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Résumé

Résumé

L'objectif de cette étude est I’évaluation le possible effet hypoglycémique, hypolipidémique et
antioxydant de I'extrait aqueux de racines de Phragmites australis pendant 21 jours chez des rats
rendus diabétiques par alloxane (120mg/kg). L'étude expérimentale est menée au laboratoire sur
24 rats male de la souche Wistar répartis en trois lots de quatre rats chacun dont le premier lot
sert de témoin, le second est un lot des rats diabétiques et le troisieme est un lot des rats
diabétique traité par phragmites australis (200 mg/kg p.c). Les rats sont rendus diabétiques par
I’injection intra péritonéale de 120 mg/kg d'alloxane (dose unique). Le poids corporel est
mesuré régulierement. Aprés 21 jours de traitement, les rats sont sacrifiés et quelques
parameétres sont déterminés. A partir de I’analyse des résultats on observe que la plante de
phragmites australis ne présente aucun toxicité sur les rats étudies. De plus I'analyse des résultats
montre clairement que le diabéte induit chez les rats a provoqué un déficit pondéral, une
augmentation de la concentration sérique du glucose, triglycérides, de I'urée. Cependant pas
de variation significative de la concentration sérique des protéines totales et du cholestérol.
De plus, I’activité des transaminases (TGO, TGP) et phosphatase alcaline sont augmentées et
de l'alpha amylase est diminuée. En outre, le diabéte a augmenté le stress oxydatif qui traduit
par une augmentation de la teneur tissulaire de malondialdéhyde (MDA), une diminution du
taux du glutathion réduit (GSH) et une diminution de l'activité de GPX pancréatique et
activité de SOD hepatique et rénale. Aussi, les résultats ont montré clairement des altérations
structurales de pancréas avec nécrose et dégénérescences tissulaire. Le traitement par
phragmites australis a presque normaliser les parametres biochimiques en réduisant la
glycémie (15%), triglycérides (36.76%) et LDL (18.96%), avec une amélioration de I'état de
stress et protection du tissu pancréatique contre les attaques radicalaires. En conclusion, la

présente étude suggére que le Phragmites australis a un effet bénéfique contre le développement du

diabéte et ces complications.

Mots clés : Diabéte, Phragmites, hypoglycémiant, antioxydant, pancréas.
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Introduction

Introduction

Le diabéte c’est un groupe hétérogéne de maladies métaboliques apparait lorsque le
pancréas ne produit pas assez d’insuline ou que I'organisme ne peut utiliser de manicre
efficace I’insuline ou de ces deux anomalies associées (OMS; Organisation mondiale de la
santé, 2002a). Dans le monde, le diabéte touche 284 millions de personnes en 2010, soit 6,6
% de la population mondiale selon les données de la fédération international du diabéte
(Thierry et Harry, 2010). C’est un probléme de santé publique aussi bien dans le monde qu’en
Algérie, en 2010, la féderation internationale du diabéte (FID) a enregistré un million 632
milles diabétiques en Algérie. Ce chiffre peut atteindre jusqu’ a 2 millions 850 milles en
2030, avec une augmentation de 61milles nouveaux cas recensés par an (Whiting, 2011). 1l
reste une maladie dévastatrice, avec un codt énorme en termes de souffrance humaine et les
dépenses de soins de santé.

L’impact de diabete sur les systtmes de santé est tres lourd a travers les pertes
humaines, aux colts liés aux traitements, a la prise en charge et aux complications. Les
complications chroniques associées au diabéte sont le plus souvent vasculaires, elles sont
catégorisées en deux sortes : macrovasculaires et microvasculaires. Les maladies artéro-
coronariennes ou lathérosclérose, les maladies cérébrovasculaires et vasculaires
périphériques représentent des exemples des complications macrovasculaires, alors que les
complications microvasculaires regroupent la néphropathie, la rétinopathie et la neuropathie

autonome et périphérique. (Jenkins et al., 2007)

Ces complications sont longtemps supposées liées a 1’¢lévation chronique du glucose
qui induit un stress oxydant par plusieurs mécanismes, I'équilibre glycémique joue donc un
role tres important dans la balance prooxydant/antioxydant (Bonnefont et al., 2000). Le stress
oxydant peut étre partiellement réduit par les antioxydants, ainsi plusieurs métabolites
secondaires isolés de plante sont montrés une activité antioxydant et une capacité de prévenir
les effets toxigques du stress oxydant au cours du diabéete.

Devant ’augmentation considérable du nombre de diabétiques et les effets secondaires
des médicaments antidiabétiques, de nombreux chercheurs ont évalué Iaction
pharmacologique des plantes traditionnelles et donc leur intérét en médecine traditionnelle.
(Bouldjadj, 2009) Dans certaines sociétés traditionnelles non industrialisées (Chine,

certains pays africains et latino-américains...), la prise en charge médicamenteuse de
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pathologies chroniques  (tel le diabéte) est en grande partie assurée par 1’utilisation de

plantes médicinales. (Singal et al., 1988)

Ces derniéres ont la capacité de produire des meétabolites secondaires qui représentent
une source importante de molécules utilisable par I’homme en particulier dans le
domaine pharmacologique. (Maroufet Joél, 2007) C’est pourquoi, nous sommes intéressés a
étudier le Phragmites australis ou le roseau commun appelé communément Gueseb, c’est
une mauvaise herbe que l'on retrouve principalement dans les milieux humides non boisés
tels qu’en bordure d’un ruisseau (Chehma, 2006), elle est peu utilisable dans le domaine de la
phytothérapie, ou elle est utilisée comme un traitement traditionnel chez certain nombre de
personnes diabétiques dans la région de Touggourt. L’originalité de notre travail c’est que la
premicre étude pour cette plante au sens de la phytothérapie, qui elle n’a été jamais étudiée en

Algeérie de raison pour laquelle nous avons fixé notre objectif.

L’objectif de cette étude est évaluation l'effet de I’extrait aqueux de rhizomes de
Phragmites australis (200 mg/Kg de poids corporel) sur les rats rendus diabétiques par
I’alloxan. En utilisant des outils biochimiques, des marqueurs de stress oxydatif et analyse

histologique du pancréas.
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1. Définition du diabéte

Le diabéte est une maladie fréquente, connue depuis fort longtemps, trés répandue en
ce début de XXI°™ siécle. (Buysschaert et al., 1999), la prévalence mondiale, déclarée par
la fédération internationale du diabéte (FID), était de 8,5% et la prévalence nationale était
de7,4 %. Elle peut augmenter a plus 9,3% en 2030. (Whiting, 2011)

Le diabéte sucré se définit aussi par une hyperglycémie chronique, soit une glycémie a
jeun supérieure a 1,269/l (7mmol/l) ou une glycémie supérieure a 2g /I (11,1 mmol/l) a
n’importe quel moment (Sachon et al, 2004), résultant de défauts de I'insuline la sécrétion,

I'action de I'insuline ou les deux. (Ozougwu et al, 2013)
2. Types du diabéte
2.1. Diabéte de type 1 (DID)

Il représente 10% environ de tous les cas de diabete et se déclare généralement a
I’enfance (OMS, 2002a). Résulté par une destruction auto-immune des cellules insulino-
sécrétrices dites cellules P des ilots de Langerhans pancréatiques (Couzin-Frankel, 2011).
L’hyperglycémie apparait lorsqu’il ne reste plus que 10 a 20%des cellules béta
fonctionnelles. (Blicklé, 2004)

Les flots de Langerhans sont infiltrés par des cellules mononuclées (insulite). Dans ces
infiltrats sont retrouvés principalement des lymphocytes TCD8 dirigés contre des auto
antigénes de la cellule B, avec les quels coexistent des lymphocytes T CD4, des lymphocytes
B et des macrophages, le processus de destruction implique essentiellement I’immunité a
médiation cellulaire (de type Thl) et pourrait passer entre autres par des meécanismes
d’apoptose. (Bouhours , Coutant, 2005)

Alors la maladie souvent présente pendant I’enfance et I’adolescence, cependant il peut
se développer a un age plus avance de différents déterminants génétique et environnementaux.
(Mandrup-poulsen, 2003)

2.2. Diabéte de Type 2 (DNID)

Ce type de diabete débute généralement aprés I'age de 40 ans et représente 90%
de I'ensemble des cas mondiaux (Buysschaert et al., 1999 ; Raccah, 2004). Il résulte de
Iincapacite de l'organisme a réagir correctement a l'action de [l'insuline.

L’hyperglycémie est due a une diminution de la sensibilité tissulaire aux effets de ’insuline,
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ce qui se traduit par une insulinorésistance, et une altération de la sécrétion d’insuline en

réponse au glucose par les cellules B du pancréas. (Drouin P et al.,1999)
2.2.1. Mécanismes de I’insulinorésistance

L’insulinorésistance est caractérisée chez les sujets diabétiques de type2 et est
spécifique de I’état diabétique, elle définie comme un état de diminution de la réponse
cellulaire et donc tissulaire de ’hormone avec toutefois la présence d’une sécrétion normale
de I’insuline (Bouazzaoui ,2012) c'est-a-dire une diminution de I’action de I’insuline au
niveau des tissus cibles : les muscles, le foie et le tissu adipeux, se traduisant par des défauts
de captation du glucose au sein de ces tissus et un moindre frein de la production de glucose

par le foie en réponse a I’insuline. (Anne, 2012)
2.2.2. Mécanismes du déficit insulinosécrétoire

Le diabéte de type 2 s’accompagne d’un défaut quantitatif et qualitatif de la sécrétion
d’insuline évoluant vers une réduction progressive de cette sécrétion sous-tendue par des
phénoménes du pancréas. Plusieurs mécanismes ont été évoques pour d’apoptose des cellules
B expliquer les pertes de ces cellules et les niveaux élevés de cytokines et chimiokines
retrouvés au niveau des ilots des diabétiques de type 2 placent a nouveau I’inflammation au
cceur des processus pathogéniques (Anne, 2012), ce phénomene est précédé par 10 a 20 ans
d’hyperinsulinisme eu glycémique qui est la conséquence d’une insulinorésistance. (Virallya
et al., 2007)

3. Pancréas

Bien que les apports de glucose soient trés variables dans le temps, la glycémie

reste toujours constante ce qui est assurée par le pancréas. (Raccah, 2004)

Le pancréas est un organe complexe constitué d’un tissu endocrine (2%) et
majoritairement d’un tissu exocrine (98%) produisant les enzymes nécessaires a la digestion
(Daniel, 2014) et composé essentiellement de structures lobulaires appelées ‘acini’ mais aussi
de structures ramifiées constituant les canaux pancreatiques. Un pancréas humain sain peut
contenir jusqu’a un million d’ilots ayant chacun sa propre anatomie complexe, sa
vascularisation et son innervation .Un Tlot comprend de quelques a 5 000 cellules endocrines
appartenant principalement a cinq sous-types (Kargar C, Ktorza A ,2009) :
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> les cellules beta (~60% des cellules endocrines d’un ilothumain adulte) qui sécrétent
I’insuline (seule hormone hypoglycémiante de 1’organisme), I’acide gamma-amino-

butyrique (GABA) et les polypeptides amyloides (IAPP ou amyline) ;
> les cellules alpha (20-30%) qui secrétent le glucagon (hormone hyperglycémiante) ;
> les cellules delta (~10%) qui sécrétent la somatostatine ;
> les cellules PP (<5%) qui sécretent le polypeptide pancréatique ;

> les cellules epsilon (~1%) qui sécrétent la ghréline.

Art hépalique commune

Tronc ceeliaque
Art spiénique

Veine porte
Art hépatique propre

Cholédoque _

Art gastro-duodénale#

Arcades vasculaites ¢
duodéno-pancréatiques

Figure (01): Anatomie du Pancréas. (Bouhalouas et al, 2014)
4. Insuline
4.1. Définition

L'insuline est une hormone polypeptidique formée, aprés élimination du peptide C par
hydrolyses, de deux chaines de 21 et 30 acides aminés, reliées par deux ponts disulfures
synthétisée dans les glandulaires des Tlots de Langerhans ou cellules Béta de pancréas. (Allan,
2008)
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Figure (02): Structure de I’insuline. (Allan, 2008)
4.2. Sécrétion de I’insuline

En cas de l'augmentation de la glycémie, le glucose pénétre dans la cellule B d'llots de
Langerhans par I’intermédiaire d’un transporteur ( GLUT-2), le métabolisme du glucose dans
cette cellule est a I’origine d’une production accrue de protons (H') et ATP conduit donc a la
cascade d’événements aboutissant finalement a I’augmentation massive de la concentration
cytosolique de Ca®* de concert avec d’autres seconds messagers (AMPc), stimule la

libération d’insuline. (Ktorza , Magnan, 2005)
4.3. Mode d’action d’insuline

Les récepteurs insulinémiques sont des glycoprotéines membranaires de type «Tyrosine
Kinase» , I'insuline se fixe & la sous-unité a, la sous-unité B change alors de conformation, ce
qui active une tyrosine kinase qui phosphoryle l'unité et d'autres tyrosines intracellulaires.
La régulation du nombre de récepteurs est sous la dépendance de l'insulinémie. (Valdiguié,
2000)

Au niveau des cellules cibles, cette hormone facilite la pénétration du glucose dans les
cellules en augmentant la perméabilité de leur membrane via des récepteurs au glucose
exemple GLUT 4 Figure (03) ou des vesicules contenant les transporteurs fusionnent avec la
membrane (Wang et al., 1997). Elle stimule la glycogénogenése au niveau du foie et favoriser

I’utilisation du glucose par les tissus. (Weaber, 2007)
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Figure (03) : Mode d’action de I’insuline (Kahn, 1992).

5. Facteurs de risque:

- I’obésité, appréciée par 1I’index de masse corporelle (IMC) ou Body Mass Index (BMI). On
détermine le surpoids par un BMI > 25 kg/m2 et I’obésité par un BMI > 28. Le surpoids est
favorisé par une alimentation surcalorique, riche en graisses saturées et en alcool, il a été

associée a un risque plus élevé de présenter un diabéte. (Feskens et al, 1991)

- la résistance a l'insuline , chez les personnes présentant une répartition abdominale des
graisses ( androide). Car les cellules adipeuses viscérales produisent des quantites importantes
de cytokines pro inflammatoires qui perturbent I’action de I'insuline sur les cellules adipeuses
et musculaires. Ensuite, I'adiposité viscérale est liée a une accumulation de graisse dans le
foie. Le résultat est une libération excessive d'acides gras libres dans le sang en raison de la

lipolyse accrue, et une augmentation de la production de glucose par le foie. (Mélanie, 2011)

- prévalence augmente parallelement & des influences de I'environnement telles que le
vieillissement, l'origine ethnique, les antécédents familiaux de diabéte, faible poids de
naissance (Moneva, Dagogo, 2002) et la sédentarité dans les populations des pays
industrialisés en particulier, en raison d’une prédisposition génétique couplée a une

modification rapide du mode de vie. (Hamza, 2011)
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6. Complications organiques

La gravité du diabéte reste liée a ses complications (OMS, 2007), Les sujets
diabétiques, de type 1 et surtout de type 2 sont porteurs de plusieurs complication :

6.1. Macroangiopathiques :

Le terme de macro-angiopathie désigne 1’ensemble des Iésions des grosses et moyennes
arteres. Les complications macroangiopathiques constituent le plus important facteur de

mortalité des patients diabétiques. (Dekkar, 2012)
-Athérosclérose :

L’athérosclérose est une maladie cardiovasculaire inflammatoire chronique, est associée
a un dysfonctionnement endothéliale. L’activation de certaines voies métaboliques par
I’hyperglycémie (PKC, voies des polyols...etc.) augmente la production des ROS intervenant

dans le processus d’endommagement de I’endothélium vasculaire. (Beaudeux et al., 2005)
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ot circulation cérabrale
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coronarienne)
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(néphropathie)

- Systéme nerveux
périphéral
(neuropathie)

L=

Membres Inférieurs e g
(maladie vasculaire
périphérale)

Pled diabétique
-~ (ulcére et amputation)

Figure (04) : Organes cibles des complications du diabéte. (Aurelien, 2010)
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6.2. Microangiopathie

Trois tissus sont particulierement le siége de cette microangiopathie : la rétine, le
glomérule rénal et le nerf périphérique. (Dekkar, 2012)

-Rétinopathie diabétique

Elle représente les complications oculaires les plus séveéres du diabéte, comme pour les

autres complications, le stress oxydant joue un réle pertinent.

