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ABSTRACT

Abstract

Due to the crucial role of zinc in various metabolic processes and its importance for insulin
synthesis, its deficiency could aggravate diabetes complications. Ginger and curcuma are the
subject of several researches and have shown their benefits as potent antioxidants. Therefore,
this study aims to modulate the deleterious effects of zinc deficiency in diabetic state using
these spices, more particularly, by evaluating their effects on carbohydrate metabolism, zinc

status and antioxidant system in diabetic rats receiving zinc deficient diet.

After induction of diabetes, rats were divided into 6 groups: two groups were received
adequate zinc diet containing 54 mg Zn/kg diet, the first was non-diabetic group and the
second was diabetic group. The other four groups were diabetics and given zinc deficient diet
containing 1.2 mg Zn/kg diet, one was untreated and the other three groups were received a

diet supplemented with ginger 2%, curcuma 1% and ginger plus curcuma respectively.

After four weeks of the experiment, zinc deficiency resulted in high body weight loss, an
increase of glucose, triglycerides, bilirubin and creatinine concentrations. Meanwhile, total
protein and albumin concentrations were decreased. Furthermore, tissue zinc level and the
activity of zinc dependent enzymes including alkaline phosphatase (ALP) and lactate
dehydrogenase (LDH) were decreased in zinc deficient diabetic rats. Moreover, zinc
deficiency induced also a decrease in reduced glutathione (GSH) concentration and
glutathione peroxidase (GSH-Px) and catalase (CAT) activities. However, the previous

mentioned parameters were restored after supplementation of ginger and curcuma.

In conclusion, these results suggest that supplementation of these spices in diet could
actually strength the antioxidant system, via their richness with actives components such as

gingerol and curcumin, against zinc deficiency severity in diabetes.

Key Words: Diabetes, zinc deficiency, oxidative stress, ginger, curcuma.




RESUME

Résumé

En raison du réle crucial du zinc dans divers processus métaboliques ainsi que de son
importance pour la synthése de 1'insuline, sa carence pourrait aggraver les complications du
diabete. Le gingembre et le curcuma font l'objet de plusieurs recherches et ont montré leurs
potentiels bénéfiques en tant qu'antioxydants puissants. Cette étude vise donc a moduler les
effets déléteres de la carence en zinc chez les diabétiques a 1’aide de ces épices, plus
particulierement, en évaluant leurs effets sur le métabolisme des glucides, des lipides, des
protéines, le statut en zinc et le systeme antioxydant chez des rattes diabétiques recevant un

régime pauvre en zinc.

Apres I’induction du diabéte, les rattes ont €t répartis en 6 groupes: deux groupes ont regu
un régime adéquat en zinc contenant 54 mg Zn/kg d’aliment, le premier non-diabétique et
l'autre diabétique. Les autres quatre groupes sont diabétiques et ont recu un régime pauvre en
zinc contenant 1.2 mg Zn/kg d’aliment, un groupe non traité tandis que les autres trois
groupes ont recu une nourriture supplémentée en gingembre 2%, en curcuma 1% et en

gingembre et en curcuma ensemble respectivement.

Aprés quatre semaines de I'expérience, la carence en zinc a entrainé une perte énorme du
poids corporel, une augmentation des concentrations de glucose, de triglycérides, de
bilirubine et celle de créatinine. Tandis que, les concentrations de protéines totales et
d'albumine ont diminué. De plus, le taux de zinc tissulaire et [’activit¢ des enzymes
dépendantes au zinc, y compris la phosphatase alcaline (ALP) et le lactate déshydrogénase
(LDH), ont diminué chez les rattes diabétiques alimentées avec un régime carencé en zinc. De
plus, la carence en zinc a également induit une diminution de concentration de glutathion
réduit (GSH) et de D’activit¢ de glutathion peroxydase (GSH-Px) et de catalase (CAT).
Cependant, les paramétres mentionnés précédemment ont ¢été restaurés apres la

supplémentation en gingembre et en curcuma.

En conclusion, ces résultats suggerent que la supplémentation de ces épices dans
l'alimentation pourrait effectivement renforcer le systéme antioxydant, via leurs richesses en
composants actifs tels que le gingérol et la curcumine, contre la sévérité de la carence en zinc

dans le cas de diabete.

Mots clés : Diabéte, carence en zinc, stress oxydatif, gingembre, curcuma.




aila

uadlal
O OSay ¢l sl (3ala5 8 aipaa] 1385 Adliaal) (ol cildee 8 @l aedy (g2l algd) sall )k
edal 28y laa¥) (e paall L gain ga oS SH 5 Jponi 3l amy (5 Suall (1 je Cilicline QL6 ) duali (503
b il i e Aaslll 5 lall HEYI Jhaedl Al al) oda Caagh (Sl 528 8 ilaliaeS Laaail sb
Jsall OO e Legillad st DA e pald JS il oda aladiuly o Sl (e Al
Llae Ol ya Al 5208 sladl) Uaill @l jl 3 5 (Colis syl clapnlll ey Sl Agl jam 5 S

O U 3ie Lilae Lallas (lie gana slae) o ile sama 6 (A Ol adli a3 o5 Sl (e Silaa 2e
(g Sully Alae Al (oSl Lbas e (oY) Ao sendd) colie @IS/l 3a54 o (g giny i)
o gsing il o asiie e pUai e e amga s (Sl sl Blas LAY A Y e sanal
L3 il B g AY) LD Gle senal) Loy dadle Al A1 ) de genall olie S/l aa] 2
s e bae oS SN 5 Jaaai g Z1 oS ST 72 Aty i 3108 ) 2

S 3 «oloall () b Bale g Y el el ol el (e gulad dag )l ay
Slo 553 L Ope sty g ) 38 5 Gabadl Leby il SIS nlal) SN (el ¢S sl
Sl gall Glly 8 Ley b3l o adtiad ) ciley 1Y) el g Ass) 8 Sl 31 Gl e Cuaddll (Sl
N el g Sl (e e (Aad Al Gl all ol (LDH) CUSS b s a5 (ALP) s 54l
O35 slal) Ll g (GSH) waddall sl shall 38 55 (aldail (A @l 3l (s o 288 (elly ) AiLayL
gl it 388 oS SN 5 Qe 31 (g S Al 2ny 81 (CAT) SYUISH 5 (GSH-Px) Js3esS 5
L SAl) el

Slaall alaill Jadlly 5 58 o S s lail) ) J sl o2a ddlcal o ) gliall sda i dadla
Gl s i 5 gl A 138 (S Sl J g paiall Jie ddadill @il jall lalie JMA (e 3ansSU
Sl (e Alla b

AS S o 3 (oanslll dgal) el 3l (a5 Sl (i e Al cilal<l)




Introduction Géneérale



INTRODUCTION

Introduction

Le diabéte est une maladie chronique dont I’incidence ne cesse de croitre au sein de la
population mondiale. L’organisation mondiale de la santé (OMS, 2017) précise qu’en 2014,
8.5 % de la population adulte était touchée par cette maladie et prévoit, qu’en 2030, le diabete
sera la 7°™ cause de décés dans le monde. Le diabéte est une maladie évolutive, il se
caractérise par une perturbation du métabolisme glucidique suite a un défaut d’action et/ou de
sécrétion de 1’insuline. Il en résulte une hyperglycémie chronique qui correspond a un taux
¢levé du glucose dans le sang et qui témoigne de la rupture de I’homéostasie énergétique.
Cette pathologie prédispose I’individu atteint a des complications macro- et micro-
vasculaires invalidantes et/ou mortelles, qui affectent de nombreux organes (dont les yeux,
les reins, les nerfs et le cceur) (Dal et Sigrist, 2016). A ce titre, le diabete constitue un enjeu
majeur de santé publique.

Au cours du diabéte, ’hyperglycémie chronique provoque un dysfonctionnement de la
mitochondrie et une production excessive des especes réactives de l'oxygene (ERO)
(Nishikawa et Araki, 2007).

Le zinc est un métal physiologique connu pour étre essentiel pour la sant¢ humaine. Il
intervient dans les grandes voies métaboliques, notamment celles liées au métabolisme de
l'insuline et des glucides (Ruz et al., 2016). Ce métal agit a la fois comme régulateur dans la
production d'insuline, comme antioxydant cellulaire et comme constituant de la structure
d’enzymes telles que la phosphatase alcaline, la glutamate déshydrogénase ou la superoxyde
dismutase (Cruz et Oliveira, 2015).

La carence en zinc est impliquée dans la pathologie du diabete. En d'autre terme, une
carence en zinc pourrait affecter la synthése et la libération d'insuline et altérer le métabolisme
glucidique (Brender et al., 2010). La carence en zinc a ¢galement comme cons€quence une
altération de la fonction de certaines enzymes antioxydantes dépendantes au zinc, cette
situation expliquerait alors la génération accrue des radicaux libres observée chez les sujets
diabétiques (Chasapis et al., 2012).

Les ¢épices riches en polyphénols, notamment le gingembre et le curcuma sont
recommandées pour leurs effets bénéfiques sur la santé humaine et en particulier dans la

prévention du développement des maladies métaboliques tel que le diabéte.

Les propriétés antioxydantes donnent au gingembre et au curcuma de puissantes vertus
préventives anti-cancers, anti-inflammatoires et antidiabétiques (Shanmugam et al., 2010;

Madkor et al., 2011; Li et al., 2017; Syarifah-Noratiqah et al., 2018). En effet, plusieurs
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¢tudes ont réveélé leur puissance inhibitrice de la progression tumorale dans 1’organisme. De
plus, leurs composés bioactifs, le gingérol et la curcumine, ont montré un effet thérapeutique
en tant qu'agents antihyperglycémiants (Bi et al., 2017). Ces épices pourraient donc prévenir
plusieurs types de maladies dont le diabéte sucré.

Cette étude a ét¢ menée pour examiner les effets modulateurs de la supplémentation en
gingembre et en curcuma en vue de prévenir le développement de la pathologie de diabéte
chez des rattes sous un régime alimentaire carencé en zinc en évaluant le statut du zinc, le

métabolisme des glucides, des protéines, des lipides et le systéme antioxydant.




Chapitre 1

[Le Diabete]
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1. Définition du diabéte

Le diabéte sucré correspond a un groupe de désordres métaboliques, qui affecte environ
8.6% de la population mondiale (OMS, 2016). Cette maladie est caractérisée par une
hyperglycémie chronique due a une déficience, relative ou absolue, en insuline associée ou
non a une résistance a celle-ci. En condition physiologique, I’individu sain présente une
glycémie a jeun comprise entre 0,70 g/L et 1,10 g/L. Lors d’un diabete installé et non
controlé, I’individu présente une hyperglycémie persistante supérieure a 1,26 g/L a jeun

(American Diabetes Association, 2016).

L'insuline est une hormone tres essentielle produite dans le pancréas (Figure 1). Elle est en
effet, la seule hormone hypoglycémiante impliquée dans 1'absorption du glucose sanguin par
les tissus cibles (muscles et tissus adipeux) de l'organisme. La production insuffisante de
l'insuline ou l'incapacité a l'utiliser de maniere efficace se traduit par une hyperglycémie
chronique, qui peut provoquer des 1ésions affectant plusieurs systémes et conduire a son tour
au développement de certaines complications comme une néphropathie, une neuropathie,

ainsi qu'une rétinopathie (American Diabetes Association, 2016 ; IDF, 2017).

Insulin
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Figure 1: La structure chimique de I’insuline humaine (Magnan et Ktorza, 2005).
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2. Epidémiologie du diabéte

Le diabéte est une maladie chronique dont I’incidence ne cesse de croitre au sein de la
population mondiale. L.’organisation mondiale de la sant¢ (OMS, 2017) estime qu’en 2014,
dans le monde, 422 millions de personnes étaient atteintes de diabéte ce qui correspond, chez
les adultes de plus de 18 ans, a une prévalence mondiale de 8.5 %. Le diabéte de type 1
représente 6 a 10 % des cas de diabete. Son incidence ne cesse de progresser (3 a 4 % chaque
année) dans la population mondiale depuis 20 ans, avec notamment une forte augmentation du
nombre de cas diagnostiqués avant 1’age de 5 ans (Barat et Lévy-Marchal, 2013 ; INSERM,
2014).

En Algérie, une étude menée par le ministeére de la santé, en coordination avec ’OMS,
entre 2016 et 2017 a révélé que 14,4% des algériens agés de 18 a 69 ans sont atteints de
diabéete. Le taux de prévalence du diabete est passé de 8% en 2003, a 10% en 2012 et a 14%
en 2017.

Ces chiffres sont révélateurs d’une forte progression du diabéte parmi les algériens. En
2017, un diabétique sur deux n’était pas connu (ou diagnostiqué) alors qu’en 2003, pour

chaque diabétique connu, deux ne 1’étaient pas (STEPwise Algérie, 2016-2017).

3. Classification du diabéte

La majorité des cas de diabéte sont représentés par deux principales formes cliniques
correspondant a deux mécanismes pathologiques différentes : le diabéte de type 1 et le diabéte
de type 2. Il existe également d'autres formes de diabéte tel que le diabéte gestationnel et des

autres types plus rares telles que le diabete MODY (Maturity Onset Diabetes of the Yong).

3.1. Diabéte type 1

Egalement appelé le diabéte insulinodépendant, cette forme touche 10 a 20 % des cas de
diabétiques, et se manifeste habituellement de maniére aigué au cours de l'enfance ou de
l'adolescence. Le diabéte de type 1 (DT1) est une maladie auto-immune caractérisée par une
diminution ou une absence de production de I'insuline en raison d'une destruction sélective et
totale des cellules B de Langerhans, di initialement & une filtration des celles-ci par des

macrophages et des lymphocytes (Efart, 2008).

Ce type de diabéte est subdivisé en type 1 auto-immune (environ 10% des cas), résulte

d'une destruction d'origine auto-immune des cellules-f pancréatiques, qui se caractérise par la
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présence de cellules inflammatoires intervenant par étape et aboutissant a la fabrication
d’auto-anticorps. Certaines formes de DT1 sont nommées idiopathiques car ils n'ont pas

d'étiologie connue (absence de signes d'auto-immunité notamment) (Delattre et al., 2003).

Le DTI1 est une maladie polygénique qui se développe chez les patients présentant un
facteur de risque génétique (Craig et al., 2009), il existe au moins 10 geénes potentiellement
en cause, ayant une implication plus au moins forte. Seuls deux geénes sont actuellement
clairement identifiés : le gene de 1’insuline et certaines combinaisons particuliéres des génes
du systtme HLA (Human Leucocyte Antigéne) de classe Il (Bouhours-Nouet et Coutant,
2005). Ces derniers expliqueraient approximativement 50% des risques génétiques de survenu
de DT1 (Steck et al., 2005).

Les patients atteints de cette forme de diabéte en besoin d'insuline quotidiennement pour

maintenir leur glycémie sous controle (IDF, 2017).

3.2. Diabéte type 2

Le diabéte de type 2 (précédemment appelé diabéte non insulino-dépendant) est la forme
la plus fréquente du diabete soit 80 a 90% des cas de diabete. Il est caractérisé par une
hyperglycémie chronique, celle-ci s’explique par une résistance a I’insuline, liée a des
anomalies de la liaison de ’insuline a son récepteur ainsi qu’a une baisse de 1’efficacité de

transmission du signal poste-récepteur (Delattre et al., 2003).

Chez la majorité des patients diabétiques de type 2, tout particuliérement ceux qui sont
obéses, l'insulino-résistance des tissus cibles (foie, muscles, tissus adipeux et myocarde)

représente le facteur majeur de physiopathologie du DT2 (Golden et al., 2002).

Ce type de diabéte est observé généralement chez les adultes plus agés (40 ans ou plus),
mais est de plus en plus souvent observé chez les adultes les plus jeunes et méme chez les

adolescents (IDF, 2017).

L'é¢tiologie du DT2 n'est pas totalement comprise, mais elle est fortement associée avec les
prédispositions génétiques (les antécédents familiaux), de méme qu'avec l'obésité, 1'age et

l'ethnicité (Malik et al., 2010).
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3.3. Diabete gestationnel

Le diabete gestationnel c'est un type de diabéte qui se développe généralement chez les
femmes enceintes pendant le deuxiéme et troisiéme trimestre de grossesse (IDF, 2017). Le
diabete gestationnel apparait suite a un trouble de l'insulino-sécrétion, associé¢ a une insulino-
résistance (du fait de statut hormonal) conduisant ainsi, a une hyperglycémie de sévérité
variable (World Health Organization, 2013). D'autres facteurs peuvent étre impliqués dans
l'aggravation de ce type de diabéte qui sont notamment l'dge avancé, les antécédents

familiaux, la prise de poids excessive pendant la grossesse et I'obésité (Corps, 2004).

Le DG peut étre considéré comme un stade précoce de DT2 a cause de la similarité des
facteurs de risques de ces deux formes de diabéte, cela peut expliquer la susceptibilité des
patientes atteintes de diabete gestationnel de développer un DT2 (Regnault et al., 2016 ;
Pirson et al., 2016).

3.4. Autre formes de diabéte

Les formes rares de diabéte sont regroupées sous le terme de diabéte monogénique qui
englobent désormais les MODY, les diabétes neo-nataux et les MIDD (Maternally Inherited

Diabetes and Deafness) d'origine mitochondriale.

Certaines formes monogéniques sont extrémement rare composant ainsi 1 a 2% des cas de
diabete, elles sont dues a des altérations génétiques fortes, le plus souvent sur un seul gene
conduisant ainsi a une altération de la fonction des cellules B pancréatiques et un défaut de

sécrétion d'insuline (Beaudeux et Durand, 2011).

4. Complications du diabéte

La gravité de diabéte réside dans la survenue des complications chroniques dégénératives
responsable d'une surmortalité chez les diabétiques (Yang et al., 2012). Ces complications
résultent de plusieurs facteurs mais surtout de I'hyperglycémie chronique. A long terme, les
diabétes sucrés sont caractérisés par la survenue de deux types de complications chroniques :
la microangiopathie touchant principalement les yeux, les reins et le systéme nerveux, et la
macroangiopathie qui se manifeste par une athérosclérose, une atteinte cardiovasculaire et une

arthrite des membres inférieurs (Beaudeux et Durand, 2011).
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5. Traitements du diabéte

Le diabete est une maladie chronique progressive, cela implique de gérer non seulement la
glycémie, mais aussi les complications associées a cette maladie au moyen d'un régime
alimentaire équilibré et sain, la pratique d'une activité physique réguliere et de l'utilisation
correcte des médicaments prescrits par un médecin afin de diminuer la morbidité¢ et la

mortalité liées au diabéte (Herman et al., 2015).

L'insulinothérapie continue est essentielle pour la survie des patients diabétiques de type 1
et s'adresse méme aux diabétiques de type 2 devenus insulino-requérants. Les antidiabétiques
oraux (ADOQ) sont les plus utilisés pour le maintien d'une normoglycémie des diabétiques de

type 2. Il existe sept classes d'ADO, classés selon leur mode d'action :

5.1. Les biguanides

Les biguanides agissent essentiellement en diminuant la production hépatique du glucose
(inhibition de la voie de néoglucogenese et de glycogénolyse), ils augmentent la sensibilité a
l'insuline, en favorisant I'action de l'insuline sur les tissus cibles musculaires. Les biguanides

entrainent é¢galement un ralentissement de l'absorption intestinale du glucose (Stora, 2007).

5.2. Les sulfamides

Contrairement aux biguanides, les sulfamides stimulent la sécrétion d'insuline par les
cellules B pancréatiques. Ces médicaments se lient a des récepteurs protéiques (Sulfonyl urée)
des canaux potassiques dépendant de I'ATP au niveau de la membrane de la cellule J,
entrainant ainsi la fermeture de ces canaux potassiques, cet effet provoque une dépolarisation
membranaire, une augmentation de l'entrée du calcium dans les cellules  par ouverture des

canaux calciques et enfin la libération de 1'insuline par exocytose (Krentz et Bailey, 2005).

5.3. Les glitazones (thiazolidinediones)

Les glitazones améliorent la sensibilité a 1'insuline au niveau des tissus adipeux, du muscle
et du foie, en diminuant l'insulino-résistance par action sur les récepteurs PPARy (Proliferator
activated receptor-gamma). La stimulation de ces récepteurs par ces médicaments favorise la
lipogenese, le stockage des graisses et la diminution du taux d'acide gras libres. Ceci améliore

l'effet et la sensibilité a I'insuline (Yki-Jarvinen, 2004).
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5.4. Les Glinides

Les Glinides sont des insulino-sécréteurs dont le mode d'action et similaire a celui des
sulfamides, Ils agissent en se liant aux récepteurs SUR-1 (sulfonylurea receptor-1) de la
membrane cytoplasmique des cellules B pancréatiques mais sur un site différent que celui des

sulfamides (Vaubourdolle, 2007).

5.5. Les inhibiteurs des alpha-glucosidases

Les inhibiteurs des alpha-glucosidases agissent en inhibant de manicére compétitive les
alpha-glucosidases intestinales. Ils ralentissent la digestion des glucides complexes dans

I’intestin, ce qui induit un passage lent du glucose dans le sang (Krentz et Bailey, 2005).

5.6. Les analogues du glucagon like peptide 1 (GLP1)

Le GLP-1 agit par I’intermédiaire d’un récepteur exprimé au niveau des cellules 3 et de
certains tissus périphériques. L’activation des récepteurs par le GLP-1 stimule la sécrétion
d’insuline mais aussi active la transcription du geéne de I’insuline, augmente la biosynthése
d’insuline, stimule la prolifération et la survie des cellules et diminue la mort cellulaire. Enfin,
le GLP-1 inhibe la sécrétion du glucagon, ralentit la vidange gastrique et augmente le

sentiment de satiété (Nauck, 2016).

