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Résumé

Résumé

Cette étude a été réalisée pour étudier I'effet de la vitamine C et de sélénium sur le
statut du zinc, le métabolisme des carbohydrates (glucides, lipides, protéines) et de stress
oxydatif chez les rats albino (Wistar) diabétiques alimentés par un régime alimentaire pauvre

en zinc.

Quarante-huit males rats diabétiques, divisés en six groupes de huit individus chacun ;
le premier groupe a recu un régime normale (54 mg du zinc/kg de diéte) (RN), le deuxiéme
groupe a recu un régime carencé en zinc (1.2 mg du zinc/kg de diete) (RC), le troisieme
groupe a recu un régime normal, traité par une dose quotidienne de la vitamine C (1g/l) dans
I'eau de boisson (RN + Vit C), le quatrieme groupe a regu un régime carencé en zinc, traité
par une dose quotidienne de la vitamine C (RC + Vit C), le cinquiéme et le sixieme groupes
ont regu respectivement, un régime normal, un régime carencé en zinc, simultanément traités
par une dose quotidienne de sélénium par voie orale (0.5 mg/g P.C), (RN + Se et RC + Se).
Le poids corporel et la consommation alimentaire sont mesurés réguliérement. Aprés 27 jours

de traitement, les rats sont sacrifiés et quelques paramétres sont déterminés.

Selon les résultats obtenus ; la carence en zinc dans l'alimentation a provoqué un
déficit pondéral, une diminution de la consommation alimentaire et une diminution de la
concentration du zinc dans le sérum et les différents tissus (foie, rein, pancréas et testicule).
Ainsi I’insuffisance du zinc a induit une augmentation significative de la concentration
sérique du glucose, des lipides totaux, des triglycérides, de I'urée, de la créatinine, de I'acide
urique et de la bilirubine totale et directe. Cependant la concentration sérique des protéines
totales et d'albumine et le taux du glycogene hépatique sont diminués. De plus, I’activité des
transaminases (TGO, TGP) et de l'a-amylase est augmentée, par contre 'activité de ’ALP et
LDH sérique est diminuée. En outre, la carence en zinc a augmenté le stress oxydatif qui
traduit par une augmentation de la teneur hépatique de malondialdéhyde (MDA) et de
I’activité du glutathion-S-transférase (GST), une diminution de taux du glutathion réduit
(GSH) hépatique, de I’activité du glutathion peroxydase (GSH-Px) et de I’activité du catalase.
Par ailleurs, le traitement par la vitamine C ou le sélénium a rétabli tous les paramétres

approximativement a leurs niveaux normaux.

Pour conclure, la vitamine C et le sélénium ont probablement joué un réle clé en tant
que puissants facteurs antioxydants contre le stress oxydatif provoqué par la carence en zinc.

Par conséquent, ils pourraient étre apportés a la réduction du développement de diabéte.

Mots clés : rats, carence du zinc, diabéte, stress oxydatif, vitamine C, sélénium.



Abstract

Abstract

This study was carried out to investigate the effect of vitamin C and selenium on
zinc status, carbohydrate metabolism and oxidative stress in diabetic albino (Wistar) rats

fed zinc deficiency diet.

Forty eights males diabetic rats divided into six groups of eight individuals each;
the first group received a diet containing 54 mg zinc/kg (adequate zinc group, AZ), the
second group received a diet containing 1.2 mg zinc/kg (zinc deficient group, ZD), the
third group received a diet containing 54 mg zinc/kg and supplemented with vitamin C
(1g/1) in drinking water (AZ+Vit C), the fourth group received a diet containing 1.2 mg
zinc/kg and given vitamin C (ZD + Vit C), the fifth and the sixth group received a diet
containing 54 mg zinc/kg and 1.2 mg zinc/kg respectively. Simultaneously both groups
administered orally with selenium (0.5 mg/g b.w.) daily, (AZ+Se and ZD + Se). Body
weight and food intake were recorded regularly during the experimental period. After 27

days, animals were sacrificed and some parameters were determined.

According to the results which have been obtained, low zinc diet led to a reduction
in body weight gain, food intake, serum zinc concentration, and various tissues zinc level
(liver, kidney, pancreas and tests) of diabetic rats. Dietary zinc intake significantly also
increased glucose, total lipids, triglycerides, urea, creatinine, uric acid and bilirubin
concentrations in serum of zinc deficient diabetic group. However liver glycogen, serum
total proteins and albumin were diminished. Meanwhile the consumption of zinc
deficiency diet resulted an increase of GOT, GPT and a-amylase with a decrease in ALP
and LDH activities. In addition, dietary Zn-deficiency increased oxidative stress, which
was indicated by a rise of liver MDA level and glutathione-S-transferase (GST) activity.
In addition inadequate dietary zinc resulted in a decrease of reduced glutathione (GSH)
level, glutathione peroxidase (GSH-Px) and catalase activities in liver. However, the
administration of vitamin C or selenium restored all the previous parameters

approximately to their normal values.

To conclude, vitamin C and selenium probably played a key role as antioxidant
potent factors against oxidative stress provoked by zinc deficiency. Therefore, they might

be contributed in reduction of diabetes development.

Key words: rats, zinc deficiency, diabetes, oxidative stress, vitamin C, selenium.
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Liste des abréviations

Liste des abréviations

: Acide Ascorbique.

: Association Américaine de Diabétes.
: Advanced Glycated End-product (produits terminaux de glycation).
: Acide Gras Insaturé.

: Acide Gras Polylnsaturé.

: Apport Nutritionnel Conseillé.

: Diacylglycérol.

: Dihydroxyacétone phosphate.

: Dérivé Réactive de I’Oxygene.

: Espece Réactive d’Azote.

: Espece Réactive d’Oxygene.

: Glutamine Fructose 6 phosphate amido-transférase.
: Radical hydroxyle.

: Séléniure d’hydrogene.

: Acide hypochloreux.

- Interleukine-1.

- Interleukine-6.

: Sélénite de Sodium.

> anion superoxyde.

: Oxygene singulet.

: Organisation Mondiale de la Santé.

- Nitroperoxyde.

: Protéine Kinase C.



Liste des abréviations

PTG : Produits terminaux de Glycation.

PTP 1B : Protéine Tyrosine Phosphatase 1B.

NF.B : Nuclear Factor-kappa B ou Facteur nucléaire-kappa B.
TNF-a : Tumor Necrosis Factor ou facteur de nécrose tumorale.
RAGE : Récepteur spécifique des produits terminaux de glycation.
RL : Radicaux Libres.

R-Se-H : Sélenol.

R-Se-R : Sélenoéther.

Se”? : Séléniure.

Se-Cys : Sélénocystéine.

Se-Met : Sélenométhionine.

Se05? - Sélénite.

Se0,” : Séléniate.

RO : Radicaux alkoxyle.

ROO : Radicaux peroxyle.

RO,H : Radicaux Hydroperoxydes.

ROS : Reactive oxygen species ou Espéces activés de I'oxygéne.

TR : Thiorédoxines réductase.
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INTRODUCTION GENERALE

Selon I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS, 2011), plus de 220 millions
de personnes sont touchées par des troubles du metabolisme glucidique regroupés
sous le terme de "diabete”. Cette pathologie est devenue un véritable probleme de
santé publique, considérée comme une pandémie par 'OMS (Wild et al., 2004). Selon
I’OMS, I’ Algérie en compte 5 millions tout diabéte confondu (Guermaz et al., 2008).
Le diabete sucré est un groupe de maladies métaboliques caractérisées par une
hyperglycémie chronique résultante d’un défaut de la sécrétion de 1’insuline et/ou de

I’action de cette hormone (Sharma et al., 2008).

La présence de I’hyperzincurie et la basse absorption intestinale du zinc au
cours de diabéte ont approuvé la spéculation que les diabétiques sont plus susceptibles
au carence du zinc (Shahidul and Loots, 2007). Le zinc (Zn), élément trace essentiel,
intervient comme cofacteur de plus de 200 métalloenzymes impliquées dans de
différents processus métaboliques (Favier and Favier, 2005). Il est également
impliqué dans le métabolisme d'insuline. Par conséquent, la carence en zinc pourrait

affecter la production, le stockage et la sécrétion d'insuline (Bellomo et al., 2011).

Il est aujourd’hui bien admis par la communauté scientifique que
I’hyperglycémie est 1’une des causes majeures de stress oxydant, qui contribue elle-
méme de fagon importante a 1’évolution des complications diabétiques (Malardé,
2012).

Le stress oxydant est défini comme un déséquilibre entre les processus
biochimiques de production des radicaux libres (RL) d’une part et ceux des défenses

antioxydantes d’autre part (Browne et al., 2008 ; Powers et al., 2010).

Etant donné I’implication du stress oxydant dans les complications de diabéte,
on peut offrir une option thérapeutique unique pour le traitement du diabete en
employant des antioxydants ou des micronutriments de capacité antioxydante élevée
(Taylor, 2005).

L’effet de la vitamine C et le sélénium sur le développement de diabéte
chez les rats alimentés par un régime alimentaire carencé en zinc.



Introduction générale

La vitamine C, également connue sous le nom d’acide ascorbique, est une
vitamine hydrosoluble posseéde des actions antioxydantes, anticarcinogenic, et
immunomodulatrices (Villacorta et al., 2007). La vitamine C est un important
antioxydant, elle participe a la dégradation des radicaux libres oxygéenés, ce qui assure

une protection contre les dommages oxydatifs moléculaire (Konopacka, 2004).

Le sélénium est un micronutriment d’une grande importance en nutrition
humaine. Connu d’abord comme un puissant antioxydant, le sélénium exerce
beaucoup d’autres fonctions biologiques, ceci grace a un éventail des protéines
auxquelles il est associé (selénoprotéines). Il intervient, en particulier, dans la
protection antioxydante contre les radicaux libres impliqués dans certaines maladies
chroniques, dans la lutte contre certains cancers ou dans la fonction immunitaire. Le
sélénium est un élément essentiel de la glutathion peroxydase (GSH-Px), une enzyme

antioxydante (Rakotovao, 2009).

Au vu de ces données, dans notre étude nous allons en premier temps présenter
quelques connaissances dans la partie bibliographique sur :
Le diabete sucré, le zinc, le stress oxydatif, I’implication du stress oxydatif dans la

pathologie du diabéte.

Puis dans la partie expérimentale, nous allons nous intéresser aux effets de la
vitamine C et de sélénium sur le stress oxydatif provoqué par la carence en zinc dans

la nourriture des rats diabétiques en évaluant les aspects suivants :

F~  L’étude des parameétres de croissance ;

F~  L’étude de statut du zinc dans I’organisme ;

&~ Létude de quelques parametres biochimiques ;

& L’exploration du systéme antioxydant : MDA, GSH, GSH-Px, GST
et CAT.

L’effet de la vitamine C et le sélénium sur le développement de diabéte
chez les rats alimentés par un régime alimentaire carencé en zinc.
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LE DIABETE SUCRE
1. Histoire de diabéte

Le terme diabete vient du grec «dia-baino» qui signifie traverser.
Il caractérisait des personnes ayant une maladie dramatique qui entrainait une mort
rapide chez des sujets jeunes. Brievement résumé, 1’histoire du diabéte commence au
XVII*™ si¢cle notamment avec Thomas Willis qui fut I'un des premiers & décrire la
présence de sucre dans 1’urine des patients diabétiques. Il distingue alors la maladie
diabétique en 2 classes : le diabete sucré dit « mellitus » et le diabéte insipide dit
« insipidus ». En 1869, Paul Langerhans montre que le pancréas contient non
seulement des cellules secrétant du suc pancréatique, mais un autre type de cellules
dont il ignore la fonction. Ces cellules porteront plus tard son nom. Ultérieurement,
les travaux de Claude Bernard sur la fonction glycogénique du foie permettront a
Oscar Minkowski et Joseph Von Mehring d’établir le role du pancréas en 1886 a
I’université de Strasbourg. En fin, ’insuline sera découverte en 1921 par Frederick

Banting et Charles Best (Vivot, 2012).

2. Définition de diabéte sucré

Le diabéte sucré est aujourd’hui considérée comme une maladie dégénérative
majeure dans le monde, menagant d’une maniére croissante, la santé publique (Saha et

al., 2012).

Le diabéte sucré est un trouble métabolique caractérisé par la présence d’une
hyperglycémie attribuable & un défaut de la sécrétion d’insuline et/ou de 1’action de
I’insuline. L’hyperglycémie chronique liée au diabete est associée a d’importantes
séquelles a long terme, particulierement a des lésions, des anomalies et une
insuffisance de divers organes, surtout les reins, les yeux, les nerfs, le coeur et les

vaisseaux sanguins (I’Association canadienne du diabéte, 2008).

Le diagnostic de diabéte répond a une définition clinico-biologique : soit une
glycémie veineuse aléatoire supérieure a 2 g/l et des signes cliniques (amaigrissement,
soif intense, fatigue..), soit une glycémie veineuse a jeun supérieure a 1.26g/l a deux
reprises (COPIL PRSP MCV, 2009).

L’effet de la vitamine C et le sélénium sur le développement de diabéte 1
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» L’insuline

L’insuline, la seule hormone hypoglycémiante, est sécrétée par les cellules des
Tlots de Langerhans du pancreéas. Elle stimule 1’absorption du glucose sanguin par les
tissus dits insulino-dépendants (le foie, le muscle squelettique et le tissu adipeux) et
son stockage sous forme de glycogene (glycogenése). Dans le foie, I’insuline inhibe
également les voies métaboliques de la production du glucose (la néoglucogenése et la

glycogenolyse) (Denis, 2002).
3. Classification de diabete

Il existe différents types de diabétes n’ayant pas tous la méme origine et ne se
soignant donc pas tous de la méme fagon. En effet, d’aprés ’ADA (American
Diabetes Association), nous pouvons distinguer quatre grands types de diabétes

(American Diabetes Association, 2012).

3.1. Diabete de type 1

Le diabéte de type 1 (DT1), également appelé diabéte insulino-dépendant ou
diabéte juvénile, qui touche 10% de diabétiques a travers le monde (Gallagher et al.,
2011). Le DT1 est une maladie auto-immune se déclarant le plus souvent au cours de
I’enfance ou de 1’adolescence. Il est caractérisé par une baisse de la sécrétion
d’insuline par le pancréas, voire une absence totale de sécrétion. Les causes
d'apparition de cette maladie ne sont toujours pas claires : des chercheurs pensent
qu’une prédisposition génétique et certains facteurs liés a I'environnement contribuent
au développement du DT1 ce qui a pour conséquence la destruction de cellules § du
pancréas par des anticorps (figure 1) (Gallagher et al., 2011). D'autres pensent qu'un
virus peut étre a l'origine de la maladie et inciterait le systeme immunitaire a attaquer
le pancréas. Comme les cellules du pancréas qui secretent normalement l'insuline sont
détruites, une personne atteinte de DT1 devra recevoir de I'insuline toute sa vie, grace

a des injections quotidiennes (Lecompte, 2012).

L’effet de la vitamine C et le sélénium sur le développement de diabéte 2
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Figure 1: Mécanisme de destruction auto-immune de la cellule  dans
le diabete de type 1 (Pirot et al., 2008)

3.2.Diabéte de type 2

La majorité des cas de diabéte sont de type 2 (DT2) également appelés diabétes
non-insulinodépendants ou diabetes de la maturité. Ce type de diabéte touche
généralement les personnes aprés 50 ans (Grimaldi, 2004), méme si on observe de nos
jours une augmentation de I’incidence chez I’enfant (International Diabetes
Federation, 2006). Longtemps asymptomatique, des nhombreuses personnes ignorent

leur état diabétique. En effet, c’est une pathologie qui se développe en deux étapes :

v' Tout d’abord un état d’insulino-résistance s’installe, le pancréas devant
produire toujours d’avantage d’insuline pour réguler la glycémie,
v Puis, aprés plusieurs années, vient la phase d’insulino-déficience, ou le

pancréas ne produit plus assez d’insuline (figure 2).

L’effet de la vitamine C et le sélénium sur le développement de diabéte 3
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Il est ainsi trés difficile d’évaluer la véritable incidence du diabéte dans une
population. Saudek et al. (2008) estiment a un tiers la proportion de personnes
ignorant étre diabétique et le temps moyen entre la déclaration de la maladie et le

diagnostic a 7 ans.

Insulino-résistance Hyperinsulinisme » poptose

Cellules p

Insulino-deficience

Proliferation

Figure 2: Hyperinsulinisme et diabete de type 2 (Auberval, 2010).

3.3.Diabéte gestationnel

Chez certaines femmes enceintes, suite a I’augmentation de 1’insulino-résistance
au cours de la grossesse, des cas de diabétes gestationnels peuvent étre observés. Ces
diabétes peuvent étre contractés au cours du 2°™ trimestre de grossesse et surviennent
chez environ 4% des femmes enceintes mais, contrairement aux DT1 et DT2, ils

disparaissent apres I’accouchement.

Cependant, il est essentiel de surveiller les cas de diabétes gestationnels car a
long terme, les femmes ayant contracté cette maladie risquent de développer un DT2
(Buchanan et al., 2012).

3.4. Diabétes secondaires

Il existe des diabétes dits secondaires correspondant a des formes plus rares de
diabéte. Ils sont dus a des défauts génétiques des cellules B-pancréatiques (tels que les
diabétes de type MODY (Maturity Onset Diabetes of the Young) ou de 1’action de
I’insuline (tels que le syndrome de Rabson Mendenhall ou le diabéte lipoatrophique),

L’effet de la vitamine C et le sélénium sur le développement de diabéte 4
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des maladies du pancréas exocrines (telles que la pancréatite, la néoplasie, la fibrose
cystique ou encore 1’hémochromatose), des endocrinopathies (tels que 1’acromégalie,
I’hyperthyroidisme, le syndrome de Cushing), des diabétes induits par des drogues,
des produits chimiques ou encore des infections (Alberti and Zimmet, 1999).

Diabéte expérimental

L'installation du diabéte chez les modéles animaux se fait soit spontanément soit
par induction chirurgicale, chimique, immunologique ou par sélection ou génie

génetique.
> Diabéte induit par les substances chimiques

L’induction du diabéte expérimental chez les animaux par les substances
chimiques qui détruisent sélectivement les cellules p pancréatiques est trés commode
et leur utilisation est simple. Les substances les plus habituelles pour induire le

diabéte chez le rat sont I’alloxane et le streptozotocine (McLetchie, 2002).
® Diabéte induit par I’alloxane

L'alloxane est le produit résultant de I'oxydation de l'acide urique par l'acide
nitrique. 1l est utilisé sous forme d'injections pour induire expérimentalement un
diabete de type 1. La dose d'alloxane requise pour induire un diabete dépend de
I'espece animale, de la voie d'administration et du statut nutritionnel. Chez le rat
nourri, la dose habituellement utilisée en intra-veineuse est de 65 mg/kg.
En intra-péritonéale et en sous-cutanée, cette dose est deux a trois fois plus élevée
(Szkudelski, 2001).

La toxicité de l'alloxane sur les cellules béta du pancréas est le résultat de
plusieurs processus complexes, comprenant l'oxydation de groupements thiols,
I'inhibition de la glucokinase, des perturbations dans I'homéostasie calcique
intracellulaire, et la génération d’ERO et ERN (Cohen and Heikkila, 1974).

L’effet de la vitamine C et le sélénium sur le développement de diabéte 5
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4. Le traitement médicamenteux du diabéte

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

prévenir les complications a long terme de diabete.

Pour atteindre ces objectifs, plusieurs thérapeutiques sont a notre disposition.
Un régime alimentaire bien equilibré en glucides, en protéines et en lipides (Gin and
Rigalleau, 1999), ainsi que I’exercice physique (Charbonnel and Cariou, 1997) sont
des composantes essentielles du traitement de diabéte sucré.

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

médicaments hypoglycémiants oraux, qui peuvent étre regroupés en trois classes :

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

v' Les biguanides classés en deuxiéme lieu n’agissent pas sur la sécrétion
insulinique, ce sont des potentialisateurs d’effets de 1’insuline. La seule metformine
représente la famille d’antidiabétiques dont le mode d’action se situe au niveau du
foie et des tissus cibles de I’insuline (diminution de la production hépatique du
glucose et augmentation de la sensibilité périphérique a I’insuline) (Cheng and Fantus,
2005).

v L’alpha-glucosidase est une enzyme située dans [intestin gréle. Elle
transforme les polysaccharides en monosaccharides. L’inhibition de cette enzyme
ralentit la digestion des glucides et diminue leur absorption, aboutissant a une baisse
des glycémies post-prandiales et de I’HbAlc (Cheng and Fantus, 2005 ; Henquin,
2005).

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

thérapeutique du diabéte de type 1. L’insulinothérapie sous-cutaneée adaptée sur les

L’effet de la vitamine C et le sélénium sur le développement de diabéte 3]
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résultats des glycémies capillaires. La plupart des insulines actuellement utilisées sont
des insulines dites "humaines™ biosynthétiques, produites par génie génétique dont la

structure est identique a celle de I’hormone native (Rodier, 2001).

Dans le cas de diabéte de type 2 I’insulinothérapie est donnée en association
avec d’autres antidiabétiques oraux, en cas d’obésité morbide, et en cas de carence

insulinique (maladie évoluée) (Henquin, 2005).

4.1.Les différents types d’insulines

Les insulines disponibles sur le marché médicamenteux sont classées en

fonction de leur durée d’action.
4.1.1. Les insulines d’action rapide

Ce sont des insulines solubles d’action courte. Elles s’injectent avant le repas,
dans le tissu sous cutané sous forme d’hexaméres avant de se dissocier lentement en
dimeéres puis en monomeres. Les hexameéres et dimeres péenétrent plus lentement dans
les parois des vaisseaux capillaires que les monoméres, d’ou la nécessité d’une
injection avant les repas, pour permettre la dissociation des hexameres (Vialette,
2006).

4.1.2. Les insulines d’action intermédiaire

Elles sont représentées par les insulines de type NPH pour Neutral Protamine
Hagedorm (nom du chercheur Danois qui en 1935 a permis 1I’obtention d’une insuline
d’action prolongée par combinaison de I’insuline avec la protamine). Ces insulines

sont sous forme de suspension, par conséquent la voie intraveineuse est exclue.

La protamine est une protéine extraite de la laitance de poisson. Son adjonction
a I’insuline a pH neutre, diminue sa solubilité et le complexe insuline-protamine

précipite. Ainsi, on obtient des insulines sous forme de suspension.

Injecté en sous cutané, le complexe subit une protéolyse enzymatique qui libere
progressivement I’insuline. Lorsque la protamine et ’insuline sont en quantité égale

dans la préparation, autrement dit en proportions isophanes, il se forme en présence de

L’effet de la vitamine C et le sélénium sur le développement de diabéte 7
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trace du zinc, un complexe ou I’insuline prédomine et cristallise. On parle alors
d’insuline isophane ou NPH. Mais quand il existe un excés de protamine, il est
nécessaire d’avoir un exces du zinc pour stabiliser le complexe. Dans ce cas, la forme
amorphe de [I’insuline prédomine, c’est ce que 1’on appelle une insuline

protamine-zinc (Devos, 2008).

4.1.3. Les insulines biphasiques (mixtes et prémélangées)

Elles associent en proportion fixe une fraction d’insuline rapide en solution
permettant une action initiale rapide et une fraction d’insuline intermédiaire en
suspension assurant 1’effet retard. La stabilité de la fraction rapide de ces insulines
biphasiques n’est cependant pas parfaite. Leur aspect est laiteux apres remise en
suspension. En faisant varier les quantités respectives d’insuline rapide et d’insuline
semi-lente, chaque laboratoire peut commercialiser toute une gamme d’insuline
biphasique (Halimi, 1994).

4.1.4. Les insulines d’action lente

Les insulines d’action lente sont représentées aujourd’hui seulement par la
classe des analogues lents. En effet, le principe des préparations d’insuline lente ou
ultralente reposait traditionnellement sur I’agent retardant comme le zinc et ne
permettaient pas d’obtenir un profil dénué de pic caractéristique de I’insuline

endogéne (Benammar, 2009).

L’effet de la vitamine C et le sélénium sur le développement de diabéte 8
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LE ZINC
1. Historique

La découverte du zinc dans les milieux biologiques est forte ancienne : en 1869,
Raulin montrait la nécessité du zinc pour la croissance d'Aspergillus niger. En 1877,
cette découverte était confirmée par des travaux chez les vegétaux (Lechartier and
Bellamy, 1877) et sur le foie humain (Raoult and Breton, 1877). Puis en 1934, on
mettait simultanément en évidence le caractére indispensable de cet élément pour la
sourie et le rat, et que son déficience a eu comme conseéquence le retard de croissance,
la perte de cheveux, I’épaississement et 1’hyperkeratinization de I'épiderme et atrophie
testiculaire (Bertrand and Bhattacherjee, 1934 ; Todd et al., 1934).

En 1961, Prasad a montré que I’insuffisance du zinc chez les Iraniens a cause le
nanisme, 1’hypogonadisme, 1’hépatosplénomégalie, la peau réche et séche, I’anémie

ferriprive (Prasad et al., 1961).

L’US Food and Nutrition Board a finalement déclaré en 1974 que le zinc était
un nutriment essentiel et des recommandations officielles ont ensuite été faites sur son
apport (Imoberdorf et al., 2010).

Depuis cette date, de nombreux travaux ont été publié concernant le

métabolisme, le réle ou le lien avec des pathologies humaines de cet élément.

2. Propriétés physico-chimiques

Dans la classification périodique des éléments de Mendeleiev, le zinc est situé
dans la colonne Il B, a droite des métaux de transition. Il est caractérisé par le
remplissage complet de ses couches électroniques externes: configuration 3d*°4s?.
Contrairement aux métaux de transition, le zinc ne peut pas perdre d'électrons situés
sur sa couche externe 3d, a cause de son potentiel d'ionisation tertiaire trés élevé (40.0
eV). Bien que le potentiel d'ionisation secondaire du zinc soit élevé (17.89 eV) par
rapport au potentiel d'ionisation primaire (9.39 eV), le cation doublement chargé est
suffisamment inerte pour exister en solution aqueuse, ce qui n’est pas le cas du cation

mono chargé. Le zinc ne posséde donc que deux états de valence, qui correspondent

L’effet de la vitamine C et le sélénium sur le développement de diabéte 9
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aux états d'oxydations: Zn(0) (configuration 3d*°4s?) et Zn(ll) (configuration 3d™)
(Cotton and Wilkinson, 1962).

Le zinc posséde cing isotopes stables (Holden, 1994), dont les abondances
naturelles relatives sont reportées dans le tableau 1.

C’est un oligo-élément présent naturellement dans la croGte terrestre. Certains
composés du Zn (chlorures (ZnCl,), sulfates (ZnSQ,), acétate ((CH3COOQ), Zn.2H,0),
nitrate (ZnNO3)) sont plus toxiques que d’autres. En raison de leur solubilité, le taux
d’absorption du zinc dépend de la taille des particules et de la solubilité des espéces

porteuses et donc de sa spéciation (Adamson et al., 2000).

Le zinc est une poudre grise dont les caractéristiques physico-chimiques sont

présentées dans le tableau 2.

Tableau 1 : Abondances naturelles relatives des isotopes du zinc (Holden, 1994)

Masse Abondance naturelle relative (%)

L’effet de la vitamine C et le sélénium sur le développement de diabéte 10
chez les rats alimentés par un régime alimentaire carencé en zinc.



ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE Chapitre Il : Le Zinc

Tableau 2 : Propriétés physico-chimiques du zinc (Samsonov, 1973).

! Propriétés physico-chimiques

Numéro atomique : 30

Masse atomique : 65.38 ¢

Aspect : poudre grise
Structure du cristal : Hexagonale

Température de fusion : 419.58°C

I Température d’ébullition : 907

Densité : 7.14g/cm®
Rayon ionique Zn*?: 0.74 A

Le zinc résiste a la corrosion atmosphérique, par formation d’une couche

imperméable de carbonate basique 3 Zn(OH),, 2 ZnCOs.

Il a des propriétés électrochimiques fortement anodiques, une grande
¢lectronégativité par rapport a 1’acier, d’ou utilisation pour la protection contre la
corrosion par revétement (galvanisation) suivant divers procédés. Il est utilisé a 1’état
laminé pour la fabrication de plaques de photogravure et couvertures de batiment
(Dupeux, 2005).

