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L’extrait aqueux de Zygophyllum album réduit les dommages oxydatifs au niveau des érythrocytes et attenue les
marqueurs pro-inflammatoires chez des rats rendus hypercholestérolémiques-diabétiques
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Résumé Introduction. Zygophyllum album (Z. album) est utilisée en médecine
traditionnelle depuis longtemps, entre autres pour ses activités antidiabétiques. Objectif.
Evaluer les effets de la supplémentation de I'extrait Z. album (Za) sur les activités
antiradicalaire et anti-inflammatoire, chez des rats rendus hypercholestérolémiques-
diabétiques. Matériel et méthodes. Des rats males Wistar (n=36), pesant 200+10g ont
été divisés en trois groupes (n=12). Le 1°" groupe est rendu hypercholestérolémique (HC)
avec un régime enrichi en cholestérol (1%), le 2°™ groupe est rendu diabétique (D) par
injection intrapéritonéale de streptozotocine (35 mg/kg de poids corporel). Le 3*™ groupe
est rendu hypercholestérolémique et diabétique (HC-D). Chaque groupe a été divisé en
deux sous groupes (n=6), non traités (HC, D et HC-D) et traités avec 1% d’extrait de Z
album (HC-Za, D-Za et HC-D-Za). Résultats. A )28, le traitement avec Z album entraine
une diminution des teneurs en substances réactives a I'acide thiobarbiturique (TBARS) au
niveau des érythrocytes chez les groupes HC-Za (-44%), D-Za (-66%) et HC-D-Za (-23%).
Une augmentation de I'activité des enzymes antioxydantes érythrocytaires (superoxyde
dismutase, glutathion peroxydase, glutathion réductase et catalase) est observée chez HC-
Za, D-Za et HC-D-Za (p<0,05). Les concentrations plasmatiques des interleukines (IL1p et
IL6) sont réduites respectivement, de -44, -50 et -33% et de -49, -38 et -41%, chez les
groupes traités. De méme, une diminution des teneurs en TNF-a (Tumor Necrosis Factor-
a), en homocystéine et en protéine-C réactive est notée, apres supplémentation de Z. album
(p <0,05). Conclusion. Z. album atténue |'attaque radicalaire et améliore le processus anti-
inflammatoire, chez le rat hypercholestérolémique-diabétique.

Mots clés : Diabéte, Hypercholestérolémie, Zygophyllum album, Erythrocytes, Stress
oxydatif, Inflammation.
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Abstract Introduction. Zygophyllum album (Z. album) is used in traditional medicine for a
long time for its anti-diabetic activities. Objective. To investigate Z album extract
supplementation effects on redox and inflammatory status in hypercholesterolemic-
diabetic rats. Material and methods. Male Wistar rats (n=36), weighing 200+10g were
divided into three groups (n=12). The 1% group was hypercholesterolemic (HC) by
consuming cholesterol enriched diet (1%). The 2" group was diabetic (D) by intraperi-
toneal injection of streptozotocin (STZ) (35 mg/kg body weight). The 3" group was
hypercholesterolemic-diabetic (HC-D). Each group was divided into two subgroups (n=6),
untreated (HC, D, HC-D) and treated groups with 1% Z. album extract (HC-Za, D-Za and
HC-D-Za). Results. At d28, Z. album treatment lead to a decrease in erythrocytes
thiobarbituric reactive substances (TBARS) in HC-Za (-44%), D-Za (-66%) and HC-D-Za (-
23%) groups. Increased erythrocytes antioxidant enzymes activities (superoxide dismu-
tase, glutathione peroxidase, glutathione reductase and catalase) were observed in HC-
Za, D-Za and HC-D-Za (p<0.05). In plasma, interleukin (IL-1 B and IL-6) concentrations
were reduced by -44, -50 and -33%, and -49, 38 and -41%, respectively in treated groups.
In plasma, a decrease of TNF-a (Tumor Necrosis Factor-a), homocysteine and protein-C
reactive (CRP) was observed in Z album treated groups (p<0.05). Conclusion. Z. album
reduces radical attack and improves anti-inflammatory proprieties in hypercholesterole-

mic-diabetic rats.

Keywords: Diabetes,
Oxidative stress, inflammation.

Hypercholesterolemia, Rats, Zygophyllum album, Erythrocytes,

Introduction

Les maladies cardiovasculaires (MCV) sont
considérées comme la principale cause de morbi-
mortalité dans le monde et se rapportent a divers
états pathologiques [1]. Différents facteurs de risque
prédisposant aux MCV, tels que I’hypercholestéro-
Iémie, le diabéte, I'obésité, I'hypertension artérielle
(HTA) et le Vvieillissement, conduisent a un
dysfonctionnement  vasculaire et aux MCV,
notamment par le stress oxydatif et inflammatoire
[2,3]. Les especes réactives de I'oxygene (ERO) ainsi
que d’autres facteurs du stress oxydatif sont
associés aux pathologies cardiovasculaires et
inflammatoires [4,5]. En effet, les ERO jouent un réle
clé dans la composante inflammatoire des MCV, ol
elles induisent la formation d’inflammasomes, qui a
leur tour, prennent en charge la sécrétion et la
transformation des cytokines pro-inflammatoires,
telles que linterleukine IL-1B et IL-8 par activation
de la caspase-1 [6, 3]. Par ailleurs, des travaux
récents ont montré que non seulement les ERO ont
le pouvoir de déclencher la sécrétion de cytokines
pro-inflammatoires, mais que celles-ci peuvent
également induire la production d’ERO [1]. Ainsi,
plusieurs études ont rapporté que le stress oxydatif
joue un role central dans la médiation de la
production et de la sécrétion de cytokines pro-

