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Résumés

Résumé

Notre étude a porté sur la recherche de I’effet antidiabétique in-vitro , hypoglycémiante
et antioxydant des extraits aqueux des feuilles d' Oudneya africana R. Br. sur un modele de
rattes Wistar rendues diabétiques par I’injection d'une dose unique de (150 mg/kg pc)
d'alloxane par voie intra-péritonéale. L'étude réalisée sur 16 rattes femelle de la souche Wistar
albinos répartis en trois groupe; groupe témoin sain (TS), groupe diabétique non traité
(DNT), groupe diabétique traité par I'extraits aqueux d' Oudneya africana R. Br. (400 mg/kg
p.c) pendant 21 jours. Le poids corporel et la glycémie sont mesurés régulierement. Aprés 21
jours de traitement, les rattes sont sacrifiés et quelques parametres biochimiques sont
déterminés. Les résultats de test de toxicité montrent que la plante d'Oudneya africana R. Br.
ne présente aucune toxicité ou effet néfaste avec des doses élevées sur la physiologie
générales des rattes. De plus I'analyse des resultats montre clairement que le traitement par
extraits aqueux d' Oudneya africana R. Br. diminue de maniere significatif la glycémie des
rattes diabétiques , et aussi provoque une amélioration de profil lipidique (diminution trés
hautement significative (P<0.001) du taux plasmatique de triglycéride et VLDL) et I’activité
des transaminases (TGO, TGP). D'autre part I’administration de I’extrait aqueux a ¢galement
diminue (p>0.05) du taux plasmatique d'acide urique, urée et créatinine. On a observé aussi
une amélioration de I'état de stress oxydatif dans les tissus étudies, traduit par la diminution
(P<0.01) des concentrations de 'MDA et augmentation du taux de GSH dans le groupe traité
par la plante. D’autre part, 'examen histologique du tissus pancréatique montre que I’extrait
aqueux d'Oudneya africana R. Br. a un effet protecteur de la structure et la fonction des
cellules B de Langerhans et améliore I'architecture histologique des ilots de Langerhans. En
conclusion, la présente étude suggere que Oudneya africana R. Br. a un effet bénéfique contre

le développement du diabete et ces complications.

Mots clés : Oudneya africana R. Br, stress oxydatif, diabéte, hypoglycémiant, polyphénol.
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Introduction généralé

Le diabéte est une maladie métabolique caractérisée par un désordre au niveau de la
régulation du métabolisme des glucides entrainant une hyperglycémie (ADA,2010) . Selon
I’OMS, en estime plus de 135 millions de diabétiques dans le monde avec une prévision de
300 millions de personnes susceptibles d’étre atteintes en 2025. En Afrique, les estimations
sont évaluées a 7 millions de diabétiques (Bouchenak et al., 2018). Par ailleurs, Le diabete
sucré est un trouble métabolique caractérisé par une hyperglycémie et une insuffisance de
sécrétion ou d'action d'insuline endogene (Derouiche et al.,2017). Le diabete est généralement
accompagné par une augmentation de la production des radicaux libres ou des défenses
antioxydants altérées (Ceriello et al., 2000) ce qui provoque un état de stress oxydatif qui est
participe largement dans le développement et la progression du diabete et ses complications
(Kumar et Pandey, 2013)

Le stress oxydant est une circonstance anormale que traversent parfois nos cellules ou
tissus lorsqu’ils sont soumis a une production, endogéne ou exogene, de radicaux libres
oxygenés qui dépasse leurs capacités antioxydantes (Gillery, 2006). L’excés de radicaux
libres non neutralisés par les défenses est trées dommageable pour les macromolécules
essentielles de nos cellules, entrainant anomalies d’expression des génes et des récepteurs
membranaires, prolifération ou mort cellulaire, troubles immunitaires, mutagenése, depots de
proteines dans les tissus (Duana et al., 2017) . Par la création de molécules biologiques
chimiquement et irréversiblement anormales et la surexpression de certains génes (Morsi et
al., 2016), le stress oxydant sera la cause initiale essentielle de plusieurs maladies : diabete ,
cancer, cataracte, sclérose latérale amyotrophique, syndrome de détresse pulmonaire aigu,
oedéme pulmonaire, vieillissement accéléré (Birben et al., 2012.)

Les plantes sont largement utilisés dans le traitement d'une variété de troubles dans la
médecine populaire arabe (Djeridane et al., 2005). lls ont été utilisées depuis long temps
comme sources de médicament contre diverses maladies , dont le diabéte sucré. Ces
propriétés sont généralement attribués a des métabolites secondaires qui sont les sujet de

beaucoup de recherche dans ce domaine (Khacheba et al.,2014).

Parmi les plantes médicinales les plus utilisées et qui ont un grand intérét antidiabétique
et hypoglycémiante pour 1’Algérieet les pays voisines (Tunisie et Maroco), on trouve
Oudneya africana R. Br.Cette plante appartenant a la famille des Brassicacées, est
communément connue sous le nom de "Alga" ou "Henat I'ibel". Cette derniére est

recommandée pour le traitement de plusieurs maladies (Ouici et Djoudi, 2014).
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L’objectif essentiel de notre travail consiste a étudier D'effet antidiabétique et
antioxydant de l'extrait aqueux d' Oudneya africana R. Br. chez des rattes de la souche
Wistar rendus diabétiques par I’alloxan.

Ce travail qui est subdivisé en deux parties essentielles :
*La partie théorique ; une synthése bibliographique ou nous apportons dans :
- La premiére chapitre «diabéte et stress oxydative »,
- La deuxiéme chapitre présentation de la plante médicinale choisie «Oudneya africana R.
Br.»
*La partie pratique ; qui concernée par les matériels et les méthodes utilisées pour
I’évaluation de I’activité antidiabétique d' Oudneya africana R. Br.in vitro et in vivo, chez
des rattes rendues diabétiques par l'alloxane. Enfin la discussion des résultats obtenus suivi

par conclusion.
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Chapitre | Diabéte et stress oxydatif

1. Diabete
1.1. Définition

Le diabéte sucre est une crise sanitaire mondiale qui affecte I'humanité indépendamment
du profil socio-économique et emplacement geéographique de la population (Derouiche et al,
2017). Le diabéte sucré est un trouble métabolique chronique résultant d'une carence en
insuline, caractérisé par une hyperglycémie, un métabolisme altéré des glucides, des protéines
et des lipides, et un risque accru de complication vasculaire (Laxmi et al., 2010). ce qui
conduit & I'nyperglycémie chronique et les complications aigués et chroniques subséquentes
(Canivell et Gomis, 2014) .

Le diabéte est définie par une glycémie supérieure a 1,26 g/l (7 mmol/1) apres un jeline
de 8 heures et vérifiée a deux reprises. Il est aussi définie par la présence de symptomes de
diabete (polyurie, polydipsie, amaigrissement) associée a une glycémie (sur plasma veineux)
supérieure ou égale a 2 g/1 (11,1 mmol/1) ainsi que par une glycémie supérieure ou egale a 2
g/1 (11,1 mmol/l) 2 heures aprés une charge orale de 75 g de glucose (OMS, 2007).

1.2. Classification

Deux formes majeures du diabéte sont généralement identifiés , a savoir le diabéte de
type 1, egalement connu sous le nom de diabete juvénile et le diabéte de type 2, anciennement
appelé diabete de I'adulte (William et Cefalu, 2006).

Une proportion relativement faible (10%) de patients souffrant a un diabéte de type 1 ou
insulino-dépendant. Cependant, la majorité des patients diabétiques ne sont pas insulino-
dépendants et moins initialement, pour produire I'normone. Ce type de diabéte sucré est
appelé diabete de type2( Rochette et al.,2014).

1.2.1. Diabete de type 1

Le diabéte de type 1 (DT1) est le trouble métabolique chronique le plus fréquent chez
les enfants (Principi et al., 2017). Le diabete de type 1 est un trouble chronique auto-immun
résultant de la progression de destruction et dysfonctionnement des cellules  productrices
d'insuline dans les Tlots pancréatiques, ce qui entraine en outre une grave carence en insuline,

hyperglycémie et complications secondaires (Chih-Wei et al., 2017).

1.2.2. Diabete de type 2
Le diabéte de type 2 (DT2) est un trouble métabolique complexe qui résulte
d’altérations chroniques associées a I’insensibilité correspondante des tissus aux actions de

I'insuline (Brendan et al., 2017). Le diabéte de type 2 est la forme la plus fréquente du
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diabéte, Il est caractérisé par une résistance a l'insuline et une carence en insuline, conduisant
a un état d'hyperglycémie (Wenzhen et al., 2018), ’une ou I’autre de ces deux caractéristiques
pouvant dominer a un degré variable. Il peut évoluer sans symptéme pendant plusieurs années
et générer des complications sans avoir été diagnostiqué(Fagot, 2010). L'obésité est
considérée comme la principale cause du diabéte de type 2 chez les sujets sont génétiqguement

prédisposes a la maladie (Mercaldo et al., 2017).

1.3. Symptomes

Les symptémes cliniques sont la polydipsie, la polyurie, la perte inexpliquée de poids
corporel, la faiblesse et susceptibilité a certaines infections (Canivell et al., 2014), les patients
atteints de diabete de type 2 peuvent présenter une acidocétose diabétique (DKA). Les enfants
atteints de diabéte de type 1 présentent generalement les symptémes de la marque de polyurie
/ polydipsie et occasionnellement avec DKA. L'apparition du diabete de type 1 peut étre
variable chez les adultes et ne peut pas presenter les symptémes classiques observes chez les
enfants (William et Cefalu, 2015 ).

1.4. Traitement

Améliorer I'efficience des traitements antidiabétiques devrait avoir pour l'objectif de
réduire ’hyperglycémie ambiante, le poids corporel et la variabilité glycémique, de limiter le
risque d’hypoglycémie, de préserver la qualité de vie et la satisfaction du patient (Monnier et
al., 2018).

Parmi les antidiabétiques disponibles, sont distingués les antidiabétiques oraux
biguanides, sulfamides hypoglycémiants, inhibiteurs des alpha glucosidases, glinides,
inhibiteurs du cotransporteur de la dipeptidyl-peptidase-4 (DPP-4) et inhibiteurs de sodium-
glucose de type 2 (SGLT2) et les antidiabétiques injectables analogues des glucagon-like
peptide-1 (GLP-1), insuline (Pillon, 2014). Quand il s’agit de thérapeutiques « injectables »
associant insuline et agoniste du récepteur du glucagon-like peptide-1 (AR-GLP1) (Monnier
et al., 2018).

Actuellement, diverses classes thérapeutiques permettent de traiter le diabéte Inhibiteurs

de la DPP-4 , Biguanides, sulfonylurées, thiazolidinediones (Paneni et al., 2017 ).

1.5. Diabéte expérimental
Les modeles animaux de diabéte représentent un outil important dans l'investigation du

diabete qui nous aide pour éviter des études inutiles et éthiqguement difficiles sur des sujets
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humains, ainsi que obtenir un point de vue scientifique complet de cette maladie. Bien qu'il

existe plusieurs méthodes a travers lequel le diabéte peut étre induit (Miroslav et al., 2015)

Le diabete sucré expérimental chez les animaux de laboratoire peut étre induit en
utilisant manipulation chimique, chirurgicale et génétique / immunologique. Cela peut
également étre considéré comme un des methodes de classification du diabete expérimental,
qui est dans ce cas base sur méthode d'induction (Kim et al., 2002). Le produit chimique le
plus important et le plus frequemment utilisé pour l'induction du diabete expérimental sont
I'alloxane et la streptozotocine. Pourtant, ces produits chimiques sont les plus couramment
utilisés pour l'induction du diabéte de type 1 parce qu'ils sont incapables d'induire directement
une résistance a l'insuline (Lenzen, 2008).

> Alloxane

L'alloxane (2,4,5,6-tétraoxypyrimidine, 5,6-dioxyuracile) est un dérive de Ila
pyrimidineest synthétise par oxydation de l'acide urique. C'est un hydrophile composé
instable avec une structure similaire au glucose. Ces propriétés d'alloxan sont essentielles

pour le développement du diabete (Lenzen, 1988, Wattiez et al., 2012).