3. Apports recommandés et sources alimentaires du zinc

3.1. Apports quotidiens du zinc

Le zinc est certainement le micronutriment dont la biodisponibilité est la plus
sensible aux déficits, en raison des nombreux facteurs alimentaires qui peuvent
interférer avec cet élément. Certaines interactions sont bien décrites, notamment avec
le fer, le calcium et les phytates qui diminuent son absorption, ou avec le thé, les
fructo-oligosaccharides qui la favorisent. La biodisponibilité du zinc varie selon les
situations physiologiques. Ainsi, avec 1’age, la capacité d’absorption diminue alors
qu’elle augmente au cours du dernier trimestre de la grossesse et en cas d’allaitement

(Martin, 2001 ; Seve and Favier, 2002). Certains  facteurs environnementaux
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augmentent les besoins en zinc; La consommation de tabac, d’alcool, les
polymédications ou la survenue de maladies comme le diabéte, qui en augmentant la
fuite urinaire de cet élément, diminuent le statut en zinc devraient s’accompagner
d’une augmentation des apports en zinc, des efforts physiques importants peuvent
également conduire a une forte élimination du zinc par la sueur (13.7 mg/j versus 0.8
mg/j chez les seédentaires) et par I’augmentation de 1’excrétion urinaire. Cette perte est
prise en considération avec une augmentation des ANC chez les sportifs (Martin,
2001). Les apports quotidiens en zinc sont présentés dans le tableau 3.

3.2. Sources alimentaire du zinc

Le zinc se retrouve a des taux élevées essentiellement dans les viandes et les
poissons ainsi que dans les fruits de mer, les céreales et les Iégumes secs. Les viandes
rouges sont toutefois plus riches en zinc que les viandes blanches (Arnoud, 1987;
Revy et al., 2003). En revanche les légumes verts, le sucre, les fruits et les boissons
sont assez pauvre en zinc. La teneur en zinc de 1’eau est variable. Les eaux de sources

sont plus pauvres en zinc que les eaux de distribution.

La teneur en zinc du lait est, elle aussi, trés variable. Alors gque le lait de vache
est pauvre en fer et trés pauvre en cuivre, sa teneur en zinc est relativement élevée.
Quant au lait humain, il est riche en zinc au début de la lactation, le colostrum
contenant pres de 20 mg/l, soit 306 pumol/l de zinc, mais son taux baisse régulierement
puisqu’il ne contient plus que 0.6 mg/l, soit 9.2 pumol/l au bout de quelques mois
(\Vallee, 1959). Le tableau 4 représente la quantité du zinc en mg dans 100 g

d'aliment.
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Tableau 3 : Apports recommandés en zinc (Martin, 2001).

I Apport recommandé en zinc

mg/jour

Enfant 1-3ans

4-6 ans

7-9 ans

10-12 ans
Adolescent 13-15 ans

16-19 ans
Adolescente 13-15 ans

16-19 ans
Adulte Homme

Femme

Femme enceinte

Femme allaitante

Personne Ageée > 75 ans

L’effet de la vitamine C et le sélénium sur le développement de diabéte
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Tableau 4 : Teneur en zinc des nourritures (Salgueiro et al., 2000).

I Teneur en zinc des nourritures I

Blé entier *

Foie

Viande

Arachide

Caroubes

Chocolat

| Mais entier *

Poissons et mollusques et crustacés

Oignon

ceuf

Seigle entier *
Céréales raffinées
Le lait
* faible biodisponibilité
4. Métabolisme du zinc

4.1. Absorption

mg de zinc/100g de nourriture

10.00

5.10

3.20

2.00-3.00

2.65

2.50

1.00-2.00

1.50
1.40

1.35

1.30

0.50

0.38

Le zinc serait absorbé essentiellement au niveau de la bordure en brosse du

jejunum (bien que cette localisation demeure controversee) (figure 3), tant par voie

active que par diffusion. La voie d’absorption active est saturable aux fortes

concentrations du zinc dans la lumiére intestinale. La seconde voie d’absorption est

un procédé non saturable, qui dépend du gradient de concentration du zinc.

L’effet de la vitamine C et le sélénium sur le développement de diabéte
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L’absorption active du zinc serait réalisée par le biais d’un transporteur de cations
divalents au niveau de la bordure en brosse. 1l y aurait donc une compétition entre les
différents cations, ce qui expliquerait que la présence de calcium, fer, cuivre,
magnésium ou manganése inhibe I’absorption du zinc (Camara and Amaro, 2003).
Certains composés, tels que 1’acide picolinique sécrété par le pancréas, la vitamine B6
qui augmente les sécrétions d’acide picolinique, 1’acide citrique et certains acides
aminés (lysine, cystéine, histidine et méthionine), facilitent I’absorption du zinc

(tableau 5) (Salgueiro et al., 2000).

Tableau 5: Facteurs modifiant I'absorption du zinc (Imoberdorf et al., 2010).

Facteurs stimulants Facteurs inhibiteurs

I Protéines animales Hautes doses de fer, cuivre et calcium

Acides organiques (citrate) Caséine
EDTA Phytate

Peptides phosphate

Formateurs de complexes tels qu’acides | Fibres alimentaires telles que cellulose,
aminés (histidine, cystéine) hémicellulose, lignine

4.2. Transport

Le transport du zinc dans le sang est effectué par I'albumine, bien que d'autres
composants de plasma puissent également lier le métal comme : ap-macroglobuline,

transferrine, cystéine et histidine (Salgueiro et al., 2000).

La concentration du zinc dans le plasma est d’environ 15 pumol/l, dont 84% est
lié a I'albumine, 15% est étroitement liée a I’alpha-2-macroglobuline et 1% aux acides

aminés (Tapiero and Tew, 2003).

4.3. Métabolisme

La majorité du zinc plasmatique atteint le foie, ou il est stocké sous forme de
métalloprotéines liées au métallothionéines hépatiques. Les métallothionéines sont les

protéines principales impliquées dans le métabolisme du zinc et ils sont des protéines
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cytosoliques riche en cystéine, qui peuvent fixes sept atomes du zinc par molécule de
protéine, mais ils peuvent également lier le cuivre avec une affinité plus élevée. Les
isoformes 1 et 2 de métallothionéine sont fortement exprimés dans le foie, I’intestin,
les reins et le pancréas et leur expression peuvent étre induite par nombreux facteurs
tels que des regimes riches en zinc, IL-l, IL-6, des glucocorticoids, le stress, etc...
Leurs réles biochimiques sont associés a la détoxification des métaux lourds, a la
protection contre les radicaux libres, a la redistribution du zinc de corps en cas
d'infection aigué ou de stress et il s'avere que principalement le métallothionéine
hépatique peut agir en tant que réservoir du zinc qui peut assurer la protection contre
I'insuffisance du zinc. Le métallothionéine intestinal semble agir en tant que
régulateur négatif d'absorption du zinc, et peut participer au flux intestinal du zinc de

mucosa-lumen (Salgueiro et al., 2000).

L’organisme humain contient entre 2.0 et 2.5 g du zinc, principalement lié a des
protéines. Le foie contient environ 5% du zinc total de 1’organisme (Arnaud, 1995),
c’est I’organe clé dans la régulation de métabolisme du zinc, en enlevant I'oligo-métal
a partir du plasma, en le stockant, en métabolisant des ions du zinc et en les insérant
dans diverses protéines et en redistribuant le zinc dans diverses formes dans la bile ou

de nouveau a la circulation sanguine (Ballatori, 1991).

4.4. Excrétion

La voie fécale est prépondérante dans les conditions physiologiques. Le zinc
fécal (environ 10 mg/j) correspond au zinc non absorbé (67%) des aliments et au zinc
endogeéne (33%) (figure 3). L’excrétion fécale participe de fagon importante a la
régulation de I’homéostasie zincique. L’élimination rénale ne représente qu’environ
5% des apports quotidiens normaux. Le zinc filtré au niveau glomérulaire (2 mg/j) est
réabsorbé au niveau du tubule distal et réexcrété au niveau proximal. Les
métallothionéines rénales seraient un mécanisme de défense contre les fuites du zinc

dans les urines (Arnaud, 1995).

Les autres fluides corporels (sueur, desquamation, sperme, lait) sont également

des voies importantes d’élimination du zinc (Faa et al., 2008).
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Zn alimentaire MILIEU INTERIEUR
e Organes cibles qui
expriment les roles
physiologiques

Tractus digestif

U

Zn fécal (alimentaire non absorbé Zn Urinaire
et endogéne non réabsorbé)

Figure 3 : Schéma des flux corporels du zinc (Schlegel, 2010).

5. ROole physiologique du zinc

En tant que partie intégrante et cofacteur de plus de 300 enzymes et 2000
facteurs de transcription impliqués dans I’expression génique de différentes protéines,
le zinc est impliqué dans pratiqguement tous les domaines métaboliques (Prasad,
1993). Le zinc est indispensable a la croissance et au développement, a la maturation
testiculaire, a des fonctions neurologiques, a la cicatrisation des plaies et aux défenses
immunitaires. Il est nécessaire pour la préservation du goQt et de I’odorat. Au niveau
moléculaire, le zinc remplit des taches structurelles, régulatrices et catalytiques dans
de trés nombreux enzymes, il est important pour la configuration des protéines non

enzymatiques (Imoberdorf et al., 2010).

Le zinc intervient ainsi dans la plupart des métabolismes (glucides, lipides,
protéines et acides nucléiques). Au niveau des hormones (comme I’insuline), le zinc
peut agir sur leur synthese, leur sécrétion, leur activité, leur stabilité ou leur fixation
tissulaire (Agett and Favier, 1993).
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5.1.Rdle antioxydant du zinc

Le role antioxydant du Zn s’exerce indirectement en assurant la stabilisation de
la Cu-Zn SOD (Forman and Fridovich, 1973). Le r6le du zinc semble toutefois bien
moins important que celui de 1’autre cofacteur, le cuivre. Au-dela de cette fonction, le
zinc posséde d’autres propriétés antioxydantes pour lesquelles le mécanisme précis

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

> Le zinc inhibe la production des espéces radicalaires de 1’oxygéne (ERO) par
les métaux de transition, en entrant en compétition avec eux dans la réaction de
Fenton. Il entrerait en compétition avec le fer et le cuivre, en diminuant, d’une part,
leur absorption intestinale et, d’autre part, la chélation de ces derniers par la cystéine.
Cependant, le fer lié & celle-ci peut transférer des électrons a I’oxygene et permettre la
production d’anion superoxyde (Claeyssen, 2009).

> Le zinc protége les groupements thiols (SH) des protéines contre 1’0xydation
induite par le fer ou par les ERO, en empéchant la formation des ponts disulfures
intramoléculaires (Koukay et al., 1987).

» Le zinc joue un role important au niveau membranaire en ayant un effet
stabilisateur.

» Le zinc est un inhibiteur de I’enzyme NADPH oxydase qui catalyse la
production d’O2" a partir d’O, (Prasad, 2008).

> Le zinc induit la production des métallothionéines, riches en cystéine, qui
peuvent piéger les radicaux hydroxyles. Ceci entraine la formation de ponts disulfures
et ainsi, le relargage de zinc qui pourrait alors étre capté par les membranes (Maret,
1995).

5.2.Relations entre le zinc et ’insuline

Il existe une relation physico-chimique entre le zinc et I’insuline, bien connue
depuis des décennies. Dans les années 30 et avant [’existence de preuves
biochimiques sur la relation entre le zinc et ’insuline dans les cellules  du pancreas,
I’ajout du zinc aux doses d’insuline commerciale permettait de prolonger I’action de

I’insuline et ainsi de diminuer le nombre d’injections aux diabétiques. Scott, (1934)
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découvre la nécessité du zinc pour former les cristaux d’insuline. En effet, au cours de
sa maturation, I’insuline est complexée sous forme d’hexameéres avec deux atomes de
Zn (figure 4). Ce complexe relativement peu soluble se cristallise dans les vésicules
sécretoires (Dunn, 2005). Des analyses en fluorescence ont permis de mettre en
évidence que la concentration en Zn dans les ilots de Langerhans était en relation avec
la synthése, le stockage et la sécrétion d’insuline (Zalewski et al., 1994).

préproinsuline proinsuline insuline

Peptide Peptide

||

s s

I

8§

i (-
n,n-{ CM‘“B ‘T—com

Peptide M| CluineB Peptide
signal

|

Héxamere d’insuline

Figure 4: Biosynthése de I’insuline (Skelin et al., 2010).

Le zinc intervient également dans la sécrétion d’insuline au niveau des flots
pancréatiques. La cascade de signalisation, induite par le glucose et permettant cette
sécrétion, fait intervenir des canaux potassium ATP-dépendants (Rutter, 2004).
Cependant, le zinc a été identifié comme étant un régulateur intra et extracellulaire de
ces canaux potassiums (Prost et al., 2004). De plus, la liaison du Zn sur des résidus
histidines des quatre sous-unités régulatrices SUR1 (« SulfonylUrea Receptor 1 »)
active le canal (Bancila et al., 2005). Chimienti et al. (2004) découvre un nouveau
géne SLC30A8, exclusivement exprimé dans les cellules B du pancréas, qui encode
pour un transporteur de Zn, nommé ZnT-8, étroitement lié au processus de stockage et

de relargage de I’insuline. D’autres transporteurs du Zn sont également présents tels
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que ZnT-1, 2, 5 et Zip4, ZnT-5 est abondant au niveau de 1’appareil de Golgi et des
vésicules sécrétrices, lieux d’assemblage et de stockage du complexe Zn-insuline
(Dufner-Beattie et al.,, 2004). Au total. Une telle présence de transporteurs
membranaires de Zn est le corollaire d’un réle déterminant du zinc dans le

métabolisme d’insuline.
5.3.Implications du zinc dans le systéme immunitaire

Le zinc joue également un réle important dans les fonctions immunitaires
(Hirano et al., 2008). Il est vraisemblable que les réponses des cellules immunitaires
soient régulées par 1’homéostasie intracellulaire du Zn (lbs, 2003). Le zinc joue un
role important dans la régulation de 1’activité du thymus (King et al., 2002) et dans
I’expression des génes des cellules T et dendritiques (Moore et al., 2001). Le zinc
régule, également, ’activité de la tyrosine phosphatases qui influencent 1’expression
des cytokines (Prasad, 2008). Il est présent dans les mastocytes et permet la
dégranulation et la production de cytokines (Kabu et al., 2006). Le zinc permet
d’inhiber le facteur de transcription NF«kB activé par des stimulis tels que les
cytokines pro-inflammatoires (IL-1, TNF-a) (Prasad, 2008).

5.4.Autres roles biologiques du zinc

» Fonctions neurologiques

Le zinc est, avec le fer, I’oligoélément le plus concentré dans le cerveau. Il
contribue a la structure et participe au bon fonctionnement cérébral. Environ 90 % du
zinc présent dans le cerveau est lié a des métalloprotéines (Bhatnagar and Taneja,
2001).

» Croissance et multiplication cellulaire

Le zinc joue un rble important dans la croissance (Branddo-Neto et al., 1995).
C'est un élément structural des membranes biologiques et étroitement lié a la synthéese
des protéines (Rosado, 1998). Le concept des doigts de zinc explique le rdle du zinc
dans I'expression de genes et la fonction endocrine, et les mécanismes d'action du zinc

impliquent les effets de ce métal sur la synthése d'/ADN, d’ARN, et la division
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cellulaire (Ploysangam et al., 1997). Le zinc agit également avec des hormones
importantes impliquées dans la croissance d'os telle que la somatomedine C,
I'osteocalcine, la testostérone et les hormones thyroidiennes (Ortega et al., 1999). Le
zinc est intimement lié au métabolisme des os, il acte positivement sur la croissance et
le développement. La concentration du zinc dans I'os est tres importante comparant a
celle dans d'autres tissus, et on le considére un composant essentiel de la matrice
calcifiée (Branddo-Neto et al., 1995).

» Reproduction

Le zinc joue un réle essentiel dans la reproduction des males et des femelles. I
est nécessaire pour la synthése et la sécrétion de I'hormone lutéinisante (LH) et de
I'normone stimulante de follicule (FSH), la différentiation gonadique, la croissance
testiculaire, la formation et maturation des spermatozoides, la stéroidogénese et la
fertilisation testiculaires. La supplémentation de zinc s'est avérée bénéfique dans la
stérilité et I'impuissance chez les hommes et l'infertilité chez les femmes (Salgueiro et
al., 2000).

6. Carence en zinc

Des apports insuffisants et une biodisponibilité diminuée en relation avec des
apports riches en phytates (dans les céréales non raffinées) sont la cause la plus
fréquente de déficits biologiques en zinc mais ceux-ci peuvent aussi étre associés a
une pathologie comme 1’alcoolisme, I’insuffisance hépatique ou rénale, la
malabsorption ou [1’ostéoporose (Martin, 2001). Mais aussi les mono-
supplémentations en calcium ou en fer sous forme de suppléments ou d’aliments
fortifiés, en réduisant I’absorption du zinc, exposent a un risque de carence (Chung et
al., 2002). Les sujets &gés en raison d’une insuffisance d’apport associée a des
troubles de 1’absorption dus au vieillissement des cellules de la muqueuse intestinale,
sont particulierement exposés a un risque de déficit. Dans d’autres situations
physiologiques comme la grossesse, 1’allaitement, les déficits sont associés a une

utilisation accrue (Roussel and Hininger-Favier, 2009).
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Les symptdmes de la carence en zinc sont:

» Des cheveux peuvent étre facilement plumés et alopécie évidente ; des
cheveux noirs peuvent étre changés en brun rougeétre signés d'insuffisance du zinc
(Maret and Sandstead, 2006).

» Les déficits en zinc ont été impliqués dans ’altération du gott (la gustine est
une hormone a zinc) (Prasad, 2000).

» La carence en zinc diminue le renouvellement des entérocytes et la taille des
villosités, ce qui peut expliquer une plus grande susceptibilité du systéme gastro-
intestinal au déficit en zinc. Les diarrhées aggravent ce déficit, et entrainent des les
premiers jours une baisse des taux sanguins du zinc proportionnelle a la durée des
troubles (Miller et al., 1968 ; Swinkels et al., 1996).

» Chez I’enfant et I’adolescent, le risque li¢ au déficit en zinc concerne surtout le
retard de croissance et les troubles de maturation des gonades (Roussel and Hininger-
Favier, 2009).

» La carence en zinc au cours de la grossesse entraine des malformations surtout
du squelette et du systeme nerveux central (Roussel and Hininger-Favier, 2009).

> les carences en zinc sont associées a une plus grande incidence des infections
et a un défaut de cicatrisation des plaies lié aux dysfonctionnements de la fonction
immunitaire (Seve and Favier, 2002).

> Les déficits en zinc sont également associés a une augmentation de 1’apoptose
des lymphocytes et a une lymphopénie (Kolenko et al., 2001).

» La diminution des activités des désaturases dans le déficit en zinc, en altérant
le métabolisme des acides gras omégas 6 et oméga 3 essentiels a la croissance
neuronale, pourrait étre également le mécanisme, par lequel la carence en zinc a un
effet sur les altérations cérébrales (Bhatnagar and Taneja, 2001).

» La dermatite semble étre une manifestation postérieure a mesure que la
sévérité de l'insuffisance du zinc augmente (Neldner et al., 1978 ; Weismann and
Hoyer, 1982).

» Compte tenu de son réle d’antioxydant biologique, il est permis de penser que
les déficits en zinc peuvent étre facteurs de risque de nombreuses pathologies comme

les cancers, les maladies cardiovasculaires et le diabéte. Le déficit en zinc est un

L’effet de la vitamine C et le sélénium sur le développement de diabéte 22
chez les rats alimentés par un régime alimentaire carencé en zinc.



ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE Chapitre Il : Le Zinc

facteur de risque de dommages oxydatifs de I’ADN et de cancer, en entrainant non
seulement des dommages sur 1’acide nucléique, mais en diminuant la capacité des
cellules a réparer ces dommages (Ho et al., 2003).

» Une carence en zinc diminue la capacité du pancréas a sécréter de 1’insuline en
réponse a une charge en glucose (Quarterman et al., 1966). L’apport faible en Zn
aggrave le diabéte par une réduction de I’assimilation du glucose par les tissus
périphériques et/ou par une diminution de la disponibilit¢ de I’insuline, seraient
attribuées, respectivement, a une insulino-résistance péripherique (Faure et al., 1992),
et a un déreglement de la sécrétion de I’insuline et /ou a une dégradation de I’insuline
circulante (Huber and Gershoff, 1973).

7. Apport supplémentaire et toxicité

Le zinc est trés peu toxique, bien moins que d’autres métaux, nickel, mercure ou

cadmium, qui s’accumulent dans les tissus et ont alors des effets délétéres.

Des intoxications aigués au zinc, par ex. apres consommation d’aliments et
d’eau de conteneurs zingués, provoquent des douleurs abdominales, des nausées, des
vomissements, de la fiévre et des vertiges. Des doses uniques de 225 a 450 mg du zinc
induisent des vomissements. Mais de discrets troubles gastrointestinaux se
manifestent déja a des doses journaliéres du zinc de I’ordre de 50 a150 mg. La prise
chronique de 25 a 50 mg du zinc par jour peut faire diminuer 1’absorption du cuivre
(La maladie de Wilson, I'anémie Microcytaire et la neutropénie sont habituellement,
la manifestation de cette interaction entre le cuivre et le zinc), augmenter la fraction
LDL-cholestérol, diminuer la fraction HDL-cholestérol et compromettre le systeme
immunitaire (Imoberdorf et al., 2010). L’inhalation d’oxyde du zinc peut causer ce
que 1’on appelle la « fievre des fondeurs », caractérisée par les symptdmes suivants :
gorge séche et douloureuse, toux, dyspnée, fievre, douleurs musculaires, céphalée et
godt métallique dans la bouche (Gordon et al., 1992). L application sur la peau de 1
mg ZnCl,/cm? & causer des brilures chez la souris et le lapin (Lansdown, 1991).
L’oxyde, le sulfate et le stéarate du zinc ne sont pas irritants. A noter que certaines
préparations pharmaceutiques (collyres, cremes...) et cosmetiques contiennent des

composés du zinc a des concentrations allant jusqu’a 50 % (Claeyssen, 2009).
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LE STRESS OXYDANT
1. Introduction

La notion de stress oxydant a été évoquée en 1956 par Denham Harman
lorsqu’il émit I’hypothése que le vieillissement serait d en partie & une accumulation
de dommages moléculaires et cellulaires provoqués par les Espéces Réactives de
I’Oxygéne (ERO) (Claeyssen, 2009). Le concept de stress oxydant fut développé par
Sies et ses collaborateurs avec des termes synonymes tels que «stress pro-oxydant» ou
«stress réducteur», décrivant le stress oxydant comme un débalancement entre pro-
oxydants et antioxydants en faveur des premiers (figure 5) (Coste et al., 2007). Cette
notion était modifiée en se définissant comme un déséquilibre entre les processus
biochimiques de production des ERO et ceux qui sont responsables de leur contrdle et
élimination (Browne et al., 2008 ; Powers et al., 2010). Ce déséquilibre peut se
produire quand le systéeme de défense antioxydant est surmené par I’augmentation des
oxydants ou lorsque les défenses sont affaiblies par une carence d’apport et/ou de
production d’antioxydants (Kirschvink et al., 2008). L’équilibre ou homéostasie redox
est perturbé et les cellules deviennent vulnérables aux attaques par les ERO (Mac
Laren, 2007).

ROE physiological levels

COixidative stress ROS lacking

Antioxidants:

Hydrowxyl radicals

Hydrogen peroxide

Figure 5 : Balance entre les pro-oxydants (ERO) et les antioxydants (Fontaine, 2007).
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2. Les radicaux libres

Les radicaux libres sont des composés réactifs qui ont un ou plusieurs électrons
non apparies dans leur valence (Halliwell and Gutteridge, 2007). Il est symbolisé par
un point qui indique ou I’électron libre se situe (Exemple : “OH) (Mac Laren 2007,
Goto et al., 2008). Leur durée de vie est trés courte allant de quelques millisecondes a
quelques nanosecondes. Ils peuvent entrainer des lésions tissulaires en captant des
électrons d’une molécule stable pour essayer d’apparier leurs propres électrons,
laissant ainsi la molécule originale dans un état instable (Filaire and Toumi, 2012).
Les DRO (Dérivés Réactifs de I’Oxygéne) constituent la plus importante classe des
especes a radical libre qui soit formé dans les systémes vivants (Finaud et al., 2006).

On peut distinguer les radicaux primaires, qui ont un role physiologique
particulier et les radicaux secondaires, issus de la réaction des radicaux primaires avec
des entités biochimiques cellulaires (lipides, protéines, glucides...) (Favier, 2003 ;
Gardés-Albert et al., 2003).

Actuellement, on emploie le terme d’espéces réactives de I’oxygéne ERO pour

désigner un ensemble plus large de molécules :

> Des radicaux oxygénés caractérisés par un électron non apparié (I’anion
superoxyde O,", les radicaux hydroxyles HO®, peroxyle ROQ’, alkoxyle RO") (Favier,
2003).

> Des dérivés de I’oxygene non radicalaires comme le peroxyde d’hydrogéne
H,0,, I’oxygéne singulet O, et le nitroperoxyde (ONOOH) mais qui sont aussi
réactives et peuvent étre des précurseurs des radicaux libres (Favier, 2003).

3. Principales ERO de I’organisme et mécanismes de leur production

La principale source endogene d’ERO est la chaine de transfert d’électron des
mitochondries ; la production d’oxydant par les neutrophiles et les macrophages est
également une source importante qui dépend de [I’activité enzymatique de
la NADPH-oxydase pendant I’emballement oxydatif «respiratory burst» des cellules

inflammatoires (Lamprecht et al., 2004, Wang et al., 2009). D’autres sources
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dépendent d’enzymes comme les xanthines oxydases, les oxydases membranaires, les
synthétases de I’oxyde nitrique, qui produisent physiologiquement des oxydants
(Lamprecht et al., 2004, Radak et al., 2008). La présence de pro-oxydants peut
transformer les oxydants en des formes plus réactives, comme par exemple, le fer qui
favorise la transformation du peroxyde d’hydrogéne (H.O,) en radical hydroxyle
(HO") (figure 6) (Kirschvink et al., 2008). Dans les mitochondries qui produisent en
particulier des radicaux superoxydes (O,") et des H,O,, la présence simultanée
d’AGPI, des protéines, d’oxygene, d’électrons, et de fer, font des membranes
mitochondriales un site particulierement sensible aux attaques radicalaires (Kehrer,
2000). L’oxygéne est I’accepteur final d’électron en provenance des substrats
énergétiques, sa réduction ne peut se faire qu’un électron a la fois (réduction
univalente) et de ce fait il résulte une production inévitable d’intermédiaires tres
réactifs. Il est estimé que 2 a 5% de I’oxygéne consommé est transformé en O,
(Finaud et al., 2006 ; Mac Laren, 2007).

Les Sources exogenes d’espéces réactives de I'oxygene sont surtout d’origine
physique et chimique (ex. radiations X ou gamma, UV (315- 400 nm), radiolyse de

I’eau, réactions photochimiques) (Belkheiri, 2010).

Microsomal Oxidation, )
Flavoproteins, CYP enzymes Myeloperoxdase
(phagocytes)

Xanthine Oxidasa,

N 111}
03 feofo Endoplasmic Reticulum  #70 Transition

matals
Cytoplasm Lysosomes
Fe
Cu

Oxdases, Peroxisomes

Flavoproteins Alirochondris

Plasma Membrane Electron transport

Lipoxygénases,
Frostaglandin synthase
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Figure 6 : Source endogenes des espéces réactives (Mercan, 2010).
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% L’anion superoxyde O, : Il est principalement formé lors de la chaine de
transport des électrons au niveau des complexes | et 111 de la membrane interne des
mitochondries, sous I’influence du coenzyme Q10 réduit, de [I’enzyme
NADH-déshydrogénase et en présence d’oxygene (Sayre et al., 2008). Le radical
superoxyde est également formé sous I’influence de métalloenzymes endommagees
ou altérées par mutation génétique et peut étre produit par des NADPH oxydases au
niveau des membranes des cellules du systéme immunitaire ou il contribue a I’action
bactéricide. Les enzymes xanthine oxydases rencontrées dans le cytosol pratiquement
de tous les tissus sont capables de produire des radicaux superoxydes a partir de la

base purique nucléotide hypoxanthine et d’oxygene (Lamprecht et al., 2004).

0, +e-—— 05

La réactivité du O, est limitée et son action sera plus le résultat des produits
beaucoup plus agressifs qui en sont dérivés en particulier le radical hydroxyle (HO)
(Massart, 2011). Cette faible réactivité permet dailleurs son utilisation par
I'organisme comme médiateur régulant des fonctions biologiques (Favier, 2003).

+ Le peroxyde d’hydrogéene H,O; : Au niveau de la mitochondrie, sous I’action
catalytique du superoxyde dismutase (SOD), le radical superoxyde O, est réduit en
peroxyde d’hydrogéne.

