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INTRODUCTION

Ces dernieres années, nous avons assisté a un regain d’'intérét des consommateurs pour
les produits naturels. C’est pour cela que les industriels développent de plus en plus des
procédés mettant en ceuvre des extraits et des principes actifs d’origine végétale. Parmi
ces nouveaux composés potentiellement intéressants, les antioxydants, tels que les
flavonoides, ont été particulierement étudiés en raison de leur utilisation dans les
domaines pharmaceutiques, cosmétiques et alimentaires pour leurs effets bénéfiques

pour la santé (AVIGNON etal,, 2010).

Les flavonoides sont des substances naturelles issues des plantes, présentes dans tout le
regne végétal. Ce sont des pigments responsables de la coloration des fleurs, des fruits et
des feuilles. Ces molécules ont des structures chimiques variées et des caractéristiques
propres. Elles sont omniprésentes dans les fruits, les légumes, les graines, les boissons
tels le thé et d’autres parties de la plante (TSIMOGIANNINS et OREOPOULOU, 2006). les
flavonoides en particulier sont tres étudiés en raison de leurs divers propriétés
physiologiques comme les activités antiallergique, anti-inflammatoire, hépatoprotective,
antimicrobienne, antivirale, antibactérienne, anticarcinogénique, anti-thrombotique,
cardioprotective et vasodilatoire (MIDDLETON et al., 2000 ; KSOURI et al., 2007). Ces
actions sont attribuées a leur effet antioxydant qui est due a leurs propriétés redox

(NIJVELDT et al., 2001).

Il est admis que méme si un stress oxydant n’est pas une maladie en soi, il constitue un
terrain favorable au développement de pathologies diverses. Un stress oxydant
«pathologique» est ainsi potentiellement impliqué dans de nombreuses affections ou dans
le développement de complications associées a celles-ci comme le diabete (DEFRAIGNE

et al., 2008).

En effet, de nombreuses études suggerent que le diabéte s’accompagne d'un stress
oxydant qui favorise le développement de la maladie en perturbant I'insulinosécrétion, en

favorisant I'insulinorésistance et les complications chroniques qui y sont associées.

le pouvoir antioxydant des aliments est intéressant dans des études de prévention du
stress oxydant associé aux maladies. Dans le cas du diabete, des études ont montré
effectivement qu'une supplémentation en antioxydants naturels comme la quercétine qui

renferme des flavonoides améliorait la sensibilité a I'insuline (GRASSI et al., 2005).
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INTRODUCTION

La quercétine produit naturel est un flavonoide majeur dans l'alimentation humaine
(fruits et légumes), de fortes concentrations se trouvent dans les pommes, le thé, les
oignons et le vin rouge. Des recherches antérieures ont montré que la quercétine est
antitumorale, anti-inflammatoire, anti-allergique, des activités antivirales et surtout

antioxydantes (KRISHNAN et al., 2004).

C’est dans ce contexte que notre travail s’inscrit, il a pour but d’évaluer I'effet de la
quercétine sur le stress oxydant chez des rats diabétiques en mesurant quelques
marqueurs du statut oxydant (les protéines carbonylées) et antioxydants ( le glutathion

réduit et la catalase).

L’objectif de ce travail est de développer de nouveaux outils thérapeutiques et préventifs
basés sur la supplémentation par des antioxydants d’origine alimentaire pour prévenir le

stress oxydant dans la pathologie diabétique.
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ETAT ACTUEL DU SUJET

1. Les flavonoides:
Le terme flavonoide désigne une tres large gamme de composés naturels
appartenant a la famille des polyphénols. IIs sont considérés comme des pigments quasi
universels des végétaux. Structuralement, les flavonoides se répartissent en plusieurs
classes de molécules, dont les plus importantes sont les flavones, les flavonols, les
flavanones, les dihydroflavonols, les isoflavones, les isoflavanones, les chalcones, les
aurones, les anthocyanes et les tanins.
Ces diverses substances se rencontrent a la fois sous forme libre ou sous forme de
glycosides. On les trouve, d’'une maniére trés générale, dans toutes les plantes
vasculaires, ou ils peuvent étre localisés dans divers organes : racines, tiges, bois,
feuilles, fleurs et fruits (MIDDLETON et CHITHAN, 1993), et aussi dans le miel. (GRANGE
et DAVEY, 1990).

1.1. Définition :
Flavonoides (C6-C3-C6) : le nom flavonoide provient du mot Flavus qui signifie « jaune »
(MALESEV et KUNTIE, 2007). Ils ont tous la méme structure chimique de base, ils
possédent un squelette carboné de quinze atomes de carbones constitué de deux cycles
aromatiques (A) et (B) qui sont reliés entre eux par une chaine en C3 en formant ainsi
I’hétérocycle (C) (ERDMAN et al,, 2005). Généralement, la structure des flavonoides est
représentée selon le systeme C6-C3-C6 (EMERENCIANO et al., 2007) en formant une
structure de type diphényle propane dont des groupements hydroxyles, oxygéenes,
méthyles, ou des sucres peuvent étre attachés sur les noyaux de cette molécule
(MALESEV et KUNTIE, 2007) (figurel).
Les flavonoides sont des dérivés du noyau FLAVONE ou 2-PHENYL CHROMONE
portant des fonctions phénols libres, éthers ou glycosides (figure2).
Le noyau FLAVONE est lui-méme un dérivé du noyau FLAVANE de base (figure 3).

1.2. La biosynthese :
Les flavonoides possédent tous le méme élément structural de base car ils dérivent
d’une origine biosynthétique commune. Le cycle A est formé a partir de trois molécules
de malonyl-coenzyme A (malonyl-CoA), issues du métabolisme du glucose.
Les cycles B et C proviennent eux aussi du métabolisme du glucose mais par la voie du
shikimate via la phénylalanine qui est convertie en p-coumarate puis en p-coumaroyl-

CoA.
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NOYAU FLATVONE

Figure 2 : Structure du FLAVONE (ELICOH-MIDDLETON, 2000).

O @
C
NOYAU FLAVANE

Figure 3 : Structure du FLAVANE (ELICOH-MIDDLETON, 2000).
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Le p-coumaroyl-CoA et les 3 malonyls-CoA se condensent en une seule étape
enzymatique pour former une chalcone, la 4,2’,4’,6’-tétrahydroxychalcone (réaction
catalysée par la chalcone synthétase). Le cycle C se forme par cyclisation de la
chalcone, réaction catalysée par la chalconeisomérase qui induit une fermeture
stéréospécifique du cycle conduisant a une seule 2(S)-flavanone : la naringénine. Ce
cycle s’hydrate ensuite pour former les différentes classes de flavonoides (HELLER et
FORKMANN, 1993) (figure 4).

1.1. Structure et classification :
Les flavonoides se répartissent en quinze familles de composés, dont les plus
importantes sont les suivantes : flavones, flavonols, flavanones, flavanonols,
isoflavones, isoflavanones, chalcones, aurones et anthocyanes (HARBORNE et
WILLIAMA, 2000 ; KURESH et al, 2002). Les composés de chaque sous classe se
distingue par le nombre, la position et la nature des substituants sur les deux cycles
aromatiques A et B et le cycle intermédiaire (JULIES et CHRISTIN, 2002).
Les flavonoides se rencontrent a la fois sous forme libre ou sous forme d’hétérosides qui
résultent de la combinaison du groupe réducteur d’'un ose avec une substance non
glucidique : I'aglycone ou la génine, avec élimination d’eau. La partie osidique peut étre
mono-, di- ou trisaccharidique. La partie glycarique est formée soit d’hexoses ( D-glucose
, D-galactose , D-allose ...) ou de pentoses ( D-apiose, L-arabinose , L-ramnose ...) ou
avec des acides ( D-glucuronique , D-galacturonique ...). La partie osidique peut étre
linéaire ou ramifiée (GERHARD, 1993).
La liaison GENINE-OSE existe entre un hydroxyle phénolique ou d'un hydroxyle de
I’hétérocycle oxygéné et un -OH ou un -CH de la fonction hémiacétalique du ou des
ose(s). On obtient alors des O-HETEROSIDES ou des C-HETEROSIDES, (GERHARD, 1993)
(figure 5).
Il existe de différentes génines :

* «FLAVONE » (figure 6).