A savoir, son hydrophilie empéche l'alloxane de pénétrer la bicouche lipidique de la
membrane plasmique, tandis que la structure de type glucose permet une entrée de alloxane
dans les cellules béta (Lenzen et Munday, 1991). La diabétogénicité de l'alloxane est
soulignée par sa sélectivité l'absorption cellulaire par les cellules béta du pancréas et
conséquente accumulation dans ces cellules (lghodaro et al., 2018). Il peut produire
spécifiqguement un nécrose des Tlots pancréatiques et provoque une réduction massive des

cellules b des Tlots de Langerhans et induit une hyperglycémie (Stanely et Venugopal, 2000).

L'alloxan est lI'un des diabétogéne commun agents souvent utilisés pour évaluer le
potentiel antidiabétique des composés purs et extraits de plantes dans des études impliquant
diabete (Ighodaro, 2018). Il est une cytotoxiques analogues du glucose (Lenzen, 2008).11 agit
comme une cytotoxine pour les cellules B de I'llot de langerhans, provoque le diabéete par
l'induisant du nécrose cellulaire. Le ROS médie la action cytotoxique conduisant a la
destruction rapide des cellules B ainsi diminution de la sécrétion d'insuline avec augmentation
chronique du glucose (Owolabi et al., 2011). L'alloxane induit une hyperglycémie par

génération de ROS et inhibition de l'activité de la glucokinase (Kamran et al., 2017).
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» La streptozotocine

La streptozotocine (STZ,2-désoxy-2-(3-méthyl-3nitrosouréido)-D-glucopyranose) est
synthétisée par Streptomycete sachromogenes et est utilisée pour induire a la fois le diabéte
sucré insulino-dépendant (Szkudelski, 2001). Le mécanisme par lequel la streptozotocine
provoque le diabéte sucré comprend la destruction sélective des cellules B pancréatiques
sécrétant I'insuline et minimise I'absorption du glucose par les tissus périphériques (Assefa et
al., 2017). Apres l'absorption streptozotocine dans les cellules béta pancréatiques insulino-
sécrétantes par GLUT-2 (transporteurs fortement exprimé). La streptozotocine produit la mort
cellulaire par désoxyribonucléique méthylation acide (ADN). Cela entraine un diabéte

insulino-dépendant avec hyperglycémie chronique et hypoinsulinémie (Ho et al., 2011).

2.Stress oxydatif
2.1.Définition

Les especes réactives de l'oxygene (ROS) ou les radicaux libres sont naturellement
formes a l'intérieur de l'organisme, en raison de l'activité cellulaire. Le déséquilibre entre la
production physiologique de radicaux libres et la capacité des cellules a les piéger favorise un
état d'oxydation, appelé stress oxydatif (Scicchitano, 2017). Donc le stress oxydatif se defini
comme le déséquilibre entre la productions des ROS / RNS générées dans le métabolisme
aerobique et leur élimination par la défense antioxydant incluant des enzymes telles que la
superoxyde dismutases (SOD), la catalase (CAT) et la glutathion peroxydase (GSH-Px), ou
par des particules non enzymatique qui sont des récepteurs d'électrons tels que le glutathion
(GSH) et la vitamine C/E (Duan et al., 2017).

T nutrition

cellule | o
Hg Pb Glutathion . g.lglgoelemelnts
Cd Thiorédoxine c |
SOD, GPx z::
oz s \_Ferrmn__? L/ Mn
< — Adaptation
gwcfr?ns Tabac I ér‘lgmic;ue

P ollujon Alcool

Vitamine C, E
Caroténoides
Polyphénols

D

Respiration

mitochondriale \

P hagocytose

Figure (01) : Balance d’équilibre entre les systémes pro et antioxydants (Favier et al., 2006).
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2.2. Les radicaux libres
2.2.1. Définition

Les radicaux libres sont des atomes ou des molécules qui sont capables d'avoir un
indépendant existence qui contiennent un ou plusieurs électrons non appariés (Derouiche et
Djouadi, 2017). Les radicaux libres sont produits dans le métabolisme de la cellule normale,
dans les réactions biochimiques impliquant I'oxygene pour le but de détruire les bactéries et
autres organismes vivants pris dans la cellule par phagocytose (Sharique et Magbool, 2017).
Cependant, ils peuvent également étre produits excessivement par l'exposition aux
rayonnements, au tabac et a d'autres polluants et avec hyperoxie, exercice excessif et
ischémie. Excessif concentration de radicaux libres dans l'environnement cellulaire peut
conduire a les dommages cellulaires et la mort. Ce dommage peut étre évité ou atténué par la
présence de molécules antioxydantes (Ersan et al., 2006). Les radicaux libres peuvent étre
formés a partir de molécules neutres par l'absorption ou la libération d'un électron. Un autre
possibilite de formation de radicaux réside dans I'homolytique clivage d'une liaison covalente,

une réaction qui normalement nécessite une quantité substantielle d'énergie (Maged, 1999).

Dans les différents domaines de la biologie et de la medecine, les radicaux libres sont
plus généralement appelés especes reactives d' oxygene ROS ou especes réactives de l'azote
(RNS). Radicaux libres peuvent donc étre des especes anioniques, cationiques ou neutre, une
charge nette négative ou une charge nette positive ou étant électriquement neutre (Firuzi et
al.,2011). Parmi les ROS les plus importants figurent le radical hydroxyle (OHe),
I'anionradicalaire superoxyde (O2+), le monoxyde d’azote (NO°) et les radicaux peroxyle
(ROQ"), ainsi que des especes non-radicalaires telles que peroxyde d'hydrogene (H202),
oxygéne singulet (10), acide hypochloreux (HOCI) et peroxynitrite (ONOO-) (Valko,
2007).

2.2.2. Sources des radicaux libres

Les radicaux libres peuvent étre produits a partir de sources endogénes et / ou exogenes.

2.2.2.1. Sources endogenes
les sources endogenes les plus importantes de radicaux libres sont : NADPH oxydase,

cytochromes P450,les enzymes de la mitochondrie chaine respiratoire (Poprac et al., 2017).

NADPH oxidases peuvent conduire a la formation de radicaux 02, aussi de la
détoxification des xénobiotiques (toxiques, médicaments) par le systéme des cytochromes

P450 présents au niveau du réticulum endoplasmique, aussi la membrane mitochondriale
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externe renferme une monoamine oxydase capable de catalyser la désamination oxydative de

certaines amines, avec production simultanée de H>O- ( Monique et al., 2003) .
02 +2e-+2H+— H20;

2.2.2.2. Sources exogenes

Les facteurs exogenes jouent un r6le important dans la production de ROS. Leur
présence est principalement une conséquence de pollution industrielle; par exemple.
composés présents dans l'air tels que I'ozone, l'amiante et surtout la fumée de cigarette.
Certains d'autres facteurs contribuant a la production de ROS comprennent: exercice intense
(qui provoque une inhalation accrue, et donc un augmentation de la quantité d'oxygéne dans
le corps) (Kleniewska et Pawliczak, 2017).

2.3. Conséquences du stress oxydatif
Le stress oxydatif est capable de causer des dommages a divers constituants cellulaires,

tels que I'ADN, les protéines et les lipides (Kawanishi et al.,2001).

2.3.1. Oxydation de I'"ADN

L’ADN, est sensible a I’attaque des EOA et se transforme en 8-hydroxy-2’
déoxyguanosine (8-OHdG) Lors de la réplication de ’ADN, la 8-OHdG se couple avec
I’adénine, ce qui provoque une mutation G-T dans le brin fille de ’ADN. Il existe des
systemes de réparation efficaces qui permettent d’éliminer par voie urinaire cette forme

indésirable de I’ADN (impliquée dans le développement du cancer) (Pincemail et al.,2009).

2.3.2. Oxydation des protéines

L'oxydation des protéines par ROS / RNS peut produire une gamme de produits stables
ainsi que réactifs tels que les hydroperoxydes de protéines qui peuvent générer des radicaux
supplémentaires en particulier lors de l'interaction avec des ions de métaux de transition. Bien
que la plupart des protéines oxydées qui sont fonctionnellement inactifs soient rapidement
retirés, certains peuvent progressivement s’accumuler avec le temps et de contribuer ainsi aux

dommages liés au vieillissement ainsi que diverses maladies (Devasagayam et al., 2004).

2.3.3. Oxydation des lipides
Les lipides représentent le composant majeur des structures biologiques (membrane
cytoplasmique et organites intra-cellulaires) (Khelfi et al., 2017). En ce qui concerne les

lipides, de telles modifications oxydatives aboutissent a la séquence de réaction en chaine
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connue sous le nom de peroxydation lipidique, impliquant la dégradation des acides gras
polyinsaturés et des phospholipides. L'évaluation de la peroxydation lipidique in vivo a inclus
I'étude des diénes conjugués ainsi que des hydroperoxydes lipidiques (LOOH), en tant que
produits précoces de propagation et de terminaison, respectivement (Richard et Goldfarb,
2004) . En ce qui concerne les produits finaux spécifiques de peroxydation lipidique, il y a eu
une mesure étendue des réactifs a I'acide thiobarbiturique (TBARS), un marqueur indirect de
la peroxydation lipidique, en plus de I'évaluation d'un aldéhyde majeur, le malondialdéhyde a
3 carbones (MDA). Le MDA est généralement considéré comme une mesure plus précise de
la peroxydation des lipides que le TBARS. En effet, le test du TBARS mesure les produits de
dégradation de l'aldéhyde. Certains des produits d'aldéhyde sont MDA(Jenkins,2000).

2.4. Antioxydants

Exposition aux radicaux libres provenant de diverses sources a conduit les organismes a
développer une série de mécanismes de défense parmi ces mecanismes le mécanisme de
défense antioxydante (Firuzi et al., 2001). Qui joue une rdle trés important dans I'élimination
et la diminution des effets nocifs de ROS et donc prévenir ou traiter les maladies liées au
stress oxydatif (Valko et al., 2007). Ces antioxydants sont de nature diverse et agissent en
synergie soit en se sacrifiant pour piéger 1’électron célibataire d’un radical libre et le
neutraliser en le délocalisant soit en réduisant enzymatiquement les especes réactives de

I’oxygene (Favier et al., 2006).

2.4.1. Antioxydants enzymatiques
» Superoxydes dismutases (SOD)

C'est metalloprotéines, jouant un réle important dans la premiére ligne de la défense.
SOD catalyse le réaction de disproportionation d'un anion superoxyde en hydrogéne peroxyde

et oxygéne moléculaire (Iwona et al., 2018; Babula et al., 2012 ) .
» Catalase

La catalase est une enzyme antioxydante intracellulaire qui est principalement situé
dans les peroxysomes cellulaires et dans une certaine mesure dans le cytosol, il existe sous
forme de tétramere composé de 4 monomeéres identiques, contenant chacun un groupe héme
sur le site actif (Wassmann et al., 2004). 1l catalyse la réaction du peroxyde d'’hydrogéne a

I'eau et I'oxygene moléculaire dans une réaction en deux étapes impliquant composé I. En

11



Chapitre | Diabéte et stress oxydatif

éliminant le peroxyde d'hydrogéne, il indirectement detoxifie les radicaux superoxydesqui

sont transformés en hydrogéne peroxyde par SOD (Kirkman et al., 1999).
» Glutathion peroxydases (GPx)

La glutathion peroxydase (GPX) est un antioxydant contenant le sélénium, enzyme qui
réduit efficacement le peroxyde d'hydrogene et les lipides peroxydes en eau et aux alcools
lipidiques, respectivement, et le tour oxyde le glutathion en disulfure de glutathion (Kirkman
et al., 1999). Dans I’absence d'activité adéquate de GPX ou de niveaux de glutathion, le
peroxyde d'hydrogene et les peroxydes lipidiques ne sont pas détoxifiés et peut étre converti
en radicaux hydroxyle et des radicaux peroxydes lipidiques, respectivement, par des métaux
de transition (par exemple, Fe2a). Les GSH-Px sont également importants pour la protection
de la membrane cellulaire de la peroxydation lipidique. Le systeme GPX / glutathion est
considéré comme un moyen de défense majeur contre le stress oxydatif (Wassmann et al.,
2004; Birben et al., 2012) .