5.7. Les inhibiteurs de I’enzyme dipeptidyl peptidase-4 (DPP-4)

Les inhibiteurs de la DPP-4 sont une nouvelle classe de médicament anti-diabéte. Ils
agissent lorsque la glycémie augmente aprés un repas, en stimulant prioritairement la
sécrétion d’insuline (ce qui contribue a abaisser la glycémie) et en diminuant la production du
glucagon (les deux de fagon gluco-dépendante). Les inhibiteurs de la DPP-4 offrent des
avantages par rapport aux sulfamides, en termes de risque d’hypoglycémie, de prise de poids

et de sécurité cardiovasculaire (Nauck, 2016).
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CHAPITRE I, Le zinc

1. Généralités

Le zinc est un élément chimique de symbole Zn, de masse moléculaire 65,37 et de numéro
atomique 30, qui a été isolé pour la premiére fois en 1746 par le chimiste S. Margraaf. Le zinc
un métal de transition présent dans les molécules organiques essentiellement sous forme de
cation bivalent, il est moyennement réactif et se combine avec l'oxygene et d'autres non
métaux tels que des acides aminés, des protéines, des peptides et des nucléotides (Frassinetti

et al., 20006).

Apres le fer, le zinc est le deuxiéme oligo-¢lément le plus abondant dans 1'organisme. Bien
que l'importance du zinc pour la croissance des micro-organismes, plantes et animaux soit
connue depuis des décennies, Prasad en 1961 a mis en évidence le role du zinc en pathologie
humaine. Depuis la découverte de la carence en zinc en tant que probléme de sant¢ humaine
dans les années 1990, l'intérét porté aux aspects biochimiques et cliniques de la nutrition en

zinc a nettement augmenté (Prasad, 2000 ; Imoberdorfa et al., 2010).

2. Source, besoins et apports alimentaires

Le zinc est un élément trace essentiel dont l'apport journalier doit étre de 7 a 15 mg selon
l'age et le sexe de l'individu (Sandstead, 2007). L'alimentation est la source principale du
zinc pour l'organisme, les apports via I'eau de boisson étant trés faibles. Les aliments d'origine
animale sont les plus riches en zinc, c'est le cas des viandes, poissons et fruits de mer (huitres,
langouste). Les céréales complétes, les 1égumineuses (lentilles) et les légumes secs en
contiennent également. En revanche, les légumes verts, les fruits et les boissons sont assez

pauvre en zinc (Seve et Favier, 2002 ; Imoberdorfa et al., 2010).

Le zinc est le micronutriment le plus sensible au déficit, du fait des nombreuses
interférences alimentaires. En effet, certaines de ces interactions sont bien décrites notamment
avec le fer, le calcium et les phytates qui diminuent 1'absorption du zinc. Par contre, le thé, le
fructose et les oligosaccharides favorisent son absorption (Roussel et Favier-Hininger,

2009).
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3. Métabolisme du zinc
3.1. Absorption

Durant la digestion, l'acide chlorhydrique favorise la libération du zinc provenant de
l'alimentation sous forme d'ions libres (Zn>") ou lié a un ligand de faible poids moléculaire
(King et al., 2000). Ces ions peuvent se présenter sous forme libre ou liés a des ligands
endogenes de faible poids moléculaire dans la lumiére intestinale. L'absorption du zinc libéré
durant la digestion se fait majoritairement au niveau de l'intestin proximal soit par diffusion
simple (lorsque le transport suit le gradient de concentration) ou facilité impliquant ainsi des
transporteurs membranaires (Ford, 2004). La majeure partie de zinc transférée du l'intestin a
la circulation portale, est absorbée rapidement et transporté au foie, ou elle est absorbée et
libérée dans la circulation générale pour étre redistribuer aux tissus extra-hépatiques (Dibley,

2001).

3.2. Transport

Le transport du zinc circulant n’est pas assuré par une protéine spécifique, mais par
plusieurs transporteurs capables de capter plus ou moins de zinc selon leurs concentrations et
leurs affinités respectives. Dans la majorité des cas le transport du zinc est assuré par la
liaison a l'albumine (environ 60 a 65% du zinc sérique total), a l'alpha-2-macroglobuline
(environ 20% du zinc est lié¢ trés fortement a cette protéine) et a d'autres protéines (environ

12%) telles que la transferrine et la glycoprotéine riche en histidine (Tubek, 2007).

3.3. Régulation de I’homéostasie du zinc

La régulation fine de I'homéostasie du zinc intracellulaire est un processus fondamental
pour la survie cellulaire. En effet, deux familles de transporteurs transmembranaires appelés
ZnT (solute-Linked carrier 30, SL 30) et ZIP (solute-Linked carrier 39, SL 39) ont des roles
opposés et participent a cette régulation (Figure 2). L'import du zinc extracellulaire dans les
cellules chez 'homme se fait par les transporteurs ZIP (14 transporteurs identifiés) localisés a
la membrane plasmatique ou au niveau des organites intracellulaires comme le réticulum
endoplasmique, l'appareil de Golgi et la mitochondrie, ou le transport se fait de la lumiere de

l'organite vers le cytoplasme (Kambe et al., 2015 ; Hara et al., 2017).
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De leur c6té, les transporteurs ZnT (10 transporteurs identifiés) exercent un effet opposé du
ZIP, ils stimulent le transport du zinc intracellulaire vers I'extérieur, ou du cytoplasme vers la
lumiere des organites ce qui résulte une diminution en concentration du zinc intracellulaire

(Lichten et al., 2009).

Ces transporteurs permettent de réguler la concentration totale en zinc autour de 200 a 300
uM. Au niveau cytoplasmique, la concentration en zinc soluble est régulée par les
métallothionéines. Ces protéines riches en cystéine, permettent de tamponner la concentration
en zinc. Ce processus permet une réponse rapide a un déséquilibre (Bonaventura et al.,

2015).

Vesicles

Membrane

Figure 2: Schéma représentant les 2 grandes familles de transporteurs transmembranaires

intervenants dans la régulation de I’homéostasie cellulaire du zinc (Liuzzi et al., 2006).

3.4. Excrétion

Le zinc est excrété du corps principalement dans les féces. Le zinc fécal (environ 10 mg/
jour) correspond au zinc non absorbé des aliments (67%) et au zinc endogeéne (33%)
(Apostoli, 2002). Egalement, la voie urinaire représente une autre voie d’¢limination de zinc
(environ 0.5 mg/jour). Les autres fluides corporels sont aussi des voies importantes des pertes

totales du zinc (Sehlegel, 2010).
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4. Réle du zinc
4.1. Role physiologique du zinc

Le zinc, un oligo-¢élément essentiel, est impliqué dans de nombreuses fonctions
biologiques, dans la plupart de temps associé a des protéines. Il est estimé que 3 a 10% des
protéines synthétisées par le génome des mammiferes ont besoin du zinc pour leurs structures
ou l'expression de leurs fonctions (Hill et link, 2009). A ce jour, plus de 300 métalloenzymes
a zinc (de classe oxydoréductases, transférases, hydrolases, lyases, isomerases et ligases) et
2000 facteurs de transcription a zinc ont été décrits. A travers ces différentes enzymes, le zinc
exerce un role important comme catalyseur dans : la fonction de métalloenzymes, dans la
réponse immunitaire, la reproduction, la régénération des tissus 1€sés, ainsi que dans la
synthese de I'ADN, de 'ARN et la régulation endocrinienne (Matsuura et al., 2009; Prasad,
2009; Solomons, 2013). Outre son importance comme catalyseur, le zinc semble également
jouer un role dans la structure des enzymes telles que la phosphatase alcaline, la glutamate
déshydrogénase et la superoxyde dismutase (SOD) comme co-activateur (Kindermann et al.,
2005). Dans le cadre de ce sujet de recherche nous limiterons aux fonctions du zinc

impliquées dans le stress oxydatif et le métabolisme glucidique.

4.2. Zinc et stress oxydatif

Le zinc est un cofacteur essentiel pour le fonctionnement des enzymes impliquées dans le
systtme de défense antioxydant. Le zinc exerce son rdle antioxydant a travers plusieurs
mécanismes, il assure la stabilit¢ des membranes et inhibe 1'enzyme NADPH-Oxydase
(nicotinamide adénine dinucléotide phosphate oxydase) qui catalyse la production de
superoxyde d’oxygene (O2°) a partir d'O,. Le zinc est un cofacteur avec le cuivre de la SOD,
enzyme clé piégeant les ions O2°. Aussi, le zinc participe dans la régulation de glutathion
peroxydase (GSH-Px), catalase et l'expression des métallothionéines. Ces enzymes sont
impliquées dans la réduction des radicaux libres (OH) et la neutralisation des especes
réactives de l'oxygene (ERO) produises sous les conditions du stress oxydatif (Figure 3)

(Chasapis et Loutsidou, 2012; Ruz et Carrasco, 2013).

Le zinc posséde une action directe sur l'expression du glutamate cystéine ligase et ainsi sur
la synthése du glutathion (Eide, 2011), il est capable aussi de limiter la production des ERO
par les métaux de transition, en entrant en compétition avec eux dans la réaction de Fenton

(Seve et Favier, 2002).
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Figure 3: Participation de zinc dans les mécanismes antioxydants (Marreiro et al., 2017).

4.3. Zinc et métabolisme glucidique

Le zinc joue un rdle fondamental dans la production, stockage et sécrétion de l'insuline. Le
zinc posséde donc un réle crucial dans la fonction des cellules B pancréatiques et dans la
régulation de métabolisme glucidique. La relation physicochimique entre le zinc et l'insuline
est bien connue depuis des décennies. Les cellules B pancréatiques contiennent une
concentration trés élevée en zinc par rapport les autres compartiments de pancréas, ce qui
suggere que le zinc est impliqué dans la synthése d'insuline (Rungby, 2010). Apres la
synthése au niveau du réticulum endoplasmique rugueux, la pro-insuline est alors transportée
dans l'appareil de Golgi et stockée sous forme d'hexameres en présence des ions de zinc et de

calcium.

Apres la condensation de ces hexameres de pro-insuline dans des granules de sécrétion, ils
sont ensuite transformés en insuline active (apres le clivage de la peptide C). Le zinc,
important pour le stockage de 1'insuline dans les vésicules de sécrétion, est nécessaire pour la
cristallisation de celle-ci dans ces vésicules. Il agirait de fagon autocrine sur la cellule f en
augmentant la sécrétion d'insuline (Khan et al., 2014). En effet, il a ét¢é montré que le zinc
active les canaux potassiques ATP-dépendants impliqués dans la dépolarisation des
membranes des cellules B lors d'exocytose de l'insuline en réponse au glucose (Figure 4)
(Ashcrof et Rorsman, 1989). Le zinc co-sécrété avec I’insuline pourrait également avoir une

action paracrine sur les cellules o voisines en inhibant la sécrétion du glucagon. Cette
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inhibition passerait par ’activation des canaux potassiques ATP-dépendants par les ions Zn?*

de la méme fagon que pour les cellules B (Zhou et al., 2007; Robertson et al., 2011).

Le zinc a également un effet insulinomimétique connu depuis les années 80. Il a été montré
in vitro qu’il stimule la lipogenese indépendamment de 1’insuline (Coulston et Dandona,

1980) ainsi que le transport et I’oxydation de glucose (May et Contoreggi, 1982).
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Figure 4: Roéle du zinc dans la sécrétion de I’insuline (Chistiakov et Voronova, 2009).

5. La carence en zinc

La carence en zinc est aujourd'hui largement connue comme l'une des principaux facteurs
de risque de morbidit¢ et de mortalit¢ (Black et al., 2008). Les principaux facteurs
responsables de la carence en zinc sont un apport alimentaire insuffisant en zinc, d'états
pathologiques qui induisent soit une augmentation des pertes endogeéne de zinc ou une

insuffisance de 'utilisation de zinc (Gibsan et Anderson, 2006).

Les manifestations cliniques de la carence en zinc sont trés variées. En effet, la carence en
zinc peut entrainer un certain nombre d'anomalies fonctionnelles qui incluent : un retard de
croissance, un affaiblissement de la performance reproductive, des perturbations
neurologiques, un dysfonctionnement du systéme immunitaire avec une sensibilité aux
infections (Brown et al., 2001). De plus, un statut altéré de cet oligo-élément a clairement un

impact sur les capacités antioxydantes des cellules. /n vivo, 'augmentation des protéines
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oxydées et des dommages causés a I'ADN ont été démontré chez des rats carencés en zinc
(Oteiza et al., 1995). La carence en zinc joue un role dans la pathologie de diabéte. Elle se
manifeste par une diminution de la synthése d'insuline et une réduction de la sensibilité des
cellules du tissu périphérique a l'insuline entrainant ainsi, une diminution de la fluidité
membranaire, de la stabilité de l'insuline et de la synthése du récepteur a 1'insuline (Moore et
al., 2001). Les diabétiques sont les plus sensibles au déficit en zinc, di généralement a une
perte excessive de zinc dans les urines et a une altération de son absorption intestinale (Kazi

et al., 2008).
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CHAPITRE I11I. Le stress oxydatif

1. Généralités

Le terme de stress oxydatif a été évoqué pour la premicre fois en 1981 par H. Sies pour
définir un état de déséquilibre entre la production des especes réactives d'oxygene et les
capacités antioxydantes de l'organisme (Beaudeux et Durand, 2011). Dans les systémes
biologiques, la production des radicaux libres est présente en permanence, leur formation est
inévitable et dans certain cas indispensable a des fonctions essentielles de 1'organisme comme
les défenses immunitaires, la signalisation cellulaire, 1'expression génétique et le maintien de
I’homéostasie redox. En revanche, leur surproduction peut-€tre a l'origine d'importants
dommages cellulaires en réagissant avec les lipides, les protéines et les acides nucléiques

(Ray et al., 2012).

De plus, cet état de stress est observé physiologiquement au cours du vieillissement et il
s'accompagne également de nombreuses pathologies telles que l'athérosclérose, les maladies
neurologiques et le diabéte. I se traduit par l'accumulation de produits d'oxydation des

biomolécules (lipides, protéines et ADN) au niveau plasmatique et au niveau cellulaire.

2. Les espéces réactives de 1'oxygéne

Les radicaux libres sont des molécules contenant un ou plusieurs ¢électrons non appariés,
cette spécificité leur confére une instabilité et un potentiel de réactivité important vis-a-vis
d'autres molécules biologiques. Afin de se stabiliser, ces radicaux libres réagissent avec
d'autres atomes en leur arrachant des électrons, créant ainsi de nouveaux radicaux libres

(Wallace, 2002).

Actuellement, il existe majoritairement trois familles d'espéces réactives oxydantes qui
sont connues. Il s'agit des formes réactives de l'oxygeéne (ERO), des formes réactives de

l'azote (ERN) et des oxydants chlorés (OHCI) (Lee et al., 2000).

Les ERO sont les plus importants du fait de leurs nombreuses implications dans les
processus biologiques. Les ERO comprennent les radicaux tels que le superoxyde (O2),
I'hydroxyde (OH"), I'oxyde nitrique (NO") et des especes non radicalaires tels que le peroxyde
d'hydrogene (H20.), 'oxygeéne singulet (O2) et le peroxy-nitrite (ONOO") (Nathan et al.,
2010).
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3. Sources des especes réactives d'oxygene
3.1. Les sources exogénes

Les facteurs environnementaux contribuent également a la formation des especes réactives
d'oxygéne, une surproduction est observée dans le cas d'intoxication aux métaux lourds ou

dans les phénomeénes d'irradiations ou certains polluants (Hatch, 2010).

3.2. Les sources endogénes
3.2.1. La mitochondrie

Dans les cellules, environ 90 % des especes réactives d'oxygene sont formés par la
mitochondrie, représentant ainsi la source principale de production (Krumova, 2016). Cette
production est due majoritairement a une fuite d'électrons au niveau des complexes I et III de
la chalne respiratoire mitochondriale qui va entrainer la formation d'anions superoxyde

(Lavier, 2003).

3.2.2. La NADPH Oxydase

C’est un complexe enzymatique membranaire exprimée dans de nombreux tissus et dans
les cellules sanguines. Elle va générer des anions superoxyde en transférant des électrons du
NADPH vers une molécule de dioxygéne (O2), ce qui produit du NADP*, du H" et de O>".
Ces deux derniers composés réagissent entre eux pour former de peroxyde d'hydrogene H>O»

(Lavie, 2015).

NADPH + 20> » NADP' +20,"+H"

3.2.3. La xanthine oxydase (XO)

C'est une enzyme cytosolique, présente dans le foie, cette enzyme participe dans la
synthése des ERO en réduisant hypoxanthine en xanthine, ainsi que la xanthine en acide

urique (Figure 5) (Berry et Hare, 2004).
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Figure 5 : Production de radical superoxyde par la xanthine oxydase (Moussard, 2006).

3.2.4. Les péroxysomes

Chez les mammiferes, les peroxysomes jouent un role indispensable dans différentes voies
biochimiques, incluant la synthése des phospholipidiques, 1'oxydation des acides gras, des
acides biliaires et le catabolisme des acides aminés. Les peroxysomes contiennent de
multiples oxydoréductases qui produisent de H>O> dans le cadre de leur activité catalytique.
Les peroxysomes de mammiféres peuvent également contenir de la xanthine oxydoréductase
et la nitric oxyde synthase inductible (NOS2), deux sources potentielles d'anion superoxyde

(Van Veldhoven, 2010).

3.2.5. Le réticulum endoplasmique

Les enzymes de réticulum, dont la famille des cytochromes P450, assurent 1'oxydation des
acides gras insaturés (et certains xénobiotiques) et réduisent l'oxygeéne moléculaire pour
former O2™ et/ou H20O,. Les enzymes de la voie de 1’acide arachidonique, les péroxysomes, les
lysosomes (qui contiennent la myéloperoxydase responsable de la formation d'acide
hypochloreux) et le noyau (qui possede des cytochromes oxydases et une chaine de transport

d'¢lectrons) sont ¢galement capables de produire O,™ (Delattre et al., 2007).

4. Les cibles de dommages oxydatifs

En raison de leur grande réactivité, les ERO peuvent entrainer des altérations importantes
aux différentes cibles biologiques notamment les lipides, les protéines et les acides
nucléiques. Cette altération se traduit par le développement de plusieurs pathologies

dégénératives et I'accélération de processus de vieillissement (Curtin et al., 2002).
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4.1. Oxydation des lipides

Les acides gras polyinsaturés sont particulicrement la cible lipidique vulnérable des

radicaux libres (Favier, 2003). La péroxydation lipidique présente l'une des conséquences

biochimiques directe de la production des ERO, c'est un mécanisme en chaine, initié par un

radical qui conduit a la formation d'hydropéroxydes (ROOH) instables qui vont se dégrader

en aldéhydes et altérer la membrane cellulaire et pouvant aussi entrainer une perte d'intégrité

de la cellule et de ses organites (Figure 6) (Valko et al., 2006). La peroxydation lipidique

conduit a la formation de nombreux produit finaux dont les plus toxiques: le malondialdéhyde

(MDA) et le 4-hydroxynonénal (4-HNE). Ces deux produits ont un potentiel mutageéne et

cancérogene et capable de réagir avec les protéines et I'ADN. IIs peuvent étre utilisés comme

marqueurs de suivi des pathologies (Signorini et al., 2013).
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Figure 6 : Réaction en chaine de la peroxydation des acides gras et leur devenir

(Favier, 2003)
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4.2. Oxydation des protéines

De nombreux radicaux libres peuvent endommager les protéines et les rendre moins
actives, voir non fonctionnelles. Ils agissent sur les protéines par le biais des acides aminés les
plus sensibles au stress oxydatif tels que les acides aminés soufrés dont la cystéine et la
méthionine, les acides aminés basique (I'arginine, leucine) et les acides aminés aromatiques

tels que le tryptophane, la phénylalanine et la tyrosine (Figure 7) (Davies, 2000).

Selon I’intensité de stress oxydatif, les protéines subissent plusieurs types de modifications
dans les chaines protéiques. Ces modifications sont généralement modelées par la présence
des métaux de transition (Fe'?, Cu™?), ils peuvent engendrer des coupures de liaisons
peptidiques et des ajouts de sous-produits réactionnels d'oxydation (peroxydation lipidique).
Ces modifications aboutissent a des altérations structurelles et fonctionnelles importantes

telles que la perte de l'activité enzymatique et non reconnaissance de la protéine par son
récepteur (Levine, 2002).
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Figure 7 : Nature de quelques modifications des chaines latérales, d’acides aminés des

protéines apres attaque radicalaire (Favier, 2003)

4.3. Oxydation de ' ADN

L’ADN est également sensible aux attaques radicalaires, plus particulierement par le
radical hydroxyle (HO"), le dommage oxydatif le plus fréquent correspond aux bases oxydées.

Les ERO peuvent induire des oxydations, notamment avec la guanine, cette derniére peut
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réagir avec le radical hydroxyle et donne naissance a un 8-hydroxy-Guanosine (8-OH-G) qui
peut étre ensuite transformé en 8-hydroxy-2-deoxyguanosine (8-OH-dG) (Kino et al., 2017).
Le taux de 8-OH-dG détecté au sein de plusieurs systémes biologiques, est utilis¢é comme un
marqueur du niveau de stress oxydatif (Altieri et al., 2008). Les attaques radicalaires
générées par les radicaux hydroxyles affectent la molécule d'ADN en entrainant des coupures
ou des mutations carcinogenes sur les brins d'ADN, pouvant aboutir a la mort cellulaire

(Figure 8) (Loft et al., 2008).
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Figure 8 : Types des Iésions de I’ADN provoquées par les attaques des radicaux libres

(Favier, 2003)

5. Systéme de défense antioxydant

Les défenses antioxydantes jouent un role fondamental dans la balance redox. En effet,
elles protégent 1'organisme contre les especes prooxydantes a travers divers mécanismes de
défense soit de maniére directe qu’indirecte. Un antioxydant est défini comme étant une
substance qui, a faible concentration, prévient ou retarde significativement l'oxydation d'un
substrat (Halliwell et Gutteridge, 1990). Il existe ainsi deux types de systéme de défense:

enzymatique et non enzymatique chargés de corriger les effets toxiques des radicaux libres :
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5.1. Systéeme de défense enzymatique
5.1.1. Superoxyde dismutase SOD

Les superoxydes dismutase (SOD) sont des métalloenzymes qui catalysent la dismutation
des 1ons superoxyde (O2") en molécule de peroxyde d'hydrogéne (H>O»). Ces enzymes sont
ubiquitaires chez les eucaryotes et on distingue trois isoenzymes (SODI1, a cuivre et a zinc
cytosolique ; SOD2, a manganése mitochondriale et SOD3 a cuivre et & zinc extracellulaire)
qui différent selon la localisation chromosomique du géne, leur contenu métallique, leur

structure quaternaire et leur localisation cellulaire (Beaudeux et Durand, 2011).

