettes réactives (One 

touche Ultra) à partir de l'extrémité caudale des animaux dans un intervalle de temps de 3 

h. (to, t30, t60, t120 et tl8omn). 
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Tableau 09: Répartition des rats normaux pour l'étude à court terme de l'effet de l'extrait brut 

de l'épicarpe de Punica granatum 

J (180-240 g) (170-200 g) 

Solutions administrées par Solutions administrées par 

voie orale voie IP 

Lot 1: Normaux Témoins (NT) NaCI 0.9% (10 ml/kg P.C.) NaCI 0.9% (10 ml/ kg p.c.) 

Lot 2: Normaux Traités (NTRT) 
Extrait brut Extrait brut  

(400 mg/ kg p.c.) (20 mg/kg p.c.) 

Lot 3: Normaux positifs (Npos.) 
Glibenclamide* Glibenclamide 

(5 mg/ kg P.C.) (5 mg/ kg P.C.) 

bi Effet à long terme 

L'étude de l'effet à long terme de l'extrait brut sur la régulation de la glycémie 

des rats normaux nécessite la répartition de ces animaux en deux lots pour les deux voies 

d'administration (orale et IP). Chaque lot comporte 5 rats âgés de 3 mois et maintenus à 

jeun pendant 16 h (TabI. 10). 

Après administration quotidienne de l'extrait brut, la glycémie est mesurée 

chaque semaine pendant deux semaines à partir de l'extrémité caudale des animaux à 

l'aide d'un glucomètre à bandelettes réactives (One touche Ultra). 

Tableau 10: Répartition des rats normaux pour l'étude à long terme de l'effet de l'extrait brut 

de l'épicarpe de Punica granatum 

(200-300 g) (180-220 g) 

Solutions administrées par Solutions administrées par 

voie orale voie IP 

Lot 1 : Normaux Témoins (NT) NaCI 0.9% (10 ml/kg p.c.) NaC1 0.9% (10 ml/kg p.c.) 

Lot 2: Normaux Traités (NTRT) Extrait brut Extrait brut  
(400 mg/ kg P.C.) (20 mg/ kg p.c.) 

* Le glibenclamide (Glibil®), est un agent hypoglycémiant sulfonyluré permettant de' 	i'M,Le glucose sa
J
iuin en 

stimulant la libération d'insuline des cellules des îlots pancréatiques. Il est indiqué dans leiement oral du diabète de 

type 2 Ilarger, 19971. 	 . 
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II-4-2- Effet sur la régulation de l'hyperglycémie temporaire (HGPO) 

Afin d'étudier l'effet de l'extrait brut sur la régulation de l'HGPO par gavage 

d'une solution de glucose à 2.5 gfkg p.c. chez les rats normaux, il est nécessaire de 

préparer différents lots de rats âgés de 3 mois (5 rats dans chacun) pour chaque voie 

- 	 d'administration orale et IP (Tabi. li). 

Après 16 h de jeun, la glycémie est mesurée durant les 3 heures qui suivent 

- 	 l'administration de l'extrait brut (to, t30, t60, t120 et t180 mm) à partir de l'extrémité caudale 

des animaux. 

to min : représente le temps d'administration des différentes solutions. 

• t30 min : représente le temps où la solution de glucose est administrée par gavage 

aux différents lots. 

Tableau 11: Répartition des rats normaux soumis à un test d'HGPO. 

(180-200 g) 9 (180-210 g) 

Solutions administrées par Solutions administrées par 

voie orale voie IP 

Lot 1: Normaux Témoins (NT) NaCI 0.9% (10 ml/ kg p.c.) NaCl 0.9% (10 ml/kg p.c.) 

Lot 2: Normaux Traités (NTRT) Extrait brut Extrait brut  
(400 mg/kg p.c.) (20 mg/ kg p.c.) 

Lot 3: Normaux positifs (N pos.) Glibenclamide Glibenclamide  
(5 mg/kg p.c.) (5 mg/ kg P.C.) 

II-4-3-Effet sur la régulation de l'hyperglycémie permanente (rats 

diabétiques) 

a/ Effet à court terme 

Le suivi à court terme de l'hyperglycémie chez les rats rendus diabétiques par la 

STZ est effectué durant les 4 premières heures après l'administration de l'extrait, pour cela 

3 lots de rats âgés de 3 à 4 mois sont préparés pour chaque voie d'administration. Chaque 

lot comporte 5 rats maintenus à jeun pendant 16 h. 

La glycémie est mesurée à t0 min avant puis, à t30, t60, t120 et t180, t240 min après 

l'administration de l'extrait brut à l'aide d'un glucomètre à bandelettes réactives (One 

touche Ultra) à partir de l'extrémité caudale des rats (TabI. 12). 

-29- 



Partie expérimentale 	 Chapitre I. Matériel et méthodes 

bi Effet à long terme 

- 	 L'étude de l'effet à long terme de l'extrait brut sur la régulation de 

l'hyperglycémie des rats diabétiques est effectuée durant 15 jours après administration 

quotidienne de différentes doses indiquées dans le tableau 12. Pour les deux voies étudiées, 

la glycémie est mesurée à l'aide d'un glucomètre à bandelettes réactives (One touche Ultra) 

chaque semaine pendant deux semaines après 16 h de jeun sur une goutte de sang prélevée 

à partir de l'extrémité caudale des animaux. 

Tableau 12 : Répartition des rats diabétiques pour l'étude à court et à long terme de l'effet de 

l'extrait brut de l'épicarpe de Punica granatum. 

(200-290 g) (180-220 g) 

Solutions administrées par Solutions administrées par 

voie orale voie IP 

Loti: Diabétiques Témoins (DNT) NaCI 0.9% (10 ml/kg p.c.) NaCI 0.9% (10 ml/kg p.c.) 

Lot 2: Diabétiques Traités (DTRT) Extrait brut Extrait brut  
(400 mg/ kg p.c.) (20 mg/kg p.c.) 

Lot 3: Diabétiques positifs (Dpos.) Glibenclamide Glibenclamide  
(5 mg/ kg p.c.) (5 mg/ kg p.c.) 

II-4-4- Effet sur la régulation de quelques paramètres lipidiques 

(Cholestérol total, Triglycérides) 

Le dosage enzymatique du cholestérol total et des triglycérides sur du plasma, est 

nécessaire pour évaluer l'effet de l'extrait brut sur la régulation de ces paramètres 

lipidiques chez les rats normaux et diabétiques indiqués dans les tableaux 10 et 12 

respectivement, après administration quotidienne de l'extrait étudié pendant deux semaines 

pour les deux voies d'administration orale et intrapéritonéale. 

- 	 Les prélèvements sanguins chez ces animaux sont effectués chaque semaine 

pendant deux semaines, à l'aide d'une pipette pasteur héparinée au niveau du sinus rétro 

orbital de l'oeil après un jeun de 16 h. des différents lots précédents. Le sang recueilli est 

centrifugé à 3000tJmin pendant 10 min. 

II-4-5- Effet sur l'évolution du poids corporel 

- 	 L'évolution du poids corporel des rats normaux et diabétiques indiqués 

respectivement dans les tableaux 10 et 12, est suivie chaque semaine pendant deux 

semaines afin d'évaluer l'effet de l'extrait brut de l'épicarpe de Punica granalum sur la 

croissance pondérale de ces animaux. 
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- 	 II-4-6-Techniques analytiques des paramètres plasmatiques 

al Dosage de la glycémie 

- 	 La glycémie des différents lots de rats est mesurée à l'aide d'un glucomètre à 

bandelettes réactives (One touche Ultra) sur une goutte de sang prélevée à partir de 

- 	 l'extrémité caudale des animaux (sang veineux). 

Les teneurs en glucose sont exprimées en g/l et les variations de la glycémie sont 

exprimés en pourcentage par rapport à la glycémie basale et sont calculés selon la formule 

suivante: 

r 	(G t  G0) 	1 
1%G = 	X 10 

G o  

%G : pourcentage de variation de la glycémie 

G0 : glycémie basale (Temps = Omin) 

- 	 G: glycémie à un temps précis 

- 	 .Principe (lu jluco,,utre 

Généralement les glucomètres sont constitués d'une couche adsorbante sur 

laquelle la goutte du sang est déposée, finement poreuse ou recouverte d'une membrane 

sur sa face interne, elle retient les globules rouges et laisses diffuser que le plasma vers les 

- 	 couches inférieures où se trouve le réactif essentiellement la glucose-oxydase 

(éventuellement l'héxokinase) associée à un chromogène. La coloration obtenue est 

- 	 mesurée par réflectométrie dans le lecteur de glycémie [Desch, 20011. 

- 	 bi Dosages enzymatiques des paramètres lipidiques 

Le taux du cholestérol total et des triglycérides plasmatiques est déterminé par une 

-- 	 technique enzymatique colorimétrique à l'aide d'un spectrophotomètre par un kit de 

SPINREACT spécifique pour chaque paramètre. 

L'intensité de la coloration est mesurée à 505 nm contre un blanc et comparée à un étalon 

dont la concentration égale à 2 g/l pour les deux paramètres. 
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Principe de dosake du cholestérol [Fasce, 19821 

Cholestérol ester + H20 CHE,  Cholestérol + acide gras 

CHOD 
Cholesterol + 02 	Cholesten-4-en-one + H202 

H202 + Phénol + 4-aminoantipyrine 	Quinone +4 H0 

Calcul: 

Taux de Cholestérol total = ( DOD[DOE) x 2 g/fl 

Principe de dosaRe des triglycérides IFossati et Prencipe, 19821 

- 	 . 	,. 	LPL Triglycérides 	> Glycérol + acide gras 

- 	 Glycérol + ATP 
GK > 

Glycérol -3-phosphate + ADP 

Glycérol -3-phosphate + 02 GPO> Dihydroxyacetone-phosphate + H202 

H202 + 4-aminoantipyrine + phenol 
POD > 

Quinonimine + H20 

Calcul: 

	

J Taux des triglycérides= (DOD/DOE) x 2 g/l 	
j 

Les variations de ces deux paramètres sont exprimées en pourcentage par rapport à la 

valeur basale et sont calculés selon la même formule décrite dans la page 31. 
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II-4-7- Analyse statistique des données 

1- La moyenne (m) 	X= --X, 

2- La variance (y) 	 V =--(X1 _)2 

3- L'écart type () 	 07 
X = 

4- L'erreur standard de la moyenne (ESM) 

o. 	= 
Sm= 

n(n—l) 

5- Test de Student 

Pour comparer les moyennes des deux échantillons indépendants, nous avons 

	

- 	 appliqué le test de student «te » à un degré de liberté qui dépend de la taille de 

l'échantillon. 

I x 1 - x21 
C 

2 r 
t =__________  

1 

n2] L'7 

La valeur de «te » donne le degré de signification «p » lu sur la table de Student. 

- 	 La différence entre deux moyennes est: 

I Peu significative si p<0,05 (*) 

V' Significative si p<OOl (**) 

- 	 / Très significative si p<O,OOI (***) 

V' Hautement significative sip<O,0001 (****) 
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111- Effet de l'extrait brut sur l'activité de l'a-amylase in vitro 

Cette partie de notre expérimentation consiste à étudier l'effet inhibiteur probable 

de l'extrait brut de l'épicarpe de Punica granaIun sur l'activité de 1'u-amylase 

d'Aspergillus oryzae. 

III-1- Matériels 

1- Réactif 3,5-dinitrosalicylique (DNSA) 

Dans un Erlen Meyer, I g de DNSA est dispersé dans 40 ml d'eau distillée. A 

cette solution 30 g de tartrate double de sodium et de potassium sont ajoutés sous agitation. 

La solution obtenue est de couleur jaune opaque. L'addition de 20 ml d'une solution de 

NaOH 2N rend le réactif limpide avec une couleur orange. Le volume obtenu est ajusté à 

100 ml avec de l'eau distillée. 

Le réactif obtenu est conservé à l'abri de la lumière et à +4°C. 

2-Solution de l'a-amylase 

L'enzyme utilisée est l'a-amylase d'Aspergillus oryzae (E.C.3 .2.1.1) sous forme 

lyophilisée (Fluka), son poids moléculaire est de 51000 Da avec une activité spécifique de 

26 UI/mg, conservée à +4°C. 

Un gramme d'a-amylase est solubilisé dans 100 ml de solution tampon phosphate 

(0.02 M, pH 6). La solution obtenue contient une activité a-amylasique de 260 UJJm1. 

A partir de cette solution mère (260 UI/ml) différentes dilutions sont préparées afin 

d'obtenir une activité enzymatique finale de l'a-amylase dans le milieu réactionnel de 

1.3U1/ml. 

L'optimum de l'activité alpha amylasique d'Aspergillus oryzae est à pH 6 pour une 

température de 25°C. 

3- Solutions de substrat 

Le substrat utilisé est l'amidon soluble de pomme de terre (Merk). Différentes 

concentrations d'amidon sont préparées dans la solution tampon phosphate (0.02 M, pH 6) 

afin de réaliser les tests sur l'a-amylase. Les concentrations finales utilisées dans le milieu 

réactionnel sont: 1.25 ; 2.5 et 5 g/l. 

4- Solutions de l'extrait brut de Punica granatuin 

Différentes concentrations de l'extrait brut sont préparées dans la solution tampon 

phosphate (0.02 M, pH 6) afin d'évaluer leur effet sur l'activité enzymatique de l'a-

amylase. Les concentrations finales utilisées sont: 1; 2.5 ; 3.75 ; 5 et 10 gIl. 

5-Solutions d'acarbose 
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L'acarbose «Glucobay®50» fabriqué par Bayer est un pseudo-tétrasaccharide 

d'origine microbienne (Actinoplanacea). L'acarbose exerce ses effets au niveau de 

l'intestin, en inhibant certaines enzymes (a-glucosidase) impliquées dans la biodégradation 

des disaccharides, des oligosaccharides et des polysaccharides. Il en résulte un retard dose-

dépondant de la digestion de ces glucides. Par conséquent un ralentissement de la 

libération de glucose dans la circulation sanguine, ainsi l'acarbose diminue les fluctuations 

et surtout les pics post-prandiaux de la glycémie [Hermans, 19981 ; 
IWens e! al., 2007J. 

Il est utilisé dans cette expérience comme contrôle positif (molécule de référence) 

afin de comparer son activité vis-à-vis de l'a-amylase par rapport à celle de l'extrait brut 

de l'épicarpe de Punica granatum. 

- 	 Les concentrations finales utilisées dans le milieu réactionnel sont: 0.5 ; 0.75; 1.25 ; 2.5; 

et 5 g/l. 

6- Solution de maltose (courbe d'étalonnage) 

A fin de déterminer la quantité de maltose produite par hydrolyse enzymatique de 

- l'amidon, on se réfère à une courbe d'étalonnage basée sur une gamme de différentes 

concentrations de maltose préparées à partir d'une solution mère de maltose à 2 g/l (TabI. 

13). 

Tableau 13 : Préparation de la gamme d'étalonnage du maltose 

Tubes I (blanc) 2 3 4 

Solution de maltose (ml) 0 0.5 1 1.5 2 

Solution de tampon phosphate (ml) 2 1.5 1 0.5 0 

Volume final (ml) 2 2 2 2 2 

[Maltose] mMol 0 1.38 2.77 4.16 5.5 
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III-2-Méthodes 

1-Dosage des sucres réducteurs par la méthode de I3ernfcld (1955) 

Cette méthode est basée sur le caractère réducteur des groupements aldéhydes et 

cétones libres des sucres. En milieu alcalin et à chaud, l'oxydation de ces fonctions 

- provoque simultanément la réduction de l'acide 3,5-dinitrosalicylique de couleur jaune 

orange en acide 3-amino 5-nitrosalicylique de couleur rouge orange qui absorbe à 540 nm. 

L'intensité de la coloration varie selon la quantité de sucres réducteurs présente dans le 

milieu réactionnel IBernfeld, 19551 ; [In Negi et Baner, 2006]. 

*Mode opératoire 

• Dans une série de tubes à essai on introduit 1ml de réactif DNSA, puis 11111 du 

milieu à doser (Etalon ou milieu réactionnel*); 

• Les tubes sont agités et placés dans un bain mari bouillant en même temps pendant 

- 	 5min; 

• Ils sont immédiatement refroidis dans un bain d'eau glacée afin de stopper la 

- 	 réaction entre le maltose et le réactif DNSA; 

• On ajoute 10ml d'eau distillée dans chaque tube, puis on homogénéise à l'aide d'un 

- 	 vortex; 

• Les densités optiques sont lues contre un blanc à l'aide d'un spectrophotomètre 

(JENWAY) réglé à 540 nm. 

* Milieu réactionnel = solution enzymatique+solution d'amidon 

ou = solution enzymatique+solution d'amidon+solution d'extrait ou d'acarbose 

2-Mesure de la vitesse initiale 

Pour mesurer la vitesse initiale de la réaction enzymatique, il est nécessaire de 

mesurer la quantité de produit apparu ou le substrat disparu pendant les premières minutes 

de la réaction enzymatique. 

Le produit formé après hydrolyse enzymatique de l'amidon par l'a-amylase est le 

maltose, qui est un sucre réducteur formé de deux sous unités a-D-glucopyranose après 

rupture des liaisons al->4-glucosidiques à n'importe quel endroit à l'intérieur de la 

molécule de polyoside. 
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Pour déterminer la quantité de maltose produite après cette hydrolyse 

enzymatique, nous avons choisi la méthode de dosage des sucres réducteurs décrite 

précédemment. 