3.4.2. Antioxydants non enzymatique
» Glutathion (GSH)

Le GSH est un tripeptide g-glutamyl-cysteinyl-glycine (Samet et Wages, 2017). Le
GSH est trés abondant dans tous les compartiments cellulaires et est I'antioxydant soluble
majeur. Le GSH est un cofacteur de plusieurs enzymes détoxifiantes tels que GSH-Px et
transférase. Il a un réle dans la conversion la vitamine C et E a leurs formes actives. GSH
montre son effets antioxydant par plusieurs facons. Il détoxifie le peroxyde d'hydrogéne et
peroxydes lipidiques via l'action de GSH-Px. GSH peut donner son électron a H2O; pour le
réduire en H2O et Oz (Curello et al., 1985; Masella et al., 2005).

» Vitamine C

La plupart des mammiféres sont capables de synthétiser la vitamine C dans leur foie ou
dans leurs reins. 1l est l'antioxydant le plus important présent dans les compartiments
hydrophiles, son activité est exprimée a travers une variété de mécanismes (May, 2000). En
principe, il agit en piégeant ROS directement, et parmi ces especes probablement le plus
importants sont le superoxyde et le peroxynitrite. Deuxiémement, il a été montré que
I'ascorbate peut recycler I'alpha-tocophérol, ce qui a son tour aide a prévenir l'oxydation des

lipides. Sans ascorbate, le radical alpha-tocophéroxy peut prendre un pro-oxydant role et
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continuer ou méme améliorer la réaction en chaine de la peroxydation lipidique (Vertuani,
2004). 11 est, aussi, un excellent piégeur des EOA (HO< ou O2e-). Elle inhibe également la
peroxydation lipidique en régénérant la vitamine E a partir de la forme radicalaire issue de sa

réaction avec des radicaux lipidiques (Cadenas, 1997).

» Les polyphénols

Les polyphénols comprennent un grand nombre de substances naturelles d'origine
végétale. Presque tous exposent une activité antioxydante marquée. Les polyphénols
possedent la structure chimique idéale gratuitement activité de piégeage des radicaux, et ils
ont été montrés pour étre antioxydants plus efficaces in vitro que les tocophérols et ascorbate
(Arora et al., 2000). Les proprietés antioxydantes des polyphénols proviennent de leur haute
réactivité en tant que donneurs d'hydrogene ou d'électrons, de la capacité du radical dérivé de
polyphénol a se stabiliser et délocaliser I'¢lectron non apparié (rupture de chaine fonction), et
de leur capacité a cheélater la transition ions métalliques (fin de la réaction de Fenton)
(Vertuani et al., 2004) .
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Figure (02) : Mécanisme de protection antioxydante(lwona et al., 2018).

2.5. Stress oxydatif et diabéte
Le stress oxydatif joue le réle principal dans la pathogenése du diabete et leurs
complications microvasculaires et macrovasculaires comme la rétinopathie diabétique, la

néphropathie, la neuropathie, I'athérosclérose, et la maladie coronarienne (Zujko et al., 2014) .

13



Chapitre | Diabete et stress oxydatif

L’¢état d’hyperglycémie chronique du diabéte sucré conduit a un stress oxydant, ¢’est-a-
dire un déséquilibre entre pro-oxydants et anti-oxydants au profit des premiers. Plusieurs
mécanismes semblent impliqués dans la genése de ce stress oxydant : auto-oxydation du
glucose, glycation des protéines, voie des polyols, surproduction de radicaux superoxyde au
niveau de la mitochondrie et de la NAD(P)H oxydase. L’équilibre glycémique joue un role
trés important dans la balance pro-oxydants/ anti-oxydants (Rousselot et al., 2004) . Le
diabéte est fréquemment caractérisé par une augmentation des taux d'espéeces réactives de
l'oxygéne(ROS) comme les radicaux  superoxyde, H202, radical hydroxyle etc.
Augmentation anormale soit dans le niveau de ROS ou la baisse simultanée des niveaux
d'antioxydants conduisent a des dommages cellulaires par entraver le réticulum
endoplasmique (RE) et la fonction mitochondriale, augmentant la peroxydation des lipides et
induisant une perturbation de I'ADN. Les organites endommagés déclenchent l'apoptose en
cascade de signalisation en conséquence de l'augmentation du stress cellulaire. Les rapports
suggérent également que I'immunodéficience est I'une des principales causes de complications

associées au diabéte (Kahkashan et al., 2017).
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Figure (03) : Conséquences pathogenes du stress oxydant (Favier et al., 2006)
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Chapitre 11 Oudneya africana R.Br

1.Présentation de la plante

Le genre Oudneya appartient a la famille des Brassicacées et comprend quatre mille
espéces. Ils se produisent principalement dans les régions tempérées et froides de
I'hnémisphére Nord (Salhi et al., 2013). Oudneya africana R. Br. est une espéce sauvage de
cette genre qui croit spontanément dans la région aride (Hammami et al.,2009). Cette plante
est une plante saharienne endémique qui est distribué dans le désert libyen, tunisien, algérien
et marocan (Talbi et al., 2014). Elle vive dans le sol de gypse et dans la roche du désert, et
répandue dans le nord du Sahara ( Zakaria et Belhattab, 2016).

Le r6le principal de cette plante dans le désert est la stabilisation de dunes mobiles
(Talbi et al., 2014).

Feuilles

Fleur

Tige

Figure (04) : Morphologie d’oudneya africana R. Br.( photo original,2017).

2. Position systématique (Quezel et Santa, 1962) .

Embranchement Spermaphyte

Classe Dicotylédone

Ordre Pariétales

Famille Brassicaceae ou Cruciférae
Sous Famille Brassicoideae

Genre Oudneya

Espece Africana
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3. Description botanique

Oudneya africana R .Br. est une espece vivace formant des bourgeons en profondeur au
ras de sol (Benbrahim, 2015). Oudneya africana R. Br est une Arbrisseau trés rameux.
Feuilles entiéres, charnues-spathulées. Fleurs en grappe courte, rose pourpré, assez grandes
(10-15 mm). (Quezel et Santa, 1962). Cette plante est un arbuste avec de longues feuilles (2 a
3 cm) et des fleurs dans des racémes courts (Ozenda, 1991).
4. Propriétés et utilisations thérapeutiques

Oudneya africana R. Br. localement nommée "Alga" ou "Henat I'ibel" . (Chehma et
Djebar, 2008). Cette plante médicinale est traditionnellement utilisées depuis long temps en
médecine populaire par les populations locales de Ouargla, Ghardaia et EI-Oued (Algérie)
pour traiter la cicatrisation des plaies et contre les piqlres du scorpion (effet dermatologique)
(Zakaria et Belhattab, 2016), les feuilles, les tiges de cette plante utilisees comme un
compresse pour le traitement de maladie de la peau. (Ould el Hadj et al., 2003). Les
populations du Sahara utilisent cette plante pour traiter les problémes digestifs, l'arthrite, le
rhume, la grippe et la fievre (feuilles et graines) (Derbel et al., 2010). Cette plante est utilisée
aussi dans le traitement du diabéte et les problemes de pieds souvent développe par les
personnes atteintes le diabéte par une décoction ou comme poudre (Telli et al., 2015). Les
tests phytochimiques des parties aériennes d'Oudneya africana R. Br. ont montré la présence
de saponosides, de flavonoides, de stérols, de stéroides et de tanins en quantités difféerentes
(Salhi et al., 2013).
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Chapitre 1 Matériel et méthodes

1. Matériel
1.1. Matériels biologiques
1.1. 1.Matériel végétal
Récolte d'Oudneya africana R. Br.
La plante étudiée dans ce travail; Oudneya africana R. Br. a été récolté a partir la région
d'EL-OUED (EL- FOULIYA) en Octobre2017.Apres la récupération de la plante, les feuilles

sont nettoyés, puis mis a sécher a 1’abri des rayons solaires et une température ambiante. Les

feuilles séches, sont ensuite finement broyées.

Figure (05) : Oudneya africana R. Br.(photo originale,2017)

1.1.2. Matériel animal
> Entretien des animaux
Notre étude a été réalisée sur seize (16) rattes femelles Wistar albinos agés 8 semaines
pesant entre 132 et 200 g au debut de I'expérimentation. Ces animaux amenés de l'institut
pasteur d'Alger, et élevés a lI'animalerie au niveau de la faculté de sciences de la nature et de
vie a [I'Universit¢ Echahid Hamma Lakhdar d' EI OUED, dans des conditions
environnementales standard: température 25C°. Les animaux ont un acces libre a 1’eau et a la

nourriture standards (tableau 01).

20



Chapitre 1 Matériel et méthodes

Tableau (01): Composition de régime standard (Southon et al., 1984).

Matieres premieres | Quantité (g/kg) Pourcentage (%0)
Mais 326 32.6

Saccharose 326 32.6

Protéine (Soja) 168 16.8

Cellulose 40 4

Minéraux 20 2

Vitamine 20 2

Huile 40 4

> Elevage et mesure du poids
Les rattes sont logées dans des cages plastiques, chaque cage regroupe quatre rattes. Ces
cages contiennent de Sciure de bois. Elle est changée deux fois chaque semaine jusqu'a la fin
de I'expérimentation. Et on a mesuré le poids de chaque ratte de facon réguliére, deux fois

chaque semaine et la glycémie une fois chaque semaine.

1.1.2.1.Etude de la toxicité d’extrait aqueux d'Oudneya africana R.Br.

» Les animaux de tests de toxicité

L’étude de la toxicité aigu€ 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 composé destiné a étre utilise comme médicament (Ruckebusch, 1981). Selon la
méthode Taziebou et al., (2007) nous avons utilisé 6 rattes Wistar (femelle) a jeun
d’alimentation sauf 1’eau ou I’extrait pendant 16 heures répartis en 3 lots de 2 rattes dans
chacun gardés dans des mémes conditions le poids a été enregistré pendant la durée de

I’expérimentation (7jours):
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Groupe 01: rattes recevant eau distillée (lots témoins).
Groupe 02: rattes recevant I’extrait aqueux d'Oudneya africana R. Br.1000 mg/kg p.c.
Groupe 03: rattes recevant I’extrait aqueux d'Oudneya africana R. Br. 5000mg/kg p.c.

Des observations ont été effectuées et remarquées régulierement 1h, 2h, 4h et 24h aprés

I’administration de la solution.

Les observations visuelles comprenaient la motilité, la respiration, la sensibilité aux
sons et pincée, l'odeur de la nourriture et les féces de cohérence. Le nombre de survivants ont
été enregistrées aprés 24h et les animaux ont été observés quotidiennement pendant les
prochains 7 jours. Le bio-essai a été realisé conformément a la directrice Organisation
Mondiale de la Santé pour I'évaluation de I'innocuité et de I'efficacité des médicaments a base
de plantes (O.M.S., 2000).

1.1.2.2.Etude de Ieffet antidiabétique et antioxydant de I’extrait aqueux d'Oudneya

africana R.Br.

» Induction du diabéte expérimental
Aprés une mise a jeun pendant une nuit. L'induction du diabéte chez les groupes
diabétique a été réalisé par I’injection intra péritonéale d'alloxane (Alloxane; Sigma, UK)
préparée fraichement dans une solution d’eau physiologique avec une dose del50 (mg/kg
p.c). Aprés l'injection, les bouteilles d’eau ont été remplacées par des bouteilles contenant une

solution de glucose 5% afin de surmonté I’hypoglycémie induite par I’alloxane.

