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Résumé

Face aux préoccupations sanitaires mondiales croissantes liées aux régimes
alimentaires occidentaux, l'utilisation du régime de type cafétéria comme modéele
expérimental s'est imposée afin d'explorer ses effets potentiels, notamment a 1'échelle
moléculaire, sur les systémes biologiques. Cette étude expérimentale vise a évaluer les
altérations histomorphométriques de la rate, les parameétres hématologiques ainsi que le statut
de stress oxydatif hépatique, chez 14 lapins adultes exposés a un régime cafétéria avec ou
sans graines de chia. L'histomorphométrie de la rate a été réalisée a l'aide d'une coloration a
Hémalun-éosine et le logiciel Axio vision, tandis que le dosage des marqueurs du statut
oxydatif tissulaire a été effectué par méthode colorimétrique. Les animaux des différents lots
n’ont pas montré de variations du poids corporel (P >0,05). En revanche, une augmentation,
du poids absolu (P=99,94% ; P=0,07) et du poids relatif de la rate (154,17% ; P=0,02) dans le
lot cafétéria. Par ailleurs, le poids absolu et relatif de la rate, dans le lot cafétéria chia, a
montré une diminution de 40% bien que cette réduction ne soit pas significative (P >0,05).
L’aspect histomorphomotrique de la rate, du lot cafétéria, a montré une augmentation de
I’épaisseur de la capsule conjonctive, une réduction de la zone de la pulpe rouge (18 % ;
p=0,014), une expansion marquée de la pulpe blanche (128% ; p=0,000) par rapport au lot
témoin. Par ailleurs, une augmentation du nombre et de la taille des follicules lymphoides
secondaires (4,5% ; p>0,05) et une expansion de la surface des centres germinatifs (56,6% ;
p=0,021) ont été observées en comparaison au lot cafétéria chia. En revanche, les graines de
chia ont contribué a restaurer partiellement la surface de la pulpe rouge (16% ; p=0,015) et a
réduire celle de la pulpe blanche (51% ; p=0 ,000). L’hématogramme a révélé une élévation
de tous les parametres hématologiques étudiés (globules rouges, hémoglobine, plaquettes,
globules blancs totaux, granulocytes et agranulocytes) dans le groupe cafétéria (p <0,001). En
revanche, ces différents paramétres ont présenté une baisse significative dans le groupe
cafétéria chia (p < 0,05). L’évaluation des marqueurs du stress oxydatif hépatique chez les
lapins cafétéria a révélé une augmentation des taux de MDA (73,7 % ; p=0,000) et une baisse
de Pactivité de la catalase (59,7% ; p=0,000). Dans le lot cafétéria chia on a enregistré une
baisse de MDA (47 % ; p=0,000) et une augmentation de catalase (43,3 % ; p=0,002). Cette
¢tude met en évidence l'impact négatif du régime cafétéria sur la fonction hépatique et
immunitaire et confirme les propriétés anti-inflammatoires et antioxydantes des graines de
chia contre les troubles liés a une alimentation déséquilibrée.

Mots-clés : lapin male , régime cafétéria, graines de chia, rate, hémogramme, stress oxydatif



Summary

In light of growing global health concerns associated with Western dietary patterns, the
cafeteria diet has emerged as a valuable experimental model for exploring its potential effects,
particularly at the molecular level, on biological systems. This experimental study aims to
assess histomorphometric alterations in the spleen, hematological parameters, and hepatic
oxidative stress status in 14 adult male rabbits exposed to a cafeteria diet with or without chia
seed supplementation. Spleen histomorphometry was performed using Hematoxylin and
Eosin staining and Axio Vision software, while tissue oxidative status markers were
quantified using a colorimetric method. No significant changes, in body weight were observed
among the different groups (P > 0.05). However, the cafeteria group showed an increase in
absolute spleen weight (P = 99.94%; P = 0.07) and relative spleen weight (154.17%; P =0.02).
On the other hand, the cafeteria + chia group exhibited a 40% reduction in absolute and
relative spleen weight, although this decrease was not statistically significant (P > 0.05).

Histomorphometric analysis of the spleen in the cafeteria group revealed thickening of the
connective tissue capsule, a reduction in red pulp area (18%; p = 0.014), and a marked
expansion of white pulp (128%; p = 0.000) compared to the control group. Furthermore, an
increase in the number and size of secondary lymphoid follicles (4.5%; p > 0.05) and an
expansion in the area of germinal centers (56.6%; p = 0.021) were observed in comparison to
the cafeteria + chia group. Conversely, chia seeds partially restored the red pulp area (16%; p
= 0.015) and reduced the white pulp area (51%; p = 0.000). The hemogram revealed a
significant elevation in all studied hematological parameters (red blood cells, hemoglobin,
platelets, total white blood cells, granulocytes, and agranulocytes) in the cafeteria group (p <
0.001). In contrast, these parameters showed a significant decrease in the cafeteria + chia
group (p < 0.05). Evaluation of hepatic oxidative stress markers in cafeteria-fed rabbits
indicated increased MDA levels (73.7%; p = 0.000) and decreased catalase activity (59.7%; p
= 0.000). In the cafeteria + chia group, MDA levels decreased (47%; p = 0.000), and catalase
activity increased (43.3%; p = 0.002). This study highlights the detrimental impact of the
cafeteria diet on hepatic and immune functions and confirms the anti-inflammatory and
antioxidant properties of chia seeds in mitigating disorders associated with an imbalanced diet.
Keywords: An adult male rabbit , cafeteria diet, chia seeds, spleen, hemogram, oxidative

stress
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Introduction

Au cours des derni¢res décennies, le monde a été témoin d'un changement majeur dans
les habitudes alimentaires. En effet, de nos jours, de nombreuses personnes délaissent les
aliments sains et privilégient la restauration rapide (Parmanand et al, 2020). Ce mode
alimentaire est appelé communément régime occidental ou bien malbouffe (junk food),
caractérisé par une forte consommation d’aliments ultras transformés, riches en sucres, en
graisses saturées et en sel et additifs. Ce mode alimentaire a des effets délétéres bien
documentés sur la santé favorise ainsi 1’obésité, le diabéte de type 2, les maladies
cardiovasculaires et certains cancers, en raison de son impact négatif sur le métabolisme,
I’inflammation et le stress oxydatif (Hassan et al, 2020 ; Mishra, 2023 ; Redondo-Florez et
al., 2024).