Elle est détectée chez les trois quarts des patients diabétiques (Pepa et al., 2005). Dans
les pays développés, la rétinopathie diabétique reste la premiére cause de cécité chez les sujets
de 20 a 60 ans. Au total, 2 % des diabétiques deviennent aveugles et 10 % deviennent mal

voyants. (Weekers, Kerzesinki, 2005)
-Néphropathie diabétique

Les données épidémiologiques de prévalence d'une albuminurie supérieure a 30 mg/24
heures est de 20 a 30% chez les diabétiques. Les déces en insuffisance rénale terminale
représentent 25 a 30% des diabétiques de type 1 et 5% des diabétiques de type 2. (Said et
al,.1998)

I’hyperglycémie joue un rdle dans le développement et la progression de la

néphropathie associée au diabéte par le biais du stress oxydant (Derubertis et al., 2005)
-Neuropathie diabétique

Les neuropathies sont la complication la plus fréquente et la plus précoce du diabéte.
Elles affectent essentiellement le systeme nerveux périphérique (somatique et végétatif), plus
rarement le systeme nerveux central (Emmanuel et al.,2000). L’un des mécanismes par
lesquels 1’hyperglycémie provoque la dégénérescence neuronal est le stress oxydatif élevé

accompagnant le diabéte sucré. (Rahimi et al., 2005)
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1. Définition de stress oxydatif

Dans les systemes biologiques, le stress oxydant est la conséquence d'un déséquilibre
entre la production des radicaux libres et la destruction par des systéemes de défenses anti-
oxydantes (Kirschvink et al., 2008), ce qui conduit a des degats cellulaires irréversibles par
les radicaux libres qui peuvent engendrer des dommages importants sur la structure et le
métabolisme cellulaire en dégradant de nombreuses cibles: protéines, lipides et acide

nucléigques. (Angelos et al., 2005)
2. Radicaux libres
2.1. Définition

Les radicaux libres sont une forme particuliere d'espéces chimiques (atomes ou
molécules) qui possédent un électron célibataire (ou non apparie) sur leur couche externe et
capable d’existence indépendante (Angelos et al., 2005)de part sa structure particuliere, il a

tendance a attirer les ¢électrons d’autres atomes et molécules pour gagner la stabilité. (Delattre

et al., 2005)
2.2. Sources des radicaux libres

Les radicaux libers sont produits par un grand nombre d’origine tant endogenes

qu’exogenes:
2.2.1. Sources endogénes

Sont essentiellement d’origine enzymatique et découle dans plusieurs mécanismes

possibles: (Barouki et Morel ,2001)

-NADPH oxydases au cours de I’inflammation et les cytochromes P450 au cours de la

détoxication des xénobiotiques.

-Ainsi, la mitochondrie, la membrane plasmique et le réticulum endoplasmique sont les siéges

principaux de libération des radicaux libres.
2.2.2. Sources exogenes

Les sources exogenes peuvent étre représentées par des facteurs environnementaux,
pollutions diverses, produits chimiques ainsi que des contaminations par des métaux lourds ou

certaines carences nutritionnelles. (Priyadarsini, 2005)
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2.3. Cibles et dommages biologiques des radicaux libres
2.3.1. Protéines

Les proteines sont des cibles pour les ROS en particulier certains acides aminés comme
la cystéine, la méthionine et la tyrosine (Tratner, 2003), causés, 1’apparition de groupements
carbonylés, des clivages de chaines peptidiques et des ponts bi-tyrosine intra- et inter-chaines.
La plupart des dommages sont irréparables et peuvent entrainer des modifications
fonctionnelles importantes (non- reconnaissance d’un récepteur par un ligand, perte d’activité
enzymatique). Certaines protéines oxydées sont peu dégradées et forment des agrégats qui

s’accumulent dans les cellules et dans le compartiment extracellulaire. (Haleng et al., 2007)
2.3.2. Lipides

Les membranes riches en acides gras polyinsaturés (AGPI) sont tres sensibles a
I'oxydation en raison de leur degré élevé d'insaturation, cette réaction appelée peroxydation
lipidique qui peut induire une modification de la fluidité, de la perméabilité et de I'excitabilité
des membranes. (Hong et al., 2004)

Elle fournit également une grande variété de produits qui peuvent réagir avec les
protéines et I'ADN, Parmi les produits formés lors de la peroxydation lipidique, 1’isoprostane,
le malonyldialdéhyde (MDA) et le 4-hydroxynonénal (4HNE) ont été étudiés comme
marqueur de la peroxydation lipidique. (Marnett, 1999)

Malondialdéhyde (MDA)

C'est un produit de décomposition oxydative des lipides insaturés médiées par les
radicaux libres . 1l peut étre également formé a partir de composés non lipidiques tels que
I’acide ascorbique, les acides aminés, le désoxyribose ou le saccharose lorsqu’ils sont exposés
a I’action des hydroxyles, il est libéré dans I'espace extracellulaire et enfin dans le sang. MDA
a été utilisé comme un bio marqueur d'oxydation des lipides. (Haj et al., 2012)

11
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Figure (05): Peroxydation des acides gras polyinsaturés (Toussaint et al., 2003).
2.3.3. Lipoprotéines

L’attaque radicalaire des lipoprotéines circulantes aboutit a la formation de LDL
(lipoprotéines de densité légere) oxydées (Haleng et al., 2007), qui seront captées par des
récepteurs spécifiques des macrophages. L’activité de ces récepteurs n’étant pas régulée par la
concentration intracellulaire en cholestérol, les macrophages se transforment petit a petit en
cellules spumeuses qui jouent un role important dans les premiéres étapes de 1’athérosclérose.

(Nakajima et al., 2006)
2.3.4. Acide désoxyribonucléique (ADN)

Cinq classes principales de dommages oxydatifs de I’ADN médiés par OH" peuvent étre
générées, parmi elles, les bases oxydées, les sites abasiques, des adduits intra-caténaires, des
cassures de brins et des pontages ADN-protéines (Cadet et al., 2002). Les guanines sont
préférentiellement attaquées et le produit de leur dégradation est la 8-hydroxydeoxyguanosine
(8-OHAG) qui est a I’origine de mutations géniques pouvant conduire au développement du

cancer. (Beckman et al., 1997)
3. Antioxydant

Les antioxydants sont des agents qui reagissent facilement avec les substances

oxydantes pour les inactiver et les éliminer, ou diminuer leur production. Ils sont fonction des

12
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apports alimentaires (vitamines, sels minéraux, flavonoides,...) qui fournissent des
antioxydants exogénes et de la production par I’organisme d’antioxydants endogene

(enzymes, protéines, bilirubine, acide urique,...) (Kirschvink et al., 2008)
3.1. Systeme antioxydant enzymatique
3.1.1. Superoxyde dismutases (SOD)

Les superoxydes dismutases ou SOD sont des enzymes ubiquitaires catalysant la
dismutation des anions superoxydes en peroxyde d’hydrogene et oxygene moléculaire selon la

réaction suivante (Frank et al., 2004) :

. sop
20"+2H 5 0:+H:0,

Ces enzymes accélérent la vitesse de cette réaction spontanée rendant trés rapide la
disparition du superoxyde mais en générant le peroxyded’hydrogéne. Celui-Ci est un composé
oxydant mais peut étre ultérieurement catabolisé par la catalase et les glutathion peroxydases.
(Caroline , 2003)

Il existe trois espéces de cette enzyme :

* Une forme cytosolique et nucléaire associée aux ions cuivre et zinc (Cu/Zn-SOD).
*Une forme mitochondriale associée au manganese (Mn-SOD).

* Une forme extracellulaire (Ec-SOD).

Il été récemment montré que la Cu/Zn-SOD était également présente dans 1’espace

intermembranaire. (Okado, Fridovich, 2001).
3.1.2. Catalase

La catalase est une enzyme hémi nique capable de transformer le peroxyde d’hydrogéne

(généralement produit par les SOD) en eau et oxygéne moléculaire.

Elle est essentiellement présente dans les peroxysomes, mais aussi dans les mitochondries et
cytoplasme (pour les cellules qui ne possédent cette organelle ex; érythrocytes). (Sehpard,
Shaffer, 1993)
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La réaction catalysée par cette enzyme est une dis mutation du peroxyde d’hydrogene:
H,O, — H,0 +0,
3.1.3. Glutathion peroxydases (GPx)

Les glutathion peroxydases présentes dans la plupart des tissus de mammiféres,
catalysent la réduction par le glutathion du peroxyde d’hydrogéne et de divers
hydroperoxydes lipidiques produits. Les réactions mises en jeu sont les suivantes (Caroline ,
2003) :

GPx
ROOH+2GSH — —+ ROH + GSSG + H,0

GPx
H;0, +2 GSH — —» 2 H,0 + GSSG

3.1.4. Glutathionne-S-transférase (GST)

Glutathion S-transférase est une famille des enzymes multifactorielles présentes chez
tous les organismes. (Renuka et al., 2003)

La glutathion-S-transférases (GST) est un systéme trés important dans la protection de la
cellule contre les espéces réactives de I'oxygene, par sa capacité de conjuguer le glutathion

avec les composés électrophiles et la réduction des peroxydes. (Zhihua et al., 2004)

GST
GSH + R-X — GSR + HX

3.2. Antioxydants non enzymatique
3.2.1. Glutathion (GSH)

Le glutathion est un tripeptide (L-y-glutamyl-L-cysteinyl-glycine) (Li et al., 2005), dont
les propriétés réductrices et nucléophiles jouent un réle majeur dans la protection contre les
altérations oxydantes des lipides, des protéines et des acides nucléiques. En situation de stress
oxydant, son réle protecteur et détoxifiant réside principalement dans sa fonction de co-

substrat des glutathion peroxydases. (May et al., 1997)
GSH + OH" — GSe+ H20

2GS’ — GSSG
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3.2.2. Vitamine C

L’acide L-ascorbique ou vitamine C est considéré comme le plus important antioxydant
dans les fluides extracellulaires. C’est un piégeur trés efficace des ions superoxydes, du
peroxyde d’hydrogene, de I’hypochlorite, des radicaux hydroxyles et pyroxyles, et de
I’oxygene singulet. Le role antioxydant de la vitamine C est basé sur sa réaction avec les
radicaux peroxyles aqueux. Le produit formé est le radical ascorbyle. En piégeant les radicaux
peroxyles dans la phase aqueuse avant qu’ils initient la peroxydation lipidique, la vitamine C

protége les biomembranes et les lipoprotéines. (Delattre et al., 2005)
3.2.3. Vitamine E

Sous le terme vitamine E est regroupée la famille des tocophérols (a, B, d, ). Le
caractére hydrophobe de la vitamine E lui permet de s’insérer au sein des acides gras de la
membrane cellulaire et des lipoprotéines, ou elle joue un réle protecteur en empéchant la
propagation de la peroxydation lipidique induite par un stress oxydant. Seuls a et o
tocophérols possedent les propriétés antioxydants les plus intéressantes. (Vertuani et al.,
2004)

3.2.4. B caroténe

Le B Caroténe est apporté par 1’alimentation. Il est doué de plusieurs capacités :
précurseur de la vitamine A, capte 1’oxygene singlet sous faible pression d’oxygene et, avec
les autres caroténoides, a le pouvoir de terminer les réactions en chaine de lipoperoxydation.

Il protege les structures cellulaires contre 1’agression oxydante. (Goudable ,Favier, 1997)
3.2.5. Polyphénols

Les polyphénols végétaux regroupent une grande variété de composés comprenant entre
autres les flavonoides, les anthocyanes et les tanins. En effet, ils sont capables de piéger des
radicaux libres, d’inhiber la peroxydation lipidique en réduisant les radicaux hydroxyles,
super oxydes et peroxyles. Ils sont aussi capables de piéger les ions métalliques, car ils ont

des propriétés chélatrices. (Delattre et al., 2005)
4. Stress oxydatif et pathologie

Le stress oxydant est impliqué dans de tres nombreuses maladies comme facteur
déclenchant ou associé a I'évolution des complications. La multiplicité des conséquences

médicales de ce stress n'a rien de surprenant car, selon les maladies, celui-ci se localisera a un
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tissu et a des types cellulaires particuliers, mettra en jeu des especes radicalaires différentes et
sera associé a d'autres facteurs variables et & des anomalies génétiques spécifiques a chaque
individu. (Boumaaza, 2009)

4.1. Stress oxydatif et diabete

L'hyperglycémie induit une production prolongée des especes réactives de I'oxygéne
intracellulaire et ceux-ci prolongent le gradient électrochimique des protons généré dans la
chaine mitochondriales menant a une surproduction d'anion superoxyde , qui est I'une des
especes réactives de l'oxygene qui peut endommager les cellules dans de nombreuse voies a

travers le stress oxydatif. (Korshunov et al., 1997)
4.1.1. Radicaux libres et I’hyperglycémie
-Voie des polyols

Dans un état d’hyperglycémie, les deux voies du métabolisme de glucose —la voie de la
glycolyse et la voie des pentose-phosphates— fonctionnent moins bien. Cette perturbation est
due a la saturation de I’héxokinase qui permet la phosphorylation du glucose en vu son
utilisation par ces deux voies, ce qui conduit & ’accumulation du glucose dans les tissus
insulino-indépendants (reins, tissu rénal, microvaisseaux rétiniens...etc.) et I’activation de la
voie des polyols faisant intervenir une enzyme inductible :1’aldose réductase (AR) qui n’est
active que pour des concentration élevées en glucose, et une autre enzyme qui est : la sorbitol
déshydrogénase (SDH). Ceci directement implique dans la production des ROS et I’inhibition
de certains antioxydants. (Mohora et al., 2006)