La vitesse initiale de la réaction enzymatique est mesurée à partir des pentes des droites 

«[produit] f (tps) » après hydrolyse enzymatique de substrat selon la formule suivante: 

Vi= APlAt 

Vi: vitesse initiale 

- 	 r différence entre deux concentrations du produit formé 

Lit: différence entre deux temps de la réaction 

3-Détermination des paramètres cinétique de l'a-amylase 

Pour calculer les paramètres cinétiques de l'a-amylase (Vmax et Km), nous avons 

utilisé la représentation en double inverse, celle de Lineweaver Burk (l/Vif (1/[S]), qui 

permet de déterminer précisément les paramètres cinétiques de l'a-amylase. 

4-Détermination des paramètres cinétiques en présence de l'extrait 

brut et l'acarbose 

La présence de l'extrait brut et de l'acarbose à différentes concentrations a pour 

- 	but de déterminer: 

• Les vitesses initiales (Vi) : en utilisant la représentation linéaire 

- 	 [Produit]=f (tps); 

• Les vitesses maximales (Vmax) et les constantes de Michaelis (Km): en 

- 	 utilisant la représentation de Lineweaver Burk: (1 /Vi=f (1/[S]) ; 

Les pourcentages d'inhibition: calculés selon la formule suivante: 

Vil-Vi2 
%I= 
	

xlOO 
Vil 

%1 : pourcentage d'inhibition 
Vi l  : Vitesse initiale en absence d'inhibiteur 

- 	 Vi2  : Vitesse initiale en présence d'inhibiteur 

• La concentration inhibitrice de 50% de l'activité enzymatique (10 50) : en 

utilisant la représentation : % I=f [I]; 

• La constante d'inhibition (Ki) : en utilisant la représentation de Dixon: 

l/Vif [I] (I: inhibiteur). 
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I- Analyses phytochimiques 

L'analyse phytochimique réalisée sur différents extraits de l'épicarpe du fruit de 

Punica granatum a donné les résultats mentionnés dans le tableau 14. 

La méthode de détection des différentes familles de composés consiste en une précipitation 

ou une coloration par des réactifs spécifiques. En effet, ces réactions se traduisent par 

l'apparition d'une turbidité, floculation ou changement de couleur qui nous renseigne sur 

la nature des familles existantes dans la plantes. 

Tableau 14: Résultats des tests phytochimiques réalisés sur l'épicarpe de Punica granalum. 

Composés recherchés Solvant d'extraction Résultats 

Alcaloïdes Méthanol - 

Alcaloïdes Ether diéthylique - 

Tanins Méthanol +++ (gallique) 

Eau +++ 

Flavondfdes Méthanol 

Stérols et stéroïdes Méthanol - 

Hétérosides stéroïdiques et 

triterpénique 

Méthanol - 

Composés réducteurs Méthanol +++ 

Coumarines Méthanol - 

Anthracénosides Méthanol 

Anthocyanosides Méthanol ++ 

Saponosides Eau ++ 

Emodols Ether diéthylique + 

Acides gras Méthanol - 

Amidon Eau - 

(+++) : Fortement présent; (+) Moyennement présent; (+) : Faiblement présent; (-) test négatif 

D'après le tableau précédent, les tests phytochimiques révèlent que l'épicarpe de 

fruits de Punica granatum est très riche en tanins, en flavonoïdes, en anthracénosides et en 

— 

	

	 composés réducteurs, tandis que les anthocyanosides, les saponosides et les emodols sont 

moyennement présents. 

Les alcaloïdes, les stéroïdes, les terpènes, les coumarines, l'amidon et les acides gras sont 

révélés négatifs dans cette analyse. 
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Il- Rendement de l'extraction de l'épicarpe de 
Punica granatufli 

Après extraction SOUS 
reflux de l'épicarpe de I'unica granatUm en présence «une 

solution aqueuse de méthanol (30:70 vlv), l'extrait obtenu après évaporation à sec de 

couleur marron, aspect caramélisé, donne un rendement égal à 45%. Cet extrait est très 

soluble dans l'eau distillée. 

111- Toxicité de l'extrait brut de l'épicarpe de 
Punica granatum 

al Administration par voie orale 

' 	
orale) de différentes doses de l'extrait brut 

L administration i ntragastrique (voie  
rats pour la détermination des 

de l'épicarpe de Punica granatum aux différents lots de  

doses létales donne les résultats indiqués dans le tableau 15. 

Tableau 15: 
Effet de différentes doses de l'extrait brut administrées par voie orale sur le 

comportement des rats. 
lère 	 ème 

Temps 	
1h 	3h. 	6h 	24h 	48h 	72h 

semaine 	semaine 

p. 	Comp. 	Cop. 	Comp. 	Comp. 	Comp. 

10 mi/kg 

Lots 
Témoins 	

Comp. 	Comp. 	Com 	 m 

(NaCI 0.9°/o) 	
normal 	normal 	normal 	normal 	normal 	normal 	normal 	normal 

Comp. 	Comp. 	Comp. 	Comp. 	Comp. 	Comp. 	Comp. 	Comp. 

bz 	 400 	
normal 	normal 	normal 	normal 	normal 	normal 	normal 	normal 

Comp. 	Comp. 	Comp. 	Comp. 	Comp. 	Comp. 	Comp. 	Cornp. 

800 
normal 	normal 	normal 	normal 	normal 	normal 	normal 	normal 

Activité 	Activité 	Comp. 	Comp. 	Comp. 	Comp. 	Comp. 	Comp. 

1000 
)< 	 réduite 	±réduite 	normal 	normal 	normal 	normal 	normal 	normal 

— 	 Activité 	Activité 	Comp. 	Comp. 	Comp. 	Coiip. 	Comp. 	Comp. 

I 

I 2000 
±réduite 	±réduite 	normal 	normal 	normal 	normal 	normal 	normal 

I 
Activité 	

Activité 	Activité 	Comp. 	Comp. 	Comp. 	Comp. 	Comp. 

— 3000 	très 
 normal 

±réduite 	±réduite 	normal 	normal 	normal 	normal  

réduite 

Activité 	
Activité 	Activité 	2 morts 	1 mort Comp. 	Comp. 	Comp. 

4000 	très 	très 	très 

Total 	

3/6 rats 	normal 	normal 	normal 

réduite 	réduite 	réduite 

comportement.  
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bi Administration par voie intrapéritonéale 

L'effet de l'injection intrapéritonéale de différentes doses de l'extrait brut de 

l'épicarpe de Punica granarum sur le comportement des rats est indiqué dans le tableau 16. 

Tableau 16: Effet de différentes doses de l'extrait brut administrées par voie IP sur le 

comportement des rats. 

Temps lere 2eme 
1h 3h 6h 24h 48h 72h 

Lots semaine semaine 

Témoins 
10 Comp. Comp. Comp. Comp. Comp. Conip. Conip. Comp. 

(NaCI 
ml/kg normal normal normal normal normal normal normal normal 

0.9°/o)  

Activité Comp. Comp. Comp. Comp. Comp. Comp. Comp. 
100 

±réduite normal normal normal normal normal normal normal 

Activité Activité Activité Activité Activité Comp. Comp. 
200 3morts/6 

bc ±réduite ±réduite ±réduite ±réduite ±réduite normal normal 

E Activité Activité Activité 
Activité Activité Comp. Comp. 

400 très très très 4morts/6 
±réduite ±réduite normal normal 

réduite réduite réduite 

zs 
. Activité Activité Activité 

. 

600 très très très 6morts/6 - - - - 

réduite réduite réduite 

Activité Activité Activité 

800 très très très 6morts/6 - - - - 

réduite réduite réduite 

Activité Activité Activité 

- 1000 très très très 6morts/6 - - - - 

réduite réduite réduite 

Comp. Comportement 

fl1 
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D'après les résultats indiqués dans le tableau 15, on note que l'extrait brut de 

l'épicarpe de Punica granatum administré par voie orale provoque une mortalité de 50% 

des animaux à une dose de 4000 mg/kg p.c. après 48 h. Cette dose est considérée comme 

étant une DL50 de l'extrait brut par voie orale. 

Par voie intrapéritonéale (Tabl.16), la dose de 200mgfkg p.c. de l'extrait brut 

provoque la mort de la moitié du lot (50%) dans une période de 72 h. La dose de 600 

mg/kg p.c. provoque la mort totale (100%) après 24 h. Ces doses sont considérées 

respectivement la DL50 et la DL100 de l'extrait brut par voie intrapéritonéale. 

IV- Induction du diabète par la STZ 

Quarante huit heures après l'injection intrapéritonéale de 50 mg/kg p.c. de la STZ 

aux rats d'expérimentation, les paramètres suivant sont analysés: 

• La glycémie: la conséquence principale de l'injection de la STZ est 

l'hyperglycémie. Cette dernière atteint un taux variant entre 2 à 3.5 g/l chez l'ensemble de 

- 	 rats (n30) (Fig. 04). 

• Le poids corporel : parmi les effets observés après l'injection de la STZ une chute 

- 	 de poids corporel des animaux de l'ordre de 11% (Fig. 05). 

• La chimie des urines: l'analyse de quelques paramètres urinaires des rats rendus 

diabétiques par la STZ donne les résultats indiqués dans le tableau 17. 

Tableau 17: Chimie des urines des rats rendus diabétiques par la STZ (50 mg/kg p.c.). 

Paramètres Sang Corps cétoniques Glucose Protéines pH 

Révélation Trace ou (-) Trace ou (-) +-i-++ Trace ou (-) 6 à 6.5 

(++++) : Forte présence 
(-) : Négatif 

• Les symptômes du diabète sucré: Après 48h de l'injection de la STZ aux 

différents lots de rats, les symptômes cliniques du diabète sucré commencent à apparaître 

principalement: 

- 	 f Une polyurie; 
I Une polydipsie; 
I Une polyphagie. 

-41- 



D 

.9 
221 

l7 

Après 	
Inj STZ 

Partie expérimentale 	 Chapitre II. Résultats et interprétation 
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3,15 DIS 09 

)AÂ 

Inj STZ 
Avant 
	

Après 

Figure 04 Variation de la glycémie 48 h après l'injection IP de la STZ (50 mg/kg p.c.) 

aux rats d'expérimentation. 

(n30; **** p<0.0001) 

3,5 

3 

2,5 

2 

1,5 

1 

0,5 

0 

- 	 Poids(g) 

300 	248 

250 	 210 

200 

150 
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50 

O 
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Figure 05 : Variation du poids corporel 48 h après l'injection IP de la STZ (50 mg/kg p.c.) 

aux rats d'expérimentation (n30). 
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V- Effets antidiabétiques de l'extrait brut in vivo 

V-1- Effet chez les rats normo glycémiques 

V-1-1- Effet à court terme 

al Administration par voie orale 

L'administration de 400 mg/kg P.C. de l'extrait brut par voie orale chez les rats 

normaux donne les résultats indiqués dans le tableau 18 et la figure 06. 

Tableau 18: Variation de la glycémie à court terme chez les rats normaux traités par l'extrait brut de 

l'épicarpe de Punica granatum par voie orale. 

Glycémie (g/l) 

Temps (min) 
0 30 60 120 180 

1: Normaux témoins (NT) 1.14±0.055 1.16±0.015 1.13±0.068 1.06±0.073 
1.03±0.035 

« lOmI/kg p.c. NaCI 0.9%» (10.06%) (12.19%)' (9.67%) (2.71%) 

2 : Normaux traités (NTRT) 1.18±0.016 1.24±0.009 1.15±0.053 1.07±0.033  
0.99±0.048 

«400 mg/kg p.c. Ext. brut» (19.67%)' (25.960/o)" (16.43%) (8.92%) 

3 : Normaux positifs (Npos.) 0.81±0.036 0.77±0.041 0.59±0.0013 0.55±0.025 
0.89±0.072 

«5 mg/kg p.c. Glibcnclarnidc» (-9.23%) (-13.5 I%)u (-33.33%)' (-37.61%)' 

bi Administration par voie intrapéritonéale 

- 	 Le tableau suivant ainsi que la figure 07, montrent l'effet sur la glycémie après 

injection intrapéritonéale de 20 mg/kg p.c. de l'extrait brut de l'épicarpe de Punica granatum 

chez les rats normaux comparés aux témoins après un suivi de 3 h. 

Tableau 19 : Variation de la glycémie à court terme chez les rats normaux traités par l'extrait brut de 

l'épicarpe de Punica granatum par voie IP. 

Glycémie (gil) 

Temps (mm) 
0 30 60 120 180 

1: Normaux témoins (NT) 0.98±0.024 0.87±0.025 0.81±0.065 0.74±0.057 
0.88±0.072 + 

10 ml/kg p.c. NaCI 0.9%» (11.11%) (4.14%) (-80/0) (-15.7%) 

2: Normaux traités (NTRT) 1.15±0.011 1.05±0.021 0.93±0.034 0.98±0.043 
096+0.069 

«20 mg/kg p.c. Ext brut » - (19.84%)' (10.08%)' (-2.87%) (2.77%) 

3 : Normaux positifs (Npos.) 0.92±0.067 0.77±0.068 0.52±0.072 0.66±0.109 
097+0017 

«5 mg/kg p.c. Glibenclamide» - (455%) (-20.7%)' 1 	(-46.58%) ** '** (-3I.88%)' 

(%) : pourcentage de variation par rapport à TO 
(*) degré de signification par rapport à TO 
() : degré de signification par rapport aux témoins 
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NT(NaCI 0,9%) 

-R--- NTRT(400mg/kgExt 
GIy (g/) 

-*-- Npos(5mg/kgGlib) 

,0 *** 

0,40 
* 	** 

s 
0,20 

0,00 

0 	 30 60 	120 	180 	i'ps (mm) 
Gavage 

N aCl 
Ext. 
Glib 

Figure 06: Evolution de la glycémie durant 3 heures suite à l'administration par voie orale de l'extrait 

brut de l'épicarpe de Punica granatum (400 mg/kg p.c.) chez les rats normaux 

Chaque valeur représente la moyenne±ESM, (* /• P<0.05) (n=5). 

—4--- NT(NaCI 0,9%) 

—W NTRT(20mg/kgExt) 

GIy (gt1) 	 -*-- Npos (5mg/kg Clib) 

1,40 

1,20 	 •, 

0,40 	 **** 

0,20 

0,00 	 I 	 I 	 I 

0 	30 	60 	120 	180 	
Tps (min) 

 
#Mnj 
NaC! 
Ext. 
Glib 

Figure 07: Evolution de la glycémie durant 3 heures suite à l'administration par voie 1 I de [extrait 

brut de l'épicarpe de Punica granatum (20 mg/kg p.c.) chez les rats normaux 

Chaque valeur représente la moyenne±ESM, (*1.  P<0.05) (n=5). 
(*) : degré de signification par rapport à TO (.) : degré de signification par rapport aux témoins 
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Interprétation des résultats 

al Administration par voie orale 

D'après les résultats représentés sur la figure 06, l'administration de l'extrait brut de 

l'épicarpe de Punica granatum par voie orale à une dose de 400 mg/kg p.c. ne provoque aucun 

effet apparent sur la glycémie chez les rats normaux, par rapport à celle des témoins, la 

glycémie des rats traités par l'extrait reste dans les limites normales avec une légère 

augmentation pendant la 1ère  et la 2tme  heure (1.18 g/l et 1.24 g/l respectivement). 

Par ailleurs chez les rats traités par le glibenclamide (5 mg/kg p.c.), une diminution 

-  significative de la glycémie est observée dés la 60ème  min. Cette diminution atteint un 

pourcentage relativement important de 37.61% à la 3ème  heure de l'expérience avec une 

glycémie de 0.55 g!!. 

• bi Administration par voie intrapéritonéale 

- 	 L'administration de l'extrait brut de Punica granatum par voie IP à une dose de 20 

mg/kg p.c. ne provoque aucun effet hypoglycémiant. Comme celle des rats témoins, la 

- 	 glycémie des rats traités par l'extrait reste dans les limites normales au cours de 

l'expérimentation avec une légère augmentation pendant la première heure (Fig. 07). 

Par contre le glibenclamide à 5 mg/kg p.c. par voie IP provoque un effet 

hypoglycémiant hautement significatif avec un taux de diminution de 46.58% à la 2ême  heure de 

l'expérimentation et uniquement de 32% à la 3ème  heure. A la fin de l'expérience la diminution 

est moins importante par rapport à la précédente avec un taux de 32% (0.66g!1) ce qui indique 

le retour à l'état initial. 
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V-1-2- Effet à long terme 

a/ Administration par voie orale 

L'administration de 400 mg/kg p.c. de l'extrait brut par voie orale chez les rats 

normaux chaque jour pendant 15 jours donne les résultats indiqués dans le tableau 20 et la 

figure 08. 

Tableau 20: Variation de la glycémie à long terme chez les rats normaux traités par l'extrait brut de 

l'épicarpe de Punica granatum par voie orale. 

Glycémie (g/L) 

Tem 	~semaine~. ::O:t:s: L  
so si S2 

_,ps 

1: Normaux témoins (NT) 
0.89±0.046 0.92±0.070 (3.35%) 1.08±0.034 (21.20%) - 

« 10 ml/kg p.c. NaCI 0.9%» 

2: Normaux traités (NTRT) 
1.08±0.034 0.80±0.025 (-26.33%) 0.94±0.057 (43.07°/o) 

«400 mg/kg p.c. d'Ext. brut» 

bi Administration par voie intrapéritonéale 

Le tableau suivant ainsi que la figure 09, montrent les résultats obtenus après injection 

- 	 quotidienne par voie intrapéritonéale de 20 mg/kg p.c. de l'extrait brut chez les rats normaux 

pendant deux semaines. 

Tableau 21: Variation de la glycémie à long terme chez les rats normaux traités par l'extrait brut de 

l'épicarpe de Punica granatum par voie IP. 