* « ISOFLAVONE » (figure 7).
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Métaboisme du glucose
|

l Y
shikimate
Acetyl-CoA
phénylalanine

OH OH
w |
CoA OH CoA HO HO
O 0

O
3 malonyl-CoA
p-coumaroyl-CoA p-coumarate cinnamate
O OH oH
HO ‘ GH| HO GIS,U
S __ w Lesreactionsultérieures
aboutissent aux principales
OH © OH © classes deflavonoides
4.2' 4 6-tétrahvdroxychalcone naringénine

Figure4: schéma de la biosynthese des flavonoides illustrant
les voies de l'acétyle CoA et de la phénylalanine (HELLER et
FORKMANN, 1993).
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C-heteroside

\ Q‘H
Hd ¥aponarine

Figure 5 : Structure chimique deux flavonoides : l1a rutine ; la
saponarine (GERHARD, 1993)

0]

Figure 6 : flavone (ELICOH-MIDDLETON, 2000).

O

Figure 7 : isoflavone (FORKMANN et MARTENS 2001).
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1.2. Pharmacologie des flavonoides:

1.2.1. Biodisponibilité :

L’organisme humain ne synthétise pas de flavonoides mais, de maniéere générale,
elles sont largement rencontrées dans le regne végétal. Nous retrouvons les
flavonoides dans notre alimentation quotidienne (PETRSON, 1998, MANACH, 2004). Les
fruits (orange, raisin, etc..), les légumes (oignon, laitue, etc..) mais également les graines
(feve, cacao) ou encore les racines des plantes sont, pour 'homme, des sources
importantes de flavonoides. Les feuilles de thé sont également connues pour étre

riches en flavonoides (SCALBERT, 2000 ; AHERNE, 2002).

La quercétine et la lutéoline sont parmis les composés les plus représentatifs de cette
famille en cela qu’elles présentent une activité importante dans les processus
biologiques impliquant ces composés (FORMICA, 1995). La consommation journaliere
en flavonoides n’a jamais été étudiée de maniere systématique au vu du trés grand
nombre de composés et de matrices naturelles a prendre en considération. Les seules
estimations précises sur la consommation en flavonoides concernent
essentiellement les flavonols et les flavones (HERTOG et al, 1993). Ainsi la
consommation journaliere en flavones et flavonols est de l'ordre de quelques

dizaines a une centaine de mg.

1.2.2. Absorption intestinale et métabolisme :

Les flavonoides sont présents dans notre alimentation sous plusieurs formes. Cette
particularité va leur conférer des métabolismes différents. Les formes libres (aglycones)
peuvent étre directement absorbées au niveau de l'intestin gréle (HOLLMAN et al.,, 1997
; HOLLMAN et KATAN, 1998) tandis que les formes glycosylées doivent étre
hydrolysées, sous l'influence des glycosidases, par la flore intestinale au niveau du
colon avant d’étre absorbées (MANACH et al.,1995 ; MANACH et al., 2004).

Cependant les formes libres issues de cette hydrolyse peuvent également étre dégradées
par la microflore en acide phénolique, lui-méme absorbé ou éliminé via les feces
(WILLIAMS et al.,, 2004).

Les principaux sites de métabolisme sont la flore intestinale et le foie (HASLAM, 1998).
Les métabolites, glucuro- et sulfoconjugués des flavonoides absorbés sont éliminés

principalement par la bile, 'excrétion urinaire ne représentant que 3 a 6 % de
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I’élimination totale (HASLAM, 1998). En effet, les flavonoides sont transformés, dans
I'enthérocyte, en flavonoides conjugués par méthylation, sulfatation, glucuronidation
(CRESPY et al,, 2004). Une partie de ces flavonoides est déversée dans le sang tandis
qu'une autre est destinée vers la lumiere intestinale ce qui constitue l'un des
meécanismes de contrdle de I'absorption intestinale de ces substances phénoliques (GEE
et al.,, 2000 ; CRESPY etal., 2004).

Dans le sang, les flavonoides ne sont pas présents sous leur forme native car ils ont été
transformés, a cause de leur transformation au niveau du foie et de la cellule intestinale.
La fraction des flavonoides conjugués destinée finalement vers les tissus pourrait avoir
un effet biologique potentiel ou serait éliminée dans les urines.

Cependant, d’autres flavonoides conjugués pourraient étre déversés dans l'intestin via la
bile et y étre hydrolysés par les enzymes de la flore intestinale libérant ainsi de
nouveaux aglycones en constituant probablement un recyclage entérohépatique des
flavonoides qui permet le maintien d’'une concentration non négligeable dans le sang

(MANACH et al., 1995 ; RECHNER et al.,, 2000).
1.3. Distribution des flavonoides :

Les flavonoides possedent une large répartition dans le monde végétal. Le tableau 1

illustre la répartition des 4-oxo-flavonoides dans quelques fruits et légumes.
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Tableau 1: Teneur en flavonoides dans quelques fruits et Iégumes
(REMESY et al., 1996).

Fruits et légumes
Pamplemousse
Orange

Persil

Laitue

Oignon

Endives

Myrtilles cultivées
Chou frisé
Ciboulette

Chou frisé (serré)
Poireau

Céleri

Cerises aigres
Cassis

Haricots verts
Chou de Bruxelles
Raisins

Abricots

Miires

Brocolis

Pommes
Groseilles
Framboises
Prunes

Cerises douces

BESSAOUD SARRA

Mg/Kg poids
2700/6000
1700/2800

500
320
300
290
165
150
110
105
100
100
100
80
70
65
50/100
55
50
35
30
30
30
30
12

Aglycones

Hespérétine
Naringénine

Apigénine

Quercétine

Quercétine + Kaempféerol
Kaempferol

Quercétine

Quercétine + Kaempféerol
Quercétine + Kaempferol
Quercétine + Kaempféerol
Quercétine + Kaempferol
Apigénine + Lutéoline
Quercétine + Kaempferol
Quercétine + Kaempféerol
Quercétine + Kaempferol
Quercétine + Kaempféerol
Quercétine + Kaempféerol
Quercétine

Quercétine + Kaempféerol
Quercétine + Kaempféerol
Quercétine

Quercétine + Kaempféerol
Quercétine + Kaempféerol
Quercétine + Kaempféerol
Quercétine + Kaempféerol

12
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2. La quercétine :

2.1. Définition :
La quercétine est un flavonoide qui fait partie du groupe des polyphénols et appartient
au sous-groupe des flavonols ; la quercétine est le flavonoide qui, jusqu’a ce jour, a été le
mieux étudié. En tant qu’élément de base, la quercétine permet d’obtenir d’autres
flavonoides. La quercétine tire son nom du latin « quercus » (chéne). C’est un colorant
jaune que l'on trouve dans le chéne noir ou chéne des teinturiers, mais aussi dans les
pommes et les oignons. On la trouve également dans la peau des raisins et dans le vin, en
particulier lorsque celui-ci vieillit dans des f{its en chéne (RATH, 2010) (figure 8).

2.2. Activité biologique de la quercétine :
Effet antioxydant : (RATH, 2010)
En tant qu’antioxydant, elle protege les cellules, les membranes cellulaires et 'ADN
contre les dommages causés par les radicaux libres et peut ainsi contribuer a faire de la
prévention contre le cancer, ainsi que d’autres maladies.
e La quercétine protege les lipoprotéines, qui transportent les graisses sanguines (par
ex. le LDL) contre l'oxydation, ce qui permet de contrecarrer la formation
d’athérosclérose et de maladies cardio-vasculaires.

Effet préventif contre le cancer : (BOOTS et al., 2008)
e La quercétine a la capacité de réguler la prolifération des cellules et les autres

meécanismes du cancer qui entralnent la mort des cellules.

e Sous l'effet de la quercétine, les cellules cancéreuses sont bloquées dans la phase
G2/M de la division cellulaire et les mécanismes de I'apoptose sont enclenchés (RATH,
2010).

Effet anti-inflammatoire : (BONINA et al., 2008)

eLa quercétine freine I'’engrenage des phénomeénes inflammatoires, inhibe fortement les

enzymes qui favorisent les inflammations et a, de ce fait, un effet positif sur le cours de

tous les processus inflammatoires.

e La quercétine et 'EGCG ont un effet synergique permet-tant de lutter contre les

inflammations et les allergies.
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Figure 8 : structure chimique de la quercétine (C15H1007)
(ARDHAOUI et al., 2004).
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e La vitamine E et la quercétine se completent dans la modulation des processus
inflammatoires, comme par ex : I'arthrite.

e La quercétine bloque la multiplication des virus dans les cellules (réplication
intracellulaire des virus).

