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Reésumé

Dans notre présente étude, nous avons essayé d'étudier 'effet de la
vitamine C sur les complications du diabéte expérimental induit par Ialloxane
chez les lapins de souche cuniculus lepus. n s'agit d'une étude expérimentale menée
au laboratoire sur 8 lapins répartis en deux lots de quatre lapins chacin dont les
deux lots sont rendus diabétiques par l'injection intraveineuse d'alloxane
(100mg/1Kg de poids). La vitamine C est administrée chaque jour par voie orale
avec une dose de 100mg/kg de poids pendant 21 jours. Des lapins recevant de
T'eau distillée sont utilisés comme témoins et diabétiques non traités. Apres trois
semaines du traitement, les lapins sont sacrifiés et les différents paramatres sont

déterminés.

A partir de T'analysc des résultats, on a observé que le lrailement des
lapins diabétiques par la vitamine C a montré un effet positif sur le métabolisme
glucidique, lipidique et protéique traduisant par une diminution du glucose, du
cholestérol, des triglycérides, de l'urée, de la créatinine, de lactivité des
transaminases (TGO, TGP) et de la phosphatase alcaline (PAL) avec une
augmentation des protéines totales. De plus la vitamine C a renforcé, la capacite
de détoxification hépatique liée au glutathion.

L'histologie du pancréas a montré un remarquable effet cytoprotecteur
de la vitamine C contre les nécroses induites par lalloxane au niveau des ilots de

Langerhans en pré_servant la capacité de la sécrétion d'insuline.

Comme conclusion, nous pouvons dire que la vitamine C est doué d'une
activité antidiabétique et antioxydante remarquables. De ce fait il peut constituer

une solution pour les futures études sur le diabéte sucre et ses complications.

Mots clés: Vitamine C, alloxane, diabéte expérimental, lapins,
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Summary

In our present study, we tried to study the effect of vitamin C on
experimental diabetes in Lepus cuniculus rabbits. It is an experimental study led to

the laboratory on 8 rabbits divided into two groups with four rabbits. The two

groups were injected intravenously with alloxane (100mg/1Kg of weight). The
first group receiving a daily orally dose of vitamin C (100mg/kg) and the second

group receiving distilled water and are used as controls. After three weeks of the

treatment, the rabbits are sacrificed and the various parameters are determined.

The results which have been obtained indicated that the treatment of
diabetic rabbits by the vitamin C showed a positive effect on the glucidic, lipidic
and proteinic metabolism translating by a reduction in glucose, cholesterol,
triglycerides, urea, creatinin, activity of transaminases (TCO, TOP) and alkaline
phosphatase (PAL) with an increase in total proteins. Moreover the vitamin C
reinforced, the capacity of hepatic detoxification related to the glutathion.

The histology of the pancreas showed a remarkable cytoprotector effect
of the vitamin C against necrosis induced by the alloxane on the islets of

Langerhans led to preserving the capacity of the insulin secretion.

In conclusion, we can say that the vitamin C is endowed with an
antidiabetic and antioxydant activity remarkable. This fact it can constitute a
solution for the future studies on the sweetened diabetes and its complications.

Keywords:  Vitamin C, alloxan, experimental diabetes, rabbits.
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Introduction

Parmi les pathologies affectant la population mondiale, on cite le plus

souvent 'hypertension artérielle, le sida, les différents cancers (pancréas, sein...).
De grands efforts ont été consentis, 4 juste titre, pour le dépistage, le traitement ou
la prévention de ces fléaux. Mais on oublie souvent le' diabéte dont les pertes
humaines et économiques sont équivalentes ou dépassent celui des pathologies

citées précédemment.

Le diabte est une affection chronique qui demeure incurable encore

aujourd’hui. Il touche une partie active de la population et engendre de multiples
problemes médicaux, économiques et sociaux. Le diabete est li¢ généralement au
stress oxydant, celui-ci est secondaire a I'établissement de la pathologie, mais
participe a ses complications immunitaires ou vasculaires. Le stress oxydatif n'est

autre que le déséquilibre entre les antioxydants et les radicaux libres.

Les radicaux libres sont impliqués dans l'oxydation de plusieurs

substances dans l'organisme et particulierement toxique pour l'intégrité cellulaire,
pour se protéger contre cet effet toxique de I'oxygene, I'organisme a développé des
systemes de défense qui permetient de régler la production des radicaux libres,
ces systemes sont composés d'antioxydants enzymatiques (GPx, catalase, SOD ...)
ou non enzymatiques comme le GSH, vitamines A, C, E et des oligo-éléments

(Sélénium, Zinc, Cuivre,..).

Ay cours du diabete, 'hyperglycémie peut induire une production

accrue de radicaux libres selon plusieurs mécanismes telle que Tauto-oxydation du
glucose, done cet effet est potentialisé par la réduction de défense antioxydante
qui conduira & l'apparition d'un stress oxydant dans les tissus, une telle altération
a été rapporté dans plusieurs études in vitro pour tester l'effet thérapeutique des

antioxydants qui peut agir dans la prévention de cette maladie dégénérative.
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De nombreuses études, ont montré que la vitamine C est un puissant
antioxydant permettant de lutter efficacement contre les radicaux libres en exces
dans notre organisme et donc de lutter contre les complications du diabete
(Robert et Cathcart 1991).

ﬁ cet effet, et dans le cadre de notre étude, nous avons étudié 1'effet de

cette vitamine sur le développement du diabete, par I'évaluation de quelques

parametres physiologiques, biochimiques et histologigues.

La premiere partie de ce travail s’attache a donner quelques rappels
bibliographiques sur le diabéte et la vitamine C.

La seconde partie presente les résultats de l'eftet de la vitamine C sur le
diabete induit chez des lapins en évaluant certains aspects, tels que :

-~ Le poids corporel
~ Ledosage des paramétres biochimiques
~ Appréciation des capacités de détoxification a travers le dosage du GSH

hépatique

~ Etude histologique du pancréas endocrine

“Etenfin on discute les résultats obtenus dans cette étude.
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Chapitre I Diabéte sucré
___Emw
Chapitre 1 : Diabéte sucrée

1-Historique :

Le diabete est une maladie connue chez les arabes au Xe siécle, Al - Razi
(Rhazés) puis ibno sina (Avicenne) décrivent la maladie de fagon remarquable
et énoncent les premieres régles diététiques (Gribe et Merzougui, 2009).

De 1886 a 1892, Von Merning et Minkowski créent le diabéte par
pancréatectomie. En 1893, Languess attribue aux ilots de langerhans (pancréas
endocrine) le pouvoir de sécréter la substance qui manque dans le diabéte
(Djemili et Nahal, 2009).

Apres Je développement du concept d’hormones par Ernest Starlig, en 1904, des
chercheurs en Allemagne, en Roumanie et ailieurs, concentrérent leur attention
sur I'extraction de I'insuline du pancréas. Frederik Banting et Charles Best, en
1922, injecterent un extrait pancréatique «insuline» qu'ils venaient de
découvrir a un jeune garcon de quatorze ans souffrant de diabste. Ce fut un
véritable succes, qui valut le prix Nobel aux deux inventeurs et gui suscita
immédiatement une importante demande dans le traitement du diabéte
jusqu’alors mortel (Djemili et Nahal, 2009). Plus tard, 'insuline est modifiée et
d"autres corps hypoglycémiants sont découverts (Sulfamides) (Benlamari et al,,
2001).

2 -Deéfinition :

Le diabete sucré mest pas une maladie homogéne. Il §'agit en fait d'un
ensemble hétérogene de désordres métaboliques (Portha, 2003) caractérisé par
la présence d'une hyperglycémie chronique accompagnée d'une perturbation
du metabolisme glucidique, lipidique et protéique résultant d’un défaut de
sécrétion ou de l'action de l'insuline ou de ces deux anomalies associées
(Chevenne et Porquet, 2003 ; Cheng et Fantus, 2005).

En termes plus médicaux et officiels, le diabéte est deéfinit par une glycémie
supeérieure a 1.26g/1 (7mmol/l) apres un jefine de 8 heures et vérifice a deux

reprises.

%
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Il est aussi défini par la présence de symptomes de diabete (polyurie,

polydipsie, amaigrissement) associée a une glycémic (sur plasma veineux)
supérieure ou égale a 2g/1 (11.1mmol/1) (Rodier, 2001).
3- Classification

L'ancienne classification des diabetes insulinodépendant et non
insulinodépendant était fondée sur leur traitement plutdt que sur leur
mécanisme causal (Rodier, 2001).

Depuis 1997, une nouvelle classification du diabdte sucré a été proposée par
Kaneko (American Diabéte Association) et adoptée chez 'homme par L'OMS
(Hannen, 1996 ; Hannen, 2001), cette classification a été établie d’aprés une
approche pathogénique plutét que thérapeutique (Spinas et Lehnann, 2001).
On distingue :

3-1 Diabete de type I (DID):

Le dinblee de type T (précedenunent wsulinodépendant) est une maladie
auto-immune (Rodier, 2001) qui résulte de la destruction progressive des
cellules B du pancréas, insulino-secrétrices, des flots de langerhans par des
lymphocytes T qui infiltrent les flots et par des auto-anticorps (Humbel, 2002 ;
Oksman et Humbel, 2004). Ce processus a pour conséquence une insulinopénie
progressive qui se manifeste, lorsque plus des 2 /3 des cellules P sont détruites,
par une hyperglycémie permanente et des signes cliniques (Rodier, 2001).
L'origine auto-immune du diabéte de type 1 (juvénile) est précisée en 1974 par
Gian Franco Bottazzo et Deborah Doniach dans le laboratoire d'Yvan Roitt a
Londres. Ces chercheurs montrent par immunofluorescence que les
immunoglobulines des malades se fixent sélectivement sur les ilots de
langerhans du pancréas. En 1990, le premier antigéne cible est identifié par
Steinunn Baekkeskov, la glutamate-décarboxylase (GAD) par la suite, d’autres
cibles antigéniques seront identifices (Humbel, 2002). C'est une maladie qui
survient le plus souvent chez des sujets jeunes et qui représente 10  15% du
diabete,

%
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3-2 Diabete de type I1 (DNID) :

Le diabete de type 2 (anciennement non insulinodépendant ou diabéte de
'adulte) est un désordre métabolique qui résulte des interactions complexes des
facteurs multiples (héréditaires et acquis) et est caractérisé par 2 défauts
principaux : d'un défaut de sécrétion de I'insuline et d'un défaut d’action de
I'insuline (insulinorésistance) dans divers tissus (muscle, foie et tissus adipeux)
(Portha, 2003). Le diabéte de type 2 comprend des formes qui vont d'une
insulinorésistance prédominante associée 3 une carence relative en insuline,
jusqu’a une insulinopénie prédominante associée 4 une insulinorésistance
modérée (Chevenne et Porquet, 2003 ; Cheng et Fantus, 2005).