Parmi les organes les plus sensibles a ce dysfonctionnement, le foie qui est un organe
essentiel pour le métabolisme et la détoxification. La consommation réguliére de junk food,
riche en graisses, sucres et aliments ultra-transformés, favorise le stress oxydatif hépatique, un
facteur clé dans le développement de la stéatose hépatique non alcoolique (NAFLD) et
d’autres maladies du foie (Shuai et al, 2024). 11 induit également a un stress oxydatif da a
l'accumulation d'espéces réactives de I'oxygeéne (ROS) et a la réduction de la capacité des
antioxydants endogenes tels que la catalase et la glutathion peroxydase (Tursun et al, 2024).
Les expérimentations animales montrent bien que I’exposition a une alimentation de type junk
food, méme d¢s la gestation et I’allaitement (Fowkes et al, 2010), aggrave 1I’accumulation de
graisses dans le foie, la réponse au stress oxydatif et la résistance a 1’insuline (Althobaiti et

al,, 2022).

La rate, centre immunitaire important, est également affectée dans le contexte de
l'inflammation chronique résultant de ce régime. Elle grossit en raison de I'activation
excessive du tissu lymphoide blanc, avec des changements évidents dans la composition du
sang tels que la leucocytose, reflétant une réponse immunitaire excessive (Lamas et al,
2002). En effet, des études chez l’animal montrent que les régimes riches en lipides
provoquent une augmentation de la taille de la rate (splénomégalie), une élévation des
cytokines pro-inflammatoires et un stress oxydatif accru dans les cellules immunitaires, ce qui

affaiblit la fonction immunitaire et aggrave I’inflammation (Maji et al, 2022).

Face a ces multiples changements pathologiques, il existe un intérét croissant pour les
solutions préventives d'origine naturelle, en particulier les aliments d'origine végétale riches
en composés bioactifs. Parmi ces aliments, les graines de chia (Salvia hispanica L.) retiennent

l'attention en raison de leur richesse en fibres, en acides gras essentiels, en polyphénols et en
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protéines bioactives. La recherche a montré que ces composés peuvent contribuer a abaisser la
tension artérielle, 2 combattre 1'inflammation, a réduire le stress oxydatif et a améliorer les
indices métaboliques (Grancieri et al, 2022). Le chia " Salvia hispanica L. " est une graine
ancienne annuelle originaire du Mexique (Ferreira et al, 2015). La consommation croissante
des graines de Chia dans 1'alimentation humaine est une tendance actuelle et de plus en plus
répandue a travers le monde. De nombreux chercheurs ont prouvé que l'ingestion de graines
de Chia réduit le taux de cholestérol, régule les réactions glycémiques et insulinémiques
(Scain et al, 2009), stimule le fonctionnement de 1'intestin et joue un role de prévention des
maladies cardiovasculaires (Vuksan et al, 2007). On peut expliquer ces effets bénéfiques
pour la santé par ses composants, notamment ces huiles, ses fibres alimentaires et ses

composés antioxydants.

Par conséquent, cette étude vise a évaluer l'effet du régime cafétéria sur de multiples
troubles, notamment : 1'inflammation, le stress oxydatif et le dysfonctionnement du foie et de

la rate et a tester le role protecteur potentiel des graines de chia contre ces effets néfastes.

Apres de brefs rappels bibliographiques, nous présenterons le matériel et les techniques
utilisées. Les résultats obtenus seront discutés a la lumiere de la littérature et enfin une

conclusion générale cloturera ce mémoire.



Rappels
bibliographiques



Master Il BMC 2025 Rappels
bibliographiques

I.1. REGIME CAFETERIA

Le régime cafétéria est un modele alimentaire utilisé principalement dans la recherche
animale pour simuler les effets d’une alimentation occidentale riche en aliments transformés,
gras et sucrés, similaires a ceux consommés par [’humain (par exemple, chips,
biscuits, charcuteries (Vanhoose et al, 2011 ; De Macedo et al, 2016 ; Lalanza, 2020). Ce
régime est particulierement efficace pour induire une prise de poids rapide, une augmentation
de la masse grasse et des troubles métaboliques tels que 1’hyperglycémie, I’hyperinsulinémie,
la résistance a I’insuline et I’inflammation du foie et des tissus adipeux, dépassant souvent les
effets d’un simple régime riche en graisses (Vanhoose et al, 2011 ; Hayes et al, 2016 ;
Buyukdere et al, 2019). Sur le plan comportemental, il modifie les habitudes alimentaires,
réduit la valeur hédonique d’autres récompenses et peut altérer la mémoire spatiale et la
fonction hippocampique (Morris et al, 2015 ; Schaab et al, 2019 ; Lalanza, 2020). Le
régime cafétéria perturbe également la régulation de 1’appétit et active les circuits de la
récompense dans le cerveau, favorisant des comportements de type addictif et
la surconsommation (De Macedo et al, 2016). Il provoque un stress oxydatif dans le tissu
adipeux, ce qui peut contribuer a I’inflammation chronique et a la perturbation de la
signalisation de I’insuline (Hayes et al, 2016). Chez les jeunes animaux, une exposition a ce
régime pendant 1’adolescence entraine des troubles métaboliques et inflammatoires persistants,
méme si certains effets cognitifs peuvent étre réversibles lors d’un retour a une
alimentation standard (Leime et al, 2020). Enfin, le régime cafétéria influence la production,
la sécrétion et la clairance de 1’insuline, en modifiant 1’expression et ’activité de I’enzyme de
dégradation de I’insuline, ce qui peut contribuer a 1’apparition d’un état pré-diabétique
(Ardévol et al, 2011 ; Protzek et al, 2013). Ce mode¢le est donc considéré comme
particuliérement pertinent pour ¢tudier 1’obésité et les maladies métaboliques associées a

I’alimentation moderne.