Glycémie (g/l) 

(semaine) Lots  
so si S2 

1: Normaux témoins (NT) 
1 	1 9. 1.12±0.007 (448%) 0.87±0.06 (-26.92%)" 

«10 ml/kg p.c. NaCI 0.9%» 

2: Normaux traités (NTRT) 
1.12±0.013 0.95±0.053 (45.33%) *  0.83±0.022 (-25.49%)" 

«20 rng/kg p.c. d'Ext. brut» 

(%) : pourcentage de variation par rapport â SU 
(t) : degré de signification par rapport à SO 
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DNT(NaCI 0,91h) 

DNTR1'(400mgfkg Ext,) 

Gly(gfI) 

SO 	 si 
îcavage 

NaCI 
Ext 

** 

niT 

S2 	rps (semaine) 

Figure 08: Evolution de la glycémie durant deux semaines suite à l'administration quotidienne par voie 

orale de l'extrait brut de l'épicarpe de Funica granatum (400 ing/kg p.c.) chez les rats normaux. 

Chaque valeur représente la moyenne±ESM, (* P<0.05) (n=5). 

O NT(NaCI 0,9%) 

Gly (g/l) 	
mNTRT(2Omg/kg Ext) 

1,40 

1,20 

1,00 T ** 

SO 	 Si 	 S2 	Tps (Semaine) 
îIni, 
NaC1 
Ext, 

Figure 09: Evolution de la glycémie durant deux semaines suite à l'administration quotidienne par voie 

IP de l'extrait brut de l'épicarpe de Punica granalum (20 mg/kg p.c.) chez les rats normaux. 

Chaque valeur représente la moyenne±ESM, (* P<0.05) (n5). 
(*) : degré de signification par rapport à SO 
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Interprétation des résultats 

al Administration par voie orale 

Une diminution très significative de la glycémie de l'ordre de 26.33% est observée 

- 	 chez les rats normaux traités par l'extrait brut au cours de la 1ere  semaine. Au cours de la 2ème 

semaine cette diminution atteint seulement 13.07%. 

- 	 Durant la période d'expérimentation, l'extrait ne provoque aucun effet hypoglycémiant 

apparent, la glycémie des rats traités reste dans les limites des valeurs normales de 0.80 à 0.94 

g/l durant la 1e  et la 2ème  semaine respectivement. 

Ainsi, les rats normaux témoins présentent une légère augmentation de la glycémie de 

- 	 l'ordre de 21% au cours de la 2tme  semaine (Fig. 08). 

bi Administration par voie intrapéritonéale 

L'extrait brut administré par voie IP à une dose de 20 mg/kg p.c., provoque une 

diminution significative de la glycémie des rats normaux au cours de la 1èrc  semaine (15.33%). 

cette diminution est hautement significative au cours de la 2ème  semaine (25.49%) mais sans 

aucun effet hypoglycémiant notable. La glycémie atteint une valeur normale de 0.95 g/l et 0.83 

- 	 g/1 au cours de la 1èe  et la 2ème  semaine respectivement. 

Même, chez les rats témoins, une diminution significative de la glycémie de 27% est observée 

au cours de la 2ème  semaine de l'expérimentation (Fig. 09). 
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V-2-Effet sur la régulation de l'hyperglycémie temporaire (HGPO) 

ai Administration par voie orale 

- 	 L'administration de 400 mg/kg p.c. par voie orale de l'extrait brut aux rats 

normaux soumis à une HGPO (gavage de glucose à 2.5 g/kg p.c.) nous a permis d'obtenir les 

- 	 résultats indiqués dans le tableau 22 et la figure 10. 

Tableau 22: Variation de la glycémie chez les rats normaux soumis à une HGPO et traités par 

l'extrait brut de l'épicarpe de Punica granatum par voie orale. 

- -- 	 Glycémie (g/l) 

Temps (min) 
0 30 60 120 180 

1: Normaux témoins (NT) 1.30±0.193 1.62±.0.170 1.36±0.110 0.97±0.072 
091+0067 

« 10 ml/kg p.c. N aCI 0.9%>) - (42.45%) (77.46%)"" (48.6%) (5.7%) 

2: Normaux traités (NTRT) 1.40±0.127 1.42±0.060 1.37±0.098 1.28±0.106 
1.01±0.047  

«400 mgfkg p.c. Ext. brut» (37.94%) (40.12%)"" (35.77%) (26.48%) 

3 : Normaux positifs (Npos.) 0.75±0.043 1.13±0.080 0.59±0.098 0.44±0.062 
0.86±0.064 + 

«5 mg/kg p.c. Glibenclarnide » (-12.8%)' (31.16%)' (-31.4%) *" (-48.84%)" 

bi Administration par voie intrapéritonéale 

La dose de 20 mg/kg p.c. de l'extrait brut administrée par voie IP chez les rats 

- 	 soumis à une épreuve d'HGPO donne les résultats indiqués dans le tableau 23 et 

représentés graphiquement sur la figure 11. 

- 	 Tableau 23: Variation de la glycémie chez les rats normaux soumis à une HGPO et traités par 

l'extrait brut de l'épicarpe Punica granatum par voie IP. 

Glycémie (gIl) 

T'7mps  ~1min> 

0 30 60 120 180 

1:Normaux témoins (NT) 1.30±0.193 1.62±.0.170  1.36±0. 110 0.97±0.072 
0.91±0.067 + 

« 10 ml/kg p.c. N aCI 0.9%» (42.45%) (77.46%)"" (48.6%) (5.7%) 

2:Normaux traités (NTRT) 1.23±0.096 1.20±0.195 0.93±0.341 1.07±0.334 
0 .92±0.074  

«20 mg/kg p.c. Ext. brut» (34.64%) (31.15%) (1.370/.)' (17.21%) 

3 : Normaux positifs (Npos.) 1.08±0.061 1.30±0.086 0.80±0.058 0.42±0.040 
1.18±0.016 + 

«5 mg/kg p.c. Glibenclamide» (-8.81%) (10.17%) (_3.3(»)" (-01.0Toj"' 

(%) : pourcentage de variation par rapport aiu 
(*) : degré de signification par rapport à TO 
(S) : degré de signification par rapport aux témoins 
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Figure 10 : Evolution de la glycémie des rats normaux ayant une HGPO traités par l'extrait brut (le 

l'épicarpe de Punica granalum administré par voie orale (400 ing/kg p.c.) 

Chaque valeur représente la moyenne±ESM, (*1. P<0.05) (n=5). 
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Figure 11: Evolution de la glycémie des rats normaux ayant une HGPO et traités par l'extrait brut 

de l'épicarpe de Punica granatum administré par voie IP (20 mg/kg p.c.). 

Chaque valeur représente la moyenne±ESM, (*1. P<0.05) (n5). 
(*) : degré de signification par rapport à TO (*):degré de signification par rapport aux témoins 
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Interprétation des résultats 

a/ Administration Par voie orale 

Le test de tolérance orale au glucose (2.5 gfkg p.c.), nous a permis d'observer que 

chez les témoins le pic d'hyperglycémie atteint son maximum 30 min après le gavage de la 

solution de glucose c'est-à-dire à la 60ème  min de l'expérience, la glycémie à ce point est 

augmentée d'une façon hautement significative de l'ordre de 77.46% pour atteindre une 

valeur de 1.62 g/l. Cette augmentation persiste jusqu'à la 2ème  heure mais avec un taux 

moins important que le précédent (48.6%) avec une glycémie de 1.36 g/l. 

Chez les rats traités par l'extrait brut de Punica granalum à une dose de 400 

mg/kg p.c. par voie orale, le pic d'hyperglycémie est moins important par rapport à celui 

des témoins à la 60ème  min de l'expérimentation. Cette hyperglycémie atteint une valeur de 

1.42 g/l (+40.12%) contrairement aux témoins où elle atteint 1.62 g/l (77.46%), ce qui 

indique que l'extrait empêche l'augmentation du pic d'hyperglycémie. A la I 20ème  min de 

l'expérimentation, le pic de l'hyperglycémie atteint un taux de 48.6% (1.36 g/l) chez les 

témoins, par contre chez les rats traités par l'extrait le taux daugrncntation atteint 

uniquement 35.77% (1.37 g/l), après, le retour progressif de la glycémie à l'état normal 

semble être plus lent que chez les témoins à la fin de l'expérience (3ème  heure). 

Chez les rats témoins positifs (glibenclamide à 5mg/kg p.c.), la glycémie diminue 

légèrement 30 min après son administration (t30 mm), du fait de son effet 

insulinostimulateur et par conséquent hypoglycémiant. Mais après gavage de glucose (t3() 

mm), le pic d'hyperglycémie apparaît 30 min après (t60 mm) avec une augmentation moins 

importante que chez les témoins normaux, variation de 31% au lieu de 77%. Par la suite, la 

glycémie diminue progréssivement les 2 heures qui suivent, pour atteindre des valeurs 

inférieures à la glycémie initiale avec une hypoglycémie à la fin de l'expérience de 0.44 g/l 

(Fig. 10). 
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bi Administration par voie intrapéritonéale 

La dose de 20 mg/kg p.c. de l'extrait brut de Punica granatum administrée par 

voie IP chez les rats soumis à une HGPO (glucose à 2.5 g/kg p.c.) empêche l'apparition du 

pic d'hyperglycémie. L'effet de cette dose commence à apparaître 30 min après le gavage 

de la solution de glucose (t60 mm). La glycémie à ce point prend une valeur de 1.20 g/1 

(+31.15%) contrairement aux témoins où la glycémie augmente d'une façon hautement 

significative pour atteindre une valeur de 1.62 g/l avec un taux d'augmentation de 77.46% 

par rapport à l'état initial. 

A la 2ême  heure, la glycémie des rats traités par l'extrait est diminuée jusqu'à une valeur 

normale de 0.93 g/l (+1.37%), par contre le pic de l'hyperglycémie persiste chez les 

témoins avec une hyperglycémie de 1.36 g/l (48.6%) ce qui indique que l'extrait brut de 

Punica granatum administré par voie IP empêche aussi l'augmentation de la glycémie 

après une surcharge orale en glucose. 

Pour les rats traités par le glibenclamide (5 mg/kg p.c.), nous avons noté que 

l'effet hypoglycémiant de ce dernier apparaît nettement à la 3ème  heure de l'expérience où 

la diminution de la glycémie est hautement significative avec un pourcentage de 64.07% et 

une glycémie de 0.42 g!1 en moyenne (Fig. 11). 
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V-3-Effet sur la régulation de l'hyperglycémie permanente (rats diabétiques) 

V-3-1-Effet à court terme 

a/ Administration par voie orale 

L'étude de l'effet à court terme de l'extrait brut de l'épicarpe de Punica granaltun 

sur la variation de l'hyperglycémie des rats diabétiques nous a permis d'obtenir les 

résultats indiqués dans le tableau 24 et la figure 12. 

Tableau 24: Variation de la glycémie à court terme chez les rats diabétiques traités par l'extrait 

brut de l'épicarpe Punica granatum par voie orale. 

Glycémie (g/l) 

empsmin Lots  
0 30 60 120 180 240 

1: Diabétiques témoins (DT)  3.05±0.3 1 3.28±0.32 3.49±0.28 3.37±0.35 3.19±0.4() 
2.45±0.34 

«10 mI/kg p.c. NaCI 0.9%>) (24.69%) (34.09%) (42.60%)' (37.93%) (30.41%) 

2: Diabétiques traités (DTRT) 2.96±0.16 2.83±0.20 3.06±0.23 2.85±0.32 3.20±0.35 
2.48±0.37 

«400 mg/kg p.c. Ext brut» (19.68%) (14.26%) (23.55%)' (15.23%) (29.21%) 

3 : Diabétiques positifs (Dpos.) 2.54±0.62 2.36±0.78 2.23±0.69 1.97±0.60 2.18±0.76 
2.40±0.71 

«5 ingfkg p.c. Glibenclamide» (5.73%) (-1.67%) (-6.98%) (-18.02%) (-9.06%) 

bi Administration par voie intrapéritonéale 

- 	 L'effet à court terme de l'extrait brut administré par voie W à une dose de 20 

mg/kg p.c. chez les rats diabétiques donne les résultats du tableau 25 représentés sur la 

figure 13. 

Tableau 25: Variation de la glycémie à Court terme chez les rats diabétiques traités par [extrait 

brut Punica granatum par voie IP. 

Glycémie (g/l) 

Temps (mm) 
O 30 60 120 180 240 

Lots 

1: Diabétiques témoins (DT) 3.41±0.31 3.59±0.31 3.24±0.36 2.79±0.47 2.45±0.54 
3 06+020 

« 10 mI/kgp.c. NaCI 0.9%» - (11.6%) (17.3%) (5.9010) (-8.7%) (-20%) 

2 : Diabétiques traités (DTRT) 2.95±0.38 2.98±0.38 2.78±0.40 2.62±0.38 2.70±0.47 
3.22+0.37 

«20 mg/kg p.c. Ext brut» - (-8.32%) (-7.27%) (-13.6%) (48.63%) (-15.9010) 

3 : Diabétiques positifs (Dpos.) 2.92±0.71 2.88±0.77 2.61±0.75 2.73±0.82 2.80+0.86 
3.18±0.65 

«5 mg/kgp.c. Olibenclamide» (-8.10%) (-9.49%) (-17.72%) (-14.20%) (-11.94%) 

(%) : pourcentage de variation par rapport à Ii) 

(*) degré de signification par rapport à TO 
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Figure 12: Evolution de la glycémie durant 4 heures suite à l'administration par voie orale de l'extrait brut 

de l'épicarpe de Punica granatum (400 mg/kg p.c.) chez les rats diabétiques 

Chaque valeur représente la moyenne±ESM, (* P<0.05) (n5). 

(*) : degré de signification par rapport à TO 
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Figure 13 : Evolution de la glycémie durant 4 heures suite à ladministiation par voie IP de 

l'extrait brut de l'épicarpe de Punica granatum (20 mg/kg p.c.) chez les rats diabétiques 

Chaque valeur représente la moyenne±ESM (n=5). 
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Interprétation des résultats 

al Administration Par voie orale 

Les rats diabétiques témoins traités par l'eau physiologique présentent une 

hyperglycémie très importante qui persiste jusqu'à la fin de l'expérimentation (4 h) pour 

atteindre une valeur finale de 3.19 g/l. 

Le traitement par voie orale par l'extrait brut de l'épicarpe de Punica granatum à 

une dose de 400 mg/kg p.c. chez les rats diabétiques ne semble provoquer aucun effet sur 

l'hyperglycémie. Ces animaux présentent une hyperglycémie moins importante que celle 

des témoins durant les 3 premières heures de l'expérience pour atteindre un taux final de 

3.20 g/l. 

Par contre l'hyperglycémie des rats traités par le glibenclamide à une dose de 5 

mg/kg p.c. par voie orale diminue d'une manière progressive pour atteindre un taux de 

18% à la 3ème  heure avec une glycémie de 1.97 g/l pour être augmentée légèrement à la fin 

de l'expérience (-9.06% par rapport à to mm) (Fig. 12). 

bi Administration par voie intrapéritonéale 

Les rats diabétiques témoins présentent une hyperglycémie qui persiste jusqu'à la 

4ème heure de l'expérience avec des valeurs très importantes. Cette hyperglycémie dépasse 

les 3 g/l pendant les deux premières heures de l'expérience pour être diminuée légèrement 

à la 3ême  et la 4ème  heure (8.7 et 20% respectivement). 

La dose de 20 mg/kg p.c. de l'extrait brut de Punica granatum administrée par 

voie IP aux rats diabétiques provoque une légère diminution de l'hyperglycémie de l'ordre 

de 8% dés la 30ème  min qui suit l'injection, cette diminution non significative persiste 

jusqu'à la 2ème  et la 3ême  heure de l'expérimentation pour atteindre un taux de 13.6% et 

18.63% respectivement. Malgré cette diminution, la glycémie reste toujours élevée avec 

des valeurs relativement importantes inférieures à 3 gll dés la 30ême  min. 

Le glibenclamide (Smglkg p.c.) par voie IP provoque aussi une diminution non 

significative de l'hyperglycémie jusqu'à la 2ème  et la 3ème  heure de l'expérience avec un 

taux de diminution de 17.72% et 14.20% respectivement mais sans atteindre la glycémie 

de l'état normal (Fig. 13). 
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V-3-2-Effet à long terme 

al Administration par voie orale 

Le tableau 26 et la figure 14, montrent l'effet de l'extrait brut administré par voie 

orale sur la variation de la glycémie chez les rats diabétiques durant une période de 15 jours. 

Tableau 26: Variation de glycémie à long terme chez les rats diabétiques traités par l'extrait brut de 

l'épicarpe de Punica granatum par voie orale. 

Glycémie (g/l) 

Temps  (semaine) 
S2 

LO: 

1: Diabétiques témoins (DT) 
2.45±0.34 2.48±0.67 (1.32%) 3.70±0.41 (50.92%) 

«lOmI/kg p.c. N aCI O.9% » 

2 : Diabétiques traités (DTRT) 2.48±0.32 1.09±0.41 (-56.06%) 1.66±0.41 (-32.92%) 
«400 mgfkg p.c. Ext brut »  

3 : Diabétiques positifs (Dpos.) 
2.40±0.71 1 .19±0.75 (-50.55%) 3.30±1.28 (37.36%) 

« 5 mgfkg p.c. Glibenclamide» 

bi Administration par voie IP 

L'extrait brut administré quotidiennement par voie IP aux rats diabétiques durant les 

deux semaines d'expérimentation donne les résultats indiqués dans le tableau 27 et la figure 

15. 

Tableau 27: Variation de la glycémie à long terme chez les rats diabétiques traités par l'extrait brut de 

l'épicarpe Punica granalum par voie IP. 