0, +0, +2H" ——— H,0, + 0,

L’H,0, bien que n’étant pas un radical libre joue un réle important dans le
stress oxydant. Il est non ionisé et de faible charge ce qui facilite sa diffusion a travers
des membranes mitochondriales et cellulaires, ceci en fait un vecteur important de
diffusion du radical hydroxyle (HO), dont il est précurseur par réaction de
Fenton/Haber-Weiss (Van Helden et al., 2009). Son role facilitateur en fait un des
agents les plus actifs des dommages causés par oxydation aux macromolécules
(Hempel et al., 2009, Van Helden et al., 2009). Il est également transformé en ERO
(HOCI, <OH) par les myéloperoxydases leucocytaires lors de la réaction

inflammatoire qui peut accroitre son effet toxique (Finaud et al., 2006).
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% Le radical hydroxyle HO": Le radical hydroxyle est extrémement puissant et
réagit indifféremment avec toutes les macromolecules, auxquelles il a un acces facilité
par I’H,O, (Duarte and Jones, 2007 ; Hempel et al., 2009 ; Van Helden et al., 2009). I
est produit a partir du H,O, ou de I’oxyde nitrique, la réaction de Fenton/Haber-Weiss
et les myéloperoxydases des cellules du systeme immunitaire en sont les sources
principales. Le HO est un des oxydants les plus réactifs du systeme biologique,
toutefois, sa courte demi vie d’approximativement 10° secondes en réduit

considérablement la potentialité (Sayre et al., 2008, Goto et al., 2008).

Il est généralement présenté que I’H,O, serait transformé en HO® par une

succession de réactions en chaine initiée par la réaction de Fenton

H,0, + Fe'? —————— > OH™ +HO’ + Fe™

Suivie de la réaction de Haber-Weiss en deux étapes (Massart, 2011).

H,0, + HOO ——— H,0+ 0, +H*
Et
H,0, + 0, ——————>HO +0, + OH™

< L’oxygeéne singulet 'O,: Forme excitée de I’oxygéne moléculaire, est souvent

assimilée a un radical libre en raison de sa forte réactivité (Delattre et al., 2005).

Le radical superoxyde O,", le peroxyde d’hydrogene H,O, et le radical
hydroxyle HO" sont encore appelés espece réactive de I’oxygene (ERO) car ces
especes sont beaucoup plus réactives que I’oxygene qui leur a donné naissance.
Toutefois, il existe d’autres ERO tels que les radicaux peroxyles ROO’,
hydroperoxydes RO,H ainsi que les radicaux alkoxyles RO et des especes réactives
d’azote (ERN) tels que le ‘NO produit par le NO synthétase, qui est un vasodilatateur
physiologique et le peroxynitrite ONOQO™ issu de la réaction entre O, et le ‘NO

(figure 7), et qui est tres néfaste pour les protéines et les genes (Delattre et al., 2005).
4. Intéréts des radicaux libres dans la physiologie cellulaire

Les RL sont reconnus pour leur caractere ambivalent physiologique et
physiopathologique (Lamprecht et al., 2004). Les effets physiologiques des ERO

nécessitent de basses concentrations et contribuenta la synthése de I’ADN, des
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hormones stéroides, des acides biliaires, des acides gras insaturés, aux reactions
dépendantes de la vitamine B12, a la biosynthése des mitochondries, ... (Koolman and
Rohm, 1999). Ils sont les médiateurs de multiples fonctions de signalisation (signaux
redox) et de transcription essentielles pour le fonctionnement normal et la survie des
cellules, ainsi que de la programmation de leur elimination (Kirschvink et al., 2008).
Les radicaux libres jouent un role essentiel dans le bon déroulement de la réaction

immunitaire (Bouldjadj, 2009).

En contrepartie, a travers de réactions en chaine, les ERO peuvent endommager
la structure des macromolécules (acides nucléiques, protéines, lipides, hydrates de
carbone) (figure 8), générer de nouveaux produits oxydants, provoquer de la toxicité
cellulaire et des mutations génétiques (Sayre et al., 2008). Leur impact dépendra de la
fréquence et de la durée des attaques, ainsi que des défenses spécifiques présentes
dans les tissus attaqués (Bloomer and Fisher-Wellman, 2008). Les biomarqueurs des
ERO ont été impliqués par des études cliniques et épidémiologiques dans de
nombreuses maladies comme le diabéte, les maladies respiratoires, les cancers,
I’athérosclérose, les maladies neurodégeneratives, les ischémies reperfusion,
I’inflammation, I’arthrite rhumatoide et I’endométriose (figure 9) (Browne et al.,
2008, Radak et al., 2008, Hempel et al., 2009).

ONOO- — = ONOOH — NO;-

OH®°

Figure 7: Formation en cascade des différentes espéces oxygénées réactives a partir
du radical superoxyde (Koechlin-Ramonatxo, 2006).
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Figure 8: Conséquences de stress oxydatif (Favier, 2003).
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5. Degats oxydatifs cellulaires

5.1. La peroxydation lipidique

L’oxydation des lipides ou peroxydation lipidique, correspond a la détérioration
oxydative de doubles liaisons d’acides gras insaturés (AGI), qu’ils soient libres ou
estérifiés dans des esters de glyceérol (tissu adipeux), de phospholipides (membranes),

ou de cholestérol (Velasco et al., 2004).

Les AGPI des membranes sont particulierement vulnérables du fait de leurs
multiples doubles liaisons (Spiteller, 2006). lls peuvent étre peroxydes de forme
enzymatique ou non enzymatique (autoxydation par RL ou métaux bivalents, photo-
oxydation par I’oxygéne singulet), et générer des produits primaires de la
peroxydation lipidique sous la forme de dienes conjugués (DC) et d’hydroperoxydes
lipidiques (ROOH ou LOOH). Par clivage, ils pourront étre convertis en produits
secondaires de la peroxydation lipidique comme des aldéhydes, des hydrocarbures
volatiles (Velasco et al., 2004). Il existe une trés grande variété de produits et sous-
produits de la peroxydation lipidique, souvent utilisés comme des biomarqueurs et
dont les réles et les interactions seront tant physiologiques que pathologiques
(Clarkson and Thompson, 2000 ; Spiteller, 2006 ; Finaud et al., 2006).

L’interaction entre les ERO et les lipides se fait par un mécanisme de réaction

en chaine et implique 3 étapes : initiation, propagation et terminaison (figure 10).

La phase d’initiation est due a I’attaque d’une espéce radicalaire (R*, HO", RO",
ROO’, ONOQ") suffisamment réactive pour arracher un hydrogéne situe en position o
d’une double liaison (hydrogéne le plus labile) au niveau d’un acide gras polyinsature
(LH) pour former un radical lipidique (L"). Ce radical se stabilise par réarrangement
intramoléculaire en formant un diéne conjugué capable de réagir facilement avec I’O,
pour donner LOOe (Ntimbane, 2009). La durée de la phase d’initiation sera prolongée
par la présence accrue d’antioxydants (Clarkson and Thompson, 2000). LOO" peut
arracher un hydrogéne d’une autre molécule d’acide gras adjacente, créant ainsi une
réaction en chaine (propagation) ou évoluer en peroxyde cyclique qui, au contact d’un
autre acide gras donne naissance a un nouveau radical diéne. La combinaison de

LOO" avec un atome d’hydrogéne conduit a la formation d’un hydroperoxyde
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lipidique (LOOH) qui sous I"action des métaux (Fe** ou Cu*) formera LO" et HO". Le
radical LOO" peut également subir une coupure non enzymatique pour donner
naissance a divers produits: aldéhydes (o et B insaturés) plus ou moins toxiques
comme le 4-hydroxynonenal (HNE), le malondialdehyde (MDA) et le 2-propenal
(acroléine) (Aldini et al., 2005), ainsi que les isoprostanes (Cracowski, 2006). Une
fois que la propagation est lancée par la présence des lipides oxydes, elle est difficile a
arréter, I’ajout de nouveaux antioxydants, n’exerce aucune influence sur la chaine et
les LOOH continuent leur accumulation (Clarkson and Thompson, 2000). La reaction
en chaine peut étre interrompue (phase de terminaison) par I’association de deux
radicaux libres et la formation d’un composé stable ou le plus souvent par la réaction
du radical avec une molécule antioxydante (Delattre et al., 2005). Dans cette situation,
la réaction des LOO" avec des antioxydants pourra de nouveau se révéler efficace
(Spiteller, 2006).

TERMINAISON
LOOL’

Tq—L"
Fe=

LH+R"— L%*RH — % 100> — 5 LOOH ——— LO" +"OH

0

2

INITIATION

PROPAGATION

Figure 10: Etapes du processus de peroxydation lipidique (Michel et al., 2008).

5.2. L’oxydation des sucres

Les sucres sont attaqués par les ERO (H;0,, O,", ‘'OH ou des radicaux
peroxyles d’AG), avec abstraction d’hydrogene au niveau d’une des liaisons CH-OH.
Le radical alkyles ("C-OH) ainsi formé se combine immédiatement avec de I’oxygéne
pour former un carbonyle (C=0) et expulser un radical hydroperoxyde (‘OOH).

L’opération se prolonge jusqu'a former un composé dicarbonylé (Spiteller, 2006). Par
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auto-oxydation des sucres comme le glucose forment des composés dicarbonylés
(contenant deux C=0), dont les plus connus sont les glycolaldéhydes, qui pourront se
lier a des protéines par réaction de Maillard et altérer les propriétés chimiques de
celles-ci (Wells-Knecht et al., 1995). Ceci a été démontré chez des diabétiques et a été
corrélé avec la sévérité de la maladie a travers des protéines glycosylées (Glomb and
Monnier, 1995).

5.3. L oxydation des proteines

A cause de leur abondance dans I’organisme, les protéines sont une cible
importante des ERO. Il a été estimé que les protéines pouvaient piéger la majorité des
ERO générés (50— 75%). Leur oxydation affecte la fonction des protéines qui peuvent
se fragmenter ou former des agglomérats les rendant susceptibles a la protéolyse
et résulte en la formation des proteines carbonylées (PC) dont I’accumulation peut
étre dosée comme témoin de I’oxydation (Clarkson and Thompson, 2000 ; Bloomer
et al., 2008, Fisher-Wellman and Bloomer, 2009). Suivant leur nature les acides
aminés subiront des attaques radicalaires présentant des successions de réactions
différentes (figure 11). Toutefois I’oxydation des acides aminés est similaire a celle
des sucres et implique une attaque radicalaire (LOO'—LOOQOH, ou autre) sur un des
groupes méthyle lié a un atome d’azote. Le radical d’acide aminé obtenu réagira avec
I’oxygéne pour former un composé avec expulsion d’un radical peroxyde
d’hydrogéne ou d’un peroxyde d’hydrogéne, le composé obtenu étant ensuite

transformé en un aldéhyde (Spiteller, 2006).

Les dommages oxydatifs des protéines peuvent provenir de divers ERO comme
le radical hydroxyle, le peroxynitrite, des radicaux d’acides aminés, d’AGI ou de
sucres. De plus, tous les acides aminés sont susceptibles a I’oxydation catalysée par
les métaux (par réactions de Fenton) (Bloomer et al., 2008).
Ainsi des nitrations, glycations et des modifications des protéines par des HNE et
MDA ont été mises en évidence et facilitées par la présence des métaux réduits et de
H,0, (Sayre et al., 2008).
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5.4. L’oxydation de I’ADN

Tant dans les mitochondries que dans le noyau des cellules, des dommages
oxydatifs sur les bases de I’ARN, de I’ADN et sur d’autres structures génomiques
peuvent se produire par réactions de Fenton, sous I’effet d’aldéhydes de la
peroxydation lipidigue comme les HNE et les oxo-nonenal (ONE) et par des
2008). Ces altérations peuvent conduire a des scissions
2005, Bloomer

2008). La peroxydation lipidique est egalement capable d’affecter la

peroxynitrites (Sayre et al.,
d’ADN et avoir une action mutagéne (figure 12) (Sayre et al.,
et al,
prolifération des cellules en formant des liaisons intra et intermoléculaires entre les
acides aminés sulfurés des ARN, ADN et des protéines (EI-Mesery et al., 2009). Les
guanines sont preférentiellement attaquées et le produit de leur dégradation peut étre
détecté par le dosage de la 8-hydroxydeoxyguanosine (8-OHdG) dans le sang et dans
2004, Finaud et al.,
(8OHG) ont également servi de marqueur de I’oxydation de I’ARN (Sayre

I’urine (Lamprecht et al., 2006). Des 8-hydroxyguanosine

et al., 2008). Les guanines oxydées de I’ADN est normalement éliminée par les

enzymes OGG1 (oxoguanine DNA glycosylase) (Radak et al., 2008).
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Figure 11: Nature de quelques modifications des chaines latérales d’acides

aminés des protéines apres attaque radicalaire (Favier, 2003).
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Figure 12: Principales classes de dommages de I’ADN
(Favier, 2003).

6. Systemes de défenses antioxydants

L’organisme est doté d’un ensemble de systemes de défenses trés efficaces

contre la surproduction d’ERO.

Le terme d’antioxydant désigne toute substance qui présente a faible
concentration par rapport a celle du substrat oxydable, retarde ou inhibe
significativement I’oxydation de ce substrat. Cette définition fonctionnelle s’applique
a un grand nombre de substances, comprenant des enzymes aux proprietés

catalytiques spécifiques. Mais aussi a des petites molécules hydro- ou liposolubles.

Les systemes antioxydants peuvent étre classés selon leur mode d’action, leur

localisation cellulaire et leur origine (figure 13) (Delattre et al., 2005).
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Figure 13: Répartition des principales défenses antioxydantes dans la cellule

(Garait, 2006).

6.1. Systemes enzymatiques

Les antioxydants enzymatiques (les superoxydes dismutases, la catalase, la

glutathion peroxydase et la glutathion réductase) sont considérés comme la premiére

ligne de défense de notre organisme contre les ROS (figure 14).

i

02 % superoxyde dismutase 5 ‘ Hzo
N GSH peroxydase

GSH GSSG

GSH reductase

NADP* NADPH

Figure 14: Schéma des défenses antioxydantes enzymatiques (Garait, 2006).
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6.1.1. Superoxydes dismutases (SODs)

La famille des SODs représente un important systeme d’enzymes contenant des

métaux dans leur centre catalytique, favorise la dismutation de O, en H,O; et en O..

Les SODs existent sous trois isoformes dont la structure d’ensemble est restee
conserver lors de I’évolution, formant un puits hydrophobe au centre de la protéine
dans lequel se glisse I’anion superoxyde (Zelko et al., 2002). Le mécanisme
réactionnel est catalysé par un métal situe au cceur de I’enzyme dont la nature
permettra de distinguer les SOD a manganese (Mn-SOD) protégeant la mitochondrie,
des SOD a cuivre-zinc (Cu, Zn-SOD) protégeant le cytosol et la face externe des
cellules (ec-SOD). Il est cependant important de noter que la présence de la Cu, Zn-
SOD n’est pas exclusive au cytosol car cette derniere présente également une certaine
activité au niveau des lysosomes, des peroxysomes, du noyau et de la membrane
mitochondriale (Ntimbane, 2009).

6.1.2. Glutathion peroxydases (GSH-Px)

La glutathion peroxydase (GSH-Px) est une enzyme antioxydante du plasma,
des fluides extracellulaires et du cytosol, dépendante du sélénium et dont I’action
permet d’éliminer le H,O, produit, de mode & éviter sa participation comme pro-
oxydant. Elle convertit aussi les hydroperoxydes lipidiques en des alcools non
toxiques et de ce fait participe a I’interruption de la chaine de peroxydation lipidigue.
L’action des GSH-Px dépend aussi de la disponibilite en GSH, GR et en NADPH, ce
qui démontre bien que le systeme antioxydant endogéne agit en interdépendance
(Sayre et al. 2005).

6.1.3. Glutathion réductase (GR)

La glutathion réductase, quant a elle, a pour réle de regénérer le GSH a partir du
GSSG grace au NADPH qui est utilisé comme donneur d’electrons. En effet, la
concentration cellulaire en glutathion étant limitée, il est nécessaire de le réduire

constamment pour que la GSH-Px maintienne sa fonction (Garait, 2006).
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6.1.4. Catalase (CAT)

La catalase (CAT) est une protéine ubiquitaire fortement concentrée dans le foie
et les érythrocytes. Dans toutes les cellules de mammiferes, a I’exception des
érythrocytes, elle est localisée presque exclusivement dans les peroxysomes (riches en
oxydases) ce qui limite son action par rapport a des peroxydases cytoplasmiques.
Cette enzyme métabolise I’H,0O, résultant de I’action des SOD ou celui genére par
I’action des oxydases pour donner de I’eau. En éliminant I’H,O,, la CAT détoxifie
indirectement la cellule des O, qui sont transformés en H,O, par les SODs. Cette
enzyme posséde également une activité de peroxydase qui lui permet de réagir avec
des peroxydes et des alcools organiques ainsi que toute molécule capable de donner
de I’hydrogene a I’eau (Wassmann et al., 2004). La CAT est trés efficace en présence

d’un stress oxydant élevé et protége les cellules contre la production de H,0,.

La catalase est une enzyme tétramérique, chaque sous unité comporte un
groupement ferriprotorphyrine dans son site actif avec un atome de fer & I’état Fe™ et
une molécule de NADPH. La fixation du NADPH par la catalase lui confére une

protection contre I’attaque de I’H,O, (Delattre et al., 2005).

6.1.5. Glutathion S-Transférases (GSTs)

Les glutathion S-transférases (GSTs) représentent une famille d’enzymes qui
jouent un réle important dans la détoxification de composés électrophiles. La fonction
des GSTs la plus connue est leur activité de catalyser des réactions de conjugaison
entre le glutathion et des substances nocives pour diminuer leurs réactivités avec les

macromolécules intracellulaires.

Les GST complétent I’action des glutathion peroxydases (GSH-Px) dans la
seconde ligne de défense enzymatique antioxydante, les GSTs préviennent les
dommages cytotoxiques et génétoxiques causes par les composes eélectrophiles
générés comme produits de dégradation des macromolécules suite a leur exposition au

stress oxydant (Hayes and Pulford, 1995).
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6.2.Systemes non enzymatiques

6.2.1. Glutathion réduit (GSH)

Le glutathion réduit (GSH) est un tripeptide (L-y-glutamyl-L-cysteinyl- L-
glycine) synthétisé par deux enzymes qui sont la y-glutamylcysteine synthétase
(y-GCS) et la glutathion synthétase (Ballatori et al., 2009). Le GSH est considéré
comme la molécule non-protéique possédant un groupement thiol, la plus répandue
dans la cellule. Ce peptide est retrouvé en grande majorité dans les organes
fréguemment exposés aux toxines (reins, foie, poumons et intestins) (Gate et al.,
1999) tandis qu’une quantité limite est retrouvee dans les fluides biologiques (DeLeve
and Kaplowitz, 1991).

Sous sa forme réduite, le GSH agit comme antioxydant

x En tant que piégeur de radicaux, il possede la capacité de lier «scavenger»
directement les radicaux libres et de détoxifier indirectement les oxydants a travers
des réactions enzymatiques (Fang et al., 2002);

x En tant que cofacteur de plusieurs enzymes antioxydantes (GSH-Px, GST);

x En participant a la détoxification des lipides hydroperoxydes par I’action de la

peroxyredoxine 6 ;

x En régénérant 1’a-tocopherol et I’acide ascorbique sous leur forme active
(Masella et al., 2005).

Au cours de telles réactions, le GSH agit comme un donneur d’électrons en
s’oxydant en GSSG. Le GSH est impliqgué dans la conversion du peroxyde
d’hydrogéne en eau et dans la réduction des hydroperoxydes a travers une réaction
catalysée par la GSH-Px (Lei, 2002). Deuxiéemement, le GSH peut se conjuguer aux
xénobiotiques par une liaison directe/spontanée ou via une réaction catalysée par la
GST, une réaction qui augmente les propriétés hydrophiles des xénobiotiques
favorisant ainsi leur élimination. Troisiemement, le GSH peut se conjuguer au NO
pour former un adduit S-nitrosoglutathion, lequel est clivé par le systéme thioredoxine
pour régénérer le GSH et du NO (Fang et al., 2002). Sous sa forme GSH, GSSG et de
son ratio GSH/GSSG, le glutathion est utilisé comme marqueur du systeme

antioxydant et du stress oxydant (De Moffarts et al., 2007).
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6.2.2. Vitamine E (tocophérol)

La vitamine E est un terme générique pour tous les tocophérols et les
tocotrienols, desquels existent 8 dérivatifs et dont I’a-tocophérol est le plus abondant
(Shils et al., 2006). La vitamine E agit directement sur une grande variété d’ERO pour
former un radical peu réactif. Par la suite la vitamine E oxydée pourra étre reconvertie
principalement par la vitamine C (figure 15), mais également par d’autres composes
comme le GSH, la vitamine A et I’ubiquinol. La vitamine E est liposoluble et a été
démontrée comme le principal antioxydant dans les membranes des cellules, en
particulier celles des mitochondries (Shils et al., 2006 ; Traber and Atkinson, 2007).
Elle pourrait augmenter I’activité des SOD et des CAT (Lyn Patrick, 2006).

Acide a-lipoique
ou GSH

oy Avc. dihydrolipoigue
) ou GSSG

Figure 15: Régéneration de la vitamine E par la vitamine C et le GSH (Malardé, 2012).

6.2.3. Vitamine C (Acide ascorbique)

La vitamine C ou acide L-ascorbique est une vitamine hydrosoluble. Elle joue
un réle de prévention de I’oxydation dans le plasma et les fluides extracellulaires,
dont elle est considéréee comme le plus important antioxydant (Koolman et al., 1999).
Son action est directe et indirecte, elle agit directement sur les ERO (O,", HO", 10,
radicaux lipidiques) et indirectement par son action de régénération de la vitamine E
et du GSH. L’organisation spatiale de la vitamine C lui permet de se lier a la phase
aqueuse de la vitamine E oxydée dans la membrane cellulaire et de rapidement lui
céder son électron. Apres avoir cédé son électron, la vitamine C forme un radical tres
peu réactif, qui sera ensuite reconverti en vitamine C par une enzyme réductase, qui
utilise du GSH (Mac Laren, 2007 ; Duarte and Jones, 2007 ; Fisher-Wellman and
Bloomer, 2009).
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v’ L’acide ascorbique est un donneur d’atomes d’hydrogéne qui réagit avec les
radicaux libres, les transforme en molécules non toxiques et est un antioxydant
(réducteur). En présence de cuivre et de fer, il favorise la formation de radicaux
superoxydes (Smirnoff and Pallanca, 1996; Arrigoni and De Tullio, 2002; Rani et al.,
2004).

v’ L’acide ascorbique a un effet protecteur vis a vis de I’atteinte oxydative de
I’ADN du sperme humain. En effet, le risque de malformations congénitales pourrait
étre augmenté dans les populations avec un statut vitaminique C marginal comme les
fumeurs (Lemerini, 2006).

v’ Chez les plantes, I’acide ascorbique joue un réle clé dans la défense contre le
stress oxydatif, il est particulierement abondant dans les tissus photosynthétiques ;
plus de 90 % de I’acide ascorbique est localisé dans le cytoplasme. Une proportion
substantielle est exportée vers I’apoplaste a une concentration de I’ordre de la
millimole. L’acide ascorbique apoplastique des feuilles et des tiges représente la
premiére ligne de défense contre les dommages potentiels dus aux oxydants externes
tels I’ozone, le SO, et le NO, (Pignocchi et al., 2003).

6.2.4. Vitamine A

La vitamine A est responsable de la neutralisation de '0,, O,”, de ONOO’, de
radicaux lipidiques et son action se fait dans les milieux lipidiques (Fisher-Wellman
and Bloomer, 2009).

6.2.5. Oligoéléments

Le cuivre (Cu), le zinc (Zn), le manganese (Mn), le sélénium (Se) et le fer (Fe)
sont des eléments essentiels dans la défense contre le stress oxydant. Toutes les
enzymes antioxydantes requiérent un cofacteur pour maintenir leur activité
catalytique. Ainsi, la SOD mitochondriale a besoin de manganese, la SOD cytosolique
de cuivre et de zinc, la catalase de fer et la GSH-Px de selénium (Garait, 2006).
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> Le sélénium

Le sélénium joue un role clé dans la protection des cellules et de leurs
constituants contre I’attaque radicalaire (Breinneisen et al., 2005). Cette fonction est
due a sa présence dans le site actif des glutathions peroxydases et a I’activité

biologique anti-radicalaire des sélénoprotéines (figure 16) (Burk, 2002).

% Glutathion peroxydase

Ce sont les premiéres sélénoprotéines a avoir été decouvertes. Elles sont
connues pour catalyser la réduction des peroxydes d’hydrogéne et d’hydroperoxydes
organiques protégeant ainsi les cellules contre les attaques oxydatives. Chez I’homme,
9 GSH-Px ont été identifiées, seulement 5 sont dépendantes du selénium. Les
membres de cette famille incluent : une forme cytosolique (GSH-Px1) qui est
ubiquitaire, une forme spécifique exprimée au niveau de I’intestin (GSH-Px2), une
forme plasmatique (GSH-Px3) qui agit particulierement sur les lipides oxydés, une
glutathion peroxydase phospholipidique (GSH-Px4), wune forme exprimée
spécifiqguement au niveau des spermatozoides (SnGSH-Px4) et une forme exprimée
par les tissus embryonnaires et localisée au niveau de I’épithélium olfactif (GSH-Px6)
(Rakotovao, 2009).

« Thiorédoxine réductase

Les membres de cette famille sont des protéines homodimériques, chaque
monomere incluant un groupement prosthétique FAD, un site de liaison a la NADPH
et deux sites actifs, un formé par un groupement disulfide et un autre constitué par un
résidu sélénocystéine. Elle catalyse la réduction de la forme oxydée de la thiorédoxine
qui, entre autre, active la thiorédoxine peroxydase, capable de reduire le peroxyde
d’hydrogene (Rakotovao, 2009).

L’isoforme mitochondriale (TR2) fournit une défense spécifique contre les ERO
produits par la chaine respiratoire, maintenant ainsi la balance rédox cellulaire,
critique pour la survie cellulaire. L’isoforme cytosolique (TR1) quant a elle, est

associee plus particulierement dans la régenération de protéines inactivées par le
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stress oxydant dont la vitamine C et la NOS (McKenzie et al., 2002 ; Rakotovao,

2009).

% Sélénoprotéine P

La sélénoprotéine P est une selénoprotéine tres particuliere (Brigelius-Flohe
et al., 2003 ; Burk and Hill, 2005). Elle est la seule a avoir plusieurs residus cystéine.

Elle peut avoir chez I’homme jusqu’a dix selénoprotéine. Synthétisee par le foie, elle

a une durée de vie courte de trois & quatre heures dans le plasma en situation normale

chez le rat. Son rdle de transport du sélénium biologiquement actif (Cys) est établi,

notamment par le modele de souris knock out Sel-P (Schomburg et al., 2004).

Sa fonction n’est pas bien connue actuellement. Elle pourrait avoir un réle de
protection de I’endothélium. Elle détoxifie in vitro le péroxinitrite (Arteel et al.,
1998 ; Li et al., 2007). Sa fixation sur I’endothélium (au niveau des protéoglycannes a

héparine sulfate) pourrait étre favorisée par un pH bas et une activation de

I’endothélium (Arteel et al., 1998).
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Figure 16 : Role des sélenoenzymes dans I’élimination de deriveés réactifs de I’oxygene

(Forceville and Vitoux, 1999).
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LE DIABETE ET LE STRESS OXYDANT

1. Mécanismes impliqués dans la genese d’un stress oxydant dans le diabete

Dans des conditions d’hyperglycémie chronique, plusieurs mécanismes peuvent

étre responsables de I’augmentation de stress oxydant (figure 17) :

1 ESPECES REACTIVES DE LOXYGENE
/ \
¥
OXYDATION DES PROTEINES,

BAISSE DES DEFENSES DES LIPIDES ET DES ACIDES NUCLEKQUES
ANTI-OXYDANTES

MODIFICATION DES MOLECULES
DE LA MATRICE EXTRA-CELLULAIRE

/'( |
7/

/

STRESS OXYDANT
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VOIE
MITOCHONDRIALE FORMATION DES PRODUITS

DE GLYCATION

ACTIVATION AVANCES (AGE)
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>

DETERIORATION D|ABETE : T GLUCOSE DESTRUCTION

E LUACTION DE L'INSULINE DES CELLULES BETA
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DEFAUT D' UTILISATION
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Figure 17: Relation entre hyperglycémie et stress oxydant
(Bonnefont-Rousselot et al., 2004).
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1.1. Autoxydation du glucose

Le glucose dans sa forme linéaire (projection de Fischer) possede une fonction
aldéhyde et une fonction hydroxyle adjacente en équilibre avec la forme ene-diol.
C’est sous cette derniére forme que le glucose est capable de s’oxyder de fagon isolée
en présence de métaux de transition, aboutissant a la formation d’un radical anionique
éne-diol. Ce radical peut ensuite réagir avec I’oxygeéne pour libérer des anions
superoxydes. Au cours de cette réaction, il y a formation d’a-cétoaldéhyde, qui peut
réagir avec des meétaux de transition via la réaction Fenton pour former des radicaux
hydroxyles tres réactifs (figure 18) (Wolff, 1991 ; Hunt and Wolff, 1991).

s Enedicl Radical
Anlan

123
transition

(n-1}+
e transition

reactice
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tH

Figure 18: Réactions a l'origine de la production d'ERO par autoxydation du glucose
(Ahmed, 2005).