 La quercétine a un effet positif sur toutes les formes d’'inflammation chronique.

Effet positif sur le systeme cardio-vasculaire : (SRIVASTAVA et al., 2009)

eLa quercétine a une influence anti-thrombotique ; elle empéche la coagulation des
plaquettes.

e La quercétine agit de fagon décontractante sur les cellules du tissu musculaire lisse, ce
qui se répercute positivement sur la tension artérielle.

e La quercétine et 'EGCG ont un effet synergique positif sur la biodisponibilité de
monoxyde d’azote, un facteur endogene important, qui permet la dilatation des
vaisseaux sanguins. Ceci a également un effet positif sur la normalisation de la tension

artérielle.

Effet positif sur le diabete : (OSSOLA et al., 2009)

eLa quercétine bloque une enzyme, qui est a 'origine de I'accumulation de sorbitol dans
les cellules. Des quantités élevées de sorbitol peuvent laisser des séquelles chez les
personnes diabétiques.

e La quercétine a un effet positif sur le risque de diabéte de type 2.

La quercétine, un phytocestrogene : (EDWARDS et al.,, 2007)

e La quercétine est un phytocestrogene, une hormone végétale qui a un effet positif sur

le métabolisme de cette hormone.
e La quercétine a, par ex., un effet inhibiteur sur le cancer du col de I'utérus.

Effet anti-allergique : (ARDHAOUI et al., 2004)

e La quercétine a un effet anti-allergique, car elle inhibe la libération de I'histamine.
e La fréquence des crises d’asthme est plus faible lors de I'absorption de quercétine.
Autres effets positifs de la quercétine : (BOOTS et al., 2008)

¢ Les flavonoides, telle que la quercétine, favorisent I'absorption de la vitamine C.

e La quercétine bloque une enzyme, I'aldose réductase, qui joue un grand réle dans

I'apparition de la cataracte.
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3. Le diabete sucré:

3.1. Définition :

Le diabéte sucré, condition caractérisée par une hyperglycémie, est un désordre
meétabolique chronique des carbohydrates, des lipides et des protéines, dii a un déficit
relatif ou absolu de la sécrétion et/ou de l'action de linsuline (JENKINS, 2007 ;
RAHIMI et AL. 2005). Dongc, le diabéte n’est pas une maladie unique mais c’est une
constellation d’anomalies métaboliques et pathologiques avec une variété de causes
(LAVIS et al., 2008) environnementales et héréditaires (BEAUDEUX, 2005).

Le diabéte sucré est défini par une glycémie supérieur a 1,26g/1. il est aussi défini par la
présence des symptomes de diabete (polyurie, polydipsie, amaigrissement) associés a
une glycémie supérieur ou égale a 2g/l deux heures apres une charge orale de 75g de

glucose (MOTTA et al., 2006).

3.2. Les différents types du diabete :
On peut diviser le diabete en deux principaux types, type 1 et 2 qui ont de tres

différentes causes, il existe un autre type connu sous le nom de diabéte gestationnel.
Diabete Type 1:

Ce type 1 connue auparavant comme diabete juvénile, diabete dépendent de I'insuline, il
est caractériseé par la destruction auto-immunitaire des cellules productrice de I'insuline
suite de linfiltration des macrophages dans les ilots de Langerhans ,10% des cas
diabétiques sont affectés par ce type (KATHELEN, 2006).
Le développement de ce type passe par plusieurs étapes (DEVENDRA et EISENBARTH,
2003):

» Susceptibilité génétique.
Déclenchement.
Activation anti-immunitaire.

La perte de la fonction des cellules (3.

YV V VY V

Manifestation du diabeéte.
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Diabete de type 2 :

Le diabete de type 2 apparait généralement a I'dge adulte, voire avance, chez des
individus obeses la plupart du temps ; c’est généralement le résultat d'une résistance a
I'insuline associée a un déficit relatif de la sécrétion d’insuline (JIWA, 1997).
Le diabéte de type 2 est la forme de diabete la plus répandue dans toutes les régions du
globe. Comme il est fréquemment asymptomatique, on estime qu'’il existe pres de 50 %
des cas qui ne sont pas diagnostiqués .Il existe probablement plusieurs étiologies

spécifiques au diabete de type 2 :

» Résistance a l'insuline
» Dysfonction de la cellulef

» Surproduction hépatique du glucose.

4. Stress oxydatif:

Depuis quelques années, le monde des sciences biologiques et médicales est envahi par

un nouveau concept, celui du« stress oxydant ».

Dans une cellule eucaryote normale, I'énergie nécessaire a son fonctionnement se fait de
facon aérobie en utilisant des réactions d’oxydo-réduction. Ces réactions font intervenir
des oxydants ou accepteurs d’électrons et des réducteurs ou donneurs d’électrons. Elles
ont lieu dans la chaine respiratoire de la mitochondrie, qui fournit 90% de I'énergie
nécessaire (ROLFE et BROWN, 1997). Dans cet organite intracellulaire, 'oxygene est
'accepteur final d’électron apreés une cascade de réactions d’oxydo-réduction, faisant

intervenir quatre complexes protéiques.

Lorsque l'oxygene est transformé en molécule d’eau, cela permet de générer de 'ATP

(adénosine triphosphate), molécule a haut potentiel énergétique.

Cependant 2 a 3% de I'oxygene n’est pas réduit en eau ; il est dévié pour former des
radicaux libres ou des especes dérivées de I'oxygene tres réactives (KOPPENOL, 2001).
Ces entités oxydantes sont physiologiquement maintenues en équilibre par de
nombreux systemes antioxydants. Quand un déséquilibre apparait entre molécules pro-

oxydantes et antioxydantes, en faveur des entités oxydantes, on parle alors de stress
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oxydant (SIES, 1991). Il peut étre la cause de systeme antioxydant défectueux ou d'une

quantité d’entités oxydantes produites trop importante (Figure 9).

4.1. Radicaux libres :

4.1.1. Définition:

Les radicaux libres sont des especes chimiques (atomes ou molécules) qui possédent un
ou plusieurs électrons célibataires (électron non apparié) sur leur couche externe et
capables d’existence indépendante (HALLIWELL et GUTTERIDGE, 1999a). Ils peuvent
étre dérivés de I'oxygene (ERO) ou d’autres atomes comme 1'azote (ERN). La présence
d’'un électron célibataire confere aux radicaux libres une grande réactivité (demi-vie
courte) et ils peuvent étre aussi bien des especes oxydantes que réductrices. Cette
instabilité rend difficile leur mise en évidence au niveau des différents milieux
biologiques ; leurs constantes de vitesse réactionnelles variables selon leurs natures,
sont tres élevées et peuvent aller de 10> a 1019 mol-1.L.s-1 (BONNEFONT-ROUSSELOT
et al., 2003).

Parmis les radicaux libres les plus connus: 'anion superoxyde, le radical hydroxyle,
I'oxygene singulet, le peroxyde d’hydrogene, le monoxyde d’azote, le radical hydroxyle et

les radicaux peroxyles.
4.1.2. Origine des ERO:

La production des ERO dans les cellules mammiferes est essentiellement d’origine
enzymatique et découle de plusieurs sources possibles. Il s’agit principalement de la
NAD(P)H oxydase membranaire et du complexe enzymatique mitochondrial de la chaine
respiratoire, mais d’autres sources cytosoliques ou présentes au sein de différents
organites cellulaires peuvent également jouer un rdéle dans la modulation de la
signalisation intracellulaire: xanthine oxydase, enzymes de la voies de l'acide
arachidonique, enzymes du réticulum endoplasmique lisse ( cytochrome P450) et
peroxysomes. Les NO synthases, a l'origine de la synthese du radical .NO mais peuvent
aussi dans certaines conditions produire des anions superoxyde (LANDMESSER et al,,

2002).
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Xanthine Radiations

Cytochrome oxydase

NADPH P4so

UV Ipnflammation
oxydase

Toxiques
environnementeaux

¢ Enzymatiques : SOD, Catalase, GPx ...