-Voie des hexosamines

L’augmentation du glucose intracellulaire conduit a la formation accrue de Fructose-6-
Phosphate, qui est métabolisé en Glucosamine-6-Phosphate en présence de glutamine, par
I’enzyme glutamine: fructose-6-phosphate amidotransferase (GFAT), puis finalement
transformé en UDP-N-acétylglucosamine (UDP-GIcNac). Les cibles potentielles
intracellulaires de I’UDP-GIcNac sont nombreuses, diverses protéines cytoplasmiques et
nucléaires peuvent effectivement étre O-glycosylées. L’activation de la voie des hexosamines
pourrait ainsi induire plusieurs modifications biochimiques, comme 1’expression des génes et
la fonction de protéines, impliquée dans la pathogenese des complications diabétiques.
(Kolm-Litty et al., 1998)
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- Glycation des protéines

L’hyperglycémie est une cause essentielle de la glycosylation non enzymatique ou la
glycation des protéines qui résulte de la formation d’une liaison covalente entre la fonction
aldéhydique du glucose et les groupements amines libres des protéines. Cette liaison donne
naissance a des produits dits d’Amadori possédant un groupement Cétol qui forme, en

présence de métaux de transition, de I’anion superoxyde O, . (Ramasamy et al., 2006)

- Production des radicaux libres par la mitochondrie

La source principale des radicaux libres au cours des états d’hyperglycémie est bien la
mitochondrie par I’intermédiaire de sa chaine respiratoire. Le taux élevé du glucose favorise
un gradient électrochimique (de protons) au niveau de la membrane interne mitochondriale
suite a une activation des donneurs d’¢électrons du cycle des acides tricarboxyliques, ce qui

induit une forte production de I’anion superoxyde. (Delattre et al., 2005)

"