Le diabete de type 2 représente 80 a 90% de I'ensemble des diabetes sucrés. Sa
pathogénie est encore plus mal connue que celle du diabete de type 1.
3-3 Diabale gestalionnel :

Le diabble gestallonnel est déoil wonue etanl  wie otulérance an
glucose qui se manifeste & des degrés divers au début de la grossesse ou dés
que la grossesse est confirmée. Le diabete gestationnel se retrouve dans 3% a
5% des grossesses par rapport a I'ensemble de la population (Rodier, 2001 ;
Verma et al., 2002).

[l peuat augmenter les risques pour la meére et le feetus (risque de
malformations). Pour 90% des femmes, il disparaiira aprés la naissance mais
reste un facteur de risque de diabate de type 2 ultérieur. Il peut aussi s"agir d'un
diabete de type 1 révelé par la grossesse, ou d'un diabéte de type méconnu
avant la grossesse (Verma et al., 2002).

4- Physiopathologie :

4-1 Diabéte de type 1:

Le diabéte de type 1 est Ja conséquence de la destruction auto immune
progressive des cellules béta des flots de langerhans (Grimaldi et al., 2003).

La destruction des cellules p est essentiéllement due 4 une infiltration des ilots
par les lymphocytes T (CD4* et surtout CD8").

m—s
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Cette inflammation est souvent fugace et est appelée «insulite. Les marqueurs
de I'insulite pancréatique sont en effet éssentiellement des anticorps bien qu'ils

n‘aient pas de réle pathogene propre, ils sont au nombre de quatre :

¥ Les anticorps anti-ilots (Islet cell antibody, ICA) présents chez 50 2 80%

des patients au début du diabete.

¥' Les anticorps anti-GAD (Glutamic Acid Décarboxylase), présents chez 80%
des patients ayant un diabete de typel.

v' Les auto-anticorps anti-insuline, retrouvés surtout chez I'enfant.

v" Les anticorps anti-IA; dirigés contre une tyrosine phosphatase
membranaire, présentes chez 50 a 75% des patients ayant un diabete de typel.
Linsulite pré diabétique survient sur un terrain génétique prédisposé (Rodier,
2001).

12 Diabete detype 2.

1 correspond a I'ancienne lerminulogic de diabibte (DMID) vt ussucle :

¥" Une insulino-résistance dominante avec insulinopénie relative,

v Une diminntion prédominante de 1'insulinosécrétion associée bu non a
I'insulino-résistance.

Ces deux anomalies sont d'apparition précoce dans ce type de diabete. La
premiere phase de la maladie consiste en une mauvaise efficacité de l'insuline
sur la pénétration intracellulaire du glucose, le glucose s’accumule alors dans le
secteur extracellulaire, entrainant une production tres augmentée d'insuline en
réponse a I'hyperglycémie. L hyperinsulinisme induit ne permet cependant pas
d‘abaisser le seuil glycémique et conduit 4 une diminution du nombre de
récepteurs a I'insuline. Les besoins chroniques accrus en insuline finissent par
épuiser les cellules B et conduisent 4 leur destruction progressive, entrainant
finalement une insulinopénie (Weger et Bogardus, 1999).

M
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5- Facteurs déclenchants le diabéte ;
5-1 L’hérédite :

Les différents types de diabéte peuvent étre induits par des facteurs
héreditaires donc la génétique a une action sur la présentation du diabete
(Bakour et Sioune, 2008).

5-2 L'obésité:

Elle est définit par un excds de la masse adipeuse qui représente le
facteur de résistance de I'action d‘insuline le plus fréquent (Bakour et Sioune,
2008).

5-3 Le siress:

Le stress peut deéclencher un diabéte chez certaines personnes
prédisposées génétiquement, il entraine : La stimulation du systéme nerveux
sympathique qui entraine une augmentation de l'activilé de 1y popliyse qui a
un effet anti-insuline périphérique. Ainsi V'effet du stress sur la glycémie peul
varier d'une personne a l'autre. Le stress peut avoir un effet hyperglycémiant,
hypoglycémiant ou dans certains cas ne pas affecter la glycémie (Gribe et
Merzougudi, 2009).

5-4 L'age:

Plus l'age est avancé, plus le risque d’apparition du diabéte est important
dans la population, la sécrétion de I'insuline par le pancréas s'use chez certaines
personnes (Gribe et Merzougui, 2009).

5-5 Les facteurs alimentaires :

Le diabéte peut résulter d’une suralimentation et surtout d‘un
déséquilibre alimentaire. Les modificaions des habitudes alimentaires,
l'augmentation des apports caloriques, I'accroissement de la consommation de
graisse saturée et de sucres simples ainsi qu’une carence alimentaire favorisent
I'apparition du diabete (Gribe et Merzougui, 2009).

5-6 Infection virale:
Le virus Caxsackie f est impliqué dans le déclenchement du DID et les virus
des oreillons et de la Tubéole dans I'infection congénitale qui attaque la cellule

Béta du pancréas (Gribe et Merzougui, 2009).

I e eSS ——
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6- Diabete expérimental:
Afin d'étudier I'étiologie de ce diabéte et en raison de la gravité de ses
nombreuses répercussions métaboliques et dégénératives, I'utilisation des
modeles expérimentaux représente autant de voies d'acces dans la
compréhension de la genese et des complications de cette pathologie (Popov et
al, 2005). Durant ces derniéres années, les ¢tudes entreprises visant a la mise
au point de modeéles adéquats de diabéte chez 'animal, notamment dans le cas
de diabete non insulinodépendant, ont abouti a différents types de modeles
obtenus essentiellement chez le rat. L'exploitation de ces modeles de diabete
apporte des confirmations en faveur de l'idée selon laquelle les anomalies
d'insulino-sécrétion et de la sensibilité a 1'insuline seraient secondaires 2 une
réduction plus ou moins marquée de la population de cellules béta (Patankar et
al., 1993 ; Boisson et al., 1995).
Les modeles spontanés sont rares chez 'animal et le type de diabete n'est pas
forcement semblable a celui trouvé chez 'homme, certaines souches d'animaux
diabétiques principalement des rongeurs ont cependant été crées & des fins
médicales,

Les modeles induits sont obtenus par administration d’'un agent toxique sur le
pancréas endocrine ou par pancréatectomie, leur ufilisation est séduisante car il
est théoriquement possible d'induire un diabéte chez n'importe quel modele
quelle que soit sa taille.

6-1 Diabete induit par les substances chimiques :

L'induction du diabéte expérimental chez les animaux par les substances
chimiques qui détruisent sélectivement les cellules béta pancréatiques est trés
commode et leur utilisation est simple. Les substances les plus habituelles
utilisées pour induire le diabete chez lanimal sont lalloxane et la
streptozotocine (Trombetta et al., 2006).

e ————————————— =+ . ——————————————————— ]
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“ La Sireptozotocine :

La  streptorotocine  (ST7, 2 deoxy-2(3-methyl-3-nilrosouseido)-D-
glucopyranose) est un antibiofique anti-tumoral de synthese utilisé en
chimiothérapie anti-cancéreuse. Ce médicament toxique pour le pancréas
endocrine, est indiqué dans le traitement des adénocarcinomes métastatiques
des flots de Langerhans. Comme les autres agents alkylants, la streptozotocine
inhibe I'initiation de la synthése de I'ADN et elle est faiblement active sur les
syntheses de protéines et de 'ARN. Le mécanisme de I'action diabétogéne est
encore completement inconnu (Vidal, 2003).

L'administration de STZ a faible dose et pendant Cinq jours consécutifs
provoque chez la souris non prédisposée, une destruction des cellules béta a
I'origine d’une insulite et d’un diabete avec une incidence inférieur a 100%. Des
anticorps anti-cellules j peuvent étre mis en évidence. L'administration unique
d'une dose plus importante induit une destruction des cellules pancréatiques et
un diabéte de type 1 dans 100% des cas (Sénécat, 1996).

% la cyclophosphamide :

La cyclophosphamide est un agent alkylant comme la STZ, il agit en réalisant
des liaisons covalentes avec I'ADN provoquant une inhibition de la
transcription et de la réplication de la macromolécule et aboutissant a la
destruction cellulaire (Vidal, 2003).

Linjection de forte dose de cyclophosphamide déclenche I'apparition d’un
diabete chez la souris pré diabetique.

Enfin il été montré que la cyclophosphamide peut abroger des mécanismes
régulateurs qui préviennent I"activation des cellules T diabétogenes (Yasumami
et Bach, 1988 ; Charlton et Bacelj, 1989).

% T'alloxane:

L'alloxane (24,56-tetraoxypyrimidine, 5,6-dioxyuracil) est un agent exercant
une activité cytotoxique sur les cellules p (Lenzen et Panen, 1988). Comme le
produit de sa réduction nommé acide dialurique. I."alloxane établit un cycle

d’oxydoréduction avec formation de radicaux superoxydes. Associé a de fortes

_—_&—m
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doses de calcium cytosolique, il provoque la destruction des cellules f
(Szkudelski, 2001).

Cette molécule est utilisée dans plusieurs especes afin d induire un diabete (rat,
lapin, chien...) et son utilisation peut étre couplée a la STZ, dont l'action est
également cytotoxique (Anderson et Stitt, 1999 ; skudelsk, 2001).
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Figure 01: Le mécanisme d’action de V'alloxane induoisant la génération des
radicaux superoxydes dans la cellule B du pancréas (Szkudelski, 2001).