» Traitement des animaux

Aprés |I' induction du diabéte , les groupes sont gardes dans les méme conditions. Le
début du traitement par I’extrait aqueux d'Oudneya africana R. Br. commence 72 heures apres
I'induction du diabete. La durée totale de traitement est 21 jours.
Groupe 01 (Témoins ): 4 rattes témoins soumises a un régime alimentaire standard pendant
21 jours.
Groupe 02 (Diabétiques non traités):4 rattes diabétiques soumises a un régime alimentaire
standard pendant 21 jours.
Groupe 03 (Diabétiques traitées par Oudneya africana R. Br.): 4 rattes diabétiques

soumises a un régime alimentaire standard et traitées par 400 mg/Kg p.c de I'extrait aqueux
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d'Oudneya africana R. Br. pendant 21 jours.

Reépartis en 3 groupes (n = 4)

v [ Y

[ Groupe témoins ] [ Groupe diabétiques ] [ Groupe diabétiques ]

12 rattes femelles Wistar aIbinosJ

.

non traités traités par EAOA

\ Apres 211 jours /

- Peses et sacrifices
des animaux

- Mesure de alycémie

I
7 - Ve ‘, .
\

‘ Foie Ceeur Aorte Pancréas Tissus
- Analyses biochimiques adipeux
) —
- Analyses hématologiques [ ‘
Dosage des Dosage de :
parameétres de
stress oxydant : Etude cholesterol
histologique
MDA, GSH TG

EAOA :Extrait aqueux d’oudneya africana R.Br.

Figure (06): Protocole expérimentale
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1.2.Réactifs et produits utilisés

Plusieurs réactifs et produits chimiques ont été utilisés dans ce travail, parmi ces
produits: Magnésium, HCI , FeCls, réactif de Fehling, d’acide acétique, HoSOs, réactif de
Drajendorf, chlorure de fer, méthanol, Folin-Ciocalteu , Na?COs, AICIs, d’acétate de sodium,
glucose, levure commerciale de boulanger, alloxane, eau physiologique, chloroforme, EDTA,
formol, TBA, TCA, BHT, acide salicylique, tampon tris, DTNB.

1. Méthodes
1.1. Préparation de I'extrait aqueux

10g de poudre des feuilles dissous dans 150ml d'eau distillée ont été chauffés a une
plague chauffante pendant 2 heurs, puis macérer dans la température ambiante pendant 24
heurs. Aprés la filtration sur papier filtre, ce filtrat a ensuite été évaporé dans I'étuve a une

température 50 °C.
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ﬁ 10g de poudre des feuilles B + E 150 ml d'eau distillé froid B

I

Chauffés a une plaque chauffante
pendant 2 heurs

J

Macération pendent 24 h dans la
température ambiante

m<_ Filtration

Evapore a50 °C a
I'aide d'un étuve

J
{ Etude in vivo Be 'EP{ Etude in vitro B

Figure (07) : Protocole d'obtention de I'extrait aqueux d'Oudneya africanaR. Br.

2.2. Calcul du rendements d'Oudneya africana R. Br. en extrait sec

La rendement d'Oudneya africana R. Br. en extrait sec est le rapport entre le poids
d'extrait sec obtenue (en gramme) et le poids de la plante utilisé (en gramme) (Harborne,
1998).

Le rendement qui est exprimé en pourcentage , a été calculé par la formule suivante:

Rdt %= [PE / PA] x 100
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R= Rendement de l'extrait en pourcentage.
PE = Poids de l'extrait en gramme.
PA= Poids de la plante en gramme.

2.3.Tests phytochimiques

Les tests phytochimiques (criblage) sont des tests qualitatifs utilisées pour la révélation
de la présence de différentes familles de composés chimiques contenus dans un organe
végetal, tels que les tanins, les sucres réducteurs, les flavonoides, les alcaloides....ect
(Gheffour et al.,2015)

Les tests phytochimiques ont été réalises sur les extraits aqueux d'Oudneya africana R. Br.
par des techniques de caractérisation qualitative.

*Test de flavonoides

Dans I’extrait a tester, peu de fragments de Magnésium sont ajoutés et du HCI
concentré est ajouté goutte a goutte, du rose écarlate, du rouge cramoisi parfois du vert au

bleu apparait aprés quelques minutes(Sanjay et al., 2015).
*Test de tannins

Les tanins sont mis en évidence a partir de 0.5 ml d’extrait placé dans un tube en
présence de quelques gouttes de FeClz (1% préparé au méthanol). Aprés I’agitation de
I’extrait, la couleur vire au bleu noir en présence de tanins galliques et au brun verdatre en

présence de tanins catéchiques (Karumi et al., 2004).
*Test des saponines

Pour mettre en évidence les saponines, nous avons introduit 10 ml de I' extrait aqueux
dans un tube a essai. Le tube est agité pendant 15 secondes puis laissé au repos pendant
15min. Une hauteur de mousse persistante, supérieure a 1 cm indique la présence de
saponosides ( Bidie et al., 2011).

* Test des sucres réducteurs

Les sucres réducteurs ont été mis en évidence dans les extraits végétaux par le réactif de

Fehling. Pour 5ml d’extrait brut sont additionnés 5 ml de liqueur de Fehling.La formation
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d’un précipité rouge brique apreés 2-3min de chauffage au bain-marie a 70°C indique une

réaction positive (Békro et al., 2007).
*Test des stéroides

Pour 1ml d’extrait végétal ajouter 0,5ml de solution d’acide acétique, est suivi par 0,5ml
de H2SO4 concentré. Si la solution ne donne aucune couleur verte cela prouve la présence de
stéroides non saturés. Dans un 2eme tube, le méme volume de H2SO;4 est ajouté. La présence

de la couleur rouge indique la présence des dérivés des stéroides (Harborne et al., 1973).
*Test des alcaloides

Iml d’extrait végétal aqueux est additionné d’une goutte de HCI concentré, la solution
obtenue est ajoutée 2 goutte de réactif de Drajendorf. L’apparition d’un précipité ou d’une

coloration brun-rougeatre indique la présence d’alcaloides (Bagre et al, 2007).
*Test des phenols

Aux 5 ml d'extrait, quelques gouttes de solution de chlorure de fer naturelle (5%) sont
ajoutées. Une couleur vert foncé indique la présence de composés phénoliques. (Sanjay et al.,
2015) .

2.4. Dosage des polyphénols et flavonoides

*Méthode de dosage des Polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux a été effectué selon la méthode de Folin-Ciocalteu
(FC) (Boizot, Charpentier, 2006): 100 ul d’extrait d'Oudneya africana R. Br. sont mélangés
avec 500 pl du réactif FC et 400 ul de Na 2C03a 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 matiere végétale seche en se référant a la courbe d’étalonnage de I’acide
gallique. La courbe d’étalonnage est effectuée par l'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.
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*Méthode de dosage des Flavonoides

La détermination des flavonoides totaux a été effectuée selon la méthode décrite par
Dehpeur et al., (2009) : 500 ul d'extrait a analyser est ajoutés a 1500 pl de méthanol a 95 %,
4100 pl de AICI3a 10 % (m/v), 100 pl d’acétate de sodium 1 M et 2,8 ml d’eau distillée. Le
mélange est agité puis incubé a ’obscurité et a température ambiante pendant 30 min. Le
blanc est réalisé par remplacement de I’extrait par du méthanol a 95 % et I’absorbance est
mesurée & 415 nm en utilisant un spectrophotométre UV. Les résultats sont exprimés en mg
équivalent quercétine/g de matiere 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.

2.5. Mesure de I'activité antioxydant in vitro

L'activité antioxydante in vitro a été évaluée en mesurant le pouvoir piégeur du radical
DPPH (1,1-diphényl-2-picryhydrazyle) selon la méthode décrite par Burits et Bucar (2000),
ou 3ml de différentes concentrations (1,2,5,10,15,25,35,50,60 et 70 pg/ml) d'échantillons
d'Oudneya africana R. Br. ont été ajoutés a 75 pl de solution methanolique de DPPH (1,3 mg
/ ml). Les mesures d'absorbance ont été lues a 517 nm aprés 30 min de temps d'incubation a
température ambiante (Al). L'absorbance d'un échantillon blanc contenant la méme quantité
de méthanol et de solution de DPPH a servi de témoin négatif (A0). Le pourcentage
d'inhibition [(A0-Al / A0) x 100] a été porté en fonction de la teneur en phénol et la CI50 a

été déterminée.

2.6. Mesure de I'activité antidiabétique in vitro

*Test du glycosylation

Le but de ce test est d’estimer la capacité de I’extrait aqueux d'Oudneyaafricana R. Br.
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 de I’extrait aqueux d'Oudneyaafricana R. Br. Pour cela, 10 pl
d’une solution glucosée (0. 61g/l) est mélangé avec 10 ul de chaque extrait d'Oudneya
africana R. Br. a différente concentrations : 1 mg, 2mg, 4 mg et 5mg/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.
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*Absorption du glucose dans les cellules de levure

Le dosage de l'absorption du glucose a I'aide de cellules de levure a été effectué selon la
méthode de Cirillo et al., (1963). La levure commerciale de boulanger dissous dans de l'eau
distillee a été soumise & une centrifugation répétée (3000 toures par min pendant 5 min)
jusqu'a I' obtention de surnageant clairs. et 10% (v / v) de la suspension ont été préparés dans
I'eau distillée. Différentes concentrations de I'extrait d'Oudneya africana (50-250 ug / ml) ont
été ajoutées a 1 ml de solution de glucose (5 mmol) et incubées ensemble pendant 10 min a 37
C°. La réaction a été démarrée en ajoutant 100 ul de suspension de levure suivie d'un vortex et
d'une incubation supplémentaire a 37 C° pendant 60 minutes. Aprés 60 min, les tubes ont été
centrifugés (2500 toures par min pendant 5 min) et la quantité de glucose a été estimée dans
le surnageant. Le Novoformine a été utilisé comme médicament standard. Le pourcentage
d'augmentation de l'absorption du glucose par les cellules de levure a été calcule a l'aide de la

formule suivante : Toutes les expériences ont été réalisées en trois exemplaires.

Augmentation de I'absorption de glucose (%)=((Abs d' Echantillon- Abs de Contrdle)
/ Abs d' Echantillon)100

Ou Abs d' Echantillon est I'absorbance de I'échantillon et Abs contrdle I'absorbance de la

réaction de contrdle (contenant tous les réactifs sauf I'échantillon d'essai).

2.7. Sacrifice et prélevement de sang et des organes

A la fin du traitement (apres 21 jours de traitement) les rattes sont anesthésiées par
chloroforme apres 16 h de je(ne et sont sacrifiés (par décapitation). Au moment du sacrifice,
la récupération du sang s’effectue pour toutes les rattes, donc le sang est collecté dans des
tubes secs et des tubes EDTA (contre la coagulation). La glycémie est mesurée par un

glucometre pour chaque ratte.

Aprés chaque prélévement sanguin, le sang qui mis dans des tubes secs est centrifugé a
3000 tours/minute pendant 15 minutes puis le sérum est récupeéré et utilisé pour le dosage des
parametres biochimiques ( glycémie, cholestérol, TG, LDL, HDL, VLDL, acide urique,
créatinine, urée, TGO, TGP), et le sang mis dans des tubes EDTA utilisé pour le dosage des
parametres hématologiques (FNS, HB glyquée).

Aprés le prélevement sanguin, on passe a la dissection et prélevement des organes
(Foie, Rein, Cceur, Pancréas, Tissus adipeux, Aorte) qui sont récupérés, rincés par I’eau

physiologique puis pesés a 1’aide d’une balance. Une Partie du pancréas a été mis dans le
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formol pour I'étude histologique et I’autre partie du pancréas est conservé au congélateur avec
les autres organes pour le dosage des paramétres du stress oxydatif tissulaires pour (Foie,
Cceur, Pancréas, Aorte) et le dosage de cholestérol , TG tissulaire pour (Tissus adipeux).

