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Résumé

L’objectif de notre travail est de déterminer I’effet de la supplémentation en alpha-
tocophérol (a-T) a différentes doses (700, 900, 1000, 1050, 1100,1150 et 1200 mg d'a-T /Kg
d'aliment), sur la teneur en protéines, le taux en malondialdéhyde (MDA) et l'activité
enzymatique antioxydante de la catalase (CAT) du foie, ainsi que sur I'histologie hépatique
chez les souris NMRI

Au terme de cette étude expérimentale, les principaux résultats obtenus montrent une
diminution significative de la teneur en protéines, accompagnées d’une diminution
significative de l'activité de la CAT et une augmentation significative du taux en MDA des
lots supplémentés en (700, 900, 1000, 1050, 1100, 1150 et 1200 mg d'a-T / kg d'aliments) et
ceci par rapport au lot témoin, ce qui montre qu'il y a eu un désequilibre de la balance
oxydante / antioxydant di au fait que I’a-T a de telles doses n’a pas agi en tant qu’antioxydant
mais plut6t en tant que pro-oxydant. Enfin, I'étude histologique du foie n’a fait que confirmer

I’ensemble de nos résultats.

Mots clés : alpha-tocophérol, pro-oxydant, antioxydant, foie, souris.



Abstract

The objective of our work is to determine the effect of supplementation with alpha-
tocopherol (a-T) at different doses (700, 900, 1000, 1050, 1100, 1150, and 1200 mg of a-T /
kg feed), on liver protein content, the rat of malondialdehyde (MDA) and antioxidant enzyme
catalase activity (CAT), as well as liver histology of NMRI mice.

After this trial period, the main results show a significant decrease in the protein content,
accompanied by a significant decrease in CAT activity and an increase in the MDA level of
the batches supplemented with (700, 900, 1000, 1050, 1100, 1150 and 1200 mg of o-T / kg
feed) and this compared to the control group,what shows that it there with have an imbalance
of the oxidizing/antioxidant balance due to the fact that I'a-T with such amounts does not have
acts as an antioxidant but rather as an pro-oxidant. Finally, the histological study of the liver

confirms all of our results.

Key words: alpha-tocopherol, pro-oxidant, antioxidant, liver, mice
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Glossaire

Maladie d’Alzheimer : est une pathologie neurodégénarative liee a 1’age qui se
caractérise par des pertes des fonctions cognitives avec au premier plan une atteinte mnésique
(Martin et al., 2019).

Maladie de parkinson : est une maladie neurodegénérative la deuxiéme la plus courante
aprés la maladie d’Alzheimer qui se manifeste essentiecllement par des trouble moteur
s’aggravant au cours du temps, elle s’accompagne d’une raréfaction des neurone

dopaminergique dans les ganglion de base (Jeancolas et al., 2016)

Fibromyalgie : est une maladie qui se caractérise par des douleurs diffuses sur une durée
d’au moins trois mois et localisées dans les quatre quadrants du corps ainsi que la colonne
vertébrale, une fatigue intense ou un sommeil non réparateur ou les deux, des douleurs au
niveau d’au moins11 points sur 18 points de corps surtout aux endroits d’insertion de tendons

(grosses et petites articulations, région dorsale et épaules et le cou) (Goetz, 2015).

Maladie de Wilson : est une maladie génétique autosomique récessive caractérisée par
une accumulation toxique de cuivre essentiellement dans le foie et le systeme nerveux central
(Duclos-Vallée et al., 2006).

Hémochromatose : est une surcharge chronique en fer d’origine génétique qui peut aller
du simple exces tissulaire sans conséquences cliniques jusqu’aux situations de surcharge
massive susceptibles d’affecter des organes divers et d’engager le pronostic vital. L’affection
est liée, dans la majorité des cas, a une mutation du gene HFE, et beaucoup plus rarement a la

mutation d’autres géne (Guggenbuhl et al., 2010).
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Introduction

Introduction

L’oxygene, molécule indispensable a la vie, est susceptible d’entrainer des effets
délétéres dans I’organisme via la formation des radicaux libres et d’especes oxygénées
activées. Ces notions ne sont toutefois pas nouvelles puisque, vers le milieu des années 50,
Gerschman et Hartman avaient déja évoqué la toxicité de I’oxygene et la «free radical theory»
pour expliquer le processus de vieillissement. En 1969, les Américains McCord et Fridovich
isolent & partir des globules rouges humains, un systeme enzymatique antioxydant, la
superoxyde dismutase, capable d’éliminer 1’anion superoxyde, démontrant ainsi pour la
premiére fois, que notre organisme produit des espéces oxygénées actives. Cette découverte
sera le point de départ, dans le monde entier, de nombreuses recherches sur le stress oxydant
et les antioxydants.

Dans les circonstances quotidiennes normales, les espéces réactives oxydantes sont
produites en faible quantité comme des médiateurs tissulaires ou des résidus des réactions
énergétiques ou de défense, et cela sous le contréle de systéemes de défense adaptatifs par
rapport au niveau de radicaux présents. Dans ces conditions, on dit que la balance pro-
oxydants/antioxydants est en équilibre. Cette derniére peut étre rompue pour diverses raisons

en faveur du systéme prooxydant et est alors a I’origine d’un stress oxydant (Favier, 2003)

L’organisme dispose d’un vaste réseau d’antioxydants ou de défense qui constitué d’une
part, des systemes enzymatiques extrémement complexes qui assurent la réparation des
éventuels dommages oxydatifs au niveau des lipides, protéines ou de I’ADN, d’autre part une
multitude d’antioxydants proprement dits sont synthétisés par I’organisme ou le plus souvent
apportés par notre alimentation. Ainsi des antioxydants comme la vitamine C ou la vitamine E
se transforment eux-mémes en radicaux libres lors de la neutralisation de certains dérivés
toxiques de I’oxygeéne. En effet, la vitamine E seule peut, dans certaines conditions, induire la
peroxydation d’acides gras ou de lipoprotéines alors que, normalement, elle prévient
I’oxydation de ces mémes lipides, ce phénomene apparemment paradoxal est lié a la

formation du radical tocophéroxyl (Defraigne et Pincemail, 2008).

De nombreuses études réalisées in vitro ont montré qu’une supplémentation élevée en a-
T a une activité prooxydative, mais tres peu d'études ont examiné cet effet in vivo. C’est la
raison pour laquelle nous avons axé notre recherche, dont I’objectif est d’étudier 1’effet de la
supplémentation d’a-T a différentes doses (700, 900, 1000, 1050, 1100, 1150 et 1200 mg/kg

-




Introduction

d’aliments) sur quelques paramétres biochimiques du stress oxydatif et sur I’histologie du

tissu hépatique chez les souris albinos de souche NMRI .

Le présent travail est subdivisé en deux parties essentielles, la premiére partie présente
une synthése bibliographique dans laquelle nous apportons un premier chapitre qui consiste a
étudier des géneralités sur le stress oxydant, un second chapitre concerne les systemes de
défense antioxydants et le dernier qui est consacré a 1’étude de vitamine E. La deuxiéme
partie, la partie expérimentale, répartie en deux chapitres : le premier chapitre, matériel et
méthode qui inclut les différents matériaux et les techniques utilisées, le second chapitre,
résultats et discussion qui inclut les résultats obtenus et leurs discussions. Et a la fin une

conclusion qui résume 1’ensemble des résultats obtenus en ouvrant sur quelques perspectives.

-
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Chapitre | : Le stress oxydatif

Chapitre I : le stress oxydatif
I.1.Définition

Le stress oxydatif, dénommé également stress oxydant, résulte d’un déséquilibre de la
balance « pro-oxydants — antioxydants » en faveur des oxydants (Sergent et al., 2001). Ce
déséquilibre endommage des macromolécules, des cellules, des tissus, des organes et
I'organisme dans I'ensemble. Une fois qu'il y a des altérations a ces macromolécules, leurs
fonctions essentielles dans le métabolisme cellulaire sont changées aboutissant a la

manifestation de beaucoup de pathologies (Kumar et al., 2017).

I .2. Les radicaux libres et les especes réactives oxydantes

Un radical libre (RL) peut étre défini comme toute espece moléculaire instable et trés
réactive, qui contient un ou plusieurs électrons non appariés dans 1’orbitale externe (Lobo et
al., 2010).

Selon Tsumbu et al., (2012), il existe deux sortes de radicaux libres : les espéces
réactives de ’oxygéne (ERO) tel que (02 ; H20:. ; HOCI ; OH. ; 102 .... ) et les espéces
réactives de 1’azote (ERN) tel que (NO. ; ONOO- ...) qui dérives tous de 1’02 (Figure 01).

6‘%’”@/ ‘%’% %‘ % o
Y
Lo o e e e o

Super oxide Hydrogen W
Oxygen anion radical Hydroxyl

/_ peroxide radical
"ON l vt .I
+H H201

Peroxynitrite Hydrochlorus acid Smglet oxygen

Figure 01 : Les principales sources de génération de radicaux libres et leur catabolisme (Shah

etal., 2014).
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1.2.1. Les espéces réactives de I’oxygéne

Les especes réactives de I’oxygene (ERO ou ROS) ont été considérées comme des sous-
produits toxiques du métabolisme normal de I’oxygeéne (Migdal et Serres, 2011). Elle
peuvent étre des radicaux libres, porteurs d’un électron célibataire et donc trés réactifs (par
exemple : les radicaux superoxydes et surtout hydroxyles), ou des especes oxydantes non
radicalaires (peroxyde d’hydrogéne , acide hypochloreuy, ...etc) (Gardes-Albert et al., 2003).
Elles représentent la plus importante classe d’especes réactives générées dans les organismes

vivants (Valko et al., 2007 ; santo et al., 2016).

a. Radical superoxyde (0:=°) : il est le principal précurseur de la plupart des ROS, généré

par l'addition d'un électron a ’Oz selon laréaction (1): O, + ¢ —» 0O,° (1)

Il est produit principalement dans les mitochondries, en raison d'une fuite d'électrons de

la chaine respiratoire et aussi par les réactions d’oxydations (Santo et al., 2016).

b. Radical hydroxyle (OH") : il est extrémement puissant et réagit indifféeremment avec tous
les macromolécules (Van helden et al., 2009). Ce radical peut oxyder un substrat selon trois

modes d’action : ’arrachement d’un électron, I’arrachement d’un atome d’hydrogene sur un

substrat organique ou 1’addition sur une double liaison (Migdal et Serres, 2011).

