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INTRODUCTION

1. INTRODUCTION

Le diabéte sucré est une maladie chronique endocrinienne, qui est devenu un probleme majeur
de santé publique. Selon les derniéres estimations de la fédération internationale du diabete
(FID), plus de 415 millions des personnes sont aujourd’hui affectées dans le monde et que leur
nombre pourrait doubler d’ici 2025 (Haribabu et al., 2013). Cette pathologie est le plus
souvent accompagné d’anomalies du métabolisme des lipides, caractérisées par des
concentrations élevées en triglycérides, cholestérol total, LDL, et réduites en HDL (Sebbagh
et al., 2007). Ces anomalies représentent un important facteur de risque des maladies

cardiovasculaires (Maahs et al., 2001).

C’est une maladie métabolique caractérisée par une hyperglycémie permanente avec une
glycémie a jeun supérieure ou égale a 1.26 g/l (7 mmol/l) a 2 reprises consécutives ; ou une
glycémie aléatoire supérieure ou égale 2 g/l (11 mmol/l) qui résulte d’un défaut de sécrétion
ou d’action de I’insuline, ou de ces deux anomalies associées (Boucher et Barbara, 2011).
L'hyperglycémie chronique du diabéte est associée a long terme a des dommages, un
dysfonctionnement et I'incapacité des organes, en particulier les yeux, les reins, les nerfs et le

systeme cardiovasculaire (Turan et al., 2010).

En général, le diabéte sucré se développe en réponse a une altération des cellules p du
pancréas secrétant de I’insuline. Cette altération peut provenir d’un diabete sucré essentiel par
laquelle les cellules B sont détruites par le systéme auto-immunitaire ou en tant que réponse
diabétique secondaire a d’autres maladies essentielles telles qu’une maladie pancréatique, a
des excés d’hormones anti-insuline, a des états provoqués par des médicaments ou a des
anormalités génétiques autres que celles associées au diabete essentiel.

Dans chaque cas, les cellules B ne peuvent pas produire I’insuline en quantité suffisante pour
transporter de maniéere adéquate le glucose sanguin du sang vers les tissus sensibles a

I’insuline (Drouin et al., 1999).

On distingue, selon la classification de ’OMS, le diabéte de type 1 (le diabete insulino-
dépendant ou juvénile) est une maladie chronique et auto-immune (c’est-a-dire que le corps
détecte ses propres cellules comme étrangéres et les détruit). Il est caractérisé par une
production insuffisante d’insuline et exige une administration quotidienne d’insuline de

synthese (Cicolella et al., 2012).

-1-
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A ce jour, le diabéte de type 1 ne peut se prévenir ni se guérir. Le DT1 est lié a la destruction

des cellules productrices d’insuline par le systéme immunitaire.

Le diabéte de type 2 (précédemment appelé diabéte non insulino-dépendant ou diabéte de la
maturité) ; qui résulte d’une mauvaise utilisation de I’insuline par I’organisme, il représente

90% des diabeétiques rencontrés dans le monde (Brian et al., 2006).

Le diabéte gestationnel qui est une hyperglycémie apparue ou décelée pour la premiére fois
pendant la grossesse disparaissant aprés 1’accouchement (Amadou, 2006). Il est caractérisé
par une intolérance au glucose a cause de la production d’hormones placentaire, provoquant
une hyperglycémie, entrainant une résistance a I’insuline. Ce diabéte peut étre isolé, car il ne
survient que pendant la grossesse, mais il annonce plus fréquemment la possibilité d’un

diabéte de type 2 ou la premiére apparition d’un diabéte de type 1 (Amadou, 2006).

Le diabete peut atteindre I'ensemble des nerfs de I'organisme. Il touche deux types de nerfs :
les nerfs périphériques qui permettent de commander les muscles et de sentir au niveau
cutané ; et les nerfs du systeme nerveux autonome qui commandent le fonctionnement des

visceres (Gispen et Biessels, 2000).

Il a été rapporté que les complications a long terme du diabéte incluent I’initiation de
processus dégénératifs qui endommagent les tissus cérébraux et nerveux. Par la suite, il peut
étre associé a un déclin cognitif et a un risque accru de démence.

Des conditions défavorables au cours du développement prénatal (alimentation déséquilibrée,
maladies, stress de la mere) peuvent provoquer le développement de troubles dont les
conséquences peuvent persister toute la vie. Parmi ces conséquences figurent le diabéte, les
troubles vasculaires, les troubles cognitifs et comportementaux (Zavadenko et al., 1998). Le
diabéte maternel a des effets néfastes sur la santé de la progéniture, en clinique (Ornoy et al.,

2001 ; Perna et al., 2015) et dans des conditions expérimentales (Sadeghi et al., 2018).

L'hyperglycémie maternelle peut classiqguement entrainer un stress oxydatif, une
hyperinsulinémie, une hypoxie tissulaire chronique et une diminution des taux de fer chez le
feetus, qui sont inversement proportionnels au degré de contréle glycémique maternel (Hami

et al., 2015 ; Ornoy et al., 2001). De plus, le fait que le diabéte maternel modifie
-2-
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profondément la trajectoire normale du développement cérébral du foetus, prédisposant ainsi
la progéniture a des troubles neurodéveloppementaux, éventuellement dus a une neuro-
inflammation (Chandna et al., 2015 ; Van Lieshout et Voruganti, 2008 ; Xiang et al.,
2015).

En effet, des preuves convaincantes indiquent qu'une hyperglycémie maternelle prolongée
pendant les périodes critiques du développement induit une inflammation en augmentant la
formation de produits de glycation avancés (AGE) et de son récepteur dans I'hippocampe de la
progeniture, en dérégulant les niveaux dapoptose et en affectant la neurogénese de
I'nippocampe, en ralentissant la prolifération cellulaire et la survie. (Sadeghi et al., 2018).

Des études précedentes ont démontrer que le stress gestationnel est associé a plusieurs
perturbations physiologiques et comportementales tant chez la mére gestante que chez sa

progeniture (Patin et al., 2005).

La gestation est un parcours crucial de haute vulnérabilités au stress (Faisal-Cury et Rossi
Menezes, 2007). Les stimuli environnementaux nuisibles pourraient avoir un impact
considérable sur les processus neurocomportementaux et développementaux a plus ou moins
long terme, notamment s’ils affectent I’organisme maternel aux jours prépartum durant
lesquels se manifestent des changements neuroendocriniens profonds associés au caractere

anxiogeéne de la parturition (Steinberg et Bellavance, 1999).

L’exposition des femmes enceintes & un évenement de stress plus ou moins intense méne a
I’apparition des symptomes anxieux et dépressifs, des complications obstétriques et d’une
subséquente retardation neurocomportementale chez leurs enfants (Talge et al., 2007). Les
mécanismes par lesquels le stress produit ses effets restent obscurs bien qu’un grand nombre
d’auteurs suggerent que 1’axe corticotrope est un contributeur principal. Ceci est di au fait que
I’administration des hormones corticotropes aux rattes gestantes aboutit a des résultats

similaires a ceux observés suite a un stress gestationnel (Dahlof et al., 1978).

Les corticostéroides sont potentiellement capables de traverser la barriere placentaire vers le
compartiment feetal ou elles pourraient perturber le développement intra-utérin. Notablement
il a été rapporté que I’expérience du stress durant la période gestationnelle tardive est associée
a des anomalies neurocomportementales persistantes chez la descendance (Baker et al.,
2009).
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Ces conséquences sont supposées d’étre inhérentes a la capacité des systémes foetaux bien
différenciés de percevoir et réagir aux facteurs du stress maternel (Patin et al., 2005).
Cependant, il a été argumenté que les effets du stress gestationnel sur la progéniture sont
médiés par des changements de 1’approvisionnement feetal en oxygéne a cause des
remaniements vasculaires et hématologiques provoqués par [’activation des voies

sympathiques (Chapillon et al., 2002).

D’un point de vue comportemental, I’impact des conditions stressantes intenses sur la
progéniture est aussi déléteére que leur effet sur I’organisme maternel (Koenig et al., 2005).
Les études ont révélé que les enfants dont les méres témoignaient un incident violent durant la
grossesse, tel qu’un séisme, manifestent plusieurs maladies neuropsychiatriques comme
I’anxiété, le désordre de I’hyperactivité avec déficit attentionnel, la schizophrénie et les

différents types d’amnésie (Talge et al., 2007).

D’autres études ont aussi mentionné 1’existence d’une relation entre le stress psychologique
maternel et I’incidence ¢€levée de la symptomatologie anxieuse, dépressive et schizophrénique
(Gutteling et al., 2005). Des rapports préliminaires indiquaient aussi une corrélation positive
entre I’accroissement des désordres neuropsychiatriques et 1’exposition gestationnelle a des
éveénements stressants intenses, comme les guerres, les séismes ou la mort soudaine des

parents, dont les instabilités sociales sont un composant causatif majeur (Patin et al., 2005).

Il a été rapporté que la plupart de ces issues psychopathologiques sont reliées a la
différenciation sexuelle d’ou les variations de prévalence entre les deux sexes (Williams et
al., 1999).

Depuis des décennies, les efforts thérapeutiques contre les troubles neuropsychiatriques se
sont dirigés vers I’identification d’agents pharmacologiques a effet notoire contre les
conséquences du stress prénatal, tout en €vitant les effets secondaires sur d’autres systémes
maternels pendants la gestation et la lactation.

En fait, les benzodiazépines sont deconseillees chez les femmes enceintes, malgré leur
potentiel anxiolytique efficace, a cause de la possibilité tératogénique qui en est associée
(Rubinchik et al., 2005 ; Zhang, 2004).
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Alternativement, les plantes médicinales gagnent un intérét pharmacologique croissant dans
les études précliniques a cause de leurs effets benéfiques sur la santé, rendant privilégiée leur
utilisation dans les essais de la recherche biomédicale (Zhang, 2004).

Le gingembre, Zingiber officinale, est une plante de la famille de zingibéracées, a la méme
famille que le curcuma ; principalement cultivé en Inde et dans tout le Sud-est asiatique,

notamment en Chine, en Indonésie et aux Philippines, mais aussi en Afrique tropicale.

Sa répartition géographique concerne toute 1’Asie, les Caraibes, I’ Afrique et le Brésil, mais

plus de 50 % de sa production mondiale provient de 1’Inde et de la Chine (Gigon, 2012).

Des études phyto-chimiques innombrables ont montré que le rhizome du gingembre renferme
une grande varieté de composés biologiques actifs et que leur rapport et la concentration
varient selon la saison, le lieu, la période de la récolte (Wilson et al., 2013) et si les rhizomes
sont frais ou secs (Ali et al., 2008). Comme cela est le cas avec beaucoup d'autres préparations
a base de plantes, les extraits du gingembre sont des mélanges complexes de

biologiquement actifs.

L’acreté du gingembre frais est due principalement aux gingérols, qui sont une Ssérie
homologue de phénols dont le plus abondant est le [6]-gingérol. L'acreté du gingembre sec
résulte principalement de shogaols (Par exemple, le [6]-shogaol), qui sont des formes
déshydratées des gingérols, les shogaols sont formées a partir du gingérol correspondant au
cours du traitement thermique (Wohlmuth et al., 2005), ou de stockage (Corrigan, 1997).

Les gingérols sont une série d'homologues chimiques différenciés par la longueur de leur
chaine alkyle non ramifiée, [3-6]-, [8]-, [10]-, et [12]-gingérol, ayant une chaine latérale avec

7-10, 12, 14, ou 16 atomes de carbone, respectivement (Wilson et al., 2013).

Certains appartiennent a la famille des vanilloides, ils sont accompagnes de gingédiols, de
zingérones, de dehydro-zingérones, de paradols, de cétones et d’esters correspondants.

Les constituants phyto-chimiques &cres et non-volatils du gingembre comprennent les
composants biologiquement actifs, prédominés par le gingérol, le shogaol, le paradol et le
zingérone (Gigon, 2012). Le gingembre est essentiellement riche en minéraux comme le
manganése, le phosphore et le magnésium mais il contient aussi du calcium, du sodium et du

fer.
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Figure 01. Principaux constituants biologiques actifs du gingembre (Ali et al., 2008).

Le gingembre est ’'une des épices les plus fréquemment utilisées dans le monde entier, en
particulier dans les pays d'Asie du Sud-est. Il est également une plante médicinale qui a été
largement utilisée dans la médecine chinoise, ayurvédique et grecque (Rong et al., 2009).

Depuis I'Antiquité, le rhizome de gingembre a été utilisé dans les systemes de la médecine
alternative grecque, romaine, asiatique, indienne, sri-lankaise, tibétaine, méditerranée et arabe.
Dans ces systemes de médecine, le gingembre est utilisé pour traiter les rhumes, les maux de
téte, les nausées, les troubles gastriques, la diarrhée, l'indigestion, l'arthrite, les affections

rhumatismales et les douleurs musculaires.

Il a été recommandé pour I’utilisation en tant que carminatif, diaphorétique, antispasmodique,
expectorant, stimulant circulatoire, astringent, stimulant de I'appétit, anti-inflammatoire,
diurétique et facilitant la digestion.

Le gingembre a une longue histoire d'utilisation dans I'Asie du Sud-est, sous forme séchée ou
fraiche. Les chinois consomment le gingembre pour une grande variété de problémes
médicaux tels que : les maux d'estomac, la diarrhée, la nausée, le choléra, I'asthme, les
maladies cardiaques, les troubles respiratoires, les maux de dents et les douleurs

rhumatismales (Wilson et al., 2013).
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Le gingembre est généralement considéré comme une plante médicinale sans danger (Rong et
al., 2009). La littérature scientifique abondante sur le gingembre ne met pas en evidence de

toxicité particuliere concernant cette plante.

Les précautions d’emploi résident, comme d’habitude, dans la prévention des risques
encourus par I’emploi de I’huile essentielle concentrant des principes aromatiques par
hydrodistillation, comme les carbures mono- et quiterpéniques (Gigon, 2012). L’utilisation
des mod¢les expérimentaux, essentiellement les rats représentent autant de voies d’acces dans
la compréhension des déficits d’apprentissage et du comportement. Ainsi que nombreuses
autres complications physiopathologiques et troubles immuno-endocriniens attribuables au

diabéte et au stress (Gispen et Bissels, 2000).

L'hyperglycémie provoquée par l'alloxane ou la streptozotocine est généralement grave et
difficile a contréler. De plus, un diabete léger ou grave induit par la streptozotocine a des
effets tres différents sur la croissance feetale et la séerétion d'insuline feetale (Kervran et al.,
1978).

Les chercheurs ont en effet démontré qu’en intégrant un extrait de gingembre au régime
alimentaire des rats diabétiques, cela pouvait diminuer leur taux sanguin de glucose et de
triglycérides. Des études plus poussées sont cependant nécessaires pour déterminer la nature

de cet effet et les effets du gingembre sur le diabéte humain (Gigon, 2012).

Dans la lumiere de ces constatations a propos du potentiel thérapeutique du gingembre, la
présente étude vient d’enrichir les données actuelles a travers la combinaison d’aspects
scientifiques divers, a savoir le rdle d’un stress psychogene dans la physiopathologie
comportementale, la psycho-neurologie et les capacités préventives d’une molécule naturelle a

caractere nutritionnel chez 1’étre humain.

Bien entendu, alors qu’il n’existe aucun traitement qui peut réduire le risque d’étre
occasionnellement traumatisé, 1’importance biomédicale de notre étude se résume dans le fait
que la prévention pharmacologique avec des substances naturelles peut faciliter I’intervention

médicale post-traumatique.



INTRODUCTION

Effectivement, les parcours récents dans le domaine de la psycho-traumatologie explorent des
méthodes permettant de prévenir I’apparition des troubles anxieux au licu de les traiter aprés

qu’ils se sont installés (Rao et al., 2008).

Pour tester cette hypothése, nous avons procédé¢ a 1’évaluation de ’effet du stress de
contention appliqué durant la période gestationnelle tardive chez des rattes de la souche

Wistar rendues diabétiques par la streptozotocine sur plusieurs paramétres maternels.

Une expérimentation complémentaire a éte effectuée chez la progéniture prénatalement
stressée afin d’évaluer le neurodéveloppement postnatal des deux sexes.
Simultanément, la capacité d’un extrait de gingembre de prévenir les changements observés

chez les méres gestantes et leurs progénitures suite au stress de contention.
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2.MATERIEL ET METHODES
2.1. Matériel biologique

2.1.1. Animaux d’élevage

Le matériel biologique de base que nous avons utilisé est le rat blanc Rattus rattus de la
souche Wistar. Cent-douze (112) femelles et trente (30) males, provenant de I’institut Pasteur
d’Alger, ont été acclimatés aux conditions de notre animalerie. A leur arrivée, ces animaux
pesaient entre 180 et 210 g, et au début de I’expérimentation, ils pesaient en moyenne 240 =+

10 g.

2.1.2. Conditions d’élevage

Les animaux ont été élevés dans des cages translucides en polyéthyléne tapissées d’une litiere
composée de copeaux de bois. Les cages ont été nettoyees et la litiere changée une fois tous
les deux jours. Les rats ont été adaptés aux conditions de 1’animalerie : une température de 25
+ 2°C, une hygrométrie de 65 £ 5 % et une photopériode naturelle.

La nourriture apportée a ces animaux est confectionnée sous forme de batonnets (fournis par
I’office national d’alimentation de bétail (ONAB EL-KSER BEJAIA — ALGERIE) constitués
de mais, d’orge, de lait et de compléments vitaminés, quant a 1’eau de boisson, elle est

présentée dans des biberons adaptés aux cages. L’aliment et I’eau sont fournis ad libitum.
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Figure 02. Conditionnement des rats au niveau de I’animalerie (Mehouel, 2020).
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2.2. Méthodes
2.2.1. Préparation des groupes expérimentaux

Aprés une période d’adaptation de trois semaines, nous avons choisi cent-douze (112)

femelles en fonction du poids. Les rattes ont éte réparties en huit (8) groupes expérimentaux.

Tableau 1. Répartition des groupes expérimentaux

Désignation du groupe Traitement

T Rattes témoins gestantes.

D Rattes diabétiques gestantes.

G Rattes gestantes traitées par le gingembre.

S Rattes gestantes stressées .

D+G Rattes diabétiques gestantes traitées par le gingembre.

D+S Rattes diabétiques gestantes stressées.

S+G Rattes gestantes stressées traitées par le gingembre.

D+S+G Rattes diabétiques gestantes stressées traitées par le gingembre.

2.2.2. Induction du diabéte chez les rattes par la streptozotocine

La streptozotocine (STZ) est une glucosamine nitrosée, qui entraine un effet cytotoxique
sélectif des cellules B des ilots de Langerhans. C’est une substance chimique soluble dans
I’eau, le sérum physiologique et les solvants organiques. Sa formule moléculaire est
CsH15N307.

La streptozotocine apparait sous forme de poudre cristalline jaune pale ou blanc cassé. Elle est
couramment utilisée sur des modéles animaux pour I'étude du diabete (Frode et Medeiros,
2008). Elle est constituée d’un résidu de glucose auquel se lie un carbone (2), un résidu nitro-

urée methylé. In vivo, sa demi-vie est de 5 a 15 minutes.

Il est possible que I’entité glucidique de la molécule facilite son internalisation via les

transporteurs GLUT2 membranaires des endocrinocytes B pancréatiques (White, 1963).
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Figure 03. Structure chimique de la streptozotocine (White, 1963).

Le diabéte a été induit chez les rattes des groupes (D), (D+G), (D+S) et (D+G+S) avant la
gestation par une seule injection intra-péritonéale de STZ [Sigma-Aldrich] a la dose de
50mg/kg de poids corporel. La streptozotocine a été préparée dans un tampon citrate (1mi/kg,

pH 4.5). L’hyperglycémie est confirmée 72 heures apres I’injection de (STZ).

2.2.3. Détermination du profil glycémique

Au cours de la phase expérimentale, nous procédons a la détermination du profil glycémique
chez toutes les rattes. Nous disposons d’un glucométre manuel (ONE TOUCH Verio) pour
mesurer instantanément la glycémie (exprimée en g/l) a partir de la veine caudale (Hiramatsu
et al., 2002) de chaque ratte : (Avant la gestation : jours 1 et 4 de I’expérimentation), (Pendant

la gestation : jour gestationnel 1, jour gestationnel 14, jour gestationnel 19).

2.2.4. Identification cestrale et accouplement

Les rattes des différents groupes ont été separées, chacune dans une cage. Les premiers frottis
vaginaux ont été effectués chez toutes les femelles afin d’identifier les phases du cycle
oestrien. La technique du frottis vaginal consiste a prélever, au moyen d’une anse métallique,
le liquide visqueux retrouvé au niveau des parois du vagin de la ratte. Une fois préleve, le
frottis est étalé sur une lame pour procéder a la coloration selon la méthode de Issac et
Wurch (1966) qui consiste a appliquer quelques gouttes du bleu de méthylene sur la lame

puis rincer a I’eau distillée.

-11 -



MATERIEL ET METHODES

La lecture se fait sous microscope (Bl series system microscopiques, Motic Inc, USA), ou
I’on observe les trois types cellulaires suivants: les cellules épithéliales, les cellules
kératinisées et les leucocytes. L’identification des différentes phases du cycle oestrien
s’effectue en fonction de 1’abondance relative de ces types cellulaires au niveau du frottis
(Tab.2).

La production cyclique par 1’ovaire d’cestrogénes et de progestérone entraine des
remaniements des muqueuses utérine et vaginale.

L’augmentation du taux d’cestrogénes au moment de 1’cestrus entraine un accroissement de la
kératinisation des cellules épithéliales du vagin. Une invasion leucocytaire de 1’épithélium

vaginal succéde a cet état au moment du metcestrus et du dicestrus.

Tableau 2. Identification des phases du cycle oestrien (Thierry, 2007)

Cellules épithéliales Cellules Leucocytes
Phase du cycle L
kératinisées

Pro cestrus + + +
(Estrus + + -
Metcestrus + + +
Dicestrus + - +

Le frottis vaginal permet d’apprécier I’état de I’épithélium vaginal et ainsi de déterminer a
quel stade du cycle se trouve la femelle.

+ : abondance, % : présence modérée, - : absence ou présence rare.

Apres avoir identifié les phases, des rats males non diabétiques ont été introduits le soir
indépendamment de leur poids a raison d’un male /une femelle pour réaliser 1’accouplement.
Les deuxiémes frottis vaginaux ont été ensuite effectués systématiquement le matin. La
fécondation est confirmée par la présence du bouchon muqueux dans le frottis vaginal, ce qui

désigne le premier jour de la gestation (Gestationel day 1 = GD 1).
2.2.5. Suivi du poids corporel

Les rattes gestantes et leurs progénitures ont été pesées a 1’aide d’une balance numérique a des

moments fixes durant toute 1’expérimentation.
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2.2.6. Administration du gingembre

Le gingembre utilisé dans notre expérimentation est un extrait [Sigma-Aldrich]. Pour préparer
la dose adéquate on utilise une balance de précision afin de mesurer en fonction des poids des
rattes 80 mg d'extrait de gingembre pour 1kg de poids corporel. Le début du traitement des
groupes (G), (D+G), (S+G) et (D+S+G) commence le 14°™ jour gestationnel jusqu’au 19°™

jour gestationnel. L'administration du gingembre se fait par gavage gastrique des rattes.

2.2.7 Stress de contention

----v-?u-.

-
. —’--L.d.

Figure 04. Dispositif du stress de contention chez le rat (Calvez, 2010).

La procédure du stress de contention a été effectuée au 19°™ jour gestationnel (Patin et al.,
2005), 2 heures apreés la derniere administration du gingembre.

Chaque session de stress durait 30 minutes (Harris et al., 2002) pendant laquelle la ratte a été
mise dans un dispositif de forme cylindrique en polyéthyléne de dimensions (15 x 6 cm) fixé
sur une plaque en contreplaqué.

Le tube est ouvert a I’avant pour permettre la respiration et bouché a 1’arriére pour restreindre
le mouvement le plus possible. Apres chaque session, la ratte a été retournée dans sa cage

d’¢levage et le dispositif essuyé par une solution d’éthanol.

-13-



MATERIEL ET METHODES

2.2.8. Planification expérimentale
2.2.8.1. Expérimentation 1 : Etude maternelle
Dans cette expérimentation, les rattes gestantes de chaque groupe ont été réparties en deux

subdivisions :

Subdivision 1 : (n=7) : les rattes ont été soumises a des tests comportementaux au 19°™ jour
gestationnel suite a I’exposition aux sessions traitement par le gingembre ou stressantes.
Ces tests englobent :

e Le test du champ ouvert (Open Field ; OF)

e Le test du labyrinthe en croix surélevée (Elevated Plus-Maze ; EPM)

Par la suite, les rattes désignant cette subdivision ont été permises de mettre bas.

Subdivision 2: (n=7): les rattes ont été mise & mort au 19°™ jour gestationnel suite &
I’exposition aux sessions traitement par le gingembre ou stressantes. Les feetus de ces rattes

ont servi a une étude tératologique.

2.2.8.2. Expérimentation 2 : Etude de la progéniture
Le jour de la naissance a été désigné comme PND 0 (Postnatal day 0), les nouveau-nés de

chaque portée ont été répartis en deux (2) groupes :

Groupe A : (n = 7 de chaque sexe) : les nouveau-nés ont été tératologiqguement examinés au
premier jour postnatal (PND 1) pour mettre en évidence les malformations externes.

Les nouveau-nés de cette catégorie ont été exclus de I’expérimentation.

Groupe B : (n = 12 de chaque sexe), les nouveau-nés de cette catégorie ont permis de croitre
afin de suivre le développement postnatal, les rattons ont été pesé en PND 1, PND 7, PND 14,
PND 21 et soumis a des tests neurocomportementaux bien organises :

e Test de retournement au PND 3.

e Test de géotaxie négative au PND 8.

e Test de reconnaissance des objets au PND 45.
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2.2.9. Tests comportementaux relatifs a I’étude maternelle

2.2.9.1. Test du champ ouvert (Open Field; OF)

Le test de I’Open Field, initialement décrit par Hall en (1934), il a été développé dans le but
de mesurer les différences de réactivité émotionnelle chez le rat. Le dispositif est une
plateforme en plexiglas (70 cmx70 cmx40 cm) divisée en zones centrale et périphérique (Fig.
05).

40 em

&
hJ

70 cm

Figure 05. Illustration schématique du champ ouvert (Hall, 1934).

Chaque rat est placé individuellement au centre du plancher et laissé pendant 5 min
d’exploration (saenz et villagro, 2006). Son déplacement permet de mesurer le nombre de
carrés traversés ainsi que le temps passé dans chaque zone. De ce fait, ce test indique I’activité
locomotrice et le comportement anxieux respectivement. Ce dernier est d’autant plus
prononcé quand le rat passe plus de temps dans la zone périphérique. Quant a la zone centrale,

son exploration représente un signe de moindre anxiéte.

2.2.9.2. Test du labyrinthe en croix surélevée (Elevated Plus Maze ; EPM)

Le labyrinthe en croix surélevée est utilisé pour mesurer le degré d’anxiété chez les rongeurs
(Handley et Mithani, 1984). Le dispositif consiste en un labyrinthe surélevé et croisé avec
deux bras ouverts (50 cm x 10cm) et deux bras fermés (50cm x 10cm x45 cm ; Fig. 06).
L’appareil se situe a une hauteur de 50 cm au-dessus du sol (Patin et al., 2005).

Ce test est réalis¢ pendant 5 min en plagant I’animal dans 1’aire central face aux bras ouverts.
Etant donne que le rat craint les espaces vides et hauts ; son exploration dans les bras ouverts

témoigne d’un comportement moins anxieux.
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Plus I’animal est localisé dans les bras fermés plus son comportement est désigné comme
anxieux (Pellow et al., 1985). A I’issue de ce test, les paramétres suivants sont mesurés :
- Le temps passé dans les bras ouverts et le temps passé dans les bras fermes.

- Le nombre d’entrée dans les bras fermés et le nombre d’entrée dans les bras ouverts.

Figure 06. Illustration schématique du labyrinthe en croix surélevée (Patin et al., 2005).

-16 -



MATERIEL ET METHODES

T (Nd 1 (Nd °L (INd °T ONd © [310d100 sprod np 1amg

SaU-NEAANON s3p nbISo01em] apmg

spalqo.p
2IUESSTEUTOIAT 2P 153],
a FATIES2T
3TXEJ0IE 2p 53
JURTI2Tn0] 21
2pisaL

H

o] (o) (]

SEq 251y

E

FLoar

QRS np
WERXA,| € JUAWEL],

sap anbifojoiela) apmg

ST

Z15 ® Jed 212qETp
fip UOT2NpPU]

ju2tR]dnodse ua 28T

TONE}SaS B JUEAY

0T D038 61 D[ ¥1 D[ 0T D[ ¢ Of T Of - [paodio0d splod np amg

amym25ord
E] 2P =pPrdq

[[auIEH
P

Figure 07. Diagramme de la planification expérimentale.
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2.2.10. Prélévement maternel

La mise & mort des rattes a été effectuée au 19°™ jour gestationnel immédiatement aprés le
stress de contention (Subdivision 2) au moyen des lames de bistouri stériles. Les échantillons
sanguins sont recueillis dans des tubes EDTA pour 1I’étude hormonale (ACTH, Insuline) et
dans des tubes secs pour le dosage des paramétres biochimiques (Triglycérides, Cholestérol,

Créatinine, Urée).

2.2.11. Dosage hormonal

2.2.11.1. Dosage de ’insuline

Le dosage de I’insuline a été fait par la méthode chimiluminescence immunométrique,
enzymatique, en phase solide. La phase solide (bille) est revétue d’anticorps monoclonaux
murins anti-insuline.

La phase liquide est composée de phosphatase alcaline (intestins de veau) associée a des
anticorps polyclonaux ovins anti-insuline, ainsi que de phosphatase alcaline (intestins de
veau) associée a des anticorps monoclonaux murins anti-insuline. L’échantillon et le réactif
sont mis a incuber avec la bille revétue pendant 60 minutes.

Pendant ce temps, I’insuline contenue dans I’échantillon forme un complexe d’anticorps de
type « sandwich » avec les anticorps monoclonaux murins anti-insuline et dans le réactif, les
anticorps polyclonaux ovins anti-insuline et les anticorps monoclonaux murins anti-insuline
tous deux associes aux enzymes.

L’¢échantillon non li¢ et le conjugué enzymatique sont ensuite éliminés par lavages avec
centrifugation. Enfin, le substrat chimiluminescent est ajouté au godet réactionnel qui contient

la bille et le signal est généré proportionnellement a I’enzyme liée.

2.2.11.2. Dosage de I’hormone adénocorticotrope (ACTH)

L'ACTH plasmatique a été mesurée par (Katz, 1981) (suite au bulletin technique).

Procédure d'essai :

1. Fixez le nombre désiré de puits enrobés dans le support.

2. Ajouter 200 pL de calibrateurs, spécimens et controles dans les puits appropriés.

3. Ajouter 25 pL de réactif 1 (anticorps biotinyl¢) a chaque puits.

4. Ajouter 25 pLL de Reagent 2 (Enzyme Label Antibody) a chaque puits.

5. Couvrir la plaque avec une feuille d’aluminium pour éviter I'exposition a la lumiére et

incuber pendant 2h avec agitation.

-18 -



MATERIEL ET METHODES

6. Retirer le liquide de tous les puits. Laver les puits cinq fois avec 300 puL. de tampon.
Nettoyer sur des serviettes en papier absorbant.

7. Ajouter 100 uL de substrat de luminol a tous les puits.

Lire les unités de lumiére relatives dans chaque puits en utilisant le luminometre dans les 5

minutes suivant I'addition du substrat.

2.2.12. Dosage des parameétres biochimiques

2.2.12.1. Dosage du cholestérol : selon la fiche technique Biomaghreb (Fasce, 1982).

1- Principe

Le cholestérol présent dans I’échantillon forme un complexe coloré rouge dont l'intensité est

proportionnelle & la concentration du cholestérol, selon les réactions ci- dessous :

CHO

Cholestérol ester + HXO0 ——  Cholestérol+ Acides gras
CHOD

Cholestérol + 02 & Cholesténe-4-one-3 + H202

POD
2H>02 + Phenol + 4- Aminophenazone —— » Quinoneimine

2- Réactifs
Réactif 1 PIPES pH 6,9 90mmol/I.
Tampon Phénol 26mmol/I.
Peroxydase 1250 U/L.
) Cholestérol estérase (CHE) 300 UII.
Réactif 2 )
Cholestérol oxidase (CHOD) 300 U/L.
Enzymes )
4-Aminophenazone 0,4mmol/l.
Etalon Cholesterol aqueux (standard) 2 g/l.

3- Réactif de travail
Dissoudre le contenu d'un flacon R2 (enzymes) dans le contenu d'un flacon R1 (tampon) et

mélanger légérement.
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4- Mode opératoire

Blanc Etalon Echantillon
Réactif de travail 1.0 1.0 Lo
(ml) '
Etalon (ul) ) 10
Echantillon (pl) ) ) 10

M¢élanger et incuber Smin a 37°C ou 10 min a 15-25°C. La coloration finale est stable au

moins 30 minutes.

2.2.12.2. Dosage des triglycérides : selon la fiche technique Biomaghreb (Fossati, 1982).

1- Principe
LPL
Triglvcénde + Ho0O * (Glycérol + acids gras libres
Glycérokinase, Mg
Glycérol + ATP * (Glycérol-3-phosphate + ADP
Glycérol-3-P + O, o » Dihydroxyacétone-P + Ho0-
H:0; + 4-AP + Chloro-4-phénole it p CQuinonimine + H>O
2- Réactifs
Réactif 1 Tampon PIPES pH 7,2 50mmoll/l.
Tampon Chloro-4-phénol 2mmol/I.
Lipoprotein lipase (LPL) 150000 U/L.
Glycérokinase (GK) 800 U/L.
Réactif 2 Glycérol-3- P-oxidase (GPO) 4000 U/L.
Enzymes Peroxidase (POD) 404 U/L.
4-Aminophenazone (4-AP) 0,1 mmol/Il
ATP 0,3 mmol/l
Etalon Triglycerides aqueux (standard) | 2 g/l.

3- Réactifs de travail
Dissoudre le contenu de réactif 2 dans le flacon de réactif 1 et mélanger Iégerement.
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4- Mode opératoire

Blanc Etalon Echantillon
Réactif de travail 1.0 1.0 1.0
(ml)
Etalon (pl) ) 10
Echantillon (pl) ) ) 10

Mélanger, incuber pendant 5 min a 37°C, ou 15-20 min a une température ambiante.
Lire les absorbances des échantillons et de 1’étalon contre le blanc réactif a 505 nm.

La coloration finale est stable au moins 30 minutes.

2.2.12.3. Dosage de la créatinine
1- Principe
Dans un milieu alcalin, la créatinine forme avec ’acide picrique un composé de couleur jaune

orang¢. L’absorbance, a de temps prédéterminés pendant la conversion, est proportionnelle a

la concentration de[la créatinine Hans I'échantillon (Newman et Price, 1999).

2- Réactifs

Réactifl SOIULION PICIALE ... 25 mmol/l

Réactif picrique

Réactif2 Hydroxyde SOdium ... 0,29 mol/Il

Réactif Alcaline

Standard Créatining AQUEUX .......ccceeeerierierieniesiesiesieeeesee et 2 mg/dl

3- Réactifs de travail
Dissoudre le contenu d'un flacon R1 dans le contenu d'un flacon R2 et mélanger Iégérement.

Cette solution est stable 10 jours entre 15-25°C.
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4- Mode opératoire

Blanc Etalon Echantillon
100
Standard (pl)
) 100
Echantillon (ul)
Solution de travail 1.0 1.0 Lo
(ml) '

Lire l'absorbance 1 (Absl) aprés 30 secondes et aprés 90 secondes de I’addition de

I’échantillon.

2.2.12.4. Dosage de I’urée

1-Principe

L’urée est hydrolysée en présence d’H20 et d’uréase. Cette réaction produit de I’ammoniaque

et du dioxyde de carbone. L'ammoniac réagit avec le salicylate et I'nypochlorite pour former

I'indophénol vert. La couleur de celle-ci est proportionnelle a la concentration de l'urée.
(Thomas, 1998).

Ureaze
Urée + H20O » 2NH:+CO:
2-Réactifs

Réactif 1 Tampon

Phosphate PH 6,7 50 mmol/I

EDTA 2 mmol/I
Réactif 2 Sodium salycilate 60 mmol/Il

Sodium Nitroprusiate 32 mmol/Il

Uréase 30000 U/l
Réactif 3 Urée aqueux 0,50 g/l

Sodium Hypochlorite 40 mmol/I
Réactif 4

Sodium Hydroxyde 150 mmol/I
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3-Réactifs de travail

Dissoudre le contenu d'un flacon enzymes R3 dans un flacon tampon R1.

4- Mode opératoire

Blanc Standard Echantillon
R1+R3 (ml) 1.0 1.0 1.0
Standard (ul) 10
Echantillon (ul) 10
Mélanger et incuber a 37°C 5 min ou 10 min a 15 - 25°C.
Puis ajouter le réactif 2.
Réactif 4 (ml) 1.0 1.0 1.0

2.2.13. Etude tératologique

Pour chaque femelle mise & mort (Subdivision 2), les feetus ont été disséqués hors de 1’utérus
puis examinés sous binoculaire pour déterminer les dysmorphies axiales et appendiculaires
selon la terminologie détaillée de Makris et al., (2009). Cette procédure tératologique
concernait aussi les nouveaux nés (1er jour postnatal) qui désignent le groupe B.

Les principales malformations recherchées étaient les défauts du tube neural, les
micrognathies (développement insuffisant des maxillaires) et les disproportionalités
corporelles (taille anormale du thorax, de 1’abdomen ou des membres antérieurs et

postérieurs).

2.2.14. Tests relatifs a I’étude de la progéniture

2.2.14.1. Test de retournement (PND 3)

Egalement connu sous le réflexe de redressement labyrinthique. 1l est considéré comme une
réflexion de la maturation subcorticale qui corrige 1’orientation du corps quand il est retiré de
sa position verticale normale. Dans cet essai, les rattons ont été placés sur le dos sur une
surface plane et le temps nécessaire pour retrouver leur position sur le ventre (quatre pattes) a
été enregistré. Un maximum de 60 secondes par essai (3 essais) a été autorisé. Le réflexe a été

considéré comme entierement realise quand les rattons tournent 180° autour de leur axe
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longitudinal, leurs quatre pattes étant en contact avec la surface (Airman et Sudarsham,
1975).

Figure 08. Test de retournement chez le rat (Airman et Sudarsham, 1975).

2.2.14.2. Test de géotaxie négative (PND 8)

Le test de géotaxie négative est censé d’évaluer la coordination motrice et ’intégration
cerébelleuse.

Le test consiste a placer les rattons a PND 8 sur un plan incliné a un angle de 25° par rapport a
I’horizontale et leurs tétes pointés vers le bas de la pente. La variable mesurée est le temps de
latence pour un raton pour effectuer un demi-tour complet de 180°, se terminant en haut de la
pente. (Mesure de 1’équilibration, maturation du cervelet et canaux semi-circulaire de 1’oreille

interne (Grozier et Pincus, 1926).

Figure 09. Test de géotaxie négative (Grozier et Pincus, 1926).
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2.2.14.3. Test de reconnaissance d’objets (PND 45)

Les rattons ont été placés dans une aréne et laissés explorer librement deux objets identiques
placés dans deux ongles opposés des murs, 10 cm de chacun lors d’un pré-test de 5 min
(phase d’exploration) puis retournés a leurs cages. Aprés une heure (phase de rétention), les
rattons ont été resoumis pour 5 min (Ennaceur et al., 1997) a la session du test (phase de
reconnaissance) durant laquelle 1’un des deux objets familiers préalablement explorés a été
remplacé par un nouvel objet (Schultz et al., 2011). Ce test s'est révélé étre un outil d’étude
de la mémoire de reconnaissance pendant la session du test et exprimé par I’index de
reconnaissance qui indique le ratio du temps d’exploration du nouvel objet sur le temps total

d’exploration des objets.

E E

5] i

= =

-+ =
50 cm 50 cm

Figure 10. Illlustration schématique du test de reconnaissance d’objets (Schultz et al., 2011).

2.2.15. Analyse statistique des données

Les résultats ont été représentés sous forme de moyenne plus ou moins [’écart type
(Moy+SEM) (Standard Error of the Mean), la comparaison entre les différents groupes sont
effectués apres une analyse de test t de student.

L’analyse statistique des données a été réalisée grace au logiciel MINITAB (version 18.1.0.0).
Les différences sont considérées comme :

*Aucune différence significative (p> 0.05).

*Significatives lorsque (P <0.05)

*Hautement significatives lorsque (P <0.01 )

*Trés hautement significatives lorsque (P <0.001 ). Avec p: seuil de signification.
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3. RESULTATS

3.1. Etude maternelle

3.1.1. Suivi du poids corporel

Au cours de I’expérimentation, le poids corporel des rattes (exprimé en gramme) a été pris et
présenté au jour 1, 5, 10, 14, 19 et 20 (Fig 11.)

Au 1° jour gestationnel, 1’analyse statistique n’a montré aucune différence significative
(P>0,05) du poids corporel des rattes de tous les groupes par rapport aux témoins (T).

Nos résultats ont montré une diminution trés hautement significative (P<0,001) du poids
corporel des rattes des groupes (D), (D+S), (D+G) et (D+S+G) par rapport aux témoins (T) au

5eme 10°Me et 14°™ jour de la gestation.

CHANGEMENT PONDERAL (G)
=T =l—D D+G G == DA4S = DHSHG  ——t— G e—C

320
300
280

260

240

220

200
JG 1 JG 5 JG 10 JG 14 JG 19 JG 20

Figure 11. Changement pondéral des rattes au cours de 1I’expérimentation.
Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001, (n=7).

a: comparaison vs T ; b : comparaison vs D ; 8 : comparaison vs D+S ; ¢ : comparaison vs S.

Contrairement aux rattes des groupes (G), (S+G) et (S) aucune différence significative

(P>0,05) n’a été trouvé par rapport aux témoins (T).
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Au 19°™ jour gestationnel, nous avons constaté une augmentation trés hautement significative
du poids corporel (P<0,001) chez les lots diabétiques traités par le gingembre (D+G),
(D+S+G) par rapport au groupe (D).

Apreés I’application du stress de contention au 19°™ jour gestationnel, nous avons constaté une
perte pondérale hautement significative (P<0,001) chez les rattes du groupe (S) par rapport au
témoin (T) ainsi que chez le groupe (D+S) par rapport au groupe (D) entre le 19°™ et le 20°™®
jour de gestation.

Le gingembre administré pendant 6 jours avant 1’application du stress a remarquablement
prévenu la perte pondérale chez les rattes des groupes (S+G) et (D+S+G) par rapport aux
groupes (S) et (D+S) respectivement (P<0,01). L’analyse statistique a montré une
augmentation significative du poids (P<0,05) des rattes du groupe (G) par rapport aux témoins

(T) & partir du 14°™ jusqu’au 19°™ jour de gestation.

3.1.2. Variation du comportement
Les tests comportementaux : test du champ ouvert, test du labyrinthe en croix surélevée, ont

été utilisés pour I’évaluation comportementale a la fin du protocole du stress.

3.1.2.1. Test du champ ouvert (Open Field)

Temps pass¢ dans la périphérie
(s)

310
300 gtk
290 a_
280 b** [
270 — T T
260 a**
250
240
230

220
T D D+G G D+S D+S8+G S S+G

Figure 12a. Temps passé dans la zone périphérique dans 1’OF au jour gestationnel 19.
Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM. *p < 0.05 ; **p < 0.01; ***p < 0.001, (n=7).

a : comparaison vs T ; b : comparaison vs D ; [3 : comparaison vs D+S ; ¢ : comparaison vs S.
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Nos résultats montrent que les rattes (D) et (S) passent plus de temps dans la zone
périphérique et moins de temps dans la zone centrale durant le test par rapport aux témoins
(P<0,001), (Fig. 12a).

Un prétraitement par le gingembre a provoqué une diminution significative (P<0,01) du temps
passé dans la zone périphérique chez les rattes (D+G) par rapport aux rattes diabétiques (D),
chez les rattes (D+S+G), (S+G) comparativement aux rattes (D+S) et (S) respectivement
(P<0,001).

Concernant le groupe (G), nous avons constaté une diminution hautement significative

(P<0,01) du temps passé dans la périphérie par rapport aux témoins.

Temps passé dans le centre (s)

25

20 T
-

15 B _T_H o R
10

5 sk T

a™” _ a»:c_nc
0
T D D+G G D+S D+S+G S S+G

Figure 12b. Temps passé dans la zone centrale dans I’OF au jour gestationnel 19.
Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM. *p <0.05 ; **p < 0.01; ***p < 0.001, (n=7).

a: comparaison vs T ; b : comparaison vs D ; B : comparaison vs D+S ; ¢ : comparaison vs S.

Le temps passé dans le centre a significativement diminué (P<0,01) chez les rattes (D) et (S)
par rapport aux rattes (T), (Fig. 12b). Par contre chez les rattes traitées par le gingembre nous
avons remarqué une augmentation trés hautement significative du temps passé dans le centre
chez les rattes (D+S+G), (S+G) comparativement aux rattes (D+S) et (S) respectivement.

Aucune différence significative a été enregistré chez les rattes des groupes (D+G), (D+S) et

(G).
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Concernant la distance traversée (Fig.12c), nous avons constaté une diminution trés hautement
significative (P<0,001) chez les rattes diabétiques (D) et stressées (S) par rapport aux témoins
(T), ainsi que chez les rattes diabétiques (D+S) comparativement aux rattes diabétiques (D),
(P<0,01).

Alors que les rattes traitées par le gingembre (D+G), (D+S+G) et (S+G) montrent une
augmentation trés hautement significative (P<0,001) de la distance traversée dans le dispositif

par rapport aux rattes non traitées par le gingembre (D), (D+S) et (S).

Distance traversée (cm)

1400

1200

1000 b

2800 B EE

Fokk

Figure 12c. Distance traversée (cm) dans I’OF au jour gestationnel 19.
Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM. *p <0.05 ; **p < 0.01; ***p < 0.001, (n=7).

a : comparaison vs T ; b : comparaison vs D ; 3 : comparaison vs D+S ; ¢ : comparaison vs S.

Le nombre de redressement a diminu¢ significativement (P<0,001) chez les rattes (D) et (S)
par rapport aux témoins (T) et chez les rattes (D+S) comparativement aux rattes diabétiques
(D). L’analyse statistique a montré une augmentation significative du nombre de redressement
(P<0,001) chez les groupes traités par le gingembre (D+G) et (S+G) par rapport aux groupes
non traités (D) et (S), (Fig.12d)

-29.-



RESULTATS

Nombre de redressements
18
16 b***
14 EETY
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Figure 12d. Nombre de redressement dans I’OF au jour gestationnel 19.
Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM. *p < 0.05 ; **p < 0.01; ***p < 0.001, (n=7).

a : comparaison vs T ; b : comparaison vs D ; 3 : comparaison vs D+S ; ¢ : comparaison vs S.

3.1.2.2. Test du labyrinthe en croix surélevée (Elevated plus maze)

Dans ce test, les rattes des groupes (D) et (S) ont montré une augmentation significative du
temps passé dans les bras fermeés du labyrinthe (P<0,05) comparativement aux témoins (T),
(Fig.13a).

Temps passé dans les bras fermés (s)

350
300 # #
250
200
150
100

50

T D D+G G D+S D+S+G s S+G

Figure 13a. Temps passé dans les bras fermés (s) dans I’EPM au jour gestationnel 19.
Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001, (n=7).

a : comparaison vs T ; b : comparaison vs D ; [3 : comparaison vs D+S ; ¢ : comparaison vs S.
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Concernant les groupes traités par le gingembre, les résultats obtenus montrent une diminution
significative du temps passé dans les bras fermés chez les rattes (D+G), (S+G) et (D+S+G)
par rapport aux rattes des groupes (D), (S) et (D+S) respectivement.

Les résultats obtenus montrent une diminution trés hautement significative (P< 0.001) du
temps passé dans les bras ouverts chez les rattes des groupes (D) et (S) par rapport aux
témoins (T), (Fig.13b).

Le prétraitement par le gingembre a amélioré significativement (P< 0.001) le temps passé
dans les bras ouverts chez les groupes (D+G), (D+S+G) et (S+G) comparativement aux
groupes (D), (D+S) et (S) respectivement.

Concernant les rattes traitées par le gingembre (G), nous avons constaté une augmentation

significative (P< 0.05) du temps passé dans les bras ouverts par rapport aux témoins (T).

Temps passé dans les bras ouverts (s)

60 2
50
C*‘(*
-
a0 b*‘(* B ek -|-
-~ T
30
a*‘(*
20 I
b‘(* a*‘(*
10 - T
0
T D D+G G D+Ss D+S+G S S+G

Figure 13b. Temps passe dans les bras ouverts (S) dans I’EPM au jour gestationnel 19.
Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM. *p <0.05 ; **p < 0.01; ***p < 0.001, (n=7).

a : comparaison vs T ; b : comparaison vs D ; 3 : comparaison vs D+S ; ¢ : comparaison vs S.

Nos résultats ont montré une augmentation hautement significative (p < 0.01) du nombre
d’entrées dans les bras fermés chez les rattes (D) et (S) par rapport aux témoins (T).
Concernant les groupes traités par le gingembre, nous avons remarqué une diminution du

nombre d’entrées dans les bras fermés comparativement aux groupes non traités (Fig.13c).

-31-



RESULTATS

Nombre d'entrées dans les bras
fermeés

Fod
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Figure 13c. Nombre d’entrées dans les bras fermés dans I’EPM au jour gestationnel 19.
Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM. *p < 0.05 ; **p < 0.01; ***p < 0.001, (n=7).

a : comparaison vs T ; b : comparaison vs D ; [3 : comparaison vs D+S ; ¢ : comparaison vs S.

Les résultats obtenus (Fig.13d) montrent une diminution trés hautement significative du
nombre d’entrées dans les bras ouverts du labyrinthe chez les rattes diabétiques (D) et les
rattes stressées (S) comparativement aux témoins (T).

Par contre, on a constaté une augmentation trés hautement significative du nombre d’entrées
dans les bras ouverts chez les rattes traitées par le gingembre : (S+G), (D+G) et (D+S+G) par
rapport aux rattes non traitées (S), (D) et (D+S) respectivement.

Les rattes traitées par le gingembre (G) ont montré une augmentation hautement significative

(P < 0.001) du nombre d’entrées dans les bras ouverts comparativement aux rattes t€émoins

(M.
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Nombre d'entrées dans les bras
ouverts

6 b*** aT*
5 ]- f
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Figure 13d. Nombre d’entrées dans les bras ouverts dans I’EPM au jour gestationnel 19.
Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM. *p < 0.05 ; **p < 0.01; ***p < 0.001, (n=7).

a : comparaison vs T ; b : comparaison vs D ; [3 : comparaison vs D+S ; ¢ : comparaison vs S.

3.1.3. Variation des parametres biochimiques

3.1.3.1. Variation de la glycémie

Avant la gestation :

Nous avons remarqué une augmentation trés hautement significative (P< 0,001) de la
glycémie apres I’induction du diabeéte chez les groupes diabétiques (D), (D+G), (D+S) et
(D+S+G) par rapport aux témoins (T)

Pendant la gestation :

GD1etGD 14

Nos résultats montrent une augmentation trés hautement significative (P<0,001) de la
glycémie chez les groupes diabétiques (D), (D+G), (D+S) et (D+S+G) par rapport aux rattes
témoins (T).

Par contre I’analyse statistique n’a montré aucune différence significative (P>0,005) de la

glycémie chez les groupes (G), (S), (S+G) comparativement aux témoins (T).
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Tableau 3. Variation de la glycémie des méres pendant 1’expérimentation (g/1).

Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM. *p < 0.05 ; **p < 0.01; ***p < 0.001, (n=7).

a : comparaison vs T ; b : comparaison vs D ; [3 : comparaison vs D+S ; ¢ : comparaison vs S.

Groupes Avant gestation Pendant la gestation

Avant ’induction Aprés I’induction GD1 GD14 GD19

du diabete du diabete

T 0,94+ 0,10 0,89+0,05 0,91+0,04 0,92+0,07 0,90+0,11
G 0,90+0,11 0,92+0,07 0,93%0,09 0,9420,04 0,88%0,13
D 0,92+0,03 3,04+0,13 & 3,20+0,12 4,10+0,15 4,3240,17 &
D+G 0,88+0,05 3,08+0,09 2" 3,17+0,05 4,13+0,12 2,57+0,21 "
D+S 0,87+0,09 3,25+0,19 & 3,29+0,03 3,98+0,10 4,53+0,17
D+S+G 0,92+0,15 3,72+0,31 & 3,91+0,09 3,99+0,13 3,11+0,93 8™
S 0,95+0,31 0,91+0,15 0,92+0,06 0,91+0,09 0,98+0,02
S+G 0,89+0,23 0,90+0,42 0,91%0,12 0,85%0,20 0,81+0,10 ¢*
GD19

Au 19°™ jour gestationnel nous avons constaté une augmentation trés hautement significative

de la glycémie chez les rattes diabétiques par rapport aux témoins (T).

L’administration du gingembre pendant 6 jours consécutifs a diminué significativement

(P<0,01) la glycémie chez les rattes (D+G) par rapport aux rattes (D) et chez les rattes

(D+S+G) par rapport aux rattes (D+S), également nous avons constaté une diminution

significative (P<0,05) de la glycémie chez les rattes (S+G) comparativement aux rattes

stressées (S).

-34 -




RESULTATS

3.1.3.2. Variation du cholestérol

Nos résultats montrent une diminution trés hautement significative (P<0,001) du taux du
cholestérol chez les rattes (D) et (S) comparativement aux témoins (T), également une
diminution significative (P< 0,05) chez les rattes diabétiques stressees (D+S) par rapport aux
rattes diabétiques (D).

Contrairement aux rattes traitées par le gingembre (D+G), (D+S+G) et (S+G), nous avons
constaté une augmentation trés hautement significative (P<0,001) du cholestérol par rapport

aux rattes non traitées (D), (D+S) et (S) respectivement.

Cholestérol (g/l)

0,8
oo
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Fokk
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T D D+G G D+S D+S+G S S+G

Figure 14. Concentration plasmique du cholestérol au jour gestationnel 19.
Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM. *p <0.05 ; **p < 0.01; ***p < 0.001, (n=7).

a : comparaison vs T ; b : comparaison vs D ; 3 : comparaison vs D+S ; ¢ : comparaison vs S.
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3.1.3.3. Variation des Triglycérides

Nos résultats ont montré une augmentation trés hautement significative (P<0,001) des
triglycérides chez les rattes diabétiques (D) par rapport aux témoins, avec une augmentation
significative (P< 0,05) chez les rattes (S) et (D+S) comparativement aux rattes (T) et (D)
respectivement.

Les rattes recevant un traitement au gingembre (D+G), (D+S+G), (S+G) montrent une
diminution trés hautement significative (P<0,001) par rapport aux rattes non traitées (D),

(D+S) et (S).

Triglycérides (g/l)
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Figure 15. Concentration plasmique des triglycérides au jour gestationnel 19.
Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM. *p <0.05 ; **p < 0.01; ***p < 0.001, (n=7).

a : comparaison vs T ; b : comparaison vs D ; 3 : comparaison vs D+S ; ¢ : comparaison vs S.
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3.1.3.4. Variation de ’urée
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Figure 16. Concentration plasmique de I’urée au jour gestationnel 19.
Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM. *p < 0.05 ; **p < 0.01; ***p < 0.001, (n=7).

a : comparaison vs T ; b : comparaison vs D ; 3 : comparaison vs D+S ; ¢ : comparaison vs S.

Nos résultats ont montré une augmentation trés hautement significative (P<0,001) du taux
d’urée chez les rattes diabétiques (D) par rapport aux témoins (T).

Le traitement des rattes (D+G) et (D+S+G) avec le gingembre a provoqué une diminution
hautement significative (P<0,01) de ’'urée comparativement aux rattes (D) et (D+S).

Nous n’avons constaté aucune différence significative (P>0,05) du taux d’urée chez les rattes
(S), (G) par rapport aux témoins et chez les rattes (D+S) et (S+G) par rapport aux rattes (D) et

(S) respectivement.
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3.1.3.5. Variation de la créatinine
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Figure 17. Concentration plasmique de la créatinine au jour gestationnel 19.
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Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM. *p < 0.05 ; **p < 0.01; ***p < 0.001, (n=7).

a: comparaison vs T ; b : comparaison vs D ; 3 : comparaison vs D+S ; ¢ : comparaison vs S.

Les résultats obtenus ont montré une augmentation trés hautement significative (P<0,001) de

la créatinine chez les rattes diabétiques (D) par rapport aux témoins (T).

Par contre, le traitement des rattes (D+G) et (D+S+G) avec le gingembre a provoqué une

diminution trés hautement significative (P<0,001) de la créatinine comparativement aux rattes

(D) et (D+9).

L’analyse statistique n’a montré aucune différence significative (P>0,05) de la créatinine chez

les rattes (S), (G) par rapport aux témoins et chez les rattes (D+S) et (S+G) par rapport aux

rattes (D) et (S) respectivement.
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3.1.4. Variation des paramétres hormonaux

3.1.4.1. Concentration plasmique d’insuline

Nos résultats ont montré une diminution trés hautement significative (P<0,001) du taux
d’insuline chez les rattes diabétiques (D) par rapport aux témoins (T), avec une augmentation
significative (P<0,05) chez les rattes stressées (S) par rapport aux témoins.

Les rattes recevant un traitement au gingembre (D+S+G) et (S+G) montrant une diminution

significative du taux d’insuline par rapport aux rattes (D+S) et (S) respectivement.

Insuline (ul/ml)

*
a
o*
*
T D D+G G S+G

D+S D+S+G S
Figure 18. Concentration plasmique de I’insuline au jour gestationnel 19.
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Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM. *p < 0.05 ; **p < 0.01; ***p < 0.001, (n=7).

a : comparaison vs T ; b : comparaison vs D ; 3 : comparaison vs D+S ; ¢ : comparaison vs S.
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3.1.4.2. Concentration plasmique d’ACTH

Les rattes diabétiques (D) et stressées (S) montrent une augmentation tres hautement
significative du taux d’ACTH comparativement aux témoins (T).

L’application du stress de contention chez les rattes diabétiques (D+S) a induit une
augmentation du taux d’ACTH (P<0,001) par rapport aux rattes diabétiques.

Le traitement des rattes (D+G), (D+S+G) et (S+G) par le gingembre a diminué

significativement le taux d’ACTH par rapport aux rattes non traitées.

ACTH (pg/ml)
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Figure 19. Concentration plasmique d’ACTH au jour gestationnel 19.
Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM. *p < 0.05 ; **p < 0.01; ***p < 0.001, (n=7).

a : comparaison vs T ; b : comparaison vs D ; 3 : comparaison vs D+S ; ¢ : comparaison vs S.
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3.2. Etude de la progéniture

3.2.1. Mesures feetales et néonatales relatives a la tératologie

Tableau 4. Mesures tératologiques chez les feetus et les nouveau-nes.

Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM. *p < 0.05 ; **p < 0.01; ***p < 0.001, (n=7).

a : comparaison vs T ; b : comparaison vs D.

Paramétres
Groupes Taille de_la portée ala Index néonatal de vie (%) Malformations feetales
naissance
T 13,56 £ 1,45 93,55+ 7,87 Aucune
D 07,45 +1,52 2" 41,13 +6,98 " Aucune
D+G 09,97 + 0,98 59,39 + 9,34 b™ Aucune
G 12,76 + 1,34 91,41+10,41 Aucune
D+S 07,12 + 1,65 40,43 + 8,98 Aucune
D+S+G 10,23 + 1,56 45,67 +£8,34 Aucune
S 12,29+ 1,51 83,44 + 11,56 Aucune
S+G 13,12+ 1,10 89,69 £ 10,65 Aucune

L’évaluation externe des fcetus ou nouveau-nés n’a révélée aucune malformation dans toutes
les portées. Nos résultats ont montré une diminution trés hautement significative (P <0,001)
de la taille de la portée a la naissance et de 1’index néonatal de vie chez le groupe (D) par
rapport aux témoins.

Chez le groupe (D+G), nous avons remarqué une augmentation tres hautement significative de

I’index néonatal de vie (P<0,001) par rapport au groupe (D).

3.2.2. Poids corporel des rattons

La mesure du poids chez la progéniture a été réalisée au jour postnatal 1,7,14 et 21.

Au PND 1, les résultats obtenus dans notre étude montrent une diminution trés hautement
significative (P<0,001) du poids corporel des nouveau-nés issus de méres diabétiques (D) par
rapport au (T). L’analyse statistique n’a montré aucune différence significative (P>0,05) du

poids corporel entre les rattons des autres groupes expérimentaux.

-4] -




RESULTATS

POIDS CORPOREL (G)
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Figure 20. Changement pondéral des rattons.
Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM. *p < 0.05 ; **p < 0.01; ***p < 0.001.
(n =24 : 12 méles, 12 femelles).

a : comparaison vs T ; b : comparaison vs D ; 3 : comparaison vs D+S ; ¢ : comparaison vs S.

Au cours du développement postnatal, les rattons issus de meres diabétiques (D) ont pris
beaucoup moins de poids corporel par rapport au (T) (P<0,001), ¢galement nous avons
remarqué un retard de croissance significative (P< 0,05) chez les rattons issus de meres
stressées (S) par rapport au (T) et chez les rattons (D+S) par rapport aux rattons issus de meres
diabétiques (D).

Cependant, nous avons constaté aussi que les rattons (S+G), (D+S+G) et (D+G) ont pris
beaucoup plus de poids (P<0,001) comparativement aux rattons (S), (D+S) et (D)

respectivement.
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3.2.3. Poids corporel chez les males et femelles

Tableau 5. Poids corporel des rattons méles et femelles (g).

Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM. *p < 0.05 ; **p < 0.01; ***p < 0.001.
(n =24 : 12 maéles, 12 femelles).

a : comparaison vs T ; b : comparaison vs D ; B : comparaison vs D+S ; ¢ : comparaison vs S.

PND 1 PND 7 PND 14 PND 21
Groupes
M F M F M F M E

T 5.83+0.55 | 5.66+0.62 | 13.08+1.11 | 12.66+1.02 | 25.50+0.86 | 24.08+1.32 | 42.08£1.38 | 40.58+1.18
D 4.91+0.64 | 5.16+£0.37 | 8.25+0.92 | 8.75+1.09 | 11.25+1.16 | 11.91+1.03 | 18.83+0.89 | 19.66+0.94
D+G 5.33+0.47 | 5.41+0.49 | 9.75+0.59 | 10.16+0.79 | 15.08+0.64 | 16.25+0.82™ | 24.50+0.86 | 26.25+0.92*
G 5.94+0.44 | 5.76+0.40 | 14.25+£0.59 | 13.33+1.02 | 26.75+£0.72 | 24.83£1.14 | 44.41+0.49 | 41.50+1.11
D+S 4,89+0,45 | 4,56+0,66 | 8,10+0,67 | 8,03+0,76 | 11,13+0,88 | 11,80+1,24 | 23,98+1,12 | 20,45+0,48
D+S+G | 5,50+1,10 | 5,55+0,87 | 9,90+0,99 | 9,56+1, 34 | 16,87+1,65 | 15,66+1,09 | 28,90+1,46 | 28,78+1,98
S 4,86+0,88 | 4,79+0,65 | 10,02+0,34 | 10,32+1,11 | 15,34+0,98 | 14,32+1,57 | 34,25+2,67 | 32,98+2,99
S+G 5,05+1,12 | 5,12+0,97 | 12,46+1,21 | 12,68+1,45 | 23,45+1,33 | 23,21+2,45 | 40,87£2,39 | 39,34+1,67

Le tableau 5 montre le poids corporel (g) des rattons males et femelles aux jours PND 1, PND
7, PND 14 et PND 21.

Nos résultats ont montré un retard de croissance non significatif chez les males issus de meres

diabétiques (D) par rapport aux femelles.

Au PND 1 et PND 7, les résultats obtenus ne montrent aucune différence significative du

poids corporel entre les males et les femelles de tous les groupes expérimentaux.
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Au PND 14 et PND 21, nous avons remarqué une augmentation significative du poids
corporel des femelles issues de meres diabétiques traitées par le gingembre (D+G)
comparativement aux males.

Aucune différence significative n’a €té signalée entre les males et les femelles des autres

groupes expérimentaux.

3.2.4. Variation des paramétres du neurodéveloppement postnatal des rattons

3.2.4.1. Test de retournement (PND3)

Dans ce test, nous avons constaté une augmentation trés hautement significative (P<0,001) du
temps nécessaire pour retrouver leur position sur le ventre chez les rattons males et femelles
issus de meres diabétiques (D) et de meéres stressées (S) par rapport aux témoins (T), ainsi

qu’une augmentation significative (P<0,05) chez les rattons (D+S) par rapport au (D).

Contrairement, nous avons remarqué une diminution trés hautement significative (P<0,001)
chez les rattons males et femelles (D+G) par rapport au (D) et chez les rattons (S+G) par
rapport au (S), avec une diminution significative (P<0,05) chez les rattons (DS+G) par rapport
aux rattons (D+S).

Concernant les rattons (G), aucune différence significative (P>0,05) n’a été trouvée par
rapport au rattons (T). L’analyse statistique a montré une différence significative (P<0,01) du

temps entre les rattons males et femelles des groupes (D) et (D+S).
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Figure 21. Temps (s) de latence dans le test de retournement au jour PND 3.

Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM. *p < 0.05 ; **p < 0.01; ***p < 0.001.

(n=24 : 12 méles, 12 femelles).

a : comparaison vs T ; b : comparaison vs D ; 3 : comparaison vs D+S ; ¢ : comparaison vs S ;

& : comparaison males vs femelles.

3.2.4.2. Test de géotaxie négative (PND 8)

Selon ce test, la latence a augmenté de maniere significative (P < 0,001) chez les rattons males
et femelles issus de meres diabétiques (D) et de méres stressées (S) par rapport aux témoins
(T) et chez les rattons (D+S) par rapport au (D) (P<0,01).

Par contre nous avons remarqué une diminution trés hautement significative (P< 0,001) du
temps de latence chez les males et les femelles issus de meres (D+G) par rapport au (D),
(S+G) par rapport au (S) et une diminution hautement significative (P< 0,01) chez les rattons
(D+S+G) par rapport au (D+S).

Quant aux rattons issus de meres traitées par le gingembre (G), nous n’avons remarqué aucune
différence significative par rapport aux témoins (T).

L’analyse statistique n’a montré aucune différence significative entre les rattons maéles et

femelles de tous les groupes expérimentaux (P>0,05).
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Figure 22. Temps de latence (s) dans le test de géotaxie négatif au jour PND 8.
Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM. *p < 0.05 ; **p < 0.01; ***p < 0.001.
(n=24 : 12 méles, 12 femelles).

a : comparaison vs T ; b : comparaison vs D ; [3 : comparaison vs D+S ; ¢ : comparaison vs S.

3.2.4.3. Test de reconnaissance d’objets (PND 45)

Les résultats obtenus dans notre étude montrent que I’index de reconnaissance a diminué de
maniere trés hautement significative (P< 0,001) chez les males et les femelles issus de méres
diabétiques (D) et de méres stressées (S) comparativement aux témoins, ainsi que chez les

rattons issus de meres diabétiques stressées (D+S) par rapport au (D).

Nous avons également constaté une augmentation tres hautement significative (P<0,001) chez
les rattons issus de meres (D+S+G) par rapport au (D+S), (S+G) par rapport aux rattons (S)
ainsi que chez la progeniture (D+G) comparativement aux rattons issus de meres diabétiques
(D).

Concernant les rattons issus de meres traitées par le gingembre (G), aucune différence

significative (P>0,05) n’a été trouvée par rapport aux témoins.
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Chez les femelles issues de méres diabétiques traitées par le gingembre (D+G), nous avons
remarqué une augmentation hautement significative (P<0,01) de I’index de reconnaissance par

rapport aux males du méme groupe.
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Figure 23. L’index de reconnaissance (%) au jour PND 45.

Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM. *p < 0.05 ; **p < 0.01; ***p < 0.001.

(n=24 : 12 méles, 12 femelles).

a : comparaison vs T ; b : comparaison vs D ; 3 : comparaison vs D+S ; ¢ : comparaison vs S ;

& : comparaison males vs femelles.
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4. DISCUSSION

4.1. Etude maternelle

Les effets de I'hyperglycémie maternelle sur la croissance feetale et la sécrétion d'insuline
feetale font toujours l'objet de controverses. Deux types d'approche ont été largement utilisés.
Le diabete a été induit chez le rat par injection de streptozotocine avant ou pendant la
grossesse (Aerts et Van Assche, 1977).

L'hyperglycémie provoquée par la streptozotocine est généralement severe et difficile a
contréler. De plus, un diabete léger ou sévere induit par la streptozotocine produit des effets
assez différents sur la croissance feetale et la séerétion d'insuline feetale (Kervran et al., 1978)
L’¢élévation tres significative de la glycémie chez les lots diabétiques témoigne 1’installation
de la pathologie (Frode et Medeiros, 2008) qui serait liée selon plusieurs recherches
postérieurs au mode d’action de cet agent diabétogene sur les ilots B de Langerhans en
réduisant la masse de ces cellules (Aughsteen, 2000 ; Szkudelski et Szkudelska, 2002). La
SZT active I’expression de la protéine kinase C, protéine responsable de la déphosphorylation
du récepteur de I’insuline (Davidoff et al., 2004).

Nos résultats mettent en évidence une perte de poids corporel des rattes Wistar rendues
diabétiques par I’injection intrapéritonéale de STZ (50 mg/kg de poids corporel).

Ces résultats rejoignent ceux de la littérature qui rapportent que 1’injection intrapéritonéale de
35 mg/kg de poids corporel de streptozotocine provoque chez le rat Wistar une chute
pondérale (Medina-Sanchez et al., 1994). De nombreuses études ont été effectuées afin de
comprendre les différents facteurs de vie, contribuant dans le développement de I’anxiété et
I’apparition de la dépression (Brittney et al., 2011 ; Shuichi et al., 2012).

L’amélioration des poids corporels des lots traités par le gingembre pourrait étre expliquée par
le pouvoir de la plante a restaurer le stock en triglycérides, grace a ’amélioration de
I’insulinosécrétion et de la glycémie observée par (Farnier, 2002 ; Babu et al., 2007).

Le maintien du bien-étre animal est une obligation réglementaire permettant de respecter
I’animal comme un étre sensible mais est également d’une utilité économique car une baisse
du bien-étre engendre souvent une baisse de la productivité en élevage (Veissier et al., 2007).
La question du bien-étre animal et de I’absence de stress dans les élevages est donc
fondamentale aujourd’hui.

De nombreuses études ont été effectuées afin de cerner le réle de divers facteurs contribuant
dans le développement des désordres neuropsychiatriques tels que ’anxiété et la dépression

(Vyas et al., 2002 ; Yong et al., 2012). Il a été rapporté que les strésseurs émotionnels et
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environnementaux influencent le fonctionnement du cerveau qui sont considérés comme des
facteurs clés dans la genése des désordres neuropsychiatriques (Chrousos et Gold, 1992).
L’anxiété est un état de mauvaise adaptation qui empéche 1’organisme a répondre
adéquatement a son environnement (Leonardo et Hen, 2008).

Le Labyrinthe en croix surélevé est couramment utilisé pour I'étude des comportements liés a
l'anxiété chez les rongeurs (Torres et Escarabajal, 2002). L'expérience exploite le conflit,
chez les rongeurs, entre la peur des espaces ouverts et le désir d'explorer un nouvel
environnement.

Les bras fermés représentent la sécurité, alors que les bras ouverts offrent une valeur
exploratoire. Un animal anxieux aura naturellement tendance a préférer les espaces clos et
sombres aux espaces ouverts et eclairés. Partant de ce principe, I'anxiété comportementale est
mesurée par le degré d'évitement des espaces ouverts du labyrinthe. Un temps court passé
dans les bras ouverts est considéré comme indice d’anxiété (Onaivi et al., 1990).

Le stress engendre également des modifications comportementales et il serait responsable
chez I’homme de nombreux troubles psychiatriques tels que la dépression ou les troubles liés
a I’anxiété (Garcia-Bueno et al., 2008).

Des etudes récentes ont montré que le stress de contention induit un comportement anxieux et
dépressif chez les rongeurs (Shuichi et al., 2012). En revanche, d'autres études n’ont pas
trouvé de tels changements apres le stress de contention (Swiergiel et zhou Dunn, 2007).
Dans la présente étude, ’ensemble de ces complications associées au statut diabétique et
I’application du stress de contention semble se répercuter négativement sur le comportement
explorateur et I’état anxieux des rattes diabétiques et diabétiques stressées durant la période
gestationnelle. Ceci a été révélé par des tests comportementaux, a savoir le test d’Elevated
plus maze (EPM) et I’Open field (OF).

Dans I’EPM, les rattes gestantes diabétiques et diabétiques stressées ont particulierement
montré une augmentation du temps passé dans les bras fermes avec une diminution du nombre
d’entrées dans les bras fermés et ouverts qui indiquerait un état anxieux amplifié, attribué a
I’hyperglycémie mais aussi un déficit d’apprentissage vis-a-vis de 1’adaptation a cette tache
qui serait associée d’apres plusieurs chercheurs a un processus de neurodégénérescence
déclenché par le diabéte et la formation d’espéces réactives d’oxygene (Coyle et
Puttefarcken, 1993 ; Jenner et Olanow, 1996).

Le test du champ ouvert a aussi révélé que le temps passé dans la zone périphérique

augmentait alors que le temps passé dans le centre du dispositif diminuait chez les femelles
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gestantes diabétiques et diabétiques stressées. Cette hypoactivité locomotrice aigue est
forcement liée a des dommages au niveau de la performance périphérique neuro-motrice et
oculaire des rats E2diabétiques selon Wuarin et al., (1987).

L’injection de la STZ chez les rats conduit a la présence des déficits du systeme nerveux
périphérique, une autotomie des membres inférieurs ainsi qu’une rétinopathie en plus d’un
ralentissement de I’influx nerveux signalé par Gispen et Biessels (2000). Cette anxiété
gestationnelle était aussi accompagnée de déréglement hématologique dans 1’organisme
maternel.

Le modele de stress de contention est le plus populaire pour I’étude des mécanismes de
déficiences ou les perturbations cognitives (Chen et Zhang, 2011). Les réponses
physiologiques principales du stress chronique incluent 1’axe hypothalamo-hypophysio-
surrenalien (HPA) et le systeme sympatico-médullosurrénale, par lesquels les niveaux de
corticostérone et des catécholamines pourraient étre modifiés (Cohen et Hamrick, 2003).

Ce qui en résulte une modification des fonctions cognitives incluant 1’apprentissage et la
mémoire spatiale (Yi et al., 2013). Les troubles : apprentissage/mémoire spatiale sont a mettre
en lien avec les altérations spécifiques de 1’hippocampe dont dépendent largement ces taches
comportementales (Vann et Albasser, 2011).

Dans des situations stressantes I’hypothalamus regoit des stimulations directes du systéme
limbique ainsi que des stimulations noradrénergiques provenant du locus coeruleus et du
noyau du tractus solitaire (Carrasco et Van De Kar, 2003 ; Itoi, 2008).

En réponse a ces stimulations, I’hypothalamus libére le CRH qui active 1’adenohypophyse
secrétant a son tour I’ACTH. Ce dernier induit alors la syntheése des glucocorticoides a partir
du cholestérol par les glandes surrénales. Ces hormones sont impliquées au cours du stress
dans de nombreuses régulations fonctionnelles, dans les métabolismes et le systeme nerveux
central (Morilak et al., 2005).

L’hyper activation de 1’axe corticotrope s’accompagne d’une hypersécrétion de cortisol donc
une hyper utilisation de cholestérol comme substance mére de synthése des glucocorticoides
ce qui conduit a un épuisement de son taux plasmatique par sa redirection pour la synthése des
hormones dérivées ou par I’utilisation de 1'acétyle coenzyme A a la synthése d'autres substrats
que le cholestérol (Galman et al., 2002).

La relation entre la diminution du cholestérol chez les rattes diabétiques (D) et diabétiques

stressées (D+S) et le développement de la dépression chez ces rattes a été évoquée par Sheikh
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et al en 2004. Un autre mécanisme peut étre impliqué dans I’augmentation des triglycérides,
de la diminution du cholestérol et provogue la dépression et les tendances suicidaires.

Une relation entre le cholesterol, les triglycérides et les agressions dans la population humaine
a été prouvée par Fowkes et al., en 1992. L’augmentation des triglycérides est un indicateur
d’un syndrome métabolique (Sarwar et al., 2007). Les triglycérides présentent donc une forte
relation avec la dépression (Cornel et al., 2011).

Le profil biochimique de la dépression est souvent caractérisé par des taux sanguins bas de
cholestérol et une ¢lévation des triglycérides. L hypertriglycéridémie est considérée comme
cause métabolique de la dépression, il a aussi été démontré dans des essais cliniques contrélés
qu’une diminution des triglycérides améliorait les symptomes de la dépression.

Le cholestérol est le principal constituant membranaire qui présente un effet sur la croissance
cellulaire et sur la fonction des protéines membranaires.

Le fonctionnement d'un récepteur ou d'un transporteur pourrait &tre modulé directement par
les interactions moléculaires spécifiques (Scanlon et al ., 2001), ou indirectement affecté par
le cholestérol qui induit des changements de micro viscosité dans la membrane et la
perméabilité (Terao et al ., 2000). Il a été rapporté que les taux du cholestérol sont utilisés
comme des marqueurs sanguins dans la dépression et dans I’anxiété (Rafter, 2001).

Le meétabolisme du glucose est un facteur résultant de I’activation des systémes de
I’organisme aprés une situation stressante (Hargreaves, 1990). De nombreuses études ont
montré une augmentation de la concentration du glucose aussi bien aprés la contention que la
nage forcée chez les rats (Rafter, 2001).

La corticostérone est un véritable initiateur et régulateur métabolique. Cette hormone stimule
l'augmentation du glucose sanguin et qui permet donc de libérer de I'énergie a partir des
réserves de I’organisme. Les glucides représentent la principale source d'énergie nécessaire au
métabolisme et au bon fonctionnement du cerveau et du systeme nerveux.

Les glucocorticoides ont une action hyperglycémiante par stimulation de la néoglucogenese et
par une diminution de la consommation du glucose par les tissus périphériques. Au contraire
la surrénalectomie provoque une tendance a I'hypoglycémie et une grande sensibilité a I'effet
de I'insuline.

En situation de surrénalectomie, 1’organisme se trouve dans 1’incapacité de mobiliser ses
réserves pour maintenir une normo-glycémie en réponse a un stress (Tempel et Leibowitz,

1994). Les actions métaboliques relayées par les récepteurs aux glucocorticoides entrainent

une augmentation de la glycémie afin de fournir aux organes vitaux une source d’énergie
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rapidement utilisable (Lofberg et al., 2002). Par contre, le transport intra-hépatique est accru
permettant la néoglucogenése.

L’urée et la créatinine sont des marqueurs significatifs de la fonction rénale (Eidi et al., 2007).
Chez les groupes diabétiques, la concentration en urée et en créatinine est élevée par rapport
au lot Témoin. L’¢lévation de la concentration de ces deux paramétres est a relier au
dysfonctionnement rénal chez les diabétiques (Almadal et Vilstrup, 1988), resultant de la
toxicite de la streptozotocine sur les reins (néphropathie). Des études ont montré la
nephrotoxicité de la streptozotocine sur les reins d’animaux (Orskov, et al., 1965). 1l apparait
que toutes les thérapies employées, (les deux doses de la plante ainsi que le médicament)
provoquent une diminution de ’'urémie et de la créatininémie. Ces traitements protégeraient
ainsi les reins de la toxicité de 1’alloxane. Cependant, la d1 semble étre la plus efficace. Car
elle provoque une diminution hautement significative des deux parametres dont la valeur
approche la normale.

Nos résultats ont montré une diminution trés hautement significative (P<0,001) du taux
d’insuline chez les rattes diabétiques (D) par rapport aux témoins (T), Cela pourrait
s’expliquer par la destruction partielle des Tlots de Langerhans (Halimi et al., 2008).

Les produits naturels comprennent une variété de composés chimiques qui ont été
sélectionnés dans I'évolution pour leur capacité a améliorer la survie d'un organisme
(Brahmachari, 2013).

En raison de la diversité de leurs activités biologiques, ils ont été largement utilisés dans le
domaine de la santé humaine en tant que complément alimentaire en médecine traditionnelle
depuis des milliers d'années (Ekor, 2014).

Notre étude est basée sur I’évaluation de la capacité d’un antioxydant a restaurer 1’équilibre
glycémique et a prévenir 1’apparition du déclin cognitif ou a retarder sa progression, chez le
diabétique. Dans ce travail, notre choix est porté sur I’utilisation du gingembre dans la prise
en charge des troubles neurocomportementaux liés au diabéte et au stress, pour ses puissantes
propriétés anti-oxydantes, testée sur des rattes wistar diabétiques (diabete induit par la STZ)
(Pinheiro et al., 2011).

Le gingembre (Zingiber officinale) est une plante fréquemment utilisée depuis des milliers
d'années comme assaisonnement culinaire, en particulier dans la cuisine asiatique, est un
agent dans les systemes de médecine traditionnelle de la Chine, de I'Inde et d'autres cultures
orientales. Le gingembre a plusieurs effets pharmacologiques bénéfiques (hypoglycémiants,

insulinotropes, hypolipidéemiques) chez les animaux de laboratoire (Shanmugam et al., 2011)
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et chez I'homme (Huang et al., 2004). Il a été démontré que le gingembre ou ses extraits
possedent certaines activités pharmacologiques, y compris des effets analgésiques (Young et
al., 2005).

Les plantes médicinales sont considérées comme une source fondamentale de nouveaux
composes a base de principe actif pharmacologique, ou environ 11% des médicaments de base
au 21e siecle sont dérivés exclusivement d'origine végétale (Veeresham, 2012).

Le traitement des rattes diabétiques gestantes avec I'extrait de gingembre pendant six jours
consécutifs a réduit la glycémie. Ceci est en accord avec les rapports précédents (Shanmugam
etal., 2011)

Nous avons également constaté que le traitement par le gingembre a augmenté le nombre
d’entrée dans les bras ouverts du labyrinthe en croix surélevé chez les rattes diabétiques
traitées. La comparaison avec le lot diabétique montre qu’il existe des différences
significatives, ce qui confirme 1’hypothése de 1’effet réparateur du gingembre.

Nos résultats montrent également une amélioration de 1’activité locomotrice et du temps de
redressement au cours des tests a I’EPM et a ’OF. Ces résultats concordent bien avec
d’autres études précédentes, qui montrent également, une amélioration du nombre d’entrée
ainsi que le temps passé¢ dans les bras ouverts de I’EPM apres traitement par d’autres
antioxydants chez les rats (Wattanathorn et al., 2007).

Au vu de ces résultats, on peut dire que le gingembre exerce des effets hypoglycémiants au
détriment d’une insulino-déficience expérimentale. Les antioxydants agissent sur le systéme

nerveux central grace a leurs effets réparateurs (Fernandez et al., 2006).

4.2. Etude de la progéniture

Chez les rongeurs et les humains, le stress prénatal peut avoir des conséquences
morphologiques, physiologiques et comportementales persistantes (Trickey et al., 2012 ;
Neigh et al., 2013).

La gestation est un parcours crucial de haute vulnérabilité au stress (Faisal-Cury et Rossi
Menezes, 2007). Les stimuli environnementaux nuisibles pourraient avoir un impact
considérable sur les processus neurocomportementaux et developpementaux a plus ou moins
long terme, notamment s’ils affectent 1’organisme maternel aux jours prépartum durant
lesquels se manifestent des changements neuroendocriniens profonds associés au caractere

anxiogene de la parturition (Steinberg et Bellavance, 1999).

-53-



DISCUSSION

Le diabéte maternel constitue un environnement intra-utérin défavorable pour le
développement de la progéniture. Bien que lI'on sache que le diabete peut provoquer des
altérations cérébrales et un risque accru de troubles neurologiques, la relation entre I'activation
neuro-immune, les modifications cérébrales et les déficits de développement neurologique
chez la progéniture reste incertaine.

Deux modeles ont été proposés pour étudier le diabéete chez les rongeurs pendant la grossesse
et ses implications sur la progéniture.

Le modeéle de diabéte modéré provoque une légere hyperglycémie chez les meres et une
macrosomie chez la progéniture, ce qui est similaire aux répercussions du diabéte de type 2 et
du diabéte sucré gestationnel.

D'un autre coté, le modéle de diabéte sévere provoque une hyperglycémie élevée chez les
meéres et une microsomie chez la progéniture, en raison d'un retard de croissance intra-utérin,
semblable aux répercussions d'un diabéte clinique non contrélé (Rudge et al.,2013).

Les nourrissons macrosomiques et microsomiques peuvent avoir des conséquences a long
terme a I'enfance, a l'adolescence et a I'dge adulte. Paradoxalement, bon nombre des
conséquences a long terme sont similaires, en particulier sur le métabolisme (Ornoy, 2011).
Bien que le diabete modéré soit plus fréquent chez les patientes cliniquement enceintes, la
prévalence de I'nyperglycémie gestationnelle sévere dans les pays développés devrait étre une
préoccupation, car elle contribue a 7 a 8% de tous les nourrissons nés vivants dont le poids a
la naissance est inférieur a la normale (Ornoy, 2011) et 5- 10% des anomalies congeénitales
induites par le diabéte (Ornoy et al., 2015 ; Reece et al., 2009).

En effet, des preuves convaincantes indiquent qu'une hyperglycémie maternelle prolongée
pendant les périodes critiques du développement induit une inflammation en augmentant la
formation de produits de glycation avancés (AGE) et de son récepteur dans I'hippocampe de la
progéniture, en dérégulant les niveaux d'apoptose et en affectant la neurogénése de
I'nippocampe, en ralentissant la prolifération cellulaire et la survie (Sadeghi et al., 2018).

Le maintien du statut hyperglycémique chez les méres diabétiques (D) apres la parturition
semble contribuer a la réduction de la croissance pendant I'allaitement, et les petits sont restés
petits jusqu'a I'dge du sevrage (PND 21) comme décrit précédemment par Chandna et al
(2015).

Les effets observés chez la progeniture peuvent étre non seulement dus au diabéte
gestationnel, mais aussi a la malnutrition aux premiers stades du développement de la

progeniture, car ce diabéte maternel de type 1 peut retarder le début de la lactogenése en
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affectant la sécrétion de prolactine et le lactose, le citrate et I'azote total concentrations dans le
lait.

En revanche, chez la progéniture de meres diabétiques traitées au gingembre (D + G), nos
résultats ont montré une augmentation du poids corporel, qui peut étre due a la diminution de
la glycémie maternelle aprés traitement a l'extrait de gingembre et stimulation de la lactation
chez ces meres.

Bien que des données isolées révélent des mécanismes candidats par lesquels une
hyperglycémie maternelle sévere prédispose la progéniture au développement neurologique.
Troubles mentaux, les effets pré et postnatals sous-jacents du diabéte maternel sur le systéme
immunitaire de la progéniture, les cellules nerveuses, le comportement et les parameétres
physiques restent mal compris.

Dans notre étude, la progéniture de meres diabétiques présentait un retard
neurodéveloppemental dans le test de géotaxie négatif en fonction et en complément des
déficiences cognitives rapportées par la clinique (Perna et al., 2015).

De plus, une diminution de l'indice de reconnaissance d'objet est en accord avec les resultats
de Kim et al., (2014) qui ont démontré, avec le méme modele expérimental, une altération de
la mémoire lors de la tache d'évitement du décrochage sur PNDA42.

L'administration de gingembre chez les méres diabétiques pendant la grossesse a eu un effet
bénéfique sur le développement neurologique des rattons, le temps de latence du test de
géotaxie négatif a été amélioré en particulier chez les femelles suggérant une action sélective
sur un sexe. En outre, il y a eu une augmentation de la mémoire de reconnaissance chez les
descendants de meres diabétiques traitées au gingembre. De plus, cet extrait végétal et son
composant actif, le 6-gingérol, ont également inhibé I'activité de la cholinestérase, ce qui a
augmenté l'acétylcholine, un neurotransmetteur qui joue un réle important dans l'apprentissage
et la mémoire (Ghayur et al., 2008).

De nombreuses preuves expérimentales récentes montrent que le traitement au gingembre a
considérablement amélioré la reconnaissance des mots, la vigilance numérique, la réaction de
choix, la mémoire de travail numérique et les scores de mémoire de travail spatiale chez les
femmes d'age moyen (Saenghong et al., 2012).

Les études précédentes ont démontré que le stress gestationnel est associé a plusieurs
perturbations physiologiques et comportementales tant chez la mere gestante que chez sa

progeéniture (Patin et al., 2005).
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L’exposition de femmes enceintes a un événement de stress plus ou moins intense méne a
I’apparition des symptomes anxieux et dépressifs, des complications obstétriques et d’un
retard neurocomportemental chez leurs enfants (Talge et al., 2007).

Ces données ont ¢té rapportées plus vigoureusement dans le cas d’un stress
psychotraumatique qui survient au cours des désastres naturels ou artificiels (tels les
tremblements de terre, les éruptions volcaniques et les attentes terroristes).

D’un point de vue comportemental, I’impact des conditions stressantes intenses sur la
progéniture est aussi délétére que leur effet sur I’organisme maternel (Koenig et al., 2005).
Chez les humains, les concentrations placentales de la CRH pendant la grossesse prédisent la
proportion de la croissance et de la taille feetale qui sont des prédicteurs importants de
I'enfance et de l'adiposité (Darnaudéry et Maccari, 2008). L’exposition aux glucocorticoides
maternels provoque des modifications structurales dans le pancréas en diminuant les cellules
pancréatiques B ce qui affecte la glycémie et les hormones de la croissance. Ces
glucocorticoides induisent des modifications fonctionnelles dans le tissu hépatique (Welberg
et al., 2001) en modifiant le métabolisme.

D'un autre coté, d’autres ¢tudes ont démontré que le stress peut réduire le poids corporel
(Mairesse et al., 2007). Le méme résultat a éte demontré par Barlow et al en 1978 aprés
I'application du stress de contention pendant 3 jours dans n’importe quelle phase de la
gestation.

Dans notre étude le stress appliqué a la fin de la gestation réduit temporairement le poids
corporel de la descendance, tandis qu’un stress appliqué au début de la grossesse a abouti a
l'augmentation a long terme du poids corporel de la descendance (Brummelte et al., 2012).
Les résultats de notre étude montrent aussi que le stress de contention était responsable de
l'apparition des désordres neurocomportementaux ainsi qu’un retard de croissance chez la
descendance résultante des meres stressées.

Ces désordres sont les résultats de dysfonctionnement de I'axe hypothalamo-hypophysio-
surrénalien HPA des meres donc 1’augmentation de la concentration plasmatique en
glucocorticoides et de la glycémie, visant a confronter la situation stressante (Neigh et al.,
2013).

L’hyper activation de 1'axe HPA des méres active I’axe HPA de la descendance qui affecte la
relation mere-enfant en influencant ainsi le developpement du cerveau embryonnaire et
modifiant le comportement de la descendance de maniére permanente (Baibazarova et al.,

2013). Le stress aigu ou chronique peut affecter les fonctions cérébrales comme le control de
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la coordination (Torres et Newson, 2007) : test de retournement, test antigravitaire, ouverture
des yeux et activité locomotrice spontanée. Il est a noter que ces résultats ont été observés
chez des rattons issus des meres stressées pendant gestation (Patin et al., 2004).

Plusieurs chercheurs ont étudié les effets du stress prénatal sur le développement précoce. Ils
ont mentionné que le stress peut retarder le développement de certains parametres
neurocomportementaux et  neurophysiologiques en  provoquant des  désordres
neuropsychiatriques dans la vie postérieure (Harris et Seckl, 2011).

Les mémes résultats ont été trouvés apres application du stress chronique de contention sur
des rats pendant 3 jours dans n'importe quelle phase de la grossesse (Barlow et al., 1978).
Deux autres types de stress : le bruit et le stress par la lumiére appliqués trois fois par semaine

pendant la gestation retardent la capacité des rattons issus des méres stressées.
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5.CONCLUSION

Les résultats de notre étude indiquent que I’exposition a un stress psychogene (stress de
contention) durant la période gestationnelle tardive (19°™ jour de gestation) chez des rattes de
la souche Wistar rendues diabétiques par la streptozotocine aboutit a une augmentation de la
libération d’insuline et d’ACTH, a ces changements pathologiques maternels s’ajoutent des
signes d’anxiété immédiate (pré-partum). Cette anxiété gestationnelle était aussi accompagnée
de déréglements des paramétres dans 1’organisme maternel (cholestérol,
triglycérides et glycémie).

L’environnement intra-utérin est critique au développement feetale. La perturbation de cet
environnement peut avoir des conséquences a court et a long terme sur le développement de la
progéniture. Nos résultats ont monté qu’une hyperglycémie maternelle sévere (induite par la
streptozotocine) pendant la période feetale ainsi que 1’exposition des méres au stress de
contention pendant la gestation prédispose la progéniture a un retard de développement
physique et a des troubles neurocomportementaux) a court et a long terme (modifications dans
I’activité cognitive et neurologique).

Notre étude a clairement montré que le traitement des rattes gestantes diabétiques avec un
extrait du gingembre a allégé les troubles du comportement et 1’altération de D’activité
exploratoire et pouvait rétablir la plupart des parameétres biochimiques maternels (glycémie,
triglycérides, cholestérol, urée et créatinine), Quant au profil hormonal, le gingembre a
diminué I’hyper sécrétion d’ACTH chez les meres diabétiques et diabétique stressées.
L’évaluation des rattons males et femelles avant et apres sevrage a travers une batterie de tests
a montré que le prétraitement des meres gestantes diabétiques et diabétiques stressées par le
gingembre peut aider a prévenir les troubles de développement neurologique chez la
progeniture.

Le gingembre est capable de réparer les dommages comportementaux et physiologiques

produites par un stress pendant une phase critique (la gestation).
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6. PERSPECTIVES

A partir de ces résultats, il serait souhaitable de réaliser les perspectives suivantes :

Evaluer les effets du stress de contention sur les fonctions immunitaires et
neuroendocriniennes (progestérone, prolactine, corticostérone) de 1’organisme maternel durant

la gestation et la lactation).

Estimer le pouvoir anxiolytique d’autres plantes médicinales (la camomille, 1’anis et le

fenugrec).

Voir les effets a long terme (sur au moins deux générations) du stress de contention.

Appliquer différentes doses de gingembre en clarifiant son mécanisme d’action.
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