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Résumé :

Le diabete de type 2 représente un probleme majeur de santé publique en raison de sa
prévalence croissante et de ses conséquences graves. les traitements conventionnels du diabéte
peuvent avoir leurs limites, et de plus en plus de recherches suggérent que certaines plantes
médicinales pourraient offrir des bénéfices complémentaires.

Notre objectif est d'évaluer les bénéfices potentiels de la curcumine sur les altérations
histologiques rénales.

L'analyse des coupes histologiques a révélé plusieurs altérations telles qu'un
rétrécissement des glomérules, une nécrose des tubules rénaux et une fibrose interstitielle. En
revanche, I'administration de curcumine a conduit a une réduction notable de ces altérations,
voire a une régénération cellulaire.

En conclusion, les résultats obtenus indiquent que la curcumine présente des effets

bénéfiques sur les lésions rénales, grace a ses propriétés anti-inflammatoires et régénératrices.

Mots clés: diabéte — néphropathie — insuffisance rénale - curcumine — régime

cafeteria.
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Abstract:

Diabetes type 2 represents a major public health problem due to its increasing
prevalence and serious consequences. Conventional treatments for diabetes may have their
limitations, and a growing body of research suggests that certain medicinal plants may offer
complementary benefits.

Our aim is to evaluate the potential benefits of curcumin on renal histological
alterations.

Analysis of histological sections revealed several alterations such as glomerular
shrinkage, renal tubular necrosis and interstitial fibrosis. In contrast, curcumin administration
led to a significant reduction in these alterations, and even to cell regeneration.

In conclusion, the results obtained indicate that curcumin has beneficial effects on

renal lesions, thanks to its anti-inflammatory and regenerative properties.

Key words: diabetes - nephropathy - renal failure - curcumin - cafeteria diet.
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Introduction




Introduction
L'hyperglycémie a long terme entraine souvent diverses complications diabétiques

microvasculaires et macrovasculaires, qui sont principalement responsables de la morbidité et de la
mortalité associées au diabete notamment la néphropathie (Cade, 2008).

L'insuffisance rénale diabétique (IRD) est la principale cause d'insuffisance rénale terminale
(IRT) (Cade, 2008). Elle est considérée comme une complication microvasculaire et survient dans le
diabete de type 2 (DT2). La maladie se manifeste par une albuminurie persistante et une diminution
progressive du taux de filtration glomérulaire (Poloni & Rotta, 2022). L'hyperglycémie entraine la
production d'espéces réactives de l'oxygéne et les produits finaux de glycation avancée (AGE)
(Nowotny et al., 2015). Une caractéristique importante est I'inflammation marquée qui se manifeste
par une augmentation des cytokines et des chimiokines, notamment I'lL-69 (interleukine), le TGF-béta
(facteur de croissance transformant béta) et le VEGF (facteur de croissance de I'endothélium
vasculaire), provoquant une inflammation, une fibrose et une augmentation de la perméabilité
vasculaire (Nowotny et al., 2015).

La curcumine est une composante polyphénol, qui présente plusieurs propriétés
physiologiques et pharmacologiques telles que des activités antioxydantes, anti-inflammatoires,
néphroprotectrices et antidiabétiques, qui réduit la glycémie et I'nyperlipidémie, elle peut également
élever le taux d'insuline plasmatique (Nowotny et al., 2015).

La curcumine a un impact significatif sur la fibrose rénale. Elle exerce de puissants effets
antifibrotiques en empéchant le dépdt de la matrice extracellulaire, inversant I'inflammation rénale,
améliorant la fonction rénale et elle atténue le stress oxydatif. En outre, la curcumine blogue la fibrose
dans la glomérulonéphrite (Nowotny et al., 2015).

La curcumine peut améliorer les Iésions rénales. Elle favorise la clairance de la créatinine et
de l'urée, diminue les niveaux d'albuminurie et réduit le facteur de croissance transformant-p (TGF-B),
I'lL-8 et les niveaux de protéines urinaires (Nowotny et al., 2015).

L’objectif principal de notre étude est d'évaluer les effets pharmacologiques de la curcumine
sur l'inflammation rénale chez les rats Wistar obéses en cas de diabéte de type 2. Dans cette situation,
notre objectif est d'évaluer I'obésité et I'hyperglycémie causées par un régime cafétéria chez les rats.
Notre étude a été réalisé sur 18 rats repartis en 3 groupes :

Groupe témoin : 6 rats soumis au régime standard.
Groupe expérimental : 6 rats soumis & un régime déséquilibré hyperglucido-lipidique.
Groupe traité : 6 rats soumis au méme régime que le groupe expérimental, puis traité par la

curcumine.




Nous effectuons des études histologique et morphologique des tissus rénales prélevés des
trois groupes d'animaux.

L'organisation générale de ce travail est divisée en trois parties distinctes. La premiére partie
est consacrée a définir le rein, la physiologie rénale et la physiopathologie de la néphropathie
diabétique. Ainsi la définition du diabete, sa physiopathologie et les méthodes de diagnostic. Apres, on
va parler de la fibrose et de I'ensemble des cellules et molécules qui participent a cette pathologie.
Aussi on va parler sur la protéoglycane et sa structure et les groupes constitués dans les reins. Enfin,
on va parler de la plante médicinale le curcuma longa et de son composant actif, la curcumine.

Dans la deuxiéme partie, nous aborderons I'exploration du régime sur les rats, ainsi que la
présentation des équipements utilisés et des méthodes méthodologiques employées.
La troisiéme partie présente en détail les résultats histologiques et morphométriques obtenus,

suivis d'une discussion et d'une conclusion, ainsi que ses perspectives.
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I. LEREIN

1. Généralité:
Le rein est I'un des organes les plus complexes et les plus organisés du corps humain.

Cet organe contient environ un million d'unités fonctionnelles appelées néphrons qui sont
responsables de la filtration du sang, Chaque néphron, qui se compose de divers types de
cellules spécialisées, comprend un corpuscule rénal relié a des complexes et tubules

contourneés qui se drainent dans un conduit collecteur (Liao et al., 2020).

2. Physiologie rénale :
Le néphron comprend I'espace de Bowman, encapsulant les capillaires (glomérule), et

les tubules rénaux (tubule proximal et tubule contourné distal), qui réabsorbent les molécules
restantes dans la circulation sanguine. Le tubule proximal réabsorbe la majeure partie du
chlorure de sodium et du bicarbonate de sodium, achéve la réabsorption du glucose et est le
seul site de transport des acides aminés et des anions importants, tels que le citrate et le
phosphate.(Godin-Ribout, 2011).

Le corpuscule rénal

Capsule de Bowman

r——
Epithélium Epithélium
viscéral

(podocyte)

Poéle
Artériole vasculaire
efférente

Tubule N A
contourné \

distal Péle urinaire

Tubule
\ contourné
proximal

Capillaire
glomérulaire

Y Artériole

Appareil afférente

juxtaglomérulaire

Figure 1 : Structure de corpuscule rénal (Godin-Ribout, 2011)




3. Formation de l'urine
Etape 1 : la filtration glomérulaire

Phénomene passif liée a la différence de pression entre les vaisseaux capillaires et la
capsule de Bowman.

» Théoriquement, toute variation de la pression artérielle affecte le volume de plasma
filtré par le glomérule.

* en réalité, le rein ajuste la résistance de ses vaisseaux de telle sorte que la filtration
glomérulaire reste constante pour toute variation de la pression artérielle entre 80 et 180 mm
Hg.

(Maillard et al., 2015)

Etape 2 : la réabsorption tubulaire

Les mécanismes de réabsorption tubulaire impliquent des processus de transport
passif, des processus de transport actif et I’intervention d’hormones (aldost érone, ADH ou
vasopressine). les reins sains réabsorbent presque tous les nutriments organiques tels que le
glucose et les acides aminés afin de maintenir ou de rétablir les concentrations plasmiques
normales. Les ions Na+ sont les cations les plus importants dans le filtrat, et environ 80% de
I’énergie consommeée par le transport actif est consacré a leur réabsorption qui est presque
toujours active.

Le non réabsorbé des substances est cause par I’une des trois raisons suivante :

- absence de transporteur protéique.

- la non liposolubilité.

- gros calibre.

(Laroche & Boyer, 2005)
Etape 3 : La sécrétion tubulaire
L’urine est composée a la fois de substances filtrées et de substances sécrétées. Les
substances telles que les ions H+, K-, NH4+, la créatinine et certains acides organiques
passent des capillaires péri tubulaires au filtrat. Sauf pour les ions K+ , la sécrétion a lieu dans
le TCP mais la partie cortical du tubule collecteur et la fin du TCD y participent aussi.
Fonction :

- éliminer médicament.




- éliminer substances nuisibles.

- débarrasser 1’organisme des ions K+ en exces.
- Régler PH sanguin

(Zanetti, 2020)

4. Physiopathologie néphropathie chez les diabétiques
La néphropathie diabétique se développe chez, au maximum, 40 % des patients

diabétiques, lorsque des taux de glucose éleves sont maintenus pendant de longues périodes.
Cette observation a fait naitre l'idée qu'un sous-ensemble de patients présente une
susceptibilité accrue a la néphropathie diabétique.

Le diabete entraine des modifications uniques de la structure rénale. La
glomérulosclérose classique se caractérise par une augmentation de la largeur de la membrane
basale glomérulaire, une sclérose mésangiale diffuse, une hyalinose, un microanévrisme et
une artériosclérose hyaline. Des modifications tubulaires et interstitielles sont également
présentes(Brito et al., 1998). Des zones d'expansion mésangiale extréme appelées nodules de
Kimmelstiel-Wilson ou expansion mésangiale nodulaire sont observées chez 40 a 50 % des
patients développant une protéinurie. Les patients micro et macroalbuminuriques atteints de
diabéte de type 2 présentent une plus grande hétérogénéité structurelle que les patients atteints
de diabéte de type 1 (Katz et al., 2002).

II. LE DIABETE

1. Définition :
Le diabéte est défini par une hyperglycémie survenant lorsque la quantité d’insuline

plasmatique n’est plus suffisamment produite et/ou assez active par rapport aux besoins de
I’organisme. La physiopathologie a I’origine de cette carence, complexe et hétérogéne, permet
de distinguer différents types de diabete : le diabete de type 1, le diabéte de type 2 et le
diabete gestationnel. (Tenenbaum et al., 2018)

Le diabete de type 2 (DT2) est la forme la plus répandue, repreésentant pres de 90 % des
formes diagnostiquées de diabétes. L’étiologie de la maladie est complexe, impliquant a la
fois, les facteurs génétiques et environnementaux. L’obésité est le premier facteur de risque de
diabéte ainsi que 1’age. La maladie surviendrait suite a une production insuffisante en insuline

face a une demande accrue de 1’organisme causee, elle, par une augmentation de la résistance




a I’insuline des tissus cibles de I’insuline tels que le foie, les muscles et le tissu adipeux. Cette
insulinopénie est d’abord la conséquence d’une incapacité des cellules béta a sécréter de
I’insuline en réponse au glucose. Dans I’histoire de la maladie, la perte relative ou absolue de
la sensibilité de I’insuline préceéde le dysfonctionnement des cellules béta pancréatiques. Ce
défaut fonctionnel serait ensuite accompagné par une réduction de la masse totale des cellules
béta, ce qui participerait au développement de la maladie (Butler AE, Janson J, Bonner-Weir
S, 2003).

2. Physiopathologie de la maladie :
En cas de résistance a I'insuline, comme c'est souvent le cas chez les personnes obéses,

les cellules B augmentent leur production d'insuline. Pour maintenir une tolérance normale au
glucose. Toutefois, si les cellules B sont incapables d'accomplir cette tche, les concentrations
plasmatiques de glucose augmentent. l'augmentation de la demande sécrétoire de chaque
cellule B au fur et a mesure que leur nombre diminue entraine une perte continue de cellules .
(Kahn et al., 2014).

Un exceés d’acide gras libre et 1'hyperglycémie entraine un dysfonctionnement des
cellules B en induisant un stress du réticulum endoplasmique par l'activation des voies de
réponse apoptotique aux protéines dépliées (Unfolded protein response).(Yamamoto et al.,
2013).

En fait, la lipotoxicité, glucotoxicité et la glucolipotoxicité qui se produisent dans
I'obésité, induisent un stress métabolique et oxydatif qui conduit & des lésions de la cellule -
(Galicia-Garcia et al., 2020).

Cette perte n'est pas compensée par le renouvellement des cellules B, car le pancréas
humain semble étre incapable de renouveler ces cellules apres 30 ans de vie (Kahn et al.,
2014).

Donc en résume que le dysfonctionnement des boucles de rétroaction entre l'action de
I'insuline et la sécrétion d'insuline entraine des taux de glucose anormalement élevés dans le
sang. En cas de dysfonctionnement des cellules B, la sécrétion d'insuline est réduite, ce qui
limite la capacité de l'organisme a maintenir un taux de glucose physiologique. D'autre part,
linsulino resistance contribue a l'augmentation de la production de glucose dans le foie et a la
diminution de I'absorption du glucose dans les muscles, le foie et le tissu adipeux (Galicia-
Garcia et al., 2020).
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Figure 2. Interactions entre résistance a 1’insuline, dysfonction des cellules P ainsi que

glucoet lipotoxicité dans la pathogenese du diabete de type 2.(Spinas & Lehmann, 2001).

3. Diagnostique de la maladie
Le diagnostic précoce du diabéte chez un patient donne I'occasion d'appliquer des

stratégies fondées sur des preuves pour réduire le risque cardiovasculaire, telles que la gestion
de la pression artérielle.

Les données issues d'essais randomisés indiquent qu'un traitement
antihyperglycémique précoce et agressif réduit de maniere significative le risque de
complications microvasculaires a long terme. Et le risque des complications
macrovasculaires.(Inzucchi et al., 2012).

Dans I'Antiquité, le diagnostic de DM se faisait en goQtant l'urine. Mais la glycosurie
urinaire n'était pas en corrélation avec le niveau de glucose dans le sang et a été remplacée par
I'estimation du glucose plasmatique (R. Kumar et al., 2016).

Il existe en principe trois possibilités de diagnostiquer un diabete sucré:

a) Glucose plasmatique a n’importe quel moment >11,1 mmol/l (>200 mg/dl) et
symptomes typiques d’un diabete sucré

b) Glucose plasmatique a jeun (c’est-a-dire aprés période de jeline de >8 heures)
>7 mmol/l (>126 mg/dl)




Glucose plasmatique a jeun :
<6,1 mmol/l (<110 mg/dl) pas de diabéte sucré
>6,1 mmol/l et <7 mmol/l (>110 mg/dl et <126 mg/dl) trouble du glucose a jeun (trouble de
I’homéostasie du glucose)
>7 mmol/l (>126 mg/dl) diabéte sucré (diagnostic provisoire, a vérifier par une 2eme
détermination)

c)- Glucose plasmatique 2 heures apres charge orale de glucose (75 g) >11,1
mmol/l (>200 mg/dl)

(Spinas & Lehmann, 2001)

L'hémoglobine Alc (HbALc) représente un biomarqueur clé dans le diagnostic et la
gestion du diabéte, car elle permet aux cliniciens d'estimer la concentration moyenne de
glucose dans le sang au cours des 2 derniers mois. En effet, la glycation de I'hémoglobine est
un processus irréversible non enzymatique qui est favorisé par I'exposition prolongée des
érythrocytes a des concentrations élevées de glucose (R. Kumar et al., 2016).

Les facteurs les plus courants affectant 'HbA1c sont les hémoglobinopathies, certaines
anémies et les troubles associés a un renouvellement accéléré des globules rouges, tels que le
paludisme. D'autres situations dans lesquelles I'HbALc n'est pas appropriée pour le diagnostic
incluent celles dans lesquelles le diabéte est présent depuis moins de 2 mois. Cela peut étre
suggéré par la présence de symptdbmes depuis moins de deux mois, la prescription au cours
des deux derniers mois de médicaments diabétogénes (par exemple, des corticostéroides) ou
un contexte d'atteinte pancréatique aigué ou de grossesse. Dans ces scénarios cliniques, les
criteres de glucose plasmatique doivent étre utilisés pour le diagnostic (Egan & Dinneen,
2019).

4. Complications du diabéte
Les complications chroniques du diabéte, restent les principales causes de mortalité.

La littérature divise traditionnellement le spectre diversifié de la vasculopathie associée au
diabete en deux sous-types principaux : premiérement,les complications microvasculaires
spécifiques au diabéte que sont la rétinopathie, la néphropathie et la neuropathie; et
deuxiémement, les complications macrovasculaires athérothrombotiques de l'infarctus du

myocarde, de I'hypertension et de la maladie artérielle périphérique (Heydari et al., 2010).




III. LA FIBROSE

1. Définition

La fibrose est une cicatrisation et un durcissement des tissus causés par le dépot
excessif et inapproprié des protéines de la matrice extracellulaire (MEC), elle est souvent
observée dans les tissus diabétiques et peut étre a l'origine du dysfonctionnement des organes.
Elle se développe par le biais d'interactions complexes entre les cellules, la matrice
extracellulaire et les cytokines. Différents types des cellules sont impliqués dans la fibrose
comme les cellules mésenchymateuses résidentes, les cellules productrices dECM dérivées
des cellules épithéliales et endothéliales et les cellules péricytes. Bien que Les mécanismes
liant le diabete et la fibrose impliquent des voies telles que 1'augmentation du flux de glucose,
la glycation non enzymatique des protéines, le stress oxydatif, l'activation des facteurs de
croissance et l'induction de cytokines pro-inflammatoire (Speca, 2012) (Tuleta &
Frangogiannis, 2021).

La fibrose rénale tubulo-interstitielle, caractérisée par un dépdt progressif de tissu
conjonctif nuisible sur le parenchyme rénal, semble étre un processus nuisible conduisant
inévitablement a une détérioration de la fonction rénale, indépendamment de la maladie rénale
primaire a l'origine de la lésion rénale initiale. caractérisée par une infiltration de cellules
inflammatoires est la manifestation finale de 1'insuffisance rénale chronique (Cho, 2010). Bien
que le diabete sucré et la néphropathie obstructive puissent étre les causes principales de
I'IRC, la fibrose rénale est toujours la conséquence finale commune de I'IRC (Remuzzi &
Bertani, 1998),(Liu, 2006). Si elle n'est pas contrdlée, elle peut entrainer la défaillance et la

mort d'un organe.

2. Les effecteurs cellulaires de la fibrose diabétique

Les fibroblastes :
Les fibroblastes sont ont des cellules présentes dans l'interstitium de tous les tissus et

organes normaux, elles jouent un role essentiel dans le maintien de l'intégrité structurelle, la




régulation de I'homéostasie de la matrice et la participation aux processus de cicatrisation et
de régénération.

Dans le diabete, le déréglement métabolique peut stimuler l'activation et I'expansion des
populations de fibroblastes (Speca, 2012).

En réponse a une activation et une stimulation par des facteurs de croissance ou a un stress
mécanique, les fibroblastes deviennent contractiles et sécrétoires, produisent de grandes
quantités de protéines matricielles favoriser le dépot de matrice, stimuler la fibrose tissulaire
et entrainer un dysfonctionnement de I'organe. En plus le collagéne glyqué peut activer la
conversion des fibroblastes en myofibroblastes. Plusieurs facteurs de croissance présents dans
les tissus diabétiques, tels que I'IGF-I, le PDGF et les cytokines pro-inflammatoires, telles que
les interleukines IL-1, IL-6 et le TNF-a, augmentent leur taux de prolifération (Wynn, 2008).

A. Les myofibroblastes :
Les myofibroblastes représentent un type de cellule hautement contractile. Lorsqu’elles

sont activées synthétisent des niveaux élevés d'ECM en particulier du collagene, des
glycosaminoglycanes, de la ténascine et de la fibronectine. Les myofibroblastes peuvent
¢galement jouer un role dans la régulation a la hausse ou a la baisse de la réponse
inflammatoire par la sécrétion de chimiokines et de cytokines. Lorsque les processus de la
sécrétion des chimiokines et de cytokines ne sont pas contr6lés, c'est le cas dans plusieurs
maladies fibroprolifératives, la prolifération des myofibroblastes se poursuit, entrainant une
accumulation excessive de la MEC et conduisant a des altérations et défaillance de 1'organe
(Rieder et al., 2007).

B. Les péricytes:
Les péricytes sont des cellules dérivées de cellules mésenchymateuses non différenciées.

Ils entourent les cellules endothéliales des capillaires et des petits vaisseaux sanguins. Les
péricytes contrdlent la différenciation des cellules endothéliales, la signalisation endothéliale,
l'angiogenese et la dégradation de la MEC. En outre, en raison de leur phénotype
intermédiaire entre les CML vasculaires et les fibroblastes, les péricytes représentent une
réserve utile de fibroblastes pendant la cicatrisation des plaies et sont donc considérés comme
un excellent contributeur a la fibrose associée a 1'inflammation en raison de leur capacité a se
différencier en cellules de type fibroblaste productrices de collagéne. Les péricytes
augmentent le dépot de protéines ECM a proximité des vaisseaux sanguins pendant la phase
initiale des processus fibrotiques (Mifflin et al., 2011).

C. Les cellules épithéliales et endothéliales




C'est Les principales cellules fibrogénes peuvent également dériver de cellules non
mésenchymateuses.La transition épithéliale-mésenchymateuse, est un processus clé dans la
fibrose des organes, et se caractérise par des changements spectaculaires dans le phénotype et
la fonction des cellules. Les cellules épithéliales ou endothéliales adoptent une morphologie
fusiforme, perdent les marqueurs cellulaires classiques et acquieérent des marqueurs typiques
des fibroblastes ou des myofibroblastes, tels que la FSP-1, la vimentine, et montrent la
capacité de produire des collagenes interstitiels et de la fibronectine (Wynn, 2008).

D. Les macrophages et Les lymphocytes_:

Les macrophages peuvent produire une large gamme des médiateurs fibrogéniques
puissants, y compris les TGF-f et les facteurs de croissance dérivés des plaquettes PDGF,
stimulant ainsi 1'activation des fibroblastes. le recrutement et I'activation des macrophages
dans des modéeles expérimentaux de diabéte et ont démontré que l'accumulation de
macrophages est associée a la fibrose tissulaire et au dysfonctionnement des organes.

Les lymphocytes ont également ét¢ impliqués dans la pathogenése des conditions
fibrotiques, ils participent a la régulation de la réponse fibrotique diabétique. Il a été suggéré
que I'hyperglycémie chronique chez les sujets diabétiques pouvait activer les cellules T par le
biais de mécanismes épigénétiques médiés par RAGE, induisant 1'expression de cytokines
Thl, Th2 et Th17. Les cytokines dérivées des lymphocytes telles que I'IL-4 et I'lL-13 sont de
puissants médiateurs fibrogéniques et peuvent ensuite activer les fibroblastes, contribuant
ainsi a la pathogenese de la fibrose diabétique. les perturbations du métabolisme des acides
gras ont été impliquées dans la modulation du profil des lymphocytes T (Martinez et al.,
2014).

E. Les cellules mésangiales:
Les cellules mésangiales sont des cellules spécialisé€es situées dans les glomérules des

reins. Elles jouent un role crucial dans la filtration du sang et 1'excrétion des déchets elles sont
les principales productrices de la matrice extracellulaire (MEC) dans le glomérule) (Avraham
et al., 2021). Dans le diabéte, L'hyperglycémie favorise la synthése de I'ECM par les cellules
mésangiales. L'accumulation excessive d'/ECM dans le mésangium entraine 1'épaississement et
la rigidification des parois capillaires glomérulaires. L'hyperglycémie favorise également la
prolifération des cellules mésangiales. Le nombre croissant de cellules favorise la dilatation et
la fibrose du mésangium. L'hyperglycémie entraine la production de cytokines et de facteurs
de croissance par les cellules mésangiales diabétiques, ce qui peut entrainer la fibrose et la

mort cellulaire dans d'autres cellules rénales (Genovese et al., 2014), (Brosius, 2008)




3. Les effecteurs moléculaires de la fibrose diabétique:
Dans le diabéte, les voies de signalisation sous-jacentes impliquées dans la fibrose sont tres
complexes, avec un large éventail de moteurs fonctionnels (Cooper, 2001).
A. Les effets fibrogénes de I'hyperglycémie_:

L'hyperglycémie joue un réle important dans la fibrose associée au diabete. Tout d'abord,
l'exposition des fibroblastes tissulaires a un environnement riche en glucose induit la synthése
de collagenes fibrillaires et non fibrillaires, ainsi que de protéines spécialisées de la MEC,
telles que la fibronectine et les macromolécules matricellulaires. La fibrose induite par
I'hyperglycémie implique I'activation de plusieurs voies fibrogéniques, notamment le stress
oxydatif, la signalisation neurohumorale, les cascades pro-inflammatoires et les réponses
médiées par les facteurs de croissance (Twigg, 2008)

En outre, la résistance a l'insuline joue un réle central dans la pathogenése des 1ésions
tissulaires lipotoxiques, une condition dans laquelle I'accumulation de lipides nocifs perturbe
le fonctionnement des organites et contribuant au développement de Iésions fibrotiques
(Tuleta & Frangogiannis, 2021).

B. Les effets fibrogenes d’'Hyperlipidémie_:

Les perturbations des profils de lipoprotéines circulantes peuvent avoir un impact direct
sur l'activité des fibroblastes, contribuant ainsi a I'augmentation de la fibrose observée chez
les sujets diabétique. Les LDL oxydées activent directement les fibroblastes, induisant un
phénotype de synthése matricielle. Les niveaux réduits de HDL généralement trouvés chez les
patients diabétiques peuvent contribuer a l'accentuation des changements fibrotiques. Les
modifications des HDL associées au diabete peuvent également favoriser la fibrose (Tuleta &
Frangogiannis, 2021).

C. TGF- (transforming growth factor beta ) :

Le facteur de croissance transformant béta (TGF-P) est considéré comme le principal
médiateur de la fibrose rénale (Strutz & Muller, 2006). Le TGF-p peut étre produit a la fois
par les cellules rénales résidentes et par les leucocytes infiltrés, et il est filtré dans le plasma
en cas de protéinurie (Schuster & Krieglstein, 2002). La signalisation en aval du TGF-B1 est
profondément liée a une famille de protéines Smad qui stimulent la fibrose (Smad2 et Smad3)
ou l'inhibent (Smad7). Le TGF-B stimule l'activation myofibroblastique ou la transition des
cellules mésangiales, des fibroblastes interstitiels et des cellules épithéliales tubulaires en
cellules fibrogenes productrices de matrice.

La surexpression du TGF-B provoque également une fibrose glomérulaire et

interstitielle (Cho, 2010). Ces effets fibrotiques du TGF-B peuvent étre résumés par deux




événements cellulaires, l'apoptose et I'EMT. L'apoptose induite par le TGF-B entraine
généralement une perte des capillaires glomérulaires et péritubulaires et une atrophie tubulaire
(Schiffer et al., 2001). D'autre part, 'EMT induite par le TGF-$ peut jouer un role critique
dans l'atrophie tubulaire et la génération de myofibroblastes interstitiels (Cho, 2010).

L'induction et l'activation des cascades de signalisation TGF-B par I'hyperglycémie
dans les tissus diabétiques impliquent plusieurs voies distinctes. Tout d'abord, la stimulation
du SRAA peut déclencher la synthése du TGF-B et promouvoir son activation a partir d'un
stock latent. Ainsi, I'hyperglycémie déclenche un stress oxydatif qui induit 1'expression et
l'activation du TGF-B (Tanaka et al., 2018).

D. PDGF (Platelet-derived growth factor):

Les membres de la famille PDGF exercent de puissantes actions fibrogéniques
médiées principalement par le PDGFRa. Le diabéte peut induire la sécrétion de PDGF par les
macrophages, stimulant ainsi la prolifération des fibroblastes. dans les tissus diabétiques le
glucose ¢€levé induire l'activation de PDGRp a été associée a un dépdt de collagene (Wynn,
2008).

PDGF également impliqué de manicre centrale dans la pathogenese de la fibrose
rénale, tout comme le CTGF3. Le traitement de glomérulonéphrite mésangioproliférative
progressive par un antagoniste du PDGF-B a atténué les changements mésangioprolifératifs,
I'hypertrophie glomérulaire et les lésions podocytaires et, a long terme, a empéché la
glomérulosclérose et les lésions tubulointerstitielles (OSTENDORFE et al., 2001). Dans la
famille des PDGF, les PDGF-C et D augmentent ¢galement dans la zone de Iésion fibrotique

tubulo-interstitielle, ce qui suggere un role potentiel dans la fibrose rénale (Cho, 2010).

E. Des produits finaux de glycation avancée AGE_:

L'accumulation de produits finaux de glycation avancée (AGES) dans l'espace
intracellulaire et extracellulaire joue un rdle important dans la fibrose rénale par le biais de
plusieurs mécanismes différents (Zhao, 2014). Dans des conditions hyperglycémiques, les
sucres réducteurs réagissent de maniére non enzymatique avec les groupes aminés des
protéines, des lipides formant des bases de Schiff et des produits d'’Amadori qui a un stade
avancé, aboutissent a des composés irréversibles appelés AGE (Singh et al., 2001).

Les glycations non enzymatiques du collagene et de la laminine entralnent une
augmentation de la perméabilité vasculaire a l'albumine, qui sont les caractéristiques de la

néphropathie diabétique (Silbiger et al., 1993).




En effet, 'activation des AGE/RAGE stimule plusieurs voies fibrogéniques, dans les
cellules mésangiales glomérulaires (Panizo et al., 2021). En résumé, dans le diabéte, I'axe
AGE/RAGE est un autre facteur important impliqué dans la fibrose rénale par stimulation des
plusieurs voies fibrogéniques, par l'activation directe de la signalisation de la kinase régulée
par le signal extracellulaire (ERK), par l'activation de facteurs de croissance fibrogéniques,
tels que le TGF-f et par la stimulation de la synthése du collagéne dépendante du facteur

nucléaire (Fukami et al., 2004).

F. Les cytokines:

L'hyperglycémie déclenche une réaction inflammatoire qui pourrait jouer un rdle
important dans la fibrose associée au diabéte. La cascade inflammatoire qui influence la
progression de la fibrose peut impliquer de nombreuses cytokines, telles que IL-18, IL-4, IL-6
et TNF-a.

Les cytokines et les chimiokines sécrétées par les cellules immunitaires et non
immunitaires, et on observe également qu'elles posseédent des effets pro-fibrotiques, ce qui
jette les bases de la découverte de nouvelles cibles thérapeutiques dans les troubles
fibrotiques.( Xiaomin Wu., et al,2023).(Speca, 2012).

IL-1 : I’IL-1, en combinaison avec le TNF et I'INF-y, est capable d'augmenter la
transition €pithéliale-mésenchymateuse (EMT) induite par le TGF-f, un processus cellulaire
important de la fibrogenése. Qui induit 'activation des fibroblastes, augmente la production
de cytokines pro-fibrotique, inhibe la dégradation de la MEC et augmente 1'expression des
collagenes (Lan et al., 1993).

L'TL-4 est présente a des niveaux ¢élevés dans les processus fibrotiques et induit
l'activation et la différenciation des fibroblastes en myofibroblastes. Elle induit également la
production de collagenes et favorise la fibrose.

IL-6 Favorise l'activation des CML, favorise l'activation et la prolifération des
fibroblastes, augmente la production d'ECM, module le TGF-f et le TGF-B. Sa neutralisation
améliore la fibrose.

G. TNF-a (Tumor necrosis_factor ALPHA):

TNF-a, est une cytokine pro-inflammatoire. Cette cytokine est produite par diverses
cellules telles que les macrophages, les adipocytes et les cellules T. Elle provoque l'activation
des macrophages et des cellules T et la stimulation de la formation de granulomes. Le TNF-a
est capable d'induire une fibrose rénale, en augmentant 1'accumulation de collagéne. En outre,

il a des effets mitogénes sur les myofibroblastes et est capable de prolonger I'état




inflammatoire en augmentant 1'expression d'autres médiateurs de 'inflammation, tels que 1'IL-
6 et I'IL-1B.Le TNF-a agit en se liant & deux récepteurs TNF-a immunologiquement distincts

d'environ TNF-R1 et TNF-R2 qui provoque la fibrose (Tuleta & Frangogiannis, 2021).

IV. PROTEOGLYCANE
1. Définition

Les protéoglycanes sont des composants biologiquement actifs de la matrice
extracellulaire (Tanaka et al., 2018). constitués d'un noyau protéique spécifique modifié de
maniére post-traductionnelle et 1li¢ de maniére covalente a des glycosaminoglycanes
hautement anioniques (Yanagishita, 1993) linéaires constitués de disaccharides répétitifs
(Sarrazin et al., 2011). La diversité de composition résultant des diverses combinaisons de
noyaux protéiques substitués par une ou plusieurs chaines de glycosaminoglycanes permet
aux protéoglycanes d'interagir avec un grand nombre de récepteurs cellulaire, de cytokines et
d'autres composants eextracellulaires. Ces interactions entrainent la modulation de processus

cellulaires essentiels par exemple, la différenciation, la prolifération et la croissance

(Yanagishita, 1993).

2. L’héparane sulfate

Les protéoglycanes a base d'héparane sulfate (HSPG) sont ¢galement I'un des composants de la

MEC les plus étudiés dans les tissus rénales (Simon-Assmann et al., 1995).

Les protéoglycanes a base de sulfate d'héparane sont des protéines hautement glycosylées

attachées d’une chaine de sucre glycosaminoglycanique. Ils sont des molécules linéaires

chargées

négativement (Sarrazin et al., 2011), et constituées d'unités répétitives d'acides uroniques, de

glucuroniques ou d'iduroniques et de glucosamine (Yamamoto et al., 2013). la longueur de la chaine

d'héparane sulfate, qui varie de 60 a 100 kD (Hiebert, 2021). Les HSPG sont impliquées dans le

développement, la migration cellulaire, la transduction des signaux, 1'hémostase, l'inflammation et

régulent les cytokines, les chimiokines, les facteurs de croissance et les enzymes (Matsuzaka &

Yashiro, 2024).
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Par l'intermédiaire des chaines HS, les HS-PG a la surface des cellules endothéliales peuvent
interagir spécifiquement ou sélectivement avec un certain nombre de protéines plasmatiques
notamment le collagéne, la fibronectine et la laminine (Hiebert, 2021).

A. Structure d’héparan sulfate

» La premiére partie : carbohydrate

Un protéoglycane est constitu¢ d'une protéine centrale et d'une ou plusieurs chaines de GAG
liées de mani¢re covalente. Les GAG sont des polysaccharides linéaires constitués d'unités
disaccharidiques répétitives définies par la composition et la liaison chimique des monosaccharides de
sucre aminé et d'acide uronique dans l'unité disaccharidique (Kjellén & Lindahl, 1991). La répétition
disaccharidique caractéristique d'un polysaccharide heparan sulfat/héparine est GIcUAB1-4GIcNAcal-
4, le sulfate de chondroitine (CS) est GIcUAB1-3GalNAcP1-4, le sulfate de dermatane (DS) est
IdoUAP1-3GaINAcB1-4, le sulfate de kératane (KS) est Galf1-4GalNAcP1-3, et I'hyaluronane (HA)
est GIcUAB1-3GIcNAcP1-4 (Park, 2022).

Les GAG sont liés a des résidus Ser spécifiques d'une séquence dipeptidique Ser-Gly, souvent
répétée deux fois ou plus, et s'y polymérisent (Ravikumar et al., 2020). Le GAG le plus hétérogéne du
point de vue structurel, qui a une longueur de 20 a 150 disaccharides en fonction du type de cellule et

de la protéine nucléaire (Sarrazin et al., 2011),(Park, 2022).
» La deuxiéme partie : protéine central

La protéine centrale peut contenir des résidus de sérine ; ces résidus agissent comme un point
d'attache auquel différents glycosaminoglycanes se fixent. Les glycosaminoglycanes s'attachent aux
protéines centrales perpendiculairement et donnent naissance a une structure en forme de brosse. Leur
fixation dans la plupart des protéoglycanes, mais pas tous, se fait par l'intermédiaire d'un lien
tétrasaccharidique composé d'acide glucuronique (GlcA), de deux résidus de galactose (Gal) et d'un
résidu de xylose (Xyl) par l'intermédiaire de le biais liaisons glycosidiques (Kjellén & Lindahl, 1991).
Certains glycosaminoglycanes sont liés au noyau protéique des protéoglycanes par une liaison
trisaccharidique dépourvue de résidu GlcA (Bartlett & Park, 2010). Ces protéines sont riches en acides

aminés tels que la sérine et la thréonine (Matsuzaka & Yashiro, 2024).

B. Les classes d’heparan sulfate




Les HSPGs sont généralement classées en 05 types : le syndécan,biglycane , le perlecan et

l'agrine et décorin (De Pasquale et al., 2021).

Dans les syndécans, les GAG se trouvent dans la partie extracellulaire et sont principalement
constitués d'héparane sulfate (Matsuzaka & Yashiro, 2024). Cet ectodomaine peut é&tre libéré
enzymatiquement dans le compartiment extracellulaire par un processus connu sous le nom de

"shedding" (Park, 2018).

Les syndécans agissent comme des récepteurs, sont impliqués dans la signalisation et régulent

la distribution de facteurs de croissance et de cytokines importants (Gondelaud & Ricard-Blum, 2019).

Le perlecan, un HSPG multifonctionnel, est présent dans toutes les membranes basales et la
MEC. Est fortement chargés négativement. Le perlecan est sécrété par l'endothélium, d'autres
épithéliums et les cellules de Schwann (Matsuzaka & Yashiro, 2024)(Guss et al., 2023). Le perlecan
fournit une structure aux tissus et interagit avec la laminine, la fibronectine, le collagene et d'autres
constituants de la MEC. La molécule contient un long noyau protéique constitué¢ de cinq domaines
(Matsuzaka & Yashiro, 2024). 1l a été suggéré que le role principal du perlecan est d'aider a séparer les

tissus et les couches de tissus (Noonan et al., 1991).

L'agrine est un protéoglycane sécrété a l'extérieur de la cellule et formant la matrice
extracellulaire, c'est le principal heparan sulfate du glomérule dans les reins. La protéine centrale est
constituée de trois domaines globulaires, dont un site de liaison a la laminine a I'extrémité N-terminale.
L'agrine est présente dans les membranes basales des tissus nerveux et d'autres tissus, mais celles qui

ont subi un épissage unique sont localisées au niveau des synapses (Matsuzaka & Yashiro, 2024).

La décorine, le biglycane et la fibromoduline sont des petits protéoglycanes riches en leucine
(SLRPs) qui agissent comme de puissants régulateurs du TGF-B (Genovese et al., 2014) jouant ainsi un

role important dans la pathogenese des maladies rénales fibrotiques (Stokes et al., 2000).

La décorine est détectée dans le rein humain a de trés faibles niveaux dans les cellules
mésangiales et les podocytes, mais elle est proéminente dans les fibroblastes interstitiels et les
vaisseaux (Diehl et al., 2021). La décorine améliore la fonction rénale dans le cas de
glomérulonéphrite et de néphropathie diabétique (Harvey, 2012). La décorine possede des propriétés
anti-fibrotiques bien connues : elle neutralise 1'activité du TGF-B en interférant avec sa signalisation,

elle exerce une activité anti-apoptotique sur les cellules épithéliales et endothéliales tubulaires. Le
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traitement des cellules épithéliales tubulaires humaines avec de la décorine inhibe la réponse

apoptotique a I'hyperglycémie en liant le récepteur de I'lGF-I (Harvey, 2012).

La biglycane est exprimée par les cellules endothéliales des capillaires interstitiels et
glomérulaires, 1'épithélium du canal distal et du canal collecteur (Diehl et al., 2021). Le biglycane
pourrait agir comme un initiateur et un régulateur de l'inflammation dans le rein. Bien que son
accumulation interstitielle dans les maladies rénales provienne des cellules inflammatoires infiltrantes

(Harvey, 2012).

Les niveaux de biglycane augmentent ensuite en réponse a la stimulation du TGF-f, ce qui peut
favoriser I'expansion mésangiale par ses effets antiadhésifs, en contrant la signalisation du PDGF pour

favoriser la prolifération, et en inhibant I'apoptose via la caspase-3 (Biilow & Boor, 2019).

3. Les protéoglycanes et diabete

Les heparan sulfat protéoglycane(HSPG) jouent un rdle dans les nombreux changements
observés dans I'état diabétique (Hiebert, 2021), et les altérations du diabéte peuvent étre dues a des
modifications de la production des HSPG (Han et al., 2005). L'hyperglycémie augmente 1'héparanase
dans de nombreux endroits. Ansi, L'augmentation de 1'héparanase et l'augmentation des especes

réactives de l'oxygene entrainent la dégradation des HSPG (Pessentheiner et al., 2020).

L'état pro-inflammatoire existant dans le diabete est dii a plusieurs circonstances. Les AGE
favorisent l'inflammation qui accélere les 1€sions vasculaires chez le patient diabétique (Hiebert, 2021).
Les AGE augmentent 'expression de I'héparanase qui peut étre empéchée par des anticorps dirigés
contre les récepteurs des AGE, connus sous le nom de RAGE,Ce qui indique que les AGE augmentent

l'expression de I'héparanase par l'intermédiaire du récepteur RAGE (Qin et al., 2013).

L'augmentation de 1'expression de 1'héparanase entraine une augmentation de la migration des
macrophages, médiée par l'activation de la voie de signalisation PI3K/AKT. En outre, 1'héparanase
remodele I'MEC et libere des cytokines inflammatoires, précédemment liées aux HSPGs, ce qui attire
les macrophages inflammatoires dans la région (Baker et al., 2010). Dans le rein, les altérations de la
composition et de la structure des HSPG glomérulaires induites par le diabéte réduisent la capacité a
limiter la filtration des molécules chargées, ce qui entraine une néphropathie diabétique (Hiebert,

2021).




V. CURCUMINE

1. Curcuma Longa
A. La présentation de plant curcuma longa :
Le curcuma est une plante vivace qui appartient a la famille des Zingibéracées

(Fuloria et al., 2022). 1l atteint une hauteur de trois a cinq pieds et est largement cultivé en
Asie, en Inde, en Chine et dans d'autres climats tropicaux. Il posséde des feuilles allongées et
pointues et des fleurs jaunes en forme d'entonnoir(A. Kumar et al., 2017).

Le curcuma est largement consommé dans les pays d'origine pour diverses raisons,
notamment en tant qu'épice et pigment alimentaire, et en tant que médicament populaire
indien pour le traitement de diverses maladies(Bhandary et al., 2023). La médecine
traditionnelle indienne actuelle 'utilise pour les troubles biliaires, 1'anorexie, la toux, les plaies
diabétiques, les troubles hépatiques, les rhumatismes et la sinusite(Holt et al., 2005), (Thi
Sinh., et al., 2021).

Les différentes propriétés de la poudre de curcuma lui viennent de sa composition
biochimique, et notamment de la curcumine qu'elle renferme son principe actif (Niranjan &
Prakash, 2008). La couleur jaune caractéristique du curcuma est due aux curcuminoides,
isolés pour la premicre fois par Vogel en 1842 (Fuloria et al., 2022).

Le nom du genre "Curcuma" provient de la latinisation de l'arabe "al-kurkum" qui
signifie "jaune" et désigne a l'origine le safran. Ce terme est utilisé pour décrire le curcuma.

B. La composition chimique de la curcuma
Le rhizome est la partie la plus utilisée de la plante Les principaux composants actifs

du rhizome sont les curcuminoides. Trois curcuminoides ont été isolés a partir du curcuma, a
savoirLes curcumine, déméthoxycurcumine et bisdéméthoxycurcumine, sont des dérivés
polyphénoliques non toxiques de la curcumine qui exercent une large gamme d'activités
biologiques. Ces trois substances conférent la pigmentation jaune caractéristique de la plante
curcuma longa. (Dosoky & Setzer, 2018).

La curcumine est la principale composant chimique du curcuma sont étroitement liées
a leur efficacité dans le traitement des maladies humaines. (Hewlings & Kalman, 2017)

Des études sur la valeur nutritionnelle du Curcuma longa ont montré qu'il contient les
glucides 69,4 %, les protéines 6,3 %,2,85 % de cendres, les lipides 5,1 %, les minéraux 3,5 %
et I'humidité 13,1 %, ainsi que son huile, pourraient atteindre 5,8 % par distillation a la vapeur
d'eau des rhizomes de curcuma avec du bornéol (0,5 %), de l'a-phellandréne (1 %), du
zingibéréne (25 %), du sabineéne (0,6 %), du cinéole (1 %) et des sesquiterpenes (53 %) (Li,
2011),(Fuloria et al., 2022).




2. Lacurcumine
A. Definition
La curcumine appartient a une classe de composés polyphénoliques et sa source est le

rhizome du curcuma (Salehi et al., 2020). La curcumine est obtenue par extraction par solvant
du curcuma, c'est-a-dire des rhizomes broyés du Curcuma longa L (El-Saadony et al., 2023).
Des expériences pharmacologiques ont confirmé qu'elle peut présentait des activités anti-
inflammatoires, antioxydants, antifongiques, antimicrobiennes, antiulcéreuses,
anticancéreuses et hépatoprotectrices(A. Kumar, 2011) ce qui lui confere un potentiel dans la
lutte contre diverses maladies malignes, le diabéte, les maladies infectieuses et les maladies
cardiaques, les allergies, Il'arthrite, la maladie d'Alzheimer et d'autres maladies
chroniques(Jayaprakasha et al., 2005), (Itokawa et al., 2008).

B. La structure chimique de la curcumin
La curcumine posséde de nombreuses bioactivités, telles que des propriétés

antioxydantes, anti-inflammatoires, antivirales, antifongiques, chimiopréventives et
chimiothérapeutiques contre le cancer (Salehi et al., 2020).

La curcumine désigne généralement la (1,7-bis(4-hydroxy-3-méthoxyphényl-)-1,6-
heptadie¢ne-3,5-dione), ou diféruloylméthane(Thimmasandra.N.R ..et al., 2020) .La curcumine
a une structure énorm composée de deux phénols méthoxylés et de dicétone. Sa Formule
moléculaires C21H2006. Elle se présente sous la forme d'un solide jaune-orange, d'un poids
moléculaire de 368 g/mol et d'un point de fusion de 183 °C (Salehi et al., 2020).
Chimiquement, il s'agit d'un composé polyphénolique béta-dicétone avec deux anneaux
aromatiques, chacun avec un substituant hydroxy(-OH) et un substituant méthoxy(-OCH3).
Une chaine de sept carbones avec deux groupes carbonyles o-B insaturés relie les
anneaux(Anand, P..et al., 2007),(Zhai, K..et al., 2020)

C. Les propriétés anti-inflammatoires
La curcumine est susceptibl inhibe le métabolisme de l'acide arachidonique, les

activités de la cyclooxygénase, de la lipoxygénase, des cytokines (interleukines et facteur de
nécrose tumorale), du facteur nucléaire-kB (NF-«xB) et la libération de stéroides (Itokawa et
al., 2008). La curcumine stabilise les membranes lysosomales et provoque le découplage de la
phosphorylation oxydative (Menon, V. P., Sudheer, A. R. 2007). Elle possede également une
forte activité de piégeage des radicaux d'oxygene, ce qui lui confére des propriétés anti-

inflammatoires (Chainani-Wu, 2003).




D. La propriété antioxydant
Les curcumines sont de puissants piégeurs de radicaux libres qui stimulent les

enzymes qui détruisent les ions superoxyde O2 et protégent les érythrocytes des peroxydes
(superoxyde dismutase, glutathion peroxydase, glutathion réductase, glucose-6-phosphate
déshydrogénase, catalase). La curcumine est également un puissant inhibiteur de la
peroxydation des lipides et neutralise les enzymes oxydantes(Sreckanth, K. S. et al., 2003).

De nombreuses fonctions de la curcumine sont liées a son activité antioxydantes
(Preetha Anand..et al., 2008) L'activité de piégeage des ROS de la curcumine peut provenir du
groupe CH2 de son fragment hydroxyle phénolique ou B-dicétone. Des études ont rapporté
que le groupe hydroxyle phénolique de la curcumine est crucial pour l'activité de piégeage des
ROS, et le groupe méthoxy en fait des ROS est plus actif (Jose L..et al., 2002),(Jayaraj R..et
al., 2010).

E. La propriété anti-diabetique

Les curcuminoides du curcuma ont récemment montré une activité hypoglycémiante
dans le diabete de types 2.Les rapports d'é¢tudes expérimentales prouvent également
l'efficacité du curcuma pour le diabéte (Kuroda, M., et al., 2005). La curcumine diminue
¢galement les complications induites par les produits finaux de glycation avancée dans le
diabete sucré (Sajithlal, G. B.,Chithra, P.,Chandrakasan, G., 1998). Cette activité
hypoglycémiante est due a I’activation des PPARg(Proliferative-ActivatedReceptoe-gamma)
par I’intermédiaire de son ligand GAL-4- PPARg(Nishiyama,T., et al , 2005).

Le rapport suggere que l'activité antidiabétique du curcumin peut €tre principalement
a travers la vitalisation des cellules pancréatiques et par la stimulation de la production

d'insuline(Lekshmi, P. C..et al.,2012).
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Matériels et méthodes

I. Matériel:
3. Matériel biologique :

1. animale:
A. Lesrats de wistar:
Cette souche a été sélectionnée par DONALDSON en 1906 a I'Institut Wistar (USA) a

partir d'un stock de l'université de Chicago (Russel-Lindsay, 1979). Le rat albinos est facile a
manipuler pour la recherche médicale et biologique. La souche WISTAR représente une
variété polyvalente, non consanguine. Dans cette recherche, on a employé des rats de I'Institut
Pasteur d'Alger (Koubba). Les rats étaient des individus males de 7 a 8 semaines, pesant entre
120 et 130 grammes.

B. Classification :
- Regne : Animalia

- Phylum : Chordata

- Sous phylum : Vertebrata
-Classe : Mammalia

- Ordre : Rongeurs

- Sous-ordre : Myomorphes
- Famille : Muridae

- Sous famille : Muridés

- Genre : ratus

- Espece : R.norvegicus(Descat, 2002)

C. Elevage des animaux:
Les rats ont été accueillis séparément dans des cages en acier inoxydable équipées de

biberons pour l'alimentation. Avant I'expérience, les animaux ont été acclimatés pendant deux
semaines, pendant lesquelles ils ont été nourris avec un régime de laboratoire standard et ont
eu acces a l'eau a leur convenance. Des conditions environnementales standard ont été mises
en place pour les rats, avec une température de 18°C, une humidité de 64,5% et un cycle
lumineux de 12 heures de lumiére et 12 heures d'obscurité. 1l est crucial de respecter ces
conditions afin de garantir le bien-étre des rats et réduire au minimum les variations

environnementales susceptibles d'influencer les résultats de I'étude.




> Le régime alimentaire :

Le régime cafétéria consiste en un régime alimentaire qui a pour objectif de provoquer
I'obésité chez les rongeurs en leur proposant une diversité d'aliments appétissants et riches en
graisses saturées, glucides raffinés ou les deux. La conception de ce régime vise a reproduire
I'environnement alimentaire contemporain et encourage I'hyperphagie et le gain de poids
rapide chez les rongeurs. Ce régime alimentaire inclut des gateaux, des biscuits sucrés et des
collations salées riches en matieres grasses.

C'est un régime déséquilibré, hyperglucido-lipidique, Ce régime présente des quantités
caloriques variees. Il présente une consommation excessive de calories, avec une moyenne de
32,87 % de calories provenant des lipides, tandis que pour le régime standard, seulement 16
% des calories proviennent des lipides.

Les régimes riches en graisses (HFD) traditionnellement utilisés dans les modeles
d'obésité induite par l'alimentation chez les rongeurs (DIO), ce régime est couramment
consommeés par les humains, y compris les aliments riches en sel et en matiéres grasses,
pauvres en fibres et a forte densité énergétique, tels que les biscuits, les chips et les viandes
transformées, céréales, chocolat, crackers, gaufres et gateaux apéritifs (Sampey et al., 2011).

» Constitution des groupes:

Les rats ont été distribués de maniére aléatoire en 3 groupes:

> premier groupe témoin (T) : composé de 6 rats, soumis au régime standard.

» deuxieme groupe (expérimenté) soumis au régime cafétéria (riche en lipide et

glucide) composé de 6 rats.

> troisieme groupe diabétique traité a la curcumine (TR) : Un groupe de 6 rats, qui ont

été soumis a un régime cafétéria et qui ont recu du curcumine en solution a une dose

de 350 mg/kg/jour, a été administré in vivo par voie orale (gavage).

1.1. végétale :
» La curcumine:
La curcumine utilisé dans notre projet comme un traitement de I'inflammation rénale dans le
cas de diabéte. Dans ce travail, nous avons utilisé d’une molécule Pure de curcumin pour le
traitement des rats sous forme solution a dose 350 mg/kg/jour, a été administré in vivo par

voie orale.
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Matériel non biologique :
A. Equipements et instruments :

e Microtome de type Américan opticale.
e étuve régulée a 60C°.

e balance de précision

e microscope optique de type Optica,

e Agitateur.

réfrigérateur, lames et lamelles, bicher, pince, pinceau.

bain-marie.

J e
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Figure 3 : étuve régulée a 60C°.




Figure 4 : Microtome de type Américan opticale.

B. Produits et solutions utilisé :
Alcool (éthanol 50C°, 70C°, 90C°et 100C®), toluene, paraffine en pastille, eau distillée, eau
acétique, eau acétifiée, acide phosphomolybdique.

C. les colorants histologiques utilisés :




v’ La premiere coloration trichrome de masson :
- Hématoxyline de groat.

- fuchsine ponceau.

- orange G molybdique.

- bleu daniline.

v’ La deuxiéme coloration d’APS (Periodic Acid Schiff) :
- Acide périodique.

- reéactif de schiff.

- hématoxyline de groat.

- l'orange G.

- le bleu d'alciane.

II. Méthodes:
1. Technique histologique :

Afin de mettre en évidence des éventuelles I'altération matricielle touchant les reins de
rats lors d'un régime alimentaire hyperglucido-lipidique, nous avons procédé a une technique
histologique ( fixation, déshydratation, Clarification , inclusions, mise en bloc,
Sectionnement, coloration de trichrom de masson et de passe)(Alturkistani et al.,
2015)(“Histological Methods,” 1976), ((Musumeci, 2014).

A. Fixation
La fixation est réalisée immédiatement apres le prélevement de I'échantillon a observer.

Elle permet de fixer et de conserver durablement I'échantillon dans un état aussi proche que
possible de 1’état vivant. Elle peut étre réalisée a l'aide d'une solution de fixation. Le fixateur
utilisé est le formol. Il préserve la morphologie des tissus.

a. Deéshydratation :

Il est essentiel de déshydrater I'échantillon afin de substituer les molécules d'eau présentes
dans I'échantillon par de I'éthanol. L'objectif est de plonger les organes dans des bains d'alcool
a des degrés croissants (50°, 70°, 90°, 100°) pendant une durée de 30 minutes chacun.

b. Clarification :

L'éthanol et la paraffine n'étant pas miscibles, l'utilisation de butanol permet I'élimination

totale de I'éthanol. D'abord on utilise deux bains de butanol le premier de 1h30 aprés Le 2éme

bain constitue un bain d’attente.




B. Incorporation:
La phase d'inclusion implique de durcir I'échantillon dans deux bains de paraffine fondue

a 60°C dans I'étuve pendant 2 heures chacun, dans le but de permettre I'entrée progressif de la
paraffine dans les organes, permettant ainsi la coupe.
a. Lamise en bloc:

Les reins ont été retirés de la paraffine d'inclusion a l'aide d'une pince et placés dans des
moules remplis de paraffine chaude. Une fois refroidie et solidifiée, la paraffine a éteé
démoulée.

C. Sectionnement:
La coupe est effectuée avec un microtome de type american opticale. Il s'agit d'une étape
importante dans la préparation des lames de microscope. Les échantillons sont coupés en
section transversale en fines tranches de 5 micromeétres. Les coupes sont étalées dans un bain-

marie réglé a 40°C.

D. Coloration
> Trichrome de Masson

Avant la coloration, les lames sont plongés dans deux bains de cyclohexane pour dissoudre la
paraffine: 15 minutes.
- Réhydratées dans des bains d'alcool de degré décroissant (100°, 96°, 70°) de 10 minutes
chacun.
- Plongés dans un bain d'eau distillée de 5 min.
- Colore dans hématoxyline de groat pondant 5 min pour colorer les noyaux
en noir.
- Ringage par I'eau courant presque 5 min.
- Fuchsine ponceau aussi 5 min pour coloré le cytoplasme en ros.
- Ringage dans 2 bains d'eau acétique suit par coloration dans orange G de 5 min aussi pour
colorer le cytoplasme en rose.
- Ringage dans 2 bain d'eau acitic quelques mouvements.
- Coloration par bleu d'aniline pour coloré la matrice (collagéne en bleu).
- Dans bain de l'eau distillée enfin un déshydratation dans des bains d'alcool de degré
croissant (70°, 96°, 100°).
» APS (Acide périodiques réactif de schiff)

- Deux bains de cyclohexane pour dissoudre la paraffine: 15 minutes.
- Réhydratées dans des bains d'alcool de degré décroissant (100°, 96°, 70°) de 10 minutes




chacun.

- Plongés dans un bain d'eau distillée de 5 min.

- Coloré dans hématoxyline de groat pondant 3 min pour colorer les noyaux
en noir.

- Ringage par I'eau courant presque 5 min.

- Acide périodiques pendant 10 min- -Ringage par I'eau courant 5 min
-L'eau distillée quelques mouvements

-Reactif de schiff pendant 10 min

- I'eau robinet 10 min

- Bleu d'alciane 5 min

- L'eau robinet 10 min

- Orange G 2 min

-Ringage par I'eau istillée

- Déshydratation dans des bains d'alcool de degreé croissant (70°, 96°, 100°).

Avant la coloration, les lames sont plongées dans deux bains de cyclohexane pour dissoudre
la paraffine: 15 minutes.

- Réhydratées dans des bains d'alcool de degré décroissant (100°, 96°, 70°) de 10 minutes
chacun.

- Plongés dans un bain d'eau distillée de 5 min.

- Coloré dans hématoxyline de groat pondant 5 min pour colorer les noyaux

en noir.

- Ringage par I'eau courant presque 5 min.

- Fuchsine ponceau aussi 5 min pour coloré le cytoplasme en ros.

- Ringage dans 2 bains d'eau acétique suit par coloration dans orange G de 5 min aussi pour
colorer le cytoplasme en rose.

- Rincage dans 2 bain d'eau acétique quelques mouvements.

- Coloration par bleu d'aniline pour coloré la matrice (collagene en bleu).

- Dans bain de I'eau distillée enfin une déshydratation dans des bains d'alcool de degré
croissant (70°, 96°, 100°).

» Coloration APS :

E. Observation
Assemble les coupes colorées entre lame et lamelle en utilisant un liquide de montage
(Eukit). On observe les coupes histologiques a l'aide d'un microscope photonique de type
Optica. Ces coupes sont photographiées a différents grossissements avec un appareil photo

numérique.
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I. Resultats
Planche |

f)

b

e

A et B : coupes histologiques au niveau du rein chez des rats témoins. Coloration TM.
GX 400. C et D. Coupes histologiques au niveau du rein chez les expérimentés.
Coloration TM. G X400. CR : corpuscule rénale. TCP : tube contourné proximal.

TCD : tube contourné distal. HA : Anse de Henlé




Planche I (A et B): Coupes transversales au niveau du rein d’un rat contréle montrant les
deux régions anatomique du rein, la région corticale et médullaire. Gx400

- Dans la région corticale, les corpuscules sont normaux et leur architecture est
normale. le glomérule a aspect normal, le réseau capillaire est pelotonné et occupe

toute la capsule de Bowman.
- Dans la région médullaire, les tubules rénaux (Anse de Henlé) apparaissent normaux
bordés d’un épithélium cubique bas.

PlancheI (B et C)
Nous notons au niveau de ces coupes les différentes altérations :

- Rétrécissement au niveau des glomérules ( —) indiquant une atteinte glomérulaire.

- Altération de la structure tubulaire, nous observons une disparition de certains tubules
ce qui indique une nécrose tubulaire ( —»)

- Destruction tubulaire et vasculaire tubulo-interstitielle ().




Planche I

Figure A et B : coupes histologiques au niveau du rein chez des rats expérimentés
atteints du diabéte de type 2. Coloration TM. Gr x 100 et x 400. C et D. Coupes
histologiques au niveau du rein chez les animaux traités par la curcumine. Coloration
TM. G X400. CR : corpuscule rénale. TCP : tube contourné proximal. TCD : tube
contourné distal. HA : Anse de Henlé

Planche II (A et B)

Coupes au niveau du rein des rats diabétiques, montrant la région corticale. Gx10 et Gx40
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Au faible et au fort grossissement, nous observons la région montrant les corpuscules
rénaux avec un rétrécissement des glomérules.

Planche II (C et D)

Coupes au niveau du rein chez des animaux diabétiques et traités par la curcumine

Les corpuscules rénaux reprennent leur aspect normal, nous observons 1’absence du
rétrécissement ( —du glomérule observé précédemment chez le groupe diabétique.
Au niveau de la région médullaire, nous observons I’absence de toute 1ésion touchant
les tubules, pas de destruction tubulaire ( ==) et vasculaire ( ).




Planche Il

A : coupe histologiques au niveau du rein chez le rat témoin.
Coloration bleu Alcian-APS. Gr x 400. B, C et D. Coupes
histologiques au niveau du rein chez les animaux diabétiques.
Coloration Bleu-Alcian. G X400. E et F: coupes histologique au
niveau du rein chez les rats traités avec de la curcumine. CR:
corpuscule rénale. TCP: tube contourné proximal. TCD: tube
contourne distal. HA : Anse de Henlé.
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Planche III (A et B): Coupes transversales au niveau du rein d’un rat contréle montrant les
deux régions anatomique du rein, la région corticale et médullaire. Gx 400

- Dans la région corticale, les corpuscules apparaissent normaux, ils ont un aspect
sphérique. A DI'intérieur de ces corpuscules, se trouvent le glomérule, est un réseau
capillaire et le mésangium, c’est la structure intramésangiale, formée par les cellules
mésangiales entourées par la matrice extramésangiale.

Dans la région médullaire, les tubules rénaux (TCP et TCD) apparaissent également
formés par un épithélium de cellules cubique qui sont plus baisses dans le TCD que
TCP.

Planche III (C et D) : Coupes transversales au niveau du rein d’un rat diabétique montrant de
la région corticale et montrant médullaire. Coloration, bleu Alcian et APS. Gx 400

Nous notons au niveau de ces coupes les différentes altérations :

- Rétrécissement au niveau des glomérules ( —) indiquant une atteinte glomerulaire.
- Epaississement de la membrane basale glomérulaire et tubulaire ( — )
- Fibrose tubulo-interstitielle ( —).

Planche III (E et F) : Coupes transversales au niveau du rein d’un rat diabétique et traité par
la curcumine montrant de la région corticale et médullaire. Coloration, bleu Alcian et APS.
Gx 400

- Les corpuscules apparaissent d’un respect normal proche de controle, nous observons
la disparition de rétrécissement (—)des glomérules observé chez les rats diabétique,
les glomérules reprennent leur forme de départ.

- Disparition de 1’épaississement ( —») au niveau de la lame basale glomérulaire et
tubulaire

- Absence de la fibrose tubulo-interstitielle.




II. Discussion

Le rein fait partie des cibles privilégiées des complications liées au diabéte. Sur le plan
histologique, nos résultats ont montre plusieurs altérations rénales dont les plus remarquables
sont le rétrécissement glomérulaire, la nécrose tubulaire et vasculaire, 1’épaississement de la
membrane basale et la fibrose tubulo-interstitielle. Aprés traitement avec de la curcumine, une
amélioration de toutes ces altérations ont été enregistrés dans les coupes histologiques issues
d’animaux soumis au traitement

L’objectif de notre travail est de réalisé une étude histologique comparative du rein.
Nous avons administrés aux rats une dose de 350mg/kg de curcumine par voie oral pendant
30 jours a des rats atteints de diabéte de type 2 et nous avons comparé les coupes
histologiques des différents lots.

Chez les rats diabétiques non traité par la curcumine :

Notre étude montre que le régime cafétéria provoque l'obésité et le diabete. par la suite
I’atteinte rénale est considérable, Caractérisé par un ¢épaississement de la membrane basale,
une fibrose tubulo-interstitielle, rétrécissement glomérulaire (La Russa et al., 2019).

En outre, d’autres altérations ont été enregistrées au niveau de certaines coupes des rats
diabétique. Ces altérations tournent autour de I’inflammation.

Une étude similaire (Santos et al., 2024) montre que le régime cafétéria augmente
I'épaisseur de la membrane basale glomérulaire. Dans une autre étude qui a été réalisé par
(Fioretto & Mauer, 2007) preuve que I'épaississement de la membrane basale est le 1 ére
changement mesurable qui provoque la fibrose interstitielle.(Kitada et al., 2020) dans son
étude sur les rats soumis au régime pauvre en protéines et restriction en méthionine détecté
que la fibrose tubulo-interstitielle est plus élevé chez les rats diabétiques méme si (Tonolo &
Cherchi, 2014) dans son étude montre que l'inflammation rénale a une corrélation a la fibrose
tubulo-interstitielle. Dans une autre étude de (Habib, 2018) montre que l'apoptose tubulaire
conduire a un rétrécissement glomérulaire, pertes de néphron et une fibrose cellulaire.

> Chez les rats diabétiques traités par la curcumine :

L'administration de la curcumine aux rats diabétiques a amélioreé la structure histologique
de leurs reins. Cette amélioration s'est manifestée par un retour a un aspect normal des
glomérules apres rétrécissement, une inhibition de la destruction tubulaire, et une suppression
de la fibrose tubulo-interstitielle, comparativement aux rats diabétiques non traités.

Notre étude est similaire a une expérience réalisée par (Bhandary et al., 2023) qui ont
utilisé la curcumine a raison de divers effets il montre que les altérations interstitiels et
glomérulaire ont été significativement améliorés par la curcumine (15 a 30mg/kg/J) chez les
rats diabétiques. Une autre étude de (Ulubay et al., 2020), a montré que aprés l'utilisation de la
curcumine, la tubule proximal et distal et le glomérule sont normaux avec absence de
I'inflammation. (Lu et al., 2021)ont revélé que le traitement par la curcumine a dose de
200mg/kg réduit la fibrose tubulo-interstitielle.

Aprés avoir examiné nos résultats de 1&#39;histopathologie du rein de 1’ensemble des




animaux de ces trois lots, nous pouvons conclure que la curcumine a pu corriger la plus part
des altérations survenant chez les rats consommant le régime cafétéria et atteints du diabéte,
cela indique que la curcumine a un potentiel thérapeutique considérable et pourrait étre

considérer comme une alternative thérapeutique pour traiter les complications de 1’obésité et

le diabéte au niveau du rein.




Conclusion

Notre étude a été réalisée sur des rats de souche Wistar, soumis a un régime
hyperglucidolipidique de type cafétéria pour induire le diabéte de type 2 et l'obésité. Ces rats ont été
traités avec une dose de 350 mg/kg de curcumine pure pendant 30 jours, dans le but d'évaluer les effets

histologiques de cette substance sur les reins affectés par le diabete.

Nos résultats ont révélé des variations histologiques montrant plusieurs altérations au niveau

des reins.
> Chez les rats témoins

Dans la région corticale, les corpuscules rénaux sont normaux et leur architecture est intacte.
Les glomérules présentent un aspect normal, avec un réseau capillaire pelotonné occupant toute la

capsule de Bowman.

Dans la région médullaire, les tubules rénaux (Anse de Henlé) montrent un aspect normal avec

un épithélium cubique bas.
» Chez les rats diabétiques
Les coupes histologiques des rats diabétiques, colorées en trichrome de Masson,
Montrent
- Un rétrécissement des glomérules.

- L’altération de la structure tubulaire avec la disparition de certains tubules, indiquant une nécrose

tubulaire. De plus, il y a une destruction tubulaire
- une fibrose tubulo-interstitielle.
- L’¢épaississement de la membrane basal glomérulaire.

- Inflammation
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» Chez les rats traités par la curcumine

Nous avons observé une nette amélioration de toutes les altérations chez les rats obeses.

Notamment,
- I'absence du rétrécissement du glomérule observé précédemment chez le groupe diabétique.
- I’absence de la destruction tubulaire et vasculaire.
- diminution de I'épaississement de la membrane basale glomérulaire et tubulaire.
- disparition de la fibrose tubulo-interstitielle.
Nos résultats ont confirmé I'action préventive et protectrice de la curcumine.

En conclusion, cette étude ouvre de nouvelles perspectives pour des recherches approfondies et

enrichissantes, notamment :

e L’étude morphométriques de capsule de Bowman et le s tube rénaux
e La caractérisation par 'immunohistochimie de certaine cytokine inflammatoire.

e La caractérisation par I’immunohistochimie

Nous suggerons I'utilisation de cette molécule ou de la plante Curcuma-longa dans le traitement de
plusieurs pathologies.
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