inflammatoires, qui peuvent également étre déclenchées
par les ERO mitochondriales [7,8], reliant ainsi les ERO
avec l'inflammation [9]. De plus, le stress oxydatif est
une caractéristique majeure des MCV, méme si un lien
de causalité n’a pas, jusqu'a présent, été prouvé par des
essais cliniques a grande échelle. Cependant, il y a un
lien étroit entre le stress oxydatif, l'inflammation et
I'apparition et la progression des MCV, qui pourraient
constituer le chafnon manquant entre le stress oxydatif
et la morbi-mortalité cardiovasculaire [10]. Plusieurs
auteurs ont prouvé que la surproduction des ERO est
causalement liée au diabete et aux complications
diabétiques [11,12]. De plus, des données suggerent que
le stress oxydatif joue un réle important dans la
pathogenése du diabéte [13], le stress oxydatif
provoquant une glucotoxicité et une lipotoxicité des
cellules B. En effet, des études in vitro et in vivo ont
suggéré que de fortes concentrations de glucose et de
lipides sont nocives pour les cellules B [14]. D’autre
part, l'inflammation joue un réle causal et potentiel-
lement primordial dans le développement et linstal-
lation du diabete [15,16]. De plus, des concentrations
élevées en biomarqueurs de l'inflammation, tels que le
fibrinogene, la protéine C-réactive (CRP) et I'lL-6 ont
été associés au profil lipidique athérogéne du diabete
[17]. Par ailleurs, le dysfonctionnement vasculaire et
les facteurs de risque des MCV, tels que I'HTA,
I’'hypercholestérolémie et les maladies des arteres
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coronaires sont clairement reliées a des processus
inflammatoires [10]. Une augmentation de Ila
production des ERO peut jouer un role essentiel
dans les réactions inflammatoires chroniques [18].

En 2015, I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS)
a favorisé l'utilisation de thérapies alternatives
intégrées aux plantes médicinales depuis 1976.
Environ 80% de la population mondiale utilise des
plantes médicinales a des fins thérapeutiques [19].

Il existe plusieurs espéces de plantes médicinales,
populairement utilisées dans le traitement du diabéete
sucré. Les enquétes ethnopharmacologiques indi-
quent que plus de 1200 plantes sont utilisées dans le
monde, en médecine traditionnelle, pour leur
prétendue activité hypoglycémique [20,21]. Selon Azzi
et al., [22] sur 470 diabétiques, 28% des patients
n’utilisent que des plantes médicinales comme seul
traitement, ou en association avec un traitement
conventionnel du diabéte, tel que la metformine. Par
ailleurs, différentes parties de plusieurs plantes ont
des propriétés médicinales exercent un effet
bénéfique sur I'hyperlipémie en réduisant les teneurs
plasmatiques des lipides totaux, des triglycérides et du
cholestérol [23] Cependant, peu d’études se sont
intéressées a I’hypercholestérolémie associée au
diabéete.

Pour son pouvoir antidiabétique, Zygophyllum

album connu sous le nom vernaculaire de «Agg-

aya» est utilisé depuis trés longtemps par les

autochtones qui consomment principalement ses

feuilles en infusion [22]. Des activités antibac-

tériennes et antioxydantes des feuilles Z. album

ont été notées également [24]. De plus, EI Ghoul

et al.,, [25] ont rapporté un effet vasorelaxant et

anti-hyperglycémique de I'extrait aqueux des feuil-

les de Z album chez des souris rendus diabéti-

ques par injection de streptozotocine (STZ).

Peu de travaux sur les effets de I'extrait aqueux des

feuilles de Z. album sur deux facteurs de risque

cardiovasculaire associés hypercholestérolémie et

diabéte.

Dans cette étude, notre objectif est d’évaluer les

effets de la supplémentation de I'extrait aqueux de

Z. album (1%) dans le régime sur les statuts redox

et inflammatoire, chez des rats rendus hypercho-

lestérolémiques et diabétiques.

Matériel et méthodes

Préparation de l'extrait aqueux lyophilisé de Z.
album

Toute la partie aérienne de Z. album a été nettoyée
avec de l'eau distillée puis séchée et seulement les
feuilles ont été finement broyées. Cinquante g de

poudre de feuilles de Z. album sont mélangées avec 500
mL d’eau distillée, le mélange est porté a frémissement
pendant 45 min puis filtré plusieurs fois. La décoction
obtenue est congelée a -70°C, pour étre ensuite
lyophilisée (Christ, Alpha 1-2 ; LD). Un rendement
d’extraction de 30% a été obtenu.