Glycémie (g/l) 

~semaine) 1: SO si S2 
Lot. :::~Temp8 

1: Diabétiques témoins (DT) 
3.06±0.49 3.015± 0.31 (-1.34%) 3.05±0.60 (-0.03%) 

«10 mi/kg p.c. N aCI 0.9%» 

2 : Diabétiques traités (DTRT) 
3.22±0.37 1.72±0.36 (-46.70/o)" 1.72±0.23 (-46.6%)" 

«20 mg/kg p.c. Ext. brut » 

3 : Diabétiques positifs (Dpos.) 
3.18±0.65 2.64±0.63 (-16.84%) 1.64±0.39 (48.34%) 

« 5 mg/kg p.c. Glibenclamide» 

(%) : pourcentage de variation par rapport à SO 

(*) : degré de signification par rapport à SO 

() : degré de signification par rapport aux témoins 
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Figure 14: Evolution de la glycémie durant deux semaines suite à l'administration quotidienne par 

voie orale de l'extrait brut de l'épicarpe de Punica granatum (400 mg/kg p.c.) chez les rats 

diabétiques. 

Chaque valeur représente la moyenne±ESM, (*1.  P<0.05) (n=5). 
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Figure 15 : Evolution de la glycémie durant deux semaines suite à l'administration quotidienne par 

voie IP de l'extrait brut de l'épicarpe de Punica granatum (20 mg/kg p.c.) chez les rats diabétiques. 

Chaque valeur représente la moyenne±ESM, (*1.  P<0.05) (n=5). 
(*) : degré de signification par rapport à SO (.) : degré de signification par rapport aux témoins 
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Interprétation des résultats 

al Administration par voie orale 

Chez les rats diabétiques, au bout de la l semaine du traitement quotidien par 

l'extrait brut de Punica granatum par voie intragastrique, nous avons noté une diminution 

importante de l'hyperglycémie de l'ordre de 56% par rapport à l'état initial, la glycémie 

diminue de 2.48 g!! à 1.09 g/l. Par ailleurs l'hyperglycémie des rats témoins reste stable au 

cours de la 1 semaine (2.48 g!!). 

Au cours de la 2ème  semaine, les témoins diabétiques présentent une hyperglycémie très 

importante de 3.70 g/l avec un taux d'augmentation de l'ordre de 50.92% par rapport à l'état 

initial, tandis que chez les rats traités par l'extrait, la diminution de l'hyperglycémie au cours 

de cette semaine est moins importante que la précédente mais avec un taux relativement 

important de l'ordre de 32.92% avec une glycémie de 1.66 g/l. 

Chez les rats diabétiques témoins ayant reçu une dose de 5 mg/kg p.c. de 

glibenclamide par voie orale, une diminution de l'hyperglycémie de l'ordre de 50.55% est 

observée au cours de la première semaine. Par contre, une réaugmentation de la glycémie est 

notée au cours de la 2ème  semaine pour atteindre une valeur de 3.3 g/l avec un pourcentage 

d'augmentation de 37.36% (Fig. 14). 

Par ailleurs, parmi les symptômes caractéristiques de l'état du diabète: la polyurie. Il 

a été observé une diminution importante du volume des urines éliminées chez les rats traités 

par l'extrait durant toute la période expérimentale. Tandis que cette polyurie demeure très 

importante chez les deux autres lots des rats diabétiques témoins. 
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bi Administration par voie intrapéritonéale 

L'administration quotidienne de l'extrait brut de Punica granatum par voie IP à 

- 	 une dose de 20 mg/kg p.c. provoque une diminution significative de l'hyperglycémie de 

3.22 g!! à 1.72 g!l pendant la l semaine avec un pourcentage de diminution de l'ordre de 

- 	 46.7%. Cette diminution importante de l'hyperglycémie se maintien durant la 2ème  semaine 

avec le même pourcentage de diminution. Par contre l'hyperglycémie des rats diabétiques 

- 	 témoins reste pratiquement stable aux alentours de 3 g/l durant toute la durée de 

l'expérimentation. 

Chez les rats traités par le glibenclamide par voie IP, l'hyperglycémie diminue 

- progressivement à la fin de la 1&e  semaine avec une diminution non significative de l'ordre 

de 16.48% (2.64 g/l), puis elle diminue davantage au cours de la 2ême  semaine pour 

atteindre une valeur de 1.64 g/l (-48.34%) (Fig. 15). 

Cette voie d'administration réduit aussi le volume des urines éliminées chez les 

rats traités par l'extrait brut de Punica granatum. Les deux autres lots des rats diabétiques 

présentent une polyurie très importante durant toute la période de l'expérimentation. 
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V-4- Effet sur la régulation de quelques paramètres lipidiques 

a/ Administration par voie orale 

- 	 Les tableaux suivants regroupent les valeurs obtenues après dosage enzymatique 

des triglycérides et du cholestérol total après administration quotidienne de 400 mg/kg P.C. 

- 	 de l'extrait brut de l'épicrape de Punica granatum par voie orale chez les rats normaux et 

diabétiques, pendant deux semaines. 

Tableau 28: Les valeurs moyennes des triglycérides plasmatiques chez les rats normaux et 

diabétiques traités à long terme par l'extrait brut de l'épicarpe Punica granalum par voie orale. 

Triglycérides (g/l) 

jpsemn 
S2 

Lots 

1: Diabétiques témoins (DT) 
2.08±0.5 2.01±0.43 (-3.43%) 4.94±0.44 (137.16%)** 

« 10 ml/kg p.c. N aCI 0.9% » 

2: Diabétiques traités (DTRT) 
2.00±0.63 1.55±0.31 (-22.6%) 1.92±0.72 (412%). 

«400 mgfkg p.c. Ext brut» 

3 : Diabétiques positifs Dpos.) 
3.89±1.2 1.70±0.83 (-54.35%) 2.78± 1.29 (-30.090%). 

«5 mg/kg p.c. Glibenclamide» 

4: Normaux témoins (NT) 
1.82±0.43 1.74±0.2 (4.28%) 2.0±0.23 (9.4000) 

«10 ml/kg p.c. N aCI 0.9% » 

5: Normaux traités (NTRT) 
2.0±0.23 1.08±0.1 (45.7%)*. 1.84±0.24 (-7.39%) 

«400 mg,'kg p.c. Ext brut » 

Tableau 29: Les valeurs moyennes du cholestérol total chez les rats normaux et diabétiques 

traités à long terme par l'extrait brut de l'épicarpe Punica granatum par voie orale. 

Cholestérol (g/1) 

Temps (semaine) 
SO si S2 

1: Diabétiques témoins (DT) 
0.65±0.052 0.401-0.094 (39.16%)* 0.64±0.096 (-2.28%) 

«10 ml/kg p.c. N aCI 0.9%)> 

2: Diabétiques traités (DTRT) 
0.65±0.067 0.40±0.068 (.38.83%)* 0.38±0.054 (4.9%)*. 

«400 mglkg p.c. Ext brut» 

3 : Diabétiques positifs (Dpos.) 
0.62±0.130 0.41±0.021 (-32.92%) 0.40±0.13 (..35.3o) 

«5 mg/kg p.c. Glibenclamide» 

4 : Normaux témoins (NT) 
0.45±0.06 0.42±0.083 (-6.66%) 0.39±0.045 (-.12.77%) 

«10 ml/kg p.c. N aCI 0.9%» 

5: Normaux traités (NTRT) 0.39±0.045 0.54±0.074 (395%)* 0.56±0.067 (43•95%)*. 

«400 mg/kg p.c. Ext brut» 

Chaque valeur signifie la moyenne ±ESM (n=5) 
() degré de signification par rapport à SO 
(.) degré de signification par rapport aux témoins 
(%) pourcentage de variation par rapport à SO 

mois 
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Interprétation (les résultats 

Effet sur la triglycéridémie 

al Les rats diabétiques 

- 	 Le taux significativement élevé des triglycérides plasmatiques chez les rats 

diabétiques témoins apparaît nettement au cours de la 2ème  semaine de l'expérimentation. 

- 	 pour atteindre une valeur moyenne de 4.94 g/l avec un taux d'augmentation de l'ordre de 

137.16% par rapport à l'état initial, l'une des conséquences de l'installation du diabète 

- 	 induit par la STZ. 

- 	 Chez les rats traités par l'extrait brut de Punica granalum, une diminution de 

l'ordre de 22.6% est observée durant la première semaine où le taux des triglycérides 

-  atteint 1.55 g/l. Au cours de la 2ème  semaine le taux des triglycérides reste pratiquement 

stable (1.92 g/l) par rapport à l'état initial (2 g/l) ce qui signifie que l'extrait 

hydroalcoolique de Punica granatum empêche l'augmentation du taux des triglycérides 

plasmatiques si on compare avec les témoins où le taux des triglycérides est augmenté au 

cours de la 2ème  semaine. 

Chez les rats traités par le glibenclamide (5 mg/kg p.c.), une diminution de 

l'ordre de 54.35% des triglycérides plasmatiques est observée au cours de la I semaine 

avec une valeur de 1.70 g/l par rapport à l'état initial où le taux des triglycérides atteint une 

valeur de 3.89 g/l. Au cours de la 2ôme  semaine, la diminution des triglycérides 

- 

	

	 plasmatiques est moins importante que la précédente où elle atteint uniquement 30% par 

rapport à l'état initial. 

bi Les rats normaux 

- 	 Une diminution peu significative du taux des triglycérides est notée chez les rats 

normaux traités par l'extrait brut à une dose de 400 mg/kg p.c. par voie orale. Cette 

- 	 diminution est de l'ordre de 45.7% au cours de la première semaine. Au cours de la 

semaine la diminution est moins importante que la précédente où elle atteint uniquement 

un pourcentage de 7.39%. Par contre, chez les témoins le taux des triglycérides reste 

pratiquement stable durant l'expérimentation. 

-61- 



Partie expérimentale 	 Chapitre II. Résultats et interprétation 

• Effet sur la cholestérolémie 

a/ Les rats diabétiques 

Après deux semaines d'expérimentation, le taux du cholestérol total chez les rats 

- diabétiques traités par l'extrait brut de Punica granatum à une dose de 400 mg/kg p.c. par 

voie orale est diminué de 0.65 g!! à 0.38 g!l à la fin de l'expérience. Cette diminution est de 

l'ordre de 38.83% et 41.96% au cours de la première et la deuxième semaine 

respectivement par rapport à l'état initial. Par contre, chez les rats diabétiques témoins au 

- 

	

	 cours de la 1ème  semaine, le taux du cholestérol total est diminué pour atteindre une valeur 

équivalente à celle des rats traités (0.40 g!!) puis augmenté durant la 2êm  semaine pour 

- 

	

	 atteindre une valeur de 0.64 g/l ce qui indique que l'effet de l'extrait brut sur le 

métabolisme du cholestérol apparaît mieux au cours de la 2ème  semaine. De ce fait, l'extrait 

- 	 brut empêche l'augmentation du cholestérol total chez les rats diabétiques. 

Ainsi, les rats traités par le glibenclamide (5 mg/kg p.c.), présentent une diminution de la 

cholestérolémie de l'ordre de 32.92% et 35.36% durant la l et la 2ème  semaine 

respectivement. 

bi Les rats normaux 

Une augmentation du taux de cholestérol total de l'ordre de 39.5% et 43.95% au 

cours de la 1 re  et la 2me  semaine de l'expérimentation respectivement est notée chez les 

rats normaux traités par l'extrait brut. Contrairement aux témoins où le taux du cholestérol 

total est légèrement diminué avec un taux de 6.66% et 12.77% durant la l et la 2 

semaine respectivement. 
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bi Administration par voie intrapéritonéale 

- 	 Après administration quotidienne de 20 mg/kg p.c. de l'extrait brut de Punica 

granatum par voie IP pendant deux semaines, le dosage des triglycérides plasmatiques et du 

cholestérol total chez les rats normaux et diabétiques donne les résultats indiqués dans les 

tableaux suivants. 

Tableau 30: Les valeurs moyennes des triglycérides plasmatiques chez les rats normaux et 

diabétiques traités à long terme par l'extrait brut par voie IP. 

Triglycérides (g/1) 

Temps (semaine) 

il 

S2 
Lots 

1: Diabétiques témoins (DT) 
1.66±0.63 1.58±0.23 (-4.5%) 3.32±0.27 (100%)* 

« 10 ml/kg P.C. NaCl 0.9% » 

2 : Diabétiques traités (DTRT) 
2.14±0.55 1.22±0.25 (-42.64%) 1.52±0.60 (-28.97%).. 

«20 mg/kg P.C. Ext brut» 

3 : Diabétiques positifs (Dpos.) 
1.34±0.36 1.98±0.42 (47.63%) 1.47±0.11(9.64%).. 

«5 mg/kg P.C. Glibenclamide » 

4 : Normaux témoins (NT) 
1.97±0.46 0.79±0.067 (59.85)* 2.04±0.33 (3.6%) 

« 10 ml/kg P.C. NaCI 0.9%» 

5: Normaux traités (NTRT) 
1.40±0.17 2.89±0.54(107.45%* 1.85±0.24 (32.76) 

« 20 mg/kg P.C. Ext brut » 

Tableau 31: Les valeurs moyennes du cholestérol total chez les rats normaux et diabétiques 

Traités à long terme par l'extrait brut par voie IP. 

Cholestérol (g/l) 

Imp s (semaine) 
SO SI S2 

Lots 

1: Diabétiques témoins (DT) 
0.61±0.084 0.67±0.055 (9.09%) 0.75±0.10 (22.40%) 

« 10 ml/kg P.C. NaCI 0.9% » 

2: Diabétiques traités (DTRT) 0.49±0.04 0.51±0.052(3.43%). 0.56±0.050(12.72%) 
«20 mg/kg P.C. Ext brut » 

3 : Diabétiques positifs (Dpos.) 
0.46±0.052 0.60±0.050 (32.81%)* 0.51±0.05 (14%). 

«5 mg/kg P.C. Glibenclamide » 

4 Normaux témoins (NT) 0.55±0.034 0.58±0.1 (6.36%) 0.53±0.021 (-4.09%) 
« 10 ml/kg P.C. NaCI 0.9% » 

5: Normaux traités (NTRT) 
0.55±0.053 0.58±0.06 (590/») 0.68±0.09 (24.54%) 

«20 mg/kg P.C. Ext brut» 

Chaque valeur signifie la moyenne ±ESM (n5) 
() : degré de signification par rapport à SO 
(•) : degré de signification par rapport aux témoins 
(%) : pourcentage de variation par rapport à SO 
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Interprétation des résultats 

• Effet sur la triglycéridémie 

al Les rats diabétiques 

Chez les rats diabétiques témoins, une augmentation du taux de triglycérides 

plasmatiques de l'ordre de 100% est observée au cours de la 2eme  semaine de 

l'expérimentation pour atteindre une valeur de 3.32 g/l par rapport à l'état initial où le taux 

des triglycérides est de 1.66 g/l. 

Après administration quotidienne de 20 mg/kg p.c. de l'extrait brut de Punica 

- 	 granatum par voie intrapéritonéale, le taux des triglycérides est diminué significativement 

chez les rats diabétiques traités avec un pourcentage de 42.64% et 28.97% durant la 1 et la 
- 	 21me semaine respectivement. 

Par ailleurs, le glibenclamide à 5 mg/kg p.c. ne provoque aucune diminution des triglycérides 

plasmatiques chez les rats diabétiques, par contre une augmentation non significative par 

rapport à l'état initiale est observée au cours de la l et la 2ême  semaine avec un taux 

d'augmentation de l'ordre de 47.63% et 9.64% respectivement, mais avec des valeurs 

- 	 relativement inférieures à celles des témoins notamment à la 2 semaine (p<O.Ol). 

bi Les rats normaux 

Chez les rats normaux traités quotidiennement avec une dose de 20 mg/kg p.c. de 

l'extrait brut, une augmentation peu significative des triglycérides plasmatiques est notée 

pendant la l et la 2ème  semaine avec un taux de variation de l'ordre de 107.45% et 32.76% 

respectivement. Par contre, le taux des triglycérides plasmatiques est diminué de 59.85% chez 

les rats normaux témoins au cours de la 1 ere  semaine. 
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'Effet sur la cholestérolémie 

al Les rats diabétiques 

L'extrait brut de Punica granatum administré chaque jour pendant 15 jours à une 

dose de 20 mg/kg P.C. par voie IF ne provoque aucune diminution du cholestérol total chez les 

rats diabétiques. La cholestérolémie de ces rats reste pratiquement stable avec une très faible 

augmentation de l'ordre de 3.43% et 12.72% pour la 1ère  et la 2ème  semaine respectivement, 

par contre les rats témoins traités par l'eau physiologique présentent une augmentation du 

taux de cholestérol notamment à la 2ême  semaine avec un pourcentage de 22.40%, ce qui 

indique que l'extrait brut empêche l'augmentation du taux du cholestérol chez les rats 

diabétiques traités. 

Par ailleurs, une augmentation du taux de cholestérol total a été notée chez les rats traités par 

-  le glibenclamide avec un pourcentage relativement important de 32.81% durant la re  et 

uniquement de 14% durant la 2tme  semaine, où le taux du cholestérol est relativement 

inférieures à celui des témoins (p<0.05). 

b/ Les rats normaux 

Les rats normaux témoins présentent une très faible augmentation du taux de 

cholestérol total durant la première et la deuxième semaine avec un pourcentage de 6.36% et 

4.09% respectivement. 