ATF synthase

~~~~~~~

Figure (06) : Production de ROS au niveau de la chaine respiratoire. (Boumaaza, 2009)

4.2. Stress oxydatif et maladies cardiovasculaires

En effet les différents facteurs de risques cardiovasculaires (tabagisme, hypertension
artérielle, obésiteé, excés de cholestérol...) provoquent la production de radicaux libres (ROS)
par les cellules de la paroi vasculaire et par les monocytes macrophages (globules blancs). Ces
radicaux libres vont oxyder le cholestérol LDL. Dans un deuxieme temps, les globules blancs
(macrophages) « avalent » les LDL oxydées pour les eliminer, et les transforment en cellules

spumeuses (foam cells), qui vont initier la formation de la plaque d'athérome, conduit a la
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maladie athéromateuse, I'hypertension artérielle, I'accident vasculaire cérébral, I'insuffisance
cardiaque. (Kabouche ,2010)
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1. Médecine traditionnelle
1.1. Définition

Selon I’OMS la médecine traditionnelle est la somme totale des connaissances,
compétences et pratiques qui reposent, rationnellement ou non, sur les théories, croyances et
expériences propres a une culture et qui sont utilisées pour maintenir les étres humains en
santé ainsi que pour prévenir, diagnostiquer, traiter et guérir des maladies physiques et
mentales. (Zeghad, 2009)

1.2. Phytothérapie

La Phytothérapie est une médecine qui utilise des plantes - ou la seule "partie active" de
ces plantes - ayant des propriétés thérapeutiques (Mohammedi, 2013), 1’utilisation des plantes
en thérapeutique est tres ancienne et connait (Marc, 2001). Actuellement la phytothérapie qui
repose sur des remedes naturels est bien acceptée par l'organisme, et souvent associée aux
traitements classiques. Connait de jours un renouveau exceptionnel en occident, spécialement

dans le traitement des maladies chroniques. (Iserin et al., 2001)
1.3. Plantes médicinales

La définition d'une plante médicinale est trés simple. En fait il s'agit d'une plante qui est
utilisée pour prévenir, soigner ou soulager divers maux. Les plantes médicinales sont des
drogues végétales dont au moins une partie possede des propriétés medicamenteuses
(Farnsworth et al, 1986), Environ 35 000 espéces de plantes sont employées par le monde a
des fins médicinales, ce qui constitue le plus large éventail de biodiversité utilisé par les étres
humains. Les plantes médicinales représentent une des sources de médicaments pour environ
80 % des populations africaines. Le savoir-faire des guérisseurs traditionnels, d’une valeur
inestimable, est un point de départ pour I’investigation pharmacologique et phytochimique de
ces medicaments naturels (Obame, Louis, 2009), sont utilisées depuis longtemps comme
remedes contre plusieurs maladies (Tipu et al., 2006; Viegi et al., 2003). Les préparations
peuvent étre obtenues par maceération, infusion, décoction, ou sous forme de teinture, poudre
totale, extraits,... etc. Les plantes médicinales peuvent étre des espéces cultivées mais dans la

plupart des cas des espéces sauvages. (Mohammedi, 2013)
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1.4. Plantes antidiabétiques

Les plantes médicinales sont employées pour le contrdle du diabéte dans beaucoup de
pays. L’inventaire et la sélection des plantes medicinales et des produits naturels utilisés dans
la pharmacopée traditionnelle s’imposent afin de vérifier expérimentalement certaines
indications thérapeutiques qui peuvent éventuellement présenter un intérét pour la médecine
moderne toujours sollicitant en matiere de substances actives nouvelles. Environ 1200
plantes, couvrant 725 genres différents et 183 familles de plantes dans le monde sont jugées
bénéfiques pour les diabétiques et utilisées a travers le monde, la plupart d’entre elles auraient
des propriétés hypoglycémiantes, mais la plupart du temps, ces affirmations sont isolées et

peu d’entre elles ont fait I’objet d’une vérification scientifique. (Bouxid, 2012)

- Stimulation de la sécrétion d’insuline a partir des cellules béta ou/et inhibition du processus

de dégradation de I’insuline.

- Apport de quelques éléments nécessaires comme le Calcium, le Zinc, le Magnésium, le

Manganeése et le Cuivre pour les cellules béta.

- Régenération ou/et réparation des cellules pancréatiques béta

- Effet protecteur de la destruction des cellules béta

- Augmentation du volume et du nombre de cellules dans les lots de Langerhans
- Inhibition de la réabsorption rénale du glucose (Jarald et al., 2008).

- Inhibition de B-galactosidase, de a-glucosidase et de a-amylase

- prévention du stress oxydatif, qui peut étre impliqué dans le dysfonctionnement des cellules

beta remarqué dans le diabéte.

- Stimulation de la glycogenése et de la glycolyse hépatique.
- Prévention de la conversion de I’amidon en glucose.

- Diminution des activités du cortisol. (Bouxid, 2012)

1.5. Phytochimie de plantes médicinales

L'action de la phytothérapie sur I'organisme dépend de la composition chimique des
plantes. Depuis le XVIII e siécle, au cours duquel des savants ont commence a extraire et a

isoler les substances chimiques qu'elles contiennent, on considere les plantes et leurs effets en
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fonction de leurs principes actifs (Paul, 2001) tels que : les flavonoides, tanins, saponosides et
les alcaloides ...

2. Phragmites australis
2.1. Définition

C’est une plante vasculaire la plus répandue dans le monde (Claude, 2007). Le
Phragmites australis ; Poaceae (Lavoie, 2007) est une plante qui résiste aux milieux les plus
argileux et rocailleux, facile a implanter aux marécageux (Fauteux, 2002), généralement
I'espece dominante dans les zones qu'elle occupe, la nature agressive de P. australis est un

reflet direct des fonctions adaptatives de son cycle de vie (Baran et al., 2000).

Figure (07): Phragmites australis. (Photo original, 2016)

2.2. Classification (Jean, 2013)
Embranchement: Angiospermes
Classe: Monocotylédones
Sous-classe: Commeélinidées
Ordre: Cypérales

Famille: Poacees

Genre: Phragmites

Espece: Phragmites australis
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2.3. Description botanique

C’est une plante herbacée a faible profondeur (2 a 3 m) (Scholz, Xu , 2001), sa hauteur
est de 1 a 5 metres,cette plante comporte 2 sortes de tiges : les une souterraines appelées
rhizomes, les autres aériennes dressées et simples portant de longues feuilles rubanées qui se
terminent par des inflorescences (Cronk , Fennessy, 2001). Elles sont dressees au bord de
I’eau (nappe de roseau) et appelées roselier ou phragmitaire (Mireille, 2006). Le
développement de nouvelles tiges intervient entre le printemps et I’automne (d’avril a
octobre). Ce végétal peut méme supporter des périodes de gel dont I’action est positive sur la
déshydratation des boues (phénomene gel — dégel- rétractation) (Esser, Pronost, 2005). Les
roseaux sont capables d’absorber et de concentrer des quantités importantes de certains
polluants et ils contribuent a 1’autoépuration des eaux. Le Phragmite commun s’adapte
facilement aux périodes d’inondation et d’asséchement et tolére de grands écarts de
température. Par conséquent, cette plante envahissante est trés agressive et tres résistante
(Fauteux, 2002). Lorsque Phragmites est établi, que ce soit par des graines ou des segments de
rhizomes, Colonie l'expansion se produit principalement par rhizomes dans les sols
organiques humides et les rhizomes et les stolons a sable sols. Dans des conditions optimales,
la croissance de plus de 10 metres est commun au sein d'une seule saison de croissance. Cette
croissance rapide est possible parce que I'norizontale des tiges de Phragmites afficher une

forte dominance apicale. (Mal, Narine, 2004)
2.4. Habitat

C’est un grand herbe émergente trouvé dans les zones humides a travers le monde
(Cronk, Fennessy, 2001) (sauf en Antarctique). (Haslam,1972; Mal, Narine, 2004),c'est a dire
trouvé principalement dans les zones humides d'eau douce et saumatre, de plus en plus a ou
au-dessus signifie hautes eaux (Kristin, 2002), aussi les littoraux tres productifs (Minchinton
et al., 2006). Il a un distribution mondiale (Tucker, 1990), a une distribution cosmopolite et
est abondant dans les marais et les communautés le long de la frontieres de lacs, des étangs et
des riviéres. 1l est une graminée vivace qui reproduit principalement par la croissance
vegétative, bien que la dispersion en graines peut se produire a des fréquences basses (Kristin,
2002).
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2.5. Constituants chimiques et minéraux

Phragmites australis

Plusieurs substances bioactives ont été extraites a partir de Phragmites australis.

Tableau (01): Composition chimique et minérale de P.australis. (Baran et al., 2002)

Acides aminés Composition chimique

Thr (g-kg™) 4.393 Matiére séche (%) 93,8
Val (g-kg™) 3.604 N-substances (g-kg™) 120.6
lle (g-kg™) 3.158 Matiéres grasses brutes (g-kg-1)  18.2
Leu (g-kg™) 6.042 Cellulose brute (g-kg™) 278.3
Tyr (g-kg™) 4.962 Ash (g-kg™t) 67,3
Phe (g-kg™) 4.995 Substances N-libres (g-kg™ ) 453.4
His (g-kg™) 2.200 La matiére organique (g-kg™) 870,5
Lys (g-kg™) 5.082 Composition minérale

Arg (g-kg?) 7.247 Mg (g-kg™) 2.649
Met (g-kg™) 0.378 Mg (g-kg™) 2.649
Asp (g-kg™) 9.819 K (g-kg™) 10.899
Ser (g-kg™) 4.330 Na (g-kg™) 0.534
Glu (g-kg™) 9.376 P (gkg?) 1.575
Pro (g-kg™) 7.081 Fe (mg-kg™) 58.750
Gly (g-kg™) 4.307 Mn (mg-kg™) 96.964
Ala (g-kg™) 6.981 Zn (mg-kg™) 26.964
Cys (g-kg™t) 0.199 Cu (mg-kg™) 8.452
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2.6. Domaine d’utilisation

Elle est utilisée traditionnelle, comme un diurétique doux, et il a longtemps été utilisé
pour le traitement de I'hépatite dans la médecine traditionnelle chinoise (Song et al.,2013). Le
P. australis est utilisé aussi dans le domaine d’épuration des eaux usées a base des plantes.

(\Valerie, Dirk, 2007)

Le roseau commun est une plante particulierement efficace pour filtrer les polluants qui
se trouvent dans I’eau. Il est d’ailleurs fréquemment utilisé dans les marais filtrants artificiels
comme agent biologique épurateur. Le roseau est trés efficace pour soutirer des eaux de
drainage 1’azote et, dans une moindre mesure, le phosphore (Mal, Narine, 2004). Elle a une
adaptation parfaite aux conditions hydriques d'exploitation des filtres plantés. Bon transfert de
I'oxygene depuis les parties aériennes jusqu'aux rhizomes et aux racines, favorisant ainsi le

développement des bactéries dans leur entourage. (Chehma, 2006)
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1. Matériels
1.1. Matériel végétal
1.1.1. Récolte de Phragmites australis

La plante utilisée dans ce travail est Phragmites australis, a été récolté dans la région
de Touggourt (les zones humides, ses végétations associés avec des autres mauvaises herbes,
la terre humifére) au moment de Septembre 2015. Aprés la récupération de la plante, les
racines sont nettoyés, puis mis a sécher a 1’abri des rayons solaires et a température ambiante.

Les rhizomes secs sont finement broyés.

Figure (08): Phragmites australis (Original, 2016)

1.1.2. Préparation de I'extrait aqueux

10g de poudre des racines dissous dans 100ml d'eau distillée chaude & macérer pendant
24h a température de la chambre, Apres filtration sur un tissu mousseline, puis sur papier
filtre, ce filtrat a ensuite été évaporé a sec sous pression réduite a 65°C a l'aide d' un

évaporateur rotatif. (Aslan et al., 2007)
1.2. Matériel animal

Notre étude a été réalisée sur vingt quatre (24) rats males Wistar Albinos agés de 10 a
12 semaines et pesant entre 2259 et 370g. Ces animaux amenés de l'institut pasteur d'Alger,
et éleves a l'animalerie au niveau de la faculté de sciences de la nature et de vie a
I'université d'El-oued. Dans des conditions environnemental standard: température 25C°, et
I'humidité 64.5% et un cycle de la lumiere 12h/24h). Les animaux ont un acces libre a ’eau

et a la nourriture par un régime standard. (Southon et al., 1984)
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Tableau (02) : Composition de régime standard. (Southon et al., 1984)

Matiéres premieres | Quantité (g/kg) Pourcentage (%)
Mais 326 32.6

Saccharose 326 32.6

Protéine 168 16.8

Cellulose 40 4

Minéraux 20 2

Vitamine 20 2

Huile 40 4

-Poids

Les rat sont pesées chaque semaine en utilisant une balance électronique (10-3) de type

KERN EMB 2200-0.

1.2.1. Etude de la toxicité des extraits (ou Test d’innocuité)

L’étude de la toxicité aigué est une analyse qualitative et quantitative de 1’altération
irréversible des fonctions vitales aprés administration unique d’une substance dans un délai de

quelques minutes a quelques jours. C’est le premier test qu’un toxicologiste effectue sur un

nouveau compose destiné a étre utilisé comme un traitement (Ruckebusch, 1980).

Selon la méthode Taziebou et al (2007) nous avons utilisé 12 rats Wistar (méles) a jeun
d’alimentation sauf I’eau ou I’extrait pendant 16 heures répartis en 3 lots de 4 rats dans

chacun gardés dans des mémes conditions le poids a été enregistré pendant la durée de

I’expérimentation (7jours):

Groupe 01: rats recevant eau distillée (lots témoins).

Groupe 02: rats recevant I’extrait aqueux de phragmites australis 500 mg/kg p.c (D1)
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Groupe 03: rats recevant I’extrait aqueux de phragmites australis 1000mg/kg p.c (D2)

Des observations ont été effectuées et remarquées réguliérement 1h, 2h, 4h et 24h aprés
I’administration de la solution. Les observations visuelles comprenaient la motilité. Le
nombre de survivants a été enregistré apres 24h et les animaux ont été observes

quotidiennement pendant les prochains 7 jours.

Le bioessai a été réalisé conformément a la directrice Organisation Mondiale de la Santé
pour I'évaluation de I'innocuité et de I'efficacité des médicaments & base de plantes. (OMS,
2000)

1.2.2. Etude Peffet d’extrait de phragmites australis
1.2.2.1. Induction du diabete expérimental

Des rats males sont rendus diabétiques par I’injection intrapéritonéale de 120 mg/kg p.c
alloxan (Alloxan; Sigma, UK) préparée fraichement dans une solution d’eau physiologique.
Au bout de quelques jours, les rats sont suivis par la mesure de la glycémie et le poids

corporel. (Laxmi et al., 2010)
1.2.2.2. Traitement des animaux

Aprés I' induction du diabete , les 12 rats soit diabétiques et sains ont été divisés en
trois groupes de quatre (04) rats chacun et gardés dans des mémes conditions et le poids a été
enregistré journalier pendant la duré I’expérimentation, mis a acces libre de I’eau et

I’alimentation:

Groupe 01 (4 rats): rats témoins sains recevant un régime standard pendant 21 jours

(Témoin).

Groupe 02 (4 rats): rats diabétiques recevant un régime alimentaire standard pendant 21

jours (Diabétique).

Groupe 03 (4 rats): rats diabétiques recevant un régime standard et traité par 200 mg/Kg

p.c de I'extrait aqueux de Phragmites australis pendant 21 jours (Diabétique+Phr)

1.3. Produits chimiques
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Chlorure de sodium (Nacl), Méthanol, Chloroforme, Bleu de Comassie, Acide
phosphorique (H3PO4 ), sérum bovin albumine (BSA), Acide gallique, Acide
trichloroacétique (TCA), Acide thiobarbiturique (TBA), butylhydroxytoluéne (BHT), chlorure
d’hydrogéne HCI, Tris, Acide salicylique, DTNB(5-5"-dithiobis2-nitrobenzoique),
peroxyde d'hydrogene (H202), GSH, FeCI3 , Magnésium (Mg), liqueur de Fehling, acide

sulfurique, NBT , riboflavine .

Les Kits de réactifs de I'urée et créatinine, le kit de réactif de Protéine totale sérique et a-
amylase, le kit de réactif de triglycéride, les Kits de reactifs de cholestérol et triglycéride
HDL-cholestérol, les kits des réactifs de TGP et TGP et PAL, sont achetés du SPINREACT
(Espagne).

1.4. Matériels de laboratoires

* Evaporateur rotatif de type Bilichi Rotavapor R- 200.
* Centrifugeuse horizontale de type SIGMA.
*Autoanalyseur de type (BIOLIS24))

* Spectrophotométrie & transmission moléculaire de type UV- VIS -1240.
* Etuve de type MEMMERT.

* Bain-marie de type MEMMERT.

* Balance analytique de type KERN ABJ/ABS.

* Balance électrique de type KERN EMB 2200-0.

2. Méthodes

2.1. Screening phytochimique

Les tests phytochimiques (Screening) sont des tests qualitatifs qui permettent de
caractériser les différents groupes chimiques contenus dans un organe végétal. Ce sont des

réactions physicochimiques qui permettent d’identifier la présence des substances chimiques.

Les tests phytochimiques ont été réalisés sur les extraits préparés de la plante en milieu
aqueux par des techniques de caractérisation qualitatives, selon les méthodes de (Evans,
2009 ; Harborne, 1998).
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- Les alcaloides