GK.: glucokinase active,

GK:: glucokinase inactive

HA*: radicaux d'alloxane

[Ca %]: concentration du Ca 2 intracellulaire
6-2 Diabeéte induit par pancréatectomie (chirurgicalement) :

Les modeles animaux induits chirurgicalement et qui sont les plus utilisés
dans la recherche sur le diabéte humain sont les grands mammiféres. Le
métabolisme glucidigue est en effet assez proche de celui de 'homme. Leur
forme autorisant certaines interventions irréalisables chez les rongeurs de
laboratoire et leur durée de vie supérieure a celle d'un rongeur, permet de

suivre a plus long terme les effets d'un traitement (Oser et Falko, 1984).
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L'induction chirurgicale d'un diabéte permet de travailler sur I'autogreffe
d'ilots, contrairement a la chimio induction qui détruit le pancréas sans que
I'isplement des flots ne soit possible, il s'agit du seul modele réalisable pour
étudier I'autogreffe.

Exemple : le porc posséde un grand avantage anatomique : la morphologie de
son pancréas permet la réalisation aisée d'une pancréatectomie totale ou
partielle (Stump et Smindli, 1988 ; Morel et Kanfman, 1991).

6-3 Diabéte induit par inoculation de virus:

Certaines infections virales peuvent engendrer un diabéte assez bien chez
I'homme que chez 'animal. L’exemple le plus connu est I'infection de la souris
par le virus EMC (Encéphalo-Myo-Carditis). Ce virus entraine un diabéte en
pénétrant dans la cellule ; I'ADN viral s'intégrant au génome de la cellule
hote provoyue une altération des fonctions de ces cellules et notamment de la
synihese et de la sécrétion d'insuline (Thérapeutique perspective, 1998).

64 Diabete induit par modification génétique :

Tes techniques de génie génétique ont permis d’obtenir dos animaux
permettant 1'étude du diabete. Le modele le plus utilisé est le rat Zucker, il
présente une obésite, une insulino-résistance, une hyper insulinémie, une
hyperlipidémie mais une glycémie normale. Son pancréas est hypertrophique,
hyperplasique et hypersécrétoire (Vercher, 1996).

On peut également activer certains génes codant pour des molécules
intervenant dans le métabolisme insulinique et observer les résultats obtenus
concernant -

¥ Laréduction de I'activité de la glucokinase dans la cellule f.

v Lasuppression du transporteur de glucose (Knock ou GLUT; mice).

v" L'expression de I'insuline humaine.

‘Tous ces modeles expérimentaux de diabéte démontrent bien que cette maladie

possede des traits pathologiques complexes et diverses.

Cependant chaque modele permet d'étudier un aspect particulier, que ce soit

au niveau cellulaire, moléculaire, biochimique ou génétique, en référence a ce

“m
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qui est observé chez I'étre humain. La mise au point de ces modeles a permis
une meilleure compréhension de la physiopathologie et de I'évolution naturelle

du diabete, dans le but de trouver une thérapie antidiabétique.

7- L'augmentation du stress oxydant et la production accrue des radicaux
libres au cours du diabete :

Le stress oxydant résulte d'un déséquilibre entre la production d'espéces
oxydantes, tels que les radicaux libres et les peroxydes, et leur élimination par
des systémes de défenses antioxydantes.

Systéme

Prooxydant:
Radicaux libres,

Peroxydes /

Jydroperaxydes

Systéme antioxydant
VitE , vit C, GSH
GPx ,catalase .

lipidigues

Figure 02 : Déséquilibre du statut antioxydant en faveur d'un stress.

Les radicaux libres non détoxifiés peuvent attaquer différentes cibles comme les
lipides, les protéines et les acides nucléiques, et engendrer de mombreux
dommages cellulaires,

Dans le diabete il a été observé a la fois une diminution des défenses
antioxydantes et une augmentation de production de radicaux libres,
conduisant 2 une augmentation des marqueurs du stress oxydant, comme les
marqueurs de peroxydation lipidique par exemple.

L'hyperglycémie peut induire une production accrue de radicaux libres selon

plusieurs mécanismes.
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L'auto-oxydation du glucose a été décrite par Wolff et Dean (1987), il s'agit
d'une réaction catalysée par les métanx de transition et an conirs de laqmelle sant
produits des anions superoxydes (O').

Le glucose dans sa forme ouverte est en effet capable de s'enoliser et de réduire
des métaux de transition. Le radical énediol formé peut étre ensuite oxydé en
dicarbonyle et induire la formation d'anions superoxydes, précurseurs du
peroxyde d'hydrogene (H205) et du radical hydroxyle (H O) trés réactif.
L'hyperglycémie induit également une augmentation du rapport
NADH/NAD*, notamment par I'activation de la voie des polyols. Or Le NADH
est cofacteur de différentes enzymes catalysant des réactions génératrices de
radicaux libres, c'est Je cas par exemple de la prostaglandine hydroperoxydase
ou encore de la NADH oxydase (Kukreja ef al., 1986 ; Ellis et al., 1998).

Des ROS (dérivés actifs d’oxygdne) ramt dgaloment libérés suite aux réactions de
glycation de protéines, lipides ou acides nucléigues.

L'effet de la production accrue de ROS est potentialisé par la réduction de
défenses antioxydantes. Une diminution des défenses antioxydantes
enzymatiques (GPx (glutathion peroxydase), catalase, SOD( superoxyde
dismutase)) ou non enzymatiques comme le GSH, la vitamine E, la vitamine C,
peut conduire a I'apparition d'un stress oxydant dans les tissus, Une telle
altération a été rapporté au cours du diabete et dans plusieurs études, in vitro,
en présence du glucose (Ceriello et al., 1993),

L'augmentation du stress oxydant au cours du diabete a donc été
principalement démontrée par une augmentation des dommages causés par les
radicaux libres sur les pratéines et les lipides (Gallou et al., 1994 ; Griesmacher
et al,, 1995 ; Nourozzadeh et al.,, 1995 ; Jain et al., 1998 ; Hartnet et al., 2000).
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Chapitre 11 : Vitamine C
1-Historigue :

Le scorbut est une maladie qui, au cours de l'histoire a causé plus de
souffrances. Elle a ainsi raccourdi la durée de vie de 'homme. (Stone, 1972).
En 1912, une hypothese a 6t¢ émise (Funk, 1912) sur le fait que le scorbut était une
maladie de carence due & un manque, dans l'alimentation, d'une substance
inconnue soluble dans }'eau, appelée vitamine C. Cette hypothése fut confirmée en
1932 par I'un des pionniers de la recherche, Szent-Gyoérgyi, qui en collaboration
avec d'autres chercheurs, donna la preuve que cette vitamine C posséde un effet
antiscorbutique ; ils I'appellent donc vitamine antiscorbutigue.
I recut a cet effet en 1937 le prix Nobel pour ses travaux. (Svirbely et Szent-
gyorgyi, 1932). En outre ils 'ont trouvé identique avec les cristaux qu'ils avaient
obtenus du jus de citron.
En 1959, Burns démontra que la lésion biochimique de base dans les mammiferes
sensibles au scorbut est due a leur incapacité a produire les actifs enzymes, dont
la L-oxydase gulonolactone qui est impliqué dans la conversion de la glycémie en
acide ascorbique dans le foie. Cetie symtheése implique plusieurs enzymes,
I'homine ne possédant pas la totalité de ces enzymes dans le foie, cela bloque
completement la production hépatique de 1'acide ascorbique (Burns, 1959).

2-Structure chimique de la vitamine C:

La vitamine C, de formule chimique (CsHsls), de masse molaire (176,13
g/mol) a une structure apparentée a celle des sucres a six atomes de carbone. 11
existe plusieurs stéréo-isomeres de configuration de la vitamine C et seul I'acide I-
ascorbique est actif (Claude, 2003).

e — ————————— ————————————————————————————— —
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Figure 03 : Formule semi-développée de "acide ascorbique (Damien et al., 2002)

La vitamine C, ou acide ascorbique, peut étre considérée comme un dérivé
cyclique des hexoses. Sa caractéristique essentielle est d'exister sous trois degrés
d'oxydoréduction différents : 1a forme réduite ou acide ascorbique, la forme semi-
réduite ou mono-oxydée, appelée acide mono-déhydro-ascorbique et la forme

oxydée ou acide déhydro-ascorbique.

L'acide mono-déhydro-ascorbique est un radical anion relativement inerte, ne
réagissant pas avec l'oxygene car il est stabilisé par résonnance (effet mésoméere) et
formation d'une Haison hydrogéne intra-moléculaire.

L'agent oxydant habituel est 'oxygene dont l'activité est catalysée par des traces

de métaux comme le cuivre et le fer (Allain, 2008).

'Q\ —) O\ — X))
j r 20 / =
HO— >:f ' T HO ﬁ(\
. . . !
HOLEC O OI11 HOM;C o O
acide nseorbigue acide déhydroascorbiyue

Figure 04: Transformation de 'acide ascorbique en acide déhydroascorbique par
une oxydation (Manfred et Nicole, 1998)
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3- Propriétés physico-chimiques:
# Solubilité :

L'acide ascorbique se présente sous 'aspect dune poudre cristalline blanche,
modore, de saveur acide trés légeérement jaunatre. Cet acide est trés facilement
soluble dans 1'eau, peu soluble dans l'alcool et insoluble dans l'éther ou le

chloroforme. La vitamine C est donc une vitamine hydrosoluble.
» Stabilité :

Cette vitamine est stable a I'état solide, a 'abri de la lumiére et de 'humidité. Par
contre, en solution aqueuse, elle s'altere trés rapidement au contact du dioxygéne
de Vair : le dioxygéne est un oxydant alors que la vitamine C est un réducteur d'ot
réaction d’oxydoréduction. Cette oxydation est accélérée par la chaleur (vitamine
thermosensible), la présence d’alcalins et d’ions métalliques. Ainsi, un stockage
prolongé des aliments et uné cuisson excessive, détruisent cette vitamine. Par

exemple, la pomme de terre conservée a température ambiante et a I'air libre perd

environ 15% de sa teneur en vitamine C chaque mois et la cuisson entraine une

perte supplémentaire de 30 & 50%(Claude, 2003).
> Spectre d'absorption :

L'acide ascorbique en solution fortement acide présente un maximum
d’absorption en lumigre UV a environ 245 nm, qui se déplacent a 265 nm en pH
neutre et a environ 300 nm a pH 14 (Claude, 2003).