Les produits de I'autoxydation du glucose sont a leur tour, précurseurs d'un autre
mécanisme impliqué dans I'élévation du SO en cas d'hyperglycémie : la glycation des
protéines et la formation des Produits Terminaux de Glycation (PTG), plus
communément appelés AGE (Advanced Glycated End-Product) (Malardé, 2012).

1.2. Glycation des protéines

Une des conséquences essentielles de ’hyperglycémie est la glycosylation non
enzymatique ou glycation des protéines. La glycation des protéines est une réaction
covalente qui attache sans I’intervention d’enzyme des résidus glucose aux NH; libres

des protéines (Raccah, 2004).

L’¢étape initiale de cette réaction se caractérise par la formation non

enzymatique d’une liaison covalente entre le groupement carbonyle d’un sucre
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réducteur et le groupement amine libre d’un acide aminé. Elle conduit a la formation
d’une base de Schiff, qui peut subir des réarrangements intramoléculaires
(réarrangements d’Amadori), pour former des composés dicarbonylés. La
déshydratation et/ou la condensation de ces composés donnent alors naissance aux
produits de fin de glycation AGE (advanced glycation end products) (figure 19)
(Guillet, 2010).

Ces AGE forment un groupe hétérogéne de molécules qui modifient non
seulement la fonction de la protéine glyquée mais forment aussi des agents qui se lient
a d’autres protéines, tel le collagéne et autres protéines de la matrice extracellulaire
dont les fonctions se trouvent ainsi altérées avec des conséquences délétéres sur les
tissus vasculaires, cardiaques et rénaux (Dali-Youcef, 2010). Les AGE sont capables
aussi de produire des radicaux libres oxygénés par interaction avec des récepteurs

spécifiques (RAGE) et induire un stress oxydant (Bonnefont-Rousselot et al., 2004).
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Figure 19: Formation des produits avancés de glycation (Aronson, 2008).
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1.3.VVoie du polyol

Dans des conditions physiologiques normales (normoglycémique), le glucose
est métabolisé en glucose-6-phosphate par I’héxokinase puis dirigé soit dans la voie
de la glycolyse, soit dans la voie des pentose-phosphates. Le métabolisme du glucose
par la voie des polyols représente un faible pourcentage (3%) de 'utilisation totale du
glucose en conditions normoglycémique (Bouldjadj, 2009). Dans le diabéte, lorsque
le taux du glucose augmente, I’héxokinase est alors saturée et le glucose en exces est
en partie métabolisé par la voie des polyols dans les tissus insulino-indépendants
(a peu pres 30% du glucose), comme les reins, le tissu neuronal ou les microvaisseaux
rétinien (Gonzalez et al., 1984). Sous I’effet de I’aldose réductase, le glucose est
réduit en sorbitol par le NADPH (figure 20). Le sorbitol est ensuite oxydé en fructose
en présence de NAD" par la sorbitol-déshydrogénase (Raccah, 2004). Cette voie va
conduire a une déplétion intracellulaire de NADPH puisque le NADPH est nécessaire
a Dactivité de l’aldose réductase. Le déficit intracellulaire de NADPH a pour
conséquence une faible régénération du glutathion réduit a partir du glutathion oxydé
(Bonnefont-Rousselot et al., 2004).

Aldose Sorbitol
réductase deshydrogénase

! glucose r = 1 sorbitol r —te t fructose

| NADPH t NADP® | NAD' t NADH + H'
+H'

Glutathion
réductase

GSH : glutathion réduit
GSSG : glutathion oxydé

Figure 20: Déplétion du glutathion par la voie des polyols
(Bonnefont-Rousselot et al., 2004).
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1.4. Activation des protéines kinases C (PKC)

Une hyperactivité de la protéine kinase C au cours du diabéte dans des
nombreux tissus est une des hypotheses avancées (King and Brownlee, 1996).
L’hyperglycémie induit une synthése accrue de diacylglycérol (DAG) a partir des
intermédiaires de la glycolyse, qui est un cofacteur activateur des différentes
isoformes de la PKC (figure 21) (Xia et al., 1994). L’augmentation de I’activité¢ de
I’enzyme induit une augmentation de I’expression des génes néfastes pour la cellule et
au contraire, diminue celle des génes bénéfiques. En effet, elle augmente 1’expression
des facteurs vasoconstricteurs (endothéline-1) en diminuant ceux vasodilatateurs
(NO). Elle induit également I’expression de génes pro-inflammatoires et augmente la
production de ROS par la NADPH oxydase (Brownlee, 2005).

Glucose ! Biosynthése
Glycolyse de novo

. *) ;
triose-phosphate {} g DHAPT — G3Pﬁ—> PAf —> D AGT < T;z}:rs]d:;;n
(GAP)

GADPHase |—— NADH/NAD* ) DAG: diacylglycérol
DHAP: dihydroxyacétone phosphate

GAP: glycéraldéhyde-3-phosphate

GADPHase: GAP déshydrogénase
Pyruvate {} G3P:glycérol-3-phosphate

PA: phosphatidate

Figure 21: Activation des PKC (Denis, 2002).

1.5.Voie de I’hexosamine

Une autre hypothése biochimique est formulée pour rendre compte de la
glucotoxicité vasculaire dans le développement des complications liées au diabéte.
L’hyperglycémie génére une augmentation du flux du glucose dans la voie de
I’hexosamine en UDP-Nacétylglucosamine. L’augmentation de la concentration
intracellulaire du glucose conduit a la formation accrue de fructose 6-phosphate, qui

est métabolisé en glucosamine 6-phosphate en présence de glutamine par le GFAT
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(glutamine-fructose-6-phosphate amidotransférase) puis  transformé en
UDP-N-acétylglycosamine (UDP-GLc Nac) (figure 22) (Kolm-Litty et al.,1998).

Dans ces conditions, le fructose 6-phosphate est détourné de la glycolyse et
utilis¢ comme substrat de réactions diverses requérant 1’intermédiaire
UDP-N acétylglucosamine (Schleicher and Weigert, 2000). L’accumulation de
I’intermédiaire métabolique, le fructose 6-phosphate résulterait d’une altération de

I’activit¢ GAPDHase par une production mitochondriale de ROS (Du, 2000).

T Glucose
¢ GFAT: Glucosamine-fructose-amidotransférase
T Glucose-6P
GFAT
T Fructose-6P Glucosamine-6P— N-acétyl-glucosamine-6P
a v
H Glutamine Glutamate :
' N-acétyl-glucosamine-1P
Y v
T UDP- N-acétyl-glucosamine
(UDP-GIcNac)
Signalisation
intracellulaire
~ T
O-glycosylation de facteur Translocation de protéines

de transcription (Sp1) (PKC, Glut-4)

Expression de génes
(TGF-B, PAI-1)

Figure 22: Voie des hexosamines et conséquences (Denis, 2002).

1.6. Augmentation de la production des radicaux libres par la mitochondrie

La chaine respiratoire mitochondriale est le principal site de production de
I’anion superoxyde, cette production est accrue en présence de fortes concentrations

de glucose (Bonnefont-Rousselot et al., 2004).
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L’accumulation de I’anion superoxyde inhibe partiellement une enzyme de la
glycolyse, la GAPDH, détournant de fait les métabolites de la glycolyse en aval vers
les différentes voies de conversion du glucose en exces (Du, 2000). Ceci résulte en un
influx accru de dihydroxyacétone phosphate (DHAP) vers la production de DAG,
activateur de PKC, et des trioses phosphate vers la formation de méthylglyoxal, 1’'un
des précurseurs intracellulaires majeurs d’AGE. L’augmentation de la conversion du
fructose-6-phosphate en UDP-GIcNAc et I’afflux du glucose vers la voie des polyols
accapare partiellement la consommation de NADPH, facteur requis pour le recyclage
des molécules antioxydantes oxydées vers leurs formes réduites, et contribue ainsi a la
déplétion en GSH, une des principales défenses antioxydantes non enzymatiques de la

cellule, favorisant I’amplification du processus (Brownlee, 2005).

2. Altération des défenses antioxydantes au cours de diabéte

Difféerentes études ont rapporté une altération des systéemes antioxydants au
cours du diabéte. La diminution des activités des enzymes antioxydantes pourrait
s’expliquer par la glycation de leur site actif, comme cela a été¢ décrit pour la SOD
érythrocytaire (Arai et al., 1987). Des expériences de glycation in vitro ont également
montré une altération des activités enzymatiques de la catalase (Yan and Harding,
1997) de la GSH réductase (Blakytny and Harding, 1992) ou de la GSH-Px (Baldwin

et al., 1995), suggérant une modification de ces enzymes au cours du diabéte.

3. Impact du stress oxydant sur les cellules p et sur I’action de ’insuline

Le rdle pathogene des radicaux libres sur les cellules B a souvent été évoqué car
ces cellules ont des défenses limitées face au stress oxydant (Rigalleau et al., 2007).
En effet les especes réactives de I’oxygene perturbe la sécrétion de I’insuline stimulée
par le glucose par la diminution du rapport ATP/ADP intracytosolique, par
I’hyperpolarisation anormale de la membrane mitochondriale et une surexpression du
complexe I de la chaine respiratoire ce qui conduit a I’apoptose des cellules B et
pourrait expliquer la réduction de la masse des cellules B observée dans le DT2
(Guillausseau et al., 2008). Et selon certains auteurs Bonnefont-Rousselot

et al. (2004) ces radicaux libres pourraient étre aussi a I’origine du diabéte de type 1.
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4. Effet de la carence en zinc sur le stress oxydant au cours de diabéte

Le stress oxydant joue un r6le important dans la pathologie de diabéte et de ses
complications. Le zinc est une partie structurale des principales enzymes
antioxydantes, les superoxydes dismutases (SOD), et I'insuffisance du zinc altére leur
synthése, conduisant a I’augmentation de stress oxydant (Stumvoll et al., 2005). Le
zinc exerce ces effets antioxydants indirectement en maintenant la structure des
membranes cellulaires, incluant dans la stabilisation de SOD et augmentant la
concentration des métallothionéines. Le diabéte est accompagné par 1’hypozincémie
et I’hyperzincurie (Kelly, 1998 ; Garg et al., 1994, Toma et al., 2013).

Plusieurs complications de diabéte peuvent étre liées a I’hyperproduction des
radicaux libres associé a la diminution de la concentration intracellulaire du zinc et
des enzymes antioxydantes dépendantes du zinc (Powell, 2000 ; Brandao-Neto
et al., 2003). Le zinc et 1’état oxydatif sont interdépendants, de telle maniére qu’une
déficience en zinc et un stress oxydant sont des facteurs étiologiques potentiels de
diabete (Haase and Maret, 2005). La carence en zinc joue un réle dans la pathogenese
de diabéte sucré, qui est accompagné par le stress oxydatif, et par conséquent accélere
les dommages cellulaire et vasculaire (kechrid et al., 2007).
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MATERIELS ET METHODES

1. Matériel biologique et conditions d’élevage

Nous avons utilise 48 rats blancs males Rattus rattus de la souche Wistar,
provenant de I’institut pasteur d’Alger. Agés de 10-12 semaines, pesant 200-250g. Ce
sont des mammiféres de I’ordre des rongeurs. Ces rats ont été soumis a une peériode
d’adaptation d’une semaine environ, aux conditions de I’animalerie ; a une
température de 22°C * 2°C, une degré hygrométrique de I'ordre de 40 % et une
photopériode naturelle (12h/12h).

Les rats sont élevés dans des cages en polyéthylene qui sont menues par des
mangeoires et des biberons d'eau. Les cages tapissées d’une litiere constituée de
copeaux de bois, elles sont nettoyées quotidiennement et la litiere est changée
régulierement jusqu’a la fin de I’expérience. Les rats ont été nourris par un régime

équilibré.
2. Induction du diabéte

Le diabete est induit chez les rats par injection intra-péritonéale d’une solution
de monohydrate d’alloxane (Sigma) dissout dans le tampon citrate (0.01 M, pH 4.5),
a raison de 150 mg/kg du poids corporel (Pathak et al., 2011).

L’alloxane est un composé organique basé sur un squelette de I’hétérocyclique
de la pyrimidine (figure 23). Ce composé a une haute affinité pour I’eau existant sous
forme monohydratée. Les données caractérisant l'alloxane dans les conditions

standards sont présentées dans le tableau 06.

Tableau 06 : Propriétés de I’alloxane (Kebieche, 2009).

Nom chimique : 2,4, 5,6(1H, 3H)-pyrimidine tétraone
monohydrate.

Structure chimique : | CaH2N204

Masse moléculaire : | 160,09 g/mol.

Point fondant : 253°C. Figure 23 : Structure chimique
de I'alloxane.
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Aprés 72 heures de I’injection, la glycémie de chaque rat a été mesurée a partir
de la veine de la queue par des bandelettes réactives (ACCU-CHEK Active, Roche
Diagnostics Gmbh, D-68298 Mannheim, Germany). Les rats dont la glycémie
supérieure a 14 mmol/l sont considérés comme diabétiques. Puis ils ont été répartis en

six groupes suivant un régime alimentaire expérimental.

3. Préparation de la nourriture

La préparation de la nourriture est basée sur les matieres premieres mentionnées
dans le tableau 07 selon la méthode suivante:
v’ Peser chaque métal et le broyer.
v' Peser les éléments alimentaires (amidon, saccharose, cellulose, protéines
(Ovalbumine) et vitamines) et les mélanger pendant 15 minutes.
v Ajouter les métaux avec les quantités mentionnés dans le tableau 08.
v Répartir la nourriture préparée en deux parties, ajouter le zinc a la premiére partie
(régime alimentaire normal) et conserver la deuxiéme partie sans zinc (régime
alimentaire carencé en zinc).
v Ajouter la quantité adéquate de I'huile dans chaque partie et la mélanger pendant
15 minutes.
v’ Stocker le régime dans des sacs noirs en plastique marqués et les conserver dans
un endroit frais.
v Prélever des échantillons de 2g de chaque régime pour I’analyse du zinc. Le
dosage du zinc dans I’alimentation se fait selon la méthode de Southon et al. (1984),

en utilisant le spectrophotometre d’absorption atomique.

Aprés le dosage on a trouvé que le régime alimentaire normal contient
approximativement 54 mg du zinc par Kg et le régime alimentaire carencé en zinc

contient environ 1.2 mg du zinc par Kg.
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Tableau 07 : La composition de la nourriture (Southon et al., 1988).

. . La quantite
Les matieres premiéres _ Le pourcentage (%)
(9/kg nourriture)

Amidon
Saccharose
Protéines
Cellulose
Métaux mixtes
Vitamines

Huile

Tableau 08 : La quantité des métaux dans la nourriture.

Le métal (mg/kg) | Régime alimentaire normale | Régime alimentaire carencé en zinc
Zinc
Cuivre
lode
Manganése
Fer

Calcium

Phosphate
Chlore

Potassium
Magnésium

Sodium
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4. Traitement des animaux

Les rats males diabétiques ont été répartis en 6 groupes de 8 rats, il s’agit de:

# Groupe 1: rats diabétiques sous un régime alimentaire normal (RN).

# Groupe 2: rats diabétiques sous un régime alimentaire carencé en zinc (RC).

# Groupe 3: rats diabétiques sous un régime alimentaire normal, traités par la
vitamine C (RN + Vit C).

# Groupe 4: rats diabétiques sous un régime alimentaire carencé en zinc, traités
par la vitamine C (RC + Vit C).

La vitamine C dissoute dans I’eau de boisson a raison de 1g/l pendant 27 jours.
(Jariyapongsku et al., 2007).

# Groupe 5: rats diabétiques sous un régime alimentaire normal, traités par le
sélénite de sodium Na,O3Se (RN + Se).
# Groupe 6: rats diabétiques sous un régime alimentaire carencé en zinc, traités

par le sélénite de sodium Na,O3Se (RC + Se).

Le sélénite de sodium est administré aux rats par voie orale a raison de

0.5 mg/kg du poids corporels pendant 27 jours (Tayibeh et al., 2011).

Les animaux sont pesés trois fois par semaine. Cependant la consommation

alimentaire est mesurée quotidiennement jusqu’a la fin du traitement.

5. Sacrifices et prélevements des échantillons
5.1. Prélévement sanguin

Aprés 27 jours de traitement les six groupes sont sacrifiés (par décapitation), le
sang est immédiatement recueilli dans des tubes secs étiquetes, puis centrifuges
a 3000 tours/min pendant 15 minutes. Le sérum est séparé en trois fractions dans des
tubes eppendorfs et stockés au congélateur a une température de (-20° C) jusqu'au
moment de dosage.
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5.2. Prélevement des organes

Aprés la dissection, le foie, le rein, le testicule, le pancréas et le fémur sont
prélevés, debarrassés de leurs tissus adipeux, rincés dans une solution de chlorure de
sodium (Na Cl) a 0.9 % et pesés.

Le rein, le testicule, le pancréas, le fémur et un fragment du foie de chaque
animal sont mis dans une étuve a 80°C pendant 16 heures pour les sécher, puis les
conserves a température normale dans des tubes polyéthylénes pour le dosage du zinc.
Un deuxiéme fragment du foie est maintenu a (- 20°C) pour le dosage du glycogéne et
des parametres de stress oxydatif. La figure 24 schématise les différentes étapes du

protocole expérimental utilisé.
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48 rats blancs males de la
souche wistar

Injection d'alloxane

24 rats diabétiques de 24 rats diabétiques de
régime normal régime carence en zinc

y ¥ v v v

Gl: G3: G5: G2: G4 . G6 :
RN RN + Vit C RN + Se RC RC + Vit C RC + Se
Apres 27 jours de
traitement

Sacrifice ]
Récupération du Extraction des
sang : organes

Centrifugation et

isolement de & ¢

sérum .
Stockage du foie a (-20f’C) Dosage du
i pour le dosagg du glycogene et zine tissulaire
_ les parameétres de stress
. Igosage C(jju zinc. oxydatif: (foie, rein,
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: e  GSH-Px pancréas.)
« GST
« CAT.

Figure 24 : Schéma récapitulatif du protocole expérimental.
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6. Dosage du zinc :

Les organes préalablement séchés sont mis au four (moufle furnace) a 480°C
apres 48 heures ils se sont transformés en cendres. Apres les avoir placés sur une
plaque chauffante, on leur a ajouté l'acide nitrique. L'ensemble est agité jusqu'a ce
qu’il devient homogéne. Enfin, les échantillons sont filtrés a l'aide de papier filtre
(Whatman N° 542).

Le dosage du zinc dans le sérum et les organes se fait a I’aide de
spectrophotomeétre d'absorption atomique de flamme (Pye Unicam SP 9000, Hitchin,
UK) (Southon et al., 1984).

La concentration du zinc est déterminée par comparaison a une gamme étalon

de nitrate du zinc (1mg/ml) realisée dans les mémes conditions.
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7. Méthodes de dosage des parameétres biochimiques

7.1. Dosage du glucose

La détermination de la glycémie a été réalisée par la méthode enzymatique au

glucose oxydase selon la fiche technique (Spinreact).

Le glucose est transformé par le glucose oxydase (GOD) en acide gluconique et
peroxyde d’hydrogéne (H,0,). Ce dernier, en présence de peroxydase (POD), oxyde
le chromogene incolore (4-aminophénazone) en un composé coloré en rouge-violet

(quinoneimine) (Trinder, 1996), selon les réactions suivantes :

GOD
B — D glucose + 0, + H,0 ———Acide gluconique + H,0,

POD
H,0, + Phénol + 4 — aminophenazone ——— Quinone + H,0

7.2.  Dosage des lipides totaux

Le dosage des lipides a été réalisé par la méthode colorimétrique selon la fiche
technique (Spinreact).

Dans la premiere étape les lipides insaturés réagissent avec l'acide sulfurique
pour former les ions carbonium. Dans la deuxieme étape il n’y a que les ions de
carbonium qui réagissent avec le phosphovainilline pour donner une couleur rose,
L’intensité de la couleur du complexe est proportionnelle a la concentration des

lipides totaux dans les échantillons (Kaplan et al., 1984 ).

7.3. Dosage des triglycérides

Le dosage des triglycérides a été réalisé par la méthode enzymatique

colorimétrique selon la fiche technigque (Spinreact).
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Les triglycérides sont enzymatiquement hydrolysés en glycérol et en acides gras
libres par la lipoprotéine-lipase (LPL). Le glycérol sous I'effet du glycérol kinase
forme le glycérol -3- phosphate (GTP) qui est oxydé en H,O,. Ce dernier forme avec
le 4-aminophenozone et le p-chlorophenol en présence de peroxydase un complexe

rouge, selon les quatre réactions suivantes:

LPL
Triglycérides + H,0 ——— Glycérol + acide gras libre
GK
Glycérol + ATP —— Glycérol — 3 — phosphate + ADP
GPO
Glycérol — 3P + 0, ——— Dihydroxy acétone — P + H,0,

POD
H,0, + 4 — aminophenasone + P — Chlorophenol ——— Quinone + H,0

L'intensité de la couleur est proportionnelle a la concentration des triglycérides
dans les échantillons (Kaplan et al., 1984).

7.4. Dosage du cholestérol

Le dosage du cholestérol a été réalisé par la méthode enzymatique

colorimétrique selon la fiche technigque (Spinreact).

Le cholestérol présent dans I'échantillon forme un complexe coloré selon la

réaction suivante :

Cholestérol Estérase

Cholestérol ester + H,0 Cholestérol + Acides gras
; Cholest érol Oxydase ;
Cholestérol + 0, 4 — Cholesténone + H,0,
Peroxydase

2H,0, + Phénol + 4 — Aminophenasone —— > 4H,0 + Quinoneimine

L'intensité de la couleur formée est proportionnelle a la concentration du
cholestérol dans I'échantillon (Naito, 1984).
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7.5.  Dosage des protéines totales

Le dosage de protéine a été réalisé par la méthode colorimétrique selon la fiche
technique (Spinreact).

Les liaisons peptidiques réagissent avec les sulfates de cuivre en milieu alcalin
formant une coloration violette (bleu-violet) dont I’intensité mesurée a 540 est

proportionnelle a la quantité de protéines présentes dans le milieu (Burtis et al., 1999).

7.6. Dosage d’albumine

La détermination de la concentration de I’albumine a été réalisée par la méthode

colorimétrique selon la fiche technique (Spinréact).

L’albumine réagit avec le vert de bromocrésol (BCG) en milieu acide, pour
former un complexe coloré, dont I’intensité de la couleur est proportionnelle a la

quantité d’albumine dans I'échantillon (Gendler, 1984).

7.7. Dosage d'urée

Le dosage de I’urée a été réalisé par la méthode enzymatique colorimétrique a
I’uréase selon la fiche technique (Spinréact).

L'urée est hydrolysée enzymatiquement a I'ammoniaque (NH,") et le dioxyde de
carbone (COy). Les ions ammoniaques ainsi formés réagissent avec du salicylate et
I'nypochlorite (NaClO), en présence d'un catalyseur nitroprusside, pour former un

indophénol vert, selon les réactions ci-dessous :

Uréase

Urée + H20 — (NHI)Z + COZ

Nitroprusside

NH; + Salicylate + NaClO0 ————  indophénol

L’intensité de la couleur est proportionnelle a la concentration d’urée dans
I'échantillon (Kaplan, 1984).
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7.8. Dosage de créatinine

Le dosage de créatinine a été réalisé par la méthode cinétique colorimétrique
selon la fiche technique (Spinréact).

L’essai est basé sur la réaction de créatinine avec I’acide picrique : c’est la
réaction de JAFFE. La creéatinine réagit avec le picrate alcalin pour donner un
complexe coloré, mesuré dans un intervalle de temps défini et proportionnel a la

concentration en créatinine de I’échantillon (Murray, 1984).

7.9. Dosage d'acide urique

Le dosage de I’acide urique a été réalisé par la méthode enzymatique
colorimétrique selon la fiche technique (Spinréact).

L'acide urique est oxydé par I’uricase a allantoine et eau oxygénée (2 H,O,) qui
sous l'influence de peroxydase (POD), 4-Aminophenasone (4-AP) et le 2-4

Dichlorophenol sulfonate (DCPS) forme un complexe rouge (quinoneimine).

Uricase

Acide urique + 2 H,0 + 0, ——— Allantoine + CO, + 2 H,0,

POD
2H,0, +4 — AP + DCPS ——— Quinoneimine + 4 H,0

L'intensité de la couleur formeée est proportionnelle a la concentration de l'acide

urique dans I'échantillon (Schultz, 1984).

7.10. Dosage de bilirubine totale et directe

Le dosage de la bilirubine a été réalisé par la méthode colorimétrique selon la

fiche technique (Spinreact).

La bilirubine est convertie en azobilirubine coloré par l'acide sulfanilique
diazoté et mesuré par la méthode photométrique. Les deux fractions de bilirubine
présents dans le sérum, bilirubine-glucuromide et bilirubine libre sont liés a
I'albumine, seulement la bilirubine-glucuromide réagit directement dans la solution
aqueuse (la bilirubine directe). Tandis que la bilirubine libre exige la solubilisation

avec le dimethylsulfoxyde (DMSO) pour réagir (la bilirubine indirecte). Dans la
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détermination de la bilirubine indirecte, la directe est également déterminée, les

résultats correspondent a la bilirubine totale.

L'intensité de la couleur formée est proportionnelle a la concentration de

bilirubine dans I'échantillon (Kaplan et al., 1984).

7.11. Dosage de I'activité d'aspartate aminotransférase ASAT (TGO)

Le dosage de l'activité d'aspartate aminotransférase a été réalisé par la méthode
cinétique selon la fiche technique (Spinréact).

L’aspartate aminotransférase (ASAT) appelée aussi L'oxaloacétate de glutamate
(GOT) catalyse le transfert réversible d'un groupe aminé a partir de l'aspartate au
a-cetoglutarate formant le glutamate et l'oxaloacétate. L'oxaloacétate est réduit au
malate par la malate déshydrogénase (MDH) et le NADH, H* (Murray, 1984).

ASAT
Aspartate + a — Cétoglutarate —— Glutamate + Oxaloacétate

MDH
Oxaloacétate + NADH + HY ——— Malate + NAD'

7.12. Dosage de I'activité d'alanine aminotransférase ALAT (TGP)

Le dosage de l'activité d'alanine aminotransférase a éte réalisé par la méthode

cinétique selon la fiche technique (Spinréact).

La diminution de la concentration en NADH est directement proportionnelle a
I’activité enzymatique d’alanine aminotransférase dans I’échantillon (Murray, 1984).

Le principe est présenté selon la réaction suivante :

ALAT
L — Alanine + a — cétoglutarate —— Glutamate + Pyruvate

LDH
Pyruvate + NADH + Hf —— L — Lactate + NAD*
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7.13. Dosage de I'activité de phosphatase alcaline (ALP)

Le dosage de l'activité de phosphatase alcaline a été réalisé par la méthode
cinétique selon la fiche technique (Spinréact).

La phosphatase alcaline catalyse I’hydrolyse de p-nitrophényl phosphate
a pH 10.4 pour donner le p-nitrophénol et le phosphate (Rosalki et al., 1993), selon la

réaction suivante :

ALP
P — Nitrophenylphosphate + H,0 —— P — Nitrophenol + Phosphate

La formation de p-nitrophénol est mesurée photométriqguement, ou elle est
proportionnelle a I’activité catalytique de la phosphatase alcaline dans I’échantillon.

7.14. Dosage de I'activité de lactate déshydrogénase (LDH)

Le dosage de l'activité de lactate déshydrogénase a été réalisé par la méthode

cinétique selon la fiche technique (Spinréact).

Lactate deshydrogenase (LDH) catalyse la réduction de pyruvate par NADH

selon la réaction suivante :

LDH
Pyruvate + NADH + Ht —— L — Lactate + NAD*

La diminution de la concentration en NADPH est directement proportionnelle a

I’activité enzymatique de LDH dans I’échantillon (Pesce, 1984).

7.15. Dosage de l'activité de I'a-amylase

Le dosage de l'activité de l'a-amylase a été réalisé par la méthode cinétique
selon la fiche technique (Spinréact).

Le 2-chloro-4-nitrophenyl a-D-maltotrioside (CNPG3) est enzymatiquement
hydrolysé par l'a-amylase en 2-chloronitrophenol (CNP) avec la formation de

2-chloro-4-nitrophenyl a-D-maltoside (CNPG;), maltriose (Gg) et en glucose (G).

a—Amylase

10 CNPGs ————— 9 CNP + 1CNPG, + G3 + G
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L'intensit¢ de la couleur de 2-chloronitrophenol (CNP) formé est

proportionnelle a lI'activité de I' a-amylase dans I'échantillon (Ying Foo et al., 1998).

7.16. Dosage du glycogene hépatique

Le dosage du glycogene hépatique se fait par la méthode enzymatique

de Bergmeyer (1963).

7.16.1. Principe
Le glycogene hépatique s’hydrolyse en glucose par I'amyloglucosidase
(EC.3.2.1.3) (figure 25).

Amyloglucosidase Amyloglucosidase
_—{terminal {1-8} residues) |
i |
Glucose

CH,OH

Figure 25: L hydrolyse de I'amidon au glucose est catalysée par I'amyloglucosidase.