SOD

20, +2H" » H.0: + 0>

5.1.2. Catalase CAT

La catalase est une enzyme héminique capable de catalyser la transformation de peroxyde

hydrogéne en eau et en oxygene moléculaire selon la réaction suivante :

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

La catalase joue un role majeur dans la dismutation des fortes concentrations d'H>O», plus
particuliérement dans les peroxysomes, ou augmente la production d’H>O», dans le foie et

parfois les reins (Kodydkova et al., 2014).

5.1.3. Glutathion peroxydase GSH-Px

Chez les mammiferes, il existe cinq isoformes de la GSH-Px, elles sont abondantes dans la
mitochondrie, le cytosol et le noyau. L'ensemble des GSH-Px catalyse la réduction du H2O»
en eau, ou des peroxydes lipidiques résultant de I'effet de stress oxydatif sur les acides gras
polyinsaturés en alcool couplé a l'oxydation d'un substrat comportant une fonction thiol

(glutathion) selon les réactions suivantes (Zhu et al., 2008) :

H,0,+2 GSH GSH-Px » 2 H,O+GSSG

ROOH +2 GSH __ CSH-Px »  ROH+H,0+GSSG
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5.1.4. Glutathion-S-transférase GST

Les glutathion-S-transférases sont des enzymes connues pour leur role dans la détoxication
des molécules nuisibles pour les cellules, qu'elles soient étrangeres ou non a l'organisme. Il
existe trois familles de GST: cytosoliques, microsomales et mitochondriales. Les GST sont
impliquées dans la détoxication des molécules électrophiles par conjugaison avec le GSH.
Ainsi, les GST sont capables de neutraliser les toxines exogenes génératrices des ERO et de
réduire certains lipides peroxydés (tels que les acides gras hydroperoxydés, esters de
cholestérol hydroperoxydés et phospholipides hydroperoxydés) limitant ainsi la génération
des produits toxiques de la peroxydation lipidique tels que 4-HNE et MDA (Hayes et al.,
2005).

5.2. Systeme de défense non enzymatique
5.2.1. Les antioxydants endogenes
a. Le glutathion GSH

Le glutathion est un tripeptide de (gamma glutamyl cystéinyl glycine) qui constitue le
groupement thiol le plus important dans la cellule (1 a 5 mM) (Zhang et Forman, 2012). Il
agit par réaction directe avec les ERO ou en participant aux réactions enzymatiques
d'¢limination des ERO. Il existe sous forme essentiellement réduite (GSH) ou sous forme
oxydé (GSSG). Le rapport GSH/GSSG est considéré comme un excellent marqueur de la
peroxydation lipidique et utiliser pour mesurer le statut d'oxydoréduction. Le GSH poss¢dent
d'autres propriétés antioxydantes, il agit essentiellement comme cofacteur de la GSH-Px et de
la GST, chélateur des métaux de transition, régénérateur final de vitamine C et E, a partir de

leur forme radicalaire (Figure 9) (Haleng et al., 2007).

LOO®° a-Tocophérol Dehydro- 2GSH
ascorbate \ /
) ( > l \])9
LOOH e Ascorbate \ GSSG
Radical

Figure 9 : Role de GSH dans la génération de vitamine E et C (Packer et al., 2001).
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b. L’acide urique

L’acide urique est capable de piéger les espéces radicalaires. Il agit comme chélateur des
ions métalliques qui sont impliqués dans la génération prooxydante (Strazzullo et Puig,

2007).

5.2.2. Les antioxydants exogenes
a. Les vitamines

Les vitamines sont des molécules organiques apportées par l'alimentation et intervenants
dans nombreuses fonctions physiologiques. Certaines vitamines comme les vitamines C et E

ont un role antioxydant.
> La vitamine E (tocophérol)

La vitamine E est une molécule organique liposoluble, il existe huit formes, dont la plus
active est I’a-tocophérol. La vitamine E posseéde des propriétés antioxydantes en conjugaison
avec la vitamine C et le glutathion. Cette propriété est liée au fait qu'elle est capable de donner
un atome d'hydrogéne, ceci leur permet de réagir avec les molécules radicalaires telles que
I’H20,, 1'02”" et I’OH" (Traber et Atkinson, 2007). Etant liposoluble, la vitamine E peut
s'insérer facilement dans les membranes biologiques en empéchant ainsi l'initiation de la

péroxydation lipidique.
» La vitamine C (acide ascorbique)

La vitamine C est une autre vitamine antioxydante hydrosoluble capable de piéger certains
radicaux libres tels que O>", H2O, et OH" (Haleng et al., 2007). De plus la vitamine C est
capable de réduire la concentration de la vitamine E oxydée, en favorisant sa régénération en
vitamine E active. D’un autre coté, la vitamine C permette le maintien de concentration
plasmatique de glutathion sous sa forme réduite, réduisant ainsi les peroxydations lipidiques

et les dommages aux protéines et a 'ADN (Johnston et al., 1993).

b. Les oligo-¢léments

Les ¢léments traces comme le fer, le cuivre, le zinc, le manganese et le sélénium sont des
métaux essentiels apportés par l'alimentation. Ces ¢éléments possédent un role important de

défense vis-a-vis du stress oxydatif car ils participent dans la défense contre les radicaux

24



CHAPITRE I11I. Le stress oxydatif

libres comme cofacteur de la SOD, de la catalase et de la GSH-Px (Roussel et Favier-

Hininger, 2009)
» Le sélénium

Le sélénium est un cofacteur de la GSH-Px, il est donc antioxydant de fagon indirecte. On
retrouve le sélénium organique dans [’alimentation sous forme d’un acide aminé, la
sélénocystéine. Le sélénium organique est mieux absorbé, il subit une métabolisation

hépatique conduisant a des intermédiaires nécessaires a la synthése de la GSH-Px.

> Le cuivre

A concentration physiologique le cuivre est le cofacteur de la SOD, cependant, il peut
jouer un role dans la production des ERO (réaction de fenton) lorsque sa concentration est

¢levée (Kazi et al., 2008).

> Le zinc

Le zinc est un cofacteur essentiel de la SOD. Il protége les groupements thiols des
protéines. Il peut inhiber les réactions de formation des ERO induites par les métaux de

transition comme le fer ou le cuivre (Haleng et al., 2007).
» Le manganése

Le manganese compte parmi les oligo-¢léments essentiels, il entre dans la structure de
nombreuses enzymes, en particulier la SOD impliquée dans les défenses antioxydantes (Kazi

et al., 2008).
c. Les polyphénols

Les polyphénols sont des antioxydants présents dans les végétaux. La famille des
polyphénols regroupe plus de 8000 composés, parmi lesquels on trouve les acides phénoliques
(acide gallique, acide caféique), les non flavonoides (dont les stilbénes comme le resvératrol,
les lignanes et les tanins) et les flavonoides tels que les anthocyanes et les catéchines
(Yoshihara et al., 2010). La structure chimique des polyphénols leur confére certaines
capacités en particulier antioxydantes, qui leur permet de piéger les radicaux libres et de
chélater les métaux (grace au groupement hydroxyle). Ils peuvent aussi inhiber la
peroxydation lipidique et notamment la formation des LDL oxydés (Low Densiy Lipoprotein)

(Jaldappagari et al., 2013).
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CHAPITRE 1V. Le stress oxydatif et le diabete

1. Les voies métaboliques impliquées dans la genése de stress oxydatif au cours du

diabéte

L'hyperglycémie chronique est connue pour étre a l'origine de l'augmentation de stress
oxydatif au cours de diabéte. Ainsi, d'autres voies semblent impliquées dans la genése de ce
stress oxydatif et jouent un role dans le mécanisme de toxicité du glucose, parmi lesquels on
trouve l'oxydation du glucose, la voie de polyols, des hexosamines, de la protéine kinase C
(PKC), les voies de formation des produits avancés de glycation (AGE), ou encore la

surproduction de 1’anion superoxyde par la mitochondrie (Figure 10) (Lappas et al., 2011).

1.1. Auto-oxydation du glucose

En présence de métaux de transition, le glucose sous sa forme éne-diol s'oxyde, entrainant
ainsi, la génération d'un radical anionique éne-diol. Celui-ci en réduisant l'oxygene
moléculaire, libére des anions superoxydes O2". Au cours de cette réaction, il y a formation
concomitante d'un composé carbonyle a-acétolaldéhyde. Ce dernier, et en présence de métaux
de transition provoque le déclenchement de réaction de Fenton avec production des radicaux

hydroxyles HO® (Hunt et al., 1988).

1.2. Voie de polyols

En condition d'hyperglycémie, le métabolisme du glucose par la voie de glycolyse et des
pentoses phosphates est interporru suite a la saturation de 1'hexokinase, enzyme responsable
de phosphorylation du glucose en glucose 6-phosphate. Dans cette situation, la voie de
polyols fait intervenir I'aldose réductase qui transforme le glucose en sorbitol puis en fructose
sous l'action d'une autre enzyme la sorbitol hydrogénase qui requiert le NADPH comme
cofacteur. Au cours de cette réaction, les taux cellulaires de NADPH diminuent. Or, ce
dernier est nécessaire a l'activité de la glutathion réductase (régénération du GSH) ainsi qu’a
I’activité¢ de l'ascorbate réductase et de la NO-synthase et donc une déplétion de défenses
antioxydantes ce qui entraine une aggravation du stress oxydatif (Brownlee, 2001; Haleng et

al., 2007).
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1.3. Voie de hexosamines

L'accumulation intracellulaire du glucose entraine €¢galement le métabolisme du glucose
par la voie des hexosamines. Dans cette voie, une partie du fructose 6-phosphate (F-6-P) issu
de la glycolyse est converti en glucosamine-6-phosphate (Glu-6-P) par 1'enzyme glucosamine
fructose-amidotransférase (GFA). La Glu-6-P est ensuite utilisée pour produire de 1I’Uridine
diphosphate N-acétylglucosamine (UDP-GlucNAc), ce produit final de la voie de
hexosamines va aboutir a la glycosylation des protéines, cette forme particuliere de
glycosylation implique l'addition d'un N-acétylglucosamine sur un résidu serine ou thréonine

des protéines en modifiant leurs propriétés fonctionnelles (Semba et al., 2014).

1.4. Voie de la protéine kinase C

En situation d'hyperglycémie, la transformation accrue du glucose en glycéraldéhyde-3
phosphate, un produit de glycolyse, et sa conversion en diacylglycerol (DAG), stimule
l'activation de plusieurs isoformes de la protéine kinase C (PKC). Cependant, cette activation
va entrainer une production accrue des ERO en stimulant la NADPH oxydase (Tarr et al.,
2013). L'activation de la PKC conduit par ailleurs a la fois a une inflammation par le biais de
la synthése des facteurs pro inflammatoires NFk-B (Nuclear factor kappa-B) et a I'installation
de Il'insulino-résistance via la diminution de I’expression d’oxyde nitrique synthétase

endothéliale (ONSe) (Xia et al., 2000).

1.5. Glycation des protéines

On conditions hyperglycémiques, des modifications peuvent se produire suite a la réaction
des groupements aminés libres des protéines avec un ose tel que le glucose : c'est le processus
de glycation, auquel peut s'associer une oxydation qui va provoquer des modifications
structurelles et fonctionnelles de ces protéines, on parle alors de glyco-oxydation (Beaudeux
et Durand, 2011). Le processus de cette glycation se déroule en trois étapes. Dans la
premicre étape, le glucose réagit facilement avec les groupements aminés libres des protéines
pour former une base de Schiff. Dans la deuxiéme étape, la base de Schiff subit des
réarrangements moléculaires et donne naissance a des produits d'Amadori. Enfin,
l'accumulation lente de ces produits conduit a la formation irréversible des produits terminaux
de glycation (AGE), suite a différents réarrangements ainsi que d'éventuelles réactions

d'oxydation (Guillet, 2010). L'implication des AGE dans la genése d'un stress oxydatif vient
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de leur capacité de se lier a des récepteurs spécifiques (R-AGE) présents sur les cellules
endothéliales, glomérulaires ou encore les macrophages. L'activation de ces récepteurs
déclenche une production des ERO via l'activation de la NADPH oxydase, ainsi que
l'activation de facteurs de transcription NF-kB qui provoque la transcription de cytokines
inflammatoires, favorisant ainsi la génération de stress oxydatif et une réponse inflammatoire.
Cette action peut continuer a développer des maladies vasculaires chez les diabétiques (Park
et al., 2011). La glycation des protéines entraine une diminution de la capacité du 1’albumine
d’épurer les radicaux libres, de chélater les métaux de transition et pourrait également
intervenir dans I’expression de certaines protéines, notamment 1’insuline dont le promoteur du
gene est sensible a la glycation (Dobrian et Simionescu, 1995). De plus, les enzymes
antioxydantes telles que la Cu-Zn SOD, la catalase et la glutathion réductase font 1’objet de

glycation (Arai et al., 1987).

1.6. Production mitochondriale d’anions superoxydes

La voie privilégiée pour la dégradation du glucose est celle de la glycolyse a pres de 90%
et celle des pentoses phosphates pour le reste. En situation d’hyperglycémie, le coenzyme
réduit NADH (nicotinamide adénine dinucléotide H) produit par la glycolyse va s’accumuler.
Ce donneur d’¢lectron induit ainsi une surcharge ¢lectronique au niveau de la chaine
respiratoire mitochondriale entrainant une surproduction d’anion superoxyde (Bonnefont-
Rousselot et al., 2004).

Mis a part les voies métaboliques minoritaires du glucose décrites précédemment, il existe
d’autres facteurs favorisant un stress oxydatif dans le cadre du diabete. Il s’agit entre autres
des acides gras libres ou non-estérifi€s, qui se retrouvent en exces chez le patient diabétique.
Ces acides gras vont passer par le cycle de I’acide citrique et générer de 1’acétyl-CoA
(coenzyme A) et un excés de NADH qui va favoriser la production de superoxyde au niveau

mitochondrial (Jay et al., 2006).
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Figure 10 : Les voies métaboliques activées par I’hyperglycémie. Quatre voies sont activées

par I’hyperglycémie : la voie des polyols, des hexosamines, de la protéine kinase C (PKC) et

les voies de formation des produits avancés de glycation (AGE) (Lappas et al., 2011).

2. Le diabete et I'altération de la défense antioxydante

Plusieurs études ont rapporté une association entre le diabéte et le stress oxydatif.
Cependant, sous ’effet d'un fort stress oxydatif, une baisse des défenses antioxydantes vis-a-
vis des radicaux libres a été observée chez les diabétiques. En effet, une augmentation de
I'expression de la NADPH oxydase, ainsi qu'une diminution de l'expression des enzymes
SOD, catalase, GSH-Px, GST et celle du GSH ont été observées dans les vaisseaux de sujets
et d'animaux diabétiques (Palma et al., 2014; Li et al., 2015). La diminution des
antioxydants au cours de diabete peut étre expliqué par la glycation des enzymes impliquées
dans la défense vis-a-vis les radicaux libres, ainsi a la carence de la disponibilit¢ en

NADPH,H", un facteur indispensable pour la régénération de GSH et de la vitamine E

(Haleng et al., 2007).
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3. Le stress oxydatif a I'origine de la dysfonction et I'apoptose des cellules

Hyperglycémie chronique engendre divers effets néfastes sur les cellules B pancréatiques
puisqu'elle est capable d'entrainer des perturbations de l'insulinosécrétion, une diminution de
la prolifération et de la différenciation des celles-ci, ainsi qu'une augmentation de 'apoptose
par le biais de divers mécanismes. L’exposition a des concentrations ¢levées de glucose est
directement responsable de la génération des ERO, qui concourent au dysfonctionnement des
cellules B, car elles expriment trés peu d’enzymes antioxydantes telles que les SOD, GSH-Px
et catalase, de plus, les cellules B possedent des concentrations faibles en GSH réduit

(Acharya et Ghaskadbi, 2010 ; Gerber et Rutter, 2017).

4. L’effet de la carence en zinc sur le stress oxydatif au cours de diabéte

Parmi les oligo-¢éléments, le zinc occupe une place importante, il joue un role dans la
plupart des fonctions biologiques. Le zinc est nécessaire pour le fonctionnement normal de la
défense oxydative. Ce role peut s'explique par son implication dans la défense contre les
radicaux libres et leur synthese. De plus, le zinc est indispensable aux activités des enzymes
antioxydantes telles que la SOD-Cu-Zn comme cofacteur et augmente 1'activité de la catalase
et de la GSH-Px, ce qui peut expliquer les effets négatifs du déficit en zinc sur I’activité de
ces enzymes (Christos T Chasapis et al., 2012).

Au cours de diabete, les déficits enzymatiques sont principalement associés a une
augmentation de 1’apoptose des cellules  pancréatiques (Chimienti, 2013) et é¢galement a
une perturbation de production de I’insuline qui va a son tour augmenter la glycémie qui est
impliquée dans le stress oxydatif via les mécanismes de glucotoxicité précédemment
mentionnés (Brender et al., 2010). Cependant, la carence en zinc, une situation souvent
observée chez les patients diabétiques, joue un rdle dans 1’aggravation des complications

associées au diabéte (Fukunaka et Fujitani, 2017).
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CHAPITRE V. Le gingembre et le curcuma

1. Phytothérapie
1.1. Définition

Depuis toujours, I’homme utilise les plantes qui I’entourent pour se nourrir et se soigner.
Le nom de phytothérapie vient du grec « phyton », qui signifie plante, et de « therapein » qui
signifie soigner/traiter. La phytothérapie est 1’utilisation des plantes dans le but de prévenir ou
de traiter des pathologies. La phytothérapie est I’ensemble de soins thérapeutiques faisant
directement appel aux drogues d’origine végétale, les végétaux qui peuvent &tre employés
sous plusieurs formes, infusions simples ou composées, ou sous forme de préparations

galéniques, teintures, extraits... (Hamamouchi, 1999).

Seules les plantes ayant fait preuve de leurs vertus médicinales ont un intérét en
phytothérapie. Les parties les plus concentrées en principes actifs seront choisies, donc il peut
s’agir de la plante entiere, des feuilles, de la tige, des rameaux, des sommités fleuries, de

I’écorce, des racines ou des fruits, utilisées fraiches ou séches (Nelly, 2013).

1.2. Types de phytothérapie

On peut distinguer deux types de phytothérapie :

- Une pratique traditionnelle, parfois trés ancienne basée sur 1’utilisation des plantes selon
les vertus découvertes empiriquement. Selon ’OMS, cette phytothérapie est considérée
comme une médecine traditionnelle et encore massivement employée dans certains pays dont
les pays en voie de développement. C’est une médecine conventionnelle du fait de 1’absence

d’étude clinique.

- Une pratique basée sur les avancées scientifiques qui recherche des extraits actifs des
plantes. Les extraits actifs identifiés sont standardisés. Cette pratique conduit aux
phytomédicaments et selon la réglementation en vigueur dans le pays, la circulation des

phytomédicaments est soumise a I’autorisation de mise sur le marché (AMM).

Ces deux sources de connaissances sont complémentaires. La médecine traditionnelle
s’intéresse aux effets de la plante dans sa globalité ainsi qu’a son action sur I’ensemble de
I’organisme. Les techniques modernes se concentrent sur les propriétés d’une ou d’un
ensemble de molécules présentes dans la plante et de leur action sur un symptome ou une
cause précise. Elles permettent de mieux comprendre les mécanismes d’action et de proposer

un usage thérapeutique documenté (Carillon, 2009).
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1.3. Substances actives des plantes

Les plantes médicinales contiennent un mélange de substances actives que ’on peut

répartir en trois grands groupes : composés phénoliques, alcaloides et les terpénoides.

1.3.1. Composés phénoliques

Les polyphénols sont des métabolites secondaires naturels présents dans différentes parties
des végétaux et omniprésents dans les légumes, les fruits et les graines. Les composés
phénoliques différent par leur structure en fonction du nombre et de la position des
hydroxylations et des méthoxylations des composés aromatiques. Les polyphénols sont des
antioxydants. Ils présentent également une large gamme d'activités pharmacologiques,
notamment antimutagenes, antibactériennes, antivirales, anti-inflammatoires, antiallergiques,
antithrombotiques et vasodilatatrices. En particulier, ce sont des antioxydants piégeurs de
radicaux libres, inhibant les systémes enzymatiques responsables de la génération des
radicaux libres et possédent des propriétés réductrices (Pourcel et al., 2007; Jaldappagari et

al., 2013).

1.3.2. Alcaloides

Les alcaloides sont des substances présentant un atome azoté inclus dans un hétérocycle et
sont des composés basiques. En effet, ces substances naturelles de structure complexe,
importantes chez les végétaux, présentent a faible dose une multitude d’activités
pharmacologiques telles qu’anti-tumorale, antiparasitaire, qui a forte dose peuvent devenir

trés toxiques (Mauro, 2006).

1.3.3. Terpénoides et stéroides

Les stéroides et les terpénoides sont synthétisés a partir d’un méme précurseur, ils

constituent ’ensemble le plus vaste de métabolites secondaires des végétaux.

2. Les plantes sélectionnées pour I’étude

Du fait de la richesse des plantes médicinales en composants bioactifs dont les polyphénols

et les flavonoides, elles représentent une option thérapeutique intéressante pour atténuer la
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gravité de diabete et ses complications. Parmi ces plantes on trouve les épices qui font partie
intégrante de la nutrition humaine depuis ’antiquité. Ils ont été utilisés non seulement pour
améliorer le gott, la couleur et I’odeur des aliments ; mais aussi par la médecine traditionnelle
pour les puissantes propriétés thérapeutiques qu’ils possédent. Ce chapitre explore les
différentes actions thérapeutiques des €épices couramment utilisées, tels que le gingembre et le

curcuma (Bi et al., 2017).

2.1. Le gingembre (Zingiber officinal)

2.1.1. Généralités

Le terme « Gingembre » est dérivé du nom Anglais ginger. Cette plante est aussi appelée
Zingiberies en grec et Zingiberi en latin. Le gingembre est I’un des épices les plus connus et
les plus populaires utilisé pour traiter de nombreuses affections, sa production est apparue
depuis plus de 5000 ans chez les indiens et les chinois. Aujourd’hui cette plante est cultivée
dans les régions tropicales chaudes et humides, bien que I’Inde reste le principal pays
producteur (plus de 50%), mais aussi au Sri Lanka, en Chine, au Japon, en Jamaique, au

Nigéria, en Amérique du Sud et en Australic (Bode et Dong, 2011).