¢ Non-Enzymatiques : Vit C, Vit E, GSH,
Caroténoides, Flavonoides ... :

............ " | : ), H202, ONOO-

. /N -
’f{\ /| Stress oxydant T
WA —
* Lipides : Hydroperoxydes * GPx membranaire
* Acides aminés sulphoxydes de * Méthionine sulphoxyde
méthionine réductase
* Protéines : Protéines * Protéasome
carbonylées
===+ Acides nucléiques : 8-hydroxy 2- ===+ Systeme BER, NER
désoxyguanosine

Figure 9 : principaux acteurs du stress oxydant et conséquences d’'un
déséquilibre de la balance pro-oxydant / antioxydants (DELATTRE,
2005).
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4.1.3. Implications des oxydations dans le fonctionnement de I'organisme :

Les ERO dérivés de l'oxygene et de l'azote sont reconnus pour leur caractere
ambivalent physiologique et physiopathologique (LAMPRECHT et al., 2004). Les effets
physiologiques des ERO nécessitent de basses concentrations et contribuent a la
synthese de ’ADN, des hormones stéroides, des acides biliaires, des eicosanoides, des
acides gras insaturés, aux réactions dépendantes de la Vitamine B12, a la biosynthese
des mitochondries, .. (DAVIES et al, 1982, KOOLMAN et al, 1999). Ils sont les
médiateurs de multiples fonctions de signalisation (signaux redox) et de transcription
essentielles pour le fonctionnement normal et la survie des cellules, ainsi que de la
programmation de leur élimination (VERGANI et al, 2004; VALKO et al, 2007,
KIRSCHVINK et al., 2008).

En contrepartie, au travers de réactions en chaine, les ERO peuvent endommager la
structure des macromolécules (acides nucléiques, protéines, lipides, hydrates de
carbone), générer de nouveaux produits oxydants, provoquer de la toxicité cellulaire et
des mutations génétiques (FINKEL, 2001 ; VERGANI et al., 2004, SAYRE et al., 2005).
Leur impact dépendra de la fréquence et de la durée des attaques, ainsi que des défenses
spécifiques présentes dans les tissus attaqués (WOLINSKY, 1998; CLARKSON et al,
2000 ; Bloomer et al, 2008). Les biomarqueurs des ERO ont été impliqués, par des
études cliniques et épidémiologiques, dans de nombreuses maladies comme le diabéte,
les maladies respiratoires, les cancers, I'athérosclérose, les maladies
neurodégéneratives, les ischémies reperfusion, 'inflammation, I'arthrite rhumatoide,

I'endométriose,... (BROWNE et al,, 2008 ; RADAK et al., 2008ab ; HEMPEL et al., 2009).
4.2. Systeme de défense antioxydants :

Face a la production permanente des ERO, les organismes vivants ont développé des

systemes de défense qui les protegent des dommages liés aux formes radicalaires.

Ces molécules contrdlant cette production de défense sont désignées par le terme
d’antioxydants et désignent « toutes substances qui, présentes a faible concentration par
apport a celle du substrat oxydable, retardent ou inhibent significativement 1'oxydation

de ce substrat » (HALLIWELL et GUTTERIDGE, 1990).
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Les systéemes antioxydants peuvent étre classés selon leur mode d’action, leur

localisation cellulaire et leur origine (figure 10).
4.2.1. Les antioxydants enzymatiques « endogénes » :

Les enzymes antioxydantes sont les premieres lignes de défenses contre les entités
oxydantes. Leur role est de diminuer la quantité des ERO présentes dans la cellule.
Parfois ces enzymes nécessitent des oligo-éléments (Cu, Zn, Mn, Se, Fe) comme

cofacteurs pour pouvoir exercer leur activité enzymatique.
La superoxyde dismutase (SOD) :

Les superoxyde dismutases sont capables d’éliminer 'anion superoxyde en produisant
une molécule d’oxygeéne et une molécule de peroxyde d’hydrogene. Il existe plusieurs
isoenzymes qui different selon la localisation chromosomique du gene, leur contenu
meétallique, leur structure quaternaire et leur localisation cellulaire. La structure des
superoxydes dismutases est bien conservée lors de I'évolution et présente un puits
hydrophobe au centre de la protéine dans lequel se glisse 'anion superoxyde. La nature
du métal situé au centre de I'enzyme permet de distinguer les superoxyde dismutases a
manganese (MnSOD) protégeant la mitochondrie, de celles a cuivre-zinc protégeant le
cytosol (cCu-ZnSOD), la face externe de la membrane des cellules épithéliales (ecCu-

ZnSOD) ou le plasma sanguin (pCu-ZnSOD) (ZELKO et al., 2002).
La catalase (CAT):

La catalase est une enzyme héminique capable de transformer le peroxyde d’hydrogene
en eau et en oxygene moléculaire. Elle est essentiellement présente dans les
peroxysomes et dans les érythrocytes. Son nom a été donné a cause de la capacité de

cette protéine a décomposer le peroxyde d’hydrogene ( DELATTRE et al., 2005).

La catalase est formée de quatre sous-unité comporte un groupement
ferriprotoporphyrine dans son site actif avec un atome de fer a I'état Fe3+ (KO et al,,

2000).
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Systeme de défense antioxydant

Caroténoides

Vitamine C et E
+ caraténoides

. Il_j.,.'i" /
" Vilamine E

Mn SOD
Glutathion
péroxydase

+ carolénoides

Figure 10 : site d’action des nutriments antioxydants (en rouge), et des
enzymes antioxydantes (en noir). (OPARA, 2002)
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La glutathion peroxydase (GPx) :

L’activité GPx fut découverte par Milles en 1957. Ces enzymes sont capables de
détoxifier le peroxyde d’hydrogene et d’autres hydroperoxydes d’origine lipidique en
couplant la réduction de ’hydroperoxyde avec I'oxydation d’'un substrat réducteur. Dans
le cas de la GPx ce substrat est le glutathion mais d’autres peroxydases existent utilisant
le cytochrome c (cytochrome c peroxydases), le NADH (NADH peroxydases). L'ensemble
des GPx catalysent la réduction des hydroperoxydes minéraux ou organiques en
peroxyde d’hydrogeéne ou en alcool, tandis que le glutathion réduit (GSH) est transformé
en glutathion oxydé. Toutes ces enzymes contiennent dans leurs sous unités un atome

de sélénium (DELATTRE et al., 2005).

Il existe d’autre antioxydants endogenes mais non enzymatiques présents dans
I'organisme humain qui comprennent le glutathion, la bilirubine, les hormones sexuelles
(oestrogenes), l'acide urique, le coenzyme Q, la mélanine, la mélatonine et l'acide
lipoique.

4.2.2. Les antioxydants non enzymatiques « exogenes » :
Pour soutenir l'activité insuffisante des antioxydants enzymatiques, de nombreux

antioxydants exogénes qui sont non enzymatiques ou bien secondaires sont présents

dans notre alimentation tels que :
+ Lavitamine C (acide ascorbique) :

La vitamine C ou acide L-ascorbique est hydrosoluble. Elle joue un role de prévention de
'oxydation dans le plasma et les fluides extracellulaires, dont elle est considérée comme
le plus important antioxydant (KOOLMAN et al, 1999). Son action est directe et
indirecte, elle agit directement sur les ERO (superoxydes, hydroxyle, singulet oxygene,
radicaux lipidiques) et indirectement par son action de régénération de la vitamine E et

du GSH.
+ Lavitamine E (tocophérol) :

Le terme vitamine E regroupe la famille des tocophérols («, 3, o, y). D'un point de vue

biologique, deux isomeres sont particulierement intéressants, I’ a - et le y -tocophérol.
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Leur caractere hydrophobe leur permet de s’insérer au sein des membranes riches en
acides gras polyinsaturés, ou ils jouent un role protecteur en réagissant avec les
radicaux peroxyles (ROO ¢ ) pour former un radical tocophéryle, empéchant ainsi la

propagation de la peroxydation lipidique (HALENG et al., 2007).
+ Lavitamine A (B-carotene) :

Le précurseur de la vitamine A est le 3-caroténe. Les caroténoides piegent les molécules
d’oxygene singulet (STAHL et SIES, 2002) formées par les radiations solaires. Grace a
leur longue chaine carbonée, riche en doubles liaisons, ils sont également de bons
piégeurs de radicaux peroxyles. Une molécule de caroténoide peut piéger plusieurs

especes radicalaires avant d’étre détruite (STAHL et SIES, 1997).
% Le sélénium :