2.8. Méthode de dosage des paramétres biochimique

Les activités du glutamate-oxaloacétate transaminase (GOT) et de la glutamate pyruvate
transaminase (GPT) ont été déterminées en utilisant des kits commerciaux de Spinreact
(Girona, Espagne) (réf: GOT-1001161, réf: GPT-1001171). Les concentrations de
triglycérides (TG), de cholestérol total (TC), de lipoprotéines de haute densité (HDL) ont
également été mesurées en utilisant des kits commerciaux (Spinreact) (réf: TG-1001311, ref :
TC-1001090, et réf : HDL-C-1001096). Le taux de LDL-cholestérol et de VVLDL-cholestérol
a été calcule indirectement par la formule classique. Les niveaux sérique d'urée, de créatinine
et d'acide urigue ont été estimés en utilisant des kits commerciaux des laboratoires Spinreact,
Espagne (réf : uree-1001332, réf : creatinine- 1001113 et réf : acide urique-1001013).

2.9. Meéthode de dosage de hémoglobine glyquee
L’hémoglobine  glyquée (HbAlc) a été mesurée par une méthode

immunoturbidimétrique, en utilisant un manuel (CERA-STAT ™ Analyseur 2000).

2.10. Méthode de dosage des parametres hématologiques
Les parametres hématologiques (hémoglobine, globules rouges, globules blanches,
plaquettes) sont déterminés par [l'utilisation d'un autoanalyseur d'hématologies de type

"Mindry BC 2800" spécifique de I’FNS (formule de numération sanguine).

2.11. Méthode de dosage des parameétres de stress oxydatif
2.11.1. Préparation de ’homogénats des organes

Un gramme de tissu (Foie, Cceur, Pancréas, Aorte, Tissus adipeux) de chague ratte des
différents groupes étudies, a été utilisé. Aprés broyage et homogénéisation des tissus dans le
TBS (Tris 50 mM, NaCl 150m M, pH 7.4), on a procedé a une centrifugation de la suspension
cellulaire (3000 trous/min, 15 min), puis le surnageant obtenu est conservés a -20°C et utilisés

pour le dosages des paramétres du stress oxydatif .
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2.11.2. Méthode de dosage du Malondialdéhyde (MDA)

*Principe
Les composés carbonylés a I’instar du malondialdéhyde réagissent avec I’acide
thiobarbiturique (TBA) pour donner des chromophores de couleur rose absorbant a 532nm.
(Yagi., 1976).

*Réactif

375 mg de TBA, 20g de TCA, 0.01g de BHT, 25 ml de HCL 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 100ml et le

volume complété a I’eau distillé jusqu’au de jauge.

*Mode opératoire
Pipeter dans les tubes a essai en verre et a vis, 200ul d’échantillon, 800 ul de réactif
TBA et fermer hermeétiquement. 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 1’évacuation des gaz formés lors de la réaction. Centrifuger a 3000
tours/minutes pendant 5 minutes et lire 1’absorbance du surnageant a 532 nm a 1’aide d’un

spectrophotometre.

*Expression des résultats
La concentration de TBARS a été déterminée en utilisant le coefficient d’extinction

moléculaire du MDA (4= 1.53 10° M1.Cm™). Les résultats ont été exprimés en umol/I.

MDA (umol/mg de protéine) = (Do échontillon/1.53 x 10°)/mg de protéine

2.11.3. Méthode de dosage de glutathion réduit (GSH)

*Principe
Le dosage de la concentration de glutathion réduit par la mesure de la densité optique

résulte de la formation de I’acide 2-nitro-5 mercocapturique a partir de la réduction de I'acide
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dithio-bis2-nitrobenzoique ce qu’on appel réactif de d'Ellman avec les groupements SH

existent dans le GSH (Weckbercker, Cory, 1988).

*Mode opératoire

A800 pL d’homogénat érythrocytaire ou sérum sont ajoutés 200 ulL de l'acide
salicylique (0.25%). Mélanger avec I’agitateur et laisser 15 minute dans le réfrigérateur puis
centrifuger a 1000 t/min pendant 5 minutes. 500 uL de surnageant sont ensuite melangés
avec 1000 pL de tampon tris (tris 0.4 mol, NaCl 0.02 mol pH=8,9) et 25uL de DTNB (0,01

mol.L-1). Aprés Smind’incubation, la lecture de I’absorbance s’effectue a A= 412 mn.

*Expression des résultats

La concentration du glutathion est obtenue par la formule suivante :

(GSH)(nM /mg de protéine) = (D.O x 1x 1.525) / (13133x 0.8 x 0.5 xmg de protéine)

13133: constante d'absorption des groupes SH a 412 nm.

DO: la lecture d'absorbance par le spectrophotometre.

1.525ml: volume total de mélange.

0.5ml: volume de solution surnagent.

1: volume de mélange de protéine.

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

(GSH): concentration de glutathion.

2.12. Analyses histologiques

A la fin de la période expérimentale, les rattes ont été sacrifiés apres anesthésie par
inhalation et les tissus de pancréas ont été préleves et immergés pendant 48h dans une
solution fixative (solution de formaldéhyde a 4%, tampon phosphate, pH = 7,6), déshydratés
en gradient ascendant. série d'éthanol, nettoyé avec du toluene, immergé dans la paraffine et
coloré avec de I'nématoxyline et de I'éosine. L'évaluation histopathologique a été réalisée avec

un microscope optique.
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2.13. Analyses statistiques

L'évaluation statistique est effectuée par le test Tstudent. Les résultats sont donnés sous
forme de moyennes et écart-types pour 16 rats. n=4. Alors, on utilise des logiciels MINITAB
et EXCEL qui nous aide pour faire ce travail, * : Différence significative (p<0.05), **:
Différence hautement significative (p<0.01), *** Différence trés hautement significative
(p<0.001).
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Chapitre 11 Résultats et discussion

1. Résultats
1.1. Rendement de I'extrait aqueux d’Oudneya africana .R.Br
Le rendement moyen de I’extrait aqueux a été calculé en fonction de la matiére

végétale seche de feuille d’Oudneya africana R.Br.

Tableau (02) :Rendement de I'extrait aqueux d’Oudneya africanaR.Br.

Oudneya africanaR.Br. 35%

1.2. Etude phytochimique et dosage de polyphénols et flavonoides

Tableau(03): Tests phytochimiques d'extrait aqueux d’Oudneya africana. R.Br.

Composés Extrait aqueux d’Oudneya africana

R.Br

Polyphénol +++

Flavonoides +++

Tanins +

Alcaloides -

Saponines +

sucres reducteurs ++

Stéroides ++

- Présence (+), - Absence (-)

Tableau (04) : Contenue en polyphénols et flavonoides dans I'extrait aqueux d'Oudneya

africana R.Br.

Polyphénols Flavonoide
Plante (mg d'EAG/g MS) (mg de Querc /g MS)
L'extrait Moy + ES Moy + ES
aqueux de
Oudneya 19,35+ 1,03 6,4330 + 0,088
africana R.Br.
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1.3.Activité anti-radicalaire d'extrait aqueux d’Oudneya africana R.Br.
Dans ce test on utilise I’acide ascorbique comme standard, les résultats obtenus

(pourcentage d’inhibions %) sont représentés dans la figure (08).
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Figure (08) : Pourcentage d’inhibition pour I’extrait aqueux d’Oudneya africana R.Br.et

I’acide ascorbique
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Figure (09) : IC50 de I’extrait aqueux Figure (10) : IC50 de L’acide ascorbique

d’Oudneya africana R. Br
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Figure (11): Valeurs d’IC50

A partir les résultats obtenue on a observé que I’extrait aqueux d’Oudneya africana
R. Br. a un pouvoir d’inhibition des radicaux libres (DPPH)(figure08) avec une valeur
(1C50=45.41) qui est plus proche a la valeur de I’acide ascorbique (IC50=23.41) (figure
11) ce qui montre une importante activité anti-oxydant de I’extrait aqueux d’Oudneya

africana R. Br.

1.4.Test de glycosylation
Les résultats du test de glycosylation présentent une diminution de la concentration
deglucose en fonction aux différentes concentrations de I’extrait aqueux d’Oudneya

africana R.Br.
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Figure(12): Variation de la concentration du glucose en fonction de la concentration

de I’extrait aqueux d’Oudneya africana R.Br.
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1.5. Absorption du glucose dans les cellules de levure
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Figure (13): Pourcentage d’augmentation de 1’absorption du glucose par les cellules de
levure

Les résultats obtenues montrent que I’absorption du glucose par les cellules de levure
augmente avec l’augmentation de concentration I’extrait aqueux d’Oudneya africana
R.Br., dont on observé dans la concentration(250ug /ml) de I’extrait aqueux d’Oudneya
africanaR.Br la pourcentage de I’absorption du glucose par les cellules de levure plus
proche a la pourcentage de I’absorption du glucose par les cellules de levure a la présence
de Novoforminede concentration 850mg .donc ’extrait aqueux d’Oudneya africana R.Br.
facilite I’absorption du glucose par les cellules de levure.

1.6. Etude de Test de toxicité d* Oudneya africana R. Br.
Avec le test de toxicité aigué a la dose limite de 5000 mg / kg, ni la mortalité ni les

changements liés aux profils comportementaux, neurovégétatifs, neurologiques et
physiques n'ont été observés dans les 24 heures de suivi.

Tableau (05): Effet de I’extrait aqueux de d’O. africana R. Br. sur des parametres
physiologiques des rattes.

Parameétres Oh 3h 24 h 7jours
témoin Test témoin Test témoin Test témoin Test

Mortalit¢ 0 0 0 0 0 0 0 0

yeux N N N N N N N N

Dormir N N N N N N N N

Diarrhée N N N N N N N N
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1.7. Etude de la croissance corporelle et les poids relatif des organes
Les résultats présentés dans le tableau (04) montre une diminution non significative
(P>0.05) de Gain des poids chez les rats diabétique par rapport au témoin et chez le groupe

traité par rapport au rats diabétiques.

Les résultats obtenus de poids relatif des organes montrent une augmentation
hautement significative(P<0.01) de poids relatif du foie , reins et cceur chez les groupes
diabétique par rapport au groupe témoin. Par contre, le traitement par I’extrait aqueux d'O.
africana n’a aucun effet significative (P<0.05)sur le poids relatif de foie et rein mais il

augmente significativement le poids de cceur par rapport au rats diabétiques.(tableau 04 )

Tableau (06): Poids initial , gain du poids et poids relatif des organes chez les groupes

expérimentaux.

Témoin Diabétiques Diabétiques+Oa
Parametres (n=4) (n=4) (n=4)
Moy+ Es Moy+ Es Moy+ Es
Poids initial (g) 182+4,52 173,25+3,78 163,75+7,56
Gain du poids (g/j) 0,944+0,050 0,736+0,123 0,535+0,236
Foie 3,001+0,069 3,35+0,0927 3,942+0,256
Poids Rein 0,297+0,003 0,365+0,018 0,420+0,033
relatif(%o)
ceeur 0,316+0,003 0,373+0,012 0,443+0,03

Comparaison avec groupe témoin (T): “p < 0.01

Comparaison avec groupe diabétique(D): # p < 0.05

1.8 . Profil lipidique sérique

Les résultats obtenus montrent une augmentation non significative (p>0.05) de la

concentration sérique de cholestérol, triglycérides et VLDL chez le groupe diabétique (D)
par rapport au groupe Témoin (T). De plus les résultats montre aussi que la concentration
de HDL est augmenté statistiguement significative dans le groupe diabétique par rapport au
groupe témoin. Le traitement par Dextrait aqueux d'O. africana R.Br. diminue
significativement (P<0.001) le taux de triglycéride et VLDL et de fagon non

significative la concentration de
39



Chapitre 11 Résultats et discussion

cholestérol et HDL par contre I’extrait de plante n’a aucun effet sur le taux de LDL en

comparaison avec le groupe diabétiques.
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Figure (14): Concentration sérique de cholestérol, triglycérides , HDL , VLDL et LDL

chez le groupe témoins et les groupes Traités.
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1.9.Teneurs lipidique des tissus adipeux

Les résultats illustré dans la figure (15) montre que la concentration des triglycérides
dans les tissus adipeux est diminué de facon trés hautement significative (p<0.001) chez le
groupe diabétique (D) par rapport au groupe témoin mais pour le taux de cholestérol
tissulaire on n’observe aucun variation signification entre le groupe diabétique et témoin.
Par ailleurs, notre résultats montrent une augmentation hautement significative (p<0.01) de
teneur en triglycérides et une diminution trés hautement significative (p<0.001)chez le
groupe diabétique traité par I’extrait aqueux d'O. africana par rapport au groupe
diabétique (D).
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Figure (15) : Concentration des triglycérides et cholestérol dans les tissus adipeux chez le

groupe témoins et les groupes Traités.