4~ Sources naturelles de la vitamine C :

La vitamine C est retrouvée en abondance dans les végétaux a chlorophylle
et caroténoides (légumes, salades et fruits frais). Te tableau 01 représente les

sources naturelles de vitamine C,
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Tablean 01 : Les sources naturelles de la vitamine C (Santé Canada, 2001)

Aliments Portions Vitamine C(mg)
Acérola 100 g 1745 mg

Piment rouge 100g 370 mg

Papaye Y2 papaye 94 mg
Pamplemousse Ve fruil 39 tuy,

Orange 1 fruitmoyen 70 mg

Mangue 1fruit moyen 57 mg

Kiwi 1 fruit moyen 71 mg

Poivronvert cruoucuit  125ml (1/2tasse) 51-60 mg

—————__m
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5- Besoins quotidiens de la vitamine C:
Les besoins nutritionnels en vitamine C sont établis comme suit :

Tableau02: Les besoins quotidiens de la vitamine C (Dietary Reference, 2000)

L'age Hommes (mg/jour) Femmes (mg/jour)
Les nourrissons 0-6 mois 40 mg 40 mg
6~12 mois 50 mg 50 mg
1-3 ans 15mg 15 mg
Les enfants _ |
4-9 ans 25 mg 25mg
10 - 12 ans 45mg 45 mg
Les adolescents 14 -18 ans 75mg 65 mg
Les adultes 19 ans et plus 90 mg 75 mg
Les enceintes 18 ans et moins 80 mg -
19 ans et plus 85 mg
Les-allaitantes 18 ans et moins 115 mg -
19 ans et plus 120 mg
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6- Synthese de la vitamine C:

L'acide ascorbique n’est pas une vitamine exogéne pour toutes les espéces
animales. Pratiquement celles-ci sont capables de fabriquer la vitamine C dont leur
métabolisme a besoin, en quantités variables suivant les nécessités du moment. Un
accident survenu au cours de 1'évolution, a rendu quelques rares especes dont
'homme, dépendantes d'un apport extérieur de cette substance vitale en les
privant de I'une des 2 enzymes nécessaires 3 son élaboration (la L-oxydase
gulonolactone) et doivent quotidiennement consommer les fruits et les légumes
neécessaires a cet apport vital en vitamine C qu’ils ne sont plus en mesure de
fabriquer biologiquement (Stone, 1972). Les étapes de la synthese de la vitamine C

sont résumées dans la figure ci~dessous :

phospharylation
D-glueose  e— D-glUCOsE-§- ~—ep. - glucose- I UDP-glutose
phasphate 2 phosphate

4
-
uDP gluturonate
Acide L-sscarbigus

S

g
L 4
s g . 7 . & Acigde D-
Zreto-l- tita L g Acide L- —

e Aritte L -gUIONGIAIOME . g ACTTE L-TUiDEIGUE P

gulonalactone

Figure 05 : La synthése de la vitamine C (Stone, 1972)

1-La phosphorylation du D-glucose en D-glucose-6-phosphate par I'hexokinase.

2-Transformation du D-glucose-6-phosphate en D-glucose-1-phosphate par

l'action de I'enzyme phosphoglucomutase.

e e e e e e e e e e ———
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3-Transformation du D-glucose-1-phosphate en UDP glucose en présence de
L'UTP (Uridine Tri Phosphate).

L'UDP-glucose-pyrophosphorylase est une enzyme du foie et du muscle qui
active le glucose-1-phosphate en transférant une molécule d'acide uridylique
provenant de I'UTP. Le produit activé est appelé UDP-glucose qui est le carrefour
meétabolique d'ott part la synthese de la vitamine C, dite voie du glucuronate.

4-Transformation de I'UDP-glucose en UDP-glucuronate grace & l'enzyme 6-
déshydrogénase qui oxyde la fonction alcool primaire en acide carboxylique, Cette
enzyme-clé de la synthéese du glucuronate et de ses dérivés est nécessaire a la
production de plusieurs dérivés essentiels et aux voies de détoxification
hépatique.

5-Transformation de 1UDP D-glucuronate en acide D-glucwonale PETRTIS
hydrolyse enzymatique catalysée par 'UDP-glucuronate hydrolase.
6-Transformation de 1'acide D-glucuronate en acide L-gulonique, la réaction est
catalysée par une glucuronate réductase.

7-Transformation de Tlacide L-gulonique en IL-gulonolactone par une
aldonolactone par estérification interne.

8-1'acide L-gulonolactone est transformé en 2 céto-L-gulonolactone par
déshydrogénation grace & une L-gulonolactone déshydrogénase. Cette enzyme est
absente chez les espéces qui ne peuvent synthétiser la vitamine C, la réaction est
alors bloquée.

9-L'énolisation du 2 céto-L-gulonolactone en acide L-ascorbique (vitamine C).
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7- Mode d’action de la vitamine C:

La vitamine C est absorbée essentiellement au niveau du jéjunum proximal
et de I'lléon grace a un systeme de transport actif dépendant du sodium, Pour les
doses habituelles de vitamine C ingérée avec la nowrriture, on considére qgue 80%
de vitamine C est absorbée. Dans le sang, le transport s'effectue sous forme libre
(75%) ou liée au protéines plasmatiques (environ 25%)(Florian et al.,, 2005). C'est
un piégeur des espéces oxygénées actives, ceci en protégeant divers substrats
biologiques (protéines, acides gras, ADN) de I'oxydation. Elle peut toutefois se
transformer en un pro-oxydant puissant, capable d'initier des processus de
peroxydation lipidique si, en faible quantité, elle se trouve en présence d'une
concentration élevée en fer. La tolérance intestinale désigne la quantité de
vitamine C qui peut étre absorbée par lintestin dans un temps donné, Lorsque
cefte gquanlilé esl alleinle, la vitamine C non absorbée est éliminée dans les selles,
Durant son trajet, elle attire de l'eau dans l'intestin ce qui produit une diarrhée
passagere. Ceci est une des raisons pour lesquelles on ne peut pas s'intoxiquer
avec de la vitamine C. La vitamine C est un cofacteur enzymatique impliqué dans
un certain nombre de réactions physiologiques (hydroxylation).Sous forme
oxydée, elle traverse la barriere hémato-encéphalique pour accéder au cerveau et a
plusieurs organes a forte concentrations de vitamine C. Il s'agit d'un antioxydant,
molécule capable de contrer 'action néfaste d'oxydants comme les radicaux libres
(Albert et al,, 1979). La variabilité de la tolérance intestinale suggére un besoin
accru de l'organisme en vitamine C dans les périodes de stress ou de maladies,

comume on ['observe chez les animaux qui synthétisent la vitamine C.

um-_m_m

Coniribution i I'étude de I'effet de la vitanrine C sur le diabéte 19


http://www.scantopdf.eu
http://www.scantopdf.eu

- T T

"~

Chapitre 11 Vitamine C

8- Fonctions de la vitamine C:
Les fonctions de la vitamine C sur notre organisme sont multiples :

> Fonctions biochimigques :

La vitamine C permet la formation et la restauration des mugueuses et du
tissu conjonctif par le collagene sur lequel se déposent les minéraux et en

particulier le calcium, ce qui va former les os, les dents, les cartilages.

Dans plusieurs cas, il a été démontré que Ia collagénose aigue se rattache a4 un
scorbut subclinique c’est-a-dire une insuffisance en vitamine C expliquant la
porosité et la fragilité des vaisseaux, le fait que les sels minéraux se retirent des os
et des dents, que I'anémie progresse et que les blessures se refusent a guérir. C'est
le collagéne qui cimente les cellules osseuses et procure aux os & la fois leur
tésistance et leur flexibilité, et cest également Iui qui donne 2a I'épiderme sa
douceur au toucher, sa souplesse et sa fermeté, ['état di rollagéne entretient ainsi
un rapport étroit avec le phénomene du vieillissement (Pauling et Pauling, 1975).
» Fonctions enzymatiques :

La vitamine C agit commie un donneur d’électrons pounr 11 enzymes (Levine,
1986). Trois de ces enzymes se trouvent dans les champignons mais pas chez les
humains ou d’autres mammiféres (Stubbe, 1985) et sont impliqués dans les voies
de réutilisation des pyrimidines. Les huit aufres enzymes se irouvent chez
I'homme et participent 4 I'hydroxylation du collagéne (Wondrack, 1978) ainsi que
dans la biosynthese de la carnitine (Englard et Seifter, 1986).

» Fonctions cérébrales :

La vitamine C permet la synthése de certaines amines cérébrales (dopamine,
noradrénaline, adrénaline), médiateurs d'importance capitale dans la transmission
de l'influx nerveux entre les neurones. Ainsi, la vitamine C s'est elle révélée étre
un composant majeur des thérapies ortho moléculaires des troubles mentaux
(Hasanein et Shahidi, 2010).

B S
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» Fonctions immunitaires ;

Les globules blancs, gardiens de I'immunité, contiennent pres de 60 fois plus
de vitamine C que le plasma sanguin. Les réserves sont vite épuisées en cas de
maladies, infections, ou choc traumatique. Différents travaux ont démontré que
des concentrations élevées en vitamine C permettaient une meilleure mobilisation
des globules blancs et des neutrophiles, leur permettant ainsi de s'attaquer
beaucoup plus facilement aux bactéries. La vitamine C est également
indispensable 4 la synthese d’anticorps et elle possede donc un effet antiviral a
fortes doses ; elle favorise la synthese et I'activité de V'interféron qui empéche la
pénétration du virus dans la cellule (Bourne, 1949).