I.2. INFLAMMATION SYSTEMIQUE

L’inflammation systémique est une réponse immunitaire généralisée qui survient
lorsque les signaux pro-inflammatoires sont activés de maniere chronique dans I’ensemble de
I’organisme, et non localement au site d’une infection ou d’une lésion (Zotova et al, 2016).

Le processus inflammatoire systémique, en tant que réponse coordonnée de 1’organisme
face aux stimuli nocifs, implique 1’activation et la mobilisation de différentes structures

immunitaires. Parmi elles, la rate occupe une place centrale en tant qu’organe lymphoide
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secondaire (Bronte, 2023), modifiant également le profil des cellules immunitaires
circulantes (Lumeng, 2011). Ce remodelage du tissu sanguin refléte 1’état inflammatoire

global (de Heredia et al, 2012).

1.2.1. Rate

La rate est le plus grand organe du systéme lymphatique, elle fait partie du systéme
immunitaire (Zhao et al, 2015), mais également des systemes hématologique (Kapila et al,
2023). Elle est un organe lymphoide secondaire surveille le sang plutét que la lymphe, et
répond aux antigénes qui s’y trouvent. Et elle a une origine mésenchymateuse (Patterson et

al,, 2000).

La pulpe splénique, également appelée parenchyme splénique est divisée en deux
régions fonctionnellement distinctes (Lewis et al, 2019) : la pulpe rouge contient un réseau
de sinus veineux et de cordons spléniques (cordons de Billroth), riches en macrophages,
responsables de la filtration du sang et ¢limination des globules rouges vieillis ou anormaux
par phagocytose (Lewis et al, 2019). Et la pulpe blanche, tissu lymphatique entoure les
arteres centrales et contient des follicules lymphoides riches en lymphocytes B et T qui

s’activent et production d’anticorps, en particulier lors de I’infection (Zhao et al, 2015).

Artére splénique —
Veine splénique

Figure 1 : Representation schématique de la rate (a) vue anterieure, (b) structure histologique
(Marieb et Hoehn, 2019).

I.2.2. Tissu sanguine

Le sang, qui représente 7 a 8 % du poids corporel total (Boussarie, 1999), joue un rdle

central dans le transport des cellules immunitaires vers les sites d’inflammation. Il véhicule
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¢galement les médiateurs inflammatoires ainsi que d’autres composants immunitaires tels que
les anticorps et les ¢léments du complément (Canu et al, 2021). En situation inflammatoire,
la moelle osseuse ainsi que la rate sont stimulées pour produire ces cellules immunitaires

circulantes. On peut notamment distinguer :

e Neutrophiles : Ils constituent la premiere ligne de défense lors de I’inflammation
aigué (Rizo-Téllez, 2024).

e Monocytes et macrophages : Les monocytes circulent dans le sang et migrent vers
les tissus en cas d’inflammation, ou ils se différencient en macrophages, caractérisé
par la sécrétion de cytokines telles que le TNF-a, I’IL-18 et I’IL-6 (Dash et al, 2024).

e Lymphocytes T : Les lymphocytes T CD4+ peuvent se différencier en sous-types pro-
inflammatoires Th1 et Th17 (Langrish et al, 2005).

e Lymphocytes B : En plus de produire des anticorps, les lymphocytes B agissent
comme cellules présentatrices d’antigénes et sécrétent des cytokines pro-
inflammatoires (Bao, 2014).

e Cellules dendritiques : Elles assurent le lien entre I’immunité innée et adaptative en
présentant des antigénes aux lymphocytes T (Jiménez-Cortegana et al, 2024).

e Cellules NK (Natural Killer) : Elles détruisent les cellules infectées ou anormales et
sécretent de I'IFN-y, renforgant ainsi le microenvironnement inflammatoire

(Feng et al, 2023).

I.3. STRESS OXYDATIF

Le stress oxydatif se définit généralement comme un déséquilibre entre la production
excessive et/ou I’élimination insuffisante de molécules hautement réactives, telles que les
especes réactives de 1’oxygene (ROS) et les especes réactives de 1’azote (RNS) (Johansen et
al, 2005). Les ROS/RNS induisent I’oxydation et la dégradation des macromolécules
cellulaires telles que I’ADN, les protéines et les lipides, entrainant des 1ésions impliquées dans
le développement de nombreuses pathologies, notamment les cancers, les maladies

cardiovasculaires, infectieuses et neurodégénératives (Jadeja et al, 2017).
I.3.1. System pro-oxydants / anti-oxydants

Les pro-oxydants comprennent les especes réactives de 1’oxygeéne (ROS) et de 1’azote
(RNS), qu’elles soient radicalaires ou non radicalaires (figure 2). Ces especes sont produites a

partir de oxygene (O:) et de 1’azote (N), par des sources exogenes comprennent la lumicre
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UV, les radiations ionisantes, le tabagisme, la consommation excessive d'alcool, les aliments
malsains et certains médicaments et les sources endogénes les plus importantes sont les
mitochondries, le réticulum endoplasmique, les peroxysomes, le NADPH oxydase et d'autres
sources enzymatiques et non-enzymatiques (Abdelazim, 2024).