7.16.2. Préparation de I’homogénat
250 mg de foie des rats des différents groupes étudiés, a été homogénéisé dans
des tube avec 4 ml I’acide perchlorique (0.6 M) glacé. Les tubes en suit ont été lavé

avec I’acide perchlorique (0.6 M) jusqu’a I’obtention de volume de 8 ml.

7.16.3. Mode opératoire

Blanc Essai
Homogénat (pl) 100 100
Bicarbonate de potassium (1 M) (ul) 70 70
Tampon (Acide Acétique, Hydroxyde de sodium) 1.0 _
pH 4.5 (ml)
Amyloglycosidase (ml) _ 1.0
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o laisser les tubes durant la nuit dans un bain marie a 40°C.

e Ajouter a chaque tube 50 ul de I’acide perchlorique (0.6 M).

e Agiter et centrifuger a 10000 tours/min pendant 2 min.

e Ajouter 1 ml de tampon phosphate contient du glucose oxydase (GOD) et
peroxydase (POD).

e Lire la densité optique a 420 nm contre le blanc.

Chaque essai est répétée deux fois, la valeur moyenne de I’absorbance est
calculée puis convertie en équivalent de concentration glycogéne a I’aide d’une
courbe d’étalonnage eétablie, avec du glucose (0-250 mg/ml), dans les mémes

conditions expérimentales.

8. Dosage des parameétres du stress oxydatif

8.1.  Préparation de I’homogenat

Un gramme de foie des rats des différents groupes étudiés a été utilisé. Aprés
broyage et homogénéisation des tissus dans le TBS (Tris 50 mM, NaCl 150m M,
pH 7.4), on a procédé a une centrifugation de la suspension cellulaire (9000 trous/min,
4°C, 15 min), le surnageant obtenu est aliquoté dans des tubes eppendorfs puis
conservés a (- 20°C) en attendant d’effectuer le dosage des parametres du stress

oxydatif.

8.2.  Dosage des protéines hépatiques

Le dosage des protéines est déterminé selon la méthode de Bradford (1976) qui
utilise le bleu de Coomassie comme réactif. Ce dernier réagit avec les groupements
amines (-NH,) des protéines pour former un complexe de couleur bleu (L’apparition
de la couleur bleu reflete le degré d’ionisation du milieu acide et I’intensité

correspond & la concentration des protéines).
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Pour cela, nous avons procédés aux étapes suivantes :
v’ Prélever 0.1 ml de I’homogénat.
v Ajouter 5 ml de réactif de Bradford.
v' Agiter et laisser reposer 5 minutes.
v’ Lire 2595 nm les densités optiques contre le blanc.

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

conditions.

8.3.  Dosage de malondialdéhyde (MDA)

Le MDA peut étre détecté par une réaction colorimétrique a I’acide
thiobarbiturique (TBA). La détection de MDA issue de la dégradation des acides gras
polyinsaturés a 3 ou 4 doubles liaisons peroxydees, constitue une methode tres
sensible pour déterminer une lipopéroxydation in vitro. Le dosage de MDA est réalisé
selon la méthode de Buege and Aust (1984).

Le principe de ce dosage est basé sur la condensation de MDA en milieu acide
et a chaud avec I’acide thiobarbiturique, pour former un pigment (rose) (figure 26).

Ce chromogene peut étre donc mesuré par spectrophotomeétrie d’absorption a 530 nm.

itz ndialds hyda Acida thiobarbtunque
(fl Ca ) (TEA)

& M COH  H3 N\‘/SHl
NMN
H H

Darive MDA (TER)S

Figure 26 : Réaction de dialdéhydemalonique avec I’acide Thiobarbiturique.
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La procédure expérimentale de dosage de MDA, est la suivante :

v’ Prélever 375 ul de 'homogénat.

v" Ajouter 150 ul de solution tampon TBS (Tris 50 mM, NaCl 150 mM pH 7.4).

v' Ajouter 375 pl de solution TCA-BHT (TCA 20%, BHT 1%).

v" Vortexer et centrifuger a 1000 tours/min pendant 10 min.

v' Prélever 400 ul de surnageant.

v" Ajouter 80 ul d’HCI 0.6 M.

v" Ajouter 320 ul de solution Tris-TBA (Tris 26 mM, TBA 120 mM).

v/ Mélanger et incuber au bain marie a une température de 80°C pendant
10 minutes.
La densité optique a été enregistrée a A = 530 nm. L’absorbance est directement

proportionnelle a la quantité de MDA forme, donnant ainsi une évaluation précise des

lipides peroxydes.

La concentration du MDA est calculée selon la loi de Beer-Lambert (DO =E.C.L) :

DO .10%
e.L X .Fd

C (nmol/mg protéine) =

C : Concentration en nmoles/mg de protéines ;

DO : Densité optique lue a 530 nm ;
E : Coefficient d’extinction molaire du MDA = 1.56 105 M-1 cm-1 ;

L : Longueur du trajet optique = 0.779 cm ;

X : Concentration de I’extrait en proteines (mg/ml) ;
Fd : Facteur de dilution : Fd = 0.2083.

8.4.  Dosage du glutathion réduit (GSH)

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

groupements (-SH) spécifique du glutathion (figure 27).
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COOH HOh 7
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’ Acide thionitro-benzoique
HOOE G
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Figure 27: Reaction d’Ellman.

La procédure expérimentale de dosage du glutathion réduit est la suivante :
Prélever 0.8 ml de I'homogenat ;
Ajouter 0.2 ml de solution d’acide salicylique (0.25%) ;
Agiter et laisser pendant 15 minutes dans un bain de glace ;
Centrifuger a 1000 tours/min pendant 5 min ;
Prélever 0.5 ml du surnageant ;
Ajouter 1 ml de tampon Tris, pH 9.6 ;
Mélanger et ajouter 0.025 ml d’acide 5,5 dithio-bis-2-nitrobenzoique (DTNB)
a0.01M.

AN N N N N

Laisser pendant 5 min a une température ambiante et lire les densités optiques a

412 nm contre le blanc réactif.

La concentration du glutathion réduit est obtenue par la formule suivante :

DO x1 x1.525

GSH (anl GSH/mg de prOtéine) - 13100 x0.8 x0.5 xmg protéine

= DO : Densité optique.

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

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

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

= 0.8: Volume de I’homogénat.

= 0.5: Volume de surnageant.
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8.5.  Dosage de I’activité du glutathion peroxydase (GSH-PXx)

L’activité enzymatique du glutathion peroxydase (GSH-Px) a été mesurée par la
méthode de Flohe and Gunzler (1984). Cette méthode est basee sur la réduction de
peroxyde d’hydrogene (H,O;) en présence du glutathion réduit (GSH), ce dernier est
transformeé en (GSSG) sous I’influence de GSH-Px selon la réaction suivante :

GSH—Px
H,0, + 2 GSH ———— GSSG + 2 H,0

Pour cela, nous avons procédé aux étapes suivantes :

v' Prélever 0.2 ml de I'homogénat (surnageant) ;

v Ajouter 0.4 ml de GSH (0.1 mM) ;

v Ajouter 0.2 ml de solution tampon TBS (Tris 50 mM, NaCl 150 mM, pH 7.4) ;

v" Incuber au bain marie a 25°C, pendant 5 min ;

v Ajouter 0.2 ml de H,O, (1.3 mM) pour initier la réaction, laisser agir pendant 10
minutes ;

v Ajouter 1 ml de TCA (1%) pour arréter la réaction ;

v Mettre le mélange dans un bain de glace pendant 30 minutes ;

v' Centrifuger durant 10 minutes a 3000 tours /minutes ;

v' Prélever 0.48 ml de surnageant ;

v' Ajouter 2.2 ml de solution tampon TBS ;

v Ajouter 0.32 ml de DTNB (1.0 mM) ;

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

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

suivante :

GSH-Px (umol GSH/mg protéine) = (DOéCha““"‘”]‘)O X DO etalon )*0.0%
étalon

= DO gehantilion - Densité optique de I’échantillon.
® DO ¢uaion : Densité optique de I’étalon.
= 0.04 : Concentration de substrat (GSH).
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8.6.  Dosage de I’activité du glutathion-S-transférase (GST)

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

a 340 nm de longueur d’onde.

8.6.1. Protocole expérimental

La méthode utilisee dans cette étude pour doser le GST est celle de Habig et al.
(1974) ; celle-ci consiste a faire agir le GST contenue dans I’homogénat sur un
mélange (GSH + CDNB) a une température de 37°C et a un pH de 6.5. La variation
de la densité optique, due a I’apparition du complexe GSH-CDNB, est mesurée

pendant 1 minute durant 5 minutes a une longueur d’onde de 340 nm.

Réactifs Blanc (ul) Essai (ul)
Tampon phosphate (0.1M) pH 6.5 850 830
CDNB (0.02M) 50 50

GSH (0.1M) 100 100
Homogeénat - 20

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

La concentration de la GST est obtenue par la formule suivante :

(DO¢chant /min — DOpjgne /miniy
9.6 xmg prot éine

GST (nmol GST/min/mg protéine) =

* Do ¢ehant/min : Densité optique de I’échantillon /min.
= DO pianc/min : Densité optique du blanc /min.
= 9.6 : Coefficient d’extinction du GSH-CDNB.
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8.7. Dosage de I’activité du catalase (CAT)
L’activité du catalase est déterminée selon la méthode de Clairborne (1985).
Le principe repose sur la disparition de I’'H,0, & 25°C par la présence du catalase.
8.7.1. Méthode de dosage

Le dosage est réalisé dans un volume final de 3 ml. A 2.9 ml d’une solution
d’H,0; (19 mmol/L) (préparée dans un tampon phosphate 0.1M, pH 7.4) nous avons
additionné 100 ul de I’homogénat.

La réaction est contrélée par une lecture continue du changement d’absorbance

a 240 nm apres chaque minute dans un intervalle de temps de deux minutes.

Calcul de I’activité :

L activité de I’enzyme est exprimée en Unité/mg de protéine.

. _ 2303 A
-1 %%

= F = Constant de vitesse de la réaction.
= T : Intervalle de temps (min).
= Al : Absorbance a la premiére minute.

= A2 : Absorbance a la deuxiéme minute.

9. Traitement statistique des résultats

Les résultats ont eté representés sous forme de moyenne plus ou moins I’écart
type moyen (Moy = SEM), la comparaison entre les différents groupes sont effectuees
apres une analyse de la variance (ANOVA), les moyennes sont comparées par un test
Mann Whitney U.

L’ analyse statistique des données a été réalisée grace au logiciel MINITAB (Version 16).

Les différences sont considérees comme :
@ Significatives lorsque (p < 0.05).
® Hautement significative lorsque (p < 0.01).
#® Tres hautement significative lorsque (p < 0.001).

Avec p : Seuil de signification.
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RESULTATS

1. Effet du traitement par la vitamine C sur les rats diabétiques
1.1.Etude de la croissance corporelle et la consommation alimentaire

Nos résultats montrent une diminution hautement significative (p < 0.01) du
poids corporel et de la consommation alimentaire chez le lot de régime carencé en
zinc (RC) (- 44.73%, - 18.64%) respectivement, par rapport a celui de régime
alimentaire normal (RN), tandis que, on enregistre une augmentation hautement
significative (p < 0.01) du poids corporel et une augmentation significative (p < 0.05)
de la consommation alimentaire chez les rats alimentés par un régime normal traités
par la vitamine C (RN + Vit C) comparant a ceux non traités (RN) et une
augmentation significative (p < 0.05) du poids corporel, et une augmentation
hautement significative (p < 0.01) de la consommation alimentaire chez les rats
carenceés en zinc traités par la vitamine C (RC + Vit C) par rapport a ceux non traités
(RC) (tableau 09, figures 28, 29).

Tableau 09 : Variation du poids initial, gain du poids corporel et la consommation
alimentaire des rats diabétiques qui sont sous un régime alimentaire normal (RN), un
régime alimentaire carencé en zinc (RC), un régime alimentaire normal traités par la
vitamine C (RN + Vit C) et un régime alimentaire carence en zinc traités par la

vitamine C (RC + Vit C) aprés 27 jours de traitement.

Parametres Lots expérimentaux
RN RC RN + Vit C RC + Vit C

Poids initial (g) 225.00 £28.04 | 224.83 +37.39 | 223.00+16.19 | 223.00 +29.20
Gain du poids

4750 +1.151 | 2.625°+0.661 | 5571°+0.336 | 3.150°+0.276

(g/jour/rat)
% - 44.73% +17.28% +20.00%

Consommation
alimentaire (g/jour/rat)

% - 18.64% + 14.00% +20.62%

15.50 + 1.10 12.61° + 1.20 17.67%+ 1.55 15.21%+ 0.40

3y < 0.05, °p < 0.01 : différence significative par rapport au groupe RN.

°p < 0.05, 9p < 0.01 : différence significative par rapport au groupe RC.
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Figure 28: Variation du gain de poids corporel des rats
diabétiques aprés 27 jours de traitement par la vitamine C. /
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Figure 29: Variation de la consommation alimentaire des rats

\ diabétiques aprés 27 jours de traitement par la vitamine C. /
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1.2.Etude de statut du zinc dans I’organisme

Le tableau 10 et les figures (30, 31, 32, 33, 34, 35) présentent une diminution
significative de la concentration du zinc dans le sérum et le foie (p < 0.001), dans le
rein, le testicule et le pancréas (p < 0.05) et une augmentation significative (p < 0.05)
de la concentration du zinc dans le fémur chez les rats qui sont sous un régime
alimentaire pauvre en zinc (RC) par rapport & ceux qui sont sous un régime

alimentaire normal (RN).

Apres le traitement par la vitamine C des rats alimentés par un régime normal
(RN + Vit C), on remarque une augmentation hautement significative (p < 0.01) de la
concentration du zinc dans le sérum, le foie, le testicule et le fémur, et une
augmentation significative (p < 0.05) de la concentration du zinc dans le pancréas
comparant a ceux non traités (RN), ainsi pour les rats de régime carencé en zinc qui
sont traités par la vitamine C (RC + Vit C), on constate une augmentation
significative (p < 0.05) de la concentration du zinc dans le serum et le pancréas et une
augmentation hautement significative (p < 0.01) de la concentration du zinc dans le
foie, le testicule et le fémur par rapport aux rats de régime carencé en zinc
non traités (RC).

L’effet de la vitamine C et le sélénium sur le développement de diabéte 75
chez les rats alimentés par un régime alimentaire carencé en zinc.



ETUDE EXPERIMENTAL

Chapitre 11 ; Résultats

Tableau 10 : Variation de la concentration du zinc dans le sérum, le foie, le rein,

le testicule, le fémur et le pancréas des rats diabétiques qui sont sous un régime

alimentaire normal (RN), un régime alimentaire carencé en zinc (RC), un régime

alimentaire normal traités par la vitamine C (RN + Vit C) et un régime alimentaire

carencé en zinc traités par la vitamine C (RC + Vit C) apres 27 jours de traitement.

Organes

Lots expérimentaux

RN

RC

RN+ Vit C

RC+VitC

Sérum (ug/dl)

77.50+£0.018

68.40°+0.002

101.61° + 0.029

75.25%+ 0.019

%

- 11.74%

+31.11%

+10.01%

Foie (1g/g)

67.30 £2.82

44.00° + 3.26

75.37°+0.82

64.92°+ 3.17

%

- 34.62%

+ 12.00%

+ 47.54%

Rein (ug/g)

85.03 +4.85

73.18% £2.08

56.57° + 6.69

34.67°+9.20

%

-13.93%

- 33.5%

+ 52.62%

Testicule (1g/g)

124.90 +10.40

103.04%+ 1.74

153.44° + 4,51

145.90° £15.40

%

-17.50%

+ 22.85%

+ 41.59%

Fémur (ug/g)

82.25+3.23

144.02%+ 2.02

219.20° + 21.40

193.10°+ 17.40

%

+ 75.10%

+166.50%

+ 34.08%

Pancréas (ug/g)

55.76 £ 2.03

40.85% + 0.81

63.05% + 3.20

50.199+ 1.49

%

- 26.74%

+13.07%

+22.86%

3y < 0.05, °p < 0.01, °p < 0.001 : différence significative par rapport au groupe RN.

9p < 0.05, ®p < 0.01 : différence significative par rapport au groupe RC.
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Figure 30: Variation de la concentration du zinc dans le sérum des rats
diabétiques aprés 27 jours de traitement par la vitamine C.
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Figure 31: Variation de la concentration du zinc dans le foie des rats
diabétiques aprés 27 jours de traitement par la vitamine C.
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Figure 32: Variation de la concentration du zinc dans le rein des rats

\ diabétiques aprés 27 jours de traitement par la vitamine C. j

L’effet de la vitamine C et le sélénium sur le développement de diabéte 77
chez les rats alimentés par un régime alimentaire carencé en zinc.




ETUDE EXPERIMENTAL Chapitre Il : Résultats

ORC  @RN+VitC  @RC+VitC | \

b ¢

.....

Concentration (ng/g) \
o
-
z

—
W VN WIS UNEN TEN W NS W —

SR SR e e e e

«
<
«
«
«
«
«
<
&

L
-~ 5 e

Lots expérimentaux

Figure 33: Variation de la concentration du zinc dans le testicule des
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Figure 34: Variation de la concentration du zinc dans le fémur des rats

diabétiques aprés 27 jours de traitement par la vitamine C. j
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Figure 35: Variation de la concentration du zinc dans le pancréas des rats

\ diabétiques aprés 27 jours de traitement par la vitamine C. j
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1.3.Etude des parameétres biochimiques

1.3.1. Profile glucidique (glucose et glycogéne)

Les statistiques exposent une augmentation trés hautement significative
(p < 0.001) de la concentration serique du glucose (+ 41.53%) chez les rats carencés
en zinc (RC) comparant aux rats consommes un régime normal (RN). En revanche, on
enregistre chez le lot nourri par un régime normal traité par la vitamine C
(RN + Vit C) une diminution significative (p < 0.05) de la concentration sérique du
glucose (- 09.21%) par rapport au lot non traité (RN). D’autre part on note chez les
rats alimentés par un régime pauvre en zinc supplémentés par la vitamine C
(RC + Vit C) une diminution significative (p < 0.05) de la concentration sérique du
glucose (- 14.94%) comparant aux rats carences en zinc non traités (RC) (tableau 11,
figure 36).

Par ailleurs, on constate une diminution tres hautement significative (p < 0.001)
de la teneur hépatique du glycogene (- 25.84%) chez les rats sous un régime carencé
en zinc (RC) confrontant aux rats sous un régime normal (RN). Le traitement par la
vitamine C (RN + Vit C) et (RC + Vit C) a augmenté significativement la teneur
hépatique du glycogeéne (p < 0.001 ; p < 0.01) respectivement, par rapport aux lots
non traités (RN) et (RC) (tableau 11, figure 37).

1.3.2. Profile lipidique (lipides totaux, triglycérides, cholestérol)

L’interprétation des résultats démontre une augmentation trés hautement
significative (p < 0.001) de la concentration sérique des triglycérides (+ 213.04%) et
une augmentation hautement significative (p < 0.01) de la concentration sérique des
lipides totaux (+ 116.61%) chez le groupe carenceé en zinc (RC) comparant au groupe
qui a consommeé un régime riche en zinc (RN). Par contre, on constate une diminution
hautement significative (p < 0.01) de la concentration sérique des lipides totaux
(- 16.46%) et une diminution significative (p < 0.05) de la concentration sérique du
cholestérol (- 21.75%) et des triglycérides (- 17.75%) chez le lot nourri par une diéte
normale traité par la vitamine C (RN + Vit C) par rapport au groupe nourri par une
diéte normale (RN). Par ailleurs, on remarque une diminution trés hautement

significative (p <0.001) de la concentration sérique des lipides totaux (- 51.41%)
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et des triglycérides (- 70.47%) et une diminution hautement significative (p < 0.01) de

la concentration sérique du cholestérol (- 30.59%) des rats alimentés par un régime

pauvre en zinc supplémentés par la vitamine C (RC + Vit C) comparant aux rats

carencés en zinc non traités (RC) (tableau 11, figures 38, 39, 40).

Tableau 11 : Variation de quelques parametres biochimiques sériques (glucose,

lipides totaux, cholestérol, triglycérides) et du glycogéne hépatique chez les rats

diabétiques qui sont sous un régime alimentaire normal (RN), un régime alimentaire

carencé en zinc (RC), un régime alimentaire normal traités par la vitamine C

(RN + Vit C) et un régime alimentaire carencé en zinc traités par la vitamine C

(RC + Vit C) apres 27 jours de traitement.

Paramétres

Lots expérimentaux

RN

RC

RN+ Vit C

RC+VitC

Glucose
(mg/dl)

220.79 £ 0.072

312.50° + 0.190

200.46% + 0.032

265.89+0.127

%

+ 41.53%

- 09.21%

- 14.94%

Glycogéne hépatique
(mg/g poids sec)

37.57+191

27.86° + 0.54

52.04° +2.11

43.51° +2.47

%

- 25.84%

+ 38.51%

+ 56.16%

Lipides totaux
(mg/dl)

411.8+25.80

892.0° + 12.00

344.0° + 10.50

433.4'+8.36

%

116.61%

- 16.46%

-51.41%

Cholestérol
(mg/dl)

78.87 £ 7.25

94.27+5.04

61.71%+ 2.59

65.43°+ 3.14

%

+ 19.52%

- 21.75%

- 30.59%

Triglycerides
(mg/dl)

110.88+ 2.18

347.10°+20.5

91.19°+6.14

102.50"+ 21.7

%

+213.04%

-17.75%

-70.47%

1< 0.05, °p < 0.01, °p < 0.001 : différence significative par rapport au groupe RN.

9 < 0.05, ®p < 0.01, 'p < 0.001 : différence significative par rapport au groupe RC.
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Figure 36: Variation de la concentration sérique du glhucose chez les rats

\ diabétiques aprés 27 jours de traitement par la vitamine C. j
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Figure 37 : Variation de la concentration du glycogéne hépatique chez les
rats diabétiques aprés 27 jours de traitement par la vitamine C. J/
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Figure 39 : Variation de la concentration sérique du cholestérol chezles

\ rats diabétiques aprés 27 jours de traitement par la vitamine C. /}
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Figure 40 : Variation de la concentration sérique des triglycérides chezles
\ rats diabétiques aprés 27 jours de traitement par la vitamine C. /z
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1.3.3. Profile protéique

» Protéines totales et albumine

Le tableau 12 et les figures (41, 42) illustrent une diminution hautement
significative (p < 0.01) de la concentration sérique des protéines totales (- 20.88%)
et une diminution significative (p < 0.05) de la concentration sérique d’albumine
(- 17.31%) des rats nourris par une nourriture pauvre en zinc (RC) par rapport aux rats
nourris par une nourriture normale (RN). Par ailleurs, nos résultats indiquent une
augmentation hautement significative (p < 0.01) de la concentration sérique des
protéines totales (+ 32.13%) et une augmentation significative (p < 0.05) de la
concentration sérique d’albumine (+ 33.14%) chez les rats qui sont sous un régime
alimentaire normal supplémentés par la vitamine C (RN + Vit C) par rapport a ceux
non traités (RN) et une augmentation trés hautement significative (p < 0.001) de la
concentration sérique des protéines totales (+ 17.32%) et d’albumine (+ 28.18%) de
lot carencé en zinc traité par la vitamine C (RC + Vit C) comparé au lot carencé en

zinc non traité (RC).

> Urée et créatinine

Nos résultats indiquent une augmentation significative (p < 0.05) de la
concentration sérique d’urée (+ 07.97%) et une augmentation hautement significative
(p < 0.01) de la concentration sérique de créatinine (+ 90.70%) des rats alimentés par
un régime pauvre en zinc (RC) comparé aux rats alimentés par un régime riche en
zinc (RN). En revanche 1’administration de la vitamine C chez les rats alimentés par
une nourriture normale (RN + Vit C) a provoqué une diminution hautement
significative (p < 0.01) de la concentration sérique d’urée (- 20.44%) par rapport aux
rats alimentés par un régime normal (RN), mais pour les rats de régime pauvres en
zinc le traitement par la vitamine C (RC + Vit C) a causé une diminution tres
hautement significative (p < 0.001) de la concentration sérique d’urée (- 16.31%)
et de créatinine (- 39.86%) par rapport aux rats carencés en zinc (RC) (tableau 12,
figures 43, 44).
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» Acide urique

Les statistiques exposent une augmentation hautement significative (p < 0.01)
de la concentration sérique d’acide urique (+ 32.39%) chez les rats alimentés par un
régime pauvre en zinc (RC) comparé aux rats de régime normal (RN). D’autre part,
I’administration de la vitamine C chez les groupes ; de régime normal (RN + Vit C)
et de régime carencé en zinc (RC + Vit C) a provoqué une diminution significative
(p < 0.05) de la concentration sérique d’acide urique par rapport aux deux groupes
non traités (RN) et (RC) (tableau 12, figure 45).

» Bilirubine totale et directe

Le tableau 12 et les figures (46, 47) présentent une augmentation significative
(p < 0.001 ; p < 0.05) respectivement, de la concentration sérique de bilirubine totale
(+ 46.50%) et directe (+ 31.87%) des rats alimentés par un régime pauvre en zinc
(RC) comparé aux rats alimentés par un régime alimentaire riche en zinc (RN). Par
ailleurs, le traitement par la vitamine C des rats alimentés par une nourriture normale
(RN + Vit C) a provoqué une diminution hautement significative (p < 0.01) de la
concentration sérique de bilirubine totale (- 17.55%) par rapport aux rats alimentés
par un régime normal (RN), ainsi, pour les rats de régime pauvre en zinc I’addition de
la vitamine C (RC + Vit C) a causé une diminution significative (p < 0.05) de la
concentration sérique de bilirubine totale et directe (- 17.22% ; - 21.95%)

respectivement, par rapport aux rats de régime carence en zinc (RC).
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Tableau 12: Variation de quelques parameétres biochimiques sériques (protéines

totales, albumine, urée, créatinine, acide urique, bilirubine totale, bilirubine directe)

chez les rats diabétiques qui sont sous un régime alimentaire normal (RN), un régime

alimentaire carencé en zinc (RC), un régime alimentaire normal traités par

la vitamine C (RN + Vit C) et un régime alimentaire carencé en zinc traités par la

vitamine C (RC + Vit C) apres 27 jours de traitement.

Paramétres

Lots expérimentaux

RN

RC

RN + Vit C

RC + Vit C

Protéines totales
(g/dl)

6.13+ 0.310

4.85° +0.110

8.10° + 0.517

5.69°+0.113

%

- 20.88%

+32.13%

+17.32%

Albumine (g/dl)

3.304 +0.210

2.732%+0.053

4.399% + 0.268

3.502°+0.116

%

-17.31%

+ 33.14%

+ 28.18%

Urée (mg/dl)

54.68+1.20

59.04% +1.51

43.50°+2.21

49.41°+1.78

%

+ 07.97%

- 20.44%

- 16.31%

Créatinine
(mg /dl)

0.538 +0.136

1.026° + 0.069

0.447+0.041

0.617°+ 0.058

%

+90.70%

- 16.91%

- 39.86%

Acide urique
(mg/dl)

2.797 £0.13

3.703° + 0.350

2.277%+£0.178

2.762%+0.189

%

+ 32.39%

- 18.59%

- 25.41%

Bilirubine totale
(mg/dl)

0.729 + 0.036

1.068°+ 0.058

0.601° + 0.024

0.884% + 0.094

%

+46.50%

- 17.55%

-17.22%

Bilirubine directe
(mg/dl)

0.411 +0.029

0.542%+0.043

0.375+ 0.007

0.423%+ 0.009

%

+31.87%

- 08.76%

- 21.95%

3y < 0.05, °p < 0.01, °p < 0.001 : différence significative par rapport au groupe RN.

90 < 0.05, ®p < 0.001 : différence significative par rapport au groupe RC.
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Figure 41: Variation de la concentration sérique des protéines totales chez
les rats diabétiques aprés 27 jours de traitement par la vitamine C.
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Figure 42 : Variation de la concentration sérique d'albumine chezles rats

diabétiques aprés 27 jours de traitement par la vitamine C. j
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Figure 43 : Variation de la concentration sérique d'urée chez les rats

\ diabétiques aprés 27 jours de traitement par la vitamine C. /
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Figure 44 : Variation de la concentration sérique de créatinine chez les _
rats diabétiques aprés 27 jours de traitement par la vitamine C. j
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Figure 45 : Variation de la concentration sérique d'acide urique chez les ‘
rats diabétiques aprés 27 jours de traitement par la vitamine C. )
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Figure 46 : Variation de la concentration sérique de bilirubine totale chezles
\ rats diabétiques aprés 27 jours de traitement par la vitamine C.
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Figure 47 : Variation de la concentration sérique de bilirubine directe chez
les rats diabétiques aprés 27 jours de traitement par la vitamine C.
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1.3.4. Parametres enzymatiques

» Transaminases

Nos résultats révelent une augmentation trés hautement significative (p < 0.001)
de l'activité enzymatique de TGO (+ 42.80%) et une augmentation hautement
significative (p < 0.01) de l'activité enzymatique de TGP (+ 38.12%) chez les rats
carenceés en zinc (RC) comparé aux rats de diete normale (RN). Par conséquence, les
résultats indiquent que I’administration de la vitamine C chez le groupe de régime
normal (RN + Vit C) a provoqué une diminution tres hautement significative
(p < 0.001) de I’activité enzymatique de TGO (- 13.58%) et de TGP (- 33.54%) par
rapport a celui non traité (RN). D’autre part on enregistre une diminution significative
(p < 0.05; p < 0.01) respectivement, de I’activité enzymatique de TGO et de TGP
chez les rats diabétiques traités par la vitamine C et qui sont sous un régime
alimentaire pauvre en zinc (RC + Vit C) par rapport aux autres non traités (RC)
(tableau 13, figures 48, 49).