Le sélénium est un constituant de la glutathion peroxydase, enzyme qui joue un
role intracellulaire antioxydant, voisin de celui de la vitamine E. Cet effet antioxydant
est capital dans la détoxication des radicaux libres produits par le métabolisme
cellulaire. Cet effet de détoxication serait responsable des effets anti-cancéreux et

antivieillissement, attribués au sélénium (WOLTERS et al., 2006).
+ Lezinc:

Le zinc est un oligo-élément, un des cofacteurs essentiels de la SOD. La prise de zinc
conduit a long terme a linduction de protéines antioxydantes comme les
meétallothionéines. Le zinc protege également les groupements thiols des protéines. Le
zinc peut inhiber partiellement les réactions de formation d’especes oxygénées induites

par le fer ou le cuivre (MEZZETTI et al., 1998).
% Les polyphénols :

Ces substances sont tres utilisées dans la médecine traditionnelle et moderne pour leurs
activités antioxydantes (RICE-EVANS et al,, 1996 ; KOLESNIKOV et GINS, 2001). Vue
leurs propriétés redox les plus élevées, les polyphénols agissent comme des agents
réducteurs, donneur d’hydrogéne en piégeant les radicaux libres et en chélatant les ions

(RICE-EVANS et al.,, 1995; VALKO et al., 2006).
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+ Le cuivre:

A concentration physiologique, le cuivre est le cofacteur d’enzymes comme la SOD, le

cytochrome C oxydase, la dopamine 3 ~hydroxylase (HALENG et al., 2007).
% Le manganese:

Le manganese est un oligo-élément indispensable qui participe a l'utilisation des
glucides et des lipides par l'organisme. I a aussi comme vertu de lutter contre
I'oxydation et les radicaux libres. Le manganese entre en jeu dans de nombreux
systémes enzymatiques qui sont responsables de la croissance des os, la bonne santé des
dents et gencives, de la lubrification des articulations, de la bonne utilisation des
glucides. D’'une maniére générale, le manganeése participe a la dépollution de I'organisme

et protege des cellules contre les attaques de radicaux libres (PINCEMAIL, 2004).
4.3. Stress oxydatif et diabéte :

Le stress oxydant est augmenté dans les différents tissus a la fois dans le cas de diabete
expérimentale ou pour les patients diabétiques, I'hyperglycémie induit une production
prolongée des especes réactives de 1'oxygene intracellulaire et ceux-ci prolongent le
gradient électrochimique des protons généré dans la chaine mitochondriale menant a
une surproduction d'anion superoxyde , qui est l'une des especes réactives de
I'oxygene qui peut endommager les cellules dans de nombreuse voies a travers le stress
oxydatif, en l'absence d'une compensation appropriée de la réponse des réseaux
antioxydants endogenes des cellules, le systeme est débordé, entralnant un
déséquilibre d'oxydo-réduction, ce qui aggrave encore la situation (KORSHUNOV et al.,

1997).

Les especes réactives de l'oxygene généré lors de I'hyperglycémie causent
principalement des dommages de 1'ADN, des protéines et des lipides. en plus il est
évident que dans le diabete de type 2, l'activation des voies de stress sensible par
1'élévation du glucose et des acides gras conduit a deux niveaux de résistance a l'insuline
et une diminution de la sécrétion d'insuline et la dysfonction des cellules B sécrétrice de

l'insuline (EVANS et al., 2003).
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Quatre principales hypotheses sont maintenant avancées pour expliquer comment
I'’hyperglycémie peut provoquer les complications observées au cours du diabéte. Ces
hypotheéses sont de plus en plus étayées par de nombreuses données, aussi bien
cliniques qu’expérimentales. Elles font toutes intervenir un déséquilibre de la balance

oxydants/antioxydants. Ces quatre hypotheses sont (FAURE et al., 2005):

L’augmentation de la voie des polyols.
La formation de protéines glyquées.

L’activation du systeme rénine-angiotensine.

YV V VYV V

La production de radicaux libres par la mitochondrie.
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Protocol expérimental :

1. Population étudiée :

Notre travail est réalisé au niveau du laboratoire de Physiologie, Physiopathologie et
Biochimie de la Nutrition, au sein du département de Biologie, Faculté des Sciences de la

nature, Vie, Terre et Univers, Université de TLEMCEN.

Le travail a porté sur des rats adultes de souche « Wistar » (n=20) ; I'élevage a été fait au

sein de 'animalerie (Département de Biologie).

Les rats sont maintenus dans des conditions favorables d’élevage a une température de
25a30° C et un taux d’humidité entre 60 a 70 %. Ces animaux sont nourris par un régime
standard, fabriqués par I'ONAB (Office National d’Aliment de Bétail, Remchi Wilaya de

Tlemcen), et boivent de I'eau a volonté.

Le diabete expérimental a été provoqué chez le rat maintenu a jeun pendant une nuit par
une injection intrapéritonéale unique d’une solution de streptozotocine a raison de
45mg/kg. La solution de la streptozotocine est fraichement préparée dans une solution

froide de tampon citrate 0.1M (pH 4.5).

Les rats diabétiques (n=10) et les temoins (n=10) ont regu des solutions par gavage, et

ont été répartis sur 4 lots (n=5), comme suit:

» Lot N°1:Groupe normal control (C), recoit 1 ml de solution de gavage (DMSO+ eau
physiologique).

» Lot N°2: Groupe (Q) recoit une dose de 25 mg/kg de quercétine solubilisée dans
1ml de solution de gavage.

» Lot N°3: Groupe diabétique control (D), recoit 1ml de solution de gavage.

» Lot N°4 : Groupe diabétique (DQ) recoit une dose de 25 mg/kg de quercétine

solubilisée dans 1ml de solution de gavage.

Le gavage a été réalisé tous les jours pendant 8 semaines d’expérimentation (figure

09).
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Rats adultes « Wistar »
N=20

Lots expérimental
N=15

Lot control

N=5
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/ . 7 . P
- 8.semaines texperimentation (gavage)

— sacrifice :

A h

Q : Quercétine
D : Diabéte
DQ: Diabete Quercéting

\/

Dosage des paramétres du stress oxydatif sur le
plasma et les organes

Figure 11 : Protocole expérimental
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2. Le sacrifice des animaux :

A la fin de 'expérimentation (2 mois), les animaux sont mis a jeun pendant une nuit. La
glycémie a jeun et le poids des rats apres le dernier jour du gavage sont notés avant le
sacrifice. Les rats sont anesthésiés au chloral a 10% (0.3ml/100g de poids du rat), et

sacrifiés. Le prélevement sanguin et des organes est réalisé.
3. Prélevement de sang et d’organes :

Le sang est prélevé a partir de la veine abdominale et récupéré dans des tubes EDTA, puis

centrifugé a 3000tr/min pendant 15 min.

Le plasma est récupéré pour doser les différents parametres du stress oxydatif (protéines

carbonylées, glutathion réduit, catalase).

Apres prélevement sanguin, le foie, et le tissu adipeux sont soigneusement prélevés,
rincés avec du NaCl a 9%o ensuite pesés. Une partie aliquote des différents organes sont
broyées a l'utraturax dans le tampon phosphate/ EDTA, Ph=7.2, additionné de SDS, 1%
(Sodium Dodécyl Sulfate), 'ensemble est centrifugé ensuite a 3000tr/min pendant 10min
pour récupérer le surnageant qui constitue I'homogénat d’organe, qui sert a déterminer

des parametres du statut oxydant/antioxydant.

4. Détermination du statut oxydant /antioxydant :

4.1. Dosage des protéines carbonylées (Levine et al., 1990) :

Les protéines carbonylées du plasma, du lysat érythrocytaire ou d’homogénats d’organes
sont des marqueurs de l'oxydation protéique, qui sont mesurées par la réaction au 2-4
dinitrophénylhydrazine (DNPH) qui aboutit a la formation de la dinitrophényl hydrazone

colorée.