Dans deux tubes a essai, introduire 1ml de I’extrait a analyser. Acidifier le milieu par
quelques gouttes de HCI et ajouter quelques gouttes de réactif de Mayer dans le premier tube
et quelques gouttes de réactif de Wagner dans le second tube. L’apparition d’un précipité

blanc ou brun, respectivement révele la présence d’alcaloides.
-Les substances polyphénoliques
*Les tanins

Dans un tube a essai, introduire 5ml d'extrait a analyser et ajouter 1ml d'une solutionaqueuse
de FeClI3 a 2%, la présence des tanins est indiqué par une coloration verdatre ou bleu -

noiratre.
*|_es flavonoides

Ajouter dans un tube a essai, 5ml d'extrait a tester, quelques gouttes de HCI et quelques
copeaux de magnésium. L'apparition d'une coloration rose ou rouge ou jaune prouve la

présence des flavonoides.
*Les saponines : test de mousse

Dans un tube a essai, introduire 2ml de I'extrait a analyser, ajouter 2ml d'eau distillée chaude,
agiter pendant 15secondes et laisser le melange au repos pendant 15min. Une hauteur

supérieure a 1 cm d'un mousse indique la présence de saponines.
-Les sucres réducteurs

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

L’apparition d’un précipité rouge brique indique la présence des sucres réducteurs.
-Terpénoides :

Dans un tube a essai, ajouter a 2,5ml d'extrait, 0,4ml de chloroforme et 0,6ml d’acide
sulfurique concentré. La formation d’un anneau marron-rouge a l’interphase indique la

présence des terpénoides.
2.2. Dosage des polyphénols et flavonoides

e Polyphénols totaux
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Le dosage des polyphénols totaux a été effectué selon la méthode de Folin-Ciocalteu (FC)
(Boizot, Charpentier, 2006): 100 ul d’extrait d’artichaut sont mélangés avec 500 ul du réactif
FC et 400 pl de Na 2CO3a 7,5 % (m/v). Le mélange est agité et incubé a I’obscurité et a
température ambiante pendant dix minutes et 1’absorbance est mesurée a 760 nm par un
spectrophotometre UV. Les résultats sont exprimés en mg équivalent acide gallique/g de

maticre végétale séche en se référant a la courbe d’étalonnage de 1’acide gallique.

La courbe d’étalonnage est effectuée par I'acide gallique a différentes concentrations (50
- 100- 150 - 200 pg/ml), dans les mémes conditions et les mémes étapes du dosage. Les
résultats sont ainsi exprimés en milligramme d'acide gallique par gramme d'extrait sec (mg

d'EAG/g). Toutes les mesures sont répétées 3 fois.
e Flavonoides

La détermination des flavonoides totaux a été effectuée selon la méthode décrite par
Dehpeur et al (2009) : 500 ul de chaque extrait a analyser sont ajoutés a 1500 pl de méthanol
a 95 %, 100 pl de AICI3a 10 % (m/v), 100 ul d’acétate de sodium 1 M et 2,8 ml d’eau
distillée. Le mélange est agité puis incubé a I’obscurité et a température ambiante pendant 30
min. Le blanc est réalis¢é par remplacement de I’extrait par du méthanol a 95 % et
I’absorbance est mesurée a 415 nm en utilisant un spectrophotométre UV. Les résultats sont
exprimeés en mg équivalent quercétine/g de matiére végétale séche en se référant a la courbe

d’étalonnage de la quercétine.

La courbe d’étalonnage de la quercétine est effectuée par quercétine a différentes
concentrations (10 - 20 - 30 - 40 pg/ml), dans les mémes conditions et les mémes étapes

du dosage.
2.3. Effet scavenger du radical DPPH (activité antioxydant in vitro)

L’activité anti-radicalaire de 1’extrait a ¢té évaluée, in vitro, par le test de DPPH. Cette
méthode spectrophotométrique utilise le radical DPPH (2,2'-diphenyl-1-picrylhydrazyl) de
couleur violette comme réactif, qui vire au jaune, en présence de capteurs de radicaux libres,
et se réduit en 2,2'-diphenyl-1-picrylhydrazine (Cuendet et al., 1997). Ceci permet de suivre la
cinétique de décoloration a 517 nm. Pour cela, 50 ul d’une dose 0.2g/l de ’extrait ont été
incubé avec 5 ml d’une solution méthanolique de DPPH a 0.004 %. Apres une période
d’incubation de 30 minutes, 1’ absorbance a 517 nm ont été¢ enregistrée. Le résultat obtenu

pour I’extrait ont été exprimé par rapport a ceux obtenus pour I’acide galliques et 1’acide
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ascorbique comme des antioxydants de référence. Le pourcentage d’inhibition (I %) du

radical DPPH par I’extrait a été calculé comme suit:

I % =[(AC — AE) / AC] % 100

AC: absorbance en absence de I’inhibiteur (contréle négatif)

AE: absorbance en présence de I’inhibiteur (échantillon)

2.4. Test du glycosylation (Effet d’extrait sur la complixation du glucose in vitro)

Le but de ce test est d’estimer la capacit¢ des flavonoides de I’extrait aqueux de
Phragmites australis a complexer le glucose libre in vitro, donc démontrer leur réle de
“glucophage™. Bien que les conditions in vivo et in vitro soient différentes, ce test pourra nous
renseigner sur un des mécanismes hypoglycémiants les flavonoides qui contiennent dans
I’extrait . Pour cela, 10 ul d’une solution glucosée (0. 61g/1) est mélangé avec 10 pl de chaque
extrait de Phragmites australis a différente concentrations : 1 mg, 2mg et 4 mg/ml. Le
mélange ainsi obtenu est incubé a 37°C pendant 15 min. Le dosage de glucose non lié aux
extraits est mesuré par le glucometre.

2.5. Sacrifice et prélevement de sang et les organes

Les rats sont anesthésiés par chloroforme (94%) aprés 16 h de jelne et sont sacrifiés
(par décapitation). Au moment du sacrifice, le sang est collecté sur des tubes secs et des
tubes héparinés. La glycémie est mesurée par le glucomeétre pour chaque rat au moment du
sacrifice. Apres centrifugation a 3000 tours/minute pendant 15 minutes, le sérum est récupéré

et conserveés a (-20C°).

Pour le teste de toxicité qui permet de rechercher d’éventuels effets toxiques aigués des
extraits, 500mg/Kg et 1000mg/Kg de pc des rats, des racines de phragmites australis, par le
dosage de quelques paramétres sériques en relation avec le métabolisme glucidique (glucose),
avec la fonction hépatique (transaminases TGO TGP et phosphatases alcalines) et la fonction

rénale (urée et créatinine) et quelques parameétres hépatiques tissulaires du stress oxydatif.

Pour étudier I’effet de phragmites sur les rats diabétiques, on fait le dosage des
parametres biochimiques (l'urée, créatinine, protéine, a amylase, TGO, TGP,PAL, TG, HDL,
cholestérol), Apres la dissection le foie, le cceur, pancréas, les reins sont soigneusement
prélevés, rincés avec  l'eau physiologique, ensuite pesés. Une partie du pancréas est

récuperée dans des flacons de formol (10%) pour faire I'étude histologique Les homogénats
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des organes sont préparés pour le dosage des parametres du stress oxydatif tissulaires
(protéines, glutathion, glutathion peroxydase et MDA, SOD).

2.6. Préparation des échantillons pour I’étude histologique

Pour I’¢tude histologique, les pancréas de tous les lots sont prélevés. Ils doivent étre
rapidement prélevés pour éviter son autolyse qui s’effectue aprés quelques instants de la mort
de I’animal. Apres le rincage des échantillons avec 1’eau physiologique froide, ils sont

immédiatement fixés dans une solution de formol 10%.

Les coupes histologiques ont été réalisées au niveau d’hopital de Gafsa, service la
nappates a Tunis. La technique utilisée est celle décrite par Houlot (1984) qui comporte les

étapes suivantes :
-La fixation

La fixation des échantillons (fragment de chaque organe) dans le formole, puis mise de
ces échantillons tissulaires dans des cassettes spéciales a parois tournées afin de permettre le

passage des liquides.
-Déshydratation

Déshydratation des échantillons a 1’aide d’un appareil automatique qui permet le

passage automatiques et progressif des échantillons dans des bains d’éthanol de concentration

croissante (70%, 95% et 100%).
-Inclusion et réalisation

Inclusion et réalisation des blocs : Les piéces sont alors plongées dans des bains de
paraffine liquide. Les tissus étant maintenu et imbibés de paraffine, viennent alors 1’étape de
I’enrobage qui consiste a inclure le tissu imprégné dans un bloc de paraffine qui, en se
solidifiant, va permettre sa coupe. Cette opération fait appel a des appareils « dits a inclusion
» refermant un réservoir de paraffine maintenue a 1’état liquide par un systéme de chauffage,
un petit robinet et une plaque métallique réfrigérée pour obtenir la solidification rapide du

bloc de paraffine contenant le tissu.

La réalisation des coupes minces de quelques microns (5 pum en moyenne) est possible
grace a des appareils spéciaux appelés « Microtomes ». Ces coupes sont étalées sur des lames

porte-objet, déplissées et fixés sur la lame par I'utilisation d’une eau gélatineuse chauffée.
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-La coloration

Pour la coloration, la technique utilisée est celle a 1’Hématoxyline-Eosine ou
(Hématéine-Eosine) ; qui nécessite la présence de 1’alcool acide (100 ml d’alcool éthylique a
70% + 50 ml d’acide HCl), eau ammoniacale (100 ml d’eau distillée + 2 ml Ammoniaque) et
solution d’Eosine (100ml Eosine solution aqueuse a 3%, 125 ml alcool éthylique a 95%, 375
ml d’eau distillée et 2 gouttes d’acide acétique).la coloration suive les étapes suivantes :
Déparaffinage et hydratation des lames a I’eau du robinet puis ringage a I’eau distillée. Puis
sont misent dans un bain d’Hématoxyline de Harris (15 minutes) qui colore en bleu violacée
les structures basophiles (noyaux).Leslamessont plongées dans 1’alcool acide (1 a 2 plongées)

; ensuite dans un bain d’eau du robinet avec Vérification de la différenciation au microscope.

Misent dans un bain d’eau ammoniacale, puis dans un bain d’Eosine (15 secondes a 2
minutes) qui colore en rose les structures acidophiles (cytoplasme). Tous ces bains sont

séparés par des lavages a 1’eau du robinet.
-Observation au microscope

Les préparations ont ensuite été séchees puis observées au microscope optique et

photographiées a 1’aide d’un appareil photo.
2.7. Préparation de I'homogénat des organes

Un gramme de tissu (foie, le cceur, pancréas, les reins) de chaque rat des différents
groupes étudies, a été utilisé. Apres broyage et homogénéisation des tissus dans le TBS (Tris
50 mM, NaCl 150m M, pH 7.4), on a procédé a une centrifugation de la suspension cellulaire
(3000 tour/min, 15 pendant minutes), puis le surnageant obtenu est conservé a —20 °C en

attendant d’effectuer les dosages des paramétres de stress oxydatif tissulaires.
2.8. Méthode de dosage des parametres biochimiques sériques

2.8.1. Méthode de dosage des paramétres de métabolisme et lipides
2.8.1.1. Méthode de dosage des triglycérides

-Principe
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Dans notre étude, Les triglycérides sont été déterminés suivant une méthode
colorimétrique par un autoanalyseur de type (BIOLIS24j) en utilisant le Kit de réactif de
triglycérides (Buccolo, Harold, 1973). Les triglycérides incubés avec la lipoprotéinlipase
(LPL) liberent du glycérol et des acides gras libres le glycerol est phosphorylase par du
glycérophosphate déshydrogénase (GPO) et de I'ATP en présence de glycérol kinase (GK)
pour produire du glycérol-3-phosphates (G3P) et de lI'adénosines -5-di phosphate (ADP). Le
G3P est alors transformé dihydroxiacétone phosphate(DAP) et en peroxydée d'hydrogéne
(H20,) par GPO.

Au final, le peroxyde d'hydrogene (H,0,) réagit avec du 4-aminophénazone (4-AF) et
du p-chlorophénol, réaction catalysée par la peroxydase (POD), ce qui donne une couleur

rouge.

LPL
Triglycérides + H,O  — Glycérol acide gras libres

Glycérolkinase
Glycérol+ ATP —  G3P+ADP
GPO
G3P+0,; — DAP+H;0,
POD

H202 + 4 - AF+ p-chlorophénol —  quinone + H,O

Le taux des triglycérides est déterminé & une longueur d'ondes de 505 nm. L'intensité de
la couleur formée est proportionnelle a la concentration de triglycérides présents dans

I'échantillon testé.
2.8.1.2. Méthode de dosage du cholestérol total
-Principe

Dans notre étude, Cholestérol total ont été déterminés suivant une méthode
colorimétrique par un autoanalyseur de type (BIOLIS24j) en utilisant le Kit de réactif de
cholestérol  total (Meiattini et al., 1978). La réaction consiste a libérer le cholestérol de la

liaison ester par la cholestérol-estérase, et d’oxyder le cholestérol libre non estérifié par la
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cholestérol-oxydase. L'indicateur est une quinoneimine formée a partir de peroxyde
d'’hydrogene, de la 4-aminophénazone, sous l'action catalytique de la peroxydase. La
concentration en quinoneimine colorée est mesurée a 505 nm, elle est proportionnelle a la

concentration en cholestérol total.
CHE
Cholestérol ester + H,O — Cholestérol + acides gras
CHOD
Cholestérol + O, — Cholesténone + H,0,;
POD
2H,0, + phenol + 4-aminophénazone — quinoneimine + 4H,0
2.8.1.3. Méthode de dosage du cholestérol-HDL
-Principe

Dans notre étude, cholestérol-HDL ont été déterminés suivant une méthode
colorimétrique par un autoanalyseur de type (BIOL1S24j) en utilisant le Kit de réactif de du
cholestérol-HDL (Naito, 1984).Les lipoprotéines de faible densité (LDL), les lipoprotéines de
tres faible densité (VLDL)et chylomicrons du spécimen sont Précipités par l'acide
phosphotungstique (PTA) et le chlorure de magnésium. Le cholestérol-HDL obtenu dans le
surnageant apres centrifugation est ensuite dosé par réactif pour le dosage du cholestérol total.

2.8.1.4. Méthode de calcule de la concentration de cholestérol LDL

Le dosage se fait selon une méthode de calcul directe par la formule de Friedwald et al
(1972).

LDL-C (mg/dl) = Cholesterol total (mg/dl) - [HDL-C (mg/dl) +TG/5] (mg/dl).
2.8.2. Méthode de dosage des paramétres de métabolisme protéique
2.8.2.1. Méthode de dosage de I'urée sérique

-Principe

Dans notre étude, l'urée sérique a été déterminée suivant une méthode colorimétrique

par un Autoanalyseur de type (BIOLIS24j) en utilisant le Kit de réactif de I'urée sérique
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(Kaplan, 1984). L'uréase catalyse I'némolyse de l'urée, présente dans I'échantillon, en
ammoniac (NH3) et en anhydride carbonique (CO2). L'ammoniac formé est incorporé a l'a-
cétoglutarate par I'action du glutamate déshydrogénase (GLDH) avec oxydation paralléle de
la NADH a la NAD

Uréase
Urée+H,O0+2H — 2NH3+CO;,
GLDH,
NH; + a-Cétoglutarate + NADH —  H,O + NAD" + L-Glutamate

La diminution de la concentration de NAD" dans la méthode est proportionnelle a la

concentration d'urée dans I'échantillon testé. L'absorption est mesurée a 340 nm.

2.8.2.2. Méthode de dosage de créatinine
-Principe

Le dosage est basé sur la réaction de la créatinine avec le picrate de sodium.
Créatinine réagit avec le picrate alcalin formant un complexe rouge. L'intervalle de temps
choisi pour les mesures évite les interférences provenant d'autres constituants du sérum.
L'intensité de la couleur formée est proportionnelle & la concentration de créatinine dans
I'échantillon. (Murray et al., 1984)

2.8.2.3. Méthode de dosage des protéines totales sériques :
-Principe

Dans notre étude, les protéines totales ont été determinées suivant une méthode
colorimétrique par un autoanalyseur de type (BIOLIS24j) en utilisant le Kit de réactif de
protéine totale (Tietz et Amerson, 1995). Les ions cuivriques, dans un milieu alcalin,
interagissent avec les liaisons peptidiques des protéines formant un complexe bleu violet ou
I'intensité de la couleur est proportionne lle a la quantité des protéines plasmatiques

I’absorption est mesurée a 550 nm.

2.8.3. Méthode de dosage des parametres de I'activité enzymatique
2.8.3.1. Méthode de dosage de I'activité de I'aspartate aminotransférase (ASAT)

-Principe
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L'Aspartate aminotransférase (ASAT) a été déterminé slon la méthode colorimétrique
par un autoanalyseur de type (BIOLIS24j) en utilisant le Kit de réactif de [I'Aspartate
aminotransférase (ASAT) . (Murray, 1984b)

L'Aspartate aminotransférase (ASAT) est une transaminase, également connue sous le
non de glutamate-oxalo-acétate-transaminase (GOT). Elle catalyse le transfert du groupe
aminé du L-Aspartate vers l'a-cétoglutarate pour donne du L-glutamate et I'oxaloacetate.

L'oxaloacetate est reduit au Malate par Malate déshydrogénase (MDH).
ASAT
Aspartate + a-cétoglutarate — Glutamate + Oxaloacetate
MDH
Oxaloacetate + NADH'H — Malate + NAD"

Le taux de diminution de NADH, mesurée photo-métriquement. Elle est proportionnelle
avec la concentration de ASAT catalyse dans L'échantillon. La lecture se fait par

spectrophotométrie a une longueur d'onde A=340 nm.
2.8.3.2. Méthode de dosage de I'activité de I'alanine aminotransférase (ALAT)
-Principe

L'alanine aminotransférase (ALAT) a été determiné suivant une méthode
colorimétrique par un autoanalyseur de type (BIOLIS24j) en utilisant le Kit de réactif de
L'alanine aminotransférase (ALAT) (Murray, 1984 a). L'alanine aminotransférase (ALAT) est