» Phosphatase alcaline (ALP) et lactate déshydrogénase (LDH)

Les résultats obtenus indiquent que la carence en zinc dans 1’alimentation (RC)
est accompagnée par une diminution significative (p < 0.001; p < 0.01)
respectivement, de I’activité enzymatique d’ALP (- 61.19%) et de LDH (- 22.14%)
par rapport au groupe de régime normal (RN). Alors que, l'activité enzymatique
d’ALP montre une augmentation significative (p < 0.05) chez les deux lots traités par
la vitamine C (RN + Vit C) et (RC + Vit C) par rapport aux deux groupes non traités
(RN) et (RC). Cependant, I’activité enzymatique de LDH présente une augmentation
hautement significative (p < 0.01) chez le lot carencé en zinc traité par la vitamine C
(RC + Vit C) par rapport a celui non traité (RC) (tableau 13, figures 50, 51).
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» oa-amylase

D’apres le tableau 13 et la figures 52 on observe une augmentation trés
hautement significative (p < 0.001) de I’activité de I’a-amylase (+ 48.95%) chez le
groupe carencé en zinc (RC) comparé au groupe alimenté par une diéte normale (RN).
En revanche, les résultats démontrent que 1’administration de la vitamine C chez les
rats carencés en zinc (RC + Vit C) a causé une diminution hautement significative

(p < 0.01) de I’activité de I’a-amylase (- 10.43%) par rapport a ceux non traités (RC).

Tableau 13: Variation de I’activité de quelques enzymes sériques (TGO, TGP, ALP,
LDH, a-amylase) chez les rats diabétiques qui sont sous un régime alimentaire normal
(RN), un régime alimentaire carencé en zinc (RC), un régime alimentaire normal
traités par la vitamine C (RN + Vit C) et un régime alimentaire carenceé en zinc traités

par la vitamine C (RC + Vit C) aprés 27 jours de traitement.

Enzymes Lots expérimentaux
RN RC RN + Vit C RC + Vit C

TGO (UIIL) 71.12+0.55 | 101.56°+4.30 | 61.46°+2.35 | 83.699+6.99

% +42.80% - 13.58% -17.59%
TGP (UI/L)

72.69+1.55 | 100.40°+5.67 | 48.31°+1.74 81.13°+ 0.69

% +38.12% - 33.54% - 19.19%

ALPUVL) | 171394575 | 66.51°+459 | 191.46°+5.65 | 1004+ 16.00

% - 61.19% +11.71% +50.95%

LDHUIL) | 69784401 | 5433°2281 | 7457+184 | 7002°+243

% - 22.14% + 06.86% +29.06%

a-amylase (UVL) | 65944250 | 971872171 | 6320402 | 8704°+268

% + 48.95% - 03.12% - 10.43%

< 0.05, °p < 0.01, °p < 0.001 : différence significative par rapport au groupe RN.

9 < 0.05, ®p < 0.01 : différence significative par rapport au groupe RC.
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Figure 48: Variation de l'activité enzymatique de TGO chez les rats
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Figure 49: Variation de l'activité enzymatique de TGP chezles rats

\ diabétiques aprés 27 jours de traitement par la vitamine C. J/
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Figure 50: Variation de I'activité enzymatique d'ALP chezles rats
diabétiques aprés 27 jours de traitement par la vitamine C.
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Figure 51: Variation de I'activité enzymatique de LDH chez les rats
diabétiques aprés 27 jours de traitement par la vitamine C.
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Figure 52: Varation de I'activité enzymatique d'a-amylase chez les rats
diabétiques aprés 27 jours de traitement par la vitamine C. j
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1.4.Etude des parametres de stress oxydatif

1.4.1. Malondialdéhyde (MDA)

L’interprétation de tableau 14 et la figure 53 indique une augmentation
hautement significative (p < 0.01) de taux hépatique de MDA (+ 45.23%) chez le
groupe de régime pauvre en zinc (RC) comparé au groupe de régime normal (RN).
En contrepartie, on remarque une diminution significative (p < 0.05) de taux
hépatigue de MDA (- 20.63%) chez le lot sous un régime normal traité par
la vitamine C (RN + Vit C) par rapport a celui non traité (RN) et une diminution
hautement significative (p < 0.01) de taux hépatique de MDA (- 19.12%) chez le
groupe carencé en zinc traité par la vitamine C (RC + Vit C) par rapport a celui non
traité (RC).

1.4.2. Glutathion réduit (GSH)

Le déficit du zinc dans 1’alimentation des rats diabétiques (RC) entraine d’aprés
les résultats obtenus, une diminution tres hautement significative (p < 0.001) de la
teneur hépatique du glutathion réduit (-13.14%) par rapport aux rats diabétiques
alimentés par un régime normal (RN). Par contre, chez les deux groupes traités par
la vitamine C (RN + Vit C) et (RC + Vit C) on enregistre une augmentation trés
hautement significative (p < 0.001) de la teneur hépatique du glutathion réduit en

comparaison avec les deux groupes non traités (RN) et (RC) (tableau 14, figure 54).
1.4.3. Glutathion peroxydase (GSH-PX) et catalase

Nos résultats illustrent une diminution hautement significative (p < 0.01) de
I’activité enzymatique de GSH-Px (- 11.30%) et une diminution trés hautement
significative (p < 0.001) de I’activité enzymatique du catalase (- 36.89%) chez les rats
déficiés en zinc (RC) par rapport aux rats alimentés par un régime riche en zinc (RN).
D’autre part, chez les rats sous un régime normal traités par la vitamine C
(RN + Vit C) on enregistre une augmentation significative (p < 0.01 ; p < 0.05)
respectivement, de D’activité enzymatique de GSH-Px (+ 12.5%) et du catalase

(+ 21.17%), en comparaison avec ceux non traités (RN), ainsi, chez les rats qui sont
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Sous un régime carencé en zinc traités par la vitamine C (RC + Vit C) on enregistre
une augmentation significative (p <0.05;p <0.001) respectivement, de 1’activité
enzymatique de GSH-Px (+ 09.61%) et du catalase (+ 30.67%) en comparaison avec
ceux non traités (RC) (tableau 14, figures 55, 56).

1.4.4. Glutathion-S-Transférase (GST)

Les resultats demontrent une augmentation tres hautement significative
(p < 0.001) de I’activité enzymatique de GST (+ 54.81%) chez le groupe de régime
pauvre en zinc (RC) comparé a celui de régime normal (RN). Par contre, apres
I’addition de la vitamine C (RN + Vit C) et (RC + Vit C) on remarque une diminution
significative (p < 0.05; p < 0.01) de I’activité enzymatique de GST respectivement,
par rapport aux groupes non traités (RN) et (RC) (tableau 14, figure 57).
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Tableau 14

: Variation de la teneur hépatique de malondialdéhyde (MDA)

et du glutathion réduit (GSH) et de I’activité du glutathion peroxydase (GSH-Px), du

glutathion-S-transférase (GST) et du catalase (CAT) hépatiques chez les rats

diabétiques qui sont sous un régime alimentaire normal (RN), un régime alimentaire

carencé en zinc (RC), un régime alimentaire normal traités par la vitamine C

(RN + Vit C) et un régime alimentaire carencé en zinc traités par la vitamine C
(RC + Vit C) apres 27 jours de traitement.

Paramétres

Lots expérimentaux

RN

RC

RN+ Vit C

RC+VitC

MDA
(n mol/mg prot)

0.504 + 0.051

0.732°+0.027

0.400%+ 0.015

0.592°+ 0.029

%

+ 45.23%

- 20.63%

- 19.12%

GSH
(n mol/mg prot)

15.861 + 0.190

13.776°+ 0.290

18.307°+ 0.291

16.8217+ 0.372

%

- 13.14%

+ 15.42%

+22.10 %

GSH-Px
(1 mol GSH /min/mg prot)

0.176 + 0.003

0.156° + 0.003

0.198°+ 0.006

0.171%+ 0.007

%

- 11.30%

+12.5%

+09.61%

CAT
(umolH,O,/min/mg prot)

29.19 + 2.40

18.42°+0.32

35.37%+ 1.09

24.07" +1.19

%

- 36.89%

+21.17%

+30.67%

GST
(nmol GST/min/mg prot)

1.642 £ 0.097

2.542°+0.112

1.131%+0.145

1.749°+ 0.086

%

+54.81%

- 31.12%

- 31.19%

3y < 0.05, °p < 0.01, °p < 0.001 : différence significative par rapport au groupe RN.

9 < 0.05, °p < 0.01, 'p < 0.001 : différence significative par rapport au groupe RC.

L’effet de la vitamine C et le sélénium sur le développement de diabéte
chez les rats alimentés par un régime alimentaire carencé en zinc.

95



ETUDE EXPERIMENTAL Chapitre Il : Résultats

chez les rats diabétiques aprés 27 jours de traitement par la vitamine C.
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Figure 53 : Vanation de la teneur hépatique de malondialdéhyde (MDA)
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Figure 54: Variation de la teneur hépatique du ghitathion réduit (GSH)

\ chez les rats diabétiques aprés 27 jours de traitement par la vitamine C. J
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Figure 55: Vanation del'activité enzymatique du glutathion peroxydase
(GSH-Px) hépatique chez les rats diabétiques aprés 27 jours de traitement
par la vitamine C.
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Figure 56: Vanation del'activité enzymatique du catalase (CAT) hépatique
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2. Effet du traitement par le sélénium sur les rats diabétiques

2.1.Etude de la croissance corporelle et la consommation alimentaire

Nos résultats montrent une diminution hautement significative (p < 0.01) du
poids corporel et de la consommation alimentaire chez le lot alimenté par un régime
alimentaire carencé en zinc (RC) (- 44.73% ; - 18.64%) respectivement, par rapport
a celui alimenté par un régime alimentaire normal (RN), tandis que, on enregistre une
augmentation significative (p < 0.05) du poids corporel et de la consommation
alimentaire chez le lot alimenté par un régime normal traité par le sélénite de sodium
(RN + Se) par rapport a celui alimenté par un régime alimentaire normal (RN) et une
augmentation significative (p < 0.05) du poids corporel et de la consommation
alimentaire chez les rats carencés en zinc traités par le sélénite de sodium (RC + Se)
par rapport a ceux alimentés par un régime alimentaire carencé en zinc (RC) (tableau
15, figures 58, 59).

Tableau 15 : Variation du poids initial, gain du poids corporel et la consommation
alimentaire des rats diabétiques qui sont sous un régime alimentaire normal (RN),
un régime alimentaire carencé en zinc (RC), un régime alimentaire normal traités par
le sélénium (RN + Se) et un régime alimentaire carencé en zinc traités par le sélénium

(RC + Se) apres 27 jours de traitement.

Parameétres Lots expérimentaux

RN RC RN + Se RC + Se

Poids initial (g) 225.00 £28.04 | 224.83 £37.39 | 222.20 £ 27.84 | 228.33+6.71

Gain du poids 475+1.151 | 2.625°+0.661 | 5.0752+0.714 | 3.416°+0.745
(g/jour/rat)

% “44.73 % T 06.84 % +30.13 %
Consommation 1550+1.10 | 12.61°+1.20 | 15.718+0.60 | 14.25°+1.37

alimentaire (g/jour/rat)
% - 18.64% +01.35% +13.00%

3y < 0.05, °p < 0.01 : différence significative par rapport au groupe RN.

‘p < 0.05 : différence significative par rapport au groupe RC.
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Figure 58: Vanation du gain de poids corporel des rats diabétiques
aprés 27 jours de traitement par le sélénium.
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Figure 59: Variation de la consommation alimentaire des rats
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2.2.Etude de statut du zinc dans I’organisme

Le tableau 16 et les figures (60, 61, 62, 63, 64, 65) présentent une diminution
significative de la concentration du zinc dans le sérum et le foie (p < 0.001), dans le
rein, le testicule et le pancréas (p < 0.05) et une augmentation significative (p < 0.05)
de la concentration du zinc dans le fémur des rats qui sont sous un régime alimentaire
pauvre en zinc (RC) par rapport & ceux qui sont sous un régime alimentaire
normal (RN).

Apres le traitement par le séléenium des rats alimentés par un régime normal
(RN + Se), on remarque une augmentation significative (p < 0.05) de la concentration
du zinc dans le rein, le testicule, le fémur et le pancréas comparant a ceux non traités
(RN), ainsi pour les rats alimentés par un régime alimentaire carencé du zinc qui sont
traités par le sélénium (RC + Se), on constate une augmentation hautement
significative (p < 0.01) de la concentration du zinc dans les déférents organes par

rapport aux rats carencés en zinc non traités (RC).

L’effet de la vitamine C et le sélénium sur le développement de diabéte 100
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Tableau 16 : Variation de la concentration du zinc dans le sérum, le foie, le rein,

le testicule, le fémur et le pancréas des rats diabétiques qui sont sous un régime

alimentaire normal (RN), un régime alimentaire carencé en zinc (RC), un régime

alimentaire normal traités par le sélénium (RN + Se) et un régime alimentaire carencé

en zinc traités par le selénium (RC + Se) apres 27 jours de traitement.

Organes

Lots expérimentaux

RN

RC

RN + Se

RC + Se

Sérum (ug/dl)

77.50 £0.018

68.40° +0.002

83.20+ 0.018

63.10° £ 0.004

%

-11.74%

+ 07.35%

- 07.74%

Foie (1g/g)

67.30 £2.82

44.00° + 3.26

71.59+1.03

66.59° + 2.29

%

- 34.62%

+ 06.37%

+51.34%

Rein (1g/g)

85.03 £4.85

73.18%+2.08

144.40% £22.10

82.25° +3.23

%

- 13.93%

+69.82%

+ 12.39%

Testicule (ug/g)

124.90 + 10.4

103.04%+ 01.74

170.90% £ 17.1

146.17° £ 02.88

%

- 17.50%

+36.83%

+34.72%

Fémur (ug/g)

82.25+3.23

144.02% £ 2.02

180.14% + 4.06

167.48° +1.82

%

+ 75.10%

+119.01%

+ 16.29%

Pancréas (ug/g)

55.76 £ 2.03

40.85% + 0.81

58.89%+5.14

42.15° + 1.57

%

3n < 0.05, Pp < 0.001 : différence significative par rapport au groupe RN.

- 26.74%

+ 05.61%

“p < 0.01 : différence significative par rapport au groupe RC.

+ 03.18%

L’effet de la vitamine C et le sélénium sur le développement de diabéte
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Figure 60: Vanation de la concentration du zinc dans le sérum des
rats diabétiques aprés 27 jours de traitement par le sélénmum.
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Figure 61: Variation de la concentration du zinc dans le foie des rats
diabétiques apreés 27 jours de traitement par le sélénum.
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Figure 62: Vanation de la concentration du zinc dans le rein des rats

K diabétiques aprés 27 jours de traitement par le sélénium. /
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Figure 63: Variation de la concentration du zinc dans le testicule des

\ rats diabétiques aprés 27 jours de traitement par le sélénfum. J
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Figure 64: Variation de la concentration du zinc dans le fémur des
rats diabétiques apreés 27 jours de traitement par le séléntum.
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Figure 65: Variation de la concentration du zinc dans le pancréas des
\ rats diabétiques aprés 27 jours de traitement par le sélénium. /
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2.3.Etude des parametres biochimiques

2.3.1. Profile glucidique (glucose et glycogene)

Les statistiques exposent une augmentation trés hautement significative
(p < 0.001) de la concentration sérique du glucose (+ 41.53%) chez les rats carences
en zinc (RC) comparé aux rats consommés un régime normal (RN). En revanche, on
enregistre chez le lot nourri par un régime normal traité par le sélénium (RN + Se) une
diminution significative (p < 0.05) de la concentration sérique du glucose (- 09.09 %)
par rapport au lot non traité (RN). D’autre part on note chez les rats alimentés par un
régime pauvre en zinc supplémentés par le sélénium (RC + Se) une diminution
hautement significative (p < 0.01) de la concentration sérique du glucose (- 21.37%)

comparant aux rats carencés en zinc non traités (RC) (tableau 17, figures 66).

Par ailleurs, on constate une diminution trés hautement significative (p < 0.001)
de la teneur hépatique du glycogene (- 25.84%) chez les rats sous un régime carencé
en zinc (RC) par rapport aux rats sous un régime normal (RN). Le traitement par le
sélénium (RN + Se) et (RC + Se) a augmente significativement la teneur hépatique
du glycogéne (p < 0.01 ; p < 0.001) respectivement, par rapport aux lots non traités
(RN) et (RC) (tableau 17, figures 67).

2.3.2. Profile lipidique (lipides totaux, triglycérides, cholestérol)

L’interprétation des résultats démontre une augmentation hautement
significative (p < 0.01) de la concentration serique des lipides totaux (+ 116.61%)
et une augmentation tres hautement significative (p < 0.001) de la concentration
sérique des triglycérides (+ 213.04%) chez le groupe carencé en zinc (RC) comparant
au groupe qui a consommé un régime normal (RN). Par contre, on constate une
diminution significative (p < 0.05) de la concentration sérique du cholestérol
(- 26.18%) et une diminution hautement significative (p < 0.01) de la concentration
sérique des triglycérides (- 17.06%) chez le lot nourri par une diete normale traité par
le sélénium (RN + Se) par rapport au groupe nourri par une diete normale (RN). Par
ailleurs, on remarque une diminution hautement significative (p < 0.01) de la
concentration sérique des lipides totaux (- 52.82%) et du cholestérol (- 35.73%)

et une diminution tres hautement significative (p < 0.001) de la concentration sérique

L’effet de la vitamine C et le sélénium sur le développement de diabéte 104
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des triglycérides (- 69.93%) des rats alimentés par un régime pauvre en zinc

supplémentés par le séléenium (RC + Se) comparant aux rats carencés en zinc (RC)
(tableau 17, figures 68, 69, 70).

Tableau 17 : Variation de quelques parameétres biochimiques sérique (glucose, lipides

totaux, cholestérol, triglycérides) et du glycogéne hépatique chez les rats diabétiques

qui sont sous un régime alimentaire normal (RN), un régime alimentaire carencé en

zinc (RC), un régime alimentaire normal traités par le sélénium (RN + Se) et un

régime alimentaire carencé en zinc traités par le sélénium (RC + Se) apres 27 jours de

traitement.

Paramétres

Lots expérimentaux

RN

RC

RN + Se

RC + Se

Glucose (mg/dl)

220.79 + 0.07

312.50°+0.19

200.70% + 0.04

245.70% + 0.04

%

+ 41.53%

- 09.09%

-21.37%

Glycogeéne hepatique
(mg/g poids sec)

37.57+1.91

27.86° + 0.54

56.82° + 3.50

40.77° £ 1.72

%

- 25.84%

+51.23%

+ 46.33%

Lipides totaux (mg/dl)

4118+ 25.8

892.0° +12.0

404.2 + 36.8

420.89+39.7

%

+116.61%

- 01.84%

- 52.82%

Cholestérol
(mg/dl)

78.87 +7.25

94.27 +5.04

58.22% +2.24

60.58° + 3.86

%

+ 19.52%

- 26.18%

- 35.73%

Triglycerides (mg/dl)

110.88 +2.18

347.10° £ 20.50

91.96° + 5.48

104.36° £ 5.73

%

+213.04%

- 17.06%

- 69.93%

3y < 0.05, °p < 0.01, °p < 0.001 : différence significative par rapport au groupe RN.

99 < 0.01, ®p < 0.001 : différence significative par rapport au groupe RC.

L’effet de la vitamine C et le sélénium sur le développement de diabéte
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Figure 66: Vanation de la concentration sérique du ghuicose chez les
\ rats diabétiques aprés 27 jours de traitement par le sélénum. )
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Figure 67: Varniation de la concentration du glycogéne hépatique chez
les rats diabétiques aprés 27 jours de traitement par le sélénjum.
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Figure 68: Variation de la concentration sérique des lipides totaux chez
les rats diabétiques aprés 27 jours de traitement par le sélénmum.
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Figure 69: Vanation de la concentration sérique du cholestérol chez les
rats diabétiques aprés 27 jours de traitement par le sélénmum. j
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Figure 70: Variation de la concentration sérique des triglvcérides chez
les rats diabétiques aprés 27 jours de traftement par le sélénium.
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2.3.3. Profile protéique

> Protéines totales et albumine

Le tableau 18 et les figures (71, 72) illustrent une diminution hautement
significative (p < 0.01) de la concentration sérique des protéines totales (- 20.88%)
et une diminution significative (p < 0.05) de la concentration sérique d’albumine
(- 17.31%) des rats de regime pauvres en zinc (RC) par rapport aux rats de diete
normale (RN). Par ailleurs, nos résultats indiquent une augmentation hautement
significative (p < 0.01) de la concentration sérique des protéines totales (+ 37.68%)
et d’albumine (+ 27.75%) chez les rats de régime normal supplémentés par le
sélénium (RN + Se) par rapport a ceux non traités (RN) et une augmentation tres
hautement significative (p < 0.001) de la concentration sérique des protéines totales
(+ 17.93%) et une augmentation hautement significative (p < 0.01) de la
concentration sérique d’albumine (+ 12.08%) de lot carencé en zinc traité par le

sélénium (RC + Se) comparé au lot carencé en zinc (RC).
» Urée et créatinine

Nos résultats indiquent une augmentation significative (p < 0.05) de la
concentration sérique d’urée (+ 07.97%) et une augmentation hautement significative
(p < 0.01) de la concentration sérique de créatinine (+ 90.70%) des rats alimentés par
un régime pauvre en zinc (RC) comparé aux rats alimentés par un régime normal
(RN). En revanche I’administration de sélénium chez les rats alimentés par une
nourriture normale (RN + Se) a provoqué une diminution tres hautement significative
(p < 0.001) de la concentration sérique d’urée (- 33.46%) par rapport aux rats
alimentés par un régime normal (RN), mais pour les rats de régime pauvre en zinc le
traitement par le sélénium (RC + Se) a causé une diminution trés hautement
significative (p < 0.001) de la concentration sérique d’urée (- 21.95%) et une
diminution hautement significative (p < 0.01) de la concentration sérique de
créatinine (- 38.40%) par rapport aux rats carencés en zinc (RC) (tableau 18, figures
73, 74).
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> Acide urique

Les statistiques exposent une augmentation hautement significative (p < 0.01)
de la concentration sérique d’acide urique (+ 32.39%) chez les rats alimentés par un
régime pauvre en zinc (RC) comparé aux rats alimentés par un régime normal (RN)
(tableau 18, figure 75).

» Bilirubine totale et directe

Le tableau 18 et les figures (76, 77) présentent une augmentation significative
(p < 0.001 ; p < 0.05) respectivement, de la concentration sérique de bilirubine totale
et directe chez les rats alimentés par un régime pauvre en zinc (RC) comparé aux rats
alimentés par un régime normal (RN). Par ailleurs, le traitement par le sélénium des
rats alimentés par une nourriture normale (RN + Se) a provoqué une diminution
hautement significative (p < 0.01) de la concentration sérique de bilirubine totale
(- 29.76%) et directe (- 32.53%) par rapport aux rats alimentés par un régime normal
(RN), ainsi pour les rats de régime pauvre en zinc 1’addition de sélénium (RC + Se)
a causé une diminution hautement significative (p < 0.01) de la concentration sérique
de bilirubine totale (- 25.46%) et une diminution significative (p < 0.05) de la
concentration sérique de bilirubine directe (- 36.04%) par rapport aux rats de régime
carencé en zinc (RC).
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Tableau 18 : Variation de quelques parameétres biochimiques sériques (protéines

totales, albumine, urée, créatinine, acide urique, bilirubine totale, bilirubine directe)

chez les rats diabétiques qui sont sous un régime alimentaire normal (RN), un régime

alimentaire carencé en zinc (RC), un régime alimentaire normal traités par le sélénium

(RN + Se) et un régime alimentaire carencé en zinc traités par le sélénium (RC + Se)

apres 27 jours de traitement.

Paramétres

Lots expérimentaux

RN

RC

RN + Se

RC + Se

Protéines totales
(g/dl)

6.13+0.31

4.85° +0.11

8.44° + 0.36

5.72" +0.03

%

- 20.88%

+ 37.68%

+ 17.93%

Albumine
(g/dl)

3.304 +0.210

2.732%+0.053

4.221° + 0.074

3.062° + 0.053

%

-17.31%

+ 27.75%

+ 12.08%

Urée
(mg/dl)

54.68 +1.20

59.04%* + 1.51

36.38°+ 2.75

46.08" + 1.01

%

+07.97%

- 33.46%

- 21.95%

Créatinine
(mg/dl)

0.538 +0.136

1.026° + 0.069

0.398+0.011

0.632° + 0.046

%

+90.70%

- 26.02%

- 38.40%

Acide urigque
(mg/dl)

2.797+£0.13

3.703° + 0.35

2.265+0.31

3.075+0.22

%

+ 32.39%

- 19.02%

- 16.95%

Bilirubine totale
(mg/dl)

0.729 + 0.036

1.068°+ 0.058

0.512° +0.117

0.796° + 0.063

%

+46.50%

- 29.76%

- 25.46%

Bilirubine directe
(mg/dl)

0.411 +0.029

0.542%+0.043

0.253° + 0.035

0,346 + 0.063

%

+31.87%

- 32.53%

- 36.04%

3y < 0.05, °p < 0.01, °p < 0.001 : différence significative par rapport au groupe RN.

90 < 0.05, °p < 0.01, 'p < 0.001 : différence significative par rapport au groupe RC.
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Figure 71: Varniation de la concentration sérique des protémes totales chez

les rats diabétiques aprés 27 jours de traitement par le sélénmum.
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Figure 72: Variation de la concentration sérique d'albumine chezles
rats diabétiques aprés 27 jours de traitement par le sélénum.
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Figure 73: Variation de la concentration sérique d'urée chezles rats
diabétiques aprés 27 jours de traitement par le sélénum.
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Figure 74: Vanation de la concentration sérique de créatinine chezles
rats diabétiques aprés 27 jours de traitement par le sélénum.
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Figure 75: Variation de la concentration sérique d'acide urique chez les
rats diabétiques aprés 27 jours de traitement par le sélénum.
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Figure 76: Variation de la concentration sérique de bilirubine totale chez

\ les rats diabétiques aprés 27 jours de traitement par le sélénum. /
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Figure 77: Variation de la concentration sérique de bilirubine directe chez
K les rats diabétiques aprés 27 jours de traitement par le sélénium.
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2.3.4. Parameétres enzymatiques

> Transaminases

Nos résultats révelent une augmentation trés hautement significative (p < 0.001)
de l'activité enzymatique de TGO (+ 42.80%) et une augmentation hautement
significative (p < 0.01) de l'activité enzymatique de TGP (+ 38.12%) chez les rats
carencés en zinc (RC) comparé aux rats de diéte normale (RN). Par conséquence, les
résultats indiquent que 1’administration de sélénium chez le groupe de régime normal
(RN + Se) a provoqué une diminution significative (p < 0.05) de D’activité
enzymatique de TGO (- 20.78%) et une diminution trés hautement significative
(p < 0.001) de I’activité enzymatique de TGP (- 52.92%) par rapport a celui non traité
(RN). D’autre part on enregistre une diminution significative (p < 0.001 ; p < 0.05)
respectivement, de I’activité enzymatique de TGO et de TGP chez les rats diabétiques
traités par le sélénium et qui sont sous un régime alimentaire pauvre en zinc

(RC + Se) par rapport aux autres non traités (RC) (tableau 19, figures 78, 79).

» Phosphatase alcaline (ALP) et lactate déshydrogénase (LDH)

Les résultats obtenus indiquent que la carence en zinc dans I’alimentation (RC)
est accompagneée par une diminution significative (p < 0.001; p < 0.01)
respectivement, de I’activité enzymatique d’ALP (- 61.19%) et de LDH (- 22.14%)
par rapport au groupe alimenté par un régime riche en zinc (RN). Alors que, l'activité
enzymatique de LDH montre une augmentation significative (p < 0.05; p < 0.01)
respectivement, chez les deux lots traités par le sélénium (RN + Se) et (RC + Se) par
rapport aux deux groupes non traités (RN) et (RC) (tableau 19, figures 80, 81).