Chez les rats normaux traités par l'extrait brut à une dose de 20mg/kg p.c. par voir 

IP, aucune diminution n'est observée, au contraire nous avons noté une augmentation de 

l'ordre de 24.54% à la 2ème  semaine du traitement. 
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V-5- Effet sur l'évolution du poids corporel 

a/ Administration par voie orale 

- 	 L'évolution du poids corporel des rats normaux et diabétiques traités 

quotidiennement durant deux semaines par l'extrait brut de Punica granalum par voie orale à 

une dose de 400 mg/kg p.c., est indiquée dans le tableau suivant: 

Tableau 32 Les valeurs moyennes du poids corporel des rats normaux et diabétiques traités à long 

terme par l'extrait brut de l'épicarpe de Punica granalum par voie orale. 

Poids (g) 

Temps (semaine) 
SU Si S2  

Lots 

1: Diabétiques témoins (DT) 
228.00±5.56 221.00±6.77 (-3%) 228.20±6.53 (0.17%) 

« 10 ml/kg p.c. NaCI 0.9% » 

2: Diabétiques traités (DTRT) 
215.75±10.01 214.75±10.07 (-0.46%) 213.75±14.77 (-0.92%) 

«400 mg/kg p.c. Ext brut» 

3: Diabétiques positifs (Dpos.) 
221.60±7.88 228.34±5.49(3%) 236.66±13.59 (6.76%) 

« 5 mg/kg p.c. Glibenclarnide» 

4: Normaux témoins 
258.60±7.28 277.00±7.92 (7.11%) 287.00±9.05 (I1°'o) 

« 10 ml/kg p.c. NaCI 0.9%» 

5: Normaux traités (NTRT) 
287.00±9.05 262.60±13.77 (-8.50%) 260.00± 16.04 (7.31%) 

«400 mg,'kg p. c. Ext brut» 

Chaque valeur signifie la moyenne ±ESM (n=5) 
(%): pourcentage de variation par rapport â SO 

- 	 Aucune variation significative du poids corporel n'est observée chez les rats 

diabétiques traités par l'extrait. Le poids corporel de ces animaux reste pratiquement stable au 

- 	 cours de l'expérimentation après la chute pondérale provoquée par la STZ. 

Par ailleurs les rats diabétiques traités par le glibenclamide présentent une légère reprise du 

- 	 poids corporel de 6.76% à la 2tme  semaine de l'expérience. 

Pour les rats normaux traités par l'extrait, une faible diminution de l'ordre de 8% est 

notée pendant les deux semaines par rapport aux rats normaux témoins qui présentent une 

légère augmentation de 7 à 11% durant la 1tre  et la 2ème  semaine d'expérimentation 

respectivement. 
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bi Administration par voie intrapéritonéale 

L'effet de l'extrait brut sur l'évolution du poids corporel des rats normaux et 

diabétiques administré quotidiennement par voie IF à une dose de 20 mg/kg p.c. durant deux 

semaines donne les résultats regroupés dans le tableau 33. 

Tableau 33: Les valeurs moyennes du poids corporel chez les rats normaux et diabétiques traités à 

long terme par l'extrait brut de l'épicarpe de Punica granatum par voie IF. 

Poids (g) 
'  Temps (semaine) 

SO si S2 
Loi 

1: Diabétiques témoins (DT) 
188.40±5.77 192.80±9.10 (2.33%) 196.80±7.40 (4.46%) 

« 10 ml/kg p.c. NaCI 0.9% » 

2 : Diabétiques traités (DTRT) 
192.20±4.46 194.00±5.32 (0.17%) 199.20±4.96 (3.64%) 

« 20 mg/kg p.c. Ext brut» 

3 : Diabétiques positifs (Dpos.) 
183.00±7.7 198.00±7.87 (8.22%) 199.00±7.68 (8.88%) 

« 5 mg/kg p.c. Glibenclamide » 

4 : Normaux témoins (NT) 
188.40±6.66 193.40±6.82 (2.65%) 198.20±9.42 (5.20%) 

« 10 ml/kg p.c. NaCl 0.9%» 

5: Normaux traités (NTRT) 
195.20±7.64 196.80±4.12(0.81%) 200.28±4.05 (2.60%) 

«20 mg/kg p.c. Ext brut » 

Chaque valeur signifie la moyenne ±ESM (n=5) 
(%) pourcentage de variation par rapport à SO 

L'administration intrapéritonéale de l'extrait brut de Punica granatum ne provoque 

- aucun effet sur la croissance pondérale des rats diabétiques. Le poids corporel de ces animaux 

reste pratiquement stable durant toute la période de l'expérimentation. Par contre le 

glibenclamide provoque une petite reprise du poids de 8.22% et 8.88% durant la l e"  et la 2 éme 

semaine de l'expérimentation respectivement. 

Chez les rats normaux traités par l'extrait brut, aucune influence sur le poids corporel 

n'est observée. Les deux lots d'expérimentation présentent un poids corporel stable durant les 

- 	 deux semaines. 
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VI- Effet de l'extrait brut sur l'activité de l'a-amylase in vitro 

VI-1-Courbe d'étalonnage 

La gamme d'étalonnage préparée à partir d'une solution mère de maltose à 2g/1 est 

représentée graphiquement sur la figure 16 (R 2= 0.99 ; y=O.l 5x). 

Pour chaque point situé sur la courbe, l'expérience est répétée trois fois. 

y=O,15x,R2=O,99 

[Mal] mM 
0 	03 	1 	1,5 	2 	2.5 	3 	35 	4 	4.5 	5 	55 	6 

Figure 16 : Courbe d'étalonnage de maltose (Méthode de Bernfeld (1955), «X540nm »). 

VI-2-La cinétique enzymatique de l'a-amylase en absence d'inhibiteur 

VI-2-1-Mesure des vitesses initiales 

- 	 Afin de déterminer les vitesses initiales de la réaction enzymatique, nous avons 

choisi différentes concentrations finales de substrat (amidon) à savoir 1.25 ; 2.5 ; et 5 g/l et 

- 	 une activité enzymatique finale de l'a-amylase égale à 1.3 UI/ml dans le milieu 

réactionnel. 

- 	 L'effet de ces concentrations d'amidon sur la vitesse initiale de la réaction enzymatique est 

représenté sur la figure 17. 

DO 
1 

0,s 

0,6 

0,4 

0,2 

0 

Figure 17 : Effet de différentes concentrations d'amidon en fonction du temps sur 

- 	 l'activité de l'a-amylase (AE=1.3 UI/ml). 
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Les vitesses initiales sont les pentes des droites (P/it) tracées à travers les points 

expérimentaux (Fig. 17). Chaque point situé sur ces droites est une mesure de la vitesse 

initiale de la réaction en fonction d'une concentration finale de substrat. L'activité 

enzymatique de l'a-amylase est maintenue constante (AE=1 .3 UI/ml). 

Pendant les premières minutes de la réaction enzymatique, nous avons constaté 

que les vitesses initiales restent constantes pour chacune des concentrations de substrat. 

Les vitesses initiales obtenues lors de la réaction enzymatique à différentes 

concentrations de substrat sont indiquées dans le tableau 34. 

Tableau 34: Les vitesses initiales de la réaction enzymatique à différentes concentrations d'amidon 

Concentrations de substrat [S]1 =1.25 g/l [S] 2=2.5 g11 [S]3=5 g" 

Vitesses initiales (mM/min) 0.200 0.330 0.410 

VI-2-2- Détermination des paramètres cinétiques de l'a-amylase 

La courbe en double inverse de Lineweaver et Burk (l/Vi= f(1/[S]) nous a permis 

de déterminer les paramètres cinétiques de l'a-amylase qui sont la vitesse maximale 

(Vmax) et la constante de Michaelis (Km). Cette dernière indique la concentration en 

substrat à laquelle la catalyse enzymatique se produit à la moitié de sa vitesse maximale. 

La courbe de Lineweaver et Burk est une linéaire qui permet de déterminer les paramètres 

cinétiques directement sur le graphe avec précision, il suffit de lire sur le graphe les valeurs 

correspondantes aux intersections de la droite avec les axes de coordonnées (Fig. 18). 

s. 
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y = 4,428x + 1,4 
1/Vi (mM/rnin)-1 	 R' = 0,99 

8 

Figure 18: Représentation linéaire en double inverse de Lineweaver et Burk (l Ni= f(1 /[S]) de la 

réaction enzymatique entre l'a-amylase et les différentes concentrations d'amidon. 

Le calcul de la vitesse maximale (Vmax) et la constante de Michaelis (Km) de l'a-

amylase à partir de la représentation précédente donne les résultats suivants: 

Vmax= 0.714mM/min 

Km 3.4g/l 

VI-3-La cinétique enzymatique en présence de l'extrait brut de l'épicarpe de 

Punica grantaum 

Suivant le même mode opératoire, les différentes quantités de maltose produites 

en fonction du temps par hydrolyse enzymatique de différentes concentrations d'amidon en 

présence de différentes concentrations d'extrait brut de Punica granatum sont représentées 

sur les figures qui suivent (Fig. 19, 20, 21). 

Les concentrations finales de l'extrait brut utilisées dans le milieu réactionnel sont 

respectivement 2.5 ; 5 et 10 g!!. Chacune de ces concentrations est testée avec les 

différentes concentrations d'amidon indiquées précédemment dont l'activité enzymatique 

- 	 de l'a-amylase est maintenue constante (AE=1 .3 ULIml). 
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[MaI]mM 

3,2 

	

2,8 	 * 	[S]3=5g11; y=0,280x 

2,4 

	

1,6 	 â 	 [S]2=2,5g/I; y=0,143x 

Tps (mm) 
0 	1 	2 	3 	4 	5 	6 	7 	8 	9 	10 

Figure 19 : Les quantités de maltose (mM) produites après hydrolyse enzymatique de différentes concentrations 

d'amidon en présence de l'extrait brut à 2.5 g/l en fonction du temps (AE=I.3 UI/mI) 

[Mal] mM 

1,2 

0,8 

0,4 

[S]3=5gf1 y0,178x 

[S]2=2,5g/I; y=0,085x 

[S]1"1,25g/1; y0,052x 

0. 

0 	1 	2 	3 	4 	5 	6 	7 	8 	9 	10 	Tps (mm) 

Figure 20: Les quantités de maltose (mM) produites après hydrolyse enzymatique de différentes concentrations 

d'amidon en présence de l'extrait brut à 5 g/l en fonction du temps (AE=1.3 Ul/ml) 

1Mai] mm 

1,2 - 

0,8 

0,4 

LSJ3=5g4; y= 0,097x 

jSl2=2,5g/I; y0,052x 

[S]1=1,25g,1; y0,030x 

Tps(min) 
0 	1 	2 	3 	4 	5 	6 	7 	8 	9 	10 

Figure 21: Les quantités de maltose (mM) produites après hydrolyse enzymatique de différentes concentrations 

d'amidon en présence de [extrait brut à 10 g/l en fonction du temps (AEI.3 U1/ml) 
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VI-3-1-Mesure des vitesses initiales en présence de l'extrait brut 

Le tableau 35 regroupe les valeurs de vitesses initiales calculées à partir des 

courbes représentées sur les figures 19, 20 et 21. Il comporte aussi les valeurs de vitesses 

initiales obtenues lors de la cinétique enzymatique en absence d'inhibiteur. 

Tableau 35: Les vitesses initiales exprimées en mM/min obtenues après hydrolyse enzymatique de 

différentes concentrations d'amidon en absence et en présence de différentes concentrations de 

l'extrait brut (AE=1.3 UI/mI). 

Concentration de substrat 

Concentrations de 

[S] =1.25 g!! [S] 2=2.5 g/I [S] 3 =5 g11 

En absence d'extrait 0.200 0.330 0.410 

[Ext.]1 25 g!! 0.089 0.143 0.280 

[Ext.12=5 g,/1 0.052 0.085 0.178 

[Ext.13=10 g,11 0.030 0.052 0.097 

- 	 D'après les résultats indiqués dans le tableau précédent, nous pourrons observer 

une diminution relativement importante des vitesses initiales en présence de différentes 

-  concentrations de l'extrait brut par rapport à celle obtenues lors de la cinétique 

enzymatique en absence d'inhibiteur. Les nouvelles vitesses initiales obtenues diminuent 

quand la concentration de l'extrait augmente, c'est-à-dire que les vitesses initiales sont 

inversement proportionnelles aux concentrations de l'extrait, cela signifie qu'il y a une 

inhibition de l'ct-amylase par l'extrait brut de l'épicarpe de Punica granatum. 

- - 
	 VI-3-2-Détermination du mécanisme d'inhibition exercé par l'extrait 

brut 

- 	 Pour connaître le mécanisme d'inhibition exercé par l'extrait brut de l'épicarpe de 

Punica granatum, il suffit de tracer la courbe en double inverse de Lineweaver Burk 

- 	 « 1/Vif (lI[S])» de la cinétique enzymatique en absence et en présence de l'extrait brut 

(Fig. 22). 
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-c 

[Ext,1310g/1, y37,946x + 3,23 

[Ext]2=5g4, y=22,786x + 1,69 

[Ext,]1=2,50, y12,414x + 1,46 

[Ext,]=OgfI, y=4,4286x + 1,4 

-1/Km 

Figure 22 : Représentation de Lineweaver Burk(lfVi=f(l/[S]) en absence et en présence d'extrait brut de 

l'épicarpe de Punica granatum, (AE=1 .3 UI/ml). 

A partir des courbes représentées sur la figure 22, nous pouvons calculer les 

vitesses maximales obtenues en présence de différentes concentrations de l'extrait brut 

ainsi que les constantes de Michaélis (Km) (Tabl. 36). 

Tableau 36: Les vitesses maximales et les constantes de Michaelis obtenues en absence et en 

présence de l'extrait brut 

Concentrations de l'extrait (g/l) 0 2.5 5 10 

Vmax (mM/min) 0.714 0.685 0.591 0.310 

Km (g11) 3.4 8 10 11.11 

En se basant sur les résultats du tableau précédent, on note une diminution de la 

vitesse maximale obtenue lors de la cinétique enzymatique en absence d'inhibiteur et une 

augmentation de la constante de Michaelis (Km) quand la concentration de l'extrait 

augmente. Les deux paramètres cinétiques de l'a-amylase sont ainsi modifiés en présence 

de l'extrait brut. De ce fait, la représentation de Lineweaver Burk (Fig. 22) révèle que le 

mécanisme par lequel l'extrait brut exerce une inhibition est un mécanisme non compétitif 

mixte. 
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VI-3-3-Détermination des pourcentages d'inhibition et l'10 50 de 

l'extrait brut 

Pour calculer les pourcentages d'inhibition et déterminer la concentration inhibitrice 

de 50% de l'activité enzymatique (1050), nous avons fait varier les concentrations de 

l'extrait brut en maintenant une concentration de substrat fixée à 5 g!I. l'activité 

enzymatique est maintenue constante (AE= 1.3 UlJml). 

Les résultats obtenus sont représentés sur la figure 23. 

[Mal]mM 

	

3 	 [Ext,J11g4;r 0,300x 

	

2,5 	 •4 	[Ext,]22$g/1;y= 0,280x 

	

2 	
[Ext,]3=3,75g/I; y0,200x 

	

1,5 	
..-;-- 	 [Ext,45g/I; y= 0,178x 

(Ext,1510g(1;y 0,097x 

0,5  

0 	1 	2 	3 	4 	5 	6 	7 	8 	9 	10 	fps(min) 

Figure 23: Les quantités de maltose (mM) produites après hydrolyse enzymatique de l'amidon 

à 5 g/l en présence de différentes concentrations de l'extrait brut (AE= I .3U1/mI) 

- 	Les vitesses initiales calculées à partir de ces courbes pour les différentes concentrations de 

l'extrait brut sont indiquées dans le tableau 37, ainsi que les pourcentages d'inhibition 

calculés par rapport aux vitesses initiales obtenues en absence de l'extrait avec la même 

concentration de substrat selon la formule décrite précédemment (page 37). 

Tableau 37: Les vitesses initiales et les pourcentages d'inhibition obtenus après hydrolyse cnïym:ilque 

de 5g/1 d'amidon en présence de différentes concentrations d'extrait brut (AE=I.3 UI/ml) 

Concentrations de l'extrait (gfl) 0 1 2.5 3.75 5 10 

Vi (mM/min) 0.410 0.300 0.280 0.200 0.178 0.097 

%I(%) 0 26.27 31,70 51.21 56.58 76.34 

-74- 



Partie expérimentale 	 Chapitre II. Résultats et interpréta tion 

La concentration inhibitrice de 50% de l'activité enzymatique de l'a-amylase (1050) 

exercée par l'extrait brut est déterminée graphiquement en utilisant la régression 

logarithmique des pourcentages d'inhibition (y=22.34 Ln (x) + 21.054; R 2=0.90) représentée 

sur la Figure 24. 

y = 22,34 Ln (x) + 21,054 
R2 = 0,90 

90 
801 
70 J 
60 

I g 
o 	 I 	 [Extrait]g/1 

0 	1 	2 	3 	4 	5 	6 	7 	8 	9 10 

Figure 24: Courbe logarithmique des pourcentages d'inhibition en fonction de différentes 

concentrations de l'extrait brut 

L'1050 calculée à partir de cette représentation est de 3.65g/l 

VI-3-4-Détermination de la constante d'inhibition (Ki) 

La constante d'inhibition (Ki) représente la concentration en inhibiteur pour laquelle 

la moitié des sites enzymatiques sont occupés. 