» Cancer:

De nombreuses études épidémiologiques élablissenl une corrélation entre
une [orte consommation ('aliments riches en vitamine ( et un faible taux de
cancer et de maladies cardio-vasculaires. Concernant le cancer de l'estomac, la
vitamine C inhiberait l'action néfaste sur la muqueuse d'une bactérie nommée
Heélicobacter Pilori. Bien aprés Linus Pauling dont c’était 1'une des pistes
importantes, I'Institut National de la Santé de Washington, en 1990, a montré que
la vitamine C joue un role actif et important dans la prévention du cancer et
qu'une teneur faible en vitamine C (hypovitaminose) double le risque statistique
de cancer. Par ailleurs, la vitamine C atténue les conséguences des effets
secondaires de la chimiothérapie et de la radiothérapie, tout en participant elle-
méme a la destruction des cellules malignes et en empéchant leur multiplication.
La vitamine C combattrait directement certaines cellules rancéreuses sans nuire

aux tissus sains (Cameron et Pauling, 1977).
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» La prévention de la cataracte:
Inviron 20 millions de personnes dans le monde souffrent de cataracle 'psi-

a-dire d'une opacification du cristallin de I'ceil qui conduit A terme,  la cécité. Le
cristallin de ['ceil, de par sa fonction, est la cible, entre autres, des rayonnements
ultraviolets. Ce rayonnement, trés énergétique, provoque la production de
radicaux libres. Ceux-ci attaquent les protéines produisant ainsi leur oxydation.
Leur élimination devient plus difficile avec 1'age, elles saccumulent et §'agragent,
précipitent, formant un voile insoluble qui empéche la lumiére de passer. La
vitamine C antioxydante agirait en inhibant l'action des radicaux libres (réaction
de réduction de ces derniers) et protégerait ainsi les protéines du cristallin. Tes
risques de développer une cataracte sont quatre fois supérieurs chez les personnes
ayant un faible apport en vitamine C comparativement aux personnes ayant les
apports vilaminiques les plus élevés (Claude, 2003),

9- Hypervitaminose { et Hypovitaminose C :

L’apport journalier recommandé pour la vitamine c est de 60 mg /jour. Une
carenge ou un exces en vitamine C est associé a des troubles metaboliques qui
peuvent s'aggraver dans certains cas.

Hypervitaminose C ;

Chez un individu sain, il ne semble pas que la vitamine C prise & des méga
doses c'est-a-dire plusieurs grammes / jour, puisse présenter une toxicité sérieuse
(Pauling, 1970). Cependant, chez des individus susceptibles, ces mega doses
peuvent engendrer un certain nombre d’effets indésirables qui se traduisent
principalement par une toxicité rénale (calculs, acidification de Vurine), cette
toxicité potentielle se produit au niveau intestinal. Des apports de 2 2 3 g/jour de
vitamine C peuvent produire une diarrhée chez certaines personnes ( Kubler et

Gehler, 1970) .
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L'oxalate est un produit final du catabolisme de l'ascorbate et joue un role
important dans la formation de calculs rénaux si les apports en vitamine C
dépassent 1g, en particulier chez les sujets présentant des quantités élevées de
calcium dans l"urine (Schmidt et al,, 1981).

L'exces en vitamine C peut déclencher une hémolyse chez certaines personnes,
surtout ceux qui ont une déficience en déshydrogénase glucose-6-phosphate
(glucose-6-phosphate dehydrogenase deficiency) ( Mehta et al., 1990) ; également
une absorption diminuée de la vitamine B12, pouvant produire des symptomes
d'anémie mégaloblastique, lapparition de diarrhée et de vomissements
occasionnels (Herbert et Jacob, 1974).

Hypovitaminose C:

Les études ont indiqué que la quantité de vitamine C nécessaire pour prévenir ou

guérir les premiers signes de carence est comprise entre 6,5 et 10 mg/jour. Les

signes cliniques du scorbut apparaissent chez les hommes a des conceritrations

inférienres & 10 mg/jour (Krebs et al,, 1948) ou lorsque le contenu de tout le corps

est en dessous de 300 mg ( Baker et al ., 1969).

Aujourd’hui, la carence grave en vitamine C n’existe plus. Toutefois, des situations

de Carence modérée sont fréequemment observées. Elles se manifestent par une

perte d'appétit, un relatif amaigrissement, une fatigue chronique et une sensibilite

accrue aux refroidissements.

Le scorbut est une maladie anciennement connu qui se manifeste par

» L'asthénie, cedemes aux bras et jambes, hémorragies, saignement du nez et des
gencives, ecchymoses sous cutanées, déchaussement des gencives, mort par

épuisement.
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Les hypovitaminoses plus discretes sont trés répandues et se manifestent par :

» l'asthénie, l'amaigrissement, des céphalées, des douleurs osseuses, une

moindre résistance aux infections et des troubles hémorragiques,

Une carence grave se traduit de plus par lapparition d'hématomes et
d'hémorragies. Elle entraine une fragilité des capillaires sanguins ayant pour
conséquence des saignements de nez par rupture des vaisseaux, des hémorragies
rétiniennes chez les diabétiques, des dégénérescences tissulaires plus importantes
chez les personnes agées: arthrose, ostéoporose, des lésions oculaires (de la macula
ou cataracte) (Robert et Cathcart 1991).

10- Propriété antioxydante de la vitamine C:

Les radicaux libres sont des atomes ou des groupes d’atomes possédant un
ou plusieurs électroms non liant. Il sent produits naturellement par notre
organisme et entrent, par exemple, dans les processus de production d’énergie. Ils
interviennent également dans les mécanismes immunitaires en permettant de
lutter contre linvasion par des bactéries ou des virus. Mais, sous certaines
conditions, ils peuvent étre produits en excés et se mettent 2 dégrader les parois
des cellules, les protéines et méme I’ ADN. On parle alors de « stress oxydatif ».
L'antidote contre les radicanx libres, ce sont les antioxydants: Ce sont des
composés capables de lutter efficacement contre les radicaux libres en excés dans
notre organisme, les rendant ainsi inoffensifs. On distingue plusieurs types
d’antioxydants, tels que des enzymes antioxydantes : superoxyde dismutase,
glutathion peroxydase, catalase (Fendri et al,, 2006), des antioxydants d’origine
alimentaire : ce sont les vitamines (Anne-Marie Roussel, 2009); des oligo-

élements (zinc, sélénium, calcium ...).

‘%‘m—l
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Parmi ceux-ci, l'acide ascorbique qui est une vitamine (vitamine C) qui a la
propriété d’étre fortement réductrice agit sur "oxygeéne par oxydoréduction grace
a sa fonction énediol et se transforme en acide déhydroascorbique qui a la méme
activité biologique que l'acide ascorbique. Dans cette fonction, la vitamine C
donne des électrons a haute énergie pour neutraliser les radicaux libres et dans ce
processus, il devient le DHA (déshydroascorbate) (Robert et Cathcart, 1991). Du
fait de son pouvoir artioxydant, la vitamine C joue un role préventif contre les

maladies cardio-vasculaires et certains cancers (Pauling et Cameron, 1977).
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Figure 06 : Effet de la vitamine C sur les radicaux libres (Gorin et al. , 2003)
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Matériels & Méthodes

Matériel et méthodes :
1- Matériel biologique ¢t conditions d’élevages

Notre étude a été réalisée sur un échantillon de 08 lapins males de
population locale , de souche Cuniculus lepus provenant de la région de Guelma
durant le mois d"Avril, 4gés de 6-7 mois, d'un poids vif moyen de 1500 g, les
animaux sont élevés dans des cages en plastique de 90x60x25 cm de dimension,
tapissées de carton changé quotidiennement, ces cages sont nettoyées par
V'utilisation de détergents comme 'eau de javel pour éviter les infections.
Signalons que 1'élevage des lapins a été effectué au niveau de l'animalerie du
département de biologie (Université de Guelma). Ces lapins sont acclimatés aux
conditions de notre animalerie pendant 3 semaines & une température ambiante
et une photopériode naturelle. La nowriture a été bien équilibrée et variée, elle
contient tous les éléments nécessaires pour la croissance naturelle des animausx.
Le régime alimentaire conlienl des allueils secs compuse e mals et d'vrge qul
sont riche en protéines, fibres, et en glucides. Ce régime a été fournit a partir de
18 h jusqu‘a midi du lendemain, tandis que la période de I'aprés midi présente
un régime alimentaire riche en vitamines et en eau basée sur les légumes variés
comme la salade, la carotie et de I'eau potable. Apres la période d’adaptation,
une seule dose d’alloxane est injectée aux lapins par voie intraveineuse
(100mg/1Kg de poids) (Gumieniczek et al, 2002). 72 h aprés l'injection, on
dose le glucose et quand on est sur que le diabete est induit, on repartit les

lapins en 02 groupes.
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26

== —1


http://www.scantopdf.eu
http://www.scantopdf.eu

]

Matériels & Méthodes

2- Traitement des animaux ;
Lis 08 lapins susil répattis en deux loty egaux (4 lapins /lor).
<1#Jot de 04 lapins diabétiques non traités.
-2eme Jot de 04 lapins diabétiques traités a la vitamine C.
Le traitement par la vitamine C a été effectué par voie orale, chaque jour
avec une dose de 100mg/ kg de poids pendant 21 jours (Agaoglu et al., 2002).

Les animaux sont pesés 3 fois par semaine,

3- Préléevement sanguin

Les prélevements sanguins se font par sacrifice a la fin do traitement. Les
echantillons sanguins sont recueillis dans des tubes secs, puis centrifugés a
3000tr/ minute pendant 15 minufes. Le sérum est séparé en deux ou hois
fractions dans des tubes Ippendorf, puis mis & (-20°) jusyu’au womuil du

dosage.

4 - Prélévement des organes:
Apres décapitation et dissection des lapins, le pancréas est prélevé et mis
dans du bouin alcoolique pour I'étude histologique, en outre un morcean du

foie est maintenu au congélateur a -20°C pour le dosage du glutathion (GSH)

Contribution @ I'étude de Veffet de 1a vitamine C sur le diabéte
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Figure 07 : Schéma récapitulatif du protocole expérimental,
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5- Dosage des parametres biochimiques :

Les parametres biochimiques sont dosés au niveau de la polyclinique

d’Heliopolis et 'hopital de Ain larbi, selon les fiches techniques suivantes :

5-1 Dosage du glucose : (Kaplan, 1984) selon la fiche technique Spinréact.

< Principe:

Le glucose est mesuré aprés une oxydation enzymatique en présence du

glucose oxydase et la peroxydase, selon les réactions suivantes :

glucose +0 5t H,O ——G()"L-)-Aei-de'gluconique +H 3 0O 5

H 202 + Phénol -+ 4 — aminophenazone &Quimme +H,0

## Fcohantillon : sérum,
< Les réactifs utilisés:

Les réactifs Composition Concentration
Réactif (Ry) “Tris pH = 7.4 92 mmol /I
(Tampon) -Phénol 0.3 mmol/l
Reactif (Rz) - Glucose oxydase (GOD) 15000 U/1
(Enzymes) - Peroxidase (POD) 1000 U/I
- 4- aminophenazone (4- 2.6 mmol/]
AP)
Etalon -Solution de Glucose 100 mg/dl

< Préparation de réactif de travail (RT):
v Dissoudre le contenue de réactif (R) dans la fiole de réactif (R1):

v Mélanger bien et doucement jusqu'a la dissolution complete .Ce réactif de

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

Contribution d I'étude de I'effet de la vitamine € sur le diabéte
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Blanc Etalon Echantillon
RT 1ml 1 mi 1ml
Etalon e — S (0T) (Y E
Echantillon | - I 10 pl

v' Agiter bien et incuber pendant 10 min a 37 °C ou 15 -20 min & 25 °C.