» a-amylase

D’aprés le tableau 19 et la figure 82 on observe une augmentation tres
hautement significative (p < 0.001) de I’activité d’a-amylase (+ 48.95%) chez le
groupe carencé en zinc (RC) comparé au groupe alimenté par une diéte normale (RN).
En revanche, on remarque une augmentation trés hautement significative (p < 0.001)
de Pl’activité d’a-amylase (+ 32.08%) chez les rats alimentés par un réegime normal
traités par le sélénium (RN + Se) comparant aux rats alimentés par un régime normal

(RN). Par contre, les résultats démontrent que I’administration de sélénium chez le
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groupe de régime carencé en zinc (RC + Se) a provoqué une diminution trés

hautement significative (p < 0.001) de I’activité d’a-amylase (- 12.19%) par rapport a

celui non traité (RC).

Tableau 19 : Variation de I’activité de quelques enzymes seriques (TGO, TGP, ALP,

LDH, a-amylase) chez les rats diabétiques qui sont sous un regime alimentaire normal

(RN), un régime alimentaire carencé en zinc (RC), un régime alimentaire normal

traités par le sélénium (RN + Se) et un régime alimentaire carencé en zinc traités par

le sélénium (RC + Se) aprés 27 jours de traitement.

Enzymes

Lots expérimentaux

RN

RC

RN + Se

RC + Se

TGO (UI/L)

71.12 £ 0.55

101.56° + 4.30

56.34% + 5.79

78517+ 2,55

%

+ 42.80%

- 20.78%

- 22.69%

TGP (UI/L)

72.69+ 1.55

100.40° + 5.67

34.22° + 5.67

80.49% + 3.75

%

+ 38.12%

- 52.92%

- 19.83%

ALP (UI/L)

171.39+5.75

66.51° + 4.59

189.4 +16.30

97.4+19.00

%

-61.19%

+ 10.50%

+ 46.44%

LDH (UI/L)

697.8 +40.1

543.3°+ 28.1

869.8% + 79.3

668.4° + 25.6

%

- 22.14%

+ 24.64%

+23.02%

a-amylase (UI/L)

652.4 +25.9

971.8°+17.1

861.7°+ 67.5

853.3"+27.1

%

+48.95%

+ 32.08%

-12.19%

3y < 0.05, °p < 0.01, °p < 0.001 : différence significative par rapport au groupe RN.

99 < 0.05, ®p < 0.01, 'p < 0.001 : différence significative par rapport au groupe RC.
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Figure 78: Variation de l'activité enzymatique de TGO chez les rats
diabétiques aprés 27 jours de traitement par le sélénium. )
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Figure 79: Variation de I'activité enzymatique de TGP chezles rats
diabétiques aprés 27 jours de traitement par le sélénum. /
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Figure 80: Variation de I'activité enzymatique d'ALP chezles rats
diabétiques aprés 27 jours de traitement par le sélénium.
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Figure 81: Vanation de l'activité enzvmatique de LDH chez les rats
diabétiques aprés 27 jours de traitement par le sélénum.
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Figure 82: Vanation de l'activité enzymatique d'a-amylase chez les rats
diabétiques aprés 27 jours de traitement par le sélénium.
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2.4.Etude des parametres de stress oxydatif

2.4.1. Malondialdéhyde (MDA)

L’interprétation du tableau 20 et la figure 83 indique une augmentation
hautement significative (p < 0.01) de taux hépatique de MDA (+ 45.23%) chez le
groupe de régime pauvre en zinc (RC) comparé au groupe de régime normal (RN).
En contrepartie, on remarque une diminution significative (p < 0.05) de taux
hépatiqgue de MDA (- 23.21%) chez le lot sous un régime normal traité par le
sélénium (RN + Se) par rapport a celui non traité (RN) et une diminution hautement
significative (p < 0.01) de taux hépatique de MDA (- 25.95%) chez le group carencé
en zinc traité par le sélénium (RC + Se) par rapport a celui non traité (RC).

2.4.2. Glutathion réduit (GSH)

Le déficit du zinc dans 1’alimentation des rats diabétiques (RC) entraine d’aprés
les résultats obtenus, une diminution tres hautement significative (p < 0.001) de la
teneur hépatique en glutathion réduit (-13.14%) par rapport aux rats diabétiques
alimentés par un régime riche en zinc (RN). Par contre, chez les deux groupes traités
par le sélénium (RN + Se) et (RC + Se) on enregistre une augmentation significative
(p < 0.001; p < 0.05) respectivement, de la teneur hépatique du glutathion réduit en
comparaison avec les deux groupes non traités (RN) et (RC) (tableau 20, figure 84).

2.4.3. Glutathion peroxydase (GSH-Px) et catalase

Nos résultats illustrent une diminution hautement significative (p < 0.01) de
I’activité enzymatique de GSH-Px (- 11.30%) et une diminution trés hautement
significative (p < 0.001) de I’activité enzymatique du catalase (- 36.89%) chez les rats
carencés en zinc (RC) par rapport aux rats alimentés par un régime normal (RN).
D’autre part, chez les rats sous un régime normal traités par le sélénium (RN + Se), on
enregistre une augmentation significative (p < 0.01 ; p < 0.05) respectivement, de
’activité enzymatique de GSH-PX (+ 24.47%) et de I’activité enzymatique du catalase
(+ 24.46%) en comparaison avec ceux non traités (RN), ainsi chez les rats qui sont
Sous un régime carencé en zinc traités par le sélénite de sodium (RC + Se), on

enregistre une augmentation significative (p < 0.01 ; p < 0.05) respectivement, de
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’activité enzymatique de GSH-Px (+19.46%) et de I’activité enzymatique du catalase

(+ 24.48%) en comparaison avec ceux non traités (RC) (tableau 20, figures 85, 86).
2.4.4. Glutathion-S-Transférase (GST)

Les reésultats demontrent une augmentation tres hautement significative
(p < 0.001) de I’activité enzymatique de GST (+ 54.81%) chez le groupe de regime
pauvre en zinc (RC) comparé a celui de régime normal (RN). Par contre, apres
I’addition de sélénium chez les rats de régime normal (RN + Se), on remarque une
diminution hautement significative (p < 0.01) de I’activité enzymatique de GST
(- 26.49%) par rapport aux rats non traités (RN). D’autre part, on enregistre une
diminution tres hautement significative (p < 0.001) de I’activité enzymatique de GST
(- 38.10%) chez le lot de régime carencé en zinc traité par le sélénium (RC + Se) par
rapport au lot non traité (RC) (tableau 20, figure 87).
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Tableau 20 : Variation de la teneur hépatique de malondialdéhyde (MDA) et du

glutathion reduit (GSH) et de D’activité du glutathion peroxydase (GSH-Px), du

glutathion-S-transférase (GST) et du catalase (CAT) hépatiques chez les rats

diabétiques qui sont sous un régime alimentaire normal (RN), un régime alimentaire

carencé en zinc (RC), un régime alimentaire normal traités par le sélénium (RN + Se)

et un régime alimentaire carence en zinc traités par le selénium (RC + Se) aprés 27

jours de traitement.

Paramétres

Lots expérimentaux

RN

RC

RN + Se

RC + Se

MDA
(n mol/mg prot)

0.504 +0.051

0.732°+ 0.027

0.387°+0.024

0.542°+ 0.023

%

+45.23%

- 23.21%

- 25.95%

GSH
(n mol/mg prot)

15.861 +0.19

13.776°+ 0.29

17.607°+ 0.14

14.835%+ 0.34

%

- 13.14%

+ 11.00%

+ 07.68%

GSH-Px
(1 mol GSH /min/mg prot)

0.176 +0.003

0.156°+ 0.003

0.219°+ 0.014

0.186°+ 0.006

%

- 11.30%

+ 24.47%

+ 19.46%

CAT
(umolH,0O,/min/mg prot)

29.19 +2.40

18.42°+0.32

36.33%+ 1.35

22.93%+1.18

%

- 36.89%

+ 24.46%

+ 24.48%

GST
(nmol GST/min/mg prot)

1.642 £ 0.097

2.542°+0.112

1.209° + 0.080

1.573"+0.075

%

+54.81%

- 26.49%

- 38.10%

3y < 0.05, °p < 0.01, °p < 0.001 : différence significative par rapport au groupe RN.

99 < 0.05, ®p < 0.01, 'p < 0.001 : différence significative par rapport au groupe RC.
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Figure 83: Variation de 1a teneur hépatique de malondialdéhyde (MDA)
chez les rats diabétiques aprés 27 jours de traitement par le sélénum.
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Figure 85: Variation de I'activité enzymatique du glutathion peroxydase
(GSH-Px) hépatique chez les rats diabétiques aprés 27 jours de traitement
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Figure 86: Vanation de I'activité enzymatique du catalase (CAT) hépatique
\ chez les rats diabétiques aprés 27 jours de traitement par le sélénmum.
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Figure 87: Varnation de I'activité enzymatique du ghitathion-S-transférase
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DISCUSSION

Le diabete sucré est une maladie métabolique chronique qui touche 5 a 7% de la
population mondiale (Singh and Kakkar, 2009 ; Zhou et al., 2009).

Le diabete est relié au stress oxydant ; le diabéte augmente la production des
especes reactives de l'oxygene (ROS) et des radicaux libres qui causent le

développement et la progression des complications diabétiques (Barbosa et al., 2008).

Le zinc est un oligoélément essentiel joue un réle important dans la croissance,
le métabolisme des protéines, I’expression des genes, le systeme immunitaire et dans
la prévention de l'apoptose (Al-Maroof and Al-Sharbatti, 2006). Il est également
impliqué dans le métabolisme d'insuline. Par conséquent, la carence en zinc pourrait

affecter la production, le stockage et la sécrétion d'insuline (Bellomo et al., 2011).

Au cours de diabéte le stress oxydant peut étre réduit par la supplémentation des
antioxydants. Et pour cela, nous avons étudié I’effet antioxydant de la vitamine C et
de sélénite de sodium administres par voie orale sur le développement de diabéte chez

des rats diabétiques alimentés par un régime carencé en zinc.

Dans nos conditions expérimentales, nous avons remarqué un déficit pondéral et
une diminution de la consommation alimentaire chez les rats diabétiques qui sont sous
un régime alimentaire pauvre en zinc (RC) par rapport a ceux alimentés par une
nourriture normale (RN). Ceci est en accord avec les constations de Kumari et al.
(2011) ; Kechrid et al. (2012), qui ont remarqué que la carence du zinc dans
I’alimentation des rats est accompagnée par une réduction du gain de poids corporel

en comparaison avec le groupe de régime normal.

L'insuffisance du zinc est associé avec des troubles de l'ingestion de nourriture,
particulierement I'anorexie chez I’animal et I'hnomme (Ploysangam et al., 1997 ; Lee
et al., 2003). Levin et al, (1992) ont également justifié I'anorexie par le r6le central du
zinc dans l'activation des nombreux systemes enzymatiques qui synthétisent et
dégradent certains peptides biologiqguement actifs, également appelés les
neuropeptides qui sont impliqués dans le réglement de I'ingestion de nourriture tels
que (Choecystokinin (CCK), Ghrelin, serotonine). Ces peptides sont synthétises par
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I'nypothalamus (Williams et al., 2004). 1l a été signalé que I'hypophyse est
responsable de moduler l'ingestion de nourriture; elle recoit des signaux de
I'nypothalamus puis elle transmet ces signaux a d'autres tissus ou organes

périphériques cibles (Song et al., 2000 ; Bjursell et al., 2005).

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

croissance (Merrells et al., 2009).

D’autre part, nous avons remarqué une augmentation du poids corporel des rats
traités par la vitamine C avec une augmentation de la consommation alimentaire. Ceci
est confirmé par les travaux de Badr et al. (2012) qui ont montré que I’administration
de la vitamine C chez les rats diabétiques a augmenté significativement son poids
corporel. Ainsi, Zhou et al. (2012) ont indiqué que la vitamine C pourrait améliorer

I'utilisation de I'alimentation et la croissance du cobia juvénile.

Par ailleurs, le traitement des rats par le sélénium a entrainé une restauration du
gain de poids corporel. Le sélénium est un élement essentiel pour la croissance des
animaux et un important facteur structural pour I'enzyme 5’-désiodases qui synthétise
le triiodothyronine (T3), une hormone principale régle la croissance en contrélant
I'anabolisme des protéines (Yanyan et al., 2011).

Les résultats de notre expérimentation suggerent que la carence en zinc dans
I'alimentation a provoqué une diminution importante de sa concentration dans le
sérum et les différents organes : le foie, le rein, le testicule et le pancréas. Ces
résultats sont en accord avec les études de Kechrid et al. (2006). Cette diminution peut
s'expliquer par la sensibilité de ces tissus a la quantité du zinc dans l'alimentation
(Williams and Mills, 1970). D’autre part, la présence de I’hyperzincurie et la baisse

absorption intestinale du zinc au cours de diabéte ont approuvé la spéculation que les
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diabétiques sont plus susceptibles a la carence du zinc (Shahidul and Loots, 2007 ;
Vidovi¢ et al., 2013). Par contre, nous résultats indiquent que la carence en zinc dans
I’alimentation des rats est accompagnée par une augmentation de sa concentration
dans le fémur. Cet organe est généralement consideré comme I’un des plus sensibles a
la variation d’apport alimentaire en zinc (Huber and Gershoff, 1970). Il est apparu,
par conséquent, que ces rats ont un mécanisme efficace pour retenir le zinc du corps,
qui résulte d’une réaction homéostatique aux besoins accrus du a faible prise
alimentaire du zinc, un tel mécanisme conduit & I’augmentation de la concentration du
zinc dans le fémur chez le groupe carencé en zinc, malgré que cette derniére soit de
cinquante fois inférieur a celle de régime normal. 1l est bien connu que les animaux et
les étres humains soumis a I’épuisement alimentaire des minéraux sont souvent en
mesure de conserver le minéral dans certains tissus, méme dans I’état d’une carence
sévere (Kechrid et al., 2001).

Nous avons remarqué une augmentation significative de la concentration du
zinc dans le sérum et les différents organes étudiés chez les rats diabétiques qui sont
sous les deux régimes alimentaires (normal et pauvre en zinc) traités par
la vitamine C. Ceci est en accord avec les résultats d’Ayinde et al. (2012) qui ont
trouvé que la vitamine C a rétabli significativement la concentration du zinc dans le

testicule des rats affectés par le plomb.

On constate, en méme temps, que le traitement par le sélénite de sodium a
augmenté significativement la concentration du zinc dans tous les tissus ce qui est en
accord avec les suggestions de Maret, (2003) qui a rapporté que le sélénium et les

sélénoprotéines contribuent a la régulation de métabolisme du zinc.

L'analyse des résultats a montré que la carence en zinc a induit une
augmentation de la concentration sérique du glucose chez les rats diabétiques. Cette
hyperglycémie est due a des troubles dans I'utilisation du glucose par les tissus, ce qui
a interprété I'effet positif du zinc sur le métabolisme glucidique (Hendricks and
Mahoney, 1972 ; Schauder et al., 1983). Hall et al. (2005) ont indique que
I'insuffisance du zinc induit une hyperglycémie. Cependant, la carence du zinc est liée

a l'insulinorésistance (Yaghmaei et al., 2013).
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D’apres nos résultats on remarque que la teneur hépatique du glycogeéne des rats
carences en zinc est significativement inférieure que dans le groupe de régime normal,

ceci est en accord avec I’étude de Baltaci et al. (2003).

Dans cette étude la concentration sérique du glucose est diminuée chez les rats
diabétiques traités par la vitamine C par rapport aux rats non traités. Ce résultat
confirme les recherches de Badr et al. (2012). Toutefois la vitamine C pourrait
interférer avec les récepteurs d'insuline au niveau des muscles et des tissus adipeux en
augmentant la mobilité des membranes (Ambali et al., 2011). D’autre part, nos
résultats indiquent que le traitement par la vitamine C a augmenté la concentration du
glycogéne hépatique. Bulduk et al. (2006) ont démontré une augmentation de la
teneur du glycogéne musculaire des diabétiques avec la supplémentation d’AA. Ainsi
que Russell et al. (2000) ont egalement suggéré que l'ascorbate empéche la glycolyse,

et augmente le stockage du glycogene dans les muscles.

Nos résultats révélent une diminution de la concentration sérique du glucose et
une augmentation de taux du glycogene hépatique chez les rats diabétiques traités par
le sélénium. Ce résultat est on accord avec celui de Ghosh et al. (1994), qui ont
prouvé que l'administration par voie orale du sélénite de sodium aux souris
diabétiques a rétabli la teneur hépatique du glycogéne, la concentration plasmatique
du glucose et d'insuline et l'activité du glucose-6-phosphatase aux valeurs normales.
Ersoz et al. (2003) ont montré que I’administration du sélénite de sodium chez les
souris et les rats diabétiques restaure également le taux plasmatique du glucose, le
taux hepatique du glycogene et renforce la sécrétion d’insuline. Par ailleurs, Sheng et
al. (2005) ont démontré que le sélénite de sodium a un effet hypoglycémiant sur les
souris diabétiques non dues a I’augmentation de la sécrétion pancréatique d'insuline,
suggerant que le sélénite de sodium possede des propriétés mimétiques a I’insuline
(Liu et al., 2013). D'autre part, Zeng et al. (2009) ont rapporté également que la
concentration sérique du glucose est significativement diminuée par la dose

pharmacologique du sélénite de sodium.
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Les résultats obtenus ont revélé une augmentation bien claire de la
concentration sérique des lipides totaux et des triglycérides chez les rats qui sont sous
un régime pauvre en zinc (kechrid et al., 2012). Cette augmentation peut s'expliquer
par la dégradation intense des composés lipidiques des tissus adipeux. D'autre part,
I'nyperglycémie provoque un désordre métabolique traduit par des changements de la
voie normale du glucose ; ou une partie du glucose est transformée en acides gras et
glycérol puis la synthese des triglycérides et du cholestérol (Patricia et al., 1995 ;
Valdiguié, 2000). Une autre étude a confirmé que la carence en zinc dans
I'alimentation des rats a induit une augmentation de I’absorption du glucose marqué
par le carbone radioactif (C**) dans les tissus adipeux et transformé en acides gras
(O'dell and Reevers, 1982). Reiterer et al. (2005) ont rapporté une augmentation de la
concentration du cholestérol et des triglycérides dans les fractions de VLDL et de
HDL chez les souris alimentés par un régime carence en zinc et ont indiqué que la

supplémentation du zinc a diminué ces perturbations.

Il 'y a également une diminution significative de la concentration sérique des
lipides totaux, du cholestérol et des triglycérides chez les rats carencés en zinc
supplémentés par la vitamine C (RC + Vit C) par rapport aux rats non traités (RC).
La supplémentation de la vitamine C ameliore le profil lipidique chez les rats
diabétiques en agissant sur la synthese biliaire du cholestérol sous I’effet du
cholestérol 7a-hydroxylase (Badr et al., 2012). En outre, la vitamine C diminue les

dommages oxydatifs des lipides par leur role antioxydant (Owu et al., 2006).

Nos résultats démontrent également une reduction significative de la
concentration sérique des lipides totaux, du cholestérol et des triglycérides apres le
traitement des rats diabétiques carencés en zinc par le sélénium. Ce dernier possede
des propriétés mimétiques a I’insuline comprenant la stimulation de I’absorption du
glucose et la régulation de la glycolyse, la néoglucogenese, la synthése des acides gras

et la voie de pentose phosphate (Stapleton, 2000).

Par ailleurs, nos résultats ont montré une diminution significative de la
concentration sérique des protéines totales et d’albumine mais une augmentation

significative de la concentration sérique d'urée, de créatinine et d’acide urique

L’effet de la vitamine C et le sélénium sur le développement de diabéte 127
chez les rats alimentés par un régime alimentaire carencé en zinc.



ETUDE EXPERIMENTAL Chapitre 11 : Discussion

chez les rats diabétiques de régime alimentaire pauvre en zinc par rapport a ceux de
régime normal. Ce qui explique la dégradation des protéines en acides aminés puis en
urée et créatinine (Prangthip et al., 2012) et la dégradation des acides nucléiques en
acide uriques, ce qui induira une diminution des composés protéiques du corps
(\Valdiguié, 2000). A ce titre, Asayama et al. (1993) ont montré que la diminution des
protéines chez les animaux diabétiques est due a la réduction de leur synthése dans le
foie. Oteiza et al. (1996) ont démontré que la carence du zinc chez les rats pourrait
étre associée aux dommages oxydatifs des protéines et de I'ADN. Sandstead et al.
(2000) ont rapporté que le zinc est indispensable pour la synthese des coenzymes qui
sont responsables du métabolisme et de la biosynthéese d'amine.

Simultanément, nos résultats indiquent une augmentation significative de la
concentration serique des protéines totales, d’albumine et une diminution de la
concentration sérique d'urée, de créatinine et d'acide urique apres le traitement des rats
par la vitamine C. Ces résultats peuvent refléter I'effet de la vitamine C en stimulant la
sécretion d'insuline (Hannan et al., 2007). Cette augmentation de la concentration
d’insuline diminue le catabolisme des protéines, la dégradation des acides amines et
favorise la synthése des protéines (Moller and Nair, 2008). D’autre part la vitamine C
peut concurrencer le glucose pour étre lier a la protéine et empécher sa glycation
(Manal, 2006). En outre, Davie et al. (1992) et Oian et al. (1998) ont approuvé que la
vitamine C a empéché la glycosylation des protéines, celui-ci semble dd a la

similitude structurale au glucose.

D'autre part, nos résultats ont montré une augmentation remarquable de la
concentration serique des protéines totales, d’albumine et une diminution de la
concentration sérique d'urée, de créatinine et d'acide urique apres le traitement par le
sélénium. Ceci est en accord avec les résultats de Sarada et al. (2002) qui ont
enregistré que la supplémentation de sélénium a empéché le catabolisme des

protéines.

Pour l'augmentation de la concentration sérique de bilirubine chez les rats qui
sont sous un régime alimentaire pauvre en zinc, elle peut s'expliquer par la diminution

de la synthése des protéines particulierement l'aloumine, qui est le principal
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transporteur de bilirubine. Donc la carence de cette protéine (I'albumine) a induit une
accumulation de bilirubine libre dans le sang. Mais, le traitement par la vitamine C ou

le sélénium a rétabli sa valeur par I'augmentation de la concentration d'albumine.

TGO et TGP sont des importantes enzymes dans les processus biologiques. Ces
enzymes sont impliqués dans la dégradation des acides aminés en acide a-cétonique
qui compléte son métabolisme a travers le cycle de Krebs et la chaine de transport
d'électron (Osuna et al., 1977; Shakoori et al., 1994).

Nos résultats montrent une augmentation importante de [l'activité des
transaminases (TGO et TGP) dans le sérum des rats carencés en zinc (RC) par rapport
a ceux de régime normal (RN) (Kechrid and Bouzerna, 2004). Ce qui explique
I'accumulation des acides aminés comme I'alanine et I'acide glutamique dans le sérum,
provenant de la dégradation des composés protéiques. Ainsi ces acides aminés
peuvent se transformer sous l'action des transaminases sériques en COmMPOSés
carboxyliques tels que l'acide a-cétoglutamique et l'acide pyruvique puis en glucose,
qui est confirmé par I'augmentation de sa concentration sérique chez les rats qui sont
sous un régime alimentaire pauvre en zinc. Alors, dans ce cas on peut suggérer que la
forte activité des transaminases c'est pour fournir une nouvelle source d'énergie
specialement a partir des acides aminés (Kechrid et al., 2007). A ce titre Grefly
and Sandestead, (1993) ont observé que la carence en zinc dans I'alimentation des rats
a provoqué une diminution de l'oxydation d'alanine, ce qui induit son accumulation

dans le sang.

Au contraire, l'activité des transaminases (TGO et TGP) est diminuée apreés le
traitement des rats par la vitamine C. Cette diminution est expliquée par son effet sur
I’augmentation de la sécrétion d'insuline par les Tlots de Langerhans (Hannan et al.,
2007 ; Al-Mousawi, 2013). L’insuline diminue le catabolisme des protéines
(Moller and Nair, 2008), I’accumulation des acides aminés dans le sang et par

conséquence, l'activité enzymatique des transaminases diminue.

Nous résultats indiquent aussi une diminution significative de I’activité des
transaminases (TGO et TGP) aprés la supplémentation de sélénium, car le sélénite de

sodium possede des propriétés mimétiques a I’insuline (Sheng et al., 2005),
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comprenant la stimulation de I’absorption du glucose et la régulation de la glycolyse,

la néoglucogenese et la diminution de catabolisme des protéines.

L'analyse des résultats a montre une diminution importante de l'activité de
phosphatase alcaline et de LDH chez les rats diabétiques qui sont sous un régime
alimentaire pauvre en zinc (RC) par rapport & ceux qui sont sous un régime
alimentaire normal (RN). Ceci s'explique par la diminution de la concentration
sérique du zinc. Uchiyama and Yamaguchi, (2003) ont signalé que le zinc intervient
dans la structure de plusieurs métalloenzymes comme la phosphatase alcaline et joue
également un réle important dans leur activité. En général la mesure de l'activité de la
phosphatase alcaline sérique est tres utilisée comme marqueur de la carence en zinc
(Kasarskis, 1980 ; Donangelo and Chang, 1981).

Cependant, nos résultats montrent qu'apres le traitement par la vitamine C ou le
sélénium des rats diabétiques, il y a une augmentation significative de l'activité de
phosphatase alcaline et de LDH. C’est probablement le résultat de I’augmentation de

la concentration sérique du zinc.

Pour l'a-amylase, nos résultats ont montré une augmentation bien claire de
I'activité de cette enzyme chez les rats alimentés par une nourriture pauvre en zinc. Ce
résultat est en accord avec les constatations de Sun et al. (2005). On peut expliquer
cette augmentation par des changements dans la synthése et la sécrétion de cette
enzyme au niveau des cellules acineuses du pancréas résultants a des troubles de la
fonction de cet organe (Majumdar and Dubick, 1991; Kim et al., 1992).

Au contraire, aprés le traitement par la vitamine C ou le sélénium des rats qui
sont sous un régime carencé en zinc, on a constaté une diminution significative de
l'activité enzymatique de l'a-amylase. Cette diminution peut étre expliquée par

I'amélioration des fonctions pancréatiques.
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MDA, c’est le produit de la peroxydation des acides gras insaturés, utilisé

comme indicateur des dommages oxydatifs (Zhang et al., 2008).

Notre recherche montre une augmentation significative de la teneur hépatique
de MDA chez le lot de régime pauvre en zinc par rapport au lot de régime normal. Ce
résultat est similaire a celui de Chen and Young, (1998), qui ont démontrés que
I'insuffisance du zinc induit une génération accrue des radicaux libres et de la
peroxydation des lipides dans le sang et le foie des souris et des rats. D’autre part,
Duzguner and Kaya, (2007) ont constaté une diminution du niveau de MDA apres le

traitement des lapins diabétiques par le zinc (Yin et al., 2013).

Les résultats de cette investigation indiquent une diminution de la concentration
de MDA apres le traitement par la vitamine C. Ils ont constaté une diminution de la
peroxydation lipidique d'érythrocyte par la supplémentation de I’acide ascorbique,
ceci suggere que ce dernier exerce des propriétés antioxydantes chez les diabétiques
par sa capacité de piéger les radicaux libres. D'ailleurs, I’AA peut régénérer la
vitamine E et combattre HOCI-résultant de I'épuisement cellulaire du glutathion (Li
and Schellhorn, 2007 ; Lapenna et al., 2012).

La diminution de la concentration de MDA observé aprés le traitement par le
sélénium est soutenue par d'autres investigateurs (Ognjanovic et al., 2008). Ca peut
étre expliqué par le rdéle important du sélénium pour empécher la peroxydation
lipidique et dans la protection de l'intégrité et le fonctionnement des tissus et des
cellules (Klotz et al., 2003).

GSH est un puissant antioxydant, important pour la protection cellulaire, la
désintoxication des ROS, la conjugaison et I'excrétion des molécules toxiques (Brown
et al., 2004).

Les résultats obtenus ont montré une diminution de la concentration du
glutathion réduit hépatique (GSH) chez les rats diabétiques de régime pauvre en zinc
par rapport & ceux de régime alimentaire normal. Ceci est accordé par Sayed, (2012)
qui a démontré une diminution de la concentration de GSH chez les rats diabétiques.

La diminution des taux tissulaires de GSH chez les rats diabétiques a clairement
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suggeré son utilisation accrue par les cellules hépatiques qui pourrait étre le résultat
de la réduction de la synthese ou de le renforcement de la dégradation de GSH par
I’augmentation de stress oxydant au cours de diabéte (Furfaro et al., 2012) et par la
carence en zinc (Kechrid et al., 2007 ; Miao et al., 2013). D’apreés Jia et al. (2009), le
taux élevé de superoxyde et des radicaux libres, convertissent le GSH soit en
glutathion oxydé ou en H,S, ce qui provoque la diminution de taux hépatique du
glutathion.