Afin de déterminer cette constante, nous avons utilisé la représentation de Dixon 

« 1/Vif[I] » (Fig. 25) 

0/ 
/0 

- 75 - 



Partie expérimentale 	 Chapitre II. Résultats et interprétation 

36 

32 

, 	28 

. 	24 

20 

16 

12 

8 

1S11 =1,25g/1 

[S]22,5g/1 

[S]3=5g/I 

I 	 lExtraitl g/I 
-3,75 	-2,5 -1,25-4 	1,25 	2,5 	3,75 	5 	6,25 	7,5 	8,75 	10 

-Ki 

Figure 25: Représentation de Dixon: lNi=f[I] « I= Extrait brut» 

Le Ki calculé à partir de la représentation de Dixon égale à : Ki= 1.25 gfl 

VI-4- La cinétique enzymatique en présence d'acarbosc 

Les figures suivantes (Fig. 26, 27 et 28) représentent les quantités de maltose 

produites après hydrolyse enzymatique de différentes concentrations d'amidon en présence 

de différentes concentrations finales d'acarbose dans le milieu réactionnel égales à 1.25 

2.5 et 5 g!!. 

Chaque concentration d'acarbose est testée avec les différentes concentrations de substrat. 

L'activité enzymatique de l'a-amylase est maintenue constante (AE= 1.3 UI/mD. 
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[MallmM 	

lS13=50; r0,175x 

1,25
LS!22,5g4; rO,151x 

0,25 ________________________________________________ Tps (m) 

0 	1 	2 	3 	4 	5 	6 	7 	8 	9 	10 

Figure 26: Les quantités de maltose (mM) produites après hydrolyse enzymatique de différentes concentrations 

d'amidon en présence d'acarbose à 1.25 g/1 en fonction du temps (AE=I .3 U!/mi) 

[MallmM 

1,75 
[S)351; r0,143x 

I 	 __....J [S]22,5g/1; y=0,105x 

0,75 
[S1'I 251 

025  
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0 	1 	2 	3 	4 	5 	6 	7 	8 	9 	10 

Figure 27 : Les quantités de maltose (mM) produites après hydrolyse enzymatique de différentes concentrations 

d'amidon en présence d'acarbose à 2.5 g/l en fonction du temps (AE=I.3 UI/ml) 

o 	 ' 	Tps(min) 

0 	1 	2 	3 	4 	5 	6 	7 	8 	9 	10 

Figure 28 : Les quantités de maltose (mM) produites après hydrolyse enzymatique de différentes concentrations 

d'amidon en présence d'acarbose à 5 g/l en fonction du temps (AE=1 .3 UI/ml) 
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VI-4-1-Mesure des vitesses initiales en présence d'acarbose 

Le tableau suivant regroupe les vitesses initiales obtenues en présence de 

différentes concentrations d'acarbose calculées à partir des courbes précédentes, comparées 

à celles obtenues lors de la cinétique enzymatique en absence d'inhibiteur. 

Tableau 38: Les vitesses initiales exprimées en mM/rnin obtenues après hydrolyse enzymatique 

de différentes concentrations d'amidon en absence et en présence de différentes concentrations 

d'Acarbose (AE= 1.3 UUmI) 

Concentrations de substrat 

Concentrations d'acarbose 
[S]1=1.25 g/l [S]2=2.5 g/1 [S] 3=5 g/l 

En absence d'Acarbose 0.200 0.330 0.410 

[AcarJ,=1.25 g11 0.087 0.151 0.175 

IAcarl22.5 g/l 0.064 0.105 0.143 

[Acar]3=5 gfl 0.038 0.063 0.077 

D'après les résultats indiqués dans le tableau 38 on note une diminution de 

vitesses initiales obtenues lors de la réaction enzymatique en présence d'acarbose par 

rapport à celles obtenues en absence d'inhibiteur. 

En présence de différentes concentrations de substrat, on note que les vitesses initiales sont 

inversement proportionnelles aux concentrations d'acarbose. ce qui explique l'effet 

inhibiteur exercé par cette molécule vis-à-vis de l'a-amylase. 

VI-4-2-Détermination du mécanisme d'inhibition exercé par l'acarbose 

La représentation de Lineweaver Burk « /Vif (l/[S])» représentée sur la figure 

29, nous a permis de déterminer le mécanisme d'inhibition exercé par l'acarbose ainsi que 

la vitesse maximale et la constante de Michaclis (Km) en présence de différentes 

concentrations d ' acarbose (Tabl. 39). 
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1fVi(mM/min)-1 

23 

18 
[Acr]2=2,5g/1, y=14,321x+4,1 ,  

13 
._.- 	[Acrll=1,25g/I,y=10,011x+3, 

[Acr]=OgJl, y0,446x + 1,4 

	

-2 1 	 1/S] (910 
-0,6 	-0,4 	-0,3 	-0,15 	0 	0,15 	0,3 	0,45 	0,6 	0,75 	019 

1 tT 

Figure 29: Représentation de Lineweaver Burk «1 /Vif (1 I[S])» en absence et en présence de 

différentes concentrations d'acarbose (AE= 1 .3U1/ml) 

Tableau 39: Les vitesses maximales et la constante de Michaelis obtenues en absence et en 

présence de différentes concentrations d'Acarbose 

Concentrations d'acarbose (gfl) 0 1.25 2.5 5 

Vmax (mM/min) 0.714 0.306 0.240 0.136 

Km (g11) 3.4 3.4 3.4 3.4 

D'après le tableau 39, on note que les différentes concentrations d'acarbose 

diminuent la vitesse maximale de la réaction enzymatique par rapport à la vitesse maximale 

obtenue en absence d'inhibiteur (0.714 mM/min). Par contre la constante de Michaelis 

(Km) reste constante (3.4 gIl). En effet, la représentation de Lineweaver Burk montre que le 

mécanisme d'inhibition exercé par l'acarbose est un mécanisme non compétitif. 
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VI-4-3-Détermination des pourcentages d'inhibition et l'10 50  de 

l'acarbose 

Avec une activité enzymatique de 1.3 UI/ml et une concentration de substrat fixée 

à 5 gIl et en présence de différentes concentrations d'acarbose, nous pouvons calculer le 

pourcentage d'inhibition ainsi que l'1050. 

Les différentes concentrations de maltose produites après hydrolyse enzymatiques 

- 	d'amidon à 5 g!1 en présence de différentes concentrations d'acarbose sont représentées sur 

la figure 30. 

Figure 30 : Les quantités de maltose (mM) produites après hydrolyse enzymatique d'amidon à 5 g/l 

en présence de différentes concentrations d'acarbose (AE= 1.3 Ul/ml). 

Le tableau 40 regroupe les vitesses initiales calculées à partir des courbes 

représentées sur la figure précédénte ainsi que les pourcentages d'inhibition calculées par 

rapport à la vitesse initiale de la réaction enzymatique obtenue en absence d'inhibiteur avec 

la même concentration de substrat [S]5 g!!. 

Tableau 40: Les vitesses initiales et les pourcentages d'inhibition obtenus après hydrolyse enzymatique 

de 5g!1 d'amidon en présence de différentes concentrations d'acarbose (AE=1.3 Ul/ml) 

Concentrations d'acarbose (g!!) 0 0.5 0.75 1.25 2.5 5 

Vi (mM/min) 0.410 0.253 0.209 0.175 0.143 0.077 

0 38.29 49.02 57.31 65.12 81,22 
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La concentration inhibitrice de 50% de l'activité enzymatique est calculée à partir 

de la régression logarithmique des pourcentages d'inhibition en fonction de différentes 

concentrations d'acarbose représentée sur la figure 31 (y=l7.858 Ln (x) + 52.047, R2= 0.98). 

y = 17$58Ln(x) + 52,047 
90 	 R'22  0,98 

0 	0,5 	1 	1,5 	2 	2,5 	3 	3,5 	4 	4,5 	5 	5,5 [Acarbose]g/1 

Figure 31: Courbe logarithmique des pourcentages d'inhibition en fonction de difilel1tes 

concentrations d'acarbose 

L'1050 calculée à partir de cette régression est de 0.89 g11 

VI-4-4-Détermination de la constante d'inhibition (Ki) 

En se basant sur la représentation linéaire de Dixon « l[Vi=f ([1]» afin de 

déterminer la constante d'inhibition (Ki) de l'acarbose (Fig. 32). 

J/Vi(mM/min)-1 
lin 

-4 

IS11=1,25g1 

f S2=2,5g/1 

[S]3=5g11 

lAcarbosejg 
-Ki 

Figure 32: Représentation de Dixon I /Vif [I] « 1= Acarbose» 

La constante d'inhibition calculée est de 1.5 g11 
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VI-4-5- Comparaison entre l'effet de l'extrait brut et de l'acarbose sur 

l'activité alpha amylasique 

Les tableaux suivants regroupent les résultats obtenus lors des tests in vitro 

réalisés sur l'activité de l'a-amylase afin de comparer l'effet inhibiteur de l'extrait brut et 

de l'acarbose. 

Tableau 41: Paramètres cinétiques de l'a-amylase (Vrnax et Km) déterminés en absence et cii 

présence de l'extrait brut et de l'acarbose dans le milieu réactionnel (AE- 1.3 UlimI) 

Absence 
Présence d'inhibiteur 

d'inhibiteur 

[Extrait] (gfl) 0 2,5 5 10 

Vmax (mM/min) 0.714 0.685 0.591 0.310 

Km(g,fl) 3.4 8 10 11.11 

lU Mécanisme d'inhibition Non compétitif mixte 

[Acarbosel (g/1) 0 1.25 2.5 5 

Vmax (mM/min) 0.714 0.306 0.240 0.136 

Km (g/1) 3.4 3.4 3.4 3.4 

Mécanisme d'inhibition Non compétitif 

Tableau 42 Les vitesses initiales, les pourcentages d'inhibition, l'10 50  et le Ki obtenus en absence et en 

présence de l'extrait brut et de l'acarbose dans le milieu réactionnel (AE= 1.3 Ul/mI) ([Si=5g/1 ) 

Absence 

d'inhibiteur 
Présence d'inhibiteur 

[Extrait] (g/l) 0 1 2,5 3,75 5 10 

Vi (mM/min) 0.410 0.300 0.280 0.200 0.178 0.097 

%1 0 26.27 31,70 51.21 56.58 76.34 

ICso (g11) 3.65 

Ki (gfl) 1.25 

[Acarbosel (g/l) 0 0.5 0.75 1.25 2.5 5 

Vi (mM/min) 0.410 0.253 0.209 0.175 0.143 0.077 

0 38.29 49.02 57.31 65.12 81,22 

ICso  (g11) 0.89 

Ki (g/1) 1.5 
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D'après ces résultats, l'extrait brut de l'épicarpe de Punica granalum exerce un 

effet inhibiteur vis-à-vis de l'a-amylase ainsi que l'acarbose. 

L'action inhibitrice exercée par l'acarbose est très puissante par rapport à celle exercée par 

l'extrait brut. A une concentration équivalente entre les deux (5g11), l'acarbose provoque 

- 

	

	 une inhibition de l'ordre de 81.22%, par contre elle est uniquement de 56.58% en présence 

de l'extrait. 

Par ailleurs la concentration inhibitrice de 50% de l'activité enzymatique obtenue en 

présence d'acarbose (0.89g/1) est prèsque 4 fois inférieure à celle obtenue en présence de 

- 	 l'extrait (3.65g/1). 

L'affinité d'un inhibiteur pour une enzyme est donnée par la constante d'inhibition Ki, qui 

représente la concentration en inhibiteur pour laquelle la moitié des sites enzymatiques sont 

occupés. Ainsi l'affinité d'un inhibiteur est d'autant plus forte que le Ki est petit. 

Le Ki obtenue dans cette expérience est plus important en présence d'acarbose qu'en 

présence d'extrait brut, ce qui signifie que l'affinité entre l'a-amylase et l'acarbose est 

-. 	 moins importante. 
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Discussion 

Punica granatum (grenadier), plante comestible, connue pour être utilisée depuis 

longtemps en médecine traditionnelle dans de nombreux pays pour traiter plusieurs 

maladies dont le diabète sucré [Jafri et al., 2000]. 

Ce n'est que récemment, les scientifiques s'intéressent de plus en plus à cette plante pour 

ses propriétés thérapeutiques présumées et vérifier son efficacité à l'aide des méthodes et 

approches plus rationnelles. Ce ci nous a incité de vérifier l'activité antidiabétique de 

l'extrait brut hydroalcoolique de l'épicarpe de grenadier chez les rats normaux et 

diabétiques tout en effectuant une étude phytochimique de cette partie de la plante. 

'. Analyse phytochimique 

L'étude phytochimique de différents extraits de l'épicarpe de Punica granatum 

(aqueux, méthanolique et ethérique) révèle la présence de différentes classes de 

métabolites secondaires, notamment les tanins, les flavonoïdes, les anthocyanes, les 

saponosides ainsi que les sucres réducteurs. 

Ce ci a été démontré dans de nombreux travaux qui révèlent la présence des 

tanins, des anthocyanes, des flavonoïdes et de pectine au niveau de l'épicarpe de Punica 

granatum (Nozire et Serpil, 1993). D'après Ozcal et Dinc (1993), les flavonoïdes et les 

tanins sont les composés les plus abondants dans l'épicarpe de cette plante. 

Un complexe polysaccharidique au niveau de l'épicarpe de grenadier a été identifié par 

Jahfar et al. (2003). 

Aslam et al. (2006), ont montré que les constituants chimiques majeurs de l'extrait aqueux 

de l'épicarpe de Punica granatum sont: punicalagine, punicaline, acide ellagique, acide 

gallique, quercetine, luteoline, kaempferol et naringénine. 

De même, l'extrait de fruit entier de Punica granatum est très riche en composés 

phénoliques et de sucres réducteurs ainsi qu'en alcaloïdes d'après Vidai et al. (2003). 

Afaq et al. (2005), ont montré que le fruit de grenadier est très riche en composés 

phénoliques tels que les flavonoïdes, les anthocyanes, les catéchines et autres, ainsi que les 

tanins hydrolysables (punicaline, acide ellagique) dont 92% de ces constituants ont une 

activité antioxydante. 
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- 	 Discussion 

Toxicité de Punica granatum 

Afin d'évaluer les propriétés antidiabétiques de l'extrait hydrométhanolique de 

- 

	

	 l'épicarpe de Punica granatum chez les animaux de laboratoire, il était nécessaire au 

préalable de déterminer ses doses létales médianes (DL50) selon la voie d'administration 

-  adoptée (orale et IP) dans le but de déterminer les doses administrées aux rats lors des tests 

biologiques. 

A propos des tests expérimentaux réalisés sur les rats, une DL 50  de l'ordre de 

4000 mg/kg p.c. administrée par voie orale est obtenue dans cette étude. Cette dose 

relativement élevée révèle que l'extrait étudié est loin d'être toxique par cette voie. 

Une dose encore plus élevée est aussi obtenue par Patel et al. (2008), qui ont 

trouvé une DL 50 de l'ordre de 5000 mg/kg p.c. après administration par voie orale d'un 

extrait préparé à partir des fruits entiers de Punica granatum. Cette dose qui n'est pas 

- 	 influencée par le sexe révèle que l'extrait n'est pas toxique d'après ces auteurs. 

Amorin (1995), a trouvé une DL 50 équivalente à celle obtenue dans notre étude 

(4000 mg/kg p.c.) après administration intragastrique d'un extrait aqueux des fruits entiers 

de Punica granatum. 

Par ailleurs, lorsque l'extrait est administré par voie intrapéritonéale, la DL50 

obtenue dans notre travail est de l'ordre de 200 mg/kg p.c. ce qui signifie que la toxicité de 

l'extrait brut par voie IP est plus importante par rapport à la voie orale. 

Patel et al. (2008) ont également trouvé une DL50 de l'ordre de 217,5 mg/kg p.c. 

- chez les rats d'expérimentation et de l'ordre de 187.5 mg/kg p.c. chez les souris après 

administration IP du même extrait indiqué précédemment sans aucune influence de sexe. 

Selon Vidai et al. (2003), la DL50 serait de l'ordre de 731 mg/kg p.c. chez les 

souris des deux sexes après administration IP d'une macérât hydroalcooiique des fruits 

entiers de grenadier. 

La toxicité des racines de Punica granatum a été déterminée par Desta (l 995) qui 

révèle une DL50 de l'ordre de 2031 mg/kg p.c. après injection IP d'un extrait 

hydroalcoolique chez les souris. 
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Fuentes et al. (1985), ont montré que les fruits de Punica granalum en absence 

d'épicarpe ne possèdent aucun risque de toxicité, tandis que l'écorce et les racines seraient 

toxiques. 

D'après certains auteurs (Tripathi et Singh, 2000; Segura e! al. 1990; Ferrera e! 

- al. 1989), l'effet toxique de Punica granatum serait dû à la présence des tanins et des 

alcaloïdes dans certaines parties de la plante. 

Ainsi, nous pouvons noter que la toxicité d'une plante serait influencée par 

- plusieurs facteurs, notamment la partie de la plante, sa composition chimique, le mode 

d'extraction, la voie d'administration et aussi l'espèce animale utilisée. 

D'après Robin (1988), une plante est considérée toxique si sa dose létale médiane 

administrée par voie IP chez les Mammifères correspond à une dose de moins de 500 

mg/kgp.c. 

De ce fait, l'extrait brut « hydroalcoolique » de l'épicarpe de Punica granatum est 

considéré toxique, lorsqu'il est injecté par voie intrapéritonéale. 

Ainsi dans le cadre de notre expérimentation nous avons utilisé des doses diluées 

au 1/10  à partir de la DL 50 afin d'éviter tout risques de toxicité chez les animaux 

d'expérimentation. 

. Diabète expérimental 

Le diabète sucré peut être induit chez l'animal par différentes techniques 

essentiellement par l'injection des agents chimiques tels que la streptozotocine [Szkudelski 

et Szkudelska, 2002] qui est un glucosamine nitrosé produit par Streptomyces 

achromogenes. Elle exerce un effet cytotoxique sur les cellules 13 des îlots de Langerhans 

- [Lewis et Bardier, 19601 [Szkudelski, 2001]. Elle provoque une destruction sélective des 

cellules 13 pancréatiques [Bolzàn et Blanchi, 2002] conduisant à un défaut de la sécrétion 

d'insuline qui est donc la première altération métabolique résultant de l'action de la STZ. 