1.10. Effet du traitement par Oudneya africana R. Br. sur des parametres
hématologiques et biochimiques

e Etude des paramétres hématologiques

Les résultats obtenus concernant les parametres hématologiques illustré dans la
figure(16) , montrent qu’il existe une diminution trés hautement significative (p<0.001) du
nombre des lymphocytes chez les rats diabétiques en comparaison avec le témoin. Par
contre les résultats ne montrent aucune variation significative du nombre des globules
blancs, globules rouges, plaquettes et le taux d’hémoglobine chez le groupe diabétique par
rapport au témoin.

Cependant le traitement par I’extrait aqueux d’O. africana R.Br. pendant 21 jours
augmente de fagon significative le nombre des globules rouges (GR)(p<0.001) et le taux

d’hémoglobine (p<0.01) chez les rats diabétiques et augmente de fagon non significative
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(p>0.05) le nombre des lymphocyte, des globule blancs et le nombre des plaquettes

sanguins (PLT) chez les rats diabétiques.
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Figure(16) : Variation du nombre des globules blancs, lymphocytes, nombre des globules

rouges, plaquettes et le taux d’hémoglobine chez le groupe témoin et les groupes traités
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e FEtude des paramétres biochimiques
Etude de la glycémie et hémoglobine glyquée

Les résultats obtenue (tableaux 05) montre wune augmentation de la
glycémie(16.14%) et du taux de I’hémoglobine glyquée (6.6%)chez le groupe des
diabétiques par rapport au groupe témoin(0.93% et 5.2% ) respectivement. Le traitement
par la plante O. africana R.Br. améliore ces parameétres par une diminution de la glycémie
(23.24%) et hémoglobine glyquée (5.3%) aprées 21 jours de traitement.

Tableau(07) : Pourcentage de variation glycémique chez le groupe témoin et les groupes

traités
parametres Témoin Diabétique Diabétique +Oa
Variation Glycémique % +0.93 +16.14 -23.24
Hémoglobine Glyquée % 5.2 6.6 5.3

Etude des parametre de la fonction rénale et hépatique

Pour les marqueurs de la fonction rénale, les résultats obtenus figure(17) montrent
une augmentation significative de la concentration de I'urée (P<0.05) et I’acide urique
(P<0.01) mais une augmentation non significative de la concentration de la créatinine
(P>0.05) chez les rats diabétique par rapport au rats témoins. Le traitement par I’extrait
aqueux d’0. africana R.Br. diminue significativement le taux de 1’acide urique et de fagon
non significative (P>0.05) pour urémie et créatininémie chez les rats diabétiques.

Concernant les marqueurs enzymatique de la fonction hépatique notre résultats
illustrés dans la figure (18) révele une augmentation trés hautement significative(P<0.001)
de Pactivité¢ de TGO et TGP chez le groupe des rats diabétiques par rapport au témoin. Le
traitement par D’extrait aqueux de notre plante améliore ces changes de I’activité

enzymatique de fagon trés hautement significative (P<0.001)chez les rats diabétiques.
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Figure (17) :Variation de la concentration sérique d'urée, créatinine, et d'acide urique chez

le groupe témoin et les groupes traités pendant 21 jours.
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Figure (18) :Variation de I’activité des transaminases (TGO , TGP ) chez le groupe

témoin et les groupes traités pendant 21 jours.
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1.11.Etude de I'effet d’Oudneya africanaR.Br sur le stress oxydatif

e FEtude de la peroxydation lipidique (MDA)
Les résultats du stress oxydatif présentées dans la figure(19) montrent une

augmentation significative de la peroxydation lipidique dans le foie (P<0.01) et le pancréas

(P<0.01) mais pas de variation de la concentration de MDA au niveau du cceur et aorte

chez les rats diabétique par rapport au témoin. L’ajout de I’extrait aqueux d’O. africana

R.Br. pendant 21 jours diminue la peroxydation lipidique mais de fagon non significative

(P>0.05) au niveau hépatique et de pancréas d’autre part on observe une augmentation de

MDA dans le cceur et I’aorte chez les rats diabétiques.
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Figure(19): Variation de la peroxydation lipidique au niveau tissulaire chez le groupe

témoin et les groupes traités pendant 21 jours.
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Etude de Glutathion réduit (GSH)

Concernant les résultats de glutathion réduit notre étude montrent une diminution
significative du taux de GSH dans le foie (P<0.05), le pancréas (P<0.001) et I’Aorte
(P<0.05) mais pas de variation de la concentration de GSH au niveau du cceur chez les rats
diabétique par rapport au témoin. L’ajout de I’extrait aqueux d'O. africana R.Br pendant
21 jours augmente significativement le taux de GSH hépatique mais de fagcon non

significative (P>0.05) au niveau cceur, pancréas et aorte chez les rats diabétiques.
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Figure(20) : Variation de Glutathion réduit (GSH) au niveau tissulaire chez le groupe

témoin et les groupes traités pendant 21 jours.
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1.12.Etude histopathologique

L’observation microscopique du pancréas des rattes traités par I’alloxane révele une
modification cellulaire bien visible, qui traduit par une atrophie cellulaire, un hémorragie et
nécrose cellulaire. Alors que I’étude histologique du pancréas des rattes traités par 1’extrait

aqueux d’Oudneya africana R. Br. présente une légére amélioration au niveau cellulaire.
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Figure (21) : Pancréas du ratte témoin sain : (A) couleur HEx40, (B) couleur HEx100

(i) : Tlots de Langerhans.

Figure (22) : Pancréas du rat diabétique non traité: (A) et (B) couleur HEx100, HExA40.

(i) : Tlots de Langerhans (n) : Atrophie des Tlots de Langerhans (h) : hémorragie.
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Figure (23) : Pancréas du ratte diabétique traité par I’extrait aqueux d’Oudneya africana
R.Br. (A) et (B) couleur HEX100, (i) : Tlots de Langerhans (n) : Atrophie des Tlots de
Langerhans (h) : hémorragie.

48



Chapitre 11 Résultats et discussion

2.Discussion

Le diabéte sucré (DM) est un groupe de troubles métaboliques caractérisé par une
maladie hypoglycémique chronique résultant de défauts dans la sécrétion d'insuline,
I'action de l'insuline ou les deux (Ozougwu et al., 2014).I1 est défini par 1’élévation
chronique de la concentration de glucose dans le sang (hyperglycémie) (Rodier, 2001).
L’hyperglycémie chronique est associée avec des complications organiques spécifiques
touchant particuliérement les yeux, les reins, les nerfs, le cceur et les vaisseaux (Drouin et
al., 1999). Le stress oxydatif a été rapporté a jouer un réle important dans la pathogenése
du diabete et ses complications (Duan et al., 2017).

L'objectif de ce travail est I'étude de l'activité antidiabétique de I'extrait aqueux
d'Oudneya africana R. Br. (avec une dose de 400mg/ kg p.c pendant 21 jours) chez des
rattes rendus diabétique par l'injection de 150 mg/kg .p.c d'Alloxane.

Dans cette étude, le choix de la plante, la voie d’administration et la méthode de
préparation d'extrait est basé sur l'utilisation traditionnel pour le traitement du diabete chez

la population locale dans la région d'Oued souf.

Analyses qualitative et quantitative de la plante

Les résultats obtenus pour les tests phytochimiques réalisés sur les feuilles
d'Oudneya africana R. Br. montrent sa richesse en plusieurs composés bioactifs pouvant
étre lié avec son activité antidiabétique qui est étudié dans ce travail.

L’analyse phytochimique de la plante a révélé la présence des flavonoides qui
pourraient étre responsables de I’effet hypoglycémiant de cette plante. Des recherches
récentes ont démontré que les hétérosides flavoniques sont responsable a [I'effet
hypoglycémiant (Chabane et al., 2013). Aussi que les flavonoides peut jouent un réle
protectrice de 1’organisme contre les effets délétéres des apports environnementaux
oxydants (Stoclet et Kerth, 2011). Les flavonoides sont reconnus aussi pour leurs activités
hépato protectrices (Sangare et al., 2012). Les polyphénols a un effet protecteur qui été
attribué a leurs propriétés antioxydants, susceptibles de prévenir des dommages oxydatifs
moléculaires et cellulaires induisant diverses pathologies (cancers, diabete de type 2,
maladies cardiovasculaires et neurodégénérative) (Amiot et al.,2009). Par contre on
remarque I’absence des alcaloides, ces substances chimiques connues par leurs effet
toxiques, ils peuvent étre dangereux pour I’homme a cause de leur hépatotoxicité et
néphrotoxicité (Brahima et al., 2017). D’autre part, les tanins ayant une activité

antidiabétique qui signalée par son action sur le diabete lui-méme au niveau cellulaire, en
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favorisant I’action de I’insuline (en diminuant la résistance a I’insuline) et 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
(Mangambu et al., 2014).

L’analyse quantitative de la plante a révélé la présence d'un teneur considérables des
phénols totaux et flavonoides (19,35 mg EAG/g MS et 6,433 mg E Querc /g MS)
respectivement dans l'extrait aqueux d'Oudneya africana R. Br. de la région d’El Oued
(algérie), ceci contre un teneur de 7.75 mg EAG/g MS (polyphenol) et 7.66 mg E Querc
/g MS (flavonoides) pour l'extrait aqueux d'Oudneya africana R. Br. issue de la région de
laghouat (Djeridane et al., 2006 ) et un teneur 275.37 mg EAG/g poids sec  d’extraits et
181.2 mg E Querc / g poids sec d’extraits (polyphenol et flavonoides) pour l'extrait
méthanolique d'Oudneya Africana R. Br issue de la région de Bir Soltan situé dans le
Grand Erg Oriental (Derbel et al., 2010).

Etude de Pactivité antioxydant in-vitro

Selon les résultats enregistrés dans notre étude concernant 1’évaluation antioxydant
de la plante , on peut dire que I'extraits aqueux d'Oudneya africana R. Br. a un pouvoir
antioxydant tres important (IC50=45.41 mg/ml) en comparant avec le pouvoir antioxydant
d'acide ascorbique (IC50= 23.41 mg/ml). Les valeurs IC50 déterminées en mg/ml ; qui
exprimant la concentration efficace de I’extrait antioxydant nécessaire pour le piégeage et
la réduction de 50% de moles de DPPH en dissolution dans du methanol, plus la valeur de
IC50 est petite plus 1’extrait est considéré comme un antioxydant puissant. (Bougandoura
et Bendemerad, 2013). Par ailleurs, I'étude de Zakaria et Belhattab (2016) trouve que
d'Oudneya Africana de la région de l'ouest de Ouargla a montré une importante activité
antioxydant avec une valeur de CI50 (12,05 pg / ml) pour I’extrait méthanolique, IC50
(14,91pg/ml) pour l'extrait aqueux et IC50 (24,57ug/ml) pour l'extrait hydro-alcoolique.
Ces résultats indiquent que Oudneya africana R. Br. a un potentiel tres intéressant en tant
que plante avec une grande activité de piégeage des radicaux.