Selon Santo et al., (2016), ’0O,"" génére d'autres espéces radicalaires secondaires, en
participant a la  réaction d’Haber-Weiss, pour former un radical OH"® et un anion hydroxylé
(OH") selon la réaction (2) : H,0, + O, —» 0. + OH° + OH (@)

c. Oxygeéne singulet (*0-°) : il représente la forme excitée de 1’oxygéne moléculaire, souvent
assimilée a un radical libre en raison de sa forte réactivité (Beaudeux et al., 2005). 1l a une

demi-vie trés courte (Powers et Jackson, 2008).

d. Peroxyde d’hydrogene (H:0:) : est un radical libre modérément réactif. 1l est formé
lorsque 1’O,° subit a la fois la réduction univalente, comme la montre la réaction (3) (Das et

Roychoudhury, 2014) : 20, + 2H — H,O0, +0, (3)

e. Les radicaux alcoxyle (RO°) /peroxyle (ROQ°) : sont des radicaux organiques formés de
réactions de peroxydation lipidique. lls ne sont pas stables, ils réagissent facilement avec

I’oxygéne moléculaire, créant ainsi un radical d’acide gras ROO’ ou RO° (Mandelker, 2008).
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La partie « R » correspond & un acide gras polyinsaturé, leur formation comprend 2
étapes principales : la premiére (réaction 5) correspond a la perte d’un atome d’hydrogéne
causée notamment par un radical OH", et la seconde (réaction 6) a la liaison avec une

molécule d’oxygéne (McMichael, 2007 ; Powers et Jackson, 2008) .
RH+HO° - R°+H.0 (5) R°+ O. —» ROO° (6)

f. L’acide hypochloreux (HclO) : est produit par les cellules phagocytaires activées
principalement par les neutrophiles grace a 1’action de myéloperoxydase (MPO). Il est formé
a partir du peroxyde d’hydrogéne selon la réaction (7). Il passe facilement a travers les
membranes biologiques, et peut altérer les constituants protéiques de la cellule a cause de son
fort pouvoir oxydant (Powers et Jackson, 2008) : H.0. + CI- —  HCIO + HO- (7).

1.2.2. Les espéces réactives de I’azote : (EAA ou RNS : Réactive Nitrogen Species) ont été
définies comme un sous-groupe d’oxydants dérivés de 1’oxyde nitrique ou monoxyde d’azote
(Piechota-Polanczyk et Fichna, 2014).

a. L’oxyde nitrique (NO°) : est le principal dérivé réactif d’azote, il constitue la source

principale pour générer d’autres RNS (Ali et al., 2013). Il est synthétisé par les cellules

endothéliales via I’action de NO synthétases sur la L-arginine (Haleng et al., 2007).

b. Le peroxynitrite (OONO ): est un oxydant puissant et diffusible, capable
d’endommager de nombreuses molécules organiques. Il est formé par la réaction entre O,° et

NO°’ (Haleng et al., 2007).

1.3. Source des radicaux libres
1.3.1. Source endogene

Les différentes sources endogénes sont :

v’ produites dans la mitochondrie par la chaine respiratoire (Phaniendra et al., 2014).

v/ a partir de source non-mitochondrial incluant des enzymes du métabolisme (Dubois,
2015).

v Les cellules phagocytaires sont une autre source importante d'oxydants, elles libérent
des produits toxiques, qui incluent le NO°, H.O2 et O," (Baskaran et al., 2017).

v Le systeme microsomal monooxygénase cytochrome P450 dépendant (MMO) est I'un
des principales sources des ROS dans le réticulum endoplasmique, notamment le H.O-
(Di Meéo et al., 2016 ; Zeeshan, 2016).

-
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1.3.2. Source exogene
Il existe de nombreuses sources exogenes :

v Les rayonnements UV (ultra-violet) induisent la synthése de radicaux libres et de
molécules génératrices de radicaux libres, et les radiations ionisantes provoquent
également la génération de radicaux libres dérivés de I’oxygéne (Afonso et al., 2007).

v Les ions de métaux lourds, tels que le fer, le cuivre peuvent induire la génération de
radicaux réactifs et provoquent des lésions cellulaires (Birben et al., 2012).

v' Certains médicaments comme des antibiotiques anticancéreux tels que
I’anthracyclines, sont également capables de générer des RL (Valko et al., 2006).

v Les antioxydants naturels comme la vitamine C, la vitamine E, les caroténoides et les
polyphénols, sont souvent prétendus étre bénéfiques pour la santé. Cependant, a des
doses plus élevées ils peuvent exercer des activités pro-oxydantes toxiques (Rietjens et
al., 2002).

1.4. Dommages oxydatif des macromolécules

Les ROS, peuvent endommager les macromolécules comme L’ ADN, les protéines et les
lipides quand ils sont présents en concentrations élevées (figure 02), menant aux menaces de

santé graves (Moukette et al., 2015).

ROS a
haute concentration

[ Dommage oxydatifs }

l w l
Lipide /’ Protéine \\ ADN

-Modification des acides aminés _Onxrdation désoxwribose
ausite spécifigue. - -

-Fupture de chaine

-Elimination des
-Augmentation dela —Fragrr.lentat_ion dela chaine nucléotides.
fluidité et pernméahbilité de peptidique.

-MModification desbases.
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electrigue.

- Inactivation d en=yme.
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Figure 02 : Les dommages oxydatifs provoquer par les ROS (Sharma et al., 2012)
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1.4.1. Lipides

L’oxydation non enzymatique des lipides (via les ERO), appelée « peroxydation
lipidique », est un processus complexe allant de la formation des produits primaires
(hydroperoxydes) jusqu’a celle des produits terminaux (aldéhydes, isoprostanes). Ce
processus peut créer des altérations de la membrane telles que la modification de sa fluidité,
mais aussi I’inactivation de récepteurs ou d’enzymes (Michel et al., 2008). Il comprend trois

étapes (Figure 03): I’initiation, propagation et terminaison (Santo et al., 2016)

a. Phase d’initiation : elle consiste en la rupture homolytique occasionner par un
initiateur radicalaire, d’une liaison C-H de la chaine d’un acides gras, ce qui en faits un
composé radicalaire trés réactif vis-a-vis de 1’oxygene et qui va donc se transformer en radical
ROO’ (Hannebelle et al., 2004).

b. Phase de propagation : au cours de cette phase le radical ROO® va arracher un
hydrogene a un autre acide gras créant un nouveau radical, et entrainant ainsi une création en
chaine, pour transformer en hydroperoxyle, ce dernier finira par se dégrader en aldéhyde
volatiles, expliquant I’odeur nauséabonde (Hannebelle et al., 2004).

c. Phase de terminaison : elle est entrainée par la création de deus radicaux pour donner

une espéce moléculaire ou par intervention d’un composé antioxydant (Hannebelle et al.,

2004).

Les produits de peroxydation lipidique, en particulier les produits terminaux stables, tels
que des aldéhydes a,B-insaturés (malondialdéhyde ou MDA, 4-hydroxynonénal ou HNE) ou
les isoprostanes, peuvent étre mesurés dans le plasma et les urines en tant que marqueurs du
stress oxydant (Michel et al., 2008).

TERMINAISON
LoOL
Tq— L
Fe2-

LH+R"_— » L"+ RH » LOO = » LOOH — » LO® +"OH

Y

L'H

o, ~—_
INITIATION T ‘Tr LOO" * etc.
02
PROPAGATION

Figure 03 : Phases d’initiation, de propagation et de terminaison de la peroxydation lipidique.

(Michel et al., 2008).

g



Chapitre | : Le stress oxydatif

1.4.2. Protéines

La protéine subit différents types de modifications, qui peuvent étre soit direct ou
indirects. Lors des modifications directes, I'activité de la protéine est modifiée en raison de
diverses modifications chimiques, telles que la nitrosation, la carboxylation, la formation de
liaisons disulfures. La modification indirecte des protéines peut survenir a la suite d'une
interaction avec les produits de la lipoperoxydation (Das et Roychoudhury, 2014).

Les modifications oxydatives des protéines provoquent 1’introduction d’un groupement

carbonyle dans la protéine (formation de protéines carbonylées) (Fetoui et al., 2010).

Selon Sies et al., (2017), les ERO peuvent oxyder les acides aminés présents dans les
protéines et généralement les acides aminés aromatiques entrainant leur modification,
fragmentation de la chaine peptidique, agrégation de produits d’interaction protéines-ERO,
modification des charges électriques, perte des fonctions enzymatiques, modifications de la

structure protéique, et des interactions protéine- protéine .

1.4.3. L’acide désoxyribonucléique

Les ROS peuvent causer des dégats oxydatifs a I’ADN nucléaire, 1'attaque sur I'ADN

aboutit a I'oxydation de désoxyribose (Sharma et al., 2012).

Les ERS, et plus particulierement le HO®, peuvent induire des cassures de I’ADN, des

mutations ponctuelles (simple ou double brins) ou bien altérer les systéemes de réparation.

Les ERO peuvent induire notamment des oxydations, des nitrations ou des méthylations
des bases. Parmi les oxydations des bases, la guanine peut étre oxydée par le radical
hydroxyle en 8-hydroxy-Guanosine (8-OH-G) aboutissant a la formation de 8-hydroxy-2'—
deoxyguanosine (8-OH-dG) (Valko et al., 2006). Un taux elevé de8-OH-dG est I’'un des
principaux marqueurs d’agression oxydante dans I’ADN (Tsumbu et al., 2012).  Ces
modifications vont ainsi perturber la transcription et la traduction par la suite, aboutissant a la
formation d’une protéine tronquée et/ou non fonctionnelle. Ces altérations sont souvent a
I’origine des phénomeénes de mutagénése, carcinogénese ou encore de vieillissement

prématuré (Valko et al., 2006).
1.5. Implication du stress oxydant dans les pathologies

Un stress oxydant n’est pas une maladie en soi, il constitue un terrain favorable au

-
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développement de pathologies diverses (Defraigne et pincemail, 2008).

En fait, Plusieurs recherches, tant épidémiologiques que clinique, confirment que le
stress oxydant est impliqué dans le développement de plus d’une centaine de pathologies
humaines différentes allant de I’athérosclérose au cancer tout en passant par les maladies
inflammatoires, le diabéte, le vieillissement accéléré, 1’asthme, I’hépatite, les dermatites, la
cataracte, la sclérose latérale amyotrophique, le syndrome de détresse pulmonaire aigu,
I’cedéme pulmonaire (Favier, 2003 ; Favier, 2006 ; Valko et al., 2007). 1l est aussi un facteur
de genese de maladies plurifactorielles telles la maladie d’Alzheimer, Parkinson, les
infections gastro-intestinales, ulceres, les rhumatismes et les maladies cardiovasculaires
(Montagnier et al., 1997).

La plupart des maladies induites par le stress oxydant (figure 04) apparaissent avec I'age
car le vieillissement diminue les défenses antioxydantes et augmente la production
mitochondriale de radicaux (Sohal et Mockett, 2002).
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Figure 04 : Les différentes pathologies du stress oxydatif (Rahman et al., 2012).
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Chapitre 11 : Les systemes de défense antioxydants

L’organisme est doté d’un ensemble de systémes de défenses tres efficaces contre la
surproduction d’ERO et d’ERA. Le terme d’antioxydant désigne toute substance qui, présente
a faible concentration par rapport a celle du substrat oxygéne, retarde ou inhibe

significativement I’oxydation de ce substrat (Halliwell et Gutteridge, 2014).

Les cellules utilisent ainsi de nombreuses stratégies anti-oxydantes et consomment
beaucoup d’énergie pour controler leur niveau d’ERO. La nature des systemes antioxydants
différe selon les tissus et les types cellulaires et selon qu’on se trouve dans le milieu
intracellulaire ou extracellulaire. Dans le systeme de défense antioxydant de notre organisme,
on distingue des systemes enzymatiques et des systemes non enzymatiques (figure 05)
(Pincemail et al., 2012).

Endogénes | | Nutritionnels
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> Super Oxyde = Glutathion (GSH) * Vitamine E # Polyphénols
Dismutase (SOD) 7 Albumine # Vitamine A # Vitamine C
T Gitathion > Biliubine # Caroténoides # t'}livnc'lc'm;:nl'["'ic
Peroxydase (GPy) N i‘?cnz}"mf Qlo 7 b Mt
# Catalase (CAT) E Agc. unque n ..etc)

Ic...
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Figure 05 : Différentes sources d’antioxydants dont dispose I’organisme pour répondre aux

situations de stress oxydant (Durand et al., 2013).

11.1. Les systemes antioxydants enzymatiques

Les antioxydants enzymatiques : superoxyde dismutase (SOD), catalase (CAT) et la
glutathion peroxydase (GPx) sont considérés comme la premiere ligne de défense de notre
organisme contre les ERO (Ozden et al., 2012) (Figure 06).
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Figure 06 : Les principales enzymes antioxydantes (Hermes-Lima, 2004).

A. Superoxyde dismutase

La SOD catalyse la dismutation de 1’0O.~ en dioxygéne et H.O- selon la réaction (8)
(Afonso et al., 2007) : 20" + 2H" — H:0: + 02 (8)

Elle constitue une premiére ligne de défense tres efficace en empéchant 1I’accumulation
cellulaire d’anion O:°-. Il existe trois isoformes de SOD qui se différencient par leur
localisation cellulaire et par leur cofacteur métallique. Il s’agit de : la Cu/Zn-SOD1, associée
aux ions cuivre et zinc, localisée dans le cytosol et la membrane mitochondriale ; la Mn-
SOD2, associée au manganese, localisée dans la mitochondrie et la Cu/Zn-SOD3, de

localisation extracellulaire (Sentman et al., 2006).

B. Catalase

La CAT est composé de quatre sous unités protéiques, chacune contenant un groupement
héminique avec le Fe* lié au site actif. (Bonnefont- Rousselot et al., 2003), elle est contenue
dans les peroxysomes et dans le cytosol et agit en synergie avec le SOD puisque leur réle est
de catalyser la réduction du peroxyde d’hydrogeéne en eau et en oxygeéne moléculaire selon la

réaction (9) (Feierabend, 2005) : 2H20- — 2H.0 +0: (9)
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C. Glutathion peroxydase

La (GPx) est une enzyme dépendante du sélénium qui a une forte affinité pour le H.O2
et permet son élimination, méme présent a faible concentration selon la réaction (10). Le
maintien de P’activité de la GPx nécessite la régénération du glutathion (GSH) assurée par la
glutathion réductase (Bédane, 2008) : H.O. + 2GSH — 2H.O + GSSG (10)

D. .La glutathion réductase
La glutathion réductase (GR) est une flavoprotéine oxydoréductase qui utilise NADPH
en tant que réducteur pour réduire le GSSG en GSH selon la réaction (11) (Das et
Roychoudhury, 2014):  GSSG + NADPH — 2GSH + NADP* (11)

11.2. Les systemes antioxydants non enzymatiques

Les cellules utilisent de nombreuses stratégies antioxydantes et consomment beaucoup
d'énergie pour contrbler leur niveau d'especes réactives de I'oxygene. Certains composés
antioxydants comme les oligoéléments (Zn, Cu,...etc.), les vitamines E (tocophérol), C
(ascorbate), Q (ubiquinone), ou les caroténoides apportés par les aliments, agissent en
piégeant les radicaux et en captant I'électron célibataire, les transformant en molécules ou ions
stables (Kinsky, 1989).

A. La Vitamine E (tocophérol)

La vitamine E est un antioxydant liposoluble, en raison de sa longue chaine aliphatique
comportant 16 atomes de carbone, ce qui le différencie nettement de l'ascorbate qui, lui est
hydrosoluble. L’o-tocophérol est donc localisé parmi les chaines d'acides gras des
phospholipides constituant les membranes et les lipoprotéines (Surai, 2002) ou il joue un réle
important dans la suppression de la peroxydation des lipides et il s’accumule sur ces sites au
sein des cellules dans lesquelles la production des radicaux d'oxygéne est plus grande
(Annahazi et al., 2007).

B. La vitamine C (acide ascorbique)

C’est un antioxydant puissant agit comme un piégeur de ROS pour empécher, ou au
moins atténuer les effets déléteres causés par les ROS. Elle agit en synergie avec la vitamine
E pour éliminer les radicaux libres et régénere également la forme réduite de la vitamine E
(Figure 07) (Foyer et Noctor, 2005).
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Figure 07 : Coopération entre les systémes non enzymatiques et enzymatiques (Leverve,
2009).
C. Les caroténoides

Les caroténoides sont des molécules dont la structure chimique est constituée de 40
carbones qui agissent en tant qu’antioxydant en bloquant les radicaux libres (Collins, 2001).
Ils sont capables de réagir avec les radicaux libres de trois maniéres : par le transfert
d’¢lectron, d’hydrogene ou par la liaison avec le radical. Ils sont également capables de
régénérer la vitamine E et sont eux-mémes régénérés par la vitamine C (Hermes-Lima, 2004).

Il existe plusieurs membres dans le groupe des caroténoides, mais le caroténoide le plus
connu et étudié est le B-caroténe, qui est un puissant antioxydant capable d'étancher
rapidement 1’0,° (Fusco et al., 2007).

D. Les ubiquinones et cytochrome c

Le coenzyme Q10 ou ubiquinol est un transporteur d’électrons présent dans la chaine
oxydative mitochondriale, dans les membranes cellulaires, dans le plasma et dans les
lipoprotéines. Il capable de donner des électrons et permet a ce titre une protection des

membranes contre la lipoperoxydation (Powers et Jackson, 2008).

E. Le glutathion

Le glutathion (GSH) est un tripeptide permettant la réduction des peroxydes cellulaires
gréce a la réaction catalysée par la GPx. Le GSH intervient également dans le cycle de
régénération de deux vitamines antioxydantes : la vitamine E et la vitamine C (Powers et
Jackson, 2008).
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F. Les oligoéléments

Le cuivre (Cu), le zinc (Zn), le manganése (Mn), le sélénium (Se) et le fer (Fe) sont des
métaux essentiels dans la défense contre le stress oxydant. Ils ne sont pas eux-mémes des
antioxydants, mais toutes les enzymes antioxydantes requiérent I’'un de ces oligo¢léments en
tant que cofacteur pour maintenir leur activité catalytique. Ainsi, la SOD mitochondriale a
besoin de manganése ; la SOD cytosolique de Cu et de Zn ; la catalase du fer et la GPx de
sélénium (Buldak et al., 2014).

G. Acide urique/ urate

L’acide urique est issu du catabolisme des bases puriques. Comme pour tout couple
acido-basique 1’une ou 1’autre des formes est prépondérante selon le pH du milieu : au pH
physiologique la forme ionisée, 1’urate est prépondérant. Il agit comme un donneur
d’¢lectrons capable ainsi de stabiliser les radicaux HO°, ROO®°, et 10.° (Powers et Jackson,
2008)

H. Bilirubine

La bilirubine est le produit de dégradation des hémes (ex : hémoglobine), ses propriétés
anti oxydantes sont liées a sa capacité a lutter contre les radicaux ROO°® et contre le H.O.
(Powers et Jackson, 2008).

11.3. Sources des antioxydants

Les différentes sources d’antioxydants sont portées dans Tableau | :

Tableau I : Principaux antioxydants non enzymatiques et sources alimentaires associees.

Principaux nutriments Sources alimentaires

antioxydants

Vitamine C Agrume, melon, brocoli, fraise, kiwi, chou, poivron

Vitamine E Huile de tournesol, de soja, de mais, beurre, ceufs, noix

A-Caroténe Légumes et fruits orangés, et vert foncés

Sélénium Poisson, ceufs viandes, céréales, volaille

Zinc Viande, pain complet, légumes verts, huitres, produits
laitiers

Flavonoides Fruits, légumes, theé vert

Acides phenoliques Cereales complétes, baies, cerises

Tanins Lentilles, thé, raisins, vin

Métabolisme de la cystéine, Caséine, lactalbumine (petit-lait), produits laitiers

glutathion Brocoli, chou, (Eufs, poissons, viandes

(Koechlin-Ramonatxo, 2006)
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I11.1. Généralités

La vitamine E estun groupe d’antioxydants, solubles dans les lipides, trouvés dans

toutes

peroxydation lipidique (Duncan et al., 2017). La vitamine E existe sous multiples formes

naturelles (figure 08), qui comprennent :

tocophérol, et de d-tocophérol ainsi que les formes de tocotriénols de chacun d’entre eux
(Cook-Mills et al., 2010), elle est composé d’un anneau cyclique 6-chromanol et d'une
chaine latérale de 16-carbone. Cette chaine est saturée pour les tocophérols et insaturée
avec trois doubles liaisons pour les tocotriénols (les carbones 3, 7 et 11).

entre les deux structures est

2016). Le groupe hydroxyle dans la position 6 de I'anneau du chromanol est le site actif
impliqué dans la donation d'atome H, tandis que la chaine latérale est impliquée dans

l'amarrage des isomeres dans la structure des lipides membranaires (Amrogini et al.,

2016).

L’o-T est la forme prédominante de la vitamine E dans les tissus et le plasma humain,

I’a-tocophérol (o-T), le PB-tocophérol, le v-

la position des substituant méthyle (Suarez-Jiménez et al.,

elle est considérée comme I'antioxydant le plus effectif (Sanchez-Sevilla et al., 2016).

R, Tocopherol
R :
" R & CH, CH,
Y ~ .
R:/,' N TN x s < 5 -
CH,
Ry
Ry Tocotrienol
HO\_ MO
|

Figure 08: Structure chimique des isoformes

al., 2018).

R, R, Ry R,
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de tocophérol et tocotrienol (nukala et
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les membranes cellulaires (Grimm et al.,2016). Elle est capable d’empécher la
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111 .2. Propriétés physico-chimique

Toutes les huit formes de la vitamine E se présentent, a la température ambiante, sous la
forme d’une huile visqueuse d’une couleur jaune péle, elles sont insolubles dans 1’eau, trés
solubles dans les graisses, les huiles et les solvants organiques (éthers, acétone, chloroforme,
méthanol, alcools méthyliques et éthyliques). Elles sont peu sensibles a la chaleur, a la
lumiére et aux acides, mais tres sensibles a I’oxydation et aux bases. Les esters de tocophérols

et notamment I’acétate de 1I’a-T sont relativement stables (Bourgeois, 2003).

111.3. Source de la vitamine E

La vitamine E, qui consiste en un mélange de tocophérols et de tocotriénols, est
disponible dans un certain nombre d’aliments et de plantes, allant des huiles alimentaires aux

noix (Sheppard et al., 1993 ; Ramaswamy et al., 2012).

Kodak et al., (2018) présentent les résultats d'une des espéces de noix les plus
importantes au monde, I'amandier. Les amandes présentent les taux les plus élevés de
tocophérols parmi toutes les noix, en fonction du génotype et de I'environnement. Les autres
sources comprennent le seigle, I'amarante, la noix, la noisette, le pavot, le carthame, le mais et
les pépins de raisin et de citrouille. La vitamine E dérivative a également été détectée dans le
lait maternel (Kobayachi et al., 1975) les dattes de palme, le son de riz et I'huile d'annatto
(Nehdi et al., 2010).

I11.4. Role de la vitamine E

Le role essentiel de la vitamine E dans le systéme de défense a été réévalué par le Comité
Européenne D'experts de la Sécurité (CEES), qui a conclu que le comité scientifique indique
que «la vitamine E contribue a la protection des constituants cellulaires des dommages

oxydatifs in vivo et in vitro » (Raederstorff et al., 2015).

Il est reconnu que la vitamine E est le principal antioxydant brisant les chaines
liposoluble présent dans le corps humain. Outre ses propriétés antioxydantes, les molécules de
la famille de la vitamine E exercent une activité antiathérogene et anti-inflammatoire (El hadi
etal., 2017)

=
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Le caractere hydrophobe de la vitamine E lui permet de s’insérer dans les membranes
biologiques riches en acide gras polyinsaturé (AGPI), ou elle joue un role protecteur efficace
en empéchant la propagation de la peroxydation lipidique induite par les ROS. (Landrier,
2011).

La vitamine E joue un role central dans la modulation de l'activité des enzymes, la
multiplication cellulaire, la réponse inflammatoire, la transduction du signal et I'expression
des génes. (Qu et al., 2016).

Une autre fonction antioxydante de la vitamine E est d’inhiber I'agrégation plaquettaire
(Suérez-Jiménez et al, 2016), et elle est utilisée dans la prévention du cancer et du diabéte
(Lippmann et al., 2009 ; Suksomboon et al., 2011).

111.5. Métabolisme de la vitamine E

La vitamine E n’est pas dégradée dans le haut du tube digestif humain. Seule une partie
de la vitamine E contenue dans les aliments est absorbée. La digestion de la vitamine E suit
celle des lipides alimentaires. Elle est incorporée dans les micelles mixtes issues de la
digestion des lipides et est absorbée dans le duodénum. Il est admis que la vitamine E est
incorporée sous forme libre dans les chylomicrons, ce processus implique la MTP
(microsomal triglycérides transfert protein). En cas de faible apport alimentaire des lipides
ne permettant pas la secrétion de chylomicrons, une partie de la vitamine E semble étre
excrétée dans les HDL d’origine intestinale par un transporteur de la famille des ATP
binding cassettes de la famille A1 (ABCAL1) (Anwar et al., 2007). La vitamine E restant
dans les chylomicrons résiduels, c’est a dire celle qui n’a pas échangée avec d’autres
lipoprotéines ou distribuée aux tissus périphériques lors de la lipolyse par les lipases

endothéliales, est captée par le foie (figure 09) (Lindsay et Astley, 2002).

L’a-T est incorporée dans les lipoprotéines a plus faible densité (Very Low Density
Lipoprotéine : VLDL), selon un mécanisme non élucidé, ce qui va permettre sa distribution

aux tissus périphériques (Lindsay et Astley, 2002).
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Figure 09 : Métabolisme de la vitamine E (Albahrani et Greaves, 2016).

111.6. La régénération de la vitamine E

Le ROO*° va se combiner avec les acides gras de la queue de la vitamine E arrétant ainsi
de retirer les électrons d'acides gras des membranes. Donc, la vitamine E, par suite a ses

caractéristiques structurelles, agit comme l'interrupteur de chaine (Miguel et al., 2017).

La vitamine E radicalaire est régénérée par la vitamine C a I’interface cytosolique de la
membrane, et I’interaction entre 1’acrobate et le radical tocophéroxyl (a-T°) serait facilitée par
le positionnement d’un noyau chromanoxyle a proximité de la surface de la membrane, la
queue du tocopérol est bien ancrée dans la double couche lipidique et le noyau chromanol «
flotte » comme un cerf-volant au contact de I’interface phase aqueuse/phase lipidique afin de

rendre accessible a 1’acrobate (Guilland, 2011).

I11.7. Effet anti et prooxydant de la vitamine E
111.7.1. L’ a-tocophérol en tant qu'antioxydant

La vitamine E est largement reconnue comme 1’un des antioxydants les plus puissants de

la nature (Peh et al., 2016). La réaction de base d’un antioxydant n’est pas 1’élimination de
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I’oxygeéne, mais I’interception du processus radicalaire antioxydant qui n’est pas perpétué par
I’oxygéne mais par 1’acide gras. L'a-T réagit avec le radical ROO° d’acides gras, principaux
produits de la peroxydation des lipides, et intercepte la réaction en chaine (Burton et Ingold,

1981).Ce qui fait de I’a-T un antioxydant tres efficace :

-1l réagit avec le radical ROO’ extrémement vite, beaucoup plus rapidement que de

permettre au radical ROO’ de faire toute autre réaction ;

-1l enléve le caractére radical a 1’acide gras oxydant et I’empéche de provoquer de

nouvelles réactions radicalaires ;
-Dans la réaction antioxydante, I’a-T est transformé en un radical relativement stable.

Dans des circonstances normales, il réagit radicalement avec un autre radical (soit un
radical photopheroxyle, soit un radical ROO® d'acide gras) pour former des produits stables
non radicaux. Dans ce contexte, I’a-T est la substance la plus connue, et ce n’est que
récemment que de nouveaux antioxydants synthétiques ont été mis au point sur la capacité

antioxydante -sur-tocophérol (Wijtmans et al., 2003)

L'activité antioxydante de l'a-T (figure 10) a laissé espérer qu'une supplémentation
alimentaire en vitamine E pourrait apporter une solution bénéfique a la survenue d'une
réaction d'autooxydation pathologique majeur dans les sociétés occidentales, a I'oxydation des
LDL et a la pathogénése de I'athérosclérose (Esterbauer et al., 1991 ; Jessup et al., 2004).

RH
HO"{ « Initiotion o
H M H O
H,0 RH= 2 NN ROO = wr XN
OH
ROOH R* M H O
02 R = s SANAN ROOH= e KA
Propoganon
Vitamin E-OH Vitamin C 2 GSH NADP'
No propagation ‘X‘ 'x. :
Vitamin E-O" Vntamin Cs GSSG NADPH+H
ROOH

Figure 10 : Activité antioxydante de I’a-tocophérol (Traber, 2012).
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111.7.2. L a-tocophérol en tant que pro-oxydant

L’oxydation de 1’a-T conduit a un radical o-T°, qui peut étre régenéré en présence de la
vitamine C ou d’autres réducteurs dont les thiols comme le glutathion. En I’absence de ces
derniers, 1'a-T pourrait présenter des effets prooxydants démontrés in vitro (Landrier et al.,
2010).

En supposant qu'un radical ROO® frappe une particule de LDL et qu'il soit incorporé, il
va probablement réagir avec I'a-T pour donner un hydroperoxyde et le radical o-T°. Le radical
a-T° est maintenant le seul radical et il passera une fraction considérable de sa durée de vie
dans la région du cceur lipidique des LDL, a 1’abri de la rencontre avec un radical ROO° dans
la phase aqueuse externe (Alessi et al., 2002). Cette durée de vie (estimée a environ 12. -5s)
est suffisamment longue pour qu’il puisse finalement extraire un hydrogeéne a partir d’acide
linoléique ou arachidonique, créant ainsi un radical d’acide gras puis un radical ROO°, qui
déclenchera une nouvelle réaction en chaine par autooxydation (Ingold et al., 1993). Ce
phénomene est connu sous le nom de peroxydation médié par le tocophérol (TMP). La TMP
ne se produit pas dans l'autooxydation en phase solution normale, car le radical o-T° réagira

avec tout autre radical avant d'effectuer une soustraction d'hydrogene (Schneider, 2005).

La découverte du phénomeéne de la TMP a conduit les chercheurs a émettre I'nypothése
que la particule de LDL serait en fait parfaitement protégée de l'autooxydation si elle ne
contenait pas le tocophérol «antioxydant» (Ingold et al., 1993). Conformément a cette idee, il
a été démontré que le taux d'autooxydation des LDL diminue une fois que tout I’a-T est

épuise (Calberson et al., 2001).

Il existe egalement une possibilité par laquelle I’a-T peut exercer une activité
prooxydante, cela provient de sa capacité a réduire les ions de métaux de transition a leurs
états d'oxydation inférieurs, par exemple Fez" et Cu*. Les ions métalliques réduits ont un taux
de réaction plus élevé avec I’hydroperoxyde et le peroxyde d’hydrogéne que les formes
oxydées (Niki et Noguchi, 2004). Les réactions peuvent entrainer un clivage homolytique des

hydroperoxydes et conduire a la génération de radical RO° réactif (Schneider, 2005).

.
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Notre étude qui s'est étalée entre le mois de février et le mois de juin et qui consiste a
réaliser une expérimentation animale au niveau de I'animalerie du Centre de recherche et du
développement (Saidal / Gué de Constantine, Alger), une étude histologique au niveau du
laboratoire d’Anatomie pathologique de 1’hdpital professeur Fares Yahia (Koléa- Tipaza) et
un dosage biochimique au niveau du laboratoire de la station expérimentale a 1’université
Saad Dahleb Blida 1 (USDB 1), afin de mettre en évidence les effets de la supplémentation de
'a-T a différentes doses sur la teneur en protéines, le taux en MDA et I’activité de la catalase.

Ainsi que sur I’histologie du tissu hépatique chez les souris.

1.1. Matériel

1.1.1. Matériel non biologique (Annexe 2).
1.1.2. Matériel biologique

1.1.2.1. Animaux étudiés

L'expérimentation a été réalisée sur 40 souris males albinos de souches NMRI &gees de
vingt et un (21) jours (post sevrage) avec un poids corporel qui varie entre 7 et 14 g, fournis

par le centre de recherche et du développement (Saidal / Gué de Constantine a Alger).

Les souris sont mises dans des cages en polyéthyléne tapissées d’une litiére constituée de
copeaux de bois et munies d’une porte-étiquette ou est mentionné le nom du lot, le traitement
subi et les dates des expérimentations (Figurell). Les cages sont nettoyées et la litiére
changée une fois tous les trois jours jusqu’a la fin de I’expérimentation. L’eau de boisson est

donnée ad libitum dans des biberons adaptés aux cages.

Figure 11 : Expérimentation animal (photo original).

E
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La température de l'animalerie était de 25 + 1°C, avec un cycle lumiére /obscurité de
12h/12h et une hygrométrie de 35 %.

Les souris ont été soumises a une phase d’adaptation d’une semaine, durant laquelle elles
ont été nourries avec un régime standard sous forme de poudre. Une pesée réguliére a été faite

chaque trois (03) jour.

1.1.2.2. Expérimentation

La vitamine E (0-T) a été administrée pendant 05 semaines a huit lots de cing souris pour
chacun (Tableau I1).

Tableau 11 : la répartition des lots expérimentaux

Lot La supplémentation en aliment

Lot 1 Régime standard (RS)

Lot 2 Régime standard supplémenté en 700mg d’a-T / kg d’aliment (lot
RSE700)

Lot 3 Régime standard supplémenté en 900mg d’a-T / kg d’aliment (lot
RSE900)

Lot 4 Régime standard supplémenté en 1000mg d’a-T / kg d’aliment (lot
RSE 1000)

Lot5 Régime standard supplémenté en 1050mg d’a-T / kg d’aliment (lot
RSEloso)

Lot 6 Régime standard supplémenté en 1100mg d’a-T / kg d’aliment (lot
RSEnoo)

Lot7 Régime standard supplémenté en 1150mg d’a-T / kg d’aliment (lot
RSE 150)

Lot 8 Régime standard supplémenté en 1200mg d’a-T / kg d’aliment (lot
RSElzoo)
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1.1.2.3. Supplémentation de I'aliment

La nourriture a été fournis par 1’Office National des Aliments de Bétail (ONAB) /

Bouzareah, est apportée aux animaux sous forme de poudre dans des boites de Pétries a raison

de 259 d’aliments /jour/ 5 souris (Annexe 1) (Figure 12).

L'a-T est acheté en pharmacie sous le nom commercial "API E" et sous forme des

comprimeés de 100 mg (Figure 13).

Figure 12 : Aliments fourni aux souris sous forme de poudre (photo original).

Figurel3d : Vitamine E commerciale (photo original).

E
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1.1.2.4. Sacrifice et prélevement

Aprés les six (06) semaines (une semaine d’adaptation et cinq semaines
d’expérimentation), les souris sont anesthésiées a 1’éther puis disséquées, le foie est
rapidement prélevé, rincer avec de 1’eau physiologique 0.9%, peser puis couper en plusieurs
fragments, les uns sont destinés au dosage de quelques parametres biochimiques (protéine,
CAT et MDA) et conservé a une température de -20°c, et les autres fragments sont mis dans

du formol dilué a 10 % pour la réalisation des coupes histologiques.

1.2. Méthodes

1.2.1. Dosage des protéines
A. Principe

Le dosage des protéines totales est déterminé par la méthode de Lowry et al, (1951). C’est
une mesure colorimétrique, basée sur 1’obtention d’un composé chromogene par réaction
d’oxydoréduction, qui a lieu entre des groupements de la protéine notamment les
groupements phénoliques du tryptophane, de la tyrosine, et le réactif de folin ciocalteu dont
I’acide phosphomolybdo-tungstique est le constituant actif. Cette réaction donne un complexe
coloré : le bleu de molybdéne dont I’intensité est mesuré a 750nm. Ainsi les DO obtenues a
cette longueur d’onde permettent de déterminer les concentrations des échantillons analysés
en faisant une projection sur une courbe d’étalonnage DO = f (C) (Solution d’albumine a 1

mg/ml) (Annexe 3).

B. Mode opératoire
a) Extraction des protéines

- 9 ml d'une solution de triton X-100 (0.5%) sont mis dans un tube Potter en présence de 100

mg de I'échantillon du foie,
- I'échantillon est broyé par un broyeur homogénéisateur de Potter Thomas pendant 30 s,

-1ml de TCA a 1% est mis dans un tube en verre contenant 100 pl de I'nomogénat,
- centrifugation a 4000 tr/min pendant 15 min,
- le surnageant est éliminé, et le culot est repris dans 1ml de TCA a 1% et centrifugé a 4000

tr/min pendant 15min,

&
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- le surnageant est éliminé une deuxiéme fois, les bords supérieurs des tubes sont séchés par la
suite avec du papier filtre,

- le culot est repris dans un mélange d'alcool/éther (v/v) et centrifugé a 4000 tr/min pendant
5min,

- le surnageant est jeté, les bords supérieurs des tubes sont séchés par la suite avec du papier
filtre,

- lavage avec 1ml d'éther éthylique, et centrifugation a 4000 tr/min pendant 5min,

- le culot parfaitement séché a I'air chaud, est repris dans 1 ml de NaOH (1M).

b) Dosages

-1ml de la solution A (Annexe 4.1) est ajouté a 200 pl d'homogénat, I’ensemble est agité au
vortex,

- ’échantillon est incubé 10 minutes a température ambiante,

- le mélange est alors mis en présence de 100 pl de réactif de la solution B (Annexe 4.2),

- apres 45 minutes, la densité optique a 750 nm est mesurée au spectrophotometre contre I'eau

bi-distillée (blanc).
c) Préparation de la courbe étalon

En paralléle des échantillons a doser, une gamme étalon est réalisée a partir d’une
solution protéique BSA & 1 mg/ml dans huit tubes contenant des volumes croissants de

solution BSA (0-200ul), complétés avec de I'eau distillée (Tableau I1I).

Tableau 111 : Les différentes concentrations de BSA servent a préparer la courbe d’étalon

pour le dosage des protéines.

Les tubes 1 2 3 4 5 6 7 8
BSA 0 10 25 50 75 100 150 200
(mg/ml)

H20 (Iml) | 200 190 175 150 125 100 50 0

BSA(Iml) |0 10 25 50 75 100 150 200
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1.2.2. Dosage du Malondialdehyde
A. Principe

La peroxydation lipidique est mesurée par la méthode de Draper (1993), qui est basée sur
la formation d’un complexe chromogeéne de couleur rose absorbant a 532 nm entre une
molécule de malondialdehyde (MDA) produite lors de la peroxydation lipidique et deux

molécules d’acide thiobarbiturique (TBA) avec I’élimination de deux molécules d’eau.
B. Mode Opératoire
La procédure expérimentale du dosage du MDA, est la suivante :

- 1ml de TCA a 10 % est mis dans un tube a essai, contenant 200 pl d'homogénat,

- les 100 ul de Butyle-hydroxotoluéne (BHT) a 500 ppm sont ajouté au mélange,

- le mélange est mis a ébullition dans un bain- marie a 100°C pendant 30 min,

-apres refroidissement, le mélange est centrifugé a 4000 tr/min pendant 10 min,

- un volume du surnageant est récupéré, auquel est ajouté un méme volume d'une solution
aqueuse de TBA saturée,

- Ce mélange est mis a ébullition dans un bain -marie a 100°C pendant 30 min,

- apres refroidissement, la densité optique est mesurée a 532 nm.

C. Expression des résultats

La concentration du MDA est calculée comme suit :

[MDA] = DO. 22/ [Protéine].
[MDA] : la concentration en MDA (umol/min/mg de protéines).
DO : absorbance a 532 nm.
22 : facteur calculé a partir d’une courbe étalon.

[Protéine] : la concentration en protéines (mg).

&
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1.2.3. Dosage de I’activité de la catalase
A. Principe

Le dosage de I’activité enzymatique de la catalase (CAT) a eté appliqué selon la méthode
d’Aebi, (1984). Cette enzyme dégrade le peroxyde d’hydrogéne en eau et en oxygéne selon la

réaction suivante :
2H.0- — 2H-0 + 0O

B. Mode Opératoire

a) Préparation des solutions de dosage (Annexe 5)

b) Lecture de la Densité Optique
L’activité de CAT a été mesurée a 240 nm a I’aide d’un spectrophotometre.

Tableau 1V : Concentrations et quantités de réactifs nécessaires au dosage de 1’activité de la

catalase.
Blanc Essai
Tampon phosphate | 1000ul 970ul
(50mM ; pH=7)
H.0- (30mM) 1000yl 1000l
Homogénat / 30ul

c) Expression des résultats
Activité de la catalase (pl/min/ mg prot) = [V/v x (2,3/At) x log (A1/A2)] / X
V : volume de I'échantillon,
v : volume total,

At : temps de décomposition du H20: (15S)

>

>

>

> Ai :absorbance a to
» A, :absorbance a t=15s
>

X : quantite des protéines mg/ml
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1.3. Etude histologique

Les coupes histologiques ont été traitées au niveau du laboratoire d'Anatomie

pathologique de I’hopital professeur FaresYahia (Koléa-Tipaza ).

La technique suit par le laboratoire est celle de Martoja et Martoja (1967) qui consiste en
la préparation d’un fragment d’organe pour 1’examen au microscope. Elle requiert plusieurs
étapes successives : Fixation, Déshydratation et clarification, inclusion et mise en bloc,
confection des coupes et collage des rubans, Déparaffinage et Coloration, Montage et

observation.
= Fixation

Afin de conserver le tissu prélevé dans un état proche du vivant, il est fixé tout de suite
aprées le prélevement a I’aide d’un liquide fixateur il s’agit du formol 10%. La durée de

fixation et le volume du fixateur utilisé varient selon le volume des prélévements.

= Déshydratation et clarification

Les tissus doivent étre préalablement déshydratés par des passages successifs dans des
bains d’alcool de concentration croissante (70% 80% 95% 100%), puis dans un solvant dans
lequel la paraffine est miscible comme le xyléne. A ce stade, le prélévement devient
transparent, c’est la clarification.

A la fin de I’étape les prélévements sont plongés dans des bains de paraffine liquide qui
occupera tous les espaces vides dans le tissu. Toutes ses étapes sont effectuées a 1’aide d’un

automate de traitement des tissus (figure 14).

Figure 14 : Automate de traitement des tissus (photo original).
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= Inclusion et mise en bloc

Les échantillons étant maintenus et imbibé de paraffine, viennent alors 1’étape de
I’enrobage qui consiste a inclure le tissu imprégné dans un bloc de paraffine qui, en se
solidifiant, va permettre sa coupe. Cette opération fait appel a des appareils "dits a inclusion ™
(Figure 15) refermant un réservoir de paraffine maintenue a 1’état liquide par un systéme de
chauffage, un petit robinet et une plaque métallique réfrigérée pour obtenir la solidification

rapide du bloc de paraffine contenant le tissu.

Figure 15 : Appareil a inclusion (photo original)

= Confection des coupes et collage des rubans

Les blocs de paraffine sont faits & I’aide d’un microtome du type Leica avec. Les rubans
sont étalés dans un bain- marie (42°C) puis récupérés et déposés sur des lames en verre et

ensuite séchés dans 1’étuve réglée a 80°C pendant 20 a 30min.

= Déparaffinage et Coloration

Ces etapes sont réalisées dans un automate spécial pour coloration (figure 16), tout
d’abord les coupes sont déparaffinées dans un bain de Xyléne pendant 20 min puis hydratés
dans trois bains d’alcool décroissant : 100° ; 95° ; 70° pendant 1min ,30s,30s successifs
ensuite elles Sont passées dans un bain d’eau pour pouvoir étre colorées. Pour la coloration,
on a utilisé la technique de I’Hématoxyline-Eosine (ou Hématéine Eosine)

Les coupes sont immergées dans un bain de Hématoxyline pendant 2 min. Apres le
rincage a I’eau courante pendant cing (5) minutes, elles sont passées dans un bain

d’ammoniac pendant 15s puis dans un bain d’Eosine pendant cinq (5) min ensuite sont
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rincées une deuxiéme fois a I’eau courante pendant dix (10) min. et Enfin elles sont passées
dans les deux derniers bains : un bain d’alcool a 90% pendant 30s et un bain de xyléne

pendant 20 min.

» Cette coloration est la technique de contraste fondamentale pour tout examen
microscopique histologique.

» L'hématoxyline est un colorant basique, qui se fixe aux acides nucléiques et colore
ainsi les noyaux cellulaires et le réticulum endoplasmique rugueux en violet. Au
contraire, I'éosine est un colorant acide, qui se fixe aux protéines et donc colore le

cytoplasme et les fibres en rose.

Figure 16 : Automate de coloration (photo original).

= Montage et observation

La mise en contacte lame-lamelle est appliquée par un eukitt, les lames sont ensuite observées

a I’aide d’un microscope optique (Grossissement 40x).

1.4. Etude statistique
L'analyse statistique des résultats est realisée par le test de t-student en utilisant le

logiciel XLSTAT. Ce test a permet de comparer les moyennes des différents lots
expérimentaux. Les résultats sont exprimés comme : moyenne plus au moins 1’écartype et
sont considérés comme :

e Significative lorsque (P < 0,05),

e Trés significative lorsque (P <0,01),

e Hautement significative lorsque (P <0,001).

e Non significative lorsque (P > 0,05)

Avec (P) : seuil de signification.
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Chapitre 11 : Résultats et discussion

11.1. Modifications physiologiques

11.1.1.Symptomatologie

Nous avons observé chez les souris soumis & un régime standard supplémenté avec des
doses croissantes en vitamine E (700,900, 1000, 1050, 1100, 1150 et 1200 mg d'a-T/ kg
d’aliments) des diarrhées, une inappétence et une réduction de la prise alimentaire, ces
résultats corroborent avec ceux de Abdo et al.,(1986) qui ont observé les mémes symptémes
que les notres lors de I’administration d’une dose importante de vitamine E (2000mg/ kg
d’aliment) a des rats males. En effet, en 1981, Roberts a montré également qu’une forte dose

de vitamine E est associé a une variété d’effets secondaires graves, y compris la diarrhée.

D’autres études ont montré I’absence de ses symptomes. En 1948, Levy et Boas ont
signalé des symptdmes non spécifiques tels que des maux de téte, des douleurs intestinales,
des crampes, des étourdissements et une légere constipation chez les patients cardiaques qui
ont recu d’une dose de 3200 Ul (2000mg/kg d’aliments) de vitamine E/jour. Farrel et Bieri
(1975), n’ont signalé aucun effet toxique chez des sujets adultes en bonne santé qui ont recu
quotidiennement des mégas doses de vitamine E. L’absence d’une réaction de toxicité a été
aussi signalé par Hank en 1986 lors de I’administration des doses élevées en vitamine E

(2000mg/kg chez le lapin, 5000 mg/kg chez le rat et 50000 mg/kg chez les souris).

11.1.2. Effets de la supplémentation d’un régime en a-tocophérol sur les parametres

pondéraux

11.1.2.1.Variation du poids corporel

Le suivi du poids corporel des différents lots de souris soumis a un régime standard

supplémenté en a-T est représente figure 17.

&
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Figure 17 : Effets de la supplémentation d’un régime standard en a-T (700, 900, 1000,
1050, 1100, 1150 et 1200 mg/kg d’aliments) sur le poids corporel des souris. Chaque barre
représente la moyenne + SE (* p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 entre témoin et groupe traités,

a : comparaison avec le lot RS).

Les résultats que nous avons obtenu lors du suivi du poids corporel des souris montrent
une diminution non significative de la croissance chez les lots traités avec une dose de 700 et
900 mg d’a-T/kg d’aliments. Nous supposons que de telles doses, n’a eu aucun effet sur le
poids corporel. Par contre, une diminution tres significative (p<0.01) a été obtenu chez les lots
traités avec des doses de 1000, 1050 et1100, et une diminution significative (p< 0.05) chez les
lots traités avec 1150 et 1200 mg d’a-T/ kg d’aliments, de ces résultats on peut déduire que
ces doses d” a-T ont eu un effet néfaste sur la croissance corporelle. En 1985, Nielsen et al.,
expliquent clairement que la baisse de croissance est due au faite que de les acides aminés
réagissent avec les produits primaires et secondaires des lipides oxydes ce qui diminue
I’utilisation digestive des protéines, des acides aminés et des graisses. Notons que Dahdouh et
al., en 2014 ont obtenu une diminution significative du poids corporel chez des souris suisses
adultes de souche albinos agées de 60 jours, traitées avec une dose de 2.7 g de Nickel

supplémenté a 1g d’a-T/ kg de régime
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Cependant, I’étude réalisée en 1983 par Wheldon et al., a montré que pendant deux ans,
un régime alimentaire quotidien supplémenté a 1000mg a-T/kg d’aliments chez des rats

Charles River n’affecte pas leurs croissances comparativement aux témoins.

Egalement, Abdo et al.,en 1986 ont montré que la croissance des rats au niveau plus
élevé de la vitamine E testé (2000mg/ kg) ne differe pas significativement de celle des
témoins. D’autres auteurs comme Eder et al.,(2002) ont confirmés que la croissance n’a pas
été affecté chez des rats méales Sprague- Dawley en croissance nourrie avec des régimes
supplémentés en 1000 mg o-T/kg d’aliment pendant huit semaines. En 2004, Kiron et al. ,
n’ont eux aussi obtenu aucune différence du poids corporel chez des poissons alimentés avec

des régimes supplémentés en 1500 mg a-T/ kg d’aliments.

11.1.2.2 .Variation du poids du tissu hépatique

La variation du poids du tissu hépatique des souris témoins et traitées par différentes

doses d’ a-T est représentée dans la figure 18.
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Figure 18 : Effets de la supplémentation d’un régime standard en a-T (700, 900, 1000, 1050,
1100, 1150 et 1200 mg/kg d’aliment) sur le poids du tissu hépatique chez les souris. Chaque
barre représente la moyenne + SE (* p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 entre témoin et groupe

traités, a : comparaison avec le lot RS).
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L’¢étude du poids du foie révele une variation non significative chez les lots RSEqoo,
RSEso, RSE 000 et RSE1050, nous constatons que ces doses n’ont pas affecté le poids hépatique.
Par contre les résultats obtenus chez les lots RSEiio, RSEiiso et RSEi20 montrent une
augmentation hautement significative (p< 0.001) du poids du foie. Cette augmentation peut
étre expliquée par I’accumulation du radical o-T° et des ERO dans le foie conduisant a
I’hypertrophie hépatique. Ainsi nous avons observé chez les 10 RSEii, RSEiis0 €t RSE 200
une couleur foncée du foie par rapport au témoin (RS). Notons que nos résultats corroborent
avec ceux de Abdo et al., (1986) qui ont observé une hypertrophie du foie chez rats nourris
avec un régime supplémenté en 2000mg d’a-T / kg d’aliments. D’autres étude réalisée par
Wheldon et al.,en 1983 ont obtenu une augmentation du poids du foie de rats males soumis a
un régime alimentaire supplémenté en 1000 mg d'a-acétate de tocophéryl /kg de poids

corporel / jour.

En 2014, Dahdouh et al., ont obtenu une augmentation du poids du foie chez des souris
suisses albinos agées de 60 jours supplémentées en (2.7g de sulfate du Nickel + 1g d’a/kg de

régime).

Cependant, nos résultats ne corroborent pas avec ceux du Yang et Dessai, (1977) qui ont
obtenu une diminution significative du poids du cceur et de la rate pendant 8 mois avec une
forte dose de vitamine E 2500U1 (1677mg d’a-T/kg d’aliment).

11.2. Effets de la supplémentation d’un régime en a-T sur quelques parametres
biochimiques du stress oxydant.

Dans le présent travail, nous avons mesuré quelques parameétres du stress oxydatif (la
teneur en protéines, le taux en MDA et ’activité de la CAT) afin d’évaluer les effets d’une

supplémentation a dose croissante d’a-T (Figure 18 : A, B et C).
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Figure 19 (A, B et C) : Effets de la supplémentation d’un regime standard en a-T (700, 900,
1000, 1050, 1100, 1150 et 1200 mg/ kg d’aliment) sur la teneur en protéine(A), le taux en
MDA (B) et I’activité de la catalase(C) chez les souris. Chaque barre représente la moyenne
+SE (* p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 entre témoin et groupe traités, a : comparaison avec
le lot RS).
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Concernant la teneur en protéines (figurel8), nous avons obtenu une diminution
significative (p<0.05) pour le lot supplémenté en 700 mg d’a-T/kg d’aliment (lot RSEoo),
cette diminution a également été obtenue de maniére tres significative pour les lots RSE 900
et RSE 1000 (p<0.01), hautement significative (p<0.001) pour les lots RSEioso et RSE1100 €t
tres significative (p<0.01) pour les lots RSEiso et RSEi200. En parallele nous avons obtenu une
augmentation significative (p<0.05) du taux en MDA chez le lot RSEz0, ainsi qu’une
augmentation hautement significative (p<0.001) pour les lots (RSEswo, RSEico, RSE:ioeso,
RSEi100, RSE11s0 €t RSEi200). Concernant 1’activité enzymatique de la CAT, les résultats
obtenus montrent une diminution significative (p<0.05) pour I’ensemble des lots traités
(RSE700, RSEs00, RSE1000, RSE 1050, RSE1100, RSE1150 €t RSE1200). TOUS ces résultats révelent
qu’il y a un déséquilibre de la balance oxydante/ antioxydante due a la présence des ROS a
une concentration importante au niveau du foie, ces ROS peuvent endommager les protéines
et induire une diminution ou bien une inactivation de certaines enzymes antioxydantes. Les
résultats de I’ensemble des parameétres doses confirment que 1’a-T & fortes doses n’a pas agi
en tant que piégeur des radicaux libres (effet antioxydant) mais a eu plutét tendance a agir en
tant que pro-oxydant. L’effet prooxydant de la vitamine E serait en particulier lié au radical
tocophéroxyl, il pourrait oxyder directement les lipides membranaires vue que la
concentration en acide ascorbique n'était pas suffisante pour régénérer 1’a-T et de méme
rompre la chaine de propagation de la lipoperoxydation. Ces hypothéses sont confirmées par
I’augmentation du taux en MDA, qui est le marqueur principal de la peroxydation lipidique,
les diminutions de la teneur en protéines et de 1’activité de la CAT. Notons que nos résultats
corroborent avec ceux de Rietjens et al., (2002) qui ont énoncé que les antioxydants naturels
comme la vitamine C, la vitamine E, les caroténoides et les polyphénols, sont souvent
prétendus étre bénéfiques pour la santé. Par contre, a des doses élevées, ils peuvent exercer
des activités prooxydantes toxiques. Egalement Azzi, (2007) a montré que la vitamine E et

plus particulierement I’a. T posséde d’autres propriétés significatives non antioxydantes.

En 2002 Eder et al., ont étudié¢ I’effet de la supplémentation de 1000mg d’o-T/kg
d’aliments 1’a-T chez des rats et ceci pendant 8 semaines. Ils ont obtenu une baisse des
activités de la CAT de la GPx. lIs concluent qu’une forte dose de vitamine E peut affecter les

enzymes antioxydantes.

Selon Williams et Carluci, (2006) une supplémentation avec dix fois les apports
recommandés en vitamine E administrées le matin par voie orale ne réduit pas les marqueurs

de stress oxydatif, comme le MDA, selon Stocker et Keaney, ( 2004) le MDA lorsqu’il est

&
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présent en exces dans un tissu peut se combiner aux groupements amines libres des protéines
(essentiellement les résidus lysines), conduisant a la formation de produits d'additions
susceptibles d'altérer les propriétés biologiques des protéines concernées. Une étude réalisée
par Hajiani et al., (2008) a montré une diminution de I’activité des enzymes antioxydantes a
savoir la SOD, CAT et la GPx accompagnée d’une augmentation du taux en MDA, lors de
I’administration d’une forte dose de vitamine E et pendant des périodes assez longues chez

des rats males adultes de souche Sprague — Dawley.

En 1975, Dymsza et Park ont obtenu une baisse significative de la teneur en protéines
chez les rats traités avec un régime supplémenté en 35000 mg d’a-T/ kg d’aliment pendant
huit semaines. Selon Favier (2003) la baisse de protéines peut étre expliquée par le faite de

leur sensibilité aux attaques radicalaires.

.De nombreux auteurs ont déja avancé 1’hypothése de I’activité prooxydante de 1’a-T

sans toute fois réaliser des études précises sur cet effet.

En effet, en 1977, Neuzil et al., ont déduit que l'activité pro-oxydante des vitamines se
produit lorsque les co-antioxydants, tels que l'ubiquinol-10 et la vitamine C, ne sont pas
disponibles pour interagir avec le radical vitaminé. D’aprés Landrier et al., (2010),
I’oxydation de 1’a-T conduit a un radical a-Te, qui peut étre régénéré en présence de la

vitamine C ou d’autres réducteurs.

En 1996, Kontush et al., ont montré lors d’une oxydation modérée et en absence d'autres
co-antioxydants tels que l'ascorbate, que 1'a-T se comportait comme un pro-oxydant en
favorisant le taux de peroxydation des lipides dans le plasma humain et I'oxydation des LDL
in vitro. Ainsi en 2000, Azzi suggére que le radical a-T° propage la peroxydation dans les

particules de lipoprotéines en absence de la vitamine C.

Selon Pastre et Priymenko (2007), le radical a-T° peut initier des réactions d’oxydation
avec les acides gras mono et poly insaturés des phospholipides membranaires (LH, LOOH) a
I’origine de radicaux libres, et peut ainsi contribuer & la phase de propagation des réactions
radicalaires survenant dans la peroxydation lipidique. Ce réle pro oxydant de I’a-T en tant
qu’initiateur des réactions radicalaires n’est néanmoins possible que si le radical a-T° est
présent en forte concentration dans les membranes et que la vitamine C n’assure pas sa

régénération.

¢
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11.3. Effets de la supplémentation d’un régime en a-T a différentes doses sur I'histologie
du tissu hépatique chez les souris

L’histologie du foie des lots traités par des doses importantes en vitamine E (700, 900,
1000, 1050, 1100,1150 et 1200 mg /kg d’aliment) ont révélé des altérations histologiques.
Nous supposons que ces altérations peuvent affecter la fonction hépatique et contribuer a un
dysfonctionnement de cet organe, ceci n’a pas été observé dans notre cas, peut-étre a cause de

la durée du traitement qui n’était pas assez longue.

Le tissu hépatique du lot témoin présentait une apparence histologique normale montrant
une structure des hépatocytes arrondis regroupés en lobules, ces derniers sont considérés
comme 1’unité fonctionnelle du foie. A la périphérie du lobule on trouve les sinusoides qui
cheminent entre les lames hépatocytaires et convergent vers la veine centro-lobulaire (Figure
20 a). Des congestions et des dilatations de la veine Centro-lobulaire avec des congestions
sinusoidales et une vacuolisation cytoplasmique causer soit par 1’accumulation des
triglycérides ou par I’accumulation et I’hyperhémie due a la vitamine E sont apparus dans les
lots traités avec 700 et 900mg d’a-T/ kg d’aliment (RSE~e et RSEs00) (Figure 20, Figure 21).

Le foie des lots traités par des doses de 1000, 1050, 1100, 1150 et 1200 mg d’a-T / kg
d’aliment sont tous affectés de la méme maniere : une importante congestion de la veine
centro-lobulaire et sinusoidale, micro et macro vacuolisation, infiltration lymphocytaire
agencée parfois en amas, ainsi une lésion de la membrane hépatocytaire a été observé chez les
lots RSE000 et RSE1150 et également des cedémes chez les lots RSEoew et RSE1i00 (Figure 22,
23, 24).

Nos résultats corroborent a ceux de Ferreira et al., (2010), qui eux ont travaillait sur le
tissu cardiaque, ils ont observé une désorganisation de celui-ci chez des rats Wistar traités
avec des doses variantes de 87.5 a 1000 mg d’a-T/rat/ jour pendant 7 semaines. lls ont conclu

que les doses non physiologiques administrées induisent une cardiotoxicite.

Cependant, une étude réalisée en 1986 par Abdo et al., n’ont observé aucune altération
histologique du foie des rats males nourris avec un régime supplémenté en 2000mg d’a-T/ kg
d’aliment. Une autre étude plus récente réalisée par Dahdouh et al., (2014), dont les résultats

ne corroborent pas aux nétres, n'ont également obtenu aucun changement a I'échelle tissulaire

&



Chapitre Il : Résultats et discussion

du foie de souris agées de 60 jours traité avec un régime équilibré et supplémenté en 1 g d'a-
T.
La majorité des études montrant les effets histologiques du stress oxydant sont réalisées

avec des composeés autres que 1’a-T, généralement elles utilisent des pesticides.

En effet, en 2012 Ozden et al., ont observé des modifications dégénératives du tissu
hépatique telle que la vacuolisation, la faible dilatation sinusoidales et I’accumulation des
fibres de collagene dans le tissu conjonctif chez des rats males Wistar traités par le méthyl —
carbamate. Egalement une étude réalisée par Bushan et al., (2013) ont obtenu des
changements histologiques du tissu hépatique des rats Wistar traités avec un pesticide, ces
changements histologiques sont caractérisés par la présence d’une anomaliec de la veine

intralobulaire, vacuolisation cytoplasmique et nucléaire, et une dilatation sinusoidale.

En 2014, Araoud et al., suggerent que la méthamidophos (substance insecticide) induit
plusieurs altérations histopathologies dans les tissus hépatiques des rats, ces modifications
étaient fonction de la dose et plus graves chez les animaux traités par une dose importante ,
cependant I'a-T a une dose de 1000 mg/ kg d’aliment a réduit les Iésions histopathologiques
trouvées dans le tissu hépatique, et rétablit partiellement les dommages survenant dans le

tissu.

En finalité, les résultats obtenus dans la présente étude a savoir I’étude de quelques
paramétres biochimiques et 1’étude histologique, ont montrés que les doses d’a-T qui ont
servi a supplémenter le régime, ont toutes induit un stress oxydatif modéré a savoir un taux en
MDA significativement élevé accompagnée des baisses significatives de la teneur en
protéines et I’activit¢ de la CAT. Lors d’un stress oxydatif modéré, la concentration des
radicaux libres n’est pas importante au point oU I’ensemble des radicaux tocophéroxyl
produit lors du processus d’antioxydant puissent se combiner entre eux, ¢’est pour cela que la
présence et la concentration de I’acide ascorbique est importante car c¢’est ce co-antioxydant
qui va régénérer 1’a-T, si la concentration de 1’acide ascorbique est faible, il y a apparition de
I’effet prooxydant de 1’a-T car 1’a-T° va arracher un électron au acides gras des
phospholipides des membranes et donc propager la réaction en chaine de la lipoperoxydation .

.
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ontrant : une

architecture normale chez le lot RS, une désorganisation de 1’architecture du foie chez le lot
RSE70 (VCL : veine centro-lobulaire, H : hépatocyte C : congestion de la veine centro-

lobulaire, S : congestion des sinusoides)
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Figure 21 : Micrographie du foie des souris de lot RSEs0 (40X, H&E) montrant une

désorganisation de I’architecture du foie (H : hépatocyte, C : congestion de la veine centro-
lobulaire, S : congestion des sinusoides, V : vacuolisation, O : cedéme)
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Figure 22 : Micrographie du foie des souris des lots RSEo00 et RSE10s0 €t (40X, H&E)
montrant une désorganisation plus importante de I’architecture du foie (H : hépatocyte, C :
congestion de la veine centro-lobulaire, S : congestion des sinusoides, V : vacuolisation, L :

lyse hépatocytaire, 1l : infiltration lymphocytaire)

Figure 23 : Micrographie du foie des souris de lot RSE100 (40X, H&E) montrant une

désorganisation plus importante de 1’architecture du foie (H : hépatocyte, C : congestion de la
veine centro-lobulaire, S : congestion des sinusoides, V : vacuolisation, Il : infiltration

lymphocytaire, O : cedéme)
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Figure 24 : Micrographie du foie des souris des lots RSEiis0 et RSEi200 (40X, H&E) montrant
une désorganisation plus importante de 1’architecture du foie (H : hépatocyte, C : congestion
de la veine centro-lobulaire, S : congestion des sinusoides, V : vacuolisation, L : lyse

hépatocytaire, Il : infiltration lymphocytaire)
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Conclusion et perspectives

Conclusion

La présente étude consistait a évaluer I’'impact de la supplémentation de I’a-T a
différentes doses (700, 900, 1000, 1050, 1100, 1150 et 1200 mg/kg d’aliments) sur la teneur
en proteines, le taux en malondialdéhyde (MDA\) et I’activité antioxydante de la catalase, ainsi

que sur I’histologie du tissu hépatique chez les souris NMRI.
Au terme de cette étude, I’analyse de I’ensemble des résultats a montré :

Sur le plan de la croissance corporelle: une diminution non signification de la
croissance des souris traités par une dose de 700 et 900 mg d’a-T/ kg d’aliments, ces doses
n’ont pas affecté le poids corporel des souris. Concernant les lots supplémentés en 1000,
1050, 1100, 1150 et 1200 mg d’a-T/ kg d’aliments, ont montré une diminution significative
du poids corporel par rapport au lot témoin, ceci signifie que ces doses en a-T ont affecté le
poids corporel, et la baisse de croissance pourrait étre di au fait que les acides aminés
réagissent avec les produits primaires et secondaires des lipides oxydés ce qui diminue
I’utilisation digestive des protéines, des acides aminés et des graisses (Nilsen et al., 1985).

Sur le plan du poids du foie : les résultats montrent des variations non significatif du
poids du tissu hépatique chez les lots supplémenté en 700, 900, 1000, 1050 mg d’a-T/ kg
d’aliments, par contre nous avons obtenu une augmentation significative chez les lots
supplémentés en 1100, 1150, et 1200 mg/ kg d’aliments, cette augmentation est due a une

accumulation de I’a-T° et des ERO dans le foie conduisant a I’hypertrophie hépatique.

Sur le plan métabolique : une diminution significative de la teneur en protéines
accompagnée d’une diminution significative de 1’activité de la catalase, paralléelement nous
avons enregistré une augmentation significative du taux en MDA, et ceci pour I’ensemble des
lots supplémenté en a-T (700, 900, 1000, 1050, 1100, 1150 et 1200mg/ kg). La variation de
ces parametres biochimiques révele un déséquilibre de la balance oxydante/ antioxydante qui
résulte de I’effet toxique de I’a-T, ce dernier n’a pas agi en tant qu’antioxydant mais plutot a

eu tendance a agir en tant que pro-oxydant en favorisant la peroxydation lipidique.

Sur le plan tissulaire : les coupe histologique du lot supplémenté en 700mg/ kg
d’aliments révéle une congestion et une dilatation de la veine centro-lobulaire avec des
congestions sinusoidales plus d’une vacuolisation a été remarqué dans les coupes histologique

de lot supplémenté en 900 mg d’a-T/ kg d’aliments. Des altérations plus importantes sont

&



Conclusion et perspectives

Observé chez les lots traités avec une dose de 1000, 1050, 1100, 1150 et 1200 mg d’a-T/
kg d’aliment et représentés par une importante congestion de la veine centrale lobulaire et
sinusoidale, micro et macro vacuolisation, des infiltrations lymphocytaires et des lésions de la
membrane hépatocytaire. Ces résultats ont fait que confirmer les résultats du dosage
biochimique a savoir que 1’a-T n’a pas agi en tant qu’antioxydant mais plut6t en tant que
prooxydant.

En perspective, il serait intéressant de :

o déterminer la dose précise du passage de la vitamine E de I’effet antioxydant a
I’effet prooxydant du faite que dans notre étude cette dose est inférieur a 700
mg/kg d’aliments n’a pas été déterminer

e mesurer d’autres marqueurs du stress oxydant comme (SOD, GPx, GSH,
vitamine E, vitamine C).

o évaluer I’effet de telles doses de 1I’a-T sur d’autres organes.

o il serait également intéressant de mettre en évidence la présence de certains
marqueurs tumorigenes tels que le suppresseur de tumeur (p53) et les anti-

apoptotiques (famille Bcl2).

s
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Annexe 1 :

Tableau : Constituant de régime alimentaire

Ingrédient (%) | RS | RSEyo | RSEgq | RSE1o | RSE1o | RSEq1 | RSE1z | RSEs2

0 0 00 50 00 50 00
Mais 52,8 52,8 52,8 52,8 52,8 52,8 52,8 52,8
Son 10.80 |10.80 |10.80 |10.80 |10.80 |10.80 |10.80 |10.80
Soja 32.10 | 3210 3210 |[3210 3210 |3210 |3210 |[32.10
Calcaire 01.50 | 0150 |0150 |0150 |0150 |0150 |0150 |01.50
Phosphate 00.80 |00.80 |00.80 |00.80 |00.80 |00.80 |00.80 |00.80

C.M.V(Complé | 02.00 |02.00 |02.00 |02.00 |02.00 |02.00 |02.00 02.00
ment Méniralo-
Vitaminique)a-T

a-T 0 0.07 0.09 0.10 0.105 ]0.110 |0.115 |0.120

- Mélange minéral contenu dans 100 g d'aliment: KH2PO4 20,0 mg; CaCO3 34,6
mg; CaHPO4 26,55 mg; 13,70 mg de NaCl; 3,42 mg MgS047H20; CuS04 5H20 0,042 mg;
MnSO4 H20 0,27 mg; 7H20 1,02 mg FeSO4, ZnSO4 H20 0,15 mg; CaCO3 0,0008 mg; Kl
0,0016 mg.

- Mélange vitaminique contenu dans 100g d'aliment: vitamine A 19.800 Ul; D3
2.500 mg; B1 20 mg; B2 15 mg; B3 70 mg; B6 10 mg; B7 150 mg; B12 0,05 mg; C 800 mg;
E (dl-o-tocophérol acétate) 170 mg; K3 40 mg; PP 100 mg; chlorure de choline 1.360 mg;
acide folique 5 mg; AcPAB 50 mg; 0,3 mg de biotine.

Figure : aliment fournis aux souris sous forme de poudre
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Annexe 2 : Matériel non biologique

Verrerie et autres :

Tubes en verre

Tubes a essali

Becher de 100ml et de 250ml
Eprouvette

Erlenmeyer de 250ml

Pipettes graduées (2ml, 5ml, 10ml)
Flacons

Entonnoir

Lames et lamelles.

Boites de Pétri.

Eppendorf

Portoires

Micropipettes ( de 10ul a 1000pl)
Embouts de contenance 1000ul
Embouts de contenance 200ul
Spatule

Ciseaux

Pince

Lame de bistouri

Cuve de chromatographies
Cassettes d’inclusion

Parafilm

Papier absorbant

Papier aluminium
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Pissettes
Papier absorbant

Cassettes inclusion.

Réactifs et solution

Ether Ethylique.

Triton X-100.

Acide trichloracétique (TCA)

Alcool. Hydroxyde de sodium NaOH.
Tartrate de Na+ K+.

Sulfate de cuivre CuSo4.

Sulfate de carbonate de sodium Na2Co3.

Folin ciocalteu.

Phosphate de potassium monobasique KH2Po4.

Butyl-Hydroxtoluéne (BHT).
Phosphate disodique Na2 HPo4, 2H20.
Peroxyde d'hydrogene H202.

Eau distillée

Appareillages :

Homogénéisateur (Potter de Thomas).
Balance de précision (KERN)

Centrifugeuse (EBA 20)

Spectrophotométre UV-visible(SHIMATZU)
Bain-marie (PRECISTERM)

vortex (VWR)

pH métre
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. Reéfrigérateur

. Automates de traitement des tissus (Leika )

. Appareil de I’enrobage des tissus (SLEE)

. Module de refroidissement de paraffine (SLEE)
. Appareil de coloration de tissus (SLEE)

. Microtome (Leica).

. bain de flottaison de paillasse (SLEE)

. Appareil de coloration de tissus (SLEE)
. Plaque chauffante (Stuart)

. Etuve

. Distillateur.

. Microscope optique

. Appareil photo

Annexe 3 :

Courbe étalon du dosage des protéines par la méthode de LOWRY (1951), I’albumine sérique
bovine (BSA) est utilisé comme protéine de référence.

courbe etalon BSA

Absorbance

0 50 100 1

[BSA] mg/ml

200 250
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Annexe 4 :
Préparation de solution de dosage de protéine
Solution A : préparée par mélange des trois solutions suivantes :

e 0,5ml de la solution de tartrate de Na+ K+ a 2% (P/V)
e 0,5 ml de la solution de sulfate de cuivre CuSo4 a 1%

e 50 ml de la solution de sulfate de carbonate de sodium Na2CO3 dans du NaOH
(0.1M).

Solution B : folin ciocalteu 1N est préparé par dilution au un demi (1/2) dans I'eau distillée.
Annexe 5 :
Préparation des solutions de dosage de I’activité de la catalase

Solution I : Tampon phosphate (50 mM ; pH=7)

- dissoudre 6,81 g de KH2PO4 dans de I'eau distillée est compléter a 1000ml (a),

- dissoudre 8,82 g de Na2HPO4, 2H20 dans de I'eau distillée est compléter a 1000ml (b),
- mélanger 1 ml de la solution (a) avec 1,5 ml de la solution (b),

- ajuster le pH=7.

Solution Il : Peroxyde d'hydrogéne (30 mM)
- diluer 0,34 ml de H202 a 30% avec la solution | jusqu'a 100ml.

Annexe 06

Tableau: Variation du poids corporel et du poids du foie chez les souris en croissance
des différents lots ( RS: témoin , RSE;qo : supplémenté en 700 mgd’ o-T /Kg d’aliment,
RSEsoo: supplémenté en 900mgd’a-T /Kg d’aliment, RSE1000: SUpplémenté en 1000mg d” a-T
/ Kg d’aliment, RSE0s0: Supplémenté en 1050mgd’ a-T / Kg d’aliment, RSEq100: SUpplémenté
en 1100mgd’ o-T /Kg d’aliment, RSEuso: supplémenté en 1150mgd’a-T /Kg d’aliment et
RSE;200 : supplémenté en 1200mg d’a-T /Kg d’aliment)

Parametre | Lot 1 Lot2 |Lot3 |Lot4 |Lot5 |Lot6 |Lot7 |Lot8

Moyenne | Poids 23 20,33 | 20 15,66 | 15 14,33 | 17,33 | 18,33
corporel | + + + + + + +

+ 1,732 4932 4582 |0577 |1 0,577 | 4,163 | 3,214

Ecartype | Poids du | 1,342 | 1,32 1,32 1,125 | 1582 |1,775 |1,836 | 1,35
foie + + + + + + + +

0,0122 | 0,249 | 0,249 |0,192 |0,288 | 0,027 | 0,082 | 0,360
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Annexe 7 :

Tableau : la variation du la teneur en protéines, taux en malondialdehyde (MDA) et I’activité
de la catalase (CAT) chez les souris ( RS: témoin , RSE;eo : supplémenté en 700 mg d’ a-T
/Kg d’aliment, RSEgqo: supplémenté en 900mgd’a-T /Kg d’aliment, RSEq000: SUPplémenté en
1000mgd’ o-T / Kg d’aliment, RSEos0: Supplémenté en 1050mg d’ o-T / Kg d’aliment,
RSE1100: supplémenté en 1100mgd’ a-T /Kg d’aliment, RSEnso: supplémenté en 1150mgd’a-
T /Kg d’aliment et RSE200 : Supplémenté en 1200mgd’a-T /Kg d’aliment).

Parametre Lotl |Lot2 |Lot3 |Lot4 |Lot5 |Lot6 |Lot?7 Lot 8
Protéines 37,75 | 34,49 | 28,9 | 27,97 | 26,34 | 24,94 | 30,33 | 26,8
[mg/ 100 g de | + + + + + * + +
tissu] 2,466 [ 0,473 {102 |1,017 |0,614 | 1,017 |0,585 | 1,064
Moyenne | MDA [n| 10,41 | 10,84 | 20,39 | 32,87 | 46,93 | 51,15 | 36,456 | 36,17
+ moles/ mg de | = + + + * + + +
Ecartype | protéines] 0,271 | 0,478 | 0,923 | 3,156 | 1,094 | 1,159 | 1,601 | 1,433
Catalase 30,42 | 26 93 |699 |669 (832 |74 8,16
[umol + + + + * * + +
H202/min/mg | 1,479 | 1,683 | 250 |2,39 |2,406 | 3,657 | 2,418 | 2,901
Protéines]
Annexe 8 :
Tableau : les altérations histologies apparus dans le tissu hépatique
Altération Lot | Lot 2| Lot3 Lot 4 Lot5 Lot 6 Lot 7 Lot 8
hiStO|0gique 1 RSE700 RSEoo0 RSE 000 RSE 050 RSEi100 RSEi1s0 RSE 200
RS
Congestion de | - + + ++ ++ ++ ++ ++
laVCL
Congestion - + + ++ ++ ++ ++ ++
sinusoidal
Vacuolisation - + + ++ ++ ++ ++ ++
Infiltration - - - ++ ++ ++ ++ ++
lymphocytaire
Edéme - - + - + + + +
Lésion de la| - - - + - - + -
membrane
hépatocytaire
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