Le degré et la sévérité du diabète dépend de la dose injectée ainsi que le nombre et la voie 

d'injection [Szkudelski, 20011 ; [Adib et Aughsteen, 2000]. 

-86- 



Discussion 

Dans notre étude, la dose de 50 mg/kg p.c. de la STZ administrée par voie 

intrapéritonéale provoque une hyperglycémie de l'ordre de 2 à 3.5 g!l au bout de 48 h chez 

l'ensemble de rats traités. 

Ces résultats sont aussi obtenus par Gupta e! al. (2005) après injection intrapéritonéale de 

50 mg/kg p.c. de STZ préparée dans une solution du tampon Citrate (0.1 M, plI 4.5) à des 

rats Wistar. Cette dose provoque une hyperglycémie de l'ordre de 2.5 g/l. 

Outre l'hyperglycémie, due à une carence en insuline consécutive à une 

destruction plus au moins massive des cellules F3  sécrétrices d'insuline, d'autres 

symptômes caractéristiques de l'installation du diabète sont apparait: glucosuric, 

polydipsie, polyphagie et une polyurie, cette dernière est due à une hyperfiltration 

glomérulaire. Ces observations sont en accord avec celles de Domingo en 2005 (60 mg/kg 

p.c. de STZ en intraveineuse) et Bagri et al. (2008) (60 mg/kg p.c. en intrapéritonéalc) chez 

les rats Wistar. 

D'autres perturbations de nature métabolique, apparaissent également suite à 

l'injection de la STZ aux animaux de notre expérimentation tels que l'augmentation du 

taux de cholestérol total et des triglycérides plasmatiques, résultat obtenu aussi par Bagri e! 

al. (2008) après induction du diabète expérimental chez le rat Wistar (STZ à 60mg/kg p.c. 

en IF). 

Basdevant (1994), a noté que l'anomalie la plus nette caractéristique du diabète de type 2 

est une augmentation du taux de triglycérides liée à une augmentation de VLDL et une 

diminution du taux d'HDL-Cholesterol. De même, il a noté que la concentration de 

cholestérol total et de LDL-Cholestérol ne sont pas augmentés. 

Chez nos rats, le poids corporel est également touché, il chute d'environ 11%, 48h 

après l'injection de la STZ, il se traduit par une fonte musculaire résultant d'un défaut de 

l'utilisation de glucose comme substrat énergétique, conséquence de l'état diabétique et la 

carence en insuline. Cette chute de poids se stabilise ensuite jusqu'à la fin de 

l'expérimentation. 

Ces observations sont également notées par Shirwaikar et al. (2006) où la diminution du 

poids corporel est de 17.6% deux semaines après injection de 60 mg/kg p.c. de STZ. De 

même une diminution de 22% a été observée par Mayor et Calle (1988), après deux 

semaines de l'injection de 65 mg/kg p.c. de STZ chez le rat Wistar. 
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Effets antidiabétiques 

Nos tests biologiques réalisés in vivo à court et à long terme pour l'évaluation des 

propriétés antidiabétiques de l'épicarpe de Punica granatum, chez les rats normaux et 

rendus diabétiques par la STZ, montrent un effet antihyperglycémiant de l'extrait brut 

indépendamment de la voie d'administration. 

Chez les rats normaux, l'extrait hydrométhanolique administré par voie orale et IP 

à une dose de 400 mg/kg et 20 mg/kg p.c. respectivement, ne provoque aucun effet 

hypoglycémiant. Comparativement au glibenclamide (sulfamide hypoglycémiant). qui 

provoque une diminution très importante de la glycémie durant 3 h due à une stimulation 

de la sécrétion de l'insuline [Larger, 1997]. 

D'après ces résultats on suggère que l'extrait hydrométhanolique «agit pas au nieau 

pancréatique, ou bien, la capacité de stimuler la sécrétion d'insuline est très réduite par 

rapport à celle du glibenclamide. 

Chez les rats normaux soumis à une I-IGPO et après un suivi de 3 h, les témoins 

présentent un seuil maximal de l'hyperglycémie à 60 et 120 min. La glycémie revient 

ensuite à sa valeur initiale (3êmc heure), ce ci indique l'autorégulation de la glycémie 

contrôlée par l'insuline sécrétée suite à un stimulus exogène qui est le glucose. 

L'extrait brut de l'épicarpe de Punica granalum administré par voie orale à une 

dose de 400 mg/kg et par voie IP à une dose de 20 mg/kg p.c. empêche l'augmentation du 

pic d'hyperglycémie provoquée par la solution de glucose. Chez les rats témoins 

l'hyperglycémie atteint un taux d'augmentation de 48.6% à la 120ê`  min (1.36 g/l). A cc 

point et au cours de l'administration par voie orale de l'extrait étudié, la glycémie 

augmente de 35.77% (1.37 g/l), cet effet est encore plus marqué lorsque l'extrait est 

administré par voie IP où la glycémie n'est que légèrement augmentée (1.37%) après la 

surcharge en glucose avec une glycémie normale de 0.93 g/l. 

Les témoins positifs traités par le glibenclamide à 5 mg/kg p.c., présentent le pic 

d'hyperglycémie le plus faible. Il provoque une hypoglycémie à cause de leur effet 

stimulateur de la sécrétion d'insuline à la fin de l'expérimentation. Dans le cas du 

traitement par voie intrapéritonéale le glibenclamide diminue la glycémie significativement 

à la 3mc heure avec un pourcentage de 64.07%, la glycémie passe de 1. 18 g/l (t0 m j n) i 0.42 

g/l (ti20m in) (p<0.0001), tandis que par voie orale la diminution est uniquement de 48.84% 

(tom in 0.86 g/1 ; tI20mjfl 0.44 gIl) (p<0.001). 



Discussion 

A partir de ces résultats du test de tolérance orale au glucose, les molécules 

actives de l'extrait brut de Punica granatum agiraient sur la régulation de la glycémie selon 

deux voies possibles: 

V soit en stimulant la sécrétion d'insuline, 

'f' soit en augmentant l'utilisation périphérique de glucose (Stockage de glucose). 

Chez les rats diabétiques, le suivi à court terme, montre que l'extrait brut 

administré par voie IP provoque une faible diminution de l'hyperglycémie de l'ordre de 

18.63% à la 3ème  heure de l'expérience; alors que l'administration par voie orale ne 

provoque aucune diminution de l'hyperglycémie. Par ailleurs, le glibenclamide provoque 

une diminution de l'hyperglycémie de l'ordre de 18% à la 2ême  heure après son 

administration par voie IP, alors que par voie orale cette diminution (18%) est observée à 

la 3ême  heure de l'expérience. 

De ce fait, l'effet exercé par l'extrait brut et le glibenclamide sur la régulation de 

l'hyperglycémie chez les rats diabétiques est plus au moins important par voie IP que par 

voie orale. Ce ci est expliqué par leur absorption rapide à travers le péritoine, ce qui laisse 

à suggérer qu'il y a probablement une faible stimulation de la sécrétion d'insuline 

insuffisante pour rétablir la glycémie à sa valeur normale. 

Le suivi à long terme des rats diabétiques traités quotidiennement durant 15 jours 

par l'extrait brut par voie orale et IP montre que cet extrait provoque une diminution 

régulière de l'hyperglycémie durant les deux semaines du traitement. Au cours de la 2ème 

semaine, le traitement par voie IP provoque une diminution significative (46.6%) plus 

importante que celle provoquée par voie orale (32.92%). 

De même, le glibenclamide (5 m&/kg p.c.) se révèle plus efficace par voie IP que par voie 

orale notamment à la 2ème  semaine. 

Ces résultats nous ont permis de suggérer que l'extrait brut stimule la sécrétion d'insuline 

et/ou favorise la captation de glucose au niveau périphérique. 

Encore bien étudié que la STZ augmente la production hépatique de glucose [Fisher et 

Kahn, 2003]. Il est donc probable que les constituants actifs de l'extrait étudié agissent en 

inhibant la lyse des réserves glucidiques et/ou inhibant la synthèse du glucose. 
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L'effet antihyperglycémiant de Punica granatum a fait l'objet de plusieurs 

études: 

- 	 Khalil (2004), à démontré que le traitement quotidien durant 4 semaines par voie 

orale par un extrait aqueux de l'épicarpe de Punica granatum à une dose de 430 mg/kg P.C. 

-  provoque une diminution de la glycémie chez les rats normaux ainsi que chez les rats 

rendus diabétiques par l'alloxane comparés aux témoins. Cette diminution due à une 

augmentation du taux d'insuline. Ainsi l'étude histologique du pancréas chez les rats 

diabétiques montre une régénération des cellules pancréatiques endommagées par 

l'alloxane. 

Nogueira et Pereira (1986), montrent que l'épicarpe de Punica granatum en 

infusion provoque un effet antihyperglycémiant chez les rats d'expérimentation par 

inhibition de l'absorption intestinale de glucose. 

- 	 Parmar et Kar (2007), ont montré que l'extrait préparé à partir de l'épicarpe de 

Punica granatum administré par voie orale à une dose de 200 mg/kg p.c. provoque une 

diminution de la glycémie et une augmentation du taux d'insuline plasmatique chez les rats 

ayant une athérosclérose. 

- 	 Par ailleurs, Jafri et al. (2000), ont montré que l'extrait hydroalcoolique des fleurs 

de Punica granatum administré par voie orale à différentes doses (300, 400 et 500 mg/kg 

p.c.) diminue le pic de l'hyperglycémie provoquée par voie orale (glucose 2g/kg p.c.) 

jusqu'à la 90ème  min de l'expérience par rapport aux témoins. 

- 	 En outre chez les rats normaux, ces mêmes doses provoquent un effet hypoglycémiant à la 

2ème heure de l'expérimentation. 

- 	 Chez les rats rendus diabétiques par l'alloxane, ces différentes doses diminuent 

significativement l'hyperglycémie après 1 h et persiste jusqu'à la 2eme  heure de 

l'expérience. 

- 	 Li et al. (2005), ont montré que l'extrait méthanolique des fleurs de Punica 

granatum administré par voie orale à différentes doses (250, 500 et 1000 mg/kg p.c.) 

provoque une diminution de l'hyperglycémie provoquée par voie orale (saccharose 1 g/kg 

p.c.) avec un taux de 13.9%, 19.7% et 20.6% respectivement chez les souris normales. Ces 

résultats sont expliqués par le ralentissement de l'absorption intestinale de glucose. 

II 



- 	 Discussion 

Le même extrait administré par voie orale à une dose de 500 mg/kg p.c. Chez les rats 

génétiquement diabétiques (Zucker) provoque une diminution de l'hyperglycémie de 

l'ordre de 43.1% après deux semaines du traitement quotidien. 

L'effet antidiabétique des fleurs de Punica granatum a été aussi démontré par 

Huang et al. (2005a), cette action a été prouvée par l'administration quotidienne de 500 

mg/kg p.c. d'extrait alcoolique pendant 6 semaines chez un model de rat génétiquement 

diabétique (Rats Zucker obèses) par l'activation du récepteur PPAR-7 au niveau nucléaire. 

Ce dernier joue un rôle important dans la sensibilisation des récepteurs de l'insuline en 

conséquence une correction du désordre glucidique par diminution de l'hyperglycémie. 

Le test de tolérance orale au glucose réalisé après 5 semaines du traitement par l'extrait 

alcoolique des fleurs de Punica granatum (500 mg/kg p.c.) montre une diminution de 

l'hyperglycémie 30 min et 180 min après une surcharge en glucose (2 g/kg p.c.). 

En 2007, Katz et al., montrent aussi que l'effet antidiabétique de l'extrait des 

fleurs et de jus de fruits de Punica granatum est expliqué par l'activation du récepteur 

PPART. 

D'après Bagri et al. (2008), l'extrait aqueux des fleurs de Punica granatum 

administré aux rats diabétiques à des doses différentes (250 et 500 mg/kg p.c.) par voie 

orale, diminue l'hyperglycémie significativement par rapport à son taux initial. Après trois 

semaines de traitement la glycémie diminue de 3.08 g/l à 1.12 g/l pour la première dose et 

de 3.32 g/1 à 0.84 g/l pour la deuxième dose. 

L'activité hypoglycémiante des graines de Punica granalum a été démontrée par 

Das et al. (2001) après administration de différentes doses d'extrait méthanolique (150, 

300 et 600 mg/kg p.c.) par voie orale chez les rats rendus diabétiques par la 

streptozotocine. Ces doses provoquent une diminution significative de l'hyperglycémie 

avec un taux de 40%, 47% et 52% respectivement après 12 h. 
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Parallèlement à l'étude de l'influence de l'extrait brut « hydroalcoolique » de Punica 

granatum sur la régulation de la glycémie, nous nous sommes intéressés à certains aspects 

du métabolisme lipidique essentiellement la cholestérolémie et la triglycéridémie chez les 

rats normaux et diabétiques traités à long terme. 

Les résultats obtenus dans notre étude, montrent que chez les rats normaux, le 

traitement par voie orale à une dose de 400 mg/kg p.c. de l'extrait étudié diminue le taux 

des triglycérides plasmatiques, par contre le taux de cholestérol est augmenté. Le 

traitement par voie intrapéritonéale (20 mg/kg p.c.), provoque l'augmentation du taux 

plasmatique des deux paramètres analysés. 

Chez les rats diabétiques traités par l'extrait, un effet hypolipidémiant est observé 

durant l'expérimentation. 

L'extrait brut de l'épicarpe de Punica granatum administré par voie orale à une dose de 

400 mg/kg p.c. corrige les perturbations lipidiques chez les rats diabétiques (diminution de 

l'hypertriglycéridémie et l'hypercholestréolémie). 

Par voie intrapéritonéale, l'extrait brut arrive à diminuer le taux des triglycérides 

plasmatiques d'une part, d'autre part, il empêche l'augmentation du taux de cholestérol 

total par rapport aux témoins traités par l'eau physiologique. 

Le glibenclamide par voie orale corrige les perturbations lipidiques pour les deux 

paramètres d'une part, d'autre. part par voie intrapéritonéale, l'augmentation de la 

triglycéridémie et de la cholestérolémie notée chez les rats diabétiques atteint des valeurs 

relativement inférieures à celles des rats témoins. 

A partir de ces résultats, on suggère que les corrections du désordre lipidique 

chez les rats diabétiques induit par la STZ, sont probablement dues à une stimulation de la 

sécrétion d'insuline, hormone qui stimule la lipogenèse et inhibe la lipolyse [Baudin, 2001]. 
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L'effet hypolipidémiant de Punica granatum est confirmé par les travaux de: 

Parmar et Kar (2007), qui montrent que l'extrait préparé à partir de l'épicarpe de 

Punica granatum administré par voie orale à une dose de 200 mg/kg p.c. provoque une 

diminution du taux des triglycérides plasmatiques chez les rats ayant une athérosclérose. 

Huang et al. (2005e) ont montré que l'administration de 500 mg/kg p.c. d'extrait 

alcoolique des fleurs de Punica granatum à long terme (6 semaines) provoque une 

réduction du taux des triglycérides plasmatiques associée à une diminution du cholestérol 

total chez les rats génétiquement diabétiques (Rats Zucker obèses). 

De même, Bagri et al. (2008), montrent que les doses de 250 mg/kg et 500 mg/kg 

p.c. d'un extrait aqueux des fleurs de Punica granatum, administrées par voie orale 

diminuent significativement le taux des triglycérides plasmatiques et du cholestérol total 

chez les rats rendus diabétiques par la STZ après trois semaines de traitement par rapport 

aux témoins. 

La consommation de jus de fruits de Punica granatum par les patients diabétiques 

de type 2 ayant une hyperlipidémie (Cholestérol total et triglycérides sérique ~: 2g/1) 

provoque une diminution du taux de cholestérol total, par contre le taux des triglycérides 

ne subit aucun changement. Ces effets ont été démontrés par les travaux d'Esniailliadch et 

al. (2006). 

De Nigris et al. (2005) ont montré que l'administration orale de jus de grenade à 

des souris hypercholestérolémiques à différents stades de l'athérosclérose a réduit de 

manière significative la progression de la maladie. 
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Une autre approche thérapeutique du diabète sucré est de diminuer 

l'hyperglycémie post-prandiale. Cette diminution est expliquée par le ralentissement de 

l'absorption intestinale de glucose par l'inhibition de certaines enzymes responsables de 

l'hydrolyse des di et poly-saccharides comme l'a-glucosidase et l'a-amylase au niveau du 

tube digestif [Rhabasa et Chiasson, 2004]. 

L'agent antidiabétique oral connu pour cette action est I'acarbose, qui est un 

tétrasaccharide d'origine bactérienne dont l'homologie structurale avec les di et les 

tétrasaccharides alimentaires explique la liaison aux a-glucosidases de la bordure en brosse 

des enthérocytes [Bailey, 2003]; [Larger, 1997]. Leur efficacité tient à la forte affinité de 

cette liaison, il s'agit d'une liaison rapidement réversible et compétitive avec le site actif de 

-  l'enzyme [Larger, 1997]; [Inzucchi, 2002], de ce fait, l'absorption de glucose après un repas 

est ainsi retardée dans le temps [Reuser et Wisselaar, 1994]. 

L'autre enzyme entre dans cette approche thérapeutique, est l'a-amylase qui 

hydrolyse les liaisons et-1-4 glucosidiques de l'amidon, du glycogène et différents poly et 

oligosaccharides [Tranier et al., 20041. 

