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Résumé

Cette étude a pour objectif d’étudier I’'impact de la supplémentation de I’alpha-
tocophérol (a-T) & doses différents (500, 600, 650, 700, 750, 800, 850, 900, 950 et 1000
mg/kg d’aliment), d'une part sur les parameétres pondéraux (la variation du taux d’évolution du
poids corporel et la variation du poids du tissu hépatique), et d'autre part sur 1’histologie du

tissu hépatique des rats de souche Wistar.

Au terme de cette étude, les principaux résultats obtenus montrent aucune variation du
taux d’évolution de la croissance chez les lots traités avec des doses de 500 a 700 mg d’a-
T/kg d’aliments, cela montre qu’il n” y a eu aucun effet sur la croissance des rats, par contre
une baisse significative pour les lots traités avec les doses 750 a 900 mg d’a-T/kg d’aliments
et une baisse hautement significative pour les lots traités par 950 et 1000 mg d’a-T/Kkg

d’aliments, suggere que 1’a-T a affecter la croissance des rats concernant ces doses.

Concernant I’évolution du poids hépatique aucune variation significative n’a été

obtenue, cela signifie que les différentes doses d’a-T n’ont eu aucun effet sur ce parametre.

L’¢étude histologique du foie montre une architecture normale pour les lots RS a
RSE650 ce qui laisse supposé 1’effet antioxydant de 1’a-T vis-a-vis du stress oxydatif pour ces
doses. En revanche, I’0-T a eu un effet néfaste, c¢’est a dire prooxydant aux dose 700 a 1000
mg d’a-T/kg d’aliment, traduit par une architecture désorganisée marqué par des congestions

et des dilatations de la veine centro-lobulaire.

En finalité, nous pouvons conclure que la dose 700 mg d’a-T/kg d’aliment est la dose a

laquelle I’effet de I’a-T bascule de I’effet antioxydant a 1’effet prooxydant.

Mot clés: alpha tocophérol, antioxydant, prooxydant, rat, foie.
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Abstract

The objective of this study is to find the impact and the influence of supplementation
with alpha-tocopherol (a-T) of different doses (500, 600, 650, 700, 750, 800, 850, 900, 950
and 1000 mg / kg of food), firstly on the weight parameters (the variation in the rate of change
in body weight and the variation in the weight of the hepatic tissue) also on the histology of

the hepatic tissue of the rats of Wistar strain.

The results obtained during our work show that:

The main results obtained any different variation in the rate of development of growth
in the batches treated with doses of 500 to 700 mg of a-T / kg of food, this shows that there
was no effect on the growth of the rats which means that a-T act his role as an antioxidant
protecting the organism against oxidative stress, on the other hand a significant decrease for
the batches treated with the doses 750 to 900 mg of a-T / kg of food and a highly significant
decrease for the batches treated with 950 and 1000 mg of a-T / kg of food, suggests that a-T

affected the growth of rats at these doses.

Regarding the change in hepatic weight, no significant variation was obtained, which
means that the different doses of a-T had no effect on this parameter.

Histological study of the liver shows a normal architecture for the RS to RSE650 lots,
which suggests the antioxidant effect of a-T against oxidative stress for these doses. On the
other hand, a-T had a detrimental effect, i.e. prooxidizing at doses of 700 to 1000 mg of o-T /
kg of food, reflected by a disorganized architecture marked by congestions and dilations of
the centrilobularvein therefore we conclude that the high-dose o-T hasn’t act like an
antioxidant but like a prooxidant leading to the appearance and the existence of severe

oxidative stress.

Finally, we can conclude that the dose of 700 mg of a-T / kg of food is the dose at

which the effect of a-T switches from the antioxidant effect to the prooxidant effect.

Keywords: oxidative stress, rat, antioxidant, pro-oxidant, alpha tocopherol, liver.
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Glossaire

Cataracte : est une affection de 1’ceil aboutissant a 1’opacité partielle ou totale du cristallin.
Le cristallin devenu trouble et opaque empéche la lumiere de se rendre au fond de 1’ceil et

altére la vision (Labbé et Boureau, 2007).