Animaux et régimes

Des rats males Wistar (Institut Pasteur, Alger, Algérie)
(n=36), pesant 200+10 g sont utilisés dans cette étude.
Les animaux consomment un régime d’entretien
(ONAB, Alger/Algérie) contenant 18% de protéines et
sont maintenus dans une animalerie dans des
conditions  environnementales standards (23%1°C,
55+5% d’humidité et un cycle de lumiere de 12h
(jour/nuit). Les conseils pour la protection et I'utilisa-
tion des animaux de laboratoire ont été suivis [26]. Sur
les 36 rats, 24 sont rendus hypercholestérolémiques
(HC) en consommant un régime standard a 20% de
caséine et enrichi avec 1% de cholestérol alimentaire
et 0,5% d’acide cholique (Sigma-Aldrich Chemie,
Germany) durant 5 semaines. La cholestérolémie
moyenne des rats HC était de 5,25+0,43 mmol.L™
comparée a la valeur obtenue au temps zéro de
I'expérimentation qui était < 3,90 mmol.L™.

Apres une nuit de jelne, I'hyperglycémie est induite
chez des rats normo-glycémiques (5,25+0,43 mmol.L")
(n=12), par injection intrapéritonéale d’une dose unique
de streptozotocine (STZ) (Sigma, St Louis, USA) a raison
de 35 mg/kg de poids corporel. L’hyperglycémie est
confirmée 48 heures aprés injection de STZ, sur un
prélevement sanguin effectué au niveau de la veine
caudale en utilisant un glucométre (One Call Extra,
ACON Laboratories, San Diego, USA). Les 12 rats rendus
diabétiques (D) ont présenté une hyperglycémie > 7,82
mmol.L*[27].

Parmi les rats rendus hypercholestérolémiques, 12 HC
sont rendus diabétiques (HC-D) par injection
intrapéritonéale de STZ dans les mémes conditions que
celles décrites précédemment.

Les groupes de rats expérimentaux sont ensuite répartis
en 6 groupes de 6 rats chacun : trois groupes non traités
(HC, D et HC-D) et trois groupes traités avec 1g/100g
d’extrait aqueux lyophilisé de Z. album, (HC-Za, D-Za et
HC-D-Za), pendant 28 jours. Le Tableau | présente la
composition des différents régimes. Les rats regoivent
I'eau et la nourriture ad libitum.

Prélevements des échantillons

Au 28°™ jour d’expérimentation, aprés 12 h de je(ne,
les six groupes de rats sont anesthésiés, par injection
intrapéritonéale d’une solution de chloral a 10% a
raison de 3 mL/kg PC. Le sang est prélevé par ponc-
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tion de l'aorte abdominale, collecté dans des tubes
contenant de [I'éthyléne- diamine-acide-tetra-acéti-
que-Na, (EDTA-Na;) (Sigma, St Louis, Mo) et
centrifugé a 1000 x g, pendant 20 min a 4°C. Le
plasma est prélevé puis stocké a -70°C jusqu’a son
utilisation dans le dosage des marqueurs de
I'inflammation et le culot contenant les cellules
sanguines subit un lavage puis traité différemment,
selon la spécificité de chaque dosage biochimique
réalisé ultérieurement.

Lavage et obtention des érythrocytes

Le culot est lavé puis centrifugé a 2000 x g pendant
10 min a 4°C en présence de tampon PBS
(Na;HPO4: 1,44 g.L'", NaCl: 8 g.L'!, KCI: 0,2 g.L?, eau
distillée gsp 50 mL), (pH=7,4). L'opération est répétée
3 fois jusqu’a ce que le surnageant soit clair. Apres
élimination du surnageant, le culot ainsi obtenu
contient les érythrocytes.

Evaluation de la peroxydation
niveau des érythrocytes

La susceptibilité des érythrocytes a la peroxyda-
tion est déterminée selon la méthode de
Quintanilha et al., [28].

lipidique au

Tableau I. composition des régimes en g/100g de régime®

Cent pL d’érythrocytes fraichement lavés, sont dilués
dans 900 uL de tampon PBS contenant 2mmol.L"
d’azide de sodium puis incubés en présence de 100 pL
de H,0,(1,15%), pendant 1 h a 37°C [29].

Cette réaction est inhibée avec 1 mL d’acide trichlo-
roacétique (TCA) a 20%. Apres centrifugation a a 4000
tours/min pendant 10 min, le surnageant corres-
pondant au lysat érythrocytaire est récupéré. 100 uL
de BHT (2% dans de I’éthanol) (Sigma-Aldrich Chemie,
Germany) et 1mL (TBA) (TBA 0,37% dans du HCl a 0,5
N en concentration finale de TCA a 15%) sont ajoutés
au surnageant. Apres incubation a 85°C pendant 30
min et refroidissement dans de la glace, les
échantillons sont centrifugés a 2000 x g pendant 10
min a 4°C. La lecture se fait par spectrophotométrie a
une longueur d’onde de 535 nm. Les concentrations
des TBARS sont déduites a partir d’'une gamme étalon
établie dans les mémes conditions avec le MDA.