¥" Mesurer l'absorbance (A) de I'échantillon et de standard a 505 nm contre le
blanc, la couleur est stable pendant 30 min.

% Calcul:

La concentration du glucose dans l'échantillon est calculée par la formule

suivante >

Glivcose{mfdiy= LAYecaanilon

%100
(A)éralon

La concentration d’étalon = 100 mg/dl.

5-2-Dosage des ftriglycérides : (Buccolo et al., 1973) selon la fiche technique
Spinréact
+ Principe:

Les ftriglycérides sont enzymatiquement hydrolysés en glycérol et en
acides gras libres par la lipoprotéine-lipase (LPL) .Le glycérol sous l'effet du
glycérol kinase forme le glycérol -3- phosphate (GTP) qui est oxydé en HsOs, Ce
dernier forme avec le 4-aminophenozone et le p-chlorophenol en présence de

peroxydase un complexe rouge, selon les quatre réactions suivantes:
_ LPL . L
Triglycérides + HHO——— Glycérol + acide gras libre
Glycérol + ATP——— Glycérol — 3— phosphate + ADP
g GPO . ok )
Glycerol 3P + 0z———— Dihydroxy acétone— P + H20s

H:0: +4—aminophenasone+ P — Chlorophenolﬂ}(}ui:none +H:0

m
Contribution a I'étude de Ueffet de la vitamine C sur le dinbéte ==
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—

L'intensité de la couleur est proportionnelle & la concentration des triglycérides
dans les échantillons.

+ Echantillon : Sérum.
< Les réactifs utilisés :

Les réactifs  Composition Congcentration
Réactif (Ry) - GOOD pH=7.5 50  mmol /1
Tampon -P-Chlorophenol 2 mmol /1
- Lipoproteine lipase (LPL) 150000 U/1
-Glycérol kinase (GK) 500 U/1
Réactif (R2))  -Glycerol-3-oxidase (GPO) 2500 U/I1
(enzymes)  _Peroxidase (POD) 440 U/l
“1-Aminophenazone (1 AP) 0.L mmol/]
=ATP 0.1 mmol /1
‘Etalon -Triglycéride ~ aqueux  primaire 200 mg/dl

standardisé

2 Préparation de réactif de

travail (RT):

v Dissoudre le contenu de réactif (Rz) dans la fiole de réactif (R1).

v Mélanger bien et doucement la solution jusqua ce qu'elle devient

homogene.

Ce réactif (RT) est stable pendant 6 semaines a 2-8 °C ou une semaine a 15-25

g~

+ Mode opératoire :

Blanc Etalon Echantillon
Réactif de travail (RT) Tl Tml Tml
“Ftalon - 10 —
Echantillon | = e | e 10 pl

Contribution a Vétude de Veffet de la vitamine C sur le diabdte
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¥ Mélanger et incuber les tubes pendant 5 min 2 37°C ou 10 min a 15-25°C.
v Lire l'absorbance (A) de 'échantillon et de I'étalon a 505 nm contre le blanc.
Calcul;

o
“

(A) Echantilion
(4) Etalon

% 200

Triglycérides (mg | dl) =

La concentration d'étalon = 200mg/dL

5-3 - dosage du cholestérol :(Naito, 1984) selon la fiche technique Spinréact.
% Principe:

Le cholestérol présent dans l'échantillon forme un complexe coloré selon
la réaction suivante :

Cholestérol ester + Ha0 — holestérolestérase | -y o verol + Acides gras

Cholestérol + O - Cholestérol Oxydase

>4 - Cholesténone + Hzo "

2H,0, +Phénol+4- Aminophensone Porpinsg »4H, 0 +Quinoneimie

L'intensité de la couleur formée est proportionnelle a la concentration du
cholestérol dans 'échantillon.

*» Echantillon : Sérum.

% Les réactifs utilisés :

Les réactifs Composition Concentration

Réactif (R1)  -Pipes pH=6.9 90 mmol /I

Tampon -Phénol 26 mmol /1

Réactif (Ry) - Cholestérol estérase. 300 U/1

(enzymes) ~Cholestérol oxydase. 300 U/1
-Peroxydase. 1250 U/1
~4-Aminophenasone (4-AP) 04 mmol/l

Etalon -Cholestérol agueux primaire 200 mg/dl
standardisé.

__-_‘ﬂ:-t_.—,m:_wi

Contribution a l'étude de I'effer de la vitamine C sur le diabste
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< Préparation de réactif de travail (RT);
v Dissoudre le contenu de véactif (Rs) dans la fiole de réactif (Rq).

v Meélanger bien et doucement la solution jusqua ce qu'elle devient

homogeéne.

Ce réactif (RT) est stable pendant 4 mois a 2-8 °C ou 40 jours a 15-25 °C.

% Mode opératoire ;

Blanc Etalon Echantillon
Réactif de travail (RT) Iml 1ml Tml
Etailon | @ e 10 pl I
Echantillon oo e 10 ul

v Mélanger et incuber les tubes pendant 5 min 4 37 °C ou 10 min & 15-25°C.
v’ Lire l'absorbance (A) de l'échantilion et de I'étalon 2 505 nm contre le blanc.

La wuleur est stable pendant 2 heures,

s Calcul:

Cholestérol (mg [ dl) =

(A) Echantillon 2

(A) Etalon

La concentration d'étalon = 200mg,/ dL
5-4-Dosage des protéines dans le sérum :(Burfis et al,, 1999) selon la fiche

technique Spinréachk

% Principe:

Les protéines du sérum forment dans un milieu alcalin avec les ions de

cuivre, un complexe coloré en bleu violet.

L'intensité de la couleur violette est proportionnelle 4 la quantité des protéines

présentées dans l'échantillon.

Protéinest Cy +2 —PHalealin Cu complexeprotéiniqe

Contribution a U'étude de Veffet de la vitamine C sur le diabéte
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% Echantillon : Sérum.
% Les réactifs utilisés :
Les réactifs Composition Concentration
‘Réactif (R)  -Sodium Potassium Tartrate. 15 mmol /I
-Sodium iodique. 100 mmol /1
-Potassium iodique. 5 mmol/l
- Sulfate de cuivre 19 mmol/1
Etalon - Sérum Bovin Albuniine 7 g/dl
% Mode opératoire :
Blanc Etalon Echantillon
Réaetif (R) Tml 1ml Iml
Etalon e 25ul | e
Echantillon | = —— | e 25 ul

¥" Mélanger et incuber les tubes pendant 5 min & 37 °C ou 10 min a 15-25°C..
v" Lire l'absorbance (A) de I'échantillon et de 'étalon 4 540 nm contre le bianc.

La couleur est stable pendant 30 min.

* Calcul:

(A) Echantillon 7

Protéines (gl dl) =

(A) Etalon

La concentration d'étalon =7 g/dl.

5-5 -Dosage de l'urée : (Kaplan, 1984) selon la fiche technique Spinréact

% Principe:

L'urée est hydrolysée enzymatiquement en ammonium (NHs) et dioxyde

de carbone (CO») selon la réaction suivante :

Urée + H2O + 2H —————5 2 NH3 + CO:

Uréase

Contribution a I'étude de Ueffet de la vitamine C sur le diabéte
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Les ions ammoniums formés réagissent avec a- cétoglutarate dans une réaction
catalysée par glutamate dehydrogenase (GLDH) avec oxydation simultanée de
NADH a NAD.

2NH3 + e -cétoglutarate + NADH LLD—]*I—HEL‘,O + NAD"™ +L - Glutamate
La baisse dans la concentration de NADH, est proportionnelle a la quantité
d'urée présentée dans 1'échantillon.
% Echantillon : Sérum
% Les réactifs utilisés :

Les réactifs Composition Concentration

Réactif (R))  -Tris pH=7.8 80 mmol /1

Tampon -a-cétoglutarate . 6 mmeol /1
- Uréase. 3750 U/1

Réactif (R») -Clutamate dehydrogenase 6000 U/1

(enzymes) (GLDH). 0.32 U/1
-NADH

Etalon - Urée  aqueux  primaire 50 mg/dl
standardisé.

% Préparation de réactif de travail (RT):

v Dissoudre le contenu de réactif (Rz) dans la fiole de réactif (Ri) .

v Meélanger bien et doucement la solution jusqu'a la dissolution complete.
Ce réactif (RT) est stable pendant 6 semaines & 2-8 °C ou 7 jours a 15-25 °C

< Mode opératoire :

Blanc Etalon Echantillon
Réactif (RT) 1ml 1ml Tml
Etalon e 10 pl e
Echantillon = | - 10 pl

—— ==

Contribution a I'étude de Veffet de la vitamine C surle diabéte
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%

¥ Meélanger et lire 1'absorbance (A) de l'échantillon et de I'étalon & 340 nm

contre le blanc aprés 30 s (A1) et apres 90 s (As).
v Calculer: AA =A; - Ao
% Calcul:

(Ad) Eohanillon

Urée (mg/ldl) = (A4) Efalon

La concentration d'étalon = 50 mg/dl.

5-6-Dosage de la créatinine : (Murray, 1984), selon la fiche technique Spinréact
< Principe:

La créatinine forme dans un milien alcalin avec l'acide picrique, un
complexe rouge.
Lintensité de la couleur formée est propartionnelle 4 la concentration de Ia
créatinine dane 'échantillon.
% Echantillon : Sérum.

% Les réactifs utilisés :

Lesréactifs Composition Concentration
Réactif (R1) - Acide picrique. 17.5 mmol /I
Réactif (Ry) - Hydroxyde de sodium. 029 mmol/1
Etalon - Créatinine (solution). 2 mg/dl

** Préparation de réactif de travail (RT):
v Mélanger bien un volume de (R1) avec le méme volume de (R3).

Ce réactif (RT) est stable pendant 10 jours & 15-25 °C.