une transaminase connue sous le nom de glutamate-pyruvate-transaminase (GPT). L'ALAT
catalyse le transfert du groupe aminé de la L-alanine vers 1'a-cétoglutarate pour donne du L-
glutamate et pyruvate. Pyruvate est réduit au lactate par lactate déshydrogénase (LDH) et
NADH. La mesure du taux de diminution de NADH, est photo-métriguement
proportionnelle a l'activité catalytique de ASAT dans L'échantillon. La lecture se fait par

spectrophotométrie a une longueur d'onde A=340nm.
ALAT
Alanine + a-cétoglutarate — glutamate + Pyruvate

LDH
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Pyruvate + NADH'H — Lactate + NAD

2.8.3.3. Méthode de dosage de I'activité de phosphatase alcaline (ALP)
-Principe

La phosphatase alcaline (ALP) catalyse 1’hydrolyse de p-nitrophényl phosphate (pNPP)
au pH 10.4, en libérant p-nitrophenol et phosphate, selon la réaction suivante :

p-Nitrophénylphosphate + H, — O p-Nitrophénol + phosphate.

Le taux de la formation de p-Nitrophénol, mesuré photométriquement, est proportionnel a la
concentration d’Alcaline phosphatase présente dans le sérum (Wenger et al., 1984).
2.8.3.4. Méthode de dosage de l'activité de 1'a-amylase
-Principe

L'a amylase hydrolyse la 2-chloro-4-nitrophenyl- o-D-maltotrioside (CNPG3) pour
libérer 2-chloro-4-nitrophénol (CNP) et 2-chloro-4-nitrophenyl- a-D-maltotrioside, (CNPG2),
maltotriose(G3) et glucose(G) correspondant (Ying, 1998) selon la fiche technique Spinreact ,
et la réaction suivante :

a- amylase
10 CNPG3 — 9CNP +CNP-G2 +G3 + G

CNP- G2: 2- Chloro- nitrophényl- o D maltoside, G3: Trimaltose , G: Glucose

2.9. Méthode de dosage des paramétres de stress oxydatif tissulaires

2.9.1. Méthode de dosage des protéines tissulaires

Les protéines tissulaires a été déterminés suivant une méthode colorimétrique par un
spectrophotometre de type SHIMATZU en utilisant le bleu de Comassie comme réactif qui
est réagi avec les groupements amines (-NH2) des protéines pour former un complexe de
couleur bleu. (L'apparition de la couleur bleue reflete le degré d'ionisation du milieu acide et
I'intensité correspond a la concentration des protéines). L'absorption est mesurée a 595 nm
(Bradford, 1976).
- Préparation de réactif de Bradford
] Dissoudre 100 mg de bleu de coomassie dans 50 ml d'éthanol (95%).
] Agiter le mélange pendant 2 heures avec un agitateur a 1’abri de la lumiére.
"1 Ajouter 100 ml de l'acide orthophosphorique (H3PO4) (85%).
1 Compléter le volume jusqu'a 1 litre avec I'eau distillée.
] Filtrer la solution obtenue avec un papier filtre.
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Ce réactif est stable pendant 2 semaines a 4°C.

2.9.2. Méthode de dosage des malondialdéhyde (MDA) tissulaires
- Principe

Les composés carbonylés a linstar du malondialdéhyde réagissent avec Il'acide
thiobarbiturique (TBA) pour donner des chromophores de couleur rose absorbant a 532 nm
(agi, 1976).

-Réactif

Acide trichloroacétique (TCA) 20% P/V; Acide thiobarbiturique (TBA) 0,375% P/V;
Butylhydroxytoluéne (BHT) 0,01% P/V ; Chlorure d'hydrogéne (HCI) 1 N.375 mg de TBA,
20g de TCA, 0,01g de BHT, 25 ml de HCI 1 N et 50 ml d'eau distillée ont été introduit dans
un bécher. La solution obtenue a été chauffée a 40°C dans un bain Marie jusqu'a dissolution
compléte du TBA, puis transférée dans une fiole de 100 ml et le volume complété a I'eau

distillée jusqu'au trait de jauge.
-Mode opératoire

Pipeter dans les tubes a essai en verre et a vis, 100ul d'échantillon, 400ul de réactif TBA
et fermer hermétiquement. Chauffer le mélange au bain Marie a 100 °C pendant 15 minutes.
Puis refroidir dans un bain d'eau froide pendant 30 minutes en laissant les tubes ouverts pour
permettre I'évacuation des gaz formés lors de la réaction. Centrifuger a 3000 tours/minutes
pendant 5 minutes et lire l'absorbance du surnageant a 532 nm a laide d'un
spectrophotometre.

-Expression des résultats

La concentration de TBARS a été déterminée en utilisant le coefficient d'extinction
moléculaire du MDA (& = 1,53 10°M™cm™). Les résultats ont été exprimés en umol/I.

MDA (umol/mg de prot) = (Do échontillon/1.53 x 1075)/mg de prot
2.9.2. Méthode de dosage de glutathion réduit (GSH) tissulaires

- Principe
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Dans notre étude, le glutathion a été déterminé suivant une méthode colorimétrique de
(Weckbercker et Cory, 1988) par un spectrophotomeétre, la mesure de la densité optique
résulte de la formation de I'acide 2- nitro-5 mercocapturique a partir de la réduction de 1’acide
dithio-bis2-nitrobenzoique ce qu’on appelle réactif de d' Ellman avec les groupements SH

existent dans le GSH.
-Mode opératoire
'] Peser 250mg de tissus hépatique.

[l Broyer le tissu avec 10 ml de TBS (Tris 50 mM, NaCl 150 mM pH 7.4) jusqu'a l'obtention

d'une solution homogeéne.
'] Prendre 0.8 ml de solution homogene et 0.2ml de I'acide salicylique (0.25%) solution2.

T] Me¢élangeravec 1’agitateur et laisser 15 minute dans le réfrigérateur puis centrifuger a 1000

t/min pendant 5minutes et le surnagent utiliser pour le dosage de glutathion comme suite.
[l M¢élanger:

71 0.5ml de surnagent.

"1 1ml de solution tampon tris avec NaCl soltionl.

1 0.025ml de DTNB (0.01mol) méthanol solution 3.

Laisser le mélange 5min de température de chambre puis lire l'absorbance avec

spectrophotometre d' absorption moléculaire a 412 nm contre le blanc (eau distillé).
- Calcule

GSH nM/mgdeprot = ( Dox1x1525 ) x d

13133 x 0.8 x 0.5 x mg de prot
13133: constante d'absorption des groupes SH a 412 nm.
DO: la lecture d'absorbance par le spectrophotomeétre.
1.525ml: volume total de mélange.
0.5ml: volume de solution surnagent.

1: volume de mélange de protéine.
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0.8ml: volume de solution homogene sans protéine existe dans 1ml.

(GSH): concentration de glutathion.

d : facteur de dilution.

2.9.3. Méthode de dosage de I'activite du glutathion peroxydase (GPx) tissulaires
-Principe

Dans notre étude, L'activité enzymatique du glutathion peroxydase (GPx) a été mesurée
par la méthode de (Flohe et Gunzler, 1984), en utilisant un spectrophotometre de type
SHIMATZU. Cette méthode est basée sur la réduction de peroxyde d'hydrogene (H202) en
présence de glutathion réduit (GSH), ce dernier est transformé en (GSSG) sous I’influence de

la GPx selon la réaction suivante :
GPx

H,O,+2GSH — GSSG +2H,0
- Mode opératoire
Nous avons procédé aux étapes suivantes:
'] Prélever 0.2 ml de 'homogénat (surnageant).
'l Ajouter 0.4 ml de GSH (0.1 mM).
[l Ajouter 0.2 ml de la solution tampon TBS (Tris 50 mM, NaCl 150 mM pH 7.4).
1 Incuber au bainmarie a 25°C, pendant 5 min.
'] Ajouter 0.2ml de H202 (1.3 mM) pour initier la réaction, laisser agir pendant 10 minutes.
"1 Ajouter 1 ml de TCA (1%) pour arréter la réaction.
[] Mettre le mélange dans la glace pendant 30 minutes.
1 Centrifuger durant 10minutes a 3000 tours /minutes.
'] Prélever 0.48 ml du surnageant.
71 Ajouter 2.2 ml de la solution tampon TBS.

*1 Ajouter 0.32 ml de DTNB (1.0 mM).
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71 Me¢élanger et aprés 5 minutes lire les densités optiques a 412 nm.

- Calcule
La détermination de l'activité enzymatique de la GPx se fait a I'aide de la formule suivante:

GPx (umol GSH/mg de prot) = [ (Do échantillon — Do étalon) x 0.04] x 5/mg de prot)

Do étalon
DO échantillon: Densité optique de I'échantillon.
DO étalon: Densité optique de I'étalon.
0.04: Concentration de substrat (GSH).
2.9.4. Dosage de I’activité de superoxyde dismutase (SOD)

-Principe
Le superoxyde dismutase est I'enzyme antioxydante la plus importante du stress
oxydatif puisqu’ elle assure la premicere ligne de défense contre le stress oxydant. En effet,

cette enzyme dismute 1'anion superoxyde en oxygeéne moléculaire et peroxyde d’hydrogene

La méthode de dosage de I’activité SOD a I’aide de NBT par ’anion superoxyde (O;), est
utilisée comme base de détection de la présence de SOD , selon Beauchamp et Fridovich
(1971).

Tableau (03) : Protocole de dosage le SOD

Prélever dans Blanc (a Echantillon Concentration dans
des tubes I’obscurité) (tube illuminée) le milieu réactionnel
EDTA-Met 1000 pl 1000 ul 0,1mM EDTA
Tampon

892,2ul 892,2ul 13 mM Met
phosphate
Echantillon 0 50 ul
Tampon

1000 pl 950 ul 50 mM
phosphate
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NBT 85,2 ul 85,2 ul 75 uM

Riboflavine 22,6 ul 22,6 ul 2 uwM

-Calcul de P’activité SOD:
L’activité SOD = % d’inhibition /mg de protéine

(DO Echantillon —DO Blanc)

Y= x 100 x 1/ Protéines mg/ml x Facteur de dilution
DO Blanc

Y est le pourcentage d’inhibition/mg de protéine

Ce qui donne une activité spécifique SOD =Y /50 Unité SOD / mg de protéines.
3. Méthode d’analyse statistique

L'évaluation statistique est effectuée par le test T student. Les résultats sont donnés
sous forme de moyennes et écart-types pour 24 rats. n=4. Alors, on utilise des logiciels
MINITAB (version 2013) et EXCEL (version 2010) qui nous aide pour faire ce travail, la
signification est déterminée par la valeur critique 0=0.05
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1. Résultats
1.1. Etude de test phytochimique, dosage de polyphénols et des flavonoides

Tableau (04): Test phytochimique d'extrait aqueux de Phragmites australis.

Composée Présence
Flavonoides (+++)
Tanins (++) T. catéchiques
Alcaloides )
Saponines )
Terpénoides (+)
Sucres réducteurs (+)

(+) Présence , (-) Absence

Tableau (05): Contenue en polyphénols et flavonoides dans I'extrait aqueux de Phragmites

australis.
Plante Polyphénols Flavonoides
(mg d'AG/g MS) (mg de Querc/g MS2)
L’extrait  aqueux des | 15.75 14.85
Phragmites Australis

1.2. Activité anti-radicalaire d'extrait aqueux de Phragmites australis

Nos résultats montrent que I'extrait aqueux de Phragmites australis a une activité anti-
radicalaire trés important comparable a 1’effet de la vitamine C (76.12%) et de I'acide gallique
(72.14%).
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Figure (09) : Activité antioxydant de I’extrait aqueux de Phragmites australis.

1.3. Test de glycosylation

Dans notre résultats le test de glycosylation révele qu’il ya une diminution de la concentration

de glucose en fonction aux différentes concentrations de 1’extrait Phragmites australis.

Concentration dn glncose (/1)
=
s

Sans plante Plante 1g/1 Plante 2g/1 Plante 4g/1

Figure (10): Variation de la concentration du glucose en fonction de la concentration

I’extrait aqueux de Phragmites australis.
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1.4. Etude Teste de toxicité de Phragmites australis
1.4.1. Etude de poids relatifs

D’apres notre résultats on observe une diminution hautement significative (p<0.01) de
poids relatif du cceur chez le groupe traité par D1 (500mg/kg),et une augmentation hautement
significative (p<0.01) de poids relatif du rein chez le groupe traité par D2 en comparé avec
groupe témoins. D'autre part les deux doses étudies n'ont aucun effet significative sur le poids

relative de foie par rapport au témoin.

Tableau (06): Poids relatif des organes (foie, cceur, reins) chez les différents groupes

expérimentaux apres 7 jours.

Parametres Lot témoin Lot D1 (500mg) Lot D2 (1000mg)
Foie | 3.55+0.69 3.3+0.15""° 3.71+0.05"°

Poids Cceur | 0.32+0.055 0.28+0.008 0.41+0.005

relatif(g) . ,
Reins | 0.83+0.14 0.56+0.006 0.59:+0.001

Moy =+ ES de 4 rats de chaque groupe
'p<0.05; 'p<0.01;  p<0.001 comparaison avec le lot témoin.

1.4.2. Etude des marqueurs biochimiques et de stress oxydatif

Les résultats du test de toxicité (Tableau07) montrent que le traitement des rats par
phragmite australis avec dose (500mg/kg) pendant 7 jours provoque une augmentation
significative de la concentration de la créatinine et une diminution de MDA hépatique et
activité de TGO par rapport aux rats sains témoins. de plus cette dose n'a aucun effet signalé
sur la concentration du glucose, de I'urée, de GSH hépatique et sur l'activité de TGP et PAL.
Par ailleurs, le traitement par la dose (1000mg/kg) provoque une augmentation de la
concentration de créatinine et activité de TGO avec une diminution significative de la
glycémie et MDA hépatique. De plus cette dose n'a aucun effet sur l'urée, TGP, PAL et GSH

hépatique par rapport aux rats non traités (témoin).
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Tableau(07) : Concentrations des marqueurs biochimiques et des stress oxydatif chez groupe

témoins et groupe traité par D1 et D2.

Résultats et discussion

Parameétres Lot témoin | Lot D1 (dose 500mg) | Lot D2 (dose 1000mg)
Glycémie (mg/dl) | 109+8.02 | 136.50+3.15 """ 62+6.35

Urée (mg/dl) 0.42+0.011 | 0.415+0.020 " 0.49+0.040 >
Créatinine 3.83x0.23 | 5.09+0.47 0.18+0.47

(mg/dl)

TGO (U/l) 298+4.62 | 227.3+13.6° 343.5+0.87

TGP (U/l) 99+16.7 102+2.6"° 72423

PAL (U/l) 209+17.9 | 132.7+13"™ 205+0.6""

GSH Foie |0.40+0.07 |0.81+0.09"° 0.33+0.055 "°

MDA Foie | 0.281%0.02 | 0.138+0.03° 0.136+0.02°

Moy + ES de 4 rats de chaque group.

0<0.05; p<0.01; " p<0.001 comparaison avec le lot témoin

160 -

140 -

oo = =}
= =3 =
s ) R
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Figure (11) : variation des marqueurs biochimiques et de stress oxydatif chez les différents

groupes de rats.
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1.5. Etude de I'effet de Phragmites australis sur quelques paramétres biochimiques

1.5.1. Métabolisme des carbohydrates et lipides

Les résultats obtenus montrent une augmentation tres hautement significative (p<0.001)
de la concentration sérique de glucose chez le groupe diabétique par rapport au groupe
témoin, cependant, la glycémie est diminuée de facon trés hautement significatif chez les rats
de groupe diabétique traité par I’extrait de Phragmites australis (p<0.01) par rapport au
groupe diabétique.

Aussi, nos résultats représentent une augmentation significative (p<0. 05) de la
concentration sérique de triglycéride avec une diminution hautement significative (p<0.01)
chez les rats diabétique par rapport aux rats témoins.

Toutefois, le groupe diabétique traité par la plante représente une diminution significative du
triglycérides et LDL-C sériques (p<0.01) et (p<0.05) respectivement par rapport au groupe
diabétique. D’autre part on observe une augmentation significative du HDL-C sériques.
Remarques ; Les résultats de gaine de poids et le poids relatifs dans 1’annexe.

Tableau (08): Concentration de glucose (g/l), des triglycérides (mg/dl), du Cholesterol total
(mg/dl), de LDL et de HDL chez les différents groupes expérimentaux

Parameétres Témoin Diabétique Diabétique+ Phrag
Glycémie (g/l) 0.83+0.02 1.35+0.075 | 1.15+0.02" °
Triglycéride (mg/dl) 0.495+0.025 | 0.585+0.020° | 0.37+0.017 °
Cholestérol (mg/dl) 0.735x0.065 | 0.695+0.037"° | 0.727+0.034"°
LDL (g/l) 0.331+0.055 | 0.306+0.023 | 0.248+0.013 *

HDL (g/l) 0.305£0.005 | 0.245+0.008" | 0.312+0.023"

Moy + ES de 4 rats de chaque group.
"p<0.05; " p<0.001 comparaison avec le lot témoin

“p<0.05;"p<0.01; °p<0.001 comparaison avec le lot diabétique
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Figure (12): Variation de la concentration sérique de glucose, du cholestérol, LDL et HDL

chez les rats témoins, diabétiques et traités par la plante apres 21 jours de traitement.

1.5.2. Métabolisme protéique (Urée, créatinine et protéines totales)
Nos résultats montrent une augmentation significative de la concentration de l'urée
sérique chez le groupe diabétique et diabétique traité comparés au groupe témoin, (p<0.05) et

(p<0.01) respectivement.

Pareillement, on n'observé aucune variation significative de la concentration de la créatinine

et des proteines totales chez les groupes étudiés.

Tableau (09): Concentration sérique de 1’urée, la créatinine et les protéines totales chez les

rats témoins, diabétiques et traités par la plante aprées 21 jours de traitement par le phragmites

australis .

Paramétres Témoin Diabétique Diabétique+ Phrag
Urée (mg/dl) 0.415+0.005 | 0.645+0.059 | 0.673+0.072"
Créatinine (mg/d|) 10.34+0.49 10.75+0.29" | 10.0+0.098""
Protéines totales (g/dl) | 75.0+3.0 77.0£2.08" | 73.0+2.52""°

Moy + ES de 4 rats de chague group.
p<0.05; p<0.01; " p<0.001 comparaison avec le lot témoin

“p<0.05;°p<0.01; “p < 0.001 comparaison avec le lot diabétique.
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Figure (13) : Variation de la concentration sérique de 1’urée, la créatinine et les protéines

totales chez les rats témoins, diabétiques et traités par la plante apreés 21 jours de traitement.
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1.5.3. Etude de I'effet de Phragmites australis sur I'activité enzymatique

Les résultats de cette étude représentent une augmentation significative de ’activité
sérique de TGP et PAL chez les rats diabétiques comparés aux témoins (p<0.05). Le
traitement des rats diabétiques par 200mg/Kg d’extrait aqueux de Phragmites australis induit