Les concentrations des groupements carbonylées sont déterminées par lecture a des
longueurs d'onde de 350 et 375 nm et calculées selon un coefficient d'extinction des PC (&

=21,5 mmol1.1 cm1).
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4.2. Dosage du glutathion réduit (GSH) (Ellman, 1959) :

Le dosage du glutathion réduit (GSH) est réalisé par la méthode colorimétrique par le
réactif d’Ellman (DTNB). La réaction consiste a couper la molécule d’acide 5,5 dithiodis-
2-nitrobenzoique (DTNB) par le GSH, ce qui libére I'acide thionitrobenzoique (TNB) selon

la réaction suivante :
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Le thionitrobenzoique (TNB) a pH (8-9) alcalin présente une absorbance a 412 mn avec

un coefficient d’extinction égal a 13,6 mM-1.cm-1.
4.3. Détermination de I'activité de la catalase (AEBI, 1974):

Cette activité enzymatique est mesurée par 'analyse spectrophotométrique du taux de la
décomposition du peroxyde d’hydrogene. En présence de la catalase, la décomposition du
peroxyde d’hydrogene conduit a une diminution de I'absorption de la solution de H202 en
fonction du temps. Le milieu réactionnel contient 1ml de surnageant (lysat dilué au 1/50
ou homogénat d’organe), 1 ml d’H202, et 1ml de tampon phosphate (50mmol/l, pH 7,0).
Apres incubation de 5 min, 1 ml du réactif titanium oxyde sulfate (TiOSO4) (1,7 g dans 500
ml d’'H2504 2N) est ajouté. La lecture se fait a 420 nm. Les concentrations du H202 restant
sont déterminées a partir d'une gamme étalon de H202 avec le tampon phosphate et le
réactif TiOSO4 de facon a obtenir dans le milieu réactionnel des concentrations de 0,5 a 2

mmol/I.
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Le calcul d’'une unité d’activité enzymatique est :
A =log Ai- log Az.
A1 est la concentration de H202 de départ
Az est la concentration de H202 apres incubation (au bout de 5min)

L’activité spécifique est exprimée en U/min/ml de plasma ou du lysat érythrocytaire et

en U/min/g d’organe.
5. analyse statistique :

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne * erreur standard. Apres analyse de
la variance, la comparaison des moyennes entre les groupes de rats témoins et entre les
groupes de rats diabétiques est effectuée par le test ANOVA a facteur. Cette analyse est
complétée par un test de Tukey afin de classer et comparer les moyennes deux a deux. Les
moyennes indiquées par des lettres différentes (a, b, ¢, d) sont significativement

différentes (P<0.05).
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RESULTATS ET INTERPRETATION

1. Caractéristique de la population étudiée :

L’analyse des caractéristiques de la population étudiée montre qu’il n’existe pas de
différence significative entre les tranches d’age et de poids (kg) des rats témoins et
diabétiques puisqu'’ils sont tous des rats adultes agés de deux mois et que leurs poids

varient entre 210 a 260g.

2. Les parametres du stress oxydant chez les rats témoins et diabétiques :
2.1. Teneurs plasmatiques en protéines carbonylées chez les rats témoins

et diabétiques (figure 10) :

Chez les rats diabétiques, on note une augmentation significative des teneurs
plasmatiques en protéines carbonylées par rapport aux rats témoins. Par contre chez les
rats témoins recevant de la quercétine et les rats diabétiques recevant de la quercétine
aucune variation n’est notée concernant ce parametre. Ces teneurs plasmatiques en
protéines carbonylées sont significativement diminuées chez les rats diabétiques

recevant de la quercétine comparés aux rats diabétiques.

2.2. Teneurs plasmatiques en glutathion réduit chez les rats témoins et

diabétiques (figure 11):

Chez les rats diabétiques, les teneurs plasmatiques en glutathion réduit montrent une
diminution significative par rapport aux valeurs des rats témoins. Cependant, chez les rats
diabétiques recevant de la quercétine, les teneurs plasmatiques en glutathion réduit sont
semblables a celles des rats témoins recevant de la quercétine, et on remarque aussi qu'’il
y a aucune différence entre les rats diabétiques recevant de la quercétine et les rats

diabétiques.

2.3. Teneurs plasmatiques en activité de la catalase chez les rats témoins et

diabétiques (figure12):

Les rats diabétiques présentent des activités de la catalase plasmatiques significativement
diminuées par rapport a celle des rats témoins, et cette activité de la catalase plasmatique
présente aussi une diminution significative chez les rats diabétiques recevant de la
quercétine comparés aux rats témoins recevant de la quercétine. Cependant il y a une
augmentation significative de l'activité de la catalase plasmatiques chez les rats

diabétiques recevant de la quercétine par rapport aux rats diabétiques.
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Figure 10 : teneur plasmatique en protéines carbonylées chez les rats
témoins et diabétique.

Chaque valeur représente la moyenne * erreur standard. C : rats témoins (control) ; D :
rats diabétiques ; CQ : rats control recevant de la quercétine ; DQ : rats diabétique recevant
de la quercétine. La comparaison des moyennes entre les quatre groupes de rats (C, D, CQ,
DQ) est effectuée par le test ANOVA a facteur. Cette analyse est complétée par un test de
Tukey afin de classer et comparer les moyennes deux a deux. Les moyennes indiquées par

les lettres différentes (A, B, C, D) sont significativement différentes (P<0.05).
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Figure 11 : Teneurs plasmatiques en glutathion réduit chez les rats
témoins et diabétiques.

Chaque valeur représente la moyenne * erreur standard. C : rats témoins (control) ; D :
rats diabétiques ; CQ : rats control recevant de la quercétine ; DQ : rats diabétique recevant
de la quercétine. La comparaison des moyennes entre les quatre groupes de rats (C, D, CQ,
DQ) est effectuée par le test ANOVA a facteur. Cette analyse est complétée par un test de
Tukey afin de classer et comparer les moyennes deux a deux. Les moyennes indiquées par

les lettres différentes (A, B, C, D) sont significativement différentes (P<0.05).
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Figure12 : Teneurs plasmatiques en activité de la catalase chez les
rats témoins et diabétiques.

Chaque valeur représente la moyenne * erreur standard. C : rats témoins (control) ; D :
rats diabétiques ; CQ : rats control recevant de la quercétine ; DQ : rats diabétique recevant
de la quercétine. La comparaison des moyennes entre les quatre groupes de rats (C, D, CQ,
DQ) est effectuée par le test ANOVA a facteur. Cette analyse est complétée par un test de
Tukey afin de classer et comparer les moyennes deux a deux. Les moyennes indiquées par

les lettres différentes (A, B, C, D) sont significativement différentes (P<0.05).
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3. Les parametres du stress oxydant au niveau des organes chez les rats
témoins et diabétiques:

3.1. Teneurs en protéines carbonylées au niveau des organes (figure 13) :

Les teneurs en protéines carbonylées du foie sont significativement augmentées chez les
rats diabétiques par rapport aux rats témoins, alors qu’il y a une diminution significative
pour les rats diabétiques recevant de la quercétine comparés aux rats témoins recevant
de la quercétine. On remarque aussi que les teneurs en protéines carbonylées du foie sont
significativement diminuées chez les rats diabétiques recevant de la quercétine comparés

aux rats diabétiques.

Chez les rats diabétiques il existe une diminution significative des teneurs en protéines
carbonylées du tissu adipeux par rapport aux rats témoins, et on remarque aussi cette
diminution chez les rats diabétiques recevant de la quercétine comparés aux rats témoins
recevant de la quercétine. Par ailleurs on note que les teneurs en protéines carbonylées
du tissu adipeux sont significativement supérieurs chez les rats diabétiques recevant de

la quercétine par rapport aux rats diabétiques.
3.2. Teneurs en glutathion réduit au niveau des organes (figure 14):

Chez les rats diabétiques, les teneurs en glutathion réduit du foie sont plus élevées que
chez les rats témoins, et ces teneurs aussi sont significativement augmentées chez les rats
diabétiques recevant de la quercétine comparés aux rats témoins recevant de la
quercétine. Alors qu'on remarque qu’il n'y a pas de différence significative entre les rats

diabétique recevant de la quercétine et les rats diabétiques.

Par ailleurs on n’observe aucune variation des teneurs en glutathion réduit au niveau du
tissu adipeux pour tous les rats témoins et rats diabétiques ainsi que les rats témoins

recevant de la quercétine et les rats diabétiques recevant de la quercétine.
3.3. Teneurs en activité de la catalase au niveau des organes (figure 15) :

Il n’y pas de différence significative concernant les teneurs en activité de la catalase du
foie entre les rats diabétiques et les rats témoins, et c’est le cas aussi entre les rats
diabétiques recevant de la quercétine et les rats témoins recevant de la quercétine, alors
qu’on observe une diminution significative des teneurs en activité de la catalase du foie

pour les rats diabétiques recevant de la quercétine par rapport aux rats diabétiques.
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On note une élévation significative des teneurs en activité de la catalase du tissu adipeux
chez les rats diabétiques comparés aux rats témoins, avec une augmentation significative
aussi de ces teneurs pour les rats diabétiques recevant de la quercétine comparés aux rats
témoins recevant de la quercétine. Cependant on remarque que des teneurs en activité de
la catalase du tissu adipeux ne varient pas entre les rats diabétiques recevant de la

quercétine et les rats diabétiques.
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Figure 13 : Teneurs en protéines carbonylées au niveau des
organes.