Hémochromatose : est une maladie génétique qui entraine une accumulation de fer dans
I'organisme et certains organes en particulier. Le foie, le pancréas, la peau, le cceur sont les

principaux organes touchés (Pascal et al., 2011).

Mucoviscidose : est une maladie génétique et héréditaire qui touche les cellules qui tapissent
différents organes tels que les voies respiratoires, le tube digestif, les glandes sudorales en
altérant leurs sécrétions (mucus, sueur, ...). Elle est appelée fibrose kystique (cysticfibrosis)

dans les pays anglo-saxons(Hubert ,2005).

Psoriasis : est une maladie inflammatoire fréquente atteignant essentiellement la peau et
parfois les articulations. Caractérisé, dans sa forme la plus fréquente, par des plaques
érythémato-squameuses bien limitées associées a une prolifération exagérée des kératinocytes
de I’épiderme, une inflammation et une hyper vascularisation du derme superficiel(Masson

etal., 2016).

Sclérose latérale amyotrophique (SLA), ou maladie de Charcot: est une maladie
neurodégénérative caractérisée par un affaiblissement puis une paralysie des muscles des
jambes et des bras, des muscles respiratoires, ainsi que des muscles de la deglutition et de la
parole. Les fonctions intellectuelles et sensorielles ne sont pas touchées. C’est une maladie
évolutive grave résultant d’une destruction des cellules nerveuses (neurones), qui réduit

I’espérance de vie des personnes atteintes (Pradat etBruneteau, 2006).

Thalassémie : constituent un ensemble de maladies héréditaires du sang causée par le géne
qui controle la production d’hémoglobine. Thalassémie est I’absence ou ladiminution de la
biosynthése d’une ou plusieurs chaines de I’hémoglobine. Treés schématiquement en distingue

donc des a et des B thalassémie (Rochette et Charbitte, 1990).
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Introduction

Tout le systeme biologique est basé sur le fait que les électrons sont habituellement
appariés, c’est-a-dire associés par paires sur les orbitales des atomes et des molécules. Un
radical libre est une molécule ou un atome qui contient un électron célibataire sur une
orbitale, I’oxygene moléculaire présente la particularité d’étre un élément indispensable et
toxique a la fois pour I’homme, il est sans doute le composé dont le pouvoir oxydant est le
plus puissant parce qu’au niveau de la couche externe de I’atome d’oxygene, deux électrons
seulement sont appariés, alors que deux électrons sont célibataires (Leverve, 2006).
L’oxygéne moléculaire peut se transformer dans 1’organisme en anions superoxydes, pour
générer d’autres espeéces réactives oxygénées (ROS) (Daumbadouard, 2006) et il peut
également générer d'autres radicaux libres a partir de l'azote, classés dans la famille des

especes reactives d'azote (RNS) de nature radicalaire ou non (Li et al., 2013).

Dans les cellules intactes, il existe un équilibre entre la formation et I’élimination des
radicaux libres. Cependant, cette balance peut s’orienter vers la formation excessive des
radicaux libres ou quand la concentration des antioxydants diminue. Cet état est appelé « le
stress oxydatif », et il peut d’autre part provoquer de séricux dommages Si ce dernier est
massif et prolongé (Shinde et al., 2012).Pour équilibrer la balance du stress oxydant,
I’organisme a développé ses propres systeémes de défense antioxydants. Parmi ces systémes,
on a les systétmes enzymatiques, notamment le superoxydedismutase (SOD), la catalase
(CAT), la glutathion peroxydase (GPX) et les systtmes non enzymatiques exemple le
glutathion (GSH) et le coenzyme Q10, sans oublier les antioxydants d’origine végétale
comme les flavonoides, la vitamine E (alpha-tocophérol), I’acide ascorbique et les

caroténoides (Laguerre et al., 2007).