La partie utilisée est le rhizome séché, il est utilisé trés anciennement comme une drogue
en Inde et en Chine dans la formulation d’un grand nombre de remedes traditionnels. De
nombreuses activités pharmacologiques lui ont été attribuées, certaines ont ét¢ démontrées par

des études expérimentales (Figure 11) (Gigon, 2012).
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Figure 11 : Représentation de zingiber officinal, la plante, le rhizome et ses composés

bioactifs (Prasad et Tyagi, 2015).
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2.1.2. Compositions chimiques et molécules bioactives

Le rhizome renferme la majorité des composants chimiques de gingembre, ce dernier est
trés riche en amidon (60 %) et renferme des protéines et des lipides (10%) (Zadeh et Kor,
2014). L’odeur du gingembre est due a 1’existence d’une huile volatile (a raison de 10 a 25
ml/kg de rhizome), les éléments principaux de cette huile sont des monoterpeénes (f3-
phellandréne, (+) -camphene, cinéole, géraniol, curcumene, citral, terpinéol, bornéol) et des
sesquiterpenes (a-zingibéreéne, B sesquiphellandréne, B bisaboléne, (E-E)-a-farneséne, ar-
curcumene et zingibérol) (Ali et al., 2008). Cependant, la composition de ces huiles est

variable selon 1’origine géographique et les conditions agronomiques (Mishra et al., 2012).

Le gott piquant du gingembre frais est dii principalement aux gingérols qui sont des séries
d’homologues des phénols, le plus abondant est le [6]-gingérol. Alors que le golit piquant du
gingembre sec est dii aux shogaols, qui sont les composés déshydratés des gingérols. Les
shogaols sont formés durant le traitement thermique de la plante (Ali et al., 2008 ; Dugasani

et al., 2010 ; Ha et al., 2012).

Parmi les autres constituants remarquables, il existe des acides phénoliques et des
flavonoides mais a faibles proportions comme la quercétine, la rutine, fisetine, morine, acide

gallique, acide ferulique et acide vanillique (Ghasemzadeh et al., 2010).

2.1.3. Propriétés pharmacologiques et usages thérapeutiques

Au cours des derniéres années le gingembre est utilisé pour traiter certaines anomalies en
raison de ses activités biologiques. Cette plante d’une composition exceptionnelle révele des
propriétés antidiabétiques, antioxydantes, anti-inflammatoires, antitumorales et une action

antiulcéreuse (Gigon, 2012).

2.1.3.1. Action hypoglycémiante

L'effet antidiabétique du gingembre a été prouvé expérimentalement dans plusieurs études.
En effet, les composants phénoliques qui sont caractérisés dans le gingembre tels que les
gingérols, les shogaols, les paradols et les zingérones ont montré une action anti-
hyperglycémiante et de nombreux autres effets thérapeutiques (Al-Suhaimi et al., 2011). Par
exemple, dans une étude menée sur des patients atteints de DT2, la consommation

quotidienne de 3g/jour de poudre de gingembre pendant 8 semaines a montré un effet
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hypoglycémiant, une diminution de taux d'HbA1c ainsi qu’une amélioration de la résistance a
lI'insuline (Mozaffari-Khosravi et al., 2014). Cependant, les modes d'action possibles de
gingembre sur le controle glycémique comprennent : l'inhibition d'enzymes telles que l'a-
amylase et I'a-glucosidase dans la digestion des glucides, I'augmentation de la libération et de
la sensibilité a I'insuline et I'amélioration du profil lipidique (Bi et al., 2017). Par conséquent,

il est possible d'utiliser du gingembre pour gérer le diabéte.

2.1.3.2. Action antioxydante

Des propriétés antioxydantes extrémement importantes donnent au gingembre de
puissantes vertus préventives contre un certain nombre de maladies métaboliques et
vasculaires en relation avec l'oxydation des lipides (Rehman et al., 2011). Dans une étude
réalisée sur des rats diabétiques, le gingembre a 1% a réduit la péroxydation des lipides, en
maintenant l'activité des enzymes antioxydantes telles que la SOD, la catalase, la GSH-Px et
celle du GSH (Shanmugam et al., 2010). Ces effets lui viennent notamment de ses composés
polyphénoliques comme le [6]-gingérol et ses dérivés, des flavones, des isoflavones, des
flavonoides, de I'anthocyanine, de la coumarine, des catéchines et des isocatéchines. En effet,
I'hypotheése de mécanisme de ses composés serait basée sur un don d'atome d'hydrogene ou
d'¢lectrons et la capture des radicaux libres, mais aussi sur I'empéchement de la peroxydation

lipidique, ce qui aide a neutraliser les radicaux libres (Stoilova et al., 2007).

2.1.3.3. Action anti-inflammatoire

Le pouvoir anti-inflammatoire du gingembre se révele tres efficace pour prévenir toutes les
maladies qui se développent a partir d’'une inflammation passant souvent inapercue. Le
gingembre permet ainsi d’abaisser certaines douleurs grace a ces composées shagoal, [6]-
gingérol et paradol telles que les douleurs musculaires et articulaires et soigner les blessures,
les fractures et les cedémes (Grzanna et al.,, 2005). Aussi bien, le gingembre modulerait
certaines voies biochimiques activées lors d’une inflammation ou le [6]-gingérol est un
puissant inhibiteur de la synthése du monoxyde d’azote, des prostaglandines E2 par inhibition

de COX-1, COX-2 (Efthimiou et Kukar, 2010).
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2.1.3.4. Action anticancéreuse

Des études in vitro ont montré des effets anticancéreux du gingembre. Récemment il y a eu
plusieurs essais cliniques portant sur les avantages de gingembre pour traiter le cancer
colorectal. Une supplémentation en gingembre pendant 28 jour chez des patients a haut risque
de cancer colorectal a permis de réduire la prolifération des cellules cancéreuses dans
I'épithélium colorectal en augmentant l'apoptose par rapport a la prolifération des cellules
cancéreuses (Citronberg et al., 2013). Dans une autre étude effectuée sur des rats, la
supplémentation en gingembre a diminué significativement le nombre de tumeurs ainsi que
l'incidence de cancer du cblon aprés administration du 1,2 diméthylhydrazine (DMH) pro-
carcinogene. De plus, le gingembre a amélioré le taux d'enzymes antioxydantes ainsi que celui
des antioxydants non enzymatiques (Manju et al., 2005). Les propriétés anticancéreuses du
gingembre sont attribuées a la présence de certains vanilloides, de [6]-gingérol et de [6]-
paradol, ainsi que de certains autres constituants tels que shogaols et le zingérone (Jeong et

al., 2009).

2.2.  Lecurcuma (Curcuma Longa)

2.2.1. Généralités

Le curcuma ou Curcuma Longa est une plante vivace appartenant a la méme famille que le
gingembre, les Zingiberaceae, qui pousse sous tous les climats tropicaux, ou sa culture se fait
essentiellement en Inde et en Asie du Sud-Est. Le rhizome est la partie utilisée de la plante de

curcuma (Figure 12) (Prasad et al., 2014).

Cette épice, utilisée depuis des siecles en médecine traditionnelle indienne et chinoise pour
traiter aussi bien des maladies respiratoires que des douleurs abdominales, est reconnue de
nos jours pour ses nombreuses propriétés biologiques au niveau cardiovasculaire et hépatique
mais également pour son potentiel antidiabétique, anti-inflammatoire, antimicrobien, antiviral,
antioxydatif et anticancéreux (Shehzad et al., 2013; Prasad et al., 2014; Deogade et Ghate,
2015). Depuis ces dix derni¢res années, le nombre d’études sur le curcuma et surtout sur son
constituant majeur, la curcumine, n’a cess¢ d’augmenter afin de comprendre ses mécanismes

d’actions et dans 1’espoir de traiter de nombreuses maladies.
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| HO Curcumin O OH
| CH, 0 0 CH,

|

Figure 12 : Représentation de la plante de curcuma longa et la formule chimique de

curcumine (Zheng et al., 2018).

2.2.2. Compositions chimiques et molécules bioactives

La couleur jaune et I’odeur aromatique du curcuma proviennent d'un mélange de pigments
phénoliques, les curcuminoides, dont la curcumine fait partie. La teneur en curcuminoides
dans la poudre de curcuma est d'environ 5%. Ce mélange de composés phénoliques se
compose de 70 a 75% de curcumine, de 15 a 20% de diméthoxycurcumine et de 3 a 5% de
bisdiméthoxycurcumine. De ces trois curcuminoides, c'est la curcumine qui présente les

propriétés pharmacalogiques les plus intéressantes (Goel et al., 2008).

L’huile essentielle tirée du rhizome contient des phelandrémes, sabinénes, cinéols,
bornéols, zingibérénes, des sesquiterpénes ainsi que des curcuminoides. A coté des
constituants de I’huile essentielle, dont les sesquiterpénes et les curcuminoides, d’autres
composés ont été isolés : des polyosides et des peptides telle la turmerine. Le Curcuma
contient aussi d’autres composé€s phénoliques: acide caféique, acide p-coumarinique, acide
férulique et acide syringique (Nicol et Maudet, 2005). La Curcumine est trés peu
hydrosoluble. Son métabolisme intestinal inclut une sulfutation, une glucuronidation et une

réaction de réduction, mais ces métabolites ont une trés courte demi-vie.

37



CHAPITRE V. Le gingembre et le curcuma

2.2.3. Propriétés pharmacologiques et usages thérapeutiques

2.2.3.1. Action hypoglycémiante

Les travaux menés sur des patients et des animaux diabétiques ont montré que le curcuma
et ses extraits exercent des effets antidiabétiques. Il a ét¢ démontré que le curcuma possede un
effet synergique avec la metformine (un antidiabétique oral) chez les diabétiques en réduisant
significativement la glycémie a jeun et I'HbAlc par rapport a ceux recevant de la metformine
seule (Selvi et al., 2015). De plus, une étude in vitro a montré que des extraits d’huile volatile
de curcuma inhibent ’activité a-glucosidase et a-amylase, ce qui a ét¢ proposé comme 1’un
des mécanismes possibles permettant au curcuma de réduire I’hyperglycémie et ’HbA 1c chez
les patients diabétiques (Lekshmi et al., 2012). La curcumine agit en activant la glycolyse, en
inhibant la néoglucogenese hépatique (Li et al., 2012), mais elle améliore aussi
I’insulinosensibilité. Enfin, la curcumine empéche la formation des AGE chez le rat
diabétique (Xie et al., 2017), ce qui peut avoir un effet favorable sur les complications du

diabéte.

2.2.3.2. Action antioxydante

La curcumine peut inhiber significativement la génération des ERO comme les anions
superoxyde, le peroxyde d’hydrogene, ainsi que la génération de radicaux nitrites. De plus, la
capacité de la curcumine a donner un proton permet de neutraliser les radicaux libres et
d’empécher la survenue d’un stress oxydatif ou de le diminuer lorsque celui-ci est déja
install¢ (Barzegar et al.,, 2011; Deogade et Ghate, 2015). Chez le rat diabétique, la
curcumine réduit les effets du stress oxydatif et augmente 1’activité de GSH-Px et de SOD,

améliore la concentration de GSH et réduit la lipoperoxydation (Xie et al., 2017).

2.2.3.3. Action anti-inflammatoire

Le curcuma posséde également des effets anti-inflammatoires mettant souvent en jeu
différents potentiels d’action. Ces effets ont été¢ identifiés aussi bien in vitro qu’in vivo, en
réponse a des inflammations aigués ou chroniques. Le curcuma est un puissant inhibiteur de
nombreux facteurs de transcription qui influencent 1’expression de geénes impliqués dans
I’inflammation et la prolifération cellulaire, ainsi que dans I’invasion des tissus et

I’angiogenese. Cette molécule naturelle est également un puissant inhibiteur des voies de NF-
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kB et TNF-a ; inhibant ainsi la sécrétion de cytokine (IL-6 et IL-8), les phospholipases et les
prostaglandines. L’ensemble de ces mécanismes diminue les risques de développement des
maladies chroniques causées par I’inflammation (Zhou et al., 2011; Shehzad et al., 2013;

Tegenge et al., 2014).

2.2.3.4. Action anticancéreuse

Des études, effectuées in vitro et in vivo, ont montré que la curcumine issue du curcuma
posséde un effet chimiopréventif. Ce produit naturel a été¢ démontré pour inhiber la croissance
de plusieurs lignées tumorales in vitro et d'empécher la tumorigenése in vivo (Duvoeix et al.,
2005). De plus, ce composé présente des effets anticancéreux en empéchant l'initiation
tumorale par des carcinogenes et en réduisant la promotion du cancer induite par les esters de

phorbol (Maheshwari et al., 2006).
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1. Matériel biologique et conditions d’élevage

Des rattes femelles blanches de la souche Wistar agées de 10-12 semaines et pesant 192-
230 g, provenant de I’institut pasteur d’Alger, ont été hébergées dans une chambre
convenablement aérée, a température controlée (22+2 C°), humidité relative (40%) et soumise
a un cycle de 12 heures de lumiere suivies de 12 heures d’obscurité. Les animaux ont été mis
en cage en polyéthyléne. Ils ont bénéficié d’un acces libre a la nourriture et a I’eau (ad-
libitum). Aprés 2 semaines d’adaptation, les rattes ont été divisées en 6 groupes de 5 rattes et
nourries avec un régime équilibré. Les animaux ont été traités et utilisés en accord avec les

réglementations accordées par le comité d’éthique de I’université d’ Annaba.

2. Matériel végétal

Les rhizomes de gingembre frais ont été achetés du marché local, lavés plusieurs fois,
épluchés, coupés en petit morceaux, séchés a l'abri de lumiere et pulvérisés avec un mixeur
jusqu’a I’obtention d’une poudre fine. Les rhizomes de curcuma ont été aussi pulvérisés en
poudre fine. Les poudres obtenues ont été conservées a la température ambiante dans des

contenants hermétiques a 1’abri de la lumiere jusqu'a le début de I’expérimentation.

3. Induction du diabéte

L'induction du diabéte chez les rattes préalablement mise a jeun pendant la nuit, a été
réalisée en utilisant une dose unique d’une solution fraichement préparée de streptozotocine
STZ (Sigma Chemicals Company) dissoute dans un tampon citrate froid (0,1 M, pH 4,5) et
administrée par voie intrapéritonéale a une dose de 55 mg/kg de poids corporel (Saleh et al.,
2013). Aprés cing jours de I’injection de STZ, La glycémie a été mesurée par un glucometre
(ACCU-CHEK, Roche Diagnostics, Paris, France) dans des échantillons prélevés a partir de
la veine caudale grace a une incision au niveau de I’extrémité de la queue. Seuls les rattes qui

ont une glycémie > 170 mg/dl ont été sélectionnées pour les groupes diabétiques.

4. Composition de régimes alimentaires

Dans cette étude, deux régimes alimentaires des rattes ont été préparés, 1I’un supplémenté
en zinc (54 mg/kg d’aliment) destiné aux groupes dont la nourriture est adéquate en zinc et

I’autre est pauvre en zinc (1.2 mg/kg d’aliment) destiné aux groupes dont la nourriture est
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carencée en zinc. La préparation des régimes alimentaires a été faite comme décrite par
Southon et al. (1988), en mélangeant des quantités de mati¢res premieres et de métaux comme

indiqué dans le tableau 1 et 2.

Tableau 01 : La composition de la nourriture (Southon et al., 1988).

Les matieres premicres La quantité (g/kg nourriture) Le pourcentage (%)
Amidon 326 32.6
Saccharose 326 32.6
Protéines 168 16.8
Cellulose 40 4

Métaux mixtes 40 4
Vitamines 20 2

Huile 80 8

Tableau 02 : La quantité des métaux dans la nourriture (Southon et al., 1988).

, Régime alimentaire Régime alimentaire
LemnsiEl (el adéquat en zinc carencé en zinc
Zinc 52.1 B
Cuivre 6.0 6.0
Iode 0.6 0.6
Manganese 58.5 58.5
Fer 28.6 28.6
Calcium 7.11 7.11
Phosphate 14.02 14.02
Chlore 3.68 3.68
Potassium 3.34 3.34
Magnésium 0.70 0.70
Sodium 2.39 2.39

*Les produits chimiques utilisés :

Carbonate de zinc, sulfate de cuivre, sulfate de fer, sulfate de magnésium, sulfate de
mangangse, iodate de potassium, chlorure de potassium, carbonate de calcium, hydrogéno-

orthophosphate disodique et hydrogéno-orthophosphate de calcium.
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5. Traitement des animaux

Apres I’induction de diabéte, les rattes ont été répartis en 6 lots de 5 rattes chacun, il s’agit
de:

» Lot 1 : rattes témoins non-diabétiques (ND) sous un régime alimentaire adéquat en
zinc.

» Lot 2 : rattes diabétiques sous un régime alimentaire adéquat en zinc (DAZ).

» Lot 3 : rattes diabétiques sous un régime alimentaire carencé en zinc (DCZ).

» Lot 4 : rattes diabétiques sous un régime alimentaire carencé en zinc et supplémentées
en gingembre 2% d’aliment (DCZ + Gg) (Saraswat et al., 2010).

» Lot 5 : rattes diabétiques sous un régime alimentaire carencé en zinc et supplémentées
en curcuma 1% d’aliment (DCZ + Cur) (EI-Wakf et al., 2011).

» Lot 6 : rattes diabétiques sous un régime alimentaire carencé en zinc et supplémentées
par la combinaison de gingembre 2% d’aliment et de curcuma 1% d’aliment

(DCZ+Gg+ Cur).

Ce protocole expérimental s’est poursuivi pendant 27 jours. Cependant la consommation
alimentaire est mesurée quotidiennement, tandis le poids des animaux est poursuivi deux fois

par semaine.

6. Sacrifice et prélevement des organes

6.1. Prélévement sanguin

A I’issue des 4 semaines de traitement, les rattes ont été sacrifiées par décapitation, le sang
a ¢été préleveé dans des tubes secs et ensuite centrifugé (15 minutes, 3000 tours/min, 4°C). Le
sérum a ¢été aliquoté dans des tubes eppendorfs et stocké a (-20 °C) pour le dosage des
paramétres biochimiques (glucose, insuline, TGO, TGP, PAL, cholestérol, triglycérides,

LDH, bilirubine totale et directe, protéines totales, albumine, créatinine, urée et acide urique).

6.2. Prélévement des organes

Les organes prélevés, sont débarrassés de leurs tissus adipeux, rincés dans une solution de

chlorure de sodium (Na Cl) a 0.9% et pesés.
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Le fémur et un fragment du foie des rattes ont été mis dans une étuve a 80 C° pendant 16
heures pour les sécher, puis ils ont été¢ conservés pour déterminer la concentration du zinc. Un
deuxiéme fragment du foie a été stocké a (- 20 C°) pour le dosage des parametres de stress
oxydatif. Le pancréas, les reins et un autre fragment du foie ont été conservés dans une

solution de formol tamponné et destinés pour réaliser 1’étude histologique de ces tissus.

Les différentes étapes du protocole expérimental sont schématisées dans la figure 13 :
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30 rats femelles Albino Wistar
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Figure 13: Protocole expérimental
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7. Dosage du zinc

Les organes préalablement séchés ont ét¢ mis au four a moufle (furnace) pendant 48 heures
a 480 °C. Apres refroidissement, les cendres obtenues ont été dissous avec l'acide nitrique
concentré, diluées avec I’eau distillé et filtrées a 1’aide d’un papier filtre whatman N° 542. La
détermination de la concentration du zinc dans les organes a ¢été faite a 1’aide d’un
spectrophotométre d'absorption atomique de flamme (AA-7000 SHIMADUZ, France). La
concentration du zinc est déterminée par comparaison a une gamme étalon de nitrate du zinc

(1mg/ml) réalisée dans les mémes conditions (annexe 2) (Southon et al., 1988).

8. Dosage des paramétres biochimiques

8.1. Dosage du glucose

La glycémie a ét¢ déterminée par une réaction enzymatique selon la méthode de Trinder
(1996). Sous I’action du glucose oxydase (GOD), le glucose se transforme en acide
gluconique et peroxyde d’hydrogene (H202). Ce dernier, en présence de peroxydase (POD),
oxyde le chromogéne incolore (4-aminophénazone) en un composé€ coloré rouge-violet

(quinoneimine) selon les réactions suivantes :

B-D glucose + Oz + H20 Gop » Acide gluconique + H,0;

H>0, + Phénol + 4-aminophenazone POD » Quinone + H20

8.2. Dosage de I’insuline

La concentration d’insuline dans le sérum des rats a ét¢ déterminée a I’aide d’un systeme
SIEMENS Immulite 1000 (Healthcare Diagnostics). Immulite 1000 Insuline est un dosage
chimiluminescent immunométrique, en deux étapes, en phase solide. La phase solide (bille)
est revétue d’anticrops monoclonaux murins anti-insuline. La phase liquide est composée de
phosphatase alcaline (intestins de veau) associée a des anticorps polyclonaux ovins anti-
insuline, ainsi que de phosphatase alcaline associée a des anticorps monoclonaux murins anti-
insuline. L’échantillon des rattes et le réactif sont incubés ensemble avec la bille revétue
pendant 60 minutes. Pendant ce temps, ’insuline contenue dans 1’échantillon forme un
complexe d’anticorps de type « sandwich » avec, sur la bille, les anticorps monoclonaux
murins anti-insuline et, dans le réactif, les anticorps polyclonaux ovins anti-insuline et les

anticorps monoclonaux murins anti-insuline tous deux associés aux enzymes. Les conjugués
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enzymatiques sont ensuite ¢éliminés par lavage avec centrifugation. Enfin, le substrat
chimiluminescent est ajouté au godet réactionnel et le signal est généré proportionnellement a

I’enzyme liée.

8.3. Détermination de P’activité de ’aspartate aminotransférase (ASAT) (GOT)

L’aspartate aminotransférase (ASAT) appelée aussi La glutamate-oxaloacétate
transaminase (GOT) catalyse le transfert réversible d'un groupe aminé a partir de 'aspartate
au o cétoglutarate formant le glutamate et 1'oxaloacétate. L'oxaloacétate est ensuite réduit au
malate par la malate déshydrogénase (MDH) et le NADH+H" selon les réactions suivantes :

St Glutamate + Oxaloacétate

v

Aspartate + a-cétoglutarate

Oxaloacétate +NADH + H* MDH Malate + NAD*

v

Le taux de la diminution de la concentration en NADH+H", mesuré par photométrie, est

proportionnel a I’activité catalytique de 1’aspartate aminotransférase (Murray, 1984%).