Contribution & I'étude de I'effet de la vitainine C sur-le diabéte
36


http://www.scantopdf.eu
http://www.scantopdf.eu

= =

-_——_—
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“* Mode opératoire :
Blanc Etalon Echantillon
Réactif (RT) | Tml 1ml 1ml
Ftalon = | @ i
Echantillon | . e | 100 pl

v" Mélanger et lire l'absorbance (A) de l'échantillon, de l'étalon et de blanc a
492 nm contre l'eau distillé apres 30's (Aq) et aprés 90 s (As).

v" Calculer: AA =As- A5

< Calcul:

AA Eehaniillon — AA Blanc «?
AA FEralon — AA Blanc

Créatinine (mg / dl) =

La concenliation d'élalun = 2y /L

5-7- Dosage de l'acide urique : (Schultz, 1984) selon la fiche technique
Spinréact
+ Principe:

L'acide urique est oxydé par uricase a allantoine et eau oxygénée (ZH;O»)
qui sous l'influence de peroxydase (POD), 4-Aminophenasone (4-AP) et le 2-4
Dichlorephenol sulfonate (DCPS) forme un complexe rouge (quinoneimine).
Acide urique + 2H:0 + 0s —208€  Allantgine+ COs+ 20
2H:02 4 4 — AP +DCPS — 22, Quinoneimine + 4H20
L'intensité de la couleur formeée est proportionnelle & la concentration de l'acide

urique dans l'échantillon.

* Contvibution i Vétude de Veffet de la vitamine C sur le diabéte
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% Echantillon ;: Sérum.
< Les réactifs utilisés :

Les réactifs
Réactif (Ra)
(Tampon)
Réactif (Ra)
(Enzymes)

Etalon

% Préparation de réactif de travail (R'T):

Composition

- Uricase.
-Peroxydase(POD).
-Ascorbate oxydase.
-4-Aminophenasone (4-AP)

Matériels & Méthodes

- Phosphate pH = 7.4
-24 Dichlorophenol sulfonate (DCPS)

- Acide urique aqueux primaire

standardisé.

==

Conceniration
50 mmol /1
4 mmol/l
60 U/1

660 U/1
2000/1

1 mmol/l

6 mg/dl

v Dissoudre le contenu de réactif (Rz) dans la fiole de réactif (Ry).

v Mélanger bien et doucement la solution jusqu'a ce qu’elle devient

homogene.

Ce réactif (RT) est stable pendant un mois a 2-8 °C ou 10 jours a 15-25 °C

% Mode opératoire :

Blanc Etalon Echantillon
Réactif (RT) 1ml ml 1ml
Etalon ———— 25 nl meeman
Echantillon mmnm e 25 ul

¥ Mélanger et incuber les tubes pendant 5 min a 37 °C ou 10 min a 15-25°C.

v' Lire l'absorbance (A) de 1'échantilion et de 1'étalon 2 520 nm contre le blanc.

La couleur est stable pendant 30 min.

Contribution @ V'étude de Ueffet de la vitamine C sur le diabéte
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(A) Echantillon <6
(A) Etalon

Acide urigue (mg/ dl)y=

Concentration de I'étalon = 6 mg/dl

5-8-Dosage de [l'activité d'Aspartate aminotransférase ASAT (TGO) et
d'Alanine aminotransférase ALAT (GPT): (Murray ,1984), selon la fiche
technique Spinréact.

% Principe:

Les transaminases TGO et TGP présentes dans le sérum catalysent le
transfert du groupement amine du glutamate vers 'oxaloacétate et le pyruvate
dans des réactions réversibles. L'activité de ces enzymes est proportionelle & la
quantité du pyruvate ou l'oxaloacétate formée aprés une réaction avec 2.4 -
Dinitrophénylhydrazine (DNPH) dans un milieu alcalin.

% Echantillon : Sérum.

% Les réactifs ufilisés :

Les réactifs Composition Conceniration
Réactif (R1a) -DL-Aspartate. 100 mmol/1
(Substrat TGO) -a-cétoglutarate. 2 mmol/l
Réactif (Ryv) -DL-Alanine, 200 mmol/1
(Substrat TGP) -a-cétoglutarate. 2 mmol/1
Réactif (Ry) -2,4-Dintrophenylhydrazine 1  mmol/l
(DNPH).

Etalon -Etalon de pyruvique. 1.2 mmol/]
NaOH - Hydroxyde de sodium. 04 N

Contribution 4 I'étude de Ueffet de la vitanine C sur le diabéte
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% Mode opératoire ;

Blune Lialon
Réactif (R:a) GOT 0.5 ml mmmen
Réactif (Ris) GPT e 0.5ml

v Mélanger et incuber les tubes pendant 5 min a 37°C, ensuite ajouter:

Echantillon 100 ul 100 pl

v" Mélanger et retourner les tubes au bain marié.

Réactif (R2) 0.5ml 0.5 ml

¥ Meélanger et incuber les tubes pendant 20 min & 15-25°C.

NaOIT 0.4N 5 il 5 ml

v Mélanger et incuber pendant 5 min a 15-25°C.
v Lire l'absorbance (A) de l'échantillon & 505 nm contre l'eau distillée. La

coulenr est stable pendant une heure.

< Calcul:
Les absorbances (A) obtenues sont rapportées sur la courbe d'étalonnage.

<+ Courbe d'étalonnage ;

Tube 1 2 3 4 5 6

Eau distillée 02ml  02ml 02ml  02ml 02ml  02ml
Ria ouRis 1 ml 09ml 08ml 07ml 06ml  0.5ml
Etalon 0.0ml  01ml 02ml 03ml 04ml 0.5ml
DNFH 1 ml 1ml 1m 1 ml 1 ml 1 ml

v Mélanger et incuber les tubes pendant 20 min & 15-25°C.
NaOH 0.4N 10 ml 10 ml 10 ml 10 ml 10 ml 10 ml

Contribution @ U'éfude de Veffet de la vitamine C sur le diabéte
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7- Exploration statistique des résultats :
# les calculs statistiques ont ¢té effectués a 'aide d'un logiciel d‘analyse et de

traitement statistique des données (Origine 6.0).

> Les résultats sont représentés sous la forme (moyenne + écart type moyen) et
les différences ont été considérées significatives a P < 0.05.

» Nous avons déterminé, grice aux statistiques élémentaires; les parametres

statistiques de base pondérale, biochimiques et hépatiques, pour chague lot

expérimental. Les données ont été analysées par ['analyse de Ia variance & un
critere de classification (ANOVA).
> A laide du test du Student, nous avons comparé les moyennes deux a

deux pour chaque variable (parametre étudié).

Contrittion a U'étude de Ueffef de la vitaniine C sur le diabéte
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¥ Mélanger et incuber pendant 20 min.
¥ Lire l'absorbance (A) a 505 nm contre l'eau distiliée.
TGO U/l 00 11 27 46 72 104
TGP U/ 00 12 24 40 7 —
y = 0,0052x + 0,1969| 7
0.6 = Rz‘-_- 09613 |
0,5 - |
8 014 = & :
0,3 -
0,2 -
[ l
0,1 - |
0 . : |
0 20 40 60 80 |
TGO (U/ :
\\—h — ———— — (IJ n — —
Figure 08: La courbe d étalonnage de I’Aspartate Aminotransferase
(ASAT/TGO)
| ¥=0,005x + 0,2273] ']|
05 - |
04 -
8 a3 4
02 ¢ \
0,1 -
0 . ; : ‘ : .
0 10 20 30 40 50 80 70
= TGP (UN) y

Figure 09: La courbe d étalonnage de 1’Alanine Aminotransferase

(ALAT/GPT)

Contribution a I'étude de l'effet de la vitamine C sur le diabéte
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5-9- Dosage de l'activité de la phosphatase alcaline (PAL) : (Rosalki et al.,
1993) selon la fiche technique Spinréact
% Principe:

Le substrat p-nitrophényl phosphate est hydrolysé par la phosphatase
alcaline de l'échantillon, en présence d'ions magnésiums, pour donner du p-
nitrophénol, dont la couleur jaune est lue a 405 nm.

L'intensité de la couleur développée est proportionnelle & lactivité de la
phosphatase alcaline dans 1'échantillon.

P - Nitrophenyl phosphate + H,0 —2 ,p_ Nitropheno! + Phosphate

< Echantillon : Sérum.

%+ Les réactifs utilisés :

1.es réactifs Cfimpr)siﬁon Concenlration
Réactif (R))  -Diethanolamine (DEA). 1 mmol /I
(Tampon} - Magnésium chlorure. 0.5 mmol /1
Réactif (R2) -P-nitrophényl-phosphate. 10  mmol/]
(Substrat)

¢ Préparation de réactif de travail (RT);

v" Dissoudre une tablette de R; dans le flacon de R,.

v Meélanger bien et doucement la solution jusqu' 2 la dissolution compléte.
Ce réactif (RT) est stable pendant 21 jours & 2-8 °C ou 5 jours & 15-25 °C

L/

< Mode opératoire ;

Réactif (RT) 1.2ml

Echantillon 20 pl

v Meélanger, et incuber pendant une minute a 37°C.
v Lire I'absorbance (A) de I'échantillon a 405 nm. contre I'eau distillée apres
1min (A1), 2Zmin (Az), et 3 min (As).

Contribution it I'étude de 1effet de la vitamine C suy le diabéte
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v" Calculer la différence entre les trois lectures: A A.
¥" Calculer la moyenne des déférences: AA/min.
% Caleul;

L'activité de la phosphatase alcaline (L) = A Afmin x3300

5-10 Dosage du glutathion hépatique (GSH) :

Le dosage de glutathion a été réalisé au niveau de laboratoire de
biochimie de I'université de Guelma selon le protocole de Weakberker et al.,
(1988).

% Principe:

Le principe de ce dosage repose sur la mesure de l'absorbance optique de
T'acide 2-nitro-5mercapturique, Ce dernier résulte de la réduction de l'acide 5,5-
dithio-bis-2-nitrobenzoique (réaclil d'Flluian) par les provpenents (-SH) dn
glutathion.

Une fois préparé, I'homogénat doit subir une déprotéinisation (par l'acide
sulfosalysilique 0.25 %) afin de protéger les groupements (-SH) du glutathion.

<+ Echantillon : le foie.

% Les réactifs utilisés et leurs préparations:

¢ Tampon (Tris-EDTA):;pH=9.6

Dissoudre 19.382 g de Tris (0.4M) et 2.976 g d'EDTA (0.02M) dans 400ml d'cau
distillée.

= Solution de I'Acide sulfosalysilique 0.25 % :

Dissoudre 0.063 g de 1a poudre dans 25 ml d'eau distillée.

» Solution de DTNB (0.01 M):

Dissoudre 0.0594 g de la poudre dans 15 ml de méthanol absolu 99%.
 Solution d'EDTA (0.02M):

Dissoudre 2.976g de la poudre dans 400 ml d'eau distillée,

Contribution a Vétude de I'effet de la vitmnine C snr le diabite
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% Protocole expérimental :

Les échantillons (100 mg de foie de chaque animal) sont wmis
individuellement en présence de 6 ml de solution dEDTA (Acide Ethyléne
Diamine Tétra Acétique) a 0.02M.

Le mélange mis dans des glacons est broyé a l'ultrason pendant 35 secondes.
Prélever (.8 ml de I'hnomogénat

Ajouter 0.2 ml d'une soluton d'acide sulfosalysilique (SSA) 0.25%.

Agiter et laisser pendant 15 minutes dans un bain de glace.

Centrifuger & 1000 tours /min pendant 5 minutes.

Prélever 0.5 ml du surnageant.

Ajouter 1 ml dutampon Tris, pH =9.6.

T T O N A

Mélanger et ajouter 0025 ml de l'acide 5.5-dithio-bis-2-nitrobenzoique
(DINB).

v Laisser pendant 5 minutes dans la température ambiante pour Ia
stabilisation de la couleur.

v' Lire I'absorbance optique 2 412 nm contre un blanc contenant l'eau distillée &

la place de I'homogénat.
< Calcul:
Dox1x1.525
GSH (nbd'n ) = .
(g T = 00 % 0.8 0.5 mg Pr
DO: densité optique.

Idle volume total des solutions utilisées dans la déprotéinisation (0.8 ml
homogénat + 0.2 ml SSA).

1.525 : le volume total des solutions utilisées dans le dosage du GSH au niveau
du surnageant (0.5 ml surnageant + 1 ml Tris EDTA + 0.025 m1 DTNB),

13100 : Coefficient d'absorbance (concernant le groupement -SH a 412 nm).

0.8 : Ie volume du surnageant trouvé dans 1 ml.

0.5 : le volume du surnageant trouvé dans 1,525 ml

Contribution & Véfnde de l'effet de la vitamine C sur le diabéte -
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5-11-Dosage des protéines hépatiques : (Bradford, 1976)
< Principe:

Les protéines réagissent avec un réactif coloré contenant de I'acide
orthophosphorique de I'éthanol aussi que le bleu de coommassie (BBC) .Ce
réactif réagit avec le groupement (-NHz) des protéines .L'intensité de la couleur
reflete la concentration des protéines se fait selon la méthode de Bradford
(1976).
< Echantillon : le foie.

%+ Les réactifs utilisés:

e Le bleu de coommassie G 250 (BBC).

¢ L'acide orthophosphorique.

+ Sérum albumine de bovin (SAB).

% Préparation de réactif de Bradford :

v Dissoudre 100 mg de poudre de bleu de coommassie dans 50 ml d'éthanol
(95%)

v' Agiter le mélange pendant 2 heures avec un agitateur.

v Ajouter 100 ml de l'acide orthophosphorigque (H3POy) 85%.

v’ Compléter le volume jusqu'a 1 litre avec I'eau distillee.

v Filtrer la solution ebtenue avec un papier filtre.

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

#» Mode opératoire :

v" Prélever 0.1 ml de 'homogenat.

v Ajouter 5 ml de réactif de Bradford.

v Agiter et laisser 5 min pour la stabilisation de la couleur,

v" Mesurer l'absorbance optique & 595 nm contre un blanc contenant l'eau
distillée a la place de 'homogénat .La densité optique obtenue est rapporiée sur
la courbe d'étalonnage préalablement tracé (0 -1 mg/ml de sérum albumine de
bovin).

=

Contribution g I'étude de Veffet de la vitamine C surle diabete



http://www.scantopdf.eu
http://www.scantopdf.eu

-

[RS—)

Matériels & Méthodes

v =0,6281x + 0,0153
R*=10,997 l{

DO
=

1 1.2
g.

Figure 10: Courbe d’étalonnage du sérum albumine bovin
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6- Etude histologique ;

Les coupes histologiques du pancréas ont été réalisées suivant la
technique classique de Houlot, 1984
Pour chaque lapin, on préleéve un fragment du pancréas de 0,5 cm? ces
fragments sont mis directement dans du Bouin alcoolique, fixateur couramment
utilisé (26 ml Formol, 7 ml acide acétique et 45 ml acide picrique de 95%). Puis
ces morceaux sont retirés et coupés a l'aide du couteau tranchant afin de
réaliser des prélevements pour l'étude histologique avec une surface de 1-2 cm?
et une épaisseur proche de 1,5 mm. Les pi¢ces obtenues sont alors mis dans des

cassettes spéciales a parois tournées afin de permettre le passage des liquides.

6-1 Déshydratation :

Les échantillons sont ensuite déshydratés pendant 12 heures au minimum
pour €liminer I'eau des tissus, cette opération nécessite le passage du tissu dans
des bains déthanol de concentration croissante (70%, 80%, 90% et 100%).

e ———————————— - — — —————————— ————— ——— ——————
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6-2 Inclusion :

Les pitces anatomiques sont alors plongées dans des bains de paraffine
liguide, puis on procéde a 1'¢tape de 'enrobage qui consiste & inclure le tissu
imprégné dans un bloc de paraffine qui, en se solidifiant, va permetire sa
coupe. La réalisation des coupes minces de quelques microns (5 pm en
moyenne) sont possibles grace a un microtome. Ces coupes sériées sont reliées
entre elles sous forme de rubans ; lesquels sont par la suite étalés sur des lames
porte-objets, déplissés et fixés sur les lames par l'utilisation dune ean
gélatineuse chauffée.

6-3 Coloration :
Selon la technique a I'hémalun-éosine, la coloration suitles étapes
giivantes-
1-Déparaffiner et hydrater les lames a I'eau de robinet puis rincer & I'eau
distillé.
2-Immerger dans un bain d'’hématoxyline de Harris (15 min) qui colore en
bleu violacée les structures basophiles (noyaux).
3- Différencier les coupes dans l'alcool acide (100 ml éthanol a 70% + 50 m1 HCI)
puis les ¥incer a ['ean de robinet.
4- Bleuir dans un bain d'eau ammoniacale (100 ml d’eau distillé + 2 ml
d’ammoniaque).
5-Immerger dans un bain d’Eosine (15 secondes a 2 min) qui colore les
structures acidophiles (cytoplasme),
6- Déshydrater, eclaircir et monter les lames & Eukitt. Tous ces bains sont
séparés par des lavages a I'eau de robinet.
7- Enfin, passer a l'observation au microscope photonique, lequel est équipé

d'un appareil photographique.
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7- Exploration statistique des résultats :

» les calculs statistiques ont été effectués a I'aide d'un logiciel d’analyse et de
traitement statistique des données (Origine 6.0).

> Les résultats sont représentés sous la forme (moyenne + écart type moyen) et
les différences ont été considérées significatives a P < 0.05.

> Nous avons déterminé, grace aux statistiques élémentaires; les parametres
statistiques de base pondérale, biochimiques et hépatiques, pour chaque lot
expérimental. Les données ont été analysées par I'analyse de la variance & un
critere de classification (ANOVA).

» A l'aide du test du Student, nous avons comparé les moyennes deux a

deux pour chaque variable (parameire étudié).
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Les résultats ;

Résultats & Interprétation

Tableau 03 : Représente le gain de polds corporel (g), la concentration serique
du glucose (mg/dl), du cholestérol (mg/dl) et des triglycérides chez les lapins
diabétiques non traités(1), et ceux traités a la vitamine C (2).

Lapins Lapins
diabétiques diabétiques
non fraités + vitamine C
(n=4) (n=4)
M + SE M + SE
Gain de poids -113,25+21,75 143,25%%#%428 375
Glucose 300,5+97,75 126,25"+10,875
-(‘.hnlestéml 5(}+f}.,5 3-1' RAF4D

*: une différence significative, p<0,05.
* ; une différence hautement significative, p<0,01.

¥+ une différence trés hautement significative, p<0,001.
o : nombre des échantillons.
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Figure 11: Représente le gain de poids corporel, la concentration sérique du
glucose (mg/dl), du cholestérol (mg/dl) et des triglycérides chez les lapins
diabétiques non traités(l), et ceux traités a la vitamine C (2).

D'apres les resultats obtenus dans le tableau 03 et la figure 11, nous constatons
une augmentation trés hautement significative du gain de poids corporel (p <
0.001) chez les lapins traités a la vitamine C par rapport aux non traités. Par
contre, nos résultats illustrent qu'il existe une diminution signiﬁcative de la
concentration sérique du glucose (p < 0.03), une diminution hautemerit
significative du cholestérol et des triglycérides (p < 0.01) chez les lapins

diabétiques traités a la vitamine C par rapport aux non traités.
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Tableau 04 : Représente la concentration sérique de l'urée (mg/dl), de la
créatinine (mg/dl), de I'acide urique (mg/dl), chez les lapins diabétiques non

traités et ceux tratiés a la vitamine C.

Lapins Lapins

diabétiques diabétiques

non traités +vitamine C

(n=4) (n=4)

M + SEM M £ SEM
Urée 15,25 + 0,875 6,5%"+ 0,25
Créatinine 125 +0.075 1,048* £ 0,076
Acide urique 10,25 +0.237 0,45 + 0.05

* r une différence significative, p<0,05.
**: une différence hautement significative, p<0,01.
“#% : une différence trés hautement significative, p<0,001.

n : nombre des échantillons.
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Figure 12 : Représente la concentration sérique de l'urée, de la créatinine de

l'acide urique chez les lapins diabétiques non ftraités et ceux traités a la

vitamine C (2).
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Nos résultats montrent une diminution trés hautement significative de la
concentration sérigue de l'urée (p< 0.001), une diminution significative de la
créatinine et de I'acide urique (p < 0.03), chez les lapins diabétiques traités a la
vitamine C par rapport aux non traités.

Tableau 05 : Représente l'activité enzymatique de l'aspartate aminotransférase
(ASAT/TGO) (U/1), de l'alanine aminotransférase ( ALAT/TGF ) (U/]) et
Vactivit