(@]
v}

& o)) (o]

N

Chaque valeur représente la moyenne * erreur standard. C : rats témoins (control) ; D :
rats diabétiques ; CQ : rats control recevant de la quercétine ; DQ : rats diabétique recevant
de la quercétine. La comparaison des moyennes entre les quatre groupes de rats (C, D, CQ,
DQ) est effectuée par le test ANOVA a facteur. Cette analyse est complétée par un test de
Tukey afin de classer et comparer les moyennes deux a deux. Les moyennes indiquées par

les lettres différentes (A, B, C, D) sont significativement différentes (P<0.05).
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Figure 14 : Teneurs en glutathion réduit au niveau des organes.

Chaque valeur représente la moyenne * erreur standard. C : rats témoins (control) ; D :
rats diabétiques ; CQ : rats control recevant de la quercétine ; DQ : rats diabétique recevant
de la quercétine. La comparaison des moyennes entre les quatre groupes de rats (C, D, CQ,
DQ) est effectuée par le test ANOVA a facteur. Cette analyse est complétée par un test de
Tukey afin de classer et comparer les moyennes deux a deux. Les moyennes indiquées par

les lettres différentes (A, B, C, D) sont significativement différentes (P<0.05).
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Figure 15 : Teneurs en activité de la catalase au niveau des organes

Chaque valeur représente la moyenne * erreur standard. C : rats témoins (control) ; D :
rats diabétiques ; CQ : rats control recevant de la quercétine ; DQ : rats diabétique recevant
de la quercétine. La comparaison des moyennes entre les quatre groupes de rats (C, D, CQ,
DQ) est effectuée par le test ANOVA a facteur. Cette analyse est complétée par un test de

Tukey afin de classer et comparer les moyennes deux a deux. Les moyennes indiquées par
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les lettres différentes (A, B, C, D) sont significativement différentes (P<0.05).
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DISCUSSION

Le diabéte sucré est un désordre métabolique chronique résultant d'une variété
d’interactions entre des facteurs héréditaires et environnementaux. Il est caractérisé par
une perturbation de la sécrétion de l'insuline ou de l'action des récepteurs ou des
postrécepteurs de l'insuline ce qui affecte, par conséquent, le métabolisme des
carbohydrates, des protéines et des lipides. En plus, il engendre des 1ésions au niveau du
foie, des reins et des cellules 3 pancréatiques (SINGH et al., 2005). Il existe une évidence
croissante que les complications reliées au diabete sont associées au stress oxydant, et
que la production des radicaux libres augmente pendant le diabete (ARMSTRONG et al,,
1996).

Le stress oxydant représente l'incapacité de I'organisme a se défendre contre I'agression
des radicaux libres (KOECHLIN-RAMONZTXO, 2006). Il est généralement lié a I'existence
d’'un déséquilibre entre la production des radicaux libres et les défenses antioxydantes

(PARIS etal,, 2003 ; HALENG et al., 2007).

Ce stress oxydant joue un role prépondérant dans I'apparition du diabete. Le diabétique
est particulierement sensible au stress oxydant car il n’exprime que faiblement les
enzymes de détoxification. Ainsi, I'augmentation des ERO pourrait constituer un facteur
inducteur d’altérations précoces. Par conséquent, le traitement par des molécules anti-
oxydantes pourrait protéger des agressions oxydantes et constituerait ainsi une nouvelle
approche pharmacologique dans la prévention du diabete (YOUL et al., 2008). L’objectif
de notre travail est d’étudier les effets protecteurs de la molécule polyphénolique de la
famille des flavonoides : 1a Quercétine, sur le systéme redox des rats diabétiques, lors d'un

stress oxydant induit de facon exogéne.

Dans cet axe, notre travail porte sur I’évaluation de quelques parametres du statut
oxydant/antioxydant (protéines carbonylées, glutathion réduit, catalase) au cours du
diabete expérimental induit chez les rats Wistar comparés aux rats témoins qui ne
présentent aucune pathologie.

Les teneurs en protéines carbonylées sont en fait le marqueur le plus couramment utilisé
de I'oxydation des protéines. L’accumulation des protéiques carbonylées a été observée
dans plusieurs maladies humaines, y compris la maladie d'Alzheimer, le diabete, la

maladie inflammatoire de l'intestin et I'arthrite (DALLE-DONNE et al.,, 2003).
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Les protéines carbonylées sont des molécules chimiquement stables. Cette
caractéristique les rend facile a détecter (JAMEL et al., 2010). Dans notre travail, on note
une augmentation significative des taux de protéines carbonylées plasmatique chez les
rats diabétiques comparés aux rats témoins, ces résultats concordent avec I'hypothese de
CAKATAY (2005) que I'hyperglycémie chronique induit une augmentation de 'oxydation
des protéines.

Cependant une diminution significative est notée chez les rats diabétiques recevant de la
quercétine par rapport aux rats diabétiques, ce qui suggere que le traitement par la
quercétine a provoqué une diminution de la teneur en protéines carbonylées
plasmatiques. Ceci est dii a la forte propriété antioxydante de la quercétine (PANDEY et
RIZV], 2010).

Les teneurs en protéines carbonylées au niveau du foie réveélent une augmentation
significative chez les rats diabétiques par rapport aux rats témoins Il semblerait que nos
résultats soient en accord avec la littérature car GILLERY (2006) a montré une
augmentation de la glycation des protéines au cours du diabete, les liens entre glycation
et stress oxydant sont tres étroits, et les deux phénomenes sont souvent regroupés sous
le terme de “ glycoxydation ”. Tous les stades de la glycoxydation génerent la production
de radicaux libres oxygénés. Par ailleurs, les protéines glyquées induisent un stress
oxydant intracellulaire et un état pro-inflammatoire. Ainsi, les protéines glyquées peuvent
moduler les fonctions des cellules impliquées dans le métabolisme oxydatif et induire une
réponse inappropriée. En revanche, une diminution significative est notée chez les rats
diabétiques recevant de la quercétine par rapport aux rats témoins recevant de la
quercétine et par rapport aux rats diabétiques, ce qui a été expliqué par VINCENT et al.,
(2013). En effet la distribution de la quercétine au niveau du foie entraine un effet

bénéfique sur la santé en diminuant la glycoxydation chez les rats diabétiques.

Au niveau du tissu adipeux, les teneurs en protéines carbonylées montrent une
diminution chez les rats diabétiques et les rats diabétiques recevant de la quercétine par
rapport aux rats témoins et rats témoins recevant de la quercétine respectivement, ceci
est di probablement au fait que le tissu adipeux est pauvre en protéines c'est pour cela

que les résultats ne peuvent pas étre concluants.
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Concernant les marqueurs de la défense antioxydante, nous avons mesuré le taux de

glutathion réduit, et I'activité de la catalase.

Le glutathion réduit antioxydant non enzymatique, constitue la premiere ligne de défense
antiradicalaire (RAJA et al., 2007). C’est un réducteur efficace. Il joue un role important
dans une variété de processus de détoxication. Il neutralise les radicaux hydroxyles, qui
sont considérés comme une source importante du stress oxydant (PATIL et al., 2008).
Dans notre étude, nos résultats révelent que les taux du glutathion réduit plasmatique
sont significativement diminués chez les rats diabétiques par rapport aux témoins. Ces
résultats sont en faveur d’une diminution des défenses antioxydantes chez les rats
diabétiques et d’apres BABUJANARTHANAM et al, (2011) la diminution de la
concentration de GSH pourrait étre due a l'épuisement ou de la consommation de GSH
dans 1'élimination des peroxydes.

Alors qu’on ne note aucune différence significative pour les rats témoins recevant de la
quercétine et les rats diabétiques recevant de la quercétine, ceci s’explique probablement
par le fait que la quercétine ne stimule pas le glutathion réduit plasmatique chez les
diabétiques.