Dans cette étude, les tests biologiques réalisés in vitro sur l'a-amylase 

d'Aspergillus oryzae montrent que l'extrait hydroalcoolique de l'épicarpe de Punica 

granatum exerce une inhibition non compétitive mixte vis-à-vis de cette enzyme avec une 

1050 de 3.65 g/1 et une constante d'inhibition de 1.25 g/l. 

D'après ces résultats, on suggère que l'extrait brut de l'épicarpe de Punica 

granatum agirait au niveau digestif par l'inhibition de l'ct-amylase par conséquence le 

ralentissement de l'absorption de glucose au niveau intestinal ce qui réduit 

l'hyperglycémie post-prandiale [Nogueira et Pereira, 1986]. 

Cette activité inhibitrice a été aussi démontrée par Prashanth et al. (2001b), qui 

ont montré que l'extrait éthanolique de l'épicarpe de Punica granatum à une concentration 

de 1 mg/ml dans le milieu réactionnel exerce un effet inhibiteur vis-à-vis de l'a-amylase 

avec un pourcentage d'inhibition de 68.2% dans une étude qui s'intéresse aux plantes 

antidiabétiques. 
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De même, Kashket et al. (1988), montrent que l'activité a-amylasique est inhibée 

à 50% par les tanins du thé. Ainsi que Kandra et al. (2004), ont trouvé qu'un acide 

tannique de commerce exerce une activité inhibitrice non compétitive mixte vis-à-vis de 

l'a-amylase humaine d'origine salivaire. 

Vu que l'extrait hydroalcooliqe de Punica granarum est très riche en tanins 

d'après l'analyse phytochimique réalisée dans cette étude, nous pouvons suggérer que ces 

composés interviennent avec un grand pourcentage dans le phénomène d'inhibition de 

cette enzyme, n'empêche pas que les autres constituants interviennent aussi. 

L'activité inhibitrice vis-à-vis de l'a-glucosidase de l'extrait méthanolique des 

fleurs de Punica granatum a été démontrée par Li et al. (2005) avec une 1050 de 1.8 .ig/ml 

dans le but de confirmer son effet sur l'absorption intestinale de glucose. 

Toujours dans le but de diminuer l'hyperglycémie post-prandiale, Teixeira et al. 

(2007) ont évalué le potentiel hypoglycémiant de certaines plantes marines Spataglossum 

schroederi et Caulerpa racemosa. L'extrait acétonique de ces deux plantes exerce une 

activité inhibitrice sur l'a-amylase dont l'1050 égale à 0.58 et 0.09 mg/ml respectivement. 

Bhandari et al. (2008), ont montré que l'extrait hydroalcoolique de l3ergenia 

ciliata exerce un effet inhibiteur sur l'a-glucosidase et l'a-amylase avec un pourcentage 

d'inhibition de 30.2% et 93.5% respectivement. 

Loizzo et al. (2008), ont étudié l'activité inhibitrice de l'extrait méthanolique de 

Marrubium radiatum sur l'a-amylase et l'a-glucosidase afin de confirmer son effet sur 

l'hyperglycémie post-prandiale. Ils ont trouvé une 1050 de 61.1 et 91.2 .tg/ml vis-à-vis de 

la première et la deuxième enzyme respectivement. 

L'acarbose utilisé dans cette étude comme témoin positif exerce une activité 

inhibitrice non compétitive avec une constante d'inhibition de 1.5 9/1 et une 10 50  de 0.89 

g!!. Cette dernière est inférieure à celle de l'extrait brut (3 .65g/l), ce qui explique la pureté 

de l'acarbose donc la puissante activité inhibitrice vis-à-vis de l'a-amylase. 
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D'après Qian et al., (1994); Wong et Robertson (2003), l'acarbose est l'un des 

principaux inhibiteurs de l'a-amylase. 

- 	 Yoon et Robyt (2003),. ont montré que l'acarbose et deux autres analogues 

structuraux exercent un effet inhibiteur vis-à-vis de quatre types d'a-amylase à savoir l'a-

- 	 amylase humaine salivaire, l'a-amylase du pancréas porcine, l'a-amylase de Bacillus 

amyloliquefaciens et l'a-amylase d'Aspergillus oryzae. 

Les différents effets exercés par l'extrait hydrométhanolique de Punica granalum 

- 	 pour régulariser le désordre métabolique du diabète sucré (glucidique et lipidique) 

expliquent son usage en médecine traditionnelle dans le traitement de cette affection 

- 	 chronique à travers le monde. 



C()nclusloll 



- 	 Conclusion 

L'objectif de notre travail est l'évaluation de l'effet antidiabétique de l'épicarpe 

de Punica granatum, plante utilisée traditionnellement pour traiter le diabète sucré. 

A la lumière des résultats obtenus, l'extrait brut « hydroalcoolique » de l'épicarpe 

de Punica granatum administré par voie orale et intrapéritonéale à des doses de 400 mg/kg 

et 20 mg/kg p.c. respectivement chez les rats normaux soumis au test de tolérance orale au 

glucose (état d'hyperglycémie temporaire) et chez les rats diabétiques (état 

d'hyperglycémie permanante) est capable de diminuer l'hyperglycémie chez ces animaux. 

Cet effet semble s'accompagner d'un rétablissement de certains paramètres plasmatiques, 

triglycéridémie et cholestérolémie liés au désordre métabolique provoqué par le diabète. 

Par ailleurs, les symptômes associés au diabète (notamment la polyurie), semblent 

être atténués chez les rats diabétiques traités quotidiennement à long terme. 

D'autre part, cet extrait exerce un effet inhibiteur vis-à-vis de l'a-amylase avec un 

mécanisme non compétitif mixte et une 1050 de 3.65 g/l. 

A partir de ces résultats, plusieurs hypothèses expliquant le mode d'action de cet 

extrait peuvent être proposées: 

. Une stimulation de la sécrétion d'insuline (effet direct sur le pancréas); 

Une sensibilisation des tissus cibles à l'action de l'insuline (muscle, foie, 

adipocytes), en augmentant l'utilisation périphérique de glucose; 

. Un ralentissement de la l'absorption intestinale de glucose. 
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Conclusion 

Ce travail contribue à élucider certains aspects de l'effet antidiabétique de 

l'épicarpe de fruit du grenadier (Punica granatum). Toutefois, il serait souhaitable 

d'approfondir notre étude en s'intéressant notamment à: 

èj~. La recherche, l'identification et la caractérisation de composé (s) présent (s) dans 

l'extrait hydrométhanolique responsables de son efficacité antidiabétique; 

L'élucidation de son mécanisme d'action au niveau de certaines cibles: 

Sur le pancréas endocrine in vitro afin d'évaluer l'effet insulino sécrétoire; 

Sur les cellules cibles à l'action de l'insuline (cellules musculaires, hépatiques, 

adipocytaires), afin de vérifier la captation périphérique de glucose; 

. Recherche d'éventuel effet toxique sur quelques organes internes (foie, reins, 

pancréas). 

s Ainsi qu'une étude de l'action inhibitrice vis-à-vis de l'a-glucosidase dont le but 

de confirmer l'effet sur l'absorption intestinale des glucides. 

Introduire dans l'analyse certains paramètres sanguins indispensable tel que: 

l'Insuline, le glucagon, les lipoprotéines..., afin de mieux cerner les effets métaboliques des 

- 	 substances administrées aux animaux d'expérience. 

Par ailleurs, il serait intéressant d'examiner l'impact du diabète expérimental et de 

son traitement sur l'intégrité et l'activité de certains organes clés (foie, pancréas, reins) 

notamment la régénération des cellules f3 du pancréas endocrine. 
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Annexes 

Annexe I: Les plantes antidiabétiques utilisées dans la région de Tlemcen [Benmehdi, 2000] 

Nom scientifique Famille Nom vernaculaire 

Trigonellafoenum graecum L. Fabiacées Halba 

Citrullus colocynthis L. Cucurbitacées Hantai 

Saccocalyx satureioïdes Labiées Zaâtar 

Berbersis vulgaris Berberidacées Ghriss 

Aloe vera Liliacées Merr ou sber 

Narum oleander L. Apoycnacées Defla 

Ammoïdes verticilata Ombellifères Nûnkha 

Globularia alypum L. Globulariacées Ain larneb 

Juniperus phoenicea Cupressacées Arâar 

Ajuva iva L. Labiées Chendgoura 

Artemisia herba alba ass. Composées Schih 

Inula viscosa L. Composées Magraman 

Marrubium vulgare Labiées Marriwa 

Mentha pulegium L. Labiées Filou 

Ammi visgana Lam. Apiacées Bachnikha 

Olea europaea L. Oéacées Zeb oudj, Zitoun 

Murtus communis L. Myrtacées Rai1ane 

Zizyphus lotus L. Rhamnacées Aroug essedra 

Prunus amygdalus var.. arnara Rosacées Louz el mor 

Ruta chalepensis Rutacées Fidje! 

Peganum harmala Zygophylacées Harmal 

Zygophylum album L. Zygophylacées Aggaya 

Papayer rhoeas Papaveracées Ben naâman 

Mentha rotundfolia Labiacées Domrane 

Lawsonia inermis Lythracées Henna 

Lavandula staechas Labiées HeIhai 

Ferula assafoetida Ombéllifères Hentite 

Arbutus unedo Ericacées Lendj 

Rhamus alatemus Rhamnacées Meules 

Erythrina indica Gentianacées Meraret el hanech 

Juglans regia Juglandacées Ourag el djouz 

Laurus nobilis Lauracées Rend 

Punica granatum Punicacées Romman 

Nigella sativa Ranunculacées Sanoudj 

Anacyclus pyrethrum Composées Tigantas 

Cuminum cyminum Ombellifères Kemmoun 

Athophytum scoparium Chenopodiacées Nedjem 

Stipa tenacissima L. Graminées E! halfa 
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Juniperus oxycedrus L. Cupressacées Ourag ettaga 

Pinus halepensis Mill. Pinacées Essnouber 

Pistacia lentiscus. Anacardiacées darw 

Bryonia dioïca Cucurbitacées Brestoum 

Anvillea radiata Composées En goud 

Prunus duliis Rosacées Ourag el khoukh 

Capsicumfrutescens Solanacées FeIfaI el har 

Artemisia arborescens Composées Chhiba 

Stureja calamintha Rabiées Nabta 

Rubusfruticosus Rosacées Ourag el âligue 

Chamaerops humilis Palamcées Aroug el doum 

Calycotome spinosa Papilionacées Aroug e! gendoul 

Musa paradisiaca Musacées Ourag cl banan 

Eucalyptus globulus Murtacées Kalitouss 

Ficus carica Moracées Ourag el tin el aswad 

Allium cepa Liliacées Ourag Bassia 

Cynara scolymus Composées Ourag e! Khorchaf 

Zea mays Graminées Châr eddora 

Urtica urens Urticacées Harrigue 

Corinandrum sativum Ombilifères E! kosbar 

Carya pecan Juglandacées Gorgaâ e! djebal 

Quercus ilex Fagacées Aroug edbagh 

Pinus halepensis Pinacées Taïda 

Ampelodesma mauritanicum Graminées Aroug eddiss 

Lippia citriodora Verbenacées Louiza 

Opuntiaficus indica Coctacées Ourag e! hendia 

Cydonia oblonga Rosacées Sfargel 

Mentha aquatica Labiées El hbaq 

Allium sativum Liliacées Ettoum 

Scolymus grandflows Composées Aroug e! gamma 

Cutis australis Ulmacées Ourag ettoghzaz 

Miccropus bombicinus Composées Bousoufa 

Zizyphus spina christi Rhamnacées Aroug essfizef 

Rosmarinus officinalis L. Labiées Yazir 
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Annexe II: Réactifs et réactions de caractérisation des tests phytochimiques 

Réactif de Wagner: Dans 75 ml d'eau distillée dissoudre 29 de KI et 1.27g de 12, le 

volume obtenu est ajusté à lOOmi avec l'eau distillée. 

. Réactif de Mayer: Dissoudre 1.358 g d'HgC12  dans 60m1 d'eau distillée puis 5g de KI 

dans lOmi d'eau distillée. Mélanger les deux solutions et ajuster le volume total à 100 ml. 

. Réaction de Libennann Burchardt: Mélanger 5 ml de la solution à tester avec 5 ml 

d'Anhydride acétique et quelques gouttes d'acide sulfurique concentrée. Agiter et laisser la 

solution reposer 30 min à 21°C. Les stéroïdes donnent avec cette réaction une coloration 

violacée fugace virant au vert. 

. Réaction de Borntrger: En milieu alcalin aqueux (NH 40H), les anthracénosides et 

emodols donnent à la solution une teinte vive variant, selon la structure et les substi tuants de 

la quinone, de l'orangé rouge au violet pourpre plus au moins violacé. 

. Réactif d'amidon: Dissoudre 1.2 g d'iode dans 50 ml d'eau distillée contenant 2.5g 

d'iodure de potassium. chauffer, dans un bain mari 5m1 de la solution à tester avec lOmi 

d'une solution de NaC1 saturée jusqu'à ébullition. L'apparition d'une couleur bleue violacée 

révèle la présence d'amidon. 
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Résumé 
Ce 	travail 	porte 	sur 	la 	recherche 	des 	propriétés l'extrait 	brut 	provoque 	une 	faible 	diminution 	de 

antidiabétiques 	de 	l'extrait 	brut 	« hydroalcoolique » 	de l'hyperglycémie, tandis que par voie orale (400mg/kg p.c.) 
l'épicarpe de Punica granatum «Grenadier », plante utilisée aucune diminution n'a été observée. De même, Chez les rats 
traditionnellement dans le traitement du diabète sucré à travers diabétiques, l'administration quotidienne de l'extrait se traduit 
le monde. par une diminution de l'ordre de 56% et 46.7% par voie orale 

Cet extrait a été expérimenté d'une part sur des rats et intrapéritonéale respectivement durant la première semaine, 
normaux et rendus diabétiques par la STZ. (50mg/kg p.c.) alors que la diminution a été plus importante durant la 
après la détermination de ses doses létales par voie orale et deuxième semaine par voie intrapéritonéale. 
intrapéritonéale in vivo, d'autre part sur l'activité de l'a- De ce fait l'extrait brut de Punica granatum possède une 
amylase in vitro, activité antihyperglycémiante. 

La toxicité de cet extrait chez le rat Wistar révèle une Sur le métabolisme lipidique, l'extrait brut provoque un 
DL50  de 4000mg/kg p.c. par voie orale, et de 200mg/kg p.c. effet 	hypolipidémiant 	pour 	les 	deux 	paramètres 	étudiés 
par voie IP. (Cholestérol et Triglycérides) chez les rats diabétiques après 

L'influence de l'extrait brut « hydroalcoolique » sur le un suivi de deux semaines. 
taux de glucose sanguin chez les rats normaux et diabétiques Les tests réalisés in vitro sur l'activité de l'a-amylase 
nous a permis d'obtenir des résultats qui montrent que chez les montrent un effet inhibiteur exercé par l'extrait brut de Punica 
rats normo glycémiques aucun effet hypoglycémiant n'a été granatum avec une 1050  de 3.65g/1. et un Ki de 1 .25g/1. 
observé à court et à long terme, par contre le test de tolérance Mots clés 	Punica granatum, diabète sucré, streptozotocine, 
orale au glucose chez les rats normaux révèle que l'extrait plantes 	médicinales, 	Toxicité, 	c<-amylase, 	acide 
empêche l'augmentation du pic d'hyperglycémie provoquée dinitrosalicylique, 	maltose, 	inhibition, hyperglycémie post- 
par voie orale (glucose 2.5g/kg p.c.). prandiale. 
Le suivi à court ternie des rats diabétiques montre que 
l'administration par voie intrapéritonéale de 20mg/kg p.c. de 

Abstract 
This study was designed to evaluate the antidiabétic remained up 3 h after administration of the test drug extract 

effect of hydroalcoolic extract from Punica granatum peels in but flot in oral administration. 
normal and streptozotocin-induced diabetic rats and its potent After 2-weeks 	of daily 	treatment 	in 	streptozotocin- 
c<-amylase inhibitory. induced diabetic rats, plasma glucose levels were increased 

The toxicity evaluation 	of hydroalcoolic 	extract of after oral and intraperitoneal administration of hydroalcoolic 
Punica granatum was determined in oral and intraperitoneal extract from Punica granatum peels by 32.92% and 46.60/c 

administration in rats. The oral LD50  of the extract was found respectively. 
to be greater than 4g/kg b.w. The intraperitoneal LD 50  was However, 	this 	extract 	showed 	hypolipidemic 	efl'eci 
determined as 200mg/kg b.w. (Cholesterol, triglycerides) in streptozotocin-induced diabetic 

Antidiabetic effet of this extract was investigated after rats. 
oral and intraperitoneal administration at dose of 400mg/kg Finaily, the crude hydroalcoolic extract of Punica 
b.w. and 20mg/kg b.w. respectively. granatum peels showed 	strong inhibitory activity 	for cc- 

In normal fasted rats, aIl doses of the test drug extract amylase activity with an 	lC50  value at 3.65g/1 and Ki ai 
showed no hypoglycaemic effect (short and long time), but 1.25g/1. 
were found to be depressing the peak value of blood glucose Key 	words: 	Punica 	granatum, 	diabetes 	mellitus, 
afier oral glucose tolerance (glucose 2.5gfkg b.w.). streptozotocin, 	medicinal 	plants, 	toxicity, 	a-amylase, 

In streptozotocin-induced diabetic rats, intraperitoneal dinitrosalicylic 	acid, 	maltose, 	inhibition, 	post-prandial 
administration of 20mg/kg b.w. of the extract led to lowering hyperglycaemia. 
effect in blood glucose level. The fall was seen at 1h and 