une diminution de TGP (p<0.05) et augmentation de PAL (p<0.001) par rapport aux rats
diabétiques. Concernant I’activité sérique de TGO, les résultats obtenus ne montrent aucune

variation chez les groupes diabétique non traité et diabétique traité par rapport au témoin.

Pour I’activité sérique d’a-amylase notre résultats montrent une diminution hautement

significative (p<0.01) chez le groupe diabétique traité par rapport aux rats de groupe

diabétique et témoins.

Tableau(10) : Activité des transaminases(TGO et TGP), de l'amylase et de la phosphatase

alcaline chez les différents groupes experimentaux.

Parameétres Témoin Diabétique Diabétique+ Phr (P)
TGO (U/l) 20610 214+3.48™° 203.5+11"°

TGP (Ul 6512 83+5.81° 67.5+1.57°

a amylase(U/1) 707+0.6 641.7+27.02 296+21.2° °
PAL(U/l) 12748 242.7+40 368.3+36.6 -

Moy * ES de 4 rats de chaque group.

"p<0.05; p<0.01; " p<0.001 comparaison avec le lot témoin

“p<0.05;"p<0.01; °p < 0.001 comparaison avec le lot diabétique.

Activité de TGO(U/)

300 -
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Figure (14): variation de I’activité enzymatique sérique de transaminase glutamate

Résultats et discussion
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Figure (15): Variation de I’activité enzymatique sérique de la phosphatase alcaline (PAL) et

alpha amylase chez les rats témoins, diabétiques et traités par la plante aprés 21 jours de

traitement.
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1.6. Etude de I'effet de Phragmites australis sur le stress oxydatif
1.6.1. Etude de la peroxydation lipidique (MDA) et Glutathion réduit (GSH)

Nos résultats montrent que la peroxydation lipide rénale et pancréatique chez les rats

diabétiques non traité augmentée de facon significatif (p<0.05) et (p<0.001) respectivement

par rapports au témoin. Quoique le traitement des rats diabétiques par le Phragmites australis

induit une diminution du taux de MDA rénale et cardiaque en comparaison avec les rats

diabétique non traités, (p<0.001) et (p<0.01) respectivement . D’autre part, nos résultats

obtenus révélent que la concentration de GSH hépatique, cardiaque et pancréatique diminue,

(p<0.001), (p<0.01) (p<0.001) respectivement, chez les rats diabétique par rapport au témoin.

Mais les résultats de rats diabétiques traités par la plante représentent une amélioration

(p<0.01) au niveau GSH cardiaque et pancréatique comparés aux rats diabétiques non traités.

Tableau(11) : Concentration de la peroxydation lipidique et glutathion réduit chez les

différents groupes expérimentaux.

Parameétres Organes | Témoin
Foie 1.386+0.257
MDA
Rein 2.27+1.36

(nmol/g tissu)

Ceeur 1.647+0.392

Pancréas 1.60+0.099

Foie 2.532+0.535
GSH
Rein 2.42+0.40
(nmol/g org)
Ceeur 1.956+0.249

Pancréas 4.31+1.54

Diabétique

1.529+0.139"°

3.55+0.69"

1.621+0.407 "°

1.80+0.013

1.548+0.140

2.069+0.13 """

1.589+0.043 "

1.5+0.029

Diabétique+ Phr(P)

1.481+0.350 "°

2.30++0.079°

0.902+0.170 "

1.37+0.496 "°

1.828 +0.350

2.240.1"°

2.191+0.284"°

3.033+0.70°

Moy + ES. de 4 rats de chaque group. /p<0.05; p<0.01;  p < 0.001 comparaison avec

le lot témoin/ ® p < 0.05 ; ® p < 0.01; ¢ p < 0.001 comparaison avec le lot diabétique
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Figure (16): Variation de la teneur hépatique, rénale, cardiaque et pancréatique de
Malondialdéhyde (MDA) chez les rats témoins, diabétiques et traités par la plante apres 21

jours de traitement.
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Figure(17) : Variation de la teneur hépatique, rénale, cardiaque et pancréatique du glutathion
réduit (GSH) chez les rats témoins, diabétiques et traités par la plante aprés 21 jours de
traitement.
1.6.2.Etude de I'activité de GPx et SOD

Au niveau les antioxydants enzymatiques, nos résultats montrent une diminution au
niveau de l'activité de GPx pancréatique (p<0.05) et le SOD hépatique (p<0.05) et cardiaque
(p<0.01) chez les rats diabétiques par rapport au témoin, et aucune variation au niveau de
l'activité de GPx hépatique, cardiaque et rénale. Apres 21 jours de traitement des rats
diabétiques par 1’extrait aqueux de Phragmites australis on observe une haute amélioration de
l'activité de GPx tissulaire, foie(p<0.05), reins(p<0.001), cceur (p<0.001) et pancréas
(p<0.001), et de I’activité de superoxyde dismutase SOD hépatique (p<0.05) et cardiaque

(p<0.01) par rapport aux rats diabétiques non traités.
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Tableau (12) : activité de glutathion peroxydase (GPx) et superoxyde dismutase(SOD) chez

les différentes groupes expérimentaux.

Résultats et discussion

Parameétres Organes Témoin Diabétique Diabétique+
Phr(P)
GPx(Ul/mg Pro) foie 0.57+0.003 | 1.25x0.17 " 8.35+2.82
Rein 1.10+0.06 1.45+0.2 " 8.64+0.7 °©
Ceeur 0.96+0.28 1.40+0.02"° 8.65+1.12 °©
GPx (Ul/mg Pro)  ['nancreas 1.730.26 1.0310.28 14.46+4.417°
foie 2.88+1.12 2.023+0.49 4.89+0.8 °
Ceeur 1.90+0.24 0.91+0.2" 1.83+0.4°
SOD (Ul/mg Pro)

Moy + ES. de 5 rats de chaque groupe / p<0.05; p<0.01:  p<0.001 comparaison

avec le lot témoin/ ®p <0.05; ° p < 0.01; © p < 0.001 comparaison avec le lot diabétique
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Figue (18) :Variation de I’activité hépatique, rénale, cardiaque et pancréatique de glutathion
peroxydase (GPx)chez les rats témoins, diabétiques et traités par la plante aprés 21 jours de

traitement.
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Figue (19) :Variation de ’activité hépatique, cardiaque de superoxyde dismutase (SOD)
chez les rats témoins, diabétiques et traités par la plante apres 21 jours de traitement.
1.7. Etude histologiques de pancréas

L’observation microscopique de coupes histologiques du pancréas des rats traités par
I’alloxane révele une modification cellulaire bien visible, qui traduit par une atrophie
cellulaire chez les rats diabétiques. Alors que les coupes histologiques du pancréas des rats
traités par 1’extrait aqueux des racines de la plante Phragmites australis présente une

amélioration au niveau cellulaire.
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Figure (20) : Pancréas du rat témoin sain : (A) couleur HEx10, (B) couleur HEx40 (C)
couleur HEX100. (i) : Tlots de Langerhans.(Photo original,2016)

60



Chapitre 11 Reésultats et discussion

Figure (21) : Pancréas du rat diabétique non traité: (A) couleur HEx10, (B) couleur HEx40
(C) couleur HEx100. (i) : Tlots de Langerhans (n) : Atrophie des Tlots de Langerhans. (Photo
original,2016)

Figure (22) : Pancréas du rat diabétique traité par 1’extrait de Phragmites australis: (A)
couleur HEx10, (B) couleur HEx40 , (C) couleur HEx100. (i) : Tlots de Langerhans (n) :
Atrophie des Tlots de Langerhans. (Photo original,2016)
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2. Discussion

Le diabete sucré est une maladie métabolique caractérisée par une hyperglycémie
résultant de probléeme de sécrétion d'insuline, I'action ou les deux. Il a déja été établi que
I'nyperglycémie chronique, du diabéte est associé a des dommages a long terme, d'un
dysfonctionnement et, éventuellement, la défaillance d'organes, en particulier les yeux, les
reins, les nerfs, le ceeur et les vaisseaux sanguins (Huang et al., 2005). En général, tous les
agents antidiabétiques (antidiabétiques oraux, insuline) ne répondent pas aux besoins des
patients en tant qu’un traitement efficace et éventuellement, plusieurs accidents risquent
d’étre a I’origine d’un état indésirable. L'utilisation de plantes médicinales pour le traitement
du diabete sucré remonte des papyrus Ebers d'environ 1550 av. J-C (Kesari et al., 2005). Plus
de 400 plantes traditionnelles utilisées pour le traitement du diabéte sucré ont été enregistrées,
mais seulement un petit nombre d’entre eux ont subis un enregistrement scientifique et une

évaluation médicale afin de confirmer leurs efficacités (Bailey et Day, 1989).

Le but de ce travail est d’étudier I’effet d’extrait aqueux de recines de phragmites
australis (200 mg/Kg de poids corporel) sur des rats diabétiques. Dans cette étude, le choix de
la plante, la voie d’administration, la posologie ainsi que les paramétres suivis sont des points

essentiels a discutés.

La base de notre choix pour cette plante ou elle est utilisée comme un traitement
traditionnel chez certain nombre de personnes diabétiques dans la région de Touggourt, elle
est peu utilisable dans le domaine de la phytothérapie. Nous voulons essayer de valoriser de
cette mauvaise herbe (Phragmites australis) a travers d’étudier 1’aspect scientifique de ’effet

thérapeutique contre le diabete et ses complication.

Les résultats de I'analyse phytochimique effectuée sur I'extrait aqueux de racines de
phragmites australis ont montré la présence de certains composés bioactifs. Des
flavonoides de concentration 14.85 mg/g et polyphénol 15.75 mg/g d’extrait sec de racines de
phragmites australis, on a remarqué aussi la présence de tanins, des terpénoides, et sucres
réducteurs ont été trouvées dans l'extrait. Et 1’absence de saponines et les alcaloides. . Avec
une activité anti-radicalaire de I’extrait aqueux de la plante comparable a I’activité de la
vitamine C 76.12% et de I’acide gallique 72.14%.

L’absence des alcaloides n’indique qu’aucune toxicité (Mohammedi, 2013), et la
présence de composés phénoliques sont bien connues comme des agents antioxydants et

dirigé contre les radicaux libres associés aux dommages oxydatifs. Le tanin et les flavonoides
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agissent sur les complications du diabéte par leur pouvoir antioxydant et anti-enzymatique,
neutralisant I'effet des radicaux libres et limitant la réaction inflammatoire dans les différents
tissus. (Hertel, 2003)

La voie d'administration choisie est la voie orale pour de multiples raisons. D'une part,
c’est la voie d’utilisation des plantes dans la médecine traditionnelle. D'autre part, c'est une
voie d'administration physiologique, elle offre certain nombre de criteres, d'efficacité et de
commodité, et pour éviter les risques éventuels d'intoxication. De plus cette voie ne nécessite
aucun materiel particulier. De point de vue pharmacologique, la voie per os est la plus
couramment utilisée, cette voie est généralement, bien acceptée par les patients. (Bourine,
Jolliete, 1999)

Afin de choisir la dose administrée dans notre expérimentation, nous avons faire un
teste préliminaire (teste de toxicité), dont on a choisi les doses 500mg et 1000mg d’extrait de
phragmites /Kg de p c des rats, on n’observe aucune mortalité dans tous les groupes pendant

les 48h apres le traitement.

Les deux doses choisisses de I’extrait aqueux de phragmites causent une augmentation
de taux de la créatinine et la forte dose 1000mg/Kg provoque une diminution de taux de

glucose sérique, et une augmentation de la transaminase hépatique TGO chez les rats.

La créatinine et la TGO sont considérées souvent comme des parameétres cliniques pour
détecter les effets toxiques reliés au traitement par des composeées sur les reins et le foie chez
les animaux expérimentaux. (Travlos et al., 1996)

D’autre part, on n’a pas aucune variation chez les deux groupes, par rapport au témoin,
concernant le taux de 1’urée, I’activité enzymatique sériques de la TGP et la PAL, et les poids

relatifs hépatique et rénal.

Pour étudier mieux la toxicité de cette plante par le statu de stress oxydatif, les résultats
montrent une diminution du taux de MDA hépatiques chez le lot traité par 1000 mg/Kg

d’extrait aqueux de Phragmites australis et aucune variation au niveau GSH hépatiques.

D’aprés les résultats de test de toxicité, le phragmite n'a aucun effet mortel, aucun effet
néfaste sur I'organisme mais a forte dose 1000mg/kg peut conduire a un risque d’atteint rénal
et hépatique, c’est pour ¢a nous avons choisi la dose 200mg/Kg pour faire notre
expérimentation d'évaluer 1’effet thérapeutique éventuel de Phragmites australis au cours de
diabéte.
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Dans cette étude les rats rendus diabétiques par l'injection intra péritonéale d'une dose
de 120 mg/kg de Alloxan ont montré une augmentation significative du taux du glucose dans
le sang par rapport aux rats témoin .Ceci est consistent avec les résultats des autres études

antérieures. (Laxmi et al., 2010)

Cet effet est expliqué par la cytotoxicité de 1’Alloxan aux cellules B de Langerhans
pancréatique , induit plutdét un diabéte de type 1 avec une certaine sécrétion d’insuline
(Szkudelski, 2001). L’action cytotoxique de Alloxan est due a sa propriété oxydant forte
excentre une activité cytotoxique sur les cellules B par le produit de sa réduction, I’acide
diallurique (Grankvist et al., 1981). II établit un cycle d’oxydoréduction avec formation
de radicaux superoxydes, associ¢é a I’internalisation de fortes doses de calcium dans le

cytosol provoquant ainsi la destruction rapide des cellules P. (Lenzen et al., 1996)

L’administration d’extrait aqueux de Phragmites pendant 21 jours améliore le gain du
poids des rats diabétiques (p<0.05), I’augmentation pondérale est due a la croissance normale
des rats et peut étre a I’effet protectrice de cette plante contre la perte de poids associe a la
maladie du diabéte , ou I’amélioration de poids corporel du groupe traité par la plante pourrait
étre expliquée par le pouvoir de la plante a restaurer le stock en triglycérides, grace a

I’amélioration de I’insulinosécretion. (Babu et al., 2007)

Pour étudier I’effet hypoglycémiant d’extrait aqueux de Phragmites australis on a fait ;
d’une part, le test positif de complexation de glucose ou la glycosylation in vitro peut
nous renseigner sur la possibilit¢ d’attribuer le role de « glucophage » a ces
substances, c'est-a-dire la capacité de fixer le glucose, et intégrer ainsi cet effet parmi les
actions possibles des composés phénoliques sur la glycémie des animaux traités. Il faut
noter dans ce contexte que les flavonoides ont naturellement tendance a lier des oses

pour donner les flavonoides glycosides. (Bruneton, 1993)

D’autre part, nous avons constaté que 1’administration de 1’extrait aqueux des racines de
phragmites australis pendant 21 jours a pu jouer un réle crucial dans la baisse de la
concentration sérique de glucose de fagon tres hautement significative (P< 0.001) chez les rats
diabétique, soit par la stimulation de la sécrétion de I’insuline, soit par une action extra-
pancréatique et donc par I’influence de l'absorption de glucose et son utilisation par les

différents tissus.

D’apreés notre résultats le phragmites australis est trés riche en flavonoides de 14.85 mg

de Quercitrine/g d'extrait sec, ainsi la présence de terpénoides, ces deux molécules peuvent
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influencent sur les cellules B pancréatique en stimulent la sécrétion de 1’insuline (Jang et al.,
2000) par I’activation peut étre de I'enzyme SIRTUINE 1, enzyme stimulatrice de la chaine
de signalisation de la sécrétion de l'insuline ,ainsi que cette enzyme joue un réle trés
important dans la sensibilité des cellules périphérique vis a vis de l'insuline. (Kilic et al.,
1998)

De plus, les flavonoides inhibent les transporteurs du glucose dans les intestins,
diminuent I’expression des geénes qui contrdlent la néoglucogenese, augmentent le stockage
du glucose dans le foie et réduisent la dégradation du glycogene (Sarkhail et al., 2007), et la
conversion en acides gras au niveau hépatique. (Palsamy, Subramanian, 2008)

L’effet hypoglycémiant de certains extraits de plantes médicinales chez les rats on
indique une élévation de ’expression de I’ARNm des protéines de transport du glucose

(Glut4) dans les muscles squelettiques. (Shih et al., 2009)

Pour bien compréhension de 1’effet hypoglycémiant de phragmites, on étudie 1’activité

sérique de a-amylase, ou on observe une diminution hautement significative (p<0.01) chez
les rats traités par rapport aux rats diabétique et témoin .
L’ a-amylase (1,4-a-D-glucosyl-hydrolase) (Banner et al., 1975), est responsable de la
dégradation des hydrates de carbone au niveau de I'intestin gréle. Cette dégradation permet
I'absorption du glucose et fait augmenter la glycémie. De ce fait, I'inhibition de cette enzyme
permette une limitation de l'augmentation de la glycémie (Goetz, 2007). L’activité
antidiabétique des plantes peut dépendre de plusieurs mécanismes inhibition de f-
galactosidase, a-glucosidase et a-amylase (Jarald et al , 2008) , ce qui réduit la dégradation
de P’amidon et les oligosaccharides, par conséquent, elles agissent par une réduction de
I’absorption du glucose au niveau intestinal. En fonction de nos résultats indiquent I'inhibition
de l'a-amylase par Phragmites australis , donc on suggere que le Phragmite présente un effet
bénéfique contre I'nyperglycémie des diabétiques.

Le diabete sucré est aussi associé avec une hyperlipidémie qui provoque de profondes