Dosage du glutathion réduit (GSH) au niveau des
érythrocytes

Le dosage du GSH est basé sur la méthode
colorimétrique de Sedlak et Lindsay, [30]. Le principe
de cette technique repose sur la réaction d’oxydation

Constituants HC D HC-D HC-Za D-Za HC-D-Za
Caséine” 20 20 20 20 20 20
Amidon de mais* 59, 61 59,5 58,5 60 58,5
Saccharose* 4 4 4 4 4 4
Huile de tournesol® 5 5 5 5 5 5
Cellulose” 5 5 5 5 5 5
Mélange minéral® 4 4 4 4 4 4
Mélange vitaminiquef 1 1 1 1 1
Cholestérol” 1 - 1 - 1
Acide choliqueb 0,5 - 0,5 0,5 - 0,5
Extrait aqueux lyophilisé - - - 1 1 1

de Zygophyllum album®

HC : Hypercholestérolémique ; HC-Za : Hypercholestérolémique + 1g/100g Zygophyllum album (Z. album) ; D : Diabétique ; D-Za :
Diabétique + 1g/100g Z. album ; HC-D : Hypercholestérolémique et diabétique ; HC-D-Za : Hypercholestérolémique et Diabétique + 1g/

100g Z. album. Yes régimes sont iso-énergétiques (1,62 MJ/100 g de régime) et sont donnés sous forme de poudre préparés au

Laboratoire de Nutrition Clinique et Métabolique. bSigma—Aldrich

Chemie. CONAB, Sidi Bel Abbes, Algerie. 9 Cevital SPA, Béjaia, Algerie.

€UAR 205 B (Villemoisson, 1360, Epinay/S/Orge, France), mélange minéral (mg.kg'l de régime) CaHPO , 17200; KCl, 4000; NaCl, 4000 ;
MgQO2, 420; MgS04, 2000; Fe203, 120; FeSO4, 7H20, 200; MnSO4, H2S04, H20, 98; CuSO4, 5H20, 20; ZnSO4, 80; CuSO4, 80; CuSO4,

7H20; Kl, 0,32. f UAR 200 (Villemoisson,91360, Epinay/S/Orge, France), Mélange vitaminique (mg/kg de régime) : Vit A 39600 Ul; Vit D ,
5000Ul, Vit B,, 40; Vit B2, 30; Vit B3, 140; Vit Be, 20; Vit B7, 300; Vit B12, 0,1, Vit C, 1600; Vit E, 340; Vit K 3,80; Vit PP, 200; choline, 2720;

Acide folique, 10; Acide paraaminobenzoique (PAB), 180; Biotine, 0,6; cellulose, qsp, 20 g. gPréparé au sein du laboratoire LNCM, comme décrit

précédemment.
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du GSH par l'acide 5,5'-dithiobis 2-nitrobenzoique
(DTNB), libérant ainsi I'acide thionitrobenzoique
(TNB). A 1 mL dérythrocytes fraichement lavés
sont ajoutés 800 pL d’eau distillée glacée et 200 pL
de TCA a 50%. Le mélange est agité pendant
10min et centrifugé a 1200 x g pendant 15min.
Apres centri-fugation, 400 pL de surnageant
correspondant au lysat érythrocytaire sont
mélangés avec 800uL de tampon Tris (0,4 mol.L™",
pH=8,9) et 20 uL de DTNB (0,01 mol.L'"). Apres 5
min d’incubation, la lecture de [I’absorbance
s'effectue a A=412 mn. Les concentrations sont
déduites a partir d'une gamme étalon établie dans
les mémes conditions avec une solution mere de
GSH a 25 umoles

Défense antioxydante enzymatique

A 2 mL d’érythrocytes fraichement lavées est
ajoutée de I'eau désionisée glacée (1/4 ; V/V) puis
centrifugés a 10 000 xg pendant 15min a 4°C. Le
surnageant  récupéré  constitue le lysat
érythrocytaire qui servira pour le dosage des
enzymes antioxydantes.

Activité de la superoxyde dismutase (SOD)

L'activité de la SOD (SOD, EC. 1.15.1.1) est mesurée
suivant la réduction du chromogéne Nitro Bleu
Tetrazolium (NTB) en sel de formazan par les anions
superoxydes générés suite a I'action de la xanthine
oxydase et de I’hypoxanthine (Kit Cayman Chemical,
Ann Arbor, MI, USA). Une unité SOD est définie
comme étant la quantité d’enzyme nécessaire a
assurer 50% de la dismutation du radical superoxyde.
La lecture se fait a une longueur d’onde A=340 nm.

Dosage de lactivité de la glutathion peroxydase
(GSH-Px)

La détermination de l'activité de GSH-Px (GSH-Px,
EC. 1.11.1.9) s'effectue selon une méthode qui
permet de mesurer indirectement I'activité de la
GSH-Px par une réaction couplée a la glutathion
réductase (GSSH- Red). Le glutathion oxydé
(GSSH), produit aprés réduction de I’hydroxy-
peroxyde par la GSH-Px est recyclé sous sa forme
réduite par la GSSH-Red et le NADPH. L’oxydation
du NADPH en NADP+ se traduit par une
diminution de l'absorbance a A=340 nm. Cette
réduction est directement proportionnelle a
I'activité de la GSH-Px de [I'échantillon (Kit
Cayman Chemical, Ann Arbor, Ml, USA).

Activité de la Glutathion réductase (GSSH-Red)
L'activité de la GSSH-Red (EC 1.6.4.2) est déterminée

par la mesure du taux d’oxydation du NADPH en
présence de glutathion oxydé (GSSH) utilisant un kit
(Cayman Chemical, Ann Arbor, Michigan, USA).
L’oxydation du NADPH en NADP" est caractérisée par
une diminution de l'absorbance a A=340 nm propor-
tionnelle a I'activité enzymatique de la GSSH-Red.

Activité de la Catalase (CAT)

L'activité enzymatique de la CAT (CAT, EC. 1.11.1.6)
est mesurée en utilisant un chromogéne, le 4 amino-
3-hydrazino-5-mercapto-1,2,4-triazole, afin de mesu-

rer le formaldéhyde produit suite a I'action de
I'enzyme avec du méthanol en présence d'une
concentration optimale de H;0, (Kit Cayman

Chemical, Ann Arbor, MI, USA). La lecture se fait a
une longueur d’onde A=540 nm.

Détermination du TNF-a, des interleukines (IL-1p et
IL-6), de la CRP et de 'homocystéine

La détermination des teneurs en TNF-q, IL-1f, IL-6 et
CRP plasmatique s’effectue selon des techniques
immuno-enzymatiques, Elisa (kits RayBio, Norcross
GA, USA) basées sur lutilisation de 2 anticorps
polyclonaux spécifiques a I'antigene présent dans le
plasma du rat. La coloration du milieu est directe-
ment proportionnelle a la concentration de I'antigene
de I"échantillon ou du standard. La réaction est stoppée
apres addition du H,SO4 et I'absorbance est mesurée a
une longueur d’'onde de 450 nm. L’homocystéine est
évaluée avec la méme technique citée ci-dessus (kit
Life Span’s, Biosciences, Seattle, WA 98121, USA). Les
concentrations plasmatiques en TNF-a, IL-1pB, IL-6, CRP
et homocystéine sont déterminées a l‘aide de
gammes étalons établies a partir de solutions méres
de TNF-a (500 pg.mL?), IL-1 (500 pg.mL™), IL-6 (1000
pg.mL"), CRP (200 mg.mL") et homocystéine (50
pumol.L™).

Analyse statistique

Les résultats sont exprimés sous forme de Moyenne +
Erreur Standard (M+ES) de 6 rats par groupe.
L'analyse statistique est effectuée en utilisant le
logiciel STATISTICA (Version 10, Statsoft, USA). La
comparaison des moyennes de l'effet du traitement
avec Z. album (HC-Za, D-Za, HC-D-Za) par rapport aux
groupes non traités (HC, D, HC-D) a été effectuée par le
test de Tukey-Kramer. Les moyennes sont
significativement différentes a p<0,05. *HC-Za vs HC.
*D-Za vs D. *HC-D-Za vs HC-D.

Résultats

Evaluation du statut redox érythrocytaire
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Teneurs en TBARS et en GSH
Une diminution des concentrations

en TBARS est

notée au niveau des érythrocytes chez les groupes

HC-Za vs HC (-44%), D-Za vs D (-66%

) et HC-D-Za vs

HC-D (-23%). Par ailleurs, le contenu en GSH

érythrocytaire est augmenté che

z les méme

groupes HC-Za vs HC (+37%), D-Za vs D (+33%) et

HC-D-Za vs HC-D (+46%) (Fig. 1).

Détermination de [lactivité des enzymes antioxy-

dantes érythrocytaires

Comparés aux groupes non traités, une élévation de
I'activité SOD de +34, +37 et +59%, est notée respec-
tivement, chez les groupes traités HC-Za, D-Za et HC-
D-Za (Fig. 2). De méme, l'activité GSH-Px est
augmentée chez les groupes HC-Za vs HC (+17%), D-
Za vs D (+28%) et HC-D-Za vs HC-D (+20%).

L’activité GSSH-Red est diminuée chez

le groupe D-Za

par rapport a D (-28%), inversement, une importante
activité est observée chez les groupes HC-Za vs HC

(+32

180 -
150 -
120 -
90 - *
60 -
30 -

B HC

oD
OHC-D
OHC-Za
OD-za
OHC-D-Za

TBARS

GSH

Fig. 1. Concentrations en TBARS et GSH a
érythrocytes
Chaque valeur représente la moyenne * ES de

u niveau des

6 rats par groupe.

HC : Groupe Hypercholestérolémique, D : Groupe Diabétique, HC-
D : Groupe Hypercholestérolémique-diabétique, HC-Za : Groupe

Hypercholestérolémique traité avec I'extrait de
Za : Groupe Diabétique traité avec I'extrait de Z.

Z. album (1 %), D-
album (1 %), HC-D-

Za: Groupe Hypercholestérolémique-Diabétique traité avec

I'extrait de Z. album (1 %), TBARS : Substances

réactives a I'acide

thiobarbiturique ; GSH : glutathion réduit. La comparaison des
moyennes est effectuée par le test de Tukey-Kramer. Les
moyennes sont significativement différentes a p<0,05 : *HC-Za vs

HC; #D-Za vs D ; SHC-D-Za vs HC-D.

%) et HC-D-Za vs HC-D (+15%).

L'activité CAT est augmentée chez tous les groupes
traités avec I'extrait de Z. album, cette élévation est de
+29% chez le groupe HC-Za, +38 % chez le groupe D-Za
et +28% chez le groupe HC-D-Za.
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Fig. 2. Activités des enzymes antioxydantes
érythrocytaires

Chaque valeur représente la moyenne + ES de 6 rats par groupe.

HC : Groupe Hypercholestérolémique, D : Groupe Diabétique, HC-D :
Groupe  Hypercholestérolémique-diabétique,  HC-Za:  Groupe
Hypercholestérolémique traité avec I'extrait de Z. album (1 %), D-Za :
Groupe Diabétique traité avec I'extrait de Z. album (1 %), HC-D-Za :
Groupe Hypercholestérolémique-Diabétique traité avec I'extrait de Z.
album (1 %), SOD : superoxyde dismutase ; GSH-Px: glutathion
peroxydase ; GSSH-Red: glutathion réductase ; CAT: catalase. La
comparaison des moyennes est effectuée par le test de Tukey-
Kramer. Les moyennes sont significativement différentes a p<0,05 :
*HC-Za vs HC ; #D-Za vs D ; SHC-D-Za vs HC-D.

Evaluation du statut inflammatoire

Interleukine 18 (IL-18) et Interleukine 6 (IL-6)

Les teneurs en IL-1B et IL-6 sont diminuées chez les
groupes traités avec I'extrait de Z. album (Tableau Il). En
effet, les concentrations de [I'IL-18 sont  réduites
respectivement, de -44, -50 et -33%, chez les grou-
pes HC-Za, D-Za et HC-D-Za ; de méme, une diminution
des teneurs en IL-6 de -49, -38 et -41%

Tableau Il. Concentrations plasmatiques des marqueurs de I'inflammation

HC D HC-D HC-Za D-Za HC-D-Za
IL-18 (pg.mL'l) 16,22+0,12 18,31+0,43 17,37+0,15 8,73+0,46* 9,06+0,23" 11,061-0,73$
IL-6 (pg,mL‘l) 34,42+2,28 32,14+3,41 36,12+2,17 16,11+2,52* 18,75+3,30" 20,26452'145
TNF-a(pg.mL'l) 10,11+0,15 12,15+#0,16 14,52%0,25 5,06+0,26* 6,6610,23" 7,_:r,74_ro'26s

Homocystéine (umol.L™") 13,31%0,13

CRP (mg.L™) 32,21%1,26

12,35+0,14 18,12+0,12 7,18%0,15* 8,24+0,20 8,67’_r0,13$

30,53+1,85 43,21+1,33 20,15+0,94* 23,12+1,28" 26,16i1,35$

Chaque valeur représente la moyenne + ES de 6 rats par groupe. HC : Groupe Hypercholestérolémique, D : Groupe Diabétique, HC-
D : Groupe Hypercholestérolémique-diabétique, HC-Za : Groupe Hypercholestérolémique traité avec I'extrait de Z. album (1 %), D-Za :
Groupe Diabétique traité avec 'extrait de Z. album (1 %), HC-D-Za : Groupe Hypercholestérolémique-Diabétique traité avec I'extrait de Z.
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est notée chez ces mémes groupes.

TNF-a, Homocystéine et Protéine C-réactive (CRP)
Les concentrations plasmatiques du TNF-o. sont
réduites chez les groupes HC-Za vs HC (-48 %), D-
Za vs D (-44 %) et HC-D-Za vs HC-D (-48%). De
plus, une réduction des teneurs en homocystéine
de -45, -32 et -52% est observée chez les groupes
HC-Za vs HC, D-Za vs D et HC-D-Za vs HC-D,
respectivement ; de méme, les concentrations en
CRP sont diminuées de 37, -25 et -38 % chez les
mémes groupes.

Discussion

L'objectif de cette étude est d’évaluer les effets de la
supplémentation de I'extrait aqueux de Z. album (1%)
dans le régime sur les statuts redox et inflammatoire,
chez des rats rendus hypercholestérolémiques et
diabétiques.

Le stress oxydatif est un phénomeéne sous-jacent a
I’hypercholestérolémie [31] Par ailleurs, un lien
étroit entre le stress oxydant et le diabete est
clairement admis, résultant d’une hyperproduction
radicalaire associée a [I'hyperglycémie et a une
diminution des défenses antioxydantes [32] Des
études ont montré que les piégeurs des radicaux
libres et antioxydants disponibles dans les végétaux
sont capables de neutraliser les radicaux libres et de
ce fait, sont utiles pour prévenir contre les
complications du diabéte induit expérimentalement
dans un modele de rat [33].

Dans le cadre de notre étude, la consommation d’un
régime enrichi en cholestérol (1%) et I'induction du
diabéte expérimental par injection de STZ entrainent
chez le rat, un stress oxydatif caractérisé par une
augmentation de la peroxydation lipidique ainsi
gu’une diminution de l'activité des enzymes anti-
oxydantes. En raison de leur forte concentration en
O, suite a son transport, plusieurs travaux ont
montré la sensibilité des érythrocytes au stress
oxydatif [34]. De plus, la forte exposition des
érythrocytes aux ERO induit une élévation de Ia
lipoperoxydation, des altérations morphologiques et
de la déplétion du systeme  antioxydant
enzymatique [34]. Ainsi, la peroxydation lipidique est
directement liée a la gravité de I'hypercholesté-
rolémie et de I'hyperglycémie permanente. Dans
cette étude, I’évaluation du statut oxydant au
niveau érythrocytaire, aprés supplémentation de
I'extrait aqueux de Z album, montre une
diminution de la peroxydation lipidique, suite a la

réduction des teneurs en TBARS.

A linverse, les concentrations en GSH sont
augmentées. Cette réduction de la peroxydation
lipidique pourrait étre due a la stimulation de I'activité
de certaines enzymes antioxydante par ['extrait
aqueux de Z album ainsi qu’une inhibition de Ia
production des radicaux libres

Le GSH qui est connu par son puissant pouvoir
antioxydant [35], protége non seulement contre les
radicaux libres, mais aussi contre les peroxydes [36].
La stimulation de l'augmentation du GSH pourrait
étre une réponse au contenu phytochimique de
I'extrait de Z. album qui jouerait un réle important
dans la défense antioxydante.

Des auteurs ont rapporté une réduction des
concentrations en GSH qui semble étre liée
directement a I'activité de la GSH-Px, du fait que le
GSH est un substrat et cofacteur de la GSH-Px. La
glycation associée au diabete peut inactiver I'activité
de la GSH-Px en bloquant le site actif de I'enzyme
[37].

Par ailleurs, le traitement avec l'extrait de Z. album
diminue les teneurs plasmatiques en glucose [38],
conduisant a la réduction de la glycation, ce qui entraine
une importante augmentation du taux de GSH et de
I'activité de la GSH-Px. D’autre part, une amélioration
de [lactivité des enzymes antioxydantes des
érythrocytes est notée dans notre étude, avec une
augmentation des activités de la SOD et de la CAT, ainsi
que celles de la GSH-Px et de la GSSH-Red chez tous
les groupes traités avec I'extrait de Z. album (HC-Za, D-
Za et HC-D- Za). Zidan et al., [39], ont rapporté, au
niveau des érythrocytes, une diminution des teneurs en
TBARS et une augmentation des activités SOD et CAT;
alors que les activités GSH-Px et GSSH-Red demeurent
similaires chez des rats soumis a un régime enrichi en
cholestérol et traité avec I'extrait aqueux de Portulaca
oleracea. De méme, Berzou et al., [40] ont observé que
dans les érythrocytes, les concentrations des TBARS
tendent a diminuer et les activités SOD et CAT a
augmenter tandis que les activités GSH-Px et GSSH-Red
restent similaires, apres traitement avec Iextrait
aqueux de Zygophyllum gaetulum chez des rats soumis
a un régime enrichi en cholestérol (1%). L'effet
protecteur de I'extrait de Z. album pourrait s’expliquer
par sa capacité a réduire le niveau de stress oxydatif
avec l'inhibition de la production des ERO. L’élévation
de l'activité de la SOD avec l'extrait de Z album
suggére une élimination importante des 0" et, par
conséquent, une inhibition de la formation de radical
hydroxyle ("OH’) ce qui peut protéger les érythrocytes
contre leurs effets nocifs. La SOD peut également
convertir les 0°°" en H,0, qui est décomposée en
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H,O par la GSH-Px et la CAT. Le screening
phytochimique de Z album a révélé la présence de
flavonoides [24], connus pour leurs effets
antioxydants et leurs rOles dans la captation des
radicaux libres préve-nant ainsi la peroxydation des
lipides. L'effet bénéfique de Z album contre le
stress oxydatif pourrait étre corrélé a la présence de
ces  compo-sants bioactifs. Chez e rat
hypercholestérolémi-que, diabétique ou
hypercholestéro-émique-diabétique  traités  avec
I'extrait aqueux de Z album, le systéme de défense
antioxydante semble étre efficace dans les
érythrocytes. Cet extrait est donc capable de réduire
la peroxydation des lipides et, par conséquent, de
prévenir les dommages induits par le stress oxydatif.
L'inflammation associée a I’hyper-cholestérolémie
et au diabete suscite de plus en plus d’intéréts, en
raison de son implication dans le processus
athérosclérotique et le développement des MCV [41].
La sécrétion de cytokines comme la TNF-a et I'lL-6
par le tissu adipeux aggravent la résistance a
I'insuline et la lipolyse pouvant accroitre |la
production de glucose et des lipoprotéines de trés
faible densité (VLDL) dans le foie et renforcer ainsi
I'insulinorésistance dans les muscles. Par ailleurs, la
production du TNF-a est augmentée par
I'inflammation hépatique et adipocytaire [42]. Le
TNF-a dérive principalement du tissu adipeux et
contribue au dysfonctionnement endothélial et a la
résistance a l'insuline, aussi bien, chez 'Homme
que chez le rat [43,44]. Les mécanismes d’action du
TNF-a ne sont pas encore bien élucidés mais il a été
suggéré une diminution de 'ARNm de GLUT4 et une
réduction du récepteur IRS (Insulin Receptor Subs-
trate) [45].

Notre étude a bien mis en évidence, I'effet
négatif de [|’hypercholestérolémie, du diabete
ainsi que leur association sur le statut
inflammatoire, chez les rats puisqu’une augmen-
tation des teneurs circulantes en CRP, TNF-a, IL-
1B, IL-6 et en homocystéine, a été notée. Nos
résultats sont en accord avec ceux obtenus par
Yadav et al., [46] qui ont montré qu’un régime
enrichi en cholestérol induit chez le rat Wistar,
une inflammation systémique via une augmen-
tation des marqueurs pro-inflammatoires. En
effet, une synthese accrue du TNF-a et de I'lL-6
est observée, ce qui pourrait étre due a
I'augmentation du stress oxydatif par l'intermé-
diaire des cellules immunitaires activées [46]. Il est
bien établi que le cholestérol provoque une
inflammation et les métabolites oxydés du
cholestérol peuvent prendre part a la stimulation

de I'expression des marqueurs de linflammation

[47]. De plus, [I’homocystéine agit contre
I'inflammation induite -par le cholestérol in vivo chez
le rat. Cet effet pourrait étre médié par un processus
lié a l'activateur du plasminogene tissulaire [47].

Par ailleurs, les travaux de Feriani et al., [48] ont
également montré que, chez le rat, l'induction du

diabéte expérimental par la deltaméthrine, entraine
une inflammation avec des teneurs élevées en CRP et
TNF-a.

Notre étude montre des teneurs réduites en CRP,
TNF-a, IL-1B et IL-6 ainsi qu’en homocystéine, apres
traitement avec l'extrait aqueux de Z album. Ces
résultats convergent avec ceux obtenus par Feriani et
al., [48] qui ont rapporté que I'extrait éthanolique de

Z. album entraine une réduction de l'inflammation qui
se manifeste par une diminution des teneurs en CRP
et TNF-a chez le rat diabétique. En outre, I'extrait
aqueux lyophilisé de Anvillea radiata a montré une
forte activité anti-inflammatoire chez des souris
nourries avec un régime riche en lipides [49]. Ceci
suggére que l'apport en composés polyphénoliques
de l'extrait de Z album dans le régime semble étre
bénéfique dans la limitation du développement de
I'inflammation systémique. En effet, les composés
polyphénoliques ont été identifiés dans diverses
espéces de plantes exercant des effets protecteurs
contre l'inflammation [50]. En effet, des études
récentes ont rapporté que des extraits de plantes
peuvent avoir une double utilisation, anti-
hyperglycémiante et anti-inflammatoire [51], ou
pourraient  étre  utilisés comme traitements
hypolipémiants agissant probablement sur des voies
cellulaires impliquées dans |'expression de I'adipo-
genese [52]. Par ailleurs, les travaux de Kim et al,
[53] ont montré que les flavonoides possédent une
activité anti-inflammatoire, aussi bien, in vitro que in
vivo via l'inhibition de la production des IL-1B, IL-6 et
TNF-a. L'extrait éthanolique des feuilles de Crateva
nurvala exerce également, en raison de sa richesse
en flavonoides, un effet anti-inflammatoire remar-
quable, chez le rat présentant des lésions d'ischémie/
reperfusion rénales [54]. Les flavonoides expriment
leur activité anti-inflammatoire, en partie, par la
modulation de I'expression des génes pro- inflamma-
toires tels que la cyclo-oxygénase-2, les oxydes
nitriques synthases et plusieurs cytokines [54].

Conclusion

Il apparait que l'extrait aqueux de Z. album exerce
un effet bénéfique dans la prévention ou le traite-
ment du stress oxydant au niveau des érythrocytes et
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de l'inflammation engendrés par I'hypercholesté-
rolémie et le diabéte, deux facteurs de risque
majeurs des maladies cardiovasculaires.
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