Nous avons remarqué apres le traitement des rats diabétiques par la vitamine C
une augmentation de taux du glutathion hépatique, qui est en accord avec Ahna et al.
(2006).

Par ailleurs, On a signalé que la supplémentation par le sélénium des rats
diabétiques carences en zinc a empéché la diminution de taux de GSH hépatique, ce
qui est important pour la réduction de la formation de superoxyde pendant le diabete
(Mukherjee et al, 1998). Le sélénium peut inhiber la production des radicaux libres,
diminuer la peroxydation lipidique et régénérer le GSH (Gan et al., 2002).

GSH-Px, c’est une enzyme dépendante de sélénium, elle décompose le
peroxyde d'hydrogéne en eau et oxygene moléculaire par I'oxydation du glutathion
réduit (Ewis and Abdel-Rahman, 1995).

Dans notre étude expérimentale, on a constaté une diminution significative de
I’activité de GSH-Px hépatique des rats carencés en zinc par rapport aux rats
alimentes par un régime alimentaire normal (Tomat et al., 2013). La baisse activité de
GSH-Px pourrait étre directement expliquée par la faible concentration du glutathion ;
car ce dernier est un substrat et cofacteur de GSH-Px (Ramachandran and Saravanan,
2013). D’autre part I’hyperglycémie peut produire les ROS et empécher également
I'activité des enzymes antioxydantes telles que le SOD, le CAT et le GSH-Px par
glycosylation (Sindhu et al., 2004).

Par contre, l'administration de la vitamine C chez les rats entraine une
augmentation de l'activité de GSH-Px. Elle s’explique par I’effet antioxydant de I’AA

dans le blocage des oxydants qui sont capables d’inactiver la GSH-Px tel que HOCI,
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les radicaux hydroxyles et les especes réactives d’azote (ERN) (Miyamoto et al.,
2003).

D'autre part, on a enregistré une augmentation de I’activité de GSH-Px chez les
rats diabétiques aprés le traitement par le sélénium. Cette augmentation peut étre
expliquée par I’élévation de la concentration de sélénium suivant le traitement par le
sélénite du sodium comme suggéré par I’étude de Ben Amara et al. (2011).
Cependant, la supplémentation de Se a augmenté I’activité des sélénoprotéines, en
favorisant I’incorporation de sélénocystéine dans les sélénoprotéines (Saito and
Takahashi, 2002).

En ce qui concerne la glutathion-S-transférase (GST), cette enzyme joue un role
important dans I’intoxication des xénobiotiques et/ou dans la protection contre des
métabolites nocifs générés aprés la dégradation des macromolécules suite a leur

exposition aux RL (Hayes and Pulford, 1995).

D’aprés nos résultats on constate une augmentation significative de I’activité de
GST hépatique des rats alimentés par un régime pauvre en zinc en comparaison avec
ceux alimentés par un régime riche en zinc. Il est intéressant de signaler que
I'insuffisance du Zn provoque un stress oxydant, pendant lequel les cellules tendent a
compenser ce déséquilibre en activant les eléments du systeme de défense antioxydant
comme la GST (Yousef et al., 2002).

En outre, nous avons remarqués une diminution significative de I'activité de
GST apreés la supplémentation de la vitamine C ou de sélénium. Ceci est di a I’effet

antioxydant de ces derniers.

La catalase est un antioxydant enzymatique, qui décompose le radical
hydroxyle, il est largement distribué dans tous les tissus avec une activité importante
dans les globules rouges et le foie (Maritim et al., 2003). La réduction de I’activité
enzymatique de CAT est la conséquence de divers effets déléteres dus a
I'accumulation des radicaux superoxydes et hydroxyles (Ramachandran and

Saravanan, 2013).
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Dans la présente étude, on a observé une activité réduite de CAT chez les rats

diabétiques de diete pauvre en zinc par rapport au groupe de diéte normale.

Le SOD, enzyme dépendante du zinc, favorise la dismutation de I’O," en H,O,
qui est ensuit métabolise par la catalase pour donner de I’eau (Carlos et al., 2011). La
réduction de I’activité de CAT peut étre expliquée par I’abaissement de I’activité de
SOD et par conséquent, I’accumulation de I’anion superoxyde qui peut inactiver la
CAT. Bien que le Zn ne soit pas un cofacteur exigé dans l'activité de CAT, la raison
de la diminution de I'activité de CAT est le résultat de son inhibition par I’O," suite a
I'insuffisance du Zn (Cakmak and Marschner, 1988 ; Saeed et al., 2013). D’autre part
dans le diabete, la production non contr6lée de peroxyde dhydrogene due a
l'autooxydation du glucose, la glycation des protéines et I'oxydation des lipides ont

mené a une diminution marquée de I'activité de CAT (Rajasekaranet al., 2005).

Dans nos expeériences on a remarqué que l'addition de la vitamine C a augmenté
de maniére significative I’activité de CAT hépatique chez les rats diabétiques. Ceci
peut étre dO a la capacité antioxydante de la vitamine de piéger les radicaux libres, et
par conséquent la dégradation de I’O,". L’O," réduit empéche les dommages au
groupe d’heme de CAT, reconstituant de ce fait l'activité enzymatique (Schneider
and Oliveira, 2004 ; Sadi et al., 2008).

On a également signalé dans cette étude que I’activité de CAT a été augmentée
apres le traitement par le sélénium. Barbosa et al. (2008) et Reddi and Bollineni,
(2001) ont démontre que I’activité de catalase devient normale ou augmente avec
I'administration de selénium. Ceci signifie que le Se peut probablement réduire la
glycation des enzymes ou éliminer les ROS et améliorer I’activité des enzymes
antioxydantes (Ukperoro et al., 2010).
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CONCLUSION GENERALE
En conclusion, on constate que:

» La carence en zinc dans l'alimentation est clairement influée sur le poids pondéral
et la consommation alimentaire mais le traitement par la vitamine C ou le sélénium a

amélioré ces parametres d'aspect physiologique.

» La concentration du zinc dans le sérum et les différents organes (le foie, le rein,
le testicule et le pancréas) est diminuée en cas de déficit en zinc dans la nourriture.
Alors que le traitement par la vitamine C ou le sélénium a rétabli sa concentration

presque au valeur normale.

» La carence en zinc dans l'alimentation a induit des troubles dans le métabolisme
glucidique et lipidique traduisant par une hyperglycémie, une diminution de la teneur
du glycogene hépatique et une augmentation de la concentration sérique des lipides
totaux et des triglycerides, mais le traitement par la vitamine C ou le sélénium a réduit

ces troubles.

» En ce qui concerne le métabolisme protéique, le manque du zinc a conduit a une
diminution de la concentration des protéines sériques et d’albumine accompagne
d’une augmentation de la concentration sérique de l'urée, la créatinine, I'acide urique
et la bilirubine. Alors que la vitamine C et le sélénium ont jouent un effet positif dans

I'amélioration de ces parameétres.

» Pour l'activité enzymatique, la carence en zinc dans I’alimentation a provoqué une
augmentation de I'activité des transaminases (TGO et TGP) et de l'a-amylase et une
diminution de l'activité de la phosphatase alcaline (PAL) et de lactate déshydrogénase
(LDH). Par contre le traitement par la vitamine C ou le sélénium a répare I’activité de

Ces enzymes.

» En ce qui concerne les paramétres de stress oxydatif, nos résultats montrent que
I’insuffisance du zinc dans la nourriture des rats diabétiques a provoqué:
v Une augmentation de taux de peroxydation lipidique (MDA) ;

v Une diminution de la concentration du glutathion réduit (GSH) ;
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v Une diminution de I’activité enzymatique du glutathion peroxydase (GSH-Px)
et du catalase (CAT) ;

v' Une augmentation de I’activité enzymatique du glutathion—S—transférase
(GST).

Le traitement par la vitamine C ou le sélénium a protégé les cellules contre
I’attaque radicalaire en :
v" Diminuant le taux de peroxydation lipidique (MDA) et I’activité enzymatique
du glutathion—-S—transférase (GST);
v/ augmentant la concentration du glutathion réduit (GSH), et I’activité
enzymatique du glutathion peroxydase (GSH-Px) et du catalase (CAT).

Enfin, nous pouvons dire que la carence du zinc au cours de diabéte a provoqué
des sérieux perturbations ; affecté le taux de croissance, le statut du zinc, le
métabolisme des carbohydrates, le taux de I’'MDA, le niveau du glutathion et I’activité
des enzymes antioxydantes. L'administration de la vitamine C ou de sélénium a
diminué la sévérité de ces troubles, suggérant que la vitamine C et le sélénium
exercent un effet antioxydant important contre I’hyperproduction des radicaux libres,
ce qui contribue a la réduction des complications diabétiques.

PERSPECTIVES

Vu I’importance de ces résultats, il serait intéressant de poursuivre la recherche,

en prenant en considération les recommandations suivantes :

» Doser d’autres parameétres du stress oxydant (le glutathion réductase, SOD, le
rapport GSH /GSSG, les radicaux libres,....).

> Etudier I’histologie du pancreéas.

> Réaliser une étude in vitro sur les cellules pancréatiques.

> Tester I’effet de la combinaison de la vitamine C et le sélénium sur le
développement de diabete chez les rats alimentés par un régime alimentaire carencés

en zinc.
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Annexes

1. Fiches techniques « Spinreact » pour le dosage des parameétres biochimiques

1.1. Dosage du glucose

« Echantillon : Sérum
1.1.1. Reéactifs utilisés

Réactif 1 : TrispH 7.4 92 mmol/L
tampon Phénol 0.3 mmol/L
Réactif 2 : Glucose oxydase (GOD) 15000 U/L
Enzymes Peroxidase (POD) 1000 U/L

4- aminophenazone (4-AP) 2.6 mmol/L
Glucose calibrant Glucose aqueous (standard) 100 mg/dl

% Réactif de travail: dissoudre le contenu de réactif 2 dans le flacon de réactif 1 et
mélanger légérement. Ce réactif de travail est stable un mois a 2-8 °C, ou 7 jours a
15-25 °C.

1.1.2. Mode opératoire

Blanc Etalon Echantillon
Réactif de travail (ml) 1.0 1.0 1.0
Etalon (ul) _ 10 _
Echantillon (ul) _ _ 10

v' Mélanger, incuber pendant 10 min a 37°C, ou 15-20 min a une température
ambiante. Lire les absorbances des échantillons et de I’étalon contre le blanc réactif a

505 nm. La coloration finale est stable au moins 30 minutes.

1.1.3. Calcul de la concentration

La concentration du glucose dans I'échantillon est calculée par la formule suivante :

DO¢chantillon

0o x Concentration de I’étalon (100mg/dl)
étalon

Glucose (mg/dl) =
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1.2. Dosage des lipides totaux

«» Echantillon : Sérum
1.2.1. Reéactifs utilisés

Réactif (A) Phosphovainilline 235 mmol/L
Reactif (B) Lipides totaux 750 mg/dl
(Etalon)
Réactif optionnel Acide sulfurique (H20,) 80 %
1.2.2. Mode opératoire
Blanc Etalon Echantillon
Acide sulfurique (ml) 2.5 2.5 2.5
Etalon (ul) _ 100 _
Echantillon (ul) 100

v Mélanger, incuber pendant 10 min dans un bain- marie a 100 °C

v Refroidir les tubes dans I'eau congelée.

Surnagent (ul)

Phosphovainiline (ml) 1.0

50
1.0

50
1.0

v’ Agiter et incuber pendant 15 min a 37 °C. Lire les absorbances des échantillons et

de I’étalon contre le blanc réactif a 520 nm. La coloration finale est stable pendant une

heure.

1.2.3. Calcul de la concentration

La concentration des lipides totaux dans I'échantillon est calculée par la formule

suivante :

Lipides totaux (mg/dl) =

DO échantillon
DO 4talon

X Concentration de I’étalon (750mg/dl)
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1.3.  Dosage des triglycérides

«» Echantillon : Sérum
1.3.1. Réactifs utilisés

Réactif (R1) | GOOD pH 7.5 50 mmol /L
Tampon P-Chlorophenol 2 mmol /L
Lipoproteine lipase (LPL) 150000 U/L
Glycérol kinase (GK) 500 U/L
Réactif (R2) | Glycérol-3-oxidase (GPO) 2500 U/L
(enzymes) Peroxidase (POD) 440 U/L
4-Aminophenazone (4-AP) 0.1 mmol/L
ATP 0.1 mmol/L
Etalon Triglycéride aqueux primaire standardisé 200 mg/dl

+» Réactif de travail: dissoudre le contenu de réactif 2 dans le flacon de réactif 1 et
mélanger légerement. Ce reactif (RT) est stable pendant 6 semaines a 2-8°C ou une

semaine & 15-25°C.

1.3.2. Mode opératoire

Blanc Etalon Echantillon
Réactif de travail (RT) 1.0 1.0 1.0
(ml)
Etalon (ul) _ 10 _
Echantillon (ul) _ _ 10

v Mélanger et incuber les tubes pendant 5 min a 37°C ou 10 min a 15-25°C. Lire les
absorbances des échantillons et de I’étalon contre le blanc réactif a 505 nm. La

coloration finale est stable au moins 30 minutes.

1.3.3. Calcul de la concentration
La concentration des triglycérides dans I'échantillon est calculée par la formule

suivante :

Triglycérides (mg/dl) = 2échantilon . cocentration de I'étalon (200mg/dl)

étalon
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1.4.  Dosage du cholestérol

«» Echantillon : Sérum
1.4.1. Réactifs utilisés

Réactif (R1) Pipes pH 6.9 90 mmol /L
Tampon Phénol 26 mmol /L
Reactif (R2) Cholesteérol estérase. 300 U/L
(enzymes) Cholestérol oxydase. 300 U/L

Peroxydase. 1250 U/L

4-Aminophenasone (4-AP) 0.4 mmol/L
Etalon Cholestérol aqueux primaire standardisé. 200 mg/dl

+ Reéactif de travail : dissoudre le contenu de réactif 2 dans le flacon de réactif 1 et
mélanger légerement. Ce réactif (RT) est stable pendant 4 mois a 2-8 °C ou 40 jours a
15-25 °C.

1.4.2. Mode opératoire

Blanc Etalon Echantillon
Réactif de travail (RT) (ml) 1.0 1.0 1.0
Etalon (ul) _ 10 _
Echantillon (ul) _ _ 10

v' Mélanger et incuber les tubes pendant 5 min a 37 °C ou 10 min a 15-25°C. Lire
les densités optiques des échantillons et de I’étalon contre le blanc réactif a 505 nm.

La coloration finale est stable au moins 60 minutes.

1.4.3. Calcul de la concentration
La concentration du cholestérol dans I'échantillon est calculée par la formule

suivante :

Cholestérol (mg/dl) = DODéChﬂ X Concentration de I'étalon (200mg/dl)

0 étalon
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1.5. Dosage des protéines totales

«» Echantillon : Sérum

1.5.1. Réactifs utilisés

Réactif (R) Tartrate de potassium sodium 15 mmol /L
lodure de sodium 100 mmol/L
lodure de potassium 5mmol/L
Sulfate de cuivre 19 mmol/L

Etalon Sérum Bovin Albumine 7 g/dl

1.5.2. Mode opératoire

Blanc Etalon Echantillon
Réactif (R) (ml) 1.0 1.0 1.0
Etalon (ul) _ 25 _
Echantillon (ul) _ _ 25

v Mélanger et incuber les tubes pendant 5 min a 37 °C ou 10 min a 15-25°C. lire les
densités optiques des échantillons et de I’étalon contre le blanc a 540 nm. La couleur

est stable pendant 30 min.

1.5.3. Calcul de la concentration
La concentration des protéines totales dans I'échantillon est calculée par la formule

suivante :

Protéine totale (g/dl) = Dogd‘ﬂ x Concentration de I étalon (7g/dl)

étalon

1.6. Dosage d’albumine

« Echantillon : Sérum

1.6.1. Réactifs utilisés

Réactif (R) Vert de bromocrésol pH 4.2 0.12 mmol /L

Etalon Sérum albumine bovin 5 g/dl
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1.6.2. Mode opératoire

Blanc Etalon Echantillon
Réactif (RT) (ml) 1.0 1.0 1.0
Etalon (pl) _ 5 _
Echantillon (ul) _ _ 5

v/ Mélanger, incuber pendant 10 min a 25° C. Lire les densités optiques contre le
blanc & 630 nm.

1.6.3. Calcul de la concentration

La concentration d’albumine dans I'échantillon est calculée par la formule suivante :

Albumine (g/dl) = ]m])ég‘ﬂ x Concentration de I’étalon (5 g/dI)
étalon

1.7. Dosage d'urée

«» Echantillon : Sérum

1.7.1. Réactifs utilisés

Réactif (R1) Phosphate pH 6.7 50 mmol /L
Tampon EDTA 2 mmol /L
Salicylate de sodium 400 mmol/L
Nitroprusside de sodium 10 mmol/L
Réactif (R2) Hypochlorite de sodium (NaClO) 140 mmol/L
NaClO Hydroxyde de sodium 150 mmol/L
Reactif (R3) Uréase 30000 U/L
(enzymes)
Etalon Urée aqueux primaire standardisé 50 mg/dl

% Réactif de travail : Dissoudre un comprimé de R3 dans un flacon de R1 et
mélanger légérement. Ce réactif (RT) est stable pendant 4 semaines a 2-8 °C
ou 7 jours a 15-25 °C.
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1.7.2. Mode opératoire

Blanc Etalon Echantillon
Réactif (RT) (ml) 1.0 1.0 1.0
Etalon (pl) _ 10 _
Echantillon (ul) _ _ 10

v'"Mélanger et incuber 5 minutes a 37°C.

Blanc Etalon Echantillon

Réactif (R2) (ml) 1.0 1.0 1.0

v Mélanger et incuber 5 minutes a 37°C. Lire les densités optiques contre le blanc a
580 nm. La coloration est stable pendant 30 minutes.

1.7.3. Calcul de la concentration

La concentration de I’urée est calculée selon la formule suivante :

Urée (mg/dl) = m]jglﬂ x Concentration de I’étalon (50 mg/dl)
étalon

1.8. Dosage de créatinine

« Echantillon : Sérum
1.8.1. Reéactifs utilisés

Réactif (R1) | Acide picrique 17.5 mmol/L
Réactif (R2) | Hydroxyde de sodium 0.29 mol/L
Etalon Créatinine aqueux (solution) 2 mg/dl

« Réactif de travail : dissoudre le contenu de réactif 2 dans le flacon de réactif 1 et
mélanger légérement. Ce réactif (RT) est stable pendant 10 jours a 15-25 °C.

1.8.2. Mode opératoire

Blanc Etalon Echantillon
Réactif (RT) (ml) 1.0 1.0 1.0
Etalon (ul) _ 100 _
Echantillon (ul) _ _ 100

v'"Mélanger, déclencher le chronométre. Lire a 492 nm la densité optique (DO;) apres

30 secondes et la densité optique (DO,) aprés 90 secondes.
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1.8.3. Calcul de la concentration

La concentration de la créatinine est calculée selon la formule suivante :

ADO échantillon  — ADO blanc
ADO étalon — ADO blanc

A DO= (DOZ'DO]_)

x Concentration de I’étalon (2 mg/dl)

Créatinine (mg/dl) =

1.9. Dosage d'acide urique

« Echantillon : Sérum

1.9.1. Réactifs utilisés

Réactif (R1) Phosphate pH 7.4 50 mmol /L
(Tampon) 2-4 Dichlorophenol sulfonate (DCPS) 4 mmol/L
Reactif (R2) Uricase 60 U/L
(Enzymes) Peroxydase(POD) 660 U/L

Ascorbate oxydase 200 U/L

4-Aminophenasone (4-AP) 1 mmol/L
Etalon Acide urique aqueux 6 mg/dl

% Réactif de travail : Mélanger un volume de réactif 1 avec un volume de réactif 2.
Ce réactif (RT) est stable pendant un mois a 2-8 °C ou 10 jours a 15-25 °C.
1.9.2. Mode opératoire

Blanc Etalon Echantillon
Réactif de travail (RT) (ml) 1.0 1.0 1.0
Etalon (pl) _ 25 _
Echantillon (ul) _ _ 25

v Mélanger et incuber les tubes pendant 5 min & 37 °C ou 10 min a 15-25°C. Lire les
densités optiques des échantillons et de I’étalon contre le blanc a 520 nm. La couleur
est stable pendant 30 min.

1.9.3. Calcul de la concentration

La concentration de I’acide urique est calculée selon la formule suivante :

Acide urique (mg/dl) = ]m])ég‘w x Concentration de I’étalon (6 mg/dl)
étalon
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1.10. Dosage de bilirubine totale et directe

«» Echantillon : Sérum
1.10.1. Réactifs utilisés

Réactif (R1) Acide sulfanilique 30 mmol/L
Acide chlorhydrique (HCI) 150 mmol/L
Réactif (R2) Acide sulfanilique 30 mmol/L
Acide chlorhydrique (HCI) 50 mmol/L
Dimethylsulfoxyde (DMSO) 7 mol/L
Réactif (R3) Nitrite de sodium 29 mmol/L
Etalon Bilirubine aqueux primaire standardisé Ref : 1002250

1.10.2. Mode opératoire

Blanc Bilirubine (T) Blanc Bilirubine (D)
R1 (ml) ~ - 1.5 15
R2 (ml) 15 1.5 _ _
R3 (ul) B 50 B 50
Echantillon/Etalon (ul) 100 100 100 100

v' Mélanger et incuber les tubes pendant 5 min a 15-25°C. Lire les densités

optiques a 555 nm.

1.10.3. Calcul de la concentration

Les concentrations de la bilirubine totale et de la bilirubine directe sont calculées

selon la formule suivante :

e Avec étalon :

DO ¢talon —DObianc de 1'é talon

e DO ¢chantillon —DO Iy : . y s
Bilirubine (mg/dl) = — ==t 2O bianc_de Uechantilion 5 Concentration de I’étalon

e Avec facteur :

Bilirubine (mg/dl) = DOéchantillon - DOblanc de U'échantillon X facteur

Facteur =

Concentration de l'étalon

DOgtaion — DOpianc de I'étalon

Facteur théorique: Bilirubine totale = 19.1 ; Bilirubine directe = 14.
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1.11. Dosage de I'activité d'aspartate aminotransférase ASAT (TGO)

«» Echantillon : Sérum

1.11.1. Réactifs utilisés

Reactif (R1) TrispH 7.8 80 mmol/L
(Tampon) L-Aspartate 200 mmol/L
Réactif (R,) NADH 0.18 mmol/L
(substrat) Lactate déhydrogenase (LDH) 800 U/L
Malate déhydrogenase (MDH) 600 U/L
a-cétoglutarate 12 mmol/L

+ Réactif de travail (RT) : Dissoudre un comprimé de R2 dans un flacon de R1. Ce

réactif est stable pendant 21 jours a 2-8°C ou 72 heures & 15-25°C.

1.11.2. Mode opératoire

Réactif de travail (ml)

1.0

Echantillon (ul)

100

v Mélanger, incuber pendant une minute. Lire a 340 I’absorbance initiale et démarrer

le chronometre simultanément. Lire a nouveau apres 1, 2 et 3 minutes. Déterminer la

moyenne des absorbances par minutes (A DO/min) pour I’utiliser dans les calculs.

1.11.3. Calcul de I’activité

L’activité enzymatique d’aspartate aminotransférase est calculée par la formule

suivante:

ASAT (UI/'L) = ADO/min x 1750
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1.12. Dosage de I'activité d'alanine aminotransférase ALAT (TGP)

«» Echantillon : Sérum
1.12.1. Réactifs utilisés

R1 TrispH 7.8 100 mmol/L
Tampon L- alanine 500 mmol/L
NADH 0.18 mmol/L
R2 Lactate dehydrogenase (LDH) 1200 U/L
Substrat
Oxoglutarate 15 mmol/L

% Réactif de travail (RT) : Dissoudre le contenant du R2 dans le flacon de R1. Ce

réactif est stable pendant 2 jours a 2-8°C ou 72 heures a 15-25°C.

1.12.2. Mode opératoire

Réactif de travail (ml)

Echantillon (ul)

1.0
100

v Mélanger, incuber pendant une minute a température ambiante et lire I’absorbance

initiale @ 340 nm. Lire a nouveau apres 1, 2 et 3 minutes. Déterminer la moyenne des

absorbances par minutes (A DO/min) pour I’utiliser dans les calculs.

1.12.3. Calcul de I’activité

L’activité enzymatique d’alanine aminotransférase est calculée par la formule

suivante :
ALAT (UI/L) = ADO/min x 1750

1.13. Dosage de I'activité de phosphatase alcaline (ALP)

«» Echantillon : Sérum

1.13.1. Réactifs utilisés

Reactif (R1) Diethanolamine (DEA) pH 10.4 1 mmol /L
(Tampon) Chlorure de magnésium 0.5 mmol /L
Réactif (R2) P-nitrophényl-phosphate (pNPP) 10 mmol/L

(Substrat)
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+ Réactif de travail (RT): Dissoudre une tablette de réactif 2 (substrat) dans le
tampon (réactif 1). Ce réactif (RT) est stable pendant 21 jours a 2-8 °C ou 5 jours a
15-25 °C.

1.13.2. Mode opératoire
Réactif (RT) (ml) 1.2
Echantillon (ul) 20

v'"Mélanger, incuber pendant une minute. Lire & 405 nm [’absorbance initiale
et démarrer le chronomeétre simultanément. Lire a nouveau apres 1, 2 et 3 minutes.
Déterminer la moyenne des absorbances par minutes (A DO/min) pour I’utiliser dans

les calculs.

1.13.3. Calcul de I’activité

Pour calculer I’activité enzymatique de PAL, on utilise la formule suivante :

PAL (UI/L) = A DO/min x 3300

1.14. Dosage de I'activité de lactate déshydrogenase (LDH)

« Echantillon : Sérum
1.14.1. Réactifs utilisés

Réactif (R1) (Tampon) Pyruvate 0.6 mmol /L
Imidazole 65 mmol /L
Réactif (R2) (Substrat) NADH 0.18 mmol/L

+ Réactif de travail (RT): Dissoudre le contenant du R2 dans le flacon de R1. Ce
réactif est stable pendant 2 jours a 2-8°C ou 12 heures a 15-25 °C.
1.14.2. Mode opératoire

25-30°C
Réactif (RT) (ml) 3.0
Echantillon (pul) 100

v Meélanger, et incuber pendant une minute. Lire a 340 nm I’absorbance initiale
et démarrer le chronomeétre simultanément. Lire a nouveau apres 1, 2 et 3 minutes.

Déterminer la moyenne des absorbances par minutes (A DO/min) pour I’utiliser dans

les calculs.
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1.14.3. Calcul de I’activité

Pour calculer I’activité enzymatique de LDH, on utilise la formule suivante :

LDH (Ul/L) = A DO/min x 4925

1.15. Dosage de I'activité de 1'a-amylase

« Echantillon : Sérum

1.15.1. Réactifs utilisés

CNPG3

Tampon MES pH 6.0

Réactif (R) Chloride de Sodium (NaCl)

Acétate de calcium

Thiocyanate de Potassium

Azoture de sodium

100 mmol /L
2.25 mmol/L
350 mmol /L

6 mmol/L

900 mmol/L

0.95 gr/L

1.15.2. Mode opératoire

Réactif (R) (ml)

1.0

Echantillon (ul)

20

v'"Mélanger, incuber pendant une minute a 37°C. Lire a 405 nm I’absorbance initiale

et démarrer le chronomeétre simultanément. Lire a nouveau apres 1, 2 et 3 minutes.

Déterminer la moyenne des absorbances par minutes (A DO/min) pour I’utiliser dans

les calculs.

1.15.3. Calcul de I’activité

Pour calculer I’activité enzymatique de I’ a-amylase, on utilise la formule suivante :

a-amylase (UI/L) = A DO /min x 3954

177




Annexes

2. Préparation de réactif de Bradford

» Dissoudre 100 mg de bleu de coomassie dans 50 ml d'éthanol (95%).

Agiter le mélange pendant 2 heures avec un agitateur a I’abri de la lumiere.
Ajouter 100 ml de I'acide orthophosphorique (H3PO4) (85%).

Compléter le volume jusqu'a 1 litre avec I'eau distillée.

Filtrer la solution obtenue avec un papier filtre.

Ce réactif est stable pendant 2 semaines a 4°C.
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3. Courbes d’étalonnage

3.1.Courbe d’étalonnage pour le dosage du zinc

y =0,3233x + 0,0002
R2=10,9998

0.4 Zinc pgpn’ﬁ

Figure : Courbe d'étalonnage du zinc.

3.2.Courbe d’étalonnage pour le dosage du glycogene

y = 0,007x + 0,0435
R2 = 0,9988

200 250
Glucose (mg/ml)

Figure : Courbe d’étalonnage du glucose.
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3.3.Courbe d’étalonnage pour le dosage des protéines hépatiques

y =0,8083x + 0,0049
R?=0,9992

1
BSA mg/ml

Figure : Courbe d’étalonnage de BSA.
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