anomalies dans la concentration et la composition des lipides. (Cooperstin, Watkin, 1981)
Dans cette étude on a enregistré des chiffres significatifs indiquent que le taux des
triglycérides sériques augmenté (p<0.05) et un niveau bas de HDL (p<0.01) chez les rats
diabétiques par rapport aux rats témoins, Il a été confirmé que le diabéte est un facteur
hyperlipémiant (Garber et al., 2002) ; l'augmentation de la concentration des triglycérides
dans les conditions diabétique est associée a la surproduction hépatique des triglycérides

(Dunn et al., 1984). Le traitement des rats diabétiques par ’extrait de phragmites australis a
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une dose de 200 mg/kg provoque une diminution hautement significative des triglycérides et
LDL par rapports aux rats diabétiques, aussi une augmentation significative (p<0.01) au
niveau HDL.

Un grand nombre de travaux de recherche ont montré 1’effet hypolipidémique de
plusieurs flavonoides, terpénes et d’autres composes phenoliques (Sarkhail et al., 2007).

L’effet de notre plante peut étre lié a la présence de certaines de ces molécules.

Cet effet est expliqué aussi probablement par l'influence de la plante sur I'excrétion
des TG par les voies biliaires et I'action direct sur les enzymes impliquées dans I'anabolisme
des triglycérides d'une parts et l'activation des enzymes impliquées dans le stockage des
graisse au niveau des adipocytes sous forme des lipides simples (Daiki et al., 2003) , la
diminution de LDL peut étre expliquer par plusieurs mécanismes, parmi celles-1a, par la
diminution de la synthése des acides gras (Bopanna et al., 1997) augmentation du
catabolisme des LDL, le renforcement de l'absorption des LDL par I’augmentation des
récepteurs LDL , et activation de la LCAT et des lipases tissulaire et/ou inhibition de I'acétyl-
CoA carboxylase. (Khanna et al., 2002)

Il est bien connu que I’hyperlipidémie qui caractérise les rats rendus diabétiques par
alloxan est la conséquence de la non-inhibition de 1’action des hormones lipolytiques sur les
tissus adipeux. Etant donné que dans les tissus adipeux I'insuline a une action antilipolytique
en inhibant la lipase hormonosensible (Bouldjadj , 2009) , donc peut étre 1’extrait aqueux de
Phragmites australis soit activer 1’action de I’insuline, soit stimuler la synthése de 1’insuline.
Par ailleurs plusieurs études montre que les flavonoides sont de puissants inhibiteurs de
I’oxydation de LDL. (Laughton et al., 1989)

Concernant le métabolisme des protéines, on n'a observé aucune variation au niveau de
la créatinine et les protéines sériques, sauf que une augmentation remarquable de I'urée a été

notée chez les rats diabétiques traités et non traités (p<0.01), (p<0.05) respectivement,

L’urée et la créatinine sont des produits finals du catabolisme des protéines dans le foie
et les muscles, filtrées par les reins et ensuite sont éliminées par les urines, donc ils sont
considérés comme des indicateurs de la dysfonction rénal (Boubchir, 2002). Nous avons
constaté une augmentation significative de la concentration sérique de 1’urée, chez les rats des
lots diabétiques non traité et les lots des rats traités par la plante, ceci peut étre expliqué par la
dégradation accélérée des protéines hépatiques et plasmatiques (Sugden, Fuller, 1991) et par

la dégradation de quelques composés protéiques du corps par la protéolyse due a I’alloxane ou

66



Chapitre 11 Resultats et discussion

ceux apportés par I’alimentation qui peuvent étre dégradés en acides aminés puis en urée.
L’urée est 1’étape ultime du catabolisme des acides aminés libres. Ceux-ci a un taux sérique
élevé chez les diabétiques (Ganon, 1986) ou la perte d’appétit caractérise le diabéte (Penny et
Lesley, 2008), dans notre travail la plante protége les rats diabétiques contre la perte de poids,
ainsi peut étre améliorer I’appétit au cours le diabéte par I’influence sur le systeme nerveux
grace a des substances bioactives comportées dans cette plante ce qui peut étre influer sur le
contréle hormonal de la digestion, et conduit a la dégradation des protéines alimentaires ceci

permet la modulation de I’uréogencése.

Dans la présente étude, on a observé une élévation significative de l'activité de TGP et
PAL chez le groupe diabétique par rapport aux témoins aussi on n’observe aucune variation
au niveau de l'activité de TGO. L’augmentation de l'activité de TGP et PAL chez les
diabétiques due peut étre a la destruction des cellules hépatiques (cytolyse hépatique) par des

substances toxiques (effet hépato toxique de I’alloxane) . (Barbosa, 2006)

L’administration journaliére de I’extrait aqueux de Phragmites australis pendant 21
jours provoque une diminution significative de TGP chez les rats diabétiques traités ceux-ci
probablement due a une diminution d'apport des acides aminés en consequence d'amélioration
du systeme de defense contre la protéolyse, aussi par la réduction de processus de la
néoglucogeneése qu'une étape essentielle nécessite I'intervention de TGO et TGP (Derouiche,
Kechrid, 2013) ce qui confirme I'effet hypoglycémiants de phragmites.

D’apreés les résultats phytochimiques de phragmites australis, on a remarqué la présence
des flavonoides et triterpénoides, qui sont connus par leur activité antioxydant et
hépatoprotectrice. (Anusha et al., 2011)

L’administration de phrgmites australis par les rats diabétique favorisé une amélioration
au niveau PAL par rapport aux rats diabétiques et normaux. Selon 1’étude de Hai-Ming Zhang
et al (2014), le phragmites australis a un effet anti-polyurie dont améliorer les symptémes de
diabete. Ce qui conduit effectivement a la diminution de la perte des oligoéléments tel que le
zinc (Zn) par les reins ce qu’il favorise la rétention de cet oligoélément dans le corps, le zinc
est essentiel pour l'activité de la phosphatase alcaline. 1l joue un réle structural, régulateur et

catalytique de la fonction de cette enzyme. (Derouiche, Kechrid, 2013)

Dans le diabéte, il a été observé a la fois une augmentation de la production des

radicaux libres et une diminution des défenses antioxydants, conduisant a stress oxydant, dans
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la présente étude on a montré un état de stress oxydatif chez les rats diabétiques exprime par

des marqueurs spécifiques.

Nos résultats montrent une augmentation du marqueur de la peroxydation lipidique
MDA dans les reins et le pancréas chez les rats diabétiques. L’oxydation de lipides rendent
les membranes plus rigides et donc moins fluides (Levin et al., 1990). L'augmentation de
MDA joue un role trés important dans l'altération de la y-glutamylcysteinesynthetas (y-GCS),
I'enzyme responsable de la synthese du glutathion ( Cai, Fang, Yang, 2003) dans ce contexte
notre resultats montre une diminution de GSH dans les organes étudiés de rats diabétiques.
Cette résultat est expliquée par 1’état d’hyperglycémie associé au diabéte, le glucose est utilisé
par la voie des polyols et se transforme en sorbitol, cette réaction consomme le NADPH, ce
dernier est indispensable pour la régénération des molécules de glutathion par I’enzyme
glutathion réductase ce qui expliquer aussi la diminution de la glutathion chez les diabétiques
(West, 2000 ; Baynes, 1991).

Par contre les rats diabétiques traités par 1’extrait aqueux du phragmites australis qui
contient des composés chémoprotecteurs cellulaires pourvus d’un pouvoir antiperoxydant
jouant un effet contre 1’effet délétére des radicaux libres, ce qui expliquer le maintien de
MDA et GSH a ses niveaux cytosoliques normales dans les organes étudiés (foie, coeur, rein

et pancréas).

D’autre part on observe une augmentation significative de l'activité de GPx et SOD
tissulaire donc, une grande amélioration au niveau enzymatique contre au stress oxydant chez

les rats diabétiques traité par rapport au non traités.

D’aprés notre résultats, le phragmites australis a pu maintenir les systémes de défense
cellulaire antioxydants a leur niveau cellulaire normal pour empécher ainsi la perte de
I’équilibre redox prooxydants / antioxydants. la superoxyde dismutase (SOD), glutathion
peroxydase (GPx) sont les enzymes majeures antioxydantes, la réaction de dismutation de
I’anion superoxyde (O2-¢) en peroxyde d’hydrogeéne (H202) ainsi que la réduction de celui-Ci
en eau (H20), des métaux tels que le cuivre (Cu), le zinc (Zn), le manganese (Mn) jouent un

role important en tant que catalyseur de la SOD. (Fridovich, 1995)

D’aprés 1’étude de Baran et al (2002) le Phragmites australis contient le Mn (96.964
mg-kg-1), le Zn (26.964mg-kg-1) et le Cu (8.452 mg-kg-1) , ces sont des métaux essentiels

dans la défense contre le stress oxydant. Toutes les enzymes antioxydantes requierent un
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cofacteur pour maintenir leur activité catalytique. Ainsi, la SOD mitochondriale a besoin de
manganese, la SOD cytosolique de cuivre et de zinc. (Buldak et al., 2014)

Les systemes enzymatiques de défense antioxydants (SOD, GPx) ne sont pas donc
altérés et le taux cellulaire du GSH est conservé sous 1’effet chémoprotecteur de Phragmites
australis, puisque la variation du MDA cellulaire reste normale témoignant de 1’absence
d’une lipoperoxydation sensible et d’une intégrité cellulaire des organes étudiés dans notre

travail.

Par ailleurs une telle hyperperoxydation pourrait étre le résultat d’une modification
importante du statut redox cellulaire dans le pancréas en faveur des prooxydants, car
I’alloxane s’est avéré générateur de radicaux libres qui, par leur pouvoir oxydant, sont a
I’origine de 1’oxydation de I’ADN, de lipides et de carbohydrates aboutissant ainsi a la mort

des cellules B et I’installation du diabéte. (Quinlan et Gutteridge, 1988 ; Huk et al., 1998 )

Dans ce travail, le traitement des rats alloxanisés par I’extrait aqueux de phragmites
permet la mise en évidence d’un effet chémoprotecteur et préventif de ses substances
contre l’induction alloxanique du diabéte. Dans ce contexte, les résultats de la
recherche de mécanismes d’action des composés flavonoidiques montrent une activité
antioxydante permettant la neutralisation des radicaux libres oxygénés générés par I’alloxane
au niveau des cellules pancréatiques. Effectivement le statut redox cellulaire est maintenu a
son équilibre en normalisant le taux des systemes antioxydant des cellules pancréatiques
(GPx ,GSH , SOD ) chez les rats alloxanisés traités par phragmites australis peut étre
empéche une lipoperoxydation excessive et protege ainsi la mort des cellules B, empéche

I’installation du diabéte.

L'analyse histologique du pancréas des rats diabétiques par rapport aux rats sains
témoins présente des Tlots nécrotiques avec une destruction des populations cellulaires,
notamment les cellules B. Ceci est di a l'effet cytotoxique de l'alloxane qui se comporte
comme un agent relatif d'inhibition enzymatique ayant des conséquences négatives sur la
sécrétion exocrine pancréatique, proces accompagneé par un diabéte typique da a la défection
apparue de la sécrétion insulinique. (Hincu et al., 2006)

Les coupes histologiques du pancréas des rats diabétiques traités par Phragmites
australis montrent la présence des ilots de Langerhans mieux délimités avec trés peu des
nécroses cellulaires. Cela pourrait signifier que la plante a un effet protecteur de la structure et

la fonction des cellules B de Langerhans. Cet effet protecteur des ilots observé pourrait étre
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du a la présence des composés antidiabétiques révélés par I’étude phytochimique. En effet il
a été rapporté que les flavonoides avait la faculté de régénérer les cellules beta da langerhans
et donc de restaurer la sécrétion d’insuline chez les rats rendus diabétique par I’alloxane
(Perez et al., 1998), de méme les flavonoides et plusieurs autres composés phénoliques
(exp :tanins) ont été testés comme cytoprotecteurs et chélateurs de radicaux libres (Ouali et
al., 2007). Notre plante comporte ces familles de molécules (flavonoides, triterpénes et
tanins), et il n’est pas impossible que I'une ou 1’autre ou la synergie de tous ces composés soit
responsable de la (protection) cellulaire des ilots de Langerhans. Il est a noter également que

la protection pourrait étre due a d’autre principes actifs n’étant pas encore identifiés.

Nos résultats montrent donc 1’effet protecteur de I’extrait aqueux de Phragmites
australis expliqué par sa capacité a protéger les dommages cellulaires contre le stress

oxydatif.
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Conclusion

Le travail que nous avons mené est consacré a 1’étude de 1’effet de Phragmites australis sur
1’évolution du poids corporel, le bilan biochimique sanguin, des paramétres de stress oxydatif
et l'architecture du tissu pancréatique chez des rats diabétiques. L’objectif de ce travail est
d’étudier si le traitement par d’extrait aqueux de racines de phragmites australis a un effet sur
la prévention des dégats de diabéte et ses complications. A la lumiere des résultats obtenus, on
peut conclure que :

-L'analyse qualitative et quantitative de la plante montre que l'extrait aqueux de
Phragmites australis est trés riche en polyphénols, flavonoides, tanins, terpénoides et sucres
réducteurs, ainsi que notre plante avoir une activité anti-radicalaire, ce qui pourrait representer
une nouvelle source potentielle des molécules bioactives ont un important effet thérapeutique

contre plusieurs pathologies.

- Les résultats de teste de toxicité montrent clairement que le Phragmites australis n’a
aucun effet néfaste ou toxique sur I’organisme et ne conduit aucun cas de mortalité chez les
rats traités, ce qui nous permet d’utiliser la dose 200mg/Kg de Phragmites australis pour

¢évaluer I’effet thérapeutique de cette plante.

-Le traitement par la plante chez les rats diabétiqgue pendant 21 jours améliore les
parameétres biochimiques, en diminuant la glycémie et triglycéridimie le taux de LDL
sérique ; et en augmentant le HDL ce qui montre I’effet bénéfique de cette plante contre les

perturbations métaboliques associées au diabéte et ses complications cardiovasculaires.

-Pareillement nos résultats ont montré que I' extrait aqueux de Phragmites australis réduit
la peroxydation lipidique et améliore le statut antioxydant (GSH, GPx et SOD) ce qui fournit
la preuve que l'utilisation de cette plante pourrait protéger le foie, le cceur, les reins et le
pancréas contre les pathologies lies aux effets délétéres des radicaux libres accompagnés au
diabéte.

-Concernant les analyses histologiques, une protection partielle au niveau de cellules
pancréatique observeé sous I’effet de traitement par I’extrait chez les rats diabétiques.

On peut conclure que le Phragmites australis a un grand intérét thérapeutique contre le

diabete et ses complications.
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Perspectives
Vu I’importance de ces résultats, ce travail nécessite d’autres études approfondies pour
mieux comprendre les molécules responsables de 1’effet pharmacologique et les mécanismes

et leur mode d’action sur les différents systemes biologiques au cours de diabéte

Cette étude aussi nécessite d’autre ¢tude complémentaire pour identifier I’effet de I’extrait

aqueux sur la sécrétion et I’action de I’insuline chez des rats ont le diabete de types 1 et 2.
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Figure : Courbe d'étalonnage de I'acide gallique pour le dosage des polyphénols
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Figure : Courbe d'étalonnage Quercétine pour le dosage des flavonoides
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Figure : Courbe d’étalonnage de BSA mg/ml pour le dosage des protéines tissulaires.

Tableau: Poids initiale (g), Gain du poids corporel (g/jour/rat) et le poids relatif des

organes (foie, coeur, reins et pancréas) chez les différents groupes expérimentaux.

Parameétres
Témoin Diabétique Diabétique = Phr
Moy=+Es Moy=+Es Moy=+Es
Poids initial 313,6+13,2 313,8+13,6 311,3+12,6
(@)
Gain du poids (g/jour/rat) | 0,4210+0,0300 0,1300+0,0286 0,3123+0,0478°
Foie 0,02650+0,00144 | 0,02693 +0,00220" | 0,02780+0,00198 "*
Ceeur 0,003350+0,000087 | 0,003090+0,000201 ° | 0,003040+0,000260 "°
Poids relatif(g)
Reins 0,005300+0,000173 | 0,005640+0,000524 ° | 0,005727+0,000327 "°
Pancréas | 0,002550+0,000157 | 0,002135+0,000317 ™ | 0,002618+0,000326 "*

Moy + ES de 4 rats de chaque group.
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p<0.05; p<0.01;  p<0.001 comparaison avec le lot témoin
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Figure : Gaine de poids corporels chez les rats témoins, diabétique et traités

plante apres 21 jours de traitement.
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