Les polyphénols sont les principaux composés végétaux ayant une activité
antioxydante. Cette activité est principalement due a leurs propriétés redox , qui jouent un
role important dans l'adsorption et la neutralisation des radicaux libres, I'extinction de
I'oxygéne singulet et triplet ou la décomposition des peroxydes (Zheng et Wang, 2001). La

DPPH est un radical stable qui peut accepter I'nydrogéene d'un antioxydant pour former une
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DPPH réduite (Zakaria et Belhattab, 2016). L'effet des antioxydants sur la DPPH est di a
leur capacité a donner de I'hydrogéne (Adedapo et al., 2008). Les groupements
fonctionnels présents dans les composés phénoliques en général peuvent céder facilement
un électron ou un proton pour neutraliser les radicaux libres (Amarowicz et al., 2004). Les
composés Phénoliques qui possedent un activité antioxydant sont principalement les acides
phénoliques et les flavonoides (Marja et al., 1999).
Etude de toxicité de la plantes

Concernant I’étude de la toxicité de la plante, les résultats obtenus montrent bien que
I’extrait aqueux d'Oudneya africana R. Br (1000 mg/kg p.c , 5000 mg /kg p.c) . n'a aucun
signe de toxicité; pas de  mortalité, pas des comportement neurologiques ou
physiologiques anormale et pas d’effet néfaste sur l'organisme. L’absence des alcaloides
dans l'extrait de notre plante peut explique les resultats de test toxicité, ce qui nous

encourageons d’utiliser la plante dans 1’é¢tude antidiabétique in-vivo.

Etude de parametres de croissances

L’étude de l’effet du traitement par l'extrait aqueux d'Oudneya africana R. Br.
Pendant 21 jours sur le poids corporel des rattes montre une différence non significatif
entre le gain du poids des rattes diabetique traitées par I'extrait aqueux d'Oudneya africana
R. Br., et des rattes diabétique non traitées. L'extrait aqueux d'Oudneya africana R. Br. n'a
aucun role dans l'altération du poids corporel et améliore le gain du poids des rattes
diabétiques, donc on peut dire que cette plante protéger les rattes contre la perte de poids
associe a la maladie du diabéte et assurer leurs croissance normale. Cette modération de la
perte de poids corporel due au contrdle de I'nyperglycémie et de I'activation de la synthese
proteique structurale (Gandhi et al., 2012). L'extrait aqueux d'Oudneya africana R. Br.
Peut stimuler la sécrétion pancréatique de I'insuline qui favorise le stockage des lipides et
triglycérides (Sung et al.,2006). La capacité de I'extrait aqueux d'Oudneya africana R. Br.
a protéger la perte de poids corporel semble étre le résultat de sa capacité a réduire

I'nyperglycémie (Stanely et Venugopal, 2000).

Etude de activité antidiabétique in-vitro et in-vivo
L’¢évaluation de I’effet hypoglycémiant de I’extrait aqueux de d'Oudneya africana R.
Br. Est fait par des études in-vitro et in-vivo.
Les résultats de 1’étude in-vitro montrent bien une importance activité
hypoglycémiante de la plante soit par un effet de glucophage d’apres le test de
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complexation du glucose soit par un pouvoir inhibiteur de la libération du glucose par le
test d'absorption du glucose dans les cellules de levure, pour confirmer ces activités on a
fait 1’étude in-vivo sur des rats diabétiques. L' étude in-vivo de 1’effet hypoglycémiant de
notre extrait, nous avons constaté que I'extrait aqueux d'Oudneya africana R. Br. provoque
une diminution de la glycémie chez les rattes diabétique apres 21 jours de traitement. ceci
peut étre due a l'effet sur linsuline dans le sérum en augmentant soit la sécrétion
pancréatique de l'insuline a partir des cellules béta des flots de Langerhans ou assuré sa
libération en forme active , donc peut provoquer l'augmentation de la glycolyse et
l'utilisation du glucose pour la production dénergie (Stanely et Venugopal., 2000).
L'insuline influence l'utilisation intracellulaire du glucose par plusieurs fagons. L'insuline
augmente la glycolyse hépatique par l'augmentation de l'activité et la quantité de plusieurs
enzymes clés y compris la glucokinase et la phosphofructokinase. Hexokinase est
universellement présent dans les cellules de tous types. Les catalyseurs de I'hexokinase la
conversion du glucose en glucose 6-phosphate et joue un rdle central dans le maintien de
I'hnoméostasie du glucose. Dans le foie, cette enzyme est un régulateur important de
stockage et élimination du glucose (Ragavan et kumari, 2006).

La présence des flavonoides et des tanins dans cette plante constitue un indicateur
important de ’activité hypoglycémiante ou antidiabétique pour cette espéce végetale. 1l a
été demontré par plusieurs travaux que ces métabolites secondaires seraient doués de cette
activité (Mangambu et al, 2014). L’effet hypoglycémiant significatif de 1’extrait aqueux
d'Oudneya africana R. Br. pourrait bien étre lie a la présence des composés de type de
flavonoide agissant probablement de facon synergique (Barbosa et al., 2008). Areej et al.,
(2012), trouvés dans leurs recherches des composes flavoniques qui possedent une activité
hypoglycémiante significative chez les rats albinos suisses. D’autres études ont rapporté
que les tanins en général peuvent agir sur le glucose par divers mécanismes notamment une
meilleure absorption du glucose dans le tissus périphérique, la stimulation de la sécrétion
de l’insuline des cellules B du pancréas, la diminution de la glycation des protéines
circulantes, notamment I’hémoglobine glyquée marqueur de 1’état glycémique sur le long
terme du diabete de type 2 (Masunda et al., 2014). Le mécanisme antihyperglycémiant des
actions de I'extrait aqueux d'Oudneya africana R. Br. pourrait étre dd a un effet mimétique
de l'insuline sur les tissus musculaires et adipeux en stimulant la captation du glucose ,leur
métabolisme et la glycogénolyse par stimulation du processus de régénération ou

augmentation de la sécrétion pancréatique d'insuline a partir de cellules 3 existantes et/ ou
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inhibition des enzymes a-glucosidases de l'intestin qui transforme les disaccharides en

monosaccharides a des fins d'absorption (Assefa et al., 2017).

Etude des paramétres biochimiques

Les lipides jouent un réle essentiel dans la pathogenese du diabéte sucré . Le diabéte
est généralement associé a une hyperlipémies (  hypertriglycéridémie et
hypercholestérolémie) (Kumar et al., 2012). Les résultats obtenus de la présente étude
montrent une augmentation trés hautement significative (P<0.001) du taux plasmatique de
TG chez les rats diabétiques non traité par rapport aux rats témoin. Le diabéete est
généralement associé a une niveaux de lipides modifiés. Le lipide le plus souvent observe
dans l'anomalies du diabete sont I'hypertriglycéridémie, hypercholestérolémie (Kumar et
al., 2012). l'augmentation de la concentration des triglycérides dans les conditions
diabétique est associée a la surproduction hépatique des triglycérides (Dunn et al., 1984).

Dans cette étude, on a observé aussi une diminution trés hautement significative
(P<0.001) du taux plasmatique de triglycéride et de VLDL avec une diminution non
significatif du taux plasmatique de HDL chez les rattes diabétiques traité par Oa par
rapport aux rats diabétiques ce qui est en accord avec I'étude de Sharma et al., 2008.
L'augmentation des récepteurs de LDL hépatiques entraine egalement une diminution, a un
degré moindre, des IDL et des VLDL. Par ce mécanisme, les inhibiteurs de la HMG-CoA
réductase entrainent une diminution des triglycérides et une augmentation légere des HDL
(Shirwaika et al., 2004). L'administration d'extrait riche en flavonoides a diminué de
maniére significative des triglycérides et du cholestérol sériques chez les rats diabétiques
(Sharma et al.,2008). On peut expliquer ces résultats aussi par stimulation de la sécrétion
pancréatique d'insuline a partir de cellules B existantes par l'extrait aqueux d'Oudneya
africana R. Br.(Assefa et al.,2017). L'insuline active I'enzyme lipoprotéine lipase qui
hydrolyses les triglycérides. De plus, l'insuline inhibe la lipolyse, donc l'absence de
I'insuline augmente la lipolyse qui conduit finalement a I'hyperlipidémie (Shirwaika et al.,
2004).

L'acide urique est le produit final d'oxydation du métabolisme des purines chez
I'hnomme, il est couramment utilisé comme un indice clinique pour évaluer la fonction
rénale (Leng et al., 2017). Notre résultats montre une augmentation trés hautement
significatif (P<0.001) de l'acide urique chez le groupe diabétiques par rapport au groupe
témoin. Cela peut étre di a la perturbation du métabolique dans le diabéte reflétée dans les

activités élevées de xanthine oxydase, peroxydation lipidique et augmentation des
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triglycérides et de cholestérol (Mamdouh et Abdel, 2003). De plus, la glycation des
protéines dans le diabéte peut conduire a l'atrophie musculaire et augmentation de la
libération de purine, principale source de l'acide urique ainsi que dans l'activité de la
xanthine oxydase (Eidi et al., 2006).

D’une autre coté, on a observé d’apres notre résultats une diminution non significatif
(P>0.05) du taux d'acide urique chez le groupe diabétique traité par rapport au le groupe
diabétique non traité. Donc on peut dire que I'extrait aqueux d'Oudneya africana R. Br.
peut réduire le taux d’acide urique dans le sang et active la fonction rénale. Cette réduction
de niveaux d'acide urique peut étre di a la réduction de la peroxydation lipidique, de
triglycérides et de cholestérol, tandis que I'élévation de ces métabolites peut augmenter la
synthése de l'acide urique (Mamdouh et Abdel, 2003). L'urée et la créatinine sont des
paramétres essentiels pour évaluer la fonction rénale et la filtration glomérulaire (Bahi,
2014). 1l est souvent considérée comme des parametres cliniques détecter les effets
toxiques liés au traitement de certains composes sur les reins des animaux (Kaolsi et al.,
2018).

Les résultats montre une augmentation significative (p<0.05) de la concentration
sérique de l'urée et une légére augmentation de la concentration sérique de la créatinine
chez le groupe diabétique par rapport au groupe teémoin. Dans I'état diabétique,
I'hyperglycémie entraine des lésions rénales qui, a leur tour, entrainent une mauvaise
filtration rénale de l'urée et de la créatinine. Une mauvaise filtration entraine une élévation
du taux d'urée et de la créatinine dans le sang (Kamran et al., 2017). Ceci peut expliquer
par la dégradation accélérée des protéines hepatiques et plasmatiques ou la dégradation de
certains composés protéiques corporels par la protéolyse due a I'administration d'alloxane
ou de composés alimentaires pouvant étre dégradés en acides aminés et ensuite en urée
(Kolsi et al., 2018). Alors que chez le groupe diabétique traité, nous avons enregistré une
diminution de 'urémie et de la créatininemie par rapport au groupe diabétiques non traité.
L'extrait aqueux d'Oudneya africana R. Br. a fait diminuer significativement la glycémie
et donc a protégé le tissu rénal des dommages qui peuvent étre provoques a la suite
d’hyperglycémie prolongée. I’hyperglycémie et les protéines modifiées par
I’hyperglycémie, jouent un rdle clé dans la survenue de la néphropathie diabétique et
I’insuffisance rénale (Dronavalli et al., 2008).

Les résultat présent une augmentation trés hautement significatif (P<0.001) de
I’activité sérique de TGO et TGP chez le groupe diabétique par rapport au groupe témoin.

Ceci est expliqué par la destruction des cellules hépatiques (cytolyse hépatique) par les
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substances toxiques (effet hépato toxique de I’alloxane) (Barbosa et al., 2006). De plus
I’augmentation des transaminases est expliquée par I’accumulation des acides aminés
comme [’alanine et I’acide glutamique dans le sang provenant de la dégradation des
protéines du corps. Ainsi ces acides aminés peuvent se transformes sous I’action des
transaminases en composes carboxyliques tel que I’acide o céto-glutamique et I’acide
pyruvique puis en glucose, ce qui traduit la forte activité enzymatique des transaminases
(Boussikine, 2013). Alors nos résultats montrent que le traitement des rattes diabétiques
par l'extrait aqueux d'Oudneya africana R. Br. a diminué D’activité enzymatique des
transaminases par rapport aux rattes diabétiques non traité, ce qui signifie que I'extrait

aqueux d'Oudneya africana R. Br. inhibe les dommages hépatiques causés par 1’alloxane.