La dégradation des radicaux superoxydes est controlée par des systemes de défense
antioxydants, qui repose sur trois lignes complémentaires. La premiere ligne de défense, la
plus puissante, est assurée par des enzymes antioxydantes (telles que la superoxyde dismutase
(SOD), la catalase (CAT) et les glutathion peroxydases (GPx), qui neutralisent directement les
especes réactives de ’oxygene (ERO) avant qu’elles ne causent des dommages. La deuxieme
ligne de défense est constituée d’antioxydants exogenes issus de I’alimentation, (notamment
les vitamines C et E, ainsi que des oligo-éléments comme le zinc et le sélénium, jouant un rdle
important dans le piégeage des radicaux libres. Enfin, la troisiéme ligne de défense,
considérée comme la plus faible, intervient aprés 1’oxydation ; elle comprend des enzymes de
réparation ou d’élimination des biomolécules altérées telles que ’enzyme DNA glycosylase
est capable de reconnaitre et d’exciser des bases oxydées telles que la 8-oxoguanine,
contribuant ainsi a la réparation de ’ADN endommagé et a la prévention des mutations

(Jomova et al, 2024).

SOD

5
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Figure 2 : Les principales voies de génération des especes réactives de I'oxygene (ROS) et de
l'azote (RNS) dans les environnements cellulaires (Kozlov et al, 2024)
GPX, glutathion peroxydase ; GSH, glutathion réduit ; GSSG, glutathion disulfure ; MPO,
my¢éloperoxydase ; PRDX, péroxyredoxine ; SOD, superoxyde dismutase ; Trx (SH2) et TrxS.,
thioredoxine réduite et oxydée

1.3.2. Stress oxydatif et tissue hépatique

En raison de son rdle central dans le métabolisme et la détoxification, qui génére

naturellement des ROS, et de son exposition a des agressions externes comme 1’alcool, les




Master Il BMC 2025 Rappels
bibliographiques

drogues, les virus et les toxines environnementales, le foie constitue une cible privilégiée des
attaques des espéces réactives de I’oxygene (ROS) et de 1’azote (RNS). Toutefois, il joue
¢galement un rdle essentiel dans la défense antioxydante grace a la production d’enzymes
endogénes telles que la catalase. Cette enzyme, fortement concentrée dans le foie (Toyomizu
et al, 1992) agit en décomposant le peroxyde d’hydrogene (H20:), un ROS potentiellement

toxique, en eau et en oxygene selon I’équation suivante :

2 H202 Catalase 2 HZO + 02

Cependant, en condition de stress oxydatif, I’activité de la catalase et d’autres enzymes

antioxydantes peut étre compromise, laissant place a une accumulation excessive d’especes
réactives. Ces dernieres peuvent alors endommager divers constituants cellulaires hépatiques,
notamment : Les protéines : par oxydation des résidus d’acides aminés, altérant leur structure
et fonction. Les glucides : a travers des réactions de glycation avancée, modifiant leur
métabolisme. L’ADN : provoquant des mutations et cassures de brins simples ou doubles. Les
lipides : en déclenchant une peroxydation lipidique particulierement délétere (Sies et al,
2017).
Un exemple typique est 1’attaque des acides gras polyinsaturés dans les membranes cellulaires
par le radical hydroxyle (*OH), ce qui conduit a la formation de produits de peroxydation
lipidique tels que : Le 4-hydroxy-2-nonénal (HNE), le malondialdéhyde (MDA) (Shimizu et
al.,, 2012). Ce dernier, le MDA, est couramment utilis¢ comme biomarqueur fiable du stress
oxydatif, car sa concentration augmente proportionnellement avec les dommages oxydatifs
dans les tissus.

Par ailleurs, la persistance d’un stress oxydatif chronique peut entrainer une
inflammation hépatique, une fibrose, voire évoluer vers des pathologies plus sévéres telles

que la stéatohépatite non alcoolique (NAFLD) ou la cirrhose (Allameh et al, 2023).
I.4. AXE FOIE-RATE

La rate et le foie sont étroitement liés a travers la veine porte et les interactions
immunitaires formant ce qu'on appelle l'axe foie—rate, un acteur clé dans la régulation de
I’inflammation hépatique et du processus de régénération (Brummer et al, 2025). La veine
porte est un vaisseau sanguin majeur qui transporte le sang provenant du tube digestif, y
compris de la rate, vers le foie. Ce sang est riche en nutriments, mais contient également des
cellules immunitaires et des médiateurs inflammatoires (Carneiro et al, 2019). En cas de

Iésion hépatique, telle qu'une hépatectomie partielle ou une inflammation chronique, le foie
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active des mécanismes de régénération. Au cours de ce processus, des cellules immunitaires
stockées dans la rate comme les monocytes et les cellules NKT migrent via la circulation
portale vers le foie. Selon le contexte immunitaire, ces cellules peuvent favoriser la réparation

tissulaire ou, au contraire, aggraver les lésions (Tarantino et al, 2013).

Dans un contexte de réponse immunitaire équilibrée, la rate exerce un role bénéfique en
sécrétant des médiateurs bioactifs, tels que les cytokines et les facteurs de croissance, et en
recrutant des cellules immunitaires qui régulent I’inflammation et soutiennent la régénération
hépatique (Elchaninov et al, 2025). En revanche, en présence d’une inflammation
systémique ou locale non contrdlée, la rate peut avoir un effet négatif, en produisant des
cytokines inhibitrices comme le TGF-B1, qui freinent la prolifération des hépatocytes et

favorisent le développement d’une fibrose au lieu d’une réparation fonctionnelle du foie

(Ravaioli et al, 2021).
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Figure 3 : Schéma des voies de chevauchement entre le foie et la rate lors d'une Iésion
hépatique (Li et al, 2023).

Lors d'une lésion hépatique, les cellules immunitaires dérivées de la rate et les
cytokines peuvent étre transportées vers le foie 1ésé via le flux sanguin portal. Dans le méme
temps, les 1ésions hépatiques contribuent également a 1'hypertension portale qui conduit a la
congestion du systéme porte et peut entrainer une splénomégalie et un hypersplénisme. Le
foie endommagé peut également libérer des chimiokines ou DAMPs tels que HMGBI ou des

exosomes dans la circulation, ce qui entraine 1'activation et/ou la migration des splénocytes.
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I.5.GRAIN DE CHIA

Les graines de chia, scientifiquement connues sous le nom de Salvia hispanica L.,
(figure 4) sont des plantes annuelles a floraison estivale, riches en huile, qui appartiennent a
la famille des Lamiacées. Originaires d'Amérique centrale, elles ont été traditionnellement
utilisées en médecine populaire avant de connaitre un regain d’intérét au cours des dernieres
années en raison de leur richesse nutritionnelle et de leur teneur en composés bioactifs (Knez
Hrn¢i€ et al, 2019). De nombreuses études ont montré que les graines de chia sont riches en
acides gras essentiels - en particulier en acide alpha-linolénique (ALA, oméga-3) - ainsi qu'en
fibres alimentaires, en protéines végétales, en antioxydants naturels, en vitamines (notamment
B et E) et en minéraux tels que le calcium, le magnésium et le zinc (Amato et al, 2017)

(tableau 1).

Figure 4 : Grains de Chia (Zia- ud- Din et al, 2021)

Tableau 1 : Composants nutritionnels et bioactifs des graines de chia (Salvia hispanica L.)

Composant Quantité (par 100 g) Composant Quantité (par 100 g)
Vitamines : L Minéraux : L
A 54 ug .

Calcium 631 mg
E 0,5 mg L

Magnésium 335 mg
C 1,6 mg

Phosphore 860 mg
Bl 0,62 mg Potassium 407 m
B3 8,83 mg &
Glucide : 42 ¢ . . .
Protéines | 170 Lipides totaux : 3l1g
Composés phénoliques : L Acides gras : L
Acide caféique 27 pg Acide a-linolénique (Q2-3) 63.79 %
Quercétine 0,17 ng Acide linoléique (2-6) 18,89 %
Kaempférol 0,013 png Acide oléique 7,35 %
Génistine 3,4 ug Acide palmitique 0,34 %
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Les études expérimentales sur les suppléments de graines de chia chez des animaux
soumis a un régime cafétéria ont révélé que, grace a leur richesse en composés
polyphénoliques (tels que la quercétine et 1'acide chlorogénique) et en vitamine E, les graines
de chia présentent de fortes propriétés antioxydantes (Cetin et al, 2022). Ces composés
contribuent a neutraliser les especes réactives de 1'oxygeéne (ROS) et a réduire le stress
oxydatif, un mécanisme central dans les troubles métaboliques liés a I'obésité¢ (Marineli et al,
2015).

Les graines de chia exercent un effet protecteur contre la lipo-toxicité induite par
I’accumulation excessive d’acides gras libres, notamment dans le foie et les tissus adipeux. Ce
role est en grande partie attribu¢ a I’ALA, capable de : réduire les triglycérides et le
cholestérol plasmatique, stimuler I’oxydation des acides gras dans le foie et les muscles,

améliorer la sensibilité a 1’insuline, et atténuer I’inflammation (Ferreira et al, 2020).




Materiel
et
Méthodes
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La présente étude s’inscrit dans la continuité d’un travail antérieur réalisé en 2024 sur le
lapin male adulte de la souche synthétique dite ITELV 2006 (Oryctolagus cuniculus), soumis
a un régime de type cafétéria avec supplémentation en graines de chia. Il nous a été proposé
de prolonger cette recherche par une étude complémentaire, réalisée sur le méme matériel
biologique, portant spécifiquement sur I’analyse histo-morphométrique de la rate, analyse des
données hématologique ainsi qu’une analyse du statut oxydatif hépatique.

Ce travail a été mené sur une période de quatre mois, de février a mai 2025. L’analyse
histologique a été réalisée au laboratoire d’anatomopathologie de 1’hopital de Koléa.

L’analyse des parameétres biochimiques ont été effectués a 1’Université Saad Dahlab 1.
Ce travail de recherche a pour objectifs de :

e Evaluer les altérations induites par le régime de type cafétéria au niveau de la structure

tissulaire de la rate, des parametres inflammatoires sanguins et du statut oxydatif hépatique.

e Examiner le potentiel correcteur des graines de chia face a ces altérations.

II.1. MATERIEL

I1.1.1. Matériel non biologique

Le matériel non biologique utilisé dans cette étude, tels que les verreries, les solutions

et les réactifs, sont détaillés en annexe 1.

I1.1.2. Matériel biologique

Le matériel biologique utilis¢ dans cette étude provient de lapins males adultes ayant
fait I’objet d’une expérimentation d’une durée de quatre mois. Pour cela, nous avons utilisé
un effectif de 14 prélévements répartis comme suit : témoin (n = 3), cafétéria (n = 6) et
cafétéria + chia (n = 5). Par ailleurs, un effectif de trois animaux par lot a été utilisé pour

I’analyse du stress oxydatif hépatique.

e Le premier groupe (témoin : T) a recu une alimentation standard (les granulés) durant
toute la période expérimentale.

e Le deuxieme groupe (Cafétéria : C) a été soumis a un régime de type cafétéria
pendant trois mois.

e Le troisieme groupe (Cafétéria + Chia : CC) a regu le méme régime cafétéria, suivi
d’une supplémentation en graines de chia au cours du quatriéme mois.

L’organe prélevé destiné pour 1’analyse structurale est la rate fixée dans du formol a
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10%. Pour I’évaluation du statut oxydatif, un fragment hépatique conservé par congélation

dans du sérum physiologique.
I1.2. METHODS

I1.2.1. Technique histo-morphométrique
I1.2.1.1. Technique histologiques

La confection des coupes histologiques, permet 1’observation des tissus au microscope
photonique aprés une coloration spécifique. Elles comportent plusieurs étapes, rapportées

essentiellement dans Martoja et Martoja (1967) et Gabe (1968).
11.2.1.1.1. Fixation

C’est une étape primordiale qui permet d’immobiliser et de conserver les structures
cellulaires et tissulaires dans un état aussi proche que possible du vivant. L’agent fixateur
solidifie le gel protéique qui circule entre les mailles du réseau membranaire limitant
I’hyaloplasme et les organites. Elle est une étape importante dans la réalisation des

techniques de préparation des échantillons histologiques.

Les organes les fragments tissulaires sont plongés dans un volume du formol a 10%
environ 60 fois supérieur a celui de I’organe, pendant 24 heures. Aprés fixation, les organes
sont transférés dans un liquide conservateur (Alcool 70°) jusqu’a 1’étape suivante. Chaque

picce est accompagnée d’une étiquette portant toutes les indications utiles.
I1.2.1.1.2. Inclusion dans la paraffine

L’inclusion a pour but de permettre la réalisation de coupes fines et réguliéres. Elle
consiste a enfermer le fragment tissulaire dans une cassette en plastique a la suite de plusieurs

¢tapes qui comprennent :

e Déshydratation : La déshydratation a pour but d’¢liminer I’eau des tissus afin d’étre
remplacée par la paraffine car cette derniere est hydrophobe. Les cassettes contenant le
fragment tissulaire a étudier sont mises dans cinq bains successifs d’éthanol de degrés
croissants, jusqu’a 1’absolu : 70° (1 bain), 96° (2 bains), 100° (2 bains) pendant 30 minutes
chacun. La paraffine étant insoluble dans 1’eau mais soluble dans les hydrocarbures

benzéniques (benzene, toluéne, xyléne ou butanol).

. Eclaircissement : II permet 1’¢élimination compléte des traces d’alcool et

I’imprégnation par deux bains de xyléne, solvant de la paraffine. La durée du premier bain et
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de 24 heures, le second bain est d’une durée illimitée.

. Imprégnation a la paraffine : Cette étape consiste a ¢éliminer le xyléne et le
remplacer par la paraffine. Les fragments tissulaires sont placés successivement dans trois

bains dans 1’étuve a 58°C a savoir :

» Le premier bain est composé de xyléne -paraffine (v/v) pendant 1 heure.
» Les deux autres bains composés de paraffine pure (La durée du premier bain est de

4heures, le second bain reste une nuit).

» Mise en blocs de paraffine : Dans cette étape, on utilise des moules en métal (tissus
TEK111) et des cassettes en plastique sur lesquelles sont inscrites les indications de la piece
traitée. La paraffine fondue est versée dans les moules 1égerement préchauffés (a 45°C). La
piéce a inclure est orientée selon le plan de coupe transversal initié¢ lors du prélévement de la
rate et déposée dans la paraffine. On pose ensuite la cassette correspondante sur le moule. Le
bloc est refroidi rapidement sur une plaque réfrigérée. Environ 15 min plus tard, le bloc, a

completement durci. Détaché du moule, il est prét a étre débité au microtome.
I1.2.1.1.3. Confection des coupes

Le bloc de paraffine est placé sur le microtome (Leica) préalablement réglé a 20um,
afin d’¢liminer le surplus de paraffine par rabotage. Lorsque la piéce apparait dans le plan de

coupe, on ajuste 1’épaisseur a Sum pour obtenir des coupes fines sous forme de rubans.
11.2.1.1.4. Etalement des coupes

Sur une lame a bords rodés les indications de 1’organe sont portées a 1’aide d’un
crayon. A l’aide d’aiguilles, les rubans obtenus sont déposés sur des lames contenant de
I’eau distillée et disposées sur une plaque chauffante réglée a 40°C. Apres étalement des
coupes, les lames sont mises dans 1’¢tuve a 37°C pendant une nuit pour augmenter

I’adhérence des coupes aux lames de verre.
I1.2.1.1.5. Coloration

Elle a pour but d’établir le contraste naturel des coupes et de rendre les différents
constituants cellulaires et tissulaires plus évidents. La coloration topographique effectuée est
le Hémalun éosine. Avant coloration, les coupes doivent étre déparaffinées et réhydratées. Le
xyleéne est utilis¢ pour le déparaffinage (2 bains de 5 min). La réhydratation est obtenue par
passages successifs dans des alcools de degré décroissant (2 bains dans 1’alcool a 100°, 1 bain

a 96°¢t 1 bain a 70°) pendant 5 min chacun.
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I1.2.1.1.6. Montage et observation

Une fois colorées, les lames doivent de nouveau étre déshydratées par passages dans
des bains d’alcool de concentration croissante (70°, 96° puis 100°), un bain chacun pendant 5
min, et enfin dans 2 bains de xyléne pendant 5 min. Le montage est 1’opération qui consiste a
fixer, a I’aide d’une substance approprié¢e (Eukitt) au colorant utilisé, une lamelle de verre sur
I’échantillon histologique. Les lames sont ensuite nettoyées au xyléne et enfin observées au

microscope photonique équipé d’une caméra (Optika).
11.2.1.2. Etude morphométrique

L’analyse morphométrique a été réalisée a ’aide du logiciel AxioVision Rel 4.8 sur
des images obtenues a partir de coupes histologiques de chaque lot expérimental, dans le but
de déterminer la surface de la pulpe blanche, son pourcentage, ainsi que les dimensions de la

capsule.

A cet effet, des mesures répétées ont été effectuées pour chacun des paramétres suivants :
e Le périmetre de la pulpe blanche et du centre germinatif de chaque follicule
lymphoide,
e La surface de la pulpe rouge.
e [’¢épaisseur de la capsule
Toutes les mesures ont été calibrées a I’aide d’une lame micrométrique, permettant d’obtenir

les résultats en micrometres (pm).
I1.2.2. Hémogramme

L’hémogramme est effectué par un automate équipé de compteur optique ou
¢lectronique capable d’évaluer le nombre d’érythrocytes et de leucocytes, de doser

I’hémoglobine, et enfin de calculer I’hématocrite et les constantes érythrocytaires.
I1.2.2.1. Appareillage

Nous avons utilisé le BC-30 comme analyseur d’hématologie et un compteur en trois

parties pour une utilisation diagnostic in vitro en laboratoire clinique.
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11.2.2.2. Principe de mesure
11.2.2.2.1. Mesure de globules blancs (GB) / globules rouges (GR) /Plaquettes

Ils sont mesurés par la méthode de I’'impédance, I’analyseur aspire un volume
d’échantillon le dilue avec un volume de solution conductrice et délivre la dilution a I'unité
de dosage ou une paire d’électrodes est positionnée des deux cotés de 1’ouverture pour créer
une alimentation a courant constant. Comme les cellules sont de mauvaises conductrices,
lorsque chaque particule de 1’échantillon dilué passe a travers I’ouverture sous la pression
négative constante, un changement transitoire de la résistance en courant continu entre les
¢lectrodes se produit, il en résulte une impulsion €lectrique mesurable proportionnelle a la
taille des particules qui franchissent successivement 1’ouverture ; une série d’impulsions est
produite entre les électrodes. Le nombre d’impulsions générées indique le nombre de
particules passées a travers [’ouverture et D’amplitude de chaque impulsion est
proportionnelle au volume de chaque particule. Les lyses et les diluants modifient la taille de
chaque type de GB de diverses manicres et a des moments différents. Les GB sont ainsi
séparés en 3 parties de la plus grande taille a la plus petite : lymphocytes, cellules de taille
moyenne (y compris les monocytes €osinophiles, basophiles) et granulocytes ; le pourcentage

de chacune est calculé comme suit :

> Lymph% = [PL / (PL+PM+PG)] x100Mid % = [PM / (PL+PM+PG)] x100
> Gran % = [PG / (PL+PM+PG)] x100

Figure 5: mindray-bc-30-auto-hematology-analyzer-500x500
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11.2.2.2.2. Mesure de I’hémoglobine

L’hémoglobine (Hb) est déterminée par la méthode colorimétrique, 1’échantillon dilué
est livré au bain de comptage de GB ou il est mélangé a des bulles avec une quantité de lyse
qui brise les globules rouges et convertie I’hémoglobine en un complexe d’hémoglobine. Une
lampe LED est montée sur un c¢6té du bain et émet un faisceau de lumiére monochromatique
avec une longueur d’onde centrale de 530-535 nm. La lumiére est recue par un capteur
optique mont¢ sur le coté opposé. Le signal de tension est amplifié, mesuré et comparé aux
lectures de références (lecture de diluant seulement) et le Hg (g / L) sont mesurés et calculés
automatiquement.

Hg (g /L) = constant x Ln (Blank photocurrent /sample photocurrent)
11.2.3. Etude biochimique

11.2.3.1. Préparation de ’homogénat tissulaire

L’homogénat tissulaire a ét¢ préparé a partir de tissu hépatique avec 10 volumes de
tampon phosphate PO4 (50mM, pH 7.2) contentant 0,5% de Triton x100, mélangés a l'aide
d'un homogénéisateur SS2 avec un pilon en Téflon a 800 rpm et a 4 °C. Cette étape a été
suivie par trois cycles de congélation et de décongélation, et une centrifugation de 20 minutes

a 10000 g/4 °C. Les surnageants sont récupérés et conservé a -20 °C, jusqu'a utilisation.
11.2.3.2. Dosage des protéines

La méthode colorimétrique de Bradford a été utilisée pour mesurer la concentration des
protéines hépatiques dans cette étude en raison de sa rapidité, de sa simplicité et de sa
précision (Kruger, 2009). Cette méthode repose sur I’interaction du bleu de Coomassie G250
avec les protéines de l'échantillon (I’homogénat hépatiques), Ce qui est responsable de la
coloration bleue du mélange, absorbant a 595 nm. Les concentrations des protéines sont
déterminées a l'aide d'une courbe d'étalonnage construite avec la protéine BSA (Bovine

SerumAlbumin) a 0.1% (solution protéique (Bradford, 1976).
11.2.3.3. Dosage des marqueurs de stress oxydatif

Dans cette étude, nous avons examiné deux marqueurs biochimiques du stress oxydatif

3

dans les homogénats hépatiques :




Master Il BMC 2025 Matériel et méthodes

> Un marqueur antioxydant : la catalase (CAT).

> Un marqueur pro-oxydant : le malondialdéhyde (MDA).
» Dosage de I’activité catalase

La catalase est une enzyme peroxydase présente principalement dans les peroxysomes
des cellules eucaryotes et est structurellement composée de quatre sous-unités. Cette enzyme
catalyse la décomposition du peroxyde d'hydrogene (H20:), produit lors de diverses fonctions
cellulaires et précurseur de radicaux hydroxyles hautement réactifs, en eau H.O et en

oxygene Oz (Rasheed, 2024).

2 H,0; —» 2 HO + O3

L'activité catalase a été mesurée 1’ajoutant de 500 uL de H>O2 a 10 pL d'homogénat
tissulaire et 990 uL. de phosphate de potassique (POs). La réaction a débuté immédiatement
apres l'ajout de H>O». L'activité catalase a été mesurée par la diminution de l'absorbance
pendant 3 minutes a 240 nm. Elle a été exprimée en U/min/mg de protéines (Cohen et al.,

1970).
» Dosage du taux de malondialdéhyde (MDA)

Malondialdéhyde (MDA) est un produit et un indicateur de l'oxydation des lipides. La
méthode repose sur la mesure de l'intensité de la couleur rose produite par la réaction du
l'acide thiobarbiturique (TBA) avec le MDA a 532 nm. Le mélange réactionnel contenait :
100 pL. d'homogénat hépatique, 375 pL d'acide thiobarbiturique (TBA) a 0,8 %, 375 uL
d'acide acétique a 20 % pH 3.5, 50 uL de dodécylsulfate de sodium (SDS) a 8,1 % et 100 pL.
d'eau distillée. Le mélange a été incubé a 95-100 °C pendant 1 heure, puis trempé dans un
bain de glace pour arréter immédiatement la réaction, puis centrifugé a 3 000 g pendant 10
minutes a 4 °C. La densité optique du surnageant a ét€ mesurée a 532 nm et les résultats ont

été exprimés en nmoles/mg de protéine (Ohkawa et al, 1979).
I1.2.4. Analyse statistique

Les résultats obtenus sont présentés sous forme de moyennes £ ESM. La normalité est
vérifiée pour toutes les séries. Les graphes sont tracés grace au 1’Excel. La validité statistique
des différences est calculée par ’ANOVA a une voie et le test de Student en utilisant le logiciel

SPSS.

3
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Le test Tukey est utilisé pour la comparaison post hoc entre les groupes expérimentaux. La
significativité des différences est retenue au taux de 5%.

Moyenne arithmétique (x) des valeurs individuelles - — =1

X x: Somme des valeurs individuelles

n: nombre de valeurs

_ 29 — (- )
Erreur Standard a la Moyenne (E.S.M) : = avec 5=+ 1

Ecart type

i : Valeurs individuelles
-_P

Coefficient de correlation: ~ 3oy , P= n -

@)2=2 ( - )2 , @=- ( - )

xi et yi : valeur individuelle comparées.
x et y : moyenne des valeurs individuelles comparées.

Validité statistique :

La différence entre deux moyennes comparées est statistiquement significative si la
probabilité «p », lue en fonction du nombre de degrés de liberté (d.d.1 = nl+ n2 —2) est égale ou
inférieure a 5%.

Si p>0,05 : différence non significative (ns).

Si0.01<p<0.05: difference significative (*).

Si10.001<p<0.01: tres significative (**).

Si p<0.001: hautement significative (***).
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Dans cette ¢étude, nous avons évalué¢ les effets d’un régime hypercalorique et
hyperlipidique de type cafétéria sur les fonctions spléniques et hépatiques de lapins males
adultes, ainsi que le role protecteur potentiel d’une supplémentation en graines de chia. Le
régime éetudié, connu pour induire des désordres métaboliques, a été analyse a travers des
paramétres morphologiques, hématologiques et biochimiques, ainsi que des observations
histologiques.

Les résultats obtenus mettent en évidence les effets déléteres du régime cafétéria,
notamment sur :

» Larate : Une hypertrophie significative de I’organe a ét¢ observée, accompagnée d’une
modification de 1’organisation de la pulpe blanche et la pulpe rouge, traduisant ainsi
une réponse immunitaire accrue.

» Parametres hématologiques : Une élévation notable des parameétres hématologiques a
¢té mise en évidence, suggérant une stimulation de I’hématopoicse.

> Le foie : Un déséquilibre du statut oxydatif hépatique, avec une élévation marquée du
taux de malondialdéhyde (MDA) et une diminution de I’activité de la catalase,
traduisant un stress oxydatif important.

Ces altérations sont caractéristiques d’un état inflammatoire systémique et d’un stress

oxydatif aggravé, en lien avec I’obésité induite par le régime déséquilibré.

En revanche, la supplémentation en graines de chia a permis d’atténuer plusieurs de ces
perturbations :

» Une réduction de I’hypertrophie splénique, une amélioration de la structure
histologique de la rate, tant au niveau de la pulpe blanche que la pulpe rouge.

» Une régulation partielle des parametres hématologiques.

» Une restauration de I’équilibre oxydatif hépatique, suggérant un effet antioxydant
efficace notable.

Pour confirmer ces données et approfondir les mécanismes impliqués, plusieurs
perspectives de recherche sont envisageables :

e Augmenter la taille de I’échantillon : Etendre 1’étude a un plus grand nombre de
lapins afin de renforcer la robustesse statistique des résultats.

e FEtudes histochimiques et immunohistochimiques : Explorer en détail
I’expression de marqueurs inflammatoires et apoptotiques dans les tissus
spléniques et hépatiques.

e Suivi a long terme : Déterminer si les effets bénéfiques des graines de chia se

maintiennent au-dela de la période expérimentale.
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e FEtudier ’effet dose-dépendant de la supplémentation en graines de chia pour
identifier la concentration optimale a effet protecteur maximal.

En poursuivant ces travaux, il serait possible d’élargir la compréhension des effets du

régime de type cafétéria sur les organes lymphoides, et d’évaluer plus précisément le potentiel

thérapeutique des graines de chia comme alternative nutritionnelle préventive.
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I.1. Matériel utilisé pour 1’analyse histologique

Figure 1: Rate de lapin Figure 2: Bloc de paraffine

Figure 5: Plaque réfrigérante Figure 6: Montage
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Figure 7: Appareil d’inclusion automatique Figure 8: autoclave

Figure 10: Bain marie

Figure 11: machine d’enrobage de tissus de paraffine Figure 12: Microtom
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I.2. Matériel utilisé pour 1’analyse morphométrique

Figure 13 : Documentation des coupes histologiques a 1’aide d’une caméra
numérique connectée au microscope
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1.3. Matériel utilisé pour 1’étude du stress oxydatif

Figure 21 : Papier PH Figure 22 : micropipette

Figure23 : Homogénéisateur

Figure 26 : Bain marie
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Figure 27 : Centrifugeuse Figure 28 : Balance

Figure 29 : Agitateur Figure 30 : Spectrophotométre
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Tableau 1 : Composition du régime standard et du régime cafétéria Standard

Standard (aliment d’engraissement lapin pellet) Régime cafétéria

Chips MAHBOL
Gaufrette CHERCHAL,
VAG'S DOR, BIMO

Mais, tourteaux de soja, issues. calcium, coques de Chocolat PRIMA

Menu
soja, phosphates, C.M.V 1% lapin - Gateau BRINO, MAJOR,
ORO

CACHIR BELLAT
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