8.4. Détermination de P’activité de ’alanine aminotransférase (ALAT) (GPT)

L’alanine aminotransférase (ALAT) appelée aussi la glutamate-pyruvate transaminase
(GPT) catalyse le transfert réversible d'un groupe aminé a partir de I'alanine au a-cétoglutarate
formant le glutamate et le pyruvate. Le pyruvate est réduit au lactate par le lactate

déshydrogénase (LDH) et le NADH selon les réactions suivantes :

ALAT

Glutamate + Pyruvate Alanine + a-cétoglutarate

v

4

Pyruvate + NADH'H" LDH » Lactate + NAD"

Le taux de la diminution de la concentration en NADH+H", mesuré par photométrie, est

proportionnel a ’activité catalytique de ’alanine aminotransférase (Murray, 1984).

8.5. Détermination de I’activité de I’activité de phosphatase alcaline (PAL)

La phosphatase alcaline (PAL) catalyse I'hydrolyse du p-nitrophényl phosphate a pH 10.4,

libérant le p-nitrophénol et le phosphate, selon la réaction suivante :
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PAL

p-Nitrophényl-phosphate + H>O » p-Nitrophényl + Phosphate

Le taux de la diminution de la concentration en NADH+H", mesuré par photométrie, est

proportionnel a I’activité catalytique de la phosphatase alcaline (Rosalki et al., 1993).

8.6. Détermination de I’activité de lactate déshydrogénase (LDH)

La mesure de ’activité enzymatique de I’LDH est basée sur la réaction citée ci-dessous. Le
taux de diminution de la concentration en NADH est directement proportionnel a I’activité de

LDH dans I’échantillon (Pesce, 1984).

Pyruvate + NADH+H" LDH » L-Lactate + NAD"

»

8.7. Dosage de la bilirubine directe et totale

La bilirubine est définie comme la quantit¢ de pigment dans le sérum réagissant avec
I’acide sulfanilique diazot¢ a pH acide pour produire 1’azobilirubine quantifiable par
spectrophotométrie. L’intensité de la couleur formée est proportionnelle a la concentration de

la bilirubine dans I’échantillon (Kaplan et al., 1984?).

8.8. Dosage du cholestérol

La concentration en cholestérol est déterminée par une réaction enzymatique selon la
méthode de Naito (1984). Celle-ci consiste a hydrolyser les esters de cholestérol a 1’aide de

cholestérol estérase pour former du cholestérol et des acides gras non estérifiés.

Esters de cholestérol + HyQ __Chelestérolestérase | cholestérol + Acides gras

Cholestérol + O, __Cholestéroloxidase | ygjest-4, one-3 + H20»

2H>0; + Phénol + 4-Aminophénazone POD » Quinonéimine + 4 H,O

8.9. Dosage des triglycérides (TG)

Les TG sont déterminés par une réaction enzymatique. Celle-ci consiste a hydrolyser les

TG en glycérol et acides gras libres a 1’aide d’une lipase. Ensuite, le glycérol est phosphorylé
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par une glycérol kinase (GK) pour donner du glycérol-3-phosphate. Ce dernier est oxydé en
dihydroxyacétone et en H>O» par la glycérol- 3-phosphate oxydase. En présence de
peroxydase, I’H>0O> se combine au 4-aminoantipyrine (4-AP) et au p-chlorophénol pour

former de la quinonéimine, absorbant de 492 a 550 nm (Kaplan et al., 1984").

Triglycérides + H,O Lipase . Glycérol + Acides gras libre
Glycérol + ATP GK » Glycérol-3-phospahte + ADP
Glycérol-3-phospahte + O CPO » Dihydroxyacétone-P + H,0»
H>0; + 4-AP + p-Chlorophénol POD » Quinone + HO

8.10. Dosage des protéines totales

Le dosage des protéines a été fait selon la méthode colorimétrique de Burtis (Burtis et al.,
1999). Les liaisons peptidiques réagissent avec les sulfates de cuivre en milieu alcalin formant
une coloration violette (bleu-violet) dont I’intensit¢ mesurée a 540 est proportionnelle a la

quantité de protéines présentes dans le milieu.

8.11. Dosage d’albumine

Selon la méthode décrite par Webster (1974), I’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.

8.12. Dosage de créatinine

Le dosage est basé sur la réaction de la créatinine avec le picrate de sodium. La créatinine
réagit avec le picrate alcalin formant un complexe rouge. L’intensité de la couleur formée est

proportionnelle a la concentration en créatinine dans 1’échantillon (Murray, 1984¢).

8.13. Dosage d’urée

L'urée est hydrolysée enzymatiquement a I'ammoniaque. Les ions ammonium, en présence

de salicylate et d’hypochlorite de sodium réagissent en formant un composé¢ de couleur verte
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dont I’intensité est proportionnelle a la concentration en urée (Kaplan, 1984¢).

8.14. Dosage d’acide urique

L’acide urique est oxydé par 1’uricase en allantoine et peroxyde d'hydrogeéne qui, sous
I'influence de la peroxydase, du 4-aminophénazone (4-AP), et du 2-4 dichlorophénol-
sulfonate (DCPS), forme un composé rouge de quinonéimine dont I’intensité est

proportionnelle a la concentration de I’acide urique dans I’échantillon (Schultz, 1984).

9. Dosage des paramétres du stress oxydatif

9.1. Préparation de I’homogénat

L’évaluation du stress oxydatif a été réalisée dans les tissus hépatiques des rattes. Un
gramme de foie des rattes des différents groupes étudiés a été broyé dans un tampon de TBS
(Tris 50 mM, NaCl 150m M, pH 7.4). Apres, une centrifugation de la suspension cellulaire
(9000 trous/min, 4°C, 15 min) a été procédée, 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.

9.2. Dosage des protéines tissulaires

Les concentrations hépatiques en protéines ont ét¢ déterminées selon la méthode décrite
par Bradford (1976), on utilisant une solution de bleu de Coomassie, celui-ci réagit avec les
groupements amines (-NH2) des protéines pour former un complexe de couleur bleu
(L’apparition de la couleur bleu refléte le degré d’ionisation du milieu acide et I’intensité

correspond a la concentration des protéines).

Mode opératoire

Prélever 0.1 ml de ’homogénat.

Ajouter 5 ml de réactif de Bradford.

Agiter et laisser reposer 5 minutes.

Lire a 595 nm les densités optiques contre le blanc.

Les concentrations des protéines (mg/ml) sont déterminées a partir de la courbe
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d’étalonnage obtenue avec le sérum bovine albumine BSA (Img/ml) (annexe 2).

9.3. Dosage du malondialdéhyde (MDA)

La détection du MDA issu de la dégradation des acides gras polyinsaturés a 3 ou 4 doubles
liaisons peroxydées, constitue une méthode trés sensible pour déterminer une
lipopéroxydation in vitro. Le dosage de MDA est réalisé selon la méthode de Buege et 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 14). Ce

chromogeéne peut étre donc mesuré par spectrophotométrie d’absorption a 530 nm.

hia o ndialdeEhyd e [H]

(nACwe Acids thiobarb turgue

C4 7 (TE.)

5 YN cH e NY/SH
NMM
=T i
Thériwe Il Q'I'Bﬁjg
Ccoloré en rose

Figure 14 : Réaction de dialdéhydemalonique avec I’acide thiobarbiturique.

Mode opératoire

- Prélever 375 pl de I'hnomogénat.

- Ajouter 150 pl de solution tampon TBS (Tris 50 mM, NaCl 150 mM pH 7.4).

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

- Vortexer et centrifuger a 1000 tours/min pendant 10 min.

- Prélever 400 pl de surnageant.

- Ajouter 80 pul d’HCI (0.6 M).

- Ajouter 320 pl de solution Tris-TBA (Tris 26 mM, TBA 120 mM).

- M:¢langer 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 proportionnelle a la
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quantité¢ de MDA formée, donnant ainsi une évaluation précise des lipides peroxydés.

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

DO . 10°

C (nmol/mg protéine) =
e. LX. Fd

e C: Concentration de MDA en nmol/mg de protéines.

DO : Densité optique lue a 530 nm.

e E : Coefficient d’extinction molaire du MDA = 1.56 x 10° M"' cm’.

L : Longueur du trajet optique = 0.779 cm.
e X : Concentration d’échantillon en protéines (mg/ml).

Fd : Facteur de dilution : Fd = 0.2083.

9.4. Dosage du glutathion réduit (GSH)

Le dosage du glutathion est réalisé¢ selon la méthode d’Ellman (1959) modifi¢e par Jollow

et al. (1974). Le principe de ce dosage repose sur la mesure de I’absorbance optique de 1’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 15).

NO,
HOOC
R
5
HNHETH—CO- §
? | .
L N THz HOOC O
SH COOH
HOOC NO:
NO, _ Acide 2-nitro-5-
DTNB Thiol (—SH) mercapturique

NG,

S

TNB™

Figure 15 : Réaction d’Ellman
Mode opératoire
- Prélever 0.8 ml de 'homogénat.

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

- Agiter et laisser pendant 15 minutes dans un bain de glace.
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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) a 0.01M.

Laisser pendant 5 min a une température ambiante et lire les densités optiques a 412 nm

contre le blanc. La concentration du glutathion réduit est obtenue par la formule suivante :

[GSH] (nmol GSH/mg protéine) =

DO x 1x1.525

13.100 x 0.8 x 0.5 x mg protéine

DO : Densité optique.

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

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

13.100 : Coefficient d’absorbance du groupement —SH a 412 nm.

0.8 : Volume de I’homogénat.

0.5 : Volume du surnageant.

9.5. Dosage de P’activité du glutathion peroxydase (GSH-Px)

L’activité enzymatique du glutathion peroxydase (GSH-Px) a été déterminée selon la

méthode décrite par Flohe et Gunzler (1984). Cette méthode est basée sur la réduction de

peroxyde d’hydrogene (H202) en présence de glutathion réduit (GSH), ce dernier est

transformé en (GSSG) sous I’influence de la GSH-Px selon la réaction suivante :

H>O, +2GSH GSH-Px  , GSSG + 2H,0

Mode opératoire

Prélever 0.2 mL de 'homogénat.

Ajouter 0.4 mL de GSH (0.1 mM).

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

Ajouter 0.2 mL de H2O» (1.3 mM) pour initier la réaction, laisser agir pendant 10 min.

Ajouter 1 mL de TCA (1 %) pour arréter la réaction.
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- Mettre le mélange dans la glace pendant 30 min.
- Centrifuger durant 10 minutes a 3000 tours /min.
- Prélever 0.48 mL du surnageant.

- Ajouter 2.2 mL de la solution tampon TBS.

- Ajouter 0.32 mL de DTNB (1 mM)

- Me¢élanger et apres 5 minutes lire les densités optiques a 412 nm contre le blanc.

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

suivante :

(DO échantillon - DO ¢talon) x 0.04

Q =
DO étalon

¢ Q: Quantité de GSH disparue (oxydée).

DO échantillon : Densité optique de 1’échantillon.

DO étalon : Densité optique de I’étalon.

0.04 : Concentration du substrat (GSH).

Qx5

L’activité de la GSH-Px (umol GSH/min/mg protéine) =
mg protéines

9.6. Dosage de I’activité de glutathion-S-transférase (GST)

La mesure de I’activité des GSTs a été réalisée selon la méthode de Habig et al. (1974),
celle-ci consiste a fournir a I’enzyme un substrat qui est le 1-chloro,2.4-dinitrobenzéne
(CDNB), ce dernier se conjugue facilement avec le glutathion sous 1’action de nombreuses
formes de GST. La réaction de conjugaison de ces deux produits entraine la formation d’une

molécule nouvelle (GSH-CDNB) qui absorbe la lumiére a 340 nm de longueur d’onde.

Mode opératoire

La méthode consiste a faire agir les GSTs contenues dans ’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.
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Réactifs Blanc (nL) Essai (uL)
Tampon phosphate (0.1 M) pH 6.5 850 830
CDNB (0.02 M) 50 50
GSH (0.1 M) 100 100
Homogénat - 20

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

(DO échantillon/min — DO blanc/min)

GST (nmol CDNB /min/mg protéine) =
9.6 x mg protéines
e DO échantillon/min : Densité optique de 1’échantillon par minute.
e DO blanc/min : Densité optique du blanc par minute.

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

9.7. Dosage de P’activité enzymatique de catalase (CAT)

La méthode d’Aebi (1984) est utilisée pour mesurée I’activité enzymatique de la CAT. La
CAT catalyse la destruction du peroxyde d’hydrogéne en eau et en oxygene. L’activité de la
CAT a été mesurée a 240 nm a I’aide d’un spectrophotométre, par la variation de la densité

optique consécutive a la dismutation du H>O» a une température d’incubation de 25 °C.

Mode opératoire :

Réactifs Blanc (uL) Essai (uL)
Tampon phosphate (0.1 M) pH 7.5 800 780

H20:2 (0.5 M) 200 200
Homogénat (S9) - 20

On note que :

e Le zéro de I’appareil est réalisé par le tampon phosphate.

e La quantité¢ de I’homogénat (S9) doit étre déterminée en fonction de la quantité de
protéines qui doit étre comprise entre 1 et 1.5 mg/mL, soit une quantité de 10 a 20 pL
de S9 dilué.

e L’activité décroit rapidement, il est important de mettre toujours le méme temps de

pipetage et le moment ou on place la cuve au spectrophotometre.
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e La lecture de I’absorption se fait apres 15 secondes de délai et durant 60 secondes de
mesure.

L’activité enzymatique de la CAT est calculée par la formule suivante :

ADO

CAT (umol H202/ min/ mg protéine) =
e.L.X.Fd

ADO : Variation de la densité optique par minutes.

g : Coefficient d’extinction du H202 (0.04 mM™'.Cm™).

L : Largeur de la cuve (1 cm).

X : Quantité des protéines en mg/ml.

Fd : Facteur de dilution du H>O: dans le tampon (0.02).

9.8. Dosage de D’activité enzymatique de superoxyde dismutase (SOD)

La méthode de Misra et Fridonich (1977) permet d’apprécier 1’effet antioxydant de la SOD
par la mesure de la quantité d’enzyme capable d’inhiber 50% d’auto-oxydation d’épinéphrine
en milieu alcalin & 480 nm. Une augmentation de la longueur d’onde est proportionnelle a
cette auto-oxydation qui se reflete par la formation d’un adrénochrome d’ou le développement

d’une coloration rose.

Mode opératoire :

Réactifs Blanc (uL) Essai (uL)
Tampon EDTA sodium carbonate 970 970

(0.05 M, pH 10.2)

Epinéphrine (30 mM) 20 20
Homogénat 10 ul TBS 10

e M:¢élanger
e Démarrer le chronomeétre et lire les absorbances de 1’échantillon et du blanc toute les
minutes pendant 4 minutes a 480 nm.
L’activité enzymatique de la SOD est calculée par la formule suivante :
ADO

SOD (Ul/ mg protéine) = x Fd
e.L.X

e SOD (Ul/ mg protéine) : quantité d’enzyme capable d’inhiber 50% d’auto-oxydation
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d’épinéphrine/min.

ADO : (AA échantillon/min - AA blanc/min) a 480 nm.

g : Coefficient d’extinction molaire d’épinéphrine (4.2 mM™'.Cm™).

L:1cm.

X : Quantité des protéines (mg/ml).
Fd : 100.

10. Etude histologique

La technique utilisée est celle décrite par Houlod (1984) qui comporte les étapes suivantes:

10.1. La fixation et I’incubation

Les pancréas, les foies et les reins, précédemment prélevés, ont été fixés dans une solution
de formol a 10%. Apres, les organes ont été coupés transversalement, placés dans des

cassettes et plongés dans un fixateur.

10.2. La déshydratation

Les cassettes ont ét¢ déshydratées dans des bains d’éthanol a des degrés croissants (70°,
96°puis 100°) de 4, de 12 a 24 et de 2 a 4 heures chacune respectivement, et puis dans deux
bains de butanol pendant 2 heures. Enfin, les tissus sont préts pour leur inclusion dans la

paraffine.

10.3. L’inclusion (I’imprégnation)

Cette étape a été faite par immersion des cassettes dans deux bains successifs de paraffine

de 1h30 chacun a une température de 56°C.

10.4. Enrobage et confection des coupes

Les échantillons ont été délicatement retirés des cassettes puis mis dans des moules avant
de les remplir de paraffine liquide. Apres refroidissement de paraffine, les blocs ont été
démoulés pour y étre placés dans un microtome afin de confectionner des coupes d’environ 3

a 5 um. Par la suite, les coupes obtenues sont étalées sur des lames portes objet, déplissées et
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fixées sur la lame par 1’utilisation d’une eau gélatineuse chauffée.

10.5. Déparaffinage-Hydratation

Les coupes doivent étre déparaffinées-avant coloration- sont réhydratées en les plongeants
dans des bains successifs de : Cyclohexane : 10 mn x 2 (éthanol a 95°, 5 mn), (éthanol a 70°,

Imin), puis lavées a I’eau courante.

10.6. Coloration et montage des coupes

Afin de pouvoir observer au microscope optique la structure morphologique de nos
¢échantillons, les lames ont été colorées a I’hématoxyline-€osine, permettant de faire apparaitre

les noyaux et le cytoplasme des cellules.

11. Traitement statistique des résultats

L’étude statistique a été réalisée avec le logiciel Graph Pad Prism 7. Une analyse de variance
a ¢ét¢ faite par un test One-Way ANOVA suivi par un test f-student. Les résultats sont

exprimés par la moyenne = SEM et en comparant les différents groupes ou:

- a:comparaison de groupe DAZ vs le groupe ND,
- b : comparaison de groupe DCZ vs le groupe DAZ,
- ¢ : comparaison de groupe DCZ vs les groupes DCZ+Gg, DCZ+Cur et DCZ+Gg+Cur.

Les différences sont considérées comme :

- (a, b, ¢) significative lorsque (p < 0.05),
(a', b!, ¢") hautement significative lorsque (p < 0.01),

(a2, b?, ¢?) trés hautement significative lorsque (p < 0.001).
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Reésultats

1. Suivi de I’évolution du poids corporel et de la consommation alimentaire des

animaux au cours du traitement

Le tableau 3 et les figures 16 et 17 représentent les variations du poids corporel et de la
consommation alimentaire de différents groupes. Les résultats obtenus montrent une
diminution trés hautement significative (p<0.001) du poids corporel des rattes diabétiques
sous un régime alimentaire adéquat en zinc en comparaison avec le groupe non-diabétique. En

revanche, une augmentation de la prise alimentaire a été constatée chez ce groupe (p<0.001).

De méme, la déficience en zinc a entrainé une chute pondérale considérable (p<0.01)

associée a une diminution de la prise alimentaire (p<0.05).

De maniére intéressante, la supplémentation en gingembre, en curcuma ou en combinaison
chez les groupes DCZ a augmenté le poids corporel significativement (p<0.001, p<0.05 et
p<0.01) respectivement. Egalement, la prise alimentaire a enregistré une amélioration
significative chez les groupes supplémentés en gingembre et en curcuma (p<0.01, p<0.05)

respectivement.

Tableau 3 : Effet du traitement sur la croissance corporelle chez les groupes : (ND), (DAZ),
(DCZ), (DCZ+Gg), (DCZ+Cur) et (DCZ+Gg+Cur).

Groupes Poids corporel initial (g) Poids corporel final (g)
ND 199.44 + 3.57 215.75 +£3.88
DAZ 204.22 + 4.61 173 +£4.3122
DCZ 195.66 + 2.98 154.56 + 4.43V1
DCZ+Gg 196.44 +3.07 177.78 +£2.872
DCZ+Cur 192.89 £ 4.25 173.33 £5.01¢
DCZ+Gg+Cur 195.56 £ 5.11 182 +5.37¢1

Les valeurs sont présentées en moyenne = SEM et les comparaisons faites entre les groupes:
ND vs DAZ: “*p<0.001;

DAZ vs DCZ: *1p<0.01;

DCZ vs DCZ+Gg, DCZ+Cur et DCZ+Gg+Cur: “p<0.05, ¢1p<0.01, “*p<0.001.
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Figure 16 : Perte du poids corporel des groupes a la fin de traitement.
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Figure 17 : Variation de la consommation alimentaire chez les groupes étudiés.

Les valeurs sont présentées en moyenne = SEM et les comparaisons faites entre les groupes :

ND vs DAZ : “p<0.001;
DAZ vs DCZ : ’p<0.05;

DCZ vs DCZ+Gg, DCZ+Cur et DCZ+Gg+Cur : “p<0.05, “'p<0.01.
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2. Effet du traitement sur le métabolisme des rattes de différents groupes étudiés

2.1. Sur le métabolisme glucidique

Les résultats de dosage des parametres glucidiques sont présentés dans le tableau 4 et les
figures 18 et 19. Les rattes diabétiques soumis a un régime adéquat en zinc ont présenté¢ une
augmentation de la glycémie a jeun, tandis que la concentration d’insuline a diminué. Les
différences constatées sont significatives (p<0.01, p<0.05) respectivement en comparaison

avec les rats non diabétiques.

On a constaté également que la déficience en zinc a provoqué une légere augmentation de
la glycémie des rattes diabétiques et méme une diminution de concentration d’insuline qui est

statistiquement non significative en comparaison avec le groupe DAZ.

Cependant, le traitement des rats DCZ avec le gingembre, le curcuma ou avec leur
combinaison a induit des améliorations de ces parametres, que se traduit par une diminution
trés hautement significative (p<0.001) de taux de la glycémie sérique chez tous les groupes
traités en comparaison avec le groupe DCZ. Ainsi, la baisse de la glycémie est accompagnée
d’une augmentation de la concentration de 1’insuline sérique des groupes traités par le

gingembre et par le curcuma (p<0.05).

Tableau 4 : Effet du traitement sur la glycémie a jeun chez les groupes : (ND), (DAZ), (DCZ),
(DCZ+Gg), (DCZ+Cur) et (DCZ+Gg+Cur).

Groupes Glycémie (mg/dl) Jour 1 Glycémie (mg/dl) Jour 28
ND 90.2 +£3.39 91.6+2.01
DAZ 236.8 £23.1 384 +69.1731
DCZ 235.4+9.96 389.6 £42.25
DCZ+Gg 269 +£22.7 126.16 £ 11.16%2
DCZ+Cur 224.6 +35.63 144.8 £ 17.9¢
DCZ+Gg+Cur 332.83 £37.43 138.33 + 16.1¢2

Les valeurs sont présentées en moyenne + SEM. Comparaisons faites entre les groupes:
ND vs DAZ : “! p<0.01;
DCZ vs DCZ Gg, DCZ+Cur et DCZ+Gg+Cur : “*p<0.001.
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Figure 19 : Concentration sérique de I’insuline chez les groupes étudiés.

Les valeurs sont présentées en moyenne + SEM. Comparaisons faites entre les groupes :
ND vs DAZ : “p<0.05;
DCZ vs DCZ Gg, DCZ+Cur et DCZ+Gg+Cur : “p<0.05.




Reésultats

2.2. Sur le métabolisme lipidique

Les résultats de dosage du bilan lipidique indiquent une perturbation métabolique importante
illustrée par une augmentation significative de taux de cholestérol (p<0.05) et de triglycérides
(p<0.001) chez les rattes diabétiques soumis a un régime alimentaire adéquat en zinc en
comparaison avec les rattes non-diabétiques, alors que les rattes diabétiques carencées en zinc
ont enregistré un taux tres élevé de triglycérides (p<0.05) par rapport a celles qui sont sous un

régime adéquat en zinc (Figures 20 et 21).

L’administration du gingembre aux rattes diabétiques carencées en zinc, a rétabli le taux de
cholestérol (p<0.05) et de triglycérides (p<0.001) par rapport au groupe (DCZ), tandis que le

curcuma a rétabli seulement le taux de triglycérides (p<0.01).

En revanche, 1’administration du gingembre et du curcuma en combinaison aux rattes

diabétiques carencées en zinc, a rétabli ces parametres mentionnés ci-dessus (p<0.05, p<0.001)

respectivement.
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Figure 20 : Concentration sérique de cholestérol chez les groupes étudiés.

Les valeurs sont présentées en moyenne + SEM et les comparaisons faites entre les groupes:
ND vs DAZ : © p<0.05;

DCZ vs DCZ+Gg, DCZ+Cur et DCZ+Gg+Cur: ‘p<0.05.
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Figure 21 : Concentration sérique de triglycérides chez les groupes étudiés.

Les valeurs sont présentées en moyenne = SEM et les comparaisons faites entre les groupes :
ND vs DAZ : a’p<0.001;

DAZ vs DCZ : ’p<0.05;

DCZ vs DCZ+Gg, DCZ+Cur et DCZ+Gg+Cur : “p<0.01, “*p<0.001.

2.3. Sur P’activité des transaminases (ASAT et ALAT) et le taux de la bilirubine chez les
groupes : (ND), (DAZ), (DCZ), (DCZ+Gg), (DCZ+Cur) et (DCZ+Gg+Cur).

En comparaison avec le groupe non-diabétique, le diabéte était a 1’origine des
perturbations de biomarqueurs hépatiques, I’activité de I’ALAT, le taux de la bilirubine totale
et de la bilirubine directe ont augmenté significativement (p <0.05) sous ’effet de diabete
chez les rattes nourris avec le régime adéquat en zinc. Egalement, on a constaté une

augmentation dans 1’activité de I’ASAT, mais reste non significative.

En plus, le taux de la bilirubine totale a augmenté d’une fagon plus marquée (p <0.05) chez
les rattes diabétiques carencées en zinc en comparaison avec le groupe DAZ. Tandis que
I’activité de ’ALAT, ’ASAT et le taux de la bilirubine directe ont également augmenté mais

non significativement.

La supplémentation en gingembre ou en curcuma dans I’alimentation de groupe DCZ a
rétabli certains de ces parameétres €tudiés (p<0.05, p<0.01 et p<0.001), par contre, le
traitement de groupe DCZ avec le gingembre en synergie avec le curcuma a montré une
efficacité remarquable, traduite par I’abaissement des taux de tous ces paramétres (p <0.05) et

les remis proche a la valeur normale de groupe non-diabétique (Figures 22 et 23).
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Figure 22 : Variation de ’activité des enzymes ASAT et ALAT chez les groupes étudiés.

Les valeurs sont présentées en moyenne = SEM et les comparaisons faites entre les groupes :
ND vs DAZ: “ p<0.05;
DCZ vs DCZ+Gg, DCZ+Cur et DCZ+Gg+Cur: “p<0.05, “'p<0.01, “p<0.001.
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Figure 23 : Variation de concentrations de bilirubine totale et directe chez les groupes

étudiés.

Les valeurs sont présentées en moyenne = SEM et les comparaisons faites entre les groupes :

ND vs DAZ : *p<0.05;
DAZ vs DCZ : %p<0.05;

DCZ vs DCZ+Gg, DCZ+Cur et DCZ+Gg+Cur : p<0.05.
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2.4. Sur le métabolisme protéique

Apres 4 semaines de traitement, les résultats ont montré que la concentration des protéines
totales et de I’albumine sérique a significativement diminué (p< 0.01) chez le groupe
diabétique soumis a un régime adéquat en zinc comparativement au groupe non-diabétique.
Cependant, ces désordres protéiques sont associés a une augmentation significative de taux
sérique d’urée (p<0.05), ainsi, une augmentation similaire de taux de créatinine et d’acide

urique a été observée, mais elle n’était pas significative.

De plus, la déficience en zinc chez les rattes diabétiques a apporté une réduction plus
importante dans le taux des protéines totales (p<0.05) et de 1’albumine sérique (p<0.01).
Cependant, cette baisse du profil protéique est associée a une augmentation de taux de
créatinine (p<0.001). Ces différences constatées sont significatives en comparaison avec le

groupe DAZ.

Les rattes diabétiques de groupe DCZ recevant de gingembre, de curcuma seule ou en
combinaison ont montré des améliorations importantes dans le profil protéique, représentées
par une augmentation significative de taux des protéines totales et de d’albumine chez tous les
groupes traités, ainsi une réduction significative de taux de créatinine, d’urée et d’acide urique

est enregistrée (Figures 24, 25, 26, 27 et 28).
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Figure 24 : Concentration sérique des protéines totales chez les groupes étudiés.

Les valeurs sont présentées en moyenne + SEM et les comparaisons faites entre les groupes :
ND vs DAZ : “! p<0.01 ;

DAZ vs DCZ : ® p<0.05;
DCZ vs DCZ+Gg, DCZ+Cur et DCZ+Gg+Cur : € p<0.05, ? p<0.001

66



Résultats

40 =
30 =
= c c
—
= c
(]
£ 20-
£
=
=
< 10 =
0 T
ND DAZ DCz DCZ+Gg DCZ+Cur DCZ+Gg+Cur

Groupes expérimentaux

Figure 25 : Concentration sérique d’albumine chez les groupes étudiés.

Les valeurs sont présentées en moyenne + SEM et les comparaisons faites entre les groupes :
ND vs DAZ : “p<0.01 ;

DAZ vs DCZ : "p<0.01;
DCZ vs DCZ+Gg, DCZ+Cur et DCZ+Gg+Cur : “p<0.05.
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Figure 26 : Concentration sérique de créatinine chez les groupes étudiés.

Les valeurs sont présentées en moyenne = SEM et les comparaisons faites entre les groupes :
DAZ vs DCZ : %2p<0.001;

DCZ vs DCZ+Gg, DCZ+Cur et DCZ+Gg+Cur : “'p<0.01.
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Figure 27 : Concentration sérique d’urée chez les groupes étudiés.

Les valeurs sont présentées en moyenne = SEM et les comparaisons faites entre les groupes :
ND vs DAZ : * p<0.05;

DCZ vs DCZ+Gg, DCZ+Cur et DCZ+Gg+Cur : p<0.05.
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Figure 28 : Concentration sérique d’acide urique chez les groupes étudiés.

Les valeurs sont présentées en moyenne = SEM et les comparaisons faites entre les groupes :
DCZ vs DCZ+Gg, DCZ+Cur et DCZ+Gg+Cur : € p<0.05.

68



Reésultats

3. Effet du traitement sur le statut du zinc et les enzymes dépendantes au zinc chez

les rats de différents groupes étudiés

3.1. Sur le statut du zinc

A P’issu de 4°™ semaine de traitement, les rattes diabétiques soumis a un régime adéquat
en zinc ont enregistré une réduction significative (p<0.05) de concentration du zinc dans le
fémur comparativement au groupe non-diabétique. De méme, une réduction similaire de
concentration du zinc hépatique est observée chez le méme groupe, mais elle reste

statistiquement non significative.

Pour les rattes diabétiques carencées en zinc, la concentration de zinc hépatique présente
une diminution importante (p<0.01). Parallélement, une 1égére diminution de concentration de

zinc dans le fémur est observée, qui reste statistiquement non significative.

La concentration de zinc dans le foie et dans le fémur est restaurée chez les rattes
diabétiques carencées en zinc et traités avec le gingembre (p<0.05, p<0.001) respectivement.
De méme, le traitement avec le curcuma a apporté des améliorations dans la concentration de

zinc dans les organes mentionnés ci-dessus (p<0.01, p<0.05) (figures 29 et 30).

Par ailleurs, les rattes traitées par 1’ensemble de ces épices ont enregistré une
augmentation significative du zinc hépatique (p<0.01), tandis que celle de fémur est augmenté

mais non significativement.
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Figure 29 : Concentration de zinc dans le foie des groupes étudiés.

Les valeurs sont présentées en moyenne = SEM et les comparaisons faites entre les groupes :
DAZ vs DCZ : "p<0.05;

DCZ vs DCZ+Gg, DCZ+Cur et DCZ+Gg+Cur : <p<0.05, “/p<0.01.
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Figure 30 : Concentration de zinc dans le fémur des groupes étudiés.

Les valeurs sont présentées en moyenne = SEM et les comparaisons faites entre les groupes :
ND vs DAZ : *p<0.05;

DCZ vs DCZ+Gg, DCZ+Cur et DCZ+Gg+Cur : p<0.05, “p<0.001.
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3.2. Sur Pactivité des enzymes dépendantes au zinc

L’activité des enzymes a zinc phosphatase alcaline (PAL) et lactate déshydrogénase (LDH)

est présentée dans les figures 31 et 32.

Comparativement aux rattes non diabétiques, le diabéte n’a pas modifié de manicre

significative I’activité de ces enzymes.

En revanche, ’activit¢ de PAL et celle de LDH a réduit de facon significative chez les
rattes diabétiques carencées en zinc (p<0.01, p<0.05) respectivement comparativement a

celles soumis a un régime alimentaire adéquat en zinc.

Cependant, la supplémentation en gingembre et en curcuma dans [’alimentation des
groupes DCZ a restauré 1’activité de ces enzymes presque a I’état normal. Cette amélioration

est statistiquement significative (p<0.05, p<0.01).
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Figure 31 : Variation de I’activité enzymatique de PAL chez les groupes étudiés.

Les valeurs sont présentées en moyenne + SEM et les comparaisons faites entre les groupes :
DAZ vs DCZ : %1p<0.01;

DCZ vs DCZ+Gg, DCZ+Cur et DCZ+Gg+Cur : “p<0.05.
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Figure 32 : Variation de I’activité enzymatique de LDH chez les groupes étudiés.

Les valeurs sont présentées en moyenne = SEM et les comparaisons faites entre les groupes :
DAZ vs DCZ : "p<0.05;

DCZ vs DCZ+Gg, DCZ+Cur et DCZ+Gg+Cur : p<0.05, “/p<0.01.

4. Effet du traitement sur les paramétres du stress oxydatif chez les rattes de

différents groupes étudiés
4.1. Concentration de malondialdéhyde (MDA) et de glutathion réduit (GSH)

Dans la présente étude, le stress oxydatif a induit une augmentation significative du taux de
peroxydation lipidique (MDA) (p<0.05) chez les rattes diabétiques soumis a un régime
alimentaire suffisant en zinc par rapport au groupe non-diabétiques. De méme, la
concentration de glutathion réduit a diminué significativement (p<0.01) chez ce groupe
(Figure 33 et 34).

Par ailleurs, on a constaté chez les rattes diabétiques carencées en zinc une augmentation
de taux de MDA et une diminution de concentration de GSH par rapport au groupe DAZ, ces

constatations n’étaient pas significatives.

Par contre, un effet positif et significatif est noté chez les rats diabétiques DCZ des
groupes supplémentés en gingembre et en curcuma (p<0.05). Cette amélioration est plus

importante chez les rattes supplémentées en gingembre et en curcuma a la fois (p<0.01).
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Figure 33 : Concentration hépatique de MDA chez les groupes étudiés.

Les valeurs sont présentées en moyenne = SEM et les comparaisons faites entre les groupes :

ND vs DAZ : * p<0.05;

DCZ vs DCZ+Gg, DCZ+Cur et DCZ+Gg+Cur : p<0.05, “'/p<0.01.
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Figure 34 : Concentration hépatique de GSH chez les groupes étudiés.

Les valeurs sont présentées en moyenne = SEM et les comparaisons faites entre les groupes :

ND vs DAZ : “'p<0.01;

DCZ vs DCZ+Gg, DCZ+Cur et DCZ+Gg+Cur : p<0.05, “/p<0.01.
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4.2. L’activité enzymatique de GSH-Px, de GST, de catalase et de SOD

L’activité des enzymes impliquées dans le systéme de défense antioxydant est illustrée

dans les figures 35 et 36.

Cependant, une diminution considérable et significative dans [’activit¢ de glutathion
peroxydase (GSH-Px) (p<0,05), de glutathion-S-Transférase (GST) (p<0,01), de catalase
(CAT) (p<0,01) et celle de superoxyde dismutase (SOD) (p<0,05) est observée chez le groupe
diabétique sous un régime suffisant en zinc en comparaison avec le groupe témoin non

diabétique.

L’activité de GSH-Px et de catalase a diminué de facon significative (p<0,05) sous 1’effet
de la carence en zinc chez les animaux diabétiques sous un régime alimentaire pauvre en zinc
par rapport aux animaux sous une alimentation adéquate en zinc. Parallélement, une réduction
similaire dans D’activité des autres enzymes telles que la GST et la SOD est notée. Cette

réduction est statistiquement non significative.

Cependant, une amélioration positive est enregistrée chez les rattes diabétiques DCZ
supplémentées en gingembre, cette amélioration se traduit par une augmentation significative
de Pactivité de catalase (p<0,05) et hautement significative (p<0,01) de celle de la GSH-Px et
de la SOD. Le curcuma semble aussi avoir un effet positif qui se traduit par une augmentation
significative (p<0.05) dans I’activité des enzymes GSH-Px et GST et hautement significative
(p<0.01) de CAT et de SOD.

En effet, le traitement du groupe DCZ avec le gingembre en synergie avec le curcuma a
relevé un potentiel antioxydant important, traduit par une augmentation hautement
significative dans DI’activité¢ des enzymes mentionnées sur- le dessus (p<0.01) et les remis

proches aux valeurs du groupe non-diabétique.
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Figure 35 : Activité de GSH-Px et de GST hépatiques chez les groupes étudiés.

Les valeurs sont présentées en moyenne = SEM et les comparaisons faites entre les groupes :

ND vs DAZ : p<0.05, “'p<0.01;
DAZ vs DCZ : * p<0.05 ;

DCZ vs DCZ+Gg, DCZ+Cur : “p<0.05, “'p<0.01.
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Figure 36 : Activité de SOD et de catalase hépatiques chez les groupes étudiés.

Les valeurs sont présentées en moyenne = SEM et les comparaisons faites entre les groupes :

ND vs DAZ : “p<0.05, “/p<0.01;
DAZ vs DCZ : %p<0.05;
DCZ vs DCZ+Gg, DCZ+Cur : “p<0.05, < p<0.01.
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5. Etude histologique

5.1. L’effet du traitement sur I’histologie de pancréas

La figure 37 (A-F) illustre I'examen histopathologique du pancréas des groupes étudiés.
L’observation du pancréas des rattes non-diabétiques a montré une structure pancréatique
normal contenant des ilots de Langerhans de forme ovoide et de taille normale (figure 37A).
Cependant, les rats diabétiques nourris avec un régime alimentaire adéquat zinc ont révélé une
réduction de la taille des ilots de Langerhans (figure 37B). Tandis que, plus d'anomalies
histopathologies ont été observées chez les rattes diabétiques carencées en zinc. Les ilots de
Langerhans sont perdus, ainsi, des 1ésions acineuses et un épaississement des septa ont été
¢galement observés (figure 37C). Par contre, la plupart de ces l1ésions observées ont été réduit
chez les groupes diabétiques carencés en zinc et traités par le gingembre, le curcuma ou par
leur combinaison. Les ilots de Langerhans sont restaurés, de plus, moins d’anomalies

atrophiques des cellules acineuses ont été observées (Figures 37D, E et F).
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Figure 37 (A-F) : Effet du traitement sur ’histologie du pancréas des groupes étudiés.

A: coupe de pancréas du groupe non-diabétique montre une architecture pancréatique
normale. B: coupe de pancréas du groupe diabétique (DAZ) présente une taille réduite des
ilots de Langerhans (»). C: coupe de pancréas du groupe diabétique (DCZ) présente une
perte totale des cellules B, des Iésions acineuses («») et un épaississement des septa (—). D, E
et F: coupes de pancréas des groupes diabétiques (DCZ) traités par le gingembre, le curcuma
ou par leur combinaison respectivement, illustrent une restauration des ilots de Langerhans

(») et une diminution des dommages causés aux cellules acineuses (H & E, 400 x).
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5.2. L’effet du traitement sur ’histologie de foie

La figure 38 (A-F) représente l'effet de traitement sur 1’histologie du foie des groupes
¢tudiés. L’observation microscopique a révélé des cellules hépatiques normales des rattes
non-diabétiques (figure 38A). A D'inverse, les rattes diabétiques ayant recu un régime
alimentaire suffisant zinc ont montré des congestions vasculaires, des hépatocytes vacuolés et
une dilatation des sinusoides (figure 38B). Outre ces modifications, la carence en zinc chez
les rattes diabétiques a provoqué davantage de dégénérescence des hépatocytes (figure 38C).
Cependant, tous ces changements ont été réduits et améliorés aprés la supplémentation du
gingembre, du curcuma ou de leur combinaison; les hépatocytes et les sinusoides semblent

étre régénérés (figures 38D, E et F).
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Figure 38 (A-F) : Effet du traitement sur I’histologie du foie des groupes étudiés. A: une

section de foie du groupe non-diabétique montre une architecture normale du foie. B: une
section de foie du groupe diabétique (DAZ) présente une congestion vasculaire (CV), des
hépatocytes vacuolés (HV) et une dilatation des sinusoides (DS). C: section de foie du groupe
diabétique (DCZ) présente une dégénérescence des hépatocytes (DH). D, E et F: sections de
foie des groupes diabétiques (DCZ) traités par le gingembre, le curcuma ou par leur
combinaison respectivement, illustrent des hépatocytes (H) et des sinusoides restaurés (S) (H

& E, 400 x).
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5.3. L’effet du traitement sur I’histologie des reins

La figure 39 (A-F) représente l'effet du traitement sur I’histologie des reins des groupes
¢tudiés. Les résultats obtenus montrent que les rattes non-diabétiques, ont majoritairement des
glomérules et des tubules de taille normale (figure 39A). En revanche, les animaux
diabétiques ayant regu une alimentation adéquate en zinc ont présenté une dégénérescence des
glomérules et des tubules (figure 39B). Ces 1ésions sont également mises en évidence chez les
rattes diabétiques carencées en zinc, de méme, ils présentent une dilatation cystique des
tubules rénaux (figure 39C). Cependant, tous ces changements ont été réduits apres le
traitement avec le gingembre, le curcuma ou avec leur combinaison, les glomérules et les

tubules semblent étre régénérés (figures 39D, E et F).
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Figure 39 (A-F) : Effet du traitement sur 1’histologie des reins des groupes étudiés. A: coupe
de rein de groupe non-diabétique montre une architecture normale. B: coupe de rein de groupe
diabétique (DAZ) montre une dégénérescence des glomérules (DG) et des tubules rénaux
(DT). C: coupe de rein de groupe diabétique (DCZ) révele une dégénérescence glomérulaire
(DG), une dégénérescence et une dilatation des tubules rénaux (DDT). D, E et F: coupes de
reins des groupes diabétiques (DCZ) traités avec le gingembre, le curcuma ou avec leur
combinaison illustrent la régénération des glomérules (G) et la diminution des dommages

causés aux tubules rénaux (T) (H & E, 400 x).
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Discussion

Discussion

Le diabéte est un probleme de santé majeur. Les facteurs favorisants le diabéte sont
nombreux et contribuent ensemble au dysfonctionnement des systemes de régulation
correspondant. Le diabéte s’accompagne d’une production excessive des radicaux libres, ainsi
qu’une perturbation des marqueurs du stress oxydatif. Cette situation entraine de multiples
complications qui constituent le vrai probléme et les traitements actuels visent surtout a éviter

ces complications (Haleng et al., 2007).

Le zinc est un élément essentiel pour le fonctionnement de plusieurs systemes biologiques.
Il est impliqué dans la régulation de I’homéostasie glucidique a travers son role primordial
dans la synthese de I’insuline (Moore et al., 2001). Les diabétiques sont les plus sensibles au
déficit en zinc, ce qui conduit alors a la perturbation de cette régulation glucidique et

contribue ainsi a la genése d’un stress oxydatif chez les diabétiques.

L’objectif du traitement du diabéte quel qu’il soit son type consiste dans un premier temps
a rétablir une glycémie normale. Des recherches scientifiques récentes et des études cliniques
ont montré l'efficacit¢é de certaines plantes médicinales et de certaines épices dans
I'amélioration de 1'homéostasie glucidique (Choudhury et al., 2018). Dans la présente étude,
nous nous intéressons plus particulierement au gingembre et au curcuma qui grace a leurs
propriétés antioxydantes et antidiabétiques particulieres, font [’objet de nombreuses
recherches sur leurs applications potentielles dans le traitement de diabete. Cette étude est
donc consacrée pour évaluer le potentiel de ces épices a moduler les effets déléteres de la

carence nutritionnelle en zinc chez les rattes diabétiques.

Dans la présente étude, le poids corporel a été effectivement réduit chez les rattes
diabétiques nourris par une alimentation adéquate en zinc par rapport aux rattes non-
diabétiques. Ces résultats peuvent étre expliqués par l'incapacité du corps a utiliser les
glucides comme source d'énergie d’une part, et d’un fort catabolisme de protéines et du tissus
adipeux d’autre part (Juarez-Rojop et al., 2012). En effet, ce résultat est en accord avec les
résultats de Madkor et al (2011) et de Yang et al (2017) qui ont observé une diminution du

poids des rats diabétiques malgré une grande consommation d’aliment.

De plus, les rattes diabétiques recevant un régime carencé en zinc ont également présenté
une diminution massive du poids corporel. De méme, cette chute pondérale est paralle¢lement
associée a une réduction de la consommation alimentaire. En effet, il est bien admis que la

carence nutritionnelle en zinc pourrait entrainer une hypogueusie (diminution de la
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sensibilité gustative), souvent liée a une altération de l'activité de la gustine, une enzyme
dépendante au zinc. Ainsi, ces troubles pourraient effectivement conduire a une perturbation
de la prise alimentaire et induire une satiété prématurée, ce qui peut nuire davantage la
croissance chez ces animaux (Cohen et Golik, 2006 ; Whittle et al., 2009). Nos résultats
confirment ceux de Kechrid et al (2012) et de Weigand et Egenolf (2017).

Cependant, la supplémentation alimentaire en gingembre, en curcuma ou en combinaison
pendant 27 jours de traitement a atténué la sévérité de la perte du poids via I’augmentation de
la prise alimentaire par rapport au groupe diabétique carencé en zinc. Ces effets peuvent étre
expliqués par les propriétés antioxydantes de ces épices et par leurs capacités a neutraliser les
radicaux libres, ce qui a permis d'augmenter la masse corporelle des rats. Dans ce contexte,
Madkor et al (2011) ont rapporté que l'augmentation du poids corporel refléte 1'effet
anabolique positif de ces épices via I’amélioration de 'homéostasie glucidique, ce qui réduit
la dégénérescence des tissus musculaires et des adipocytes. De plus, il a été¢ démontré que la
curcumine pourrait induit 1'adiponectine, hormone qui stimule 1’action de I’insuline dans les
hépatocytes, ce qui diminue la résistance a I’insuline et ainsi la production hépatique du
glucose. Cette étude a rapporté également que la curcumine pourrait controler la signalisation
de la leptine via la réduction des niveaux de la phosphorylation du récepteur de la leptine, ce
mécanisme augmente par la suite la prise alimentaire des souris diabétiques et, de ce fait,
améliore le poids corporel (Tang et al., 2009). En effet, nos résultats sont en accord avec

ceux des études antérieures (Nishi, 1996; Shanmugam et al., 2010),

Les résultats de dosage de la concentration du zinc dans le foie et dans le fémur ont montré
sa diminution significative chez les groupes diabétiques nourris avec un régime alimentaire
riche en zinc et chez ceux carencés en zinc. En effet, le diabéte pourrait affecter le statut du
zinc de nombreuses manicres. La teneur réduite en zinc est souvent associ¢e a une altération
de l'absorption intestinale de ce minéral, il est également suggéré que I’augmentation de
l'excrétion urinaire du zinc pourrait €tre un autre facteur responsable de cette réduction, qui
peut résulter d’un dysfonctionnement rénal, cette situation est généralement observé chez les
patients atteints d’une néphropathie diabétique (Sinha et Sen, 2014; Galetti, 2018), Ces
résultats vont de pair avec I’étude histologique des riens qui révele des modifications
histopathologiques remarquables chez les rattes diabétiques. Des résultats similaires ont été
obtenus par des études publiées antérieurement (Kechrid et al., 2012; Weigand et Egenolf,
2017).
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Cependant, l'augmentation des concentrations du zinc chez les rattes diabétiques
supplémentées en gingembre, en curcuma ou en combinaison est probablement due a I'effet
hypoglycémiant de ces é€pices, qui pourrait étre 1'un des facteurs majeurs contribuant a la
préservation de la fonction rénale contre l'effet délétére des radicaux libres. Ainsi, cela peut
entrainer une réduction de la perte urinaire excessive du zinc. Ces suggestions sont en accord
avec les résultats de 1’étude histologique des reins qui montrent que les animaux bénéficiants
d’une supplémentation en gingembre ou en curcuma ont majoritairement un aspect

histologique préserve.

Le diabéte a entrainé une augmentation significative de la glycémie sérique accompagnée
d’une diminution du taux de l'insuline chez les rattes diabétiques ayant regu une nourriture
adéquate en zinc par rapport a celles des rattes non-diabétiques. Ces troubles métaboliques
peuvent étre expliqués par le fait qu’une dégénération accrue des cellules B pancréatiques
suite a I’injection de la STZ, a entrainé ainsi une réduction de la sécrétion de l'insuline
(Gupta et al., 2004). En plus, I'hyperglycémie pourrait €tre issue d’une perturbation de
l'utilisation du glucose par les tissus périphériques ou également d’une surproduction
endogeéne du glucose (exces de la néoglucogenese et de la glycogénolyse) (Derouiche et
Kechrid, 2016). En effet, ces résultats assez attendus sont en accord avec ceux de 1’étude de
Madkor et al (2011) dans laquelle une hypo-insulinémie notable associée a une

hyperglycémie est décrite chez les rats diabétiques.

En outre, une 1égére augmentation de la glycémie a été observée chez les animaux recevant
un régime pauvre en zinc. En effet, ces perturbations glucidiques semblent étre corrélées avec
les altérations histologiques du pancréas de ce groupe, qui montrent une réduction trés
importante du nombre des cellules  pancréatiques. En autre, il a été¢ suggéré que la carence
en zinc pourrait étre impliquée dans les désordres de métabolisme glucidique. Ces résultats
sont en accord avec d'autres ¢tudes (Fatmi et al., 2014 ; Hamdikenet al., 2017), qui ont
rapporté que la carence en zinc pourrait affecter la capacité du pancréas a synthétiser et a
libérer l'insuline, ce qui conduit a la perte du contrdle de la glycémie. De méme, il a été
indiqué que le zinc participe dans la protection des cellules B pancréatiques contre les

dommages causés par les ERO (Chimienti, 2013).

Le traitement des animaux diabétiques avec le gingembre seul ou en association avec le
curcuma a induit des modifications significatives dans le métabolisme glucidique. En effet,

ces épices ont permis d’abaisser la glycémie et d’améliorer 1’insulinémie.
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L’effet du gingembre sur le contrdle glycémique pourrait étre expliqué par le fait que les
gingérols, les composés bioactifs les plus importants du gingembre, ayant le potentiel de
réguler la glycémie via nombreux mécanismes, ils réduisent d’une part la production du
glucose hépatique et augmentent la translocation du transporteur de glucose (GLUT4) des
compartiments intracellulaires a la surface des cellules, entrainant ainsi une absorption accrue
du glucose par les cellules (Akash et al., 2015). D’autre part, les gingérols pourraient
prévenir et inhiber la dégradation du glycogene hépatique, principalement par I’amélioration
de l'activité des enzymes impliquées dans la synthese et le stockage du glycogeéne hépatique.
De plus, il a été rapporté que les gingérols inhibent les enzymes a-amylase et a-glucosidase
durant la digestion des glucides (Li et al., 2012). Ces multiples effets ont été prouvés par les
améliorations histopathologiques du pancréas, qui ont montré une restauration importante de
I’intégrité structurelle des cellules B pancréatiques. Dans ce contexte, Khattab et al (2013) ont
¢galement rapporté ces effets grace au traitement des rats diabétiques par ces €pices incluses

dans la nourriture des rats.

D'autre part, il semble que 1'effet du curcuma sur la glycémie est attribu¢ a son composant
actif la curcumine, qui pourrait stimuler l'activation et l'ouverture des canaux anioniques et
dépolariser la membrane des cellules  pancréatiques, ce qui rovoque ensuite une activité
¢lectrique et une libération de l'insuline (Best, 2007). Egalement, la curcumine pourrait
favorablement affecter les enzymes impliquées dans la régulation du glucose hépatique en
augmentant l'activit¢ de la glucokinase et en inhibant la gluconéogenéese hépatique par la
suppression de la glucose-6-phosphatase et de la phosphoénopyruvate carboxykinase (Ran et
al., 2011). Un autre effet positif de la curcumine sur le diabéte est la réduction des acides gras
libres circulants (AGL). La lipotoxicité¢ induite par les AGL est un facteur important de
résistance a l'insuline. Ce mécanisme a été suggéré pour détériorer la fonction des cellules 3
pancréatiques et altérer la voie de signalisation de l'insuline par l'activation de NF-kb
(Shimabukuro et al., 1998). Les produits de la voie NF-kb, telle que 1'lL-6, interférent avec
la transcription des récepteurs de Il'insuline (tel que le récepteur-substrat 1) et des
transporteurs (tel que GLUT-4). L’ensemble de ces effets affecte la sensibilité¢ a I’insuline

(Liang et al., 2008).

L’ASAT et I’ALAT sont des biomarqueurs de la fonction hépatique. Une telle
augmentation dans leurs activités a été observée chez les rattss diabétiques sous un régime
alimentaire normal en zinc ou carencé en zinc. Ces données ont été obtenues par d’autres

¢tudes similaires (Madkor et al., 2011 ; Kechrid et al., 2007). Les ¢études précédemment
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citées suggerent que 1’organisme met en place au cours du diabéte des mécanismes
d’adaptation ou de compensation d’énergie, présentés par I’augmentation accrue de I’activité
de ces enzymes (ASAT, ALAT), qui conversent les acides aminés en acides cétoniques

(cétoglutarate et pyruvate) afin de fournir une nouvelle source de glucose.

L’activité de ces enzymes chez les rattes diabétiques a été réduite suite au traitement avec
le gingembre, le curcuma, ou avec leurs combinaisons. Ainsi, ces améliorations pourraient
étre expliquées par I’augmentation de concentrations du zinc et de I’insuline chez les rattes
diabétiques traitées avec ces épices, comme il a ét€ montré dans cette étude, cela entraine une
régulation de la voie de la glycolyse, une augmentation de 1’absorption du glucose par les
cellules et aboutit donc a une diminution de I’hyperglycémie. En effet, ces mécanismes
diminuent par la suite le catabolisme des protéines, 1’accumulation des acides aminés dans le
sang et par conséquent, l'activité enzymatique des transaminases diminue (Moller et Nair,

2008).

L’analyse des parameétres de la fonction hépatique montre également une augmentation du
taux sérique de la bilirubine totale et directe chez les rattes diabétiques ayant recu une
nourriture riche en zinc, alors que la bilirubine totale est d’avantage augmentée chez les rattes
diabétiques carencées en zinc. Cette modification pourrait étre expliquée par la diminution de
concentration de I’albumine sérique, qui est le principal transporteur sérique de la bilirubine.
Toute modification en synthése de 1’albumine aboutit a I’accumulation de la bilirubine libre

dans le sang (Murray, 2003).

La supplémentation en gingembre et en curcuma ensemble a atténué le taux de la bilirubine
totale et directe. Cette amélioration refléte 1’effet hépato-protecteur de ces épices. Ainsi,
I’augmentation de concentrations des protéines totales et surtout de I’albumine sérique chez
les groupes diabétiques traités a contribué¢ probablement au rétablissement du taux de la

bilirubine.

Le zinc est un ¢élément important pour de nombreuses métallo-enzymes, notamment la
phosphatase alcaline (PAL) et le lactate déshydrogénase (LDH) (Prasad, 2014). Dans la
résente étude, I’activité de PAL et de LDH a été diminuée dans le sérum des animaux

déficients en zinc par rapport a ceux nourris avec un régime alimentaire adéquat en zinc.

La diminution de l'activité de la PAL et du LDH est peut-étre liée a la diminution de la
concentration du zinc chez les rattss diabétiques. Uchiyama et Yamaguchi (2003) ont rapporté

que la PAL et le LDH sont des métallo-enzymes, qui nécessitent le zinc comme cofacteur
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pour leurs activités, et toute modification dans le statut de ce métal pourrait avoir des
conséquences néfastes sur I’activité de ces enzymes. De méme, ces résultats ont été observés

dans des études antérieures (Maret, 2013 ; Derai et Kechrid, 2014).

En revanche, le traitement avec le gingembre et le curcuma en combinaison ou séparément
a rétabli Dactivit¢ de ces enzymes dépendantes au zinc. Le mécanisme par lequel le
gingembre ou le curcuma a amélioré l'activité de la PAL et du LDH n'est pas toujours clair,
mais il est probablement dii a 1'amélioration du statut du zinc chez les groupes diabétiques

traités.

Dans cette étude, le bilan lipidique altéré (cholestérol et triglycérides) a été mis en
évidence chez les rattes diabétiques recevant un régime alimentaire adéquat en zinc. Ainsi,
chez les animaux ayant regu une nourriture déficiente en zinc, le taux de triglycérides mesuré

est supérieur a celui mesuré chez ceux recevant un régime adéquat en zinc.

Dans les cas de diabete, la déficience en insuline pourrait affecter 1’activité de la
lipoprotéine lipase, cette enzyme, dont la synthése est normalement stimulée par I’insuline, est
responsable de 1’hydrolyse et de I’élimination des triglycérides en circulation. Si cette activité
est réduite, il en résulte une hypertriglycéridémie. D’autre part, une carence aigue en insuline
pourrait également provoquer une augmentation des acides gras libres a partir de tissus
adipeux. Cela se traduit par une production accrue de particules de LDL riches en cholestérol

(Girija et al., 2011).

En effet, nos résultats sont cohérents avec ceux décrits par Hamdiken et al (2017), ou une
altération de profil lipidique similaire a celle observée dans notre étude dans des conditions

expérimentales analogues est notée.

Cependant, aprés la supplémentation alimentaire en gingembre, en curcuma ou en
combinaison, les rattes diabétiques semblent revenir a des taux de cholestérol et de
triglycérides proches de ceux des rattes non-diabétiques. Cela révele d’un potentiel

hypolipidémique intéressant de ces épices.

Des études antérieures ont démontré que le gingembre a travers son effet sur la cholestérol-
7a-hydroxylase hépatique, stimule la conversion du cholestérol hépatique en acides biliaires
(Ahmed et Sharma, 1997; Han et al., 2005). De plus, Ils ont constaté que le gingembre
augmente l'excrétion fécale du cholestérol. Par ailleurs, une étude effectuée sur des souris

déficientes en apolipoprotéine E a également révélé que les effets hypolipidémiques du
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gingembre pourraient résulter, en partie, de l'inhibition de la biosynthése du cholestérol
(Fuhrman et al., 2000). Ce mode d’action possible du gingembre est soutenu par les
observations antérieures de Nammi et al (2009) et de Ramudu et al (2011), ces ¢tudes ont
démontré que le gingembre via ses composants actifs pourrait inhiber la synthése du
cholestérol cellulaire, principalement a travers 1’augmentation de l'activité des récepteurs de
LDL, ceci conduit a I'¢limination de LDL plasmatiques, en diminuant ainsi le métabolisme

des lipoprotéines.

La curcumine inhibe efficacement la synthése et le stockage des lipides et stimule la
dégradation des acides gras, ces effets étant médiés par la régulation de I’activité de plusieurs
enzymes clés impliquées dans la régulation du métabolisme lipidique (Alappat et Awad,
2010). De plus, l'activité hypolipidémique du curcuma via la curcumine et le
tetrahydrocurcumin pourrait étre médiée par le catabolisme du cholestérol en stimulant
l'activité du cholestérol hépatique, la 7a-hydroxylase, enzyme responsable de la conversion du
cholestérol en acides biliaires et, de ce fait, d'une réduction du taux de cholestérol chez les rats

diabétiques (Wongeakin et al., 2009).

Seo et al (2008) ont réalisé une étude plus spécifique sur des souris db/db. Ils ont montré
que la curcumine a réduit significativement I’activit¢ hépatique de la PB-hydroxyl-f-
méthylglutaryl CoA réductase (HMG-CoA réductase) (enzyme régulatrice de la synthése
intracellulaire de cholestérol). Ils ont également observé que ’activité de la lipoprotéine lipase
musculaire et le taux du glycogene hépatique sont augmentés. Ces multiples effets de la
curcumine contribuent donc a la réduction de concentrations plasmatiques d'acides gras libres,

de cholestérol et de triglycérides.

Dans les conditions de stress oxydatif sévére, la génération de radicaux libres conduit a une
modification des protéines. Les protéines peuvent étre endommagées directement par des
interactions spécifiques de radicaux libres avec des acides aminés sensibles (Chitra et al.,

2010)

Les résultats de notre ¢tude ont révélé une baisse significative du taux des protéines totales
et de I’albumine sérique chez les rattss diabétiques recevant soit un régime adéquat ou carencé
en zinc. Cela pourrait étre attribu¢ a I'augmentation du taux de catabolisme de protéines, a la
diminution du taux de synthése de protéines ou a la microprotéinurie, qui sont des marqueurs
cliniques importants du diabete sucré (Khan et al., 2011). En effet, ces résultats ont dé¢ja été

observés dans d’autres études menées par Derai et al (2014) et Hamdiken et al (2017).
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L'augmentation des taux sériques d'urée et de créatinine chez les rattes diabétiques non
traitées observée dans cette étude pourrait étre due a un déficit en insuline et a l'incapacité du
glucose a atteindre les tissus extrahépatiques, ce qui active la gluconéogenese en tant que
source alternative de glucose (Gastaldelli et al., 2000). De plus, en raison de la protéolyse
accrue nécessaire au maintien de cette voie, la désamination des acides aminés glucogéniques
libérés dans le plasma entraine par conséquent une augmentation de taux d'urée dans le sang.
La créatinine est un métabolite de la créatine et sa concentration dans le sérum est
proportionnelle a la masse musculaire du corps. Des taux élevés d'urée et de créatinine dans le

sérum pourraient donc indiquer une atteinte de la fonction rénale.

La réduction significative des niveaux de ces marqueurs est donc révélatrice du potentiel
de gingembre et de curcuma en contrélant la glycémie et donc réduire le catabolisme des
protéines. En outre, cela indique également la préservation de la fonction rénale contre les
Iésions dues au diabete, ainsi que 1’effet réno-protecteur de ces épices. En effet, ces données
sont approuvées par nos résultats de I’examen histologique des reins.

L'hyperglycémie joue un role critique dans les complications du diabéte et provoque un
stress oxydatif par la génération des ERO (Mohamed et al., 2000). Cependant, il est bien
connu que le zinc proteége les cellules contre les dommages dus a I'oxydation, alors que sa
carence affecte défavorablement 1’activité d'une variété d'enzymes antioxydantes, notamment
la SOD et la GSH-Px (Cruz et Oliveira, 2011).

Le systeme pro-oxydant a été caractérisé par la mesure de la peroxydation lipidique au
niveau hépatique. Le taux de la peroxydation lipidique (MDA) est d’avantage modifi¢ chez
les rattes diabétiques sous un régime normal en zinc que chez les rattes témoins non
diabétiques.

Ces modifications pourraient étre dues a la syntheése accrue des ERO impliqués dans la
progression du diabete. De plus, I'effet de I'hypoinsulinémie, qui favorise l'attaque des acides
gras polyinsaturés, entraine également 1’¢lévation du taux de la peroxydation lipidique (Yin et

al., 2011).

En effet, ’inclusion de gingembre ou de curcuma dans la nourriture des rattes diabétiques
a permis de réduire le taux de MDA. La réduction de la peroxydation lipidique par le
gingembre pourrait étre due au fait que le gingembre contient de nombreux composés
antioxydants, en particulier les gingérols et le shogaol, responsablent de l'inhibition de la

peroxydation lipidique (Shobana et Akhilender, 2000). De méme, Il a ét¢ démontré que
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I’activité antioxydante du curcuma est apte a neutraliser les radicaux libres et inhiber

I’oxydation de I’hémoglobine et la peroxydation lipidique (Gupta et al., 2012).

Dans cette étude, une diminution de concentration du glutathion (GSH) est observée chez
les groupes diabétiques non-traités. La raison de 1'épuisement du glutathion (GSH) chez les
rattes diabétiques pourrait étre expliquée par le taux élevé d'oxydation du glutathion réduit
(GSH) en glutathion oxydé (GSSG) au niveau hépatique afin de protéger I’organe des effets
déléteres de la génération accrue des radicaux libres au cours de diabete (Videla et al., 1980).
Cette diminution de concentration de GSH est confortée par d’autres études similaires

(Madkor et al., 2011)

Une telle augmentation du glutathion est constatée apres la supplémentation alimentaire en
gingembre et en curcuma, cela suggére que ces épices pourraient effectivement conduire, a
travers leurs richesses en composants antioxydants, a un effet protecteur vis-a-vis d’un stress

oxydatif induit par le diabete.

La premiére ligne de défense contre les radicaux libres regroupe ces systémes
enzymatiques (SOD, CAT, GSH-Px) qui sont aidés par des micronutriments (cuivre, zinc et

s¢lénium) en tant que cofacteurs (Evans et Halliwell, 2001).

En effet, I'induction du diabéte a affect¢ de maniére significative I’activité des enzymes

antioxydantes hépatiques, notamment la GSH-Px, la GST, la SOD et la CAT.

Ces résultats pourraient s’expliquer, ente autre, par la production accrue des radicaux libres
suite a 1’autoxydation du glucose et a la glycation non enzymatique de ces enzymes
(Taniguchi, 1992). De plus, il a été rapporté que le diabéete affecte I’activité de la CAT et de
la SOD en réponse a la diminution de leur expression génique (Shanmugam et al., 2010). Par
ailleurs, des études similaires ont rapporté, dans le cas de diabéte, une diminution dans
I’activité de ces enzymes dans le foie liée a une augmentation des effets pro-oxydants telle

que la peroxydation lipidique (Palma et al., 2014 ; Derai et al., 2014).

D’autre part, chez les rattes diabétiques alimentées par un régime pauvre en zinc, les
enzymes antioxydantes telles que la GSH-Px et la CAT ont fortement diminué par rapport aux

rattes diabétiques non carencées en zinc.

Le zinc, en tant que cofacteur nécessaire a ’action de diverses enzymes antioxydantes et a
leur régulation, son déficit affecte davantage la fonction de ces enzymes. Egalement, la

production accrue des radicaux libres sous 1’effet de la carence en zinc, inhibe les sites
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d’action de ces enzymes (GSH-Px, CAT et SOD) (Black, 2002). Des résultats identiques ont
rapporté 1’effet déléteére de I’appauvrissement en zinc sur la fonction de ces enzymes (Lima et

Sampaio, 2011 ; Fatmi et al., 2014).

Cependant, cette étude a démontré que la supplémentation en gingembre et en curcuma a
un effet bénéfique sur les marqueurs de stress oxydatif. En effet, aprés 27 jours de traitement,
la concentration du GSH et I’activité des enzymes antioxydantes étudi¢es sont améliorées.
Ces résultats confirment les données obtenues respectivement par Madkor et al (2011) et par

Khattab et al (2013).

Les ¢études précédemment citées suggerent que le traitement des animaux diabétiques avec
ces épices entiéres ou avec leurs composants actifs pourrait améliorer I'efficacité du systéme

de défense antioxydant (Madkor et al., 2011; Khattab et al., 2013).

Les composants majeurs du gingembre, le gingérol 6 et le shogaol, ont montré de
nombreux avantages pharmacologiques, notamment 1'amélioration de métabolisme du glucose
et la modulation de la sécrétion d'insuline par les cellules  pancréatiques grace a leur
protection contre les dommages oxydatifs (Mahluji et al., 2013). De méme, les composés
phénoliques antioxydants du gingembre pourraient potentiellement inhiber la production des
ERO, diminuer la peroxydation lipidique et améliorer la concentration tissulaire en GSH chez
les rats diabétiques, ce qui améliore a son tour les enzymes antioxydantes dépendantes au
GSH telles que la GSH-Px et la GST (Shanmugam et al., 2010 ; Fukunaka et Fujitani,
2017).

D’autre part, le curcuma a montré une efficacité élevée pour améliorer la fonction du
systeme de défense antioxydant. Ce mécanisme de protection peut étre corrélé a la puissance
antioxydante et aux propriétés anti-radicalaires de la curcumine (composant principal du
curcuma) (Bi et al.,, 2017) qui réduisent la peroxydation des lipides et stimulent les
principales enzymes antioxydantes, notamment la SOD, la GSH-Px et la CAT, et par

conséquent protégent les cellules contre le stress oxydatif (Gupta et al., 2012).
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Conclusion et perspectives

Ce travail a débuté sur la volonté et la nécessité de développer de nouvelles thérapies
antidiabétiques par 1’utilisation de plantes riches en antioxydants naturels. Cette étude a été
faite pour voir si une supplémentation alimentaire en gingembre et en curcuma, tout au long
de I’expérimentation, pourrait limiter les conséquences déléteres de la carence en zinc chez

les rattes diabétiques. Suite a ce travail, les conclusions principales a retenir sont :

- La déficience en zinc a entrainé une chute pondérale importante associée a une
diminution de la prise alimentaire.

- Une perturbation du métabolisme glucidique représentée par une hyperglycémie
associée a une hypo-insulinémie.

- Une perturbation métabolique importante illustrée par une augmentation des
parametres de profile lipidique (cholestérol et triglycérides).

- Des perturbations de biomarqueurs de la fonction hépatique, représentées par une
augmentation de 1’activité des transaminases (ALAT, ASAT) et du taux de la bilirubine
totale et de la bilirubine directe.

- Une baisse significative du taux des protéines totales et de I’albumine sérique chez les
rattes diabétiques recevant soit un régime adéquat ou carencé en zinc associée avec une
augmentation du taux sérique d'urée et de créatinine.

- Désordres dans le statut du zinc représenté par une baisse de la concentration du zinc
dans les organes étudiés (foie et fémur).

- La carence en zinc a entrainé une perturbation dans 1’activité des enzymes dépendantes
au zinc telles que la phosphatase alcaline et le lactate déshydrogénase.

En ce qui concerne I’effet de la carence en zinc sur les parametres de stress oxydatif :

- Une augmentation du taux de la peroxydation lipidique, ainsi qu’une chute
remarquable de la concentration du glutathion réduit (GSH) sont observées.

- Une diminution considérable dans I’activité de glutathion peroxydase (GSH-Px),
glutathion-S-transférase (GST), catalase (CAT) et celle de superoxyde dismutase
(SOD) est notée.

Cependant, ’administration du gingembre et du curcuma dans I’alimentation des rattes

diabétiques carencées en zinc a amélioré les parameétres suivants :

- Une telle amélioration dans le métabolisme glucidique illustrée par une baisse de la

glycémie et une amélioration de I’insulinémie.
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Des améliorations importantes ont touché le profil hépatique (ALAT, ASAT),
bilirubine totale, bilirubine directe ainsi que le profil lipidique. Cela refléte I’effet
hépato-protecteur de ces épices.

Le traitement avec ces épices a pu rétablir le profil protéique, leur effet bénéfique est
représenté par une augmentation de taux des protéines totales, de 1’albumine ainsi
qu’une réduction du taux de créatinine, d’urée et d’acide urique.

Les rattes traitées avec ces épices ont restauré leur statut en zinc dans les organes
¢tudies (foie et fémur). D’autre part, I’activité des enzymes a zinc (phosphatase alcaline
et celle du lactate déshydrogénase) est améliorée.

En ce qui concerne le potentiel de ces épices contre 1’effet déléteére de la carence en
zinc sur 1’activité des enzymes antioxydantes au cours du diabéte, la supplémentation
en gingembre et en curcuma seul ou en combinaison a révélé un potentiel antioxydant
important, traduit par une atténuation du taux de la peroxydation lipidique (MDA), une
augmentation de la concentration cellulaire en glutathion réduit (GSH) ainsi qu’une
amélioration notable dans 1’activité¢ des enzymes antioxydantes (GSH-Px, GST, CAT et

SOD).

A partir de résultats obtenus, on peut suggérer que le gingembre et le curcuma pourraient

effectivement conduire, a travers leurs richesses en composants antioxydants, a un effet

protecteur vis-a-vis d’un stress oxydatif induit par la génération accrue des radicaux libres au

cours du diabéte d’une part, et aux effets déléteres de la carence en zinc d’autre part.

Afin d’approfondir ces résultats, il sera intéressant d’une part,

D’étudier I’'impact de la carence en zinc sur I’expression génétique de I’hormone

d’insuline et sur le fonctionnement des transporteurs pancréatiques du zinc (ZT8).

D’autre part, le large spectre d’activité du gingembre et du curcuma devrait susciter
I’attention afin d’¢lucider les mécanismes d’actions des différents composés actifs de
ces plantes tels que le [6]-gingérol, le shogaol, la curcumine et le tetrahydrocurcumin et

déterminer leurs efficacités dans le traitement de diabete et ses complications.
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Annexe 1: Fiches techniques « Spinreact » pour le dosage des paramétres biochimiques.

1.1. Dosage du glucose

Echantillons : Sérum

Réactifs utilisés

Les réactifs Composition Concentration
R 1 Tampon - TRISpH 7,4 92mmol/L

- Phénol 0.3mmol/L
R 2 Enzyme - Glucose oxydase (GOD) 15000 U/L

- Peroxidase (POD) 1000 U/L

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

Préparation de réactif de travail (RT)

Dissoudre le contenu de réactif 2 dans le flacon de réactif 1 et mélanger 1égerement. Ce

réactif de travail est stable un mois a 2-8 °C, ou 7 jours a 15-25 °C.

Mode Opératoire
Blanc Etalon Echantillon
Réactif 1 mL 1 mL 1 mL
Etalon
- 10 uL -
Echantillon _ _ 10 uL

Me¢élanger, 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.

Calcul

[Glucose] (mg/dL) = DO échantillon x Concentration de 1’étalon(100mg/dl)

DO étalon
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1.2. Détermination de I’activité d’aspartate aminotransférase (ASAT)

Echantillons : Sérum

Réactifs utilisés

Les réactifs Composition Concentration
- TRISpH 7,8 80mmol/L
R 1 Tampon - Lactat déshydrogénase (LDH) 800U/L
- Malate déshydrogénase (MDH) 600U/L
- L Aspartate 2mmol/L
1 NADH (LPL) 0,18mmol/L
R 2 Substrat 3 a-Cétoglutarate 12mmol/L

Préparation de réactif de travail (RT)

Me¢élanger: 1 volume de (R2) substrats + 4 volumes (R1) tampon.

Ce réactif de travail est stable 1 mois a 2-8°C ou 3 jours a température ambiante (15- 25°C).

Mode Opératoire

Pipeter dans une cuvette :

RT (mL)

1,0

Echantillon (uL)

100

Meélanger et incuber pendant 1 minute.

Lire I’absorbation (A) initiale de 1’échantillon, mettre en route le chronométre et lire

I’absorbation a chaque minute pendant 3 minutes.

Calculer la moyenne de 1’augmentation d’absorbation par minute (AA/min).

Calcul

ASAT (UI/L) = AA/min x 1750
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1.3. Détermination de I’activité d’alanine amino transférase (ALAT)

Echantillons : Sérum

Réactifs utilisés

Les réactifs Composition Concentration
- TRISpH 7,8 80 mmol/L
R 1 Tampon . . 800U/L
- Lactat déshydrogénase (LDH) 2 mmol/L
- L Aspartate
- NADH (LPL) 0,18mmol/L
R 2 Substrat - a-Cétoglutarate 12mmol/L

Préparation de réactif de travail (RT)

Me¢langer: 1 volume de (R2) substrats + 4 volumes (R1) tampon.

Ce réactif de travail est stable 2 mois a 2-8°C ou 2 semaines a température ambiante (15- 25°C).

Mode Opératoire

Pipeter dans une cuvette :

RT (mL)

1,0

Echantillon (uL)

100

- Mélanger et incuber pendant 1 minute.

- Lire 1’absorbation (A) initiale de [’échantillon, mettre en route le chronomeétre et lire

I’absorbation a chaque minute pendant 3 minutes.

- Calculer la moyenne de 1’augmentation d’absorbation par minute (AA/min).

Calcul

ALAT (UI/L) = AA/min x 1750
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1.4. Détermination de I’activité de la phosphatase alcaline (PAL)

Echantillons : Sérum

Réactifs utilisés

Les réactifs Composition Concentration

R1 - Diéthanolamine (DEA) pH 10,4 - 1 mmol/L
Tampon - Chlorure de magnésium - 0,5 mmol/L

R2 - P- nitrophénylphosphate (»NPP) - 10 mmol/L
Substrats

Préparation de réactif de travail (RT)

Me¢élanger : 4 volumes de (R1) tampon + 1 volume de (R2) substrat.

Ce réactif de travail est stable 21 jours a 2-8°C ou 15 jours a température ambiante (15-25°C).

Mode Opératoire
RT (mL) 1,2
Echantillon (nL) 20

- Lire l'absorbance (A) initiale de I'échantillon, mettre en marche le chronométre et lire

I'absorbance chaque minute pendant 3 minutes.

- Calculer la moyenne de la différence d'absorbance par minute (AA/min).

Calcul

PAL (UI/L) = AA/min x 3300
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1.5. Dosage du cholestérol total

Echantillons: Sérum

Réactifs utilisés:

Les réactifs Composition Concentration

R 1 Tampon - PIPES pH 6,9 90 mmol/L

- phénol 26 mmol/L
R 2 Enzymes - Cholestérol estérase (CHE) 300 U/L

- Cholestérol oxydase (CHOD) 300 U/L

- Peroxydase (POD) 1250 U/L

- 4 - Aminophénazone (4-AF) 0,4 mmol/L
Cholestérol CAL - Cholestérol 200 mg/dL

aqueux (standard)

Préparation de réactif de travail (RT)

- Dissoudre le contenu d’une capsule d’enzymes R 2 dans un 1 flacon de tampon R1.

- Refermer et mélanger doucement jusqu’a ce que le contenu soit dissout.

Ce réactif de travail est stable 4 mois au réfrigérateur (2-8°C) ou 40 jours a 15-25°C.

Mode Opératoire
Blanc Etalon Echantillon
Réactif 1 mL 1 mL 1 mL
Etalon
- 10 uL -
Echantillon _ _ 10 uL

- Mélanger. Laisser reposer 5 minutes a 37°C ou 10 minutes a température ambiante.

- Lire les absorbances a 500 nm (480-520) contre le blanc réactif.

Calcul

[Cholestérol] (mg/dL) = Abs (dosage) , 200 (Concentration de I’étalon)

Abs (Etalon)
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1.6. Dosage des triglycérides

Echantillons: Sérum

Réactifs utilisés

Les réactifs Composition Concentration
R 1 Tampon - GOODpH 7,5 50 mmol/L
- P- chlorophénol 2 mmol/L
R 2 Enzymes - Lipoprotéine lipase (LPL) 150000 U/L
- Glycérol kinase (GK) 500 U/L
- Glycérol-3-oxydase (GPO) 2500 U/L
- Peroxydase (POD) 440 mmol/L
- 4- Aminophenasone 0,Immol/L
- ATP 0,1mmol/L
Triglycérides CAL - Triglycérides aqueux (standard) 200 mg/dL

Préparation de réactif de travail (RT)
- Dissoudre le contenu d’une capsule d’enzymes R 2 dans un 1 flacon de tampon R1.

- Reconstituer le contenu d’une capsule d’enzymes R 2 dans 10 mL de tampon R 1.

- Refermer et mélanger doucement jusqu’a ce que le contenu soit dissout.

Ce réactif de travail est stable 6 semaines au réfrigérateur (2-8°C) ou une semaine a 15-25°C.

Mode Opératoire
Blanc Etalon Echantillon
RT 1 mL 1 mL 1 mL
Etalon
- 10 uL -
Echantillon _ _ 10 uL

Me¢élanger. Laisser reposer 5 minutes a 37°C ou 10 minutes a température ambiante. Lire les
absorbances a 505 nm (490-550) contre le blanc réactif.

Calcul

[Triglycérides] (mg/dL) = A5(d0sagE) . 546 (oncentration de I'étalon)
Abs (étalon)
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1.7. Détermination de ’activité de la lactate déshydrogénase (LDH)
Echantillons : Sérum

Réactifs utilisés

Les réactifs Composition Concentration
R1 - Imidazole - 65 mmol/L
Tampon - Pyruvate - 0,6 mmol/L
R2 - NADH - 0,18 mmol/L
Substrats

Préparation de réactif de travail (RT)

- Dissoudre 1 tablette de R2 dans une capsule de R1.

- Fermer et mélanger doucement jusqu’a dissoudre le contenu.

Ce réactif de travail est stable 2 jours a 2-8°C ou 12 heures a température ambiante (15-25°C).

Mode opératoire

25°-30° 37
RT (mL) 3,0 3,0
Echantillon (uL) 100 50

- Mélanger et incuber pendant 1 minute.

- Lire D’absorbation (A) initiale de 1’échantillon, mettre en route le chronometre et lire

I’absorbation a chaque minute pendant 3 minutes.

- Calculer la moyenne de I’augmentation d’absorbation par minute (AA/min).

Calcul

25°-30° LDH (UI/L) = AA/min x 4925

37°  LDH (UIL) = AA/min x 9690
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1.8. Dosage de bilirubine

Echantillons : Sérum

Réactifs utilisés

Les réactifs Composition Concentration
R1 - Acide sulphanilyque 7,8 30 mmol/L
- Acide chlorhydrique ;Omlrjr/llgl L
- Diméthysufoxide
R2 - Nitrate de sodium 29 mmol/L
Mode Opératoire
Blanc B. totale
R1 (mL) 1,5 1,5
R2 (uL) - 50
Echantillon / Etalon (nL) 100 100

- M¢élanger et incuber pendant exactement 5 minutes a 15-25°C. Consulter I’absorption (A).

Calcul

- Avec étalon:

TN _ (A)Echantillon- (A) Blanc Echantillon,, Etalon (C
[Bilirubine] (mg/dL) (A) Etalon —(A) Blanc Etalon alon (Cone)

[Bilirubine] (mg/dL) =  (A) Echantillon- (A) Blanc Echantillon x Facteur

- Avec le facteur:

ES
Facteur: Concentration d’étalon

(A) Etalon — (A) Blanc Etalon
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1.9. Dosage des protéines totales

Echantillons: Sérum

Réactifs utilisés

Les réactifs Composition Concentration
R Tartrate de potassium et de sodium 15 mmol/L
Biuret lodure de sodium 100 mmol/L
Iodure de potassium 5 mmol/L
Sulfate de cuivre (II) 5 mmol/L
Etalon Sérum albumine bovine 7g/dL
(standard)

Mode Opératoire

Blanc Etalon Echantillon
R 1 mL 1 mL I mL
Etalon - 25 ulL -
Echantillon - - 25 uL

- Mélanger et incuber 5 minutes a 37°C ou 10 minutes a température ambiante.

- Lire I’absorbation (A) du patron et 1’échantillon, en comparaison avec le blanc du réactif.

La couleur reste stable pendant au moins 30 minutes.

Calcul

r . —_ 1
[Protéines Totales] (g/dL) = (A) Echantillon x 7 (Etalon Conc)
(A) Etalon
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1.10. Dosage d’albumine

Echantillons : Sérum

Réactifs utilisés

Les réactifs Composition Concentration
R -Vert de bromocrésol, pH 4,2 - 0,12 mmol/L
Albumine CAL Sérum albumine aqueux (standard) - 5g/dL
Mode Opératoire
Blanc Etalon Echantillon
R 1 mL 1 mL 1 mL
Etalon - S5 uL -
Echantillon - - SuL

- Mélanger et laisser incuber 10 min a température ambiante (15- 25°C).

- Lire I’absorbation (A) de I’étalon et 1’échantillon, en comparaison avec le blanc du réactif. La

couleur reste stable pendant 1 heure a température ambiante

Calcul

[Albumine] (g/dL) =

(A) Etalon

A) Echantillon
(A) Echantillon x 5 (Etalon Conc)
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1.11. Dosage de la créatinine

Echantillons: Sérum

Réactifs utilisés

Les réactifs Composition Concentration
R1 Acide picrique 17,5 mmol/L
Réactif picrique
R2 Hydroxyde de sodium 0,29 U/L
Réactif alcalinisant
Créatinine CAL Créatinine aqueux (standard) 2 mg/dL

Préparation de réactif de travail (RT)

-M¢élanger des volumes €gaux de réactif picrique R 1 et de réactif alcalinisant R 2.

- Stabilité du réactif de travail: 1 mois a 2-8°C ou 3 semaines a température ambiante (15- 25°C).

Mode Opératoire

Blanc Etalon Echantillon
RT 1 mL 1 mL 1 mL
Etalon _ 100 pL _
Echantillon _ _ 100 uL

-M¢élanger et activer le chronométre.

-Consulter 1’absorption (A1) au bout de 30 secondes puis de 90 secondes (A2) apres voir ajouté
I’échantillon de test.

Calculer: AA= A2 — Al.

[Créatinine] (mg/dL) = AA Echantillon - AA Blanc x Etalon (Conc)

AA Etalon — AA Blanc
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1.12. Dosage d’urée

Echantillons: Sérum

Réactifs utilisés

Les réactifs Composition Concentration
R1 TRIS pH 7,8 80 mmol/L
Tampon a-Cétoglutarate 6 mmol/L
R2 Uréase 3750 U/L
Enzymes Glutamate déshydrogénase (GLDH) 6000 U/L
NADH 0,32 mmol/L
Urée CAL Urée aqueux (standard) 50mg/dL

Préparation de réactif de travail (RT)

-Dissoudre le contenu d’une capsule d’enzymes de R 2 dans un flacon de tampon R 1. Refermer

et mélanger doucement jusqu’a ce que le contenu soit dissout.

Ce réactif de travail est stable 6 semaines a 2-8°C o 7 jours a 15-25°C.

Mode Opératoire

Blanc Etalon Echantillon
R 1 mL 1 mL 1 mL
Etalon - 10 pL -
Echantillon - - 10 uL

Me¢élanger et consulter les absorptions aux 30 s (A1) et aux 90 s (A2).

Calculer: A A= A1 — A2.

’ .
[Urée] (mg/dL) = (A) Echantillon x 50 (Etalon Conc)
(A) Etalon
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1.13. Dosage d’acide urique

Echantillons: Sérum

Réactifs utilisés

Les réactifs Composition Concentration
R1 Phosphates pH 7,4 50 mmol/L
Tampon 2-4 Diclorophénol sulphonate 4 mmol/L
(DCPS)
R2 Ui 60 U/L
Enzymes P r1cas; POD 660 U/L
Aeroxi) ase ( ) 200 UJL
scor ?te oxydase 1 mmol/L
4 - Aminophénazone (4-AF)
Acide Urique CAL Acide urique aqueux (standard 6 mg/dL

Préparation de réactif de travail (RT)

Dissoudre le contenu d’une capsule d’enzymes de R 2 dans un peu de tampon R 1. Fermer et

mélanger doucement jusqu’a dissoudre le contenu.

Stabilité du réactif de travail: 1 mois au réfrigérateur (2-8°C) ou 10 jours a température ambiante.

Mode Opératoire

Blanc Etalon Echantillon
RT I mL I mL I mL
Etalon _ 25 uL _
Echantillon _ 25 uL

-M¢élanger et incuber pendant 5 minutes a 37°C ou 10 minutes a 15- 25°C.

-Lire ’absorption (a) du patron et I’échantillon, en comparaison avec le blanc du réactif. La

couleur reste stable pendant au moins 30 minutes.

Calcul

[Acide urique] (mg/dL) = (A) Echantillon, ¢ (Conc Etalon)
(A) Etalon
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Annexe 2: Courbes d’étalonnages
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Figure 1: Courbe d’étalonnage du zinc (png/ml).
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Figure 2: Courbe d’étalonnage des protéines.
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Annexe 3: Préparation de réactifs

e 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 lumicre.

- Ajouter 100 ml de I’acide orthophosphorique (H3PO4) (85%).
- Compléter le volume jusqu’a 1 litre avec 1’eau distillée.

- Filtrer la solution obtenue avec un papier filtre.

Ce réactif est stable pendant 2 semaines a 4°C.
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