Etude des parametres de stress oxydatif

L’¢tude des parametres du stress oxydant dans les tissus montre une augmentation
bien remarquable de la peroxydation lipidique (MDA) dans le foie et le pancreas chez les
rattes diabétiques par rapport au témoin. La concentration elevée de MDA est un indice qui
suggere qu’il y a une forte peroxydation lipidique au niveau du sérum (Vertuani et al.,
2004). ainsi I’augmentation du taux de MDA est le résultat de I’augmentation des ERO qui
attaquent les acides gras polyinsaturés de la membrane cellulaire et provoque la
peroxydation lipidique (Battacharya et al., 1997). Par contre chez les rats diabétiques
traités par I’extrait aqueux du d'Oudneya fricana R. Br. la peroxydation lipidique est
diminué au niveau hépatique et de pancréas. Ces résultats en coincidence avec d’autres
études (Drouiche et al., 2005 ).L’effet inhibiteur de la peroxydation lipidique traduit par
I’extrait aqueux du d'Oudneya africana R.

Br et sa richesse en polyphénols qui jouent un rdle tres important dans la neutralisation des
radicaux libres (Smail, 2017).

Par ailleurs, nos résultats présentent une diminution du taux de glutathion réduit
(GSH) dans les tissus ; foie, pancréas et artere chez le groupe diabétique non traité par
rapport au groupe témoin. Les antioxydants (GSH) ont permis de protéger les cellules
contre la peroxydation lipidique, la premiere étape de nombreux processus pathologiques .
La réduction des niveaux d’antioxydants a la suite d’une production accrue de radicaux
libres dans le diabéte expérimental a été signalée par de nombreux auteurs (Venkateswaran
et Leelavinothan , 2002; Kebieche et al.,2011).

Le traitement par un agent chimique réduit les mécanismes de protection contre la

toxicité de lI'oxygene et provoque la diminution de l'activité et la teneur de GSH. La cellule
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dispose pour sa protection au GSH porteur d’une fonction thiol qui constitue un systeme
antioxydant de la premiére défense en se liant par sa fonction SH aux métabolites toxiques
(Morin et al., 2001). Cette diminution peut expliquée par I’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 ). Le GSH hépatique est
diminué chez les rats rendue diabétiques par l'alloxane ; I'alloxane entraine une déplétion
du contenu en GSH hépatique en raison du niveau plus élevé de la génération de radicaux
libres qui convertissent plus GSH réduit a sa forme oxydée (EI-Shenawy et Abdel-Nabi,
2006). Le GSH joue un role trés important dans les mécanismes de défense antioxydant
(Bonnefont et al., 2000). Le GSH est la biomolécule la plus importante contre la toxicité
induite chimiquement et peut participer a I'¢limination des intermédiaires réactifs en
réduisant les hydroperoxyde en présence de GPx. La diminution de niveau de GSH
représente sa dégradation au cours du stress oxydant causé par le diabete (Venkateswaran
et Leelavinothan, 2002).

Le traitement des rattes par 1’extrait aqueux d'Oudneya africana R. Br. a augmenté
d’une maniere significative le taux de glutathion tissulaires par rapport aux rattes
diabétiques non traités. L'augmentation des taux du glutathion réduit (GSH), dans les
différentes organes étudiees chez les rattes diabétiques traités par I’extrait montrent
clairement les propriétés antioxydantes de I'extrait aqueux d'Oudneya africana R. Br. Ces
résultats laissent un grand espoir pour I’avenir avec le réle protecteur que peuvent conférer
I'Oudneya africana R. Br. dans la prévention et la limitation des effets toxiques des
radicaux libres au cours du diabéte. Cet resultat peut étre expliquer par la présence des
composeées « tels que les flavonoides »qui sont doués d'une activité antioxydants (Diallo et
al.,2004).

Etude histopathologique
L’tude histopathologique de pancréas de rattes diabétiques non traité a montré la destruction

presque compléte des cellules béta due a I'alloxane. L’alloxane a été propose d’agir comme un

agent diabétogéne en raison de sa capacité a détruire les cellules des ilots de Langerhans

éventuellement par le biais de la formation excessive des radicaux libres. Les cellules B du pancréas
sont susceptibles d’étre altérées par les dommages oxydatifs généres par les radicaux libres, en
raison d’un faible niveau des enzymes piégeurs de radicaux libres (Kebieche et al., 2011).

L'administration d'alloxane a provoqué une Iésion grave du pancréas (cellules §), comme une
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diminution du nombre de cellules des Tlots, des dommages cellulaires et la mort (Bouzghaya et al.,
2016).

Les coupes histologiques du pancréas des rattes diabétiques traités par [’extrait
aqueux d’Oudneya africana R.Br révélé la présence de quelques ilots de Langerhans avec
trés peu des destruction cellulaires et un forme intact . Nos résultats montrent que 1’extrait
aqueux d’Oudneya africana R.Br. a un effet protecteur de la structure et la fonction des
cellules B de Langerhans et ameélioré I'architecture histologique des flots de Langerhans.
Cet effet protecteur des ilots observé pourrait étre du a I’amélioration de l'activité d'
enzymes l'antioxydant pancréatique, qui jouent un role clé dans le mécanisme de défense
contre les dommages du pancréas causé par les radicaux libres. (Soto et al., 2003). Cette
plante a présente un effet antihyperglycémiant par la régénération des Tlots pancréatiques et
la sécrétion d'insuline a partir cellules béta intactes des flots de Langerhans (Wang et
al.,2017). Cette activité peut étre due a la présence des composes phenoliques qui
possedent un potentiel cytoprotécteur des cellules B et une capacité antidiabétogene dans
le diabete alloxanique qui déséquilibre le statut redox des cellules pancréatiques au profit
du stress oxydatif (Kebieche et al, 2011).
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Conclusion générale

Dans ce travail nous avons concernés par I’étude de I’effet de I'extrait aqueux d'
Oudneya africana R. Br sur le taux de glucose dans le sang, I’évolution du poids corporel, le
bilan biochimique sanguin, des parametres 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 des feuilles d' Oudneya africana R. Br. capable de prévenir ou méme de
retarder I’apparition des complications liées au diabete.

A la lumiére des résultats obtenus, on peut conclure que :

L'analyse phytochimique de la plante montre que l'extrait aqueux d' Oudneya africana
R. Br. est trés riche par des molécules bioactives ( polyphénols , flavonoides, tanins,
saponines et sucres réducteurs) et possede une activitée antioxydante tres important, pouvant
étre li¢ a ’activité hypoglycémiante.

Les résultats de teste de toxicité montrent clairement que 1’Oudneya africana R. Br. n’a
aucun effet néfaste ou toxique sur I’organisme et ne conduit aucun cas de mortalité chez les
rattes traités, ce qui nous permet d’utiliser la dose 400mg/Kg d'Oudneya africana R. Br. pour
évaluer activité antidiabétique in vivo.

L’injection intra péritonéale de I’alloxane a 150 mg/ kg du poids corporel chez les rattes
femelles a induit des perturbations du métabolisme glucidique, lipidique et protéique, proces
accompagné par des altérations histologiques du pancréas révélées par la degénérescence des
Tlots de Langerhans et la mort cellulaire par nécrose qui observer par les microscope .

Le traitement par I'extrait aqueux d' Oudneya africana R. Br par voie orale 400 mg/kg/j
pendant 21 jours, améliorer le poids corporel, et provoquer une réduction significative de la
glycémie chez les rattes diabétiques.

En se qui concerne le bilan lipidique (cholestérol, HDL, LDL, triglycérides, VLDL), le
traitement a rétabli les valeurs a la normal ce qui traduit 1’effet protecteur d'Oudneya africana
R. Br. contre les complications liées au diabéte .

L’oudneya africana R. Br. a protégé aussi le tissu rénal de ’effet de I’hyperglycémie et
se manifeste par une urémie et créatininémie normales.

L’effet du notre extrait sur la fonction hépatique se traduit par une restauration
significative des parameétres de la fonction hépatique ; TGO, TGP.

L’extrait de la plante par son action antioxydant & diminuer la peroxydation lipidique
cette activité traduit par la diminution des taux de MDA dans les organes étudies, et

aaugmenter la défense antioxydante non enzymatique ; glutathion réduit (GSH).
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L'extrait aqueux d' Oudneya africana R. Br a un effet protecteur contre les dommages
de pancréas provoque par l'alloxane , cette effet traduit par I'amélioration de l'architecture

histologique des ilots de Langerhans.

En terme de perspectives et afin de compléter et d’approfondir la présente étude, ilserait
intéressant :

» L’isolement et identification, de différents composés bioactifs présents dans les
extraits et I’évaluation de leur effet sur les différents systemes biologiques au cours de
diabéte.

> Pour une initiative approfondie, des études futures doivent étre entreprise afin de
mieux comprendre les divers mécanismes ayant engendres ces activités, et il serait
¢galement intéressant d’étudier d’autres activités biologiques des extraits étudiés, afin

de la mieux valoriser et d’explorer d’autres plantes médicinales et les tester in vivo.
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	Liste des abréviations
	8-OHdG : 8-hydroxy–2’ déoxyguanosine.
	Abs: Absorbance.
	ADN : Acide désoxyribonucléique.
	AG: Acide gallique.
	AR-GLP1: Aagoniste du récepteur du glucagon-like peptide-1.
	BHT : Butyl hydroxy toluene.
	CAT: Catalase.
	DKA : Diabetic ketoacidosis
	DM : Diabète mellitus.
	DNT : Diabétique nom traité.
	DPP-4 : Dipeptidyl peptidase−4.
	DPPH : 1,1-diphényl-2-picryhydrazyle.
	DT : Diabétique traité.
	DT1: Diabète de type 1.
	DT2: Diabète de type 2.
	DTNB : Acide 5,5’-dithiobis (2-nitrobenzoique) ou réactif d’Ellman.
	E.AG : Equivalent en acide gallique.
	E.Q: Equivalent Quércétine.
	EDTA : Ethylène diamine tétra-acéticacid.
	ES: Ecart-types.
	G: guanine.
	GB : Globules blanches.
	GLP-1: Glucagon-like peptide-1.
	GR: Globules rouges.
	GSH : Glutathion réduit.
	GSH-Px: Glutathion peroxydase.
	H2O : Eau distillée.
	H2O2 : Peroxyde d’hydrogène.
	H2SO4: Acide Sulfurique.
	HB glyquée : Hémoglobine glyquée.
	HDL : Hight density lipoproteins (lipoprotéines de haute densité)
	HGB : Hémoglobine.
	HMG-COA réductase : 3-hydroxy-3-méthyle-glutaryl coenzyme A réductase.
	IC50: Concentration inhibitrice de 50% (Inhibitory Concentration of 50%).
	LDL: Low density lipoproteins.
	M : Molaire.
	MDA :Malondialdéhyde.
	mg/kg p.c : milligramme/ kilogramme de poids corporel.
	MS : Matière Sèche.
	N : Normalité.
	NADPH : Reduced nicotinamide adenine dinucleotide phosphate.
	NO: L’oxyde d’azote.
	NO2: dioxyde d’azote .
	O2: Oxygène.
	OH: anions superoxydes.
	OH•: Radical hydroxyle O2 Oxygène singulet.
	OMS : Organisation mondiale de la santé.
	PLT : Plaquettes.
	RE : Réticulum endoplasmique.
	RNS : Reactive Azote Species.
	ROS : Reactive Oxygen Species.
	SGLT2 :Sodium-glucose co-transporter-2.
	SOD : Superoxyde dismutase.
	T: thymine.
	TBA : Thiobarbituricacid: L’acide thiobarbiturique
	TCA : Trichloroacétique.
	TG : Triglycérides.
	TGO : Transaminase glutamique oxaloacétique.
	TGP: Transaminase glutamique pyruvique.
	UV: Ultra violet.
	VLDL: Very Low Density Lipoprotein.
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