Au niveau du foie, les résultats montrent une stimulation du glutathion réduit chez les rats
diabétiques et les rats diabétiques recevant de la quercétine par rapport aux rats témoins
et rats témoins recevant de la quercétine respectivement. Pour la premiere comparaison
le diabéte induit uns stimulation de défense antioxydante d’ou I'augmentation du GSH. et
pour les rats diabétiques recevant de la quercétine, d’apres les études de ARREDONDO et
al (2010) ce flavonoide peut induire l'expression des genes des enzymes antioxydantes,
ce qui augmente les niveaux de glutathion (GSH) au niveau du foie par I'action de la GSH
réductase. Cependant aucune variation significative entre les rats diabétiques recevant de

la quercétine et les rats diabétiques n’est observée.

Les résultats obtenus des teneurs en glutathion réduit au niveau du tissu adipeux ne
montrent aucune différence significative pour les rats témoins, les rats diabétiques, les
rats témoins recevant de la quercétine, ainsi que les rats diabétiques recevant de la
quercétine, ceci peut étre lié aux propriétés de la biodisponibilité du GSH au niveau du

tissu adipeux (VINCENT et al., 2013).
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L’enzyme antioxydante la catalase constitue la deuxieme ligne de défense antioxydante
en détoxifiant le H202 en H20 (BAUSENWEIN et al., 2010). Nos résultats concernant
'activité de la catalase plasmatique révelent une diminution significative chez les rats
diabétiques par rapport aux rats témoins, des résultats similaires ont été observés par
plusieurs auteurs (SANTINI et al, 1997 ; RAMAZAN-SEKEROGLU et al., 2000) qui
montrent une diminution de I'activité de la catalase plasmatique chez les diabétiques.
Plusieurs études ont montré que la catalase est l'une des cibles de cette glycation ce qui
conduit a son inhibition et par la suite a la diminution de son activité chez les rats
diabétiques (WIERNSPERGER 2003).

En comparant les rats diabétiques recevant de la quercétine avec les rats témoins
recevant de la quercétine, une diminution de l'activité de la catalase plasmatique est
notée. Cependant on remarque une stimulation de l'activité de la catalase plasmatique
chez les rats diabétiques recevant de la quercétine par rapport aux rats diabétiques.
L’etude de BABUJANARTHANAM et al,, (2011) a mis en évidence la stimulation de la
catalase par la quercétine dans le cas d’un stress oxydatif.

Nos résultats au niveau du foie ne montrent aucune différence significative concernant
'activité de la catalase chez les rats diabétiques et les rats diabétiques recevant de la
quercétine par rapport aux rats témoins et rats témoins recevant de la quercétine
respectivement. Cependant nos résultats révelent une diminution significative de
I'activité de la catalase chez les rats diabétiques recevant de la quercétine par rapport aux
rats diabétiques. A notre connaissance aucune donnée de la littérature ne reporte une
telle observation mais il est probable que la supplémentation en quercétine ne stimule
pas l'activité de la catalase au niveau du foie. en revanche Il y aurait une augmentation

de l'activité de la catalase, ce qui a été décrit par BABUJANARTHANAM et al., (2011).

Au niveau du tissu adipeux, I'activité de la catalase montre une augmentation significative
chez les rats diabétiques et les rats diabétiques recevant de la quercétine par rapport aux
rats témoins et rats témoins recevant de la quercétine respectivement, ceci est
probablement di a 'augmentation de la défense contre le stress oxydant au cours du

diabéte.
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Par contre, on ne remarque aucune différence significative entre les rats diabétiques
recevant de la quercétine et les rats diabétiques, ceci est dii probablement au fait que la
quercétine ne stimule pas l'activité de la catalase au niveau du tissu adipeux, puisque
VINCENT et al, (2013) ont prouvé que la quercétine et ses métabolites sont en

concentration faible au niveau du tissu adipeux.

Nos résultats montrent une altération significative de la balance oxydante/antioxydante
chez les rats diabétiques et I'effet bénéfique de la quercétine sur les quelques marqueurs

de la balance oxydant/antioxydant étudiés.
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CONCLUSION

Le diabete est une pathologie grave qui est liée au développement du stress oxydant. Ce
concept de « stress oxydant » décrit une situation dans laquelle la cellule ne controle
plus la présence excessive de radicaux oxygénés toxiques.

Dans le cas du diabéte, de nombreux composés dont des molécules antioxydantes, sont

utilisés pour limiter le développement du stress oxydant.

Le but de notre étude est de trouver de nouvelles approches thérapeutiques dans la
prévention du diabéte en diminuant le stress oxydant dans cette pathologie. C’est pour
cela I'étude est consacré a l'impact de la consommation de la quercétine sur les

modifications du stress oxydant chez les rats diabétiques.

D’apres nos résultats on a une altération de la balance oxydante/antioxydante au cours
du diabete.

Nos résultats obtenus montrent que les teneurs plasmatiques en protéines carbonylées
sont diminuées chez les rats diabétiques traités par la quercétine comparés aux rats
diabétiques non traités, ainsi qu'une augmentation de I'activité de la catalase chez les
rats diabétiques traités par la quercétine par apport aux rats diabétiques non traités,

par contre on ne remarque aucune différence pour le glutathion réduit.

Par ailleurs, notre travail révele un déséquilibre la balance oxydante/antioxydante au
niveau des organes «le foie et le tissu adipeux». Concernant le foie nos résultats
indiquent une diminution des teneurs en protéines carbonylées et de 'activité de la
catalase chez les rats diabétiques traités par la quercétine comparé aux rats diabétique
non traités, alors qu’il n’y a aucune variance pour le glutathion réduit. Au niveau du tissu
adipeusx, les résultats ont été mitigés car la distribution de la quercétine au niveau de ce

tissu qui est minime.

Nos résultats sont en faveur d’'un déséquilibre de la balance oxydante/antioxydante chez
les rats diabétiques non traités, du a un épuisement des défenses antioxydante et /ou a
une augmentation de la production des ERO, alors que ce déséquilibre est mieux géré chez

les rats diabétiques traités a la quercétine vu son effet antioxydant.
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CONCLUSION

La recherche de tous les marqueurs représente une étape incontournable pour améliorer
les programmes de prévention.

Notre étude montre clairement que la quercétine a un effet antioxydant dans le diabete
expérimental, avec une probabilité émergeante concernant la prévention des
complications hépatiques.

La quercétine, par un mécanisme d’action original, pourrait ouvrir la voie a une

thérapeutique préventive innovante.
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Résumeé

L’objectif de notre travail est de déterminer I'effet des polyphénols « la quercétine » au
cours du diabete comme étant un antioxydant en évaluant le statut oxydant/antioxydant
chez les rats diabétiques traités par la quercétine comparés aux rats diabétiques au
niveau du plasma et des organes « le foie et le tissu adipeux ».

Nos résultats montrent que le diabete favorise le stress oxydatif, sa présence est
marquée par une augmentation des protéines carbonylées, une diminution de I'activité
de la catalase ainsi que le glutathion réduit chez les rats diabétiques, par contre les rats
diabétiques traités par la quercétine montrent des modifications bénéfiques en
diminuant les protéines carbonylées, en augmentant l'activité de la catalase, mais
aucune variation pour le glutathion réduit, et ceci est noté au niveau plasmatique et au
niveau du foie.

Concernant les résultats obtenu pour le tissu adipeux ils ne sont pas significatifs vu la
distribution minime de la quercétine au niveau de ce tissu.

En conclusion, une supplémentation en « quercétine » pourrait améliorer le déséquilibre
de la balance oxydante/antioxydante au cours du diabeéte.

Mots clés : quercétine, diabete, stress oxydatif.

Abstract

The aim of our study was to determine the effect of polyphenols " quercetin " in diabetes
as an antioxidant in assessing oxidant/ antioxidant status in diabetic rats treated with
quercetin compared to diabetic rats in plasma and organs " liver and adipose tissue ."
Our results showed that oxidative stress promotes diabetes , its presence is marked by
an increase in carbonyl proteins, a decrease in the activity of catalase and reduced
glutathione in diabetic rats , otherwise diabetic rats treated with quercetin showed
beneficial changes in reducing carbonyl proteins , by increasing the activity of catalase ,
but no change to reduced glutathione , and this is noted in the plasma and in the liver .
Regarding the obtained results for the adipose tissue which are not significant due to the
minimal distribution of quercetin at this tissue.

In conclusion, " quercetin " supplementation could improve the imbalance of oxidant /
antioxidant balance in diabetes .

Keywords : quercetin, diabetes, oxidative stress.
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