Les propriétés antioxydantes de la vitamine E qui font I’objet d’une large majorité des
travaux effectués actuellement sur cette vitamine, c’est 1’antioxydant majeur des milieux
lipidiques (huiles, membranes biologiques, lipoprotéines), elle pourrait augmenter l'activite
enzymatique antioxydante de la SOD et la CAT (Margaritis et al., 2003; Lyn Patrick,
2006).Cependant, la capacité que la vitamine E puisse agir en tant que prooxydant et
augmenter la peroxydation lipidique est bien connue in vitro (Bowry etal., 1992). Des études
sur des LDL isolées (Thomas et al., 1996), ont montré que de fortes doses en vitamine E
avaient un effet prooxydant. La cause de cette activité prooxydante et I’interaction du radical

tocophéroxyl avec des radicaux peroxyles ou avec des acides gras polyinsaturés dans des

Y

LDL, cette réaction mene a lI'accumulation des hydroperoxydes (Mukai, 1993).




Introduction

C’est dans cette optique que le présent travail a été réalisé¢, dont 1’objectif est
d’étudiéd’une part l'effet de la supplémentation de doses différents en a-T
(500,600,650,700,750,800,850,900,950 et 1000 mg/kg d'aliment) sur I’histologie du tissu
hépatique de rats Wistar traités pendant 12 semaines et d'évaluer d’autre partcertains

paramétres du stress oxydatif (malondialdehyde, la catalase et les protéines).
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1.1.Généralités

En 2012, Lavoie a défini la notion de stress oxydatif comme ’incapacité de 1’organisme
a se défendre contre 1’agression des especes réactivées de 1’oxygénée (ERO), en d’autres
termes, le stress oxydant se caractérise par un déséquilibre entre la production des radicaux
libres (RL), et les molécules antioxydants en faveur des oxydants; Cette rupture d’équilibre
peut résulter d’un dysfonctionnement de la chaine mitochondriale, d’inactivation du systéme
enzymatique ou d’intoxication par des métaux lourds « fer, cuivre et magnésium » (Pincemail
et al., 2002).

Lorsqu’un état de stress oxydant s’établit dans la cellule, les radicaux en exceés sont
susceptibles d’attaquer les cibles cellulaires, ce qui a pour conséquence des dommages

oxydatifs au niveau des lipides, des protéines et des acides nucléiques(Bonnefont, 2013).
I.2.Les radicaux libres
1.2.1.Notions sur les radicaux libres

Selon Carriere et al.(2006), un RL est une espece chimique, neutre ou chargee, qui a la
particularité de porter un électron célibataire (ou non apparié) sur sa couche externe. Cette
absence d’appariement lui confére une grande réactivité et donc une durée de vie trés coutre
de I’ordre de 107 & 10°® secondes (Halliwell, 1996a).En effet, un RL aura toujours tendance a
remplir son orbitale pour devenir plus stable : il va donc se comblé soit par 1’acceptation d’un
autre électron soit par le transfert de cet électron libre sur une autre molécule ou bien scission
homolytique des liaisons covalentes, ce qui le rend instable et lui procure une grande
réactivité vis-a-vis des molécules environnantes, il se stabilise au détriment de la molécule

voisine qui devient a son tour un radical libre et ainsi de suite (Fontaine, 2007).

Les RL sont indisponibles a la vie parce qu'ils participent au fonctionnement de
certaines enzymes, a la transduction de signaux cellulaires, a la défense immunitaire contre les
agents pathogenes, a la destruction par apoptose des cellules tumorales, au cycle cellulaire, a
la différentiation cellulaire, a la régulation de la dilatation capillaire, au fonctionnement de

certains neurones. Mais de fagon générale, les RL contribuent au stress oxydatif par une série

G,

de réactions en chaine (Guillouty, 2016).
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1.2.2.Classification des radicaux libres

Selon Halliwell (1994), il existe trois principales catégories de RL :

= Les radicaux primaires, qui sont un ensemble restreint de composés radicalaires qui
jouent un réle particulier en physiologie. Ces radicaux primaires dérivent de I'oxygene
(les ERO) par des réductions a un électron tels I'anion superoxyde (O;") et le radical
hydroxyle (OHe), ou de l'azote(les espéces réactive de I’azote ou ERA)tels que le
monoxyde d'azote (NOe).

= Les radicaux secondaires sont les autres radicaux libres qui se forment par réaction de
ces radicaux primaires sur les composés biochimiques de la cellule.

= Les radicaux précurseurs, espece non radicalaire issues de la réduction de dioxygéne
(cas de H,0y).

1.2.2.1. Espéces réactives d’oxygénées

D’apres Kalam et al. (2012), les ERO sont produits par la réduction de 1’05, d’une
part lors de la production par la mitochondrie d’énergie mobilisable par la cellule, d’autre
part dans diverses réactions enzymatiques ; Ce sont des sous-produits chimiquement

réactifs du métabolisme aérobie normal et de I’exposition au xénobiotiques (Neelam et
Krishnan, 2014).

Pour des raisons de commodités nous ne détaillerons que quelque espece a savoir :

A. L’anion superoxyde

L’anion superoxyde (O;") est une ERO primaire chargé négativement formé a partir de
I’oxygéne moléculaire O, principalement par six 6 voies enzymatiques faisant intervenir le
systeme xanthine oxydase, la chaine mitochondriale et le cytochrome p450, la NADPH
oxydase (production massive et limitée dans le temps), les cyclo-oxygénase et lipoxygénases
(Delbosc et al.,2001). Il posséde la plus faible réactivité vis-a-vis des substrats bio-organiques

en raison, d’une vitesse faible constante (Migdal et al., 2011).

-t
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L’0O;" est cependant hautement réactif avec certains métaux de transition comme le
cuivre, le fer et le manganése (Abreu et al., 2010). L’O," ne traverse pas rapidement la
membrane plasmique et se dismute spontanément au pH physiologique en produisant du
peroxyde d’hydrogéne (H,O5), selon la réaction(1):0; + e —0 ,"(1)

B. Le peroxyde d'hydrogene

Selon Halliwell et Gutteridge(1999), le H,O,n’est pas une espéce radicalaire, il n’est pas
chargé et peut donc diffuser trés facilement a travers les membranes biologiques, de ce fait
son action n’est pas restreinte a son lieu de production mais peut se dérouler dans différents
compartiments cellulaires tel que le noyau; Il peut causer des dommages a la cellule a une

concentration relativement faible (10uM) (Phaniendra et al., 2015).

Le H,Oest produit a partir du radical O;" en solution aqueuse, cet ion provoque la
dismutation de H,O pour former du H,Oet de 1’0, (la réaction 2) (Halliwell et Gutteridge,
1984):2 0,7+ 2 H'—22_©0, + H,0,(2)

Le H,O, est réduite en eau par une voie enzymatique par la catalase (dans les

Peroxysomes) et le glutathion (Rao et al.,2011).
C. Le radical hydroxyl

Le radical hydroxyl (OH") est le radical le plus dangereux dans 1’organisme, un oxydant
trés puissant et extrémement réactif d’une demi-vie de 10 %sec (Maestre, 1991). De ce fait, il
est capable de réagir presque avec tous les composants cellulaires par échange d’électron,
addition sur les doubles liaisons ou arrachement d’atome d’hydrogéne conduisant a la
formation des RL secondaires et réagit indifféremment avec tous les macromolécules (Migdal
et Serres, 2011).

L’OH se forme principalement & partir de 1’0O,*’et d’H,O, au cours de la réaction de
Haber-Weiss (réaction 3) en présence des ions ferriques :
0," + Fe** — 0y + Fe®*
Fe?" + H,0,— Fe** + OH’ + OH Réaction de Fenton
©)

02" + H,0, -OH'+ OH+ O,Réaction d’Haber-Weiss

- c,
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D. Radicaux alcoxyle et peroxyle

Les radicaux peroxyles (ROO")sont des radicaux secondaires issus de I’addition de
I’oxygéne sur les radicaux centrés sur le carbone (R"),les radicaux R’correspond a un acide
gras polyinsaturé, issus de I’action des radicaux OH" sur les substrats biologiques (par

arrachement d’atome d’hydrogene ou addition sur les doubles liaisons).

Plusieurs modes d’actions sont décrits pour les propriétés oxydantes des radicaux
ROOQ"transfert de charge (arrachement d’un électron) ou d’un atome d’hydrogéne
(arrachement d’un atome H) réactiond4, addition sur les doubles liaisons (réactions
intramoléculaires ou intermoléculaires) réaction 5 et formation d’endoperoxydes radicalaires
ROOR’ (Gardés-Albert et al., 2003).RH + HO'—R'+ H,0 (4) ; R" + 0,—R0O0’(5)

E. L’oxygene singlet

L'O,c’est un agent oxydant trés puissant qui peut directement oxyder des protéines,
I'ADN et des lipides et causer des dommages tissulaires (Halliwell, 2006). Une année plus
tard, Halliwell et Gutteridge disent qu’il correspond a une forme excitée de I’oxygene O, il
possede la méme structure €lectronique que 1’oxygene mais ‘agencée’ différemment, a savoir
que les €lectrons de la couche externe initialement non appariés se sont appariés, il n’est donc

pas radicalaire, son état ‘excité’ lui confere un potentiel oxydant supérieur a celui de 'Oy .

L’'0, est également formé in vivo par l'activation des neutrophiles, des éosinophiles et
par certaines d’autres réactions enzymatiques catalysées par des enzymes, telles que les
lipoxygeénases, les dioxygénases et la lactoperoxydase (Phaniendraetal., 2015).

Un récapitulatif des principales ERO et son Origine est présenté dans la figure 01 :

Superoxyde Réaction de Fenton Catalase

dismutases (Fe® : Cu) Glutathion peroxydase
Oxygdne Radical Peroxyde Radical Eau
Yg superoxyde d’hydrogéne hydroxyd
O » 0 - H_ O —— = H_0O
: + e 2 ore (+ 2H") Bz + e OH + e (+ H") z

Figure 01:Origine des espéces réactives de 1’oxygene (Migdal, 2011).
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1.2.2.2. Espéces réactives de I’azote

Les métabolites dérivés de I’azote sont nommés espéces réactives de 1’azote (ERA); il

s’agit du monoxyde d’azote (NO") et du peroxynitrite (ONOQ").

A. Monoxyde d’azote ou I’oxyde nitrique

D’aprés Ali et al., (2015),le NO’ est le principal dérivé réactif d’azote, il constitue la
source principale pour générer d’autres ERA; le NO® est synthétisé a partir de I'acide aminé

L-arginine par de nombreux types cellulaires.

La synthese se produit a travers des synthases d'oxyde nitrique (NOS) de trois types
principaux: NOS neuronal (NOS1), la NOS2 produite dans des conditions inflammatoires
et la NOS3 endothéliale (Powers et Jackson, 2008).
Réaction 6: L-Arginine+O,+NADPH—N9° 1 Citrulline+NO*+NADP* (6)

Le NO’ lui-méme se caractérise par une diffusivité élevée, une réactivité limitée et une
demi-vie qui n’excéde pas quelques secondes, il n’est donc pas particulierement délétére pour
les structures cellulaires (Blanc et al., 2005).

B. Peroxynitrite

Le peroxynitrite  OONO™ est un oxydant puissant et diffusible, capable
d’endommager de nombreuses molécules organiques. Il est formé par 1’association entre
0O,* et NO*® (Haleng et al., 2007). Réaction 07 : O,* + NO*— ONOO™ (7)

Le OONO" est produit dans des cellules contenant des enzymes NOS, tels que le muscle
lisse ou les cellules endotheliales, et en particulier lors de la réponse inflammatoire (Piechota-
Polanczyk et al., 2014).

» Un récapitulatif des principales ERO et de leurs propriétés est présenté dans le

Tableau I (annexe A).

7,
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1.2.3. Rdle physiologique des radicaux libres

= Selon Favier et al., (2003), la production de grande quantité d’O," par la NADPH
oxydase (NOX) dans les cellules phagocytaires en cas d’inflammation représente une
premiére barriere de défense vis-a-vis des agents pathogenes: c’est «le burst oxydatif».

= Les mécanismes radicalaires des ERO sont largement impliqués dans le processus
dégénératif, dans de telles situations, la protéine Ps3 sensible aux dommages causés a
I’ADN, est capable de déeclencher la mort cellulaire programmée pour éviter la
transformation oncogénique, le géne codant pour la protéine Ps3 est par ailleurs
qualifié de géne suppresseur de tumeurs et dénommé « gardien du génome » en raison
de sa capacité a déclencher I’apoptose dans les situations critiques (Wolyniec et al.,
2009).

= Les RL induisent I'expression de nhombreux genes par l'intermédiaire d'une part des
voies de signalisation impliquant les MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinases)
mais aussi en agissant plus directement sur les facteurs de transcription comme I'AP-1
(Activator protein 1) et le NF-kB (Nuclear Factor kappa B) (Uchida et al., 1999 ;
Cyrne et al.,2013).

= Larégulation des cascades de signalisation intracellulaire dans divers types de cellules
(Pham—Huy et al., 2008).

= Les RL sont impliqués dans le mécanisme de la contraction musculaire, certaines
études scientifiqgues ont montré que les RL agissent sur le couplage excitation
contraction au niveau des fibres musculaires (Close et al., 2005); Dans ce contexte,
Favero et al.(1995),ont montré que les radicaux H,O, favorisent la libération du Ca**

au niveau du réticulum sarcoplasmique et stimulent I’ouverture des canaux calciques.

En finalité, les ERO et les ERN a des niveaux faibles ou modéres sont vitales pour la santé

humaine.
1.2.4.Source de radicaux libre

Les RL sont produits par un grand nombre de mécanismes tant endogenes qu’exogenes

par I’organisme soit par l’activation des mécanismes de défense cellulaire ou signaux

-,

intracellulaire
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1.2.4.1. Source endogéne

La formation endogene de radicaux libres s'effectue au niveau de diverses voies :

A. Mitochondrie

La mitochondrie est le principal organite producteur d'énergie sous forme d'ATP, elle
est aussi considérée comme la plus grande source de production des ERO (de I’ordre de 0,2 a
0,4% de I’oxygéne consommé) (Sanz, 2008). 1l a été démontré que les complexes | et 111 de la
chaine respiratoire (figure 02) sont responsables de la production d’anion superoxyde O3, qui
est ensuite rapidement converti en H,O, par le superoxyde dismutase (SOD) (Barja,1999 ;
Sanz et Stefanatos, 2008).

) |

‘ si3i{ complexelil ate i
| Comolexe UUULL] NV Usynthase JUULILI
I - .
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~

v O, IH:O “i’/ ﬁ \\I

H* \\)f//
ADP + Pi ATP

O,*; H,0O, H*

Figure 2 : Représentation schématique d’une partie de la chaine respiratoire mitochondriale
(Valko et al., 2006).

B. NADPH oxydase

La nicotamide adenine dinucléotide phosphate oxydase (NADPH oxydase) est une
enzyme membranaire qui catalyse la reduction mono-électronique de 1’0, (réaction 08)
NADPH + 2 0,—»NADP" + H" + 2 0, (08)
En utilisant le NADPH ou le NADH comme donneur d’électrons entrainant la

formation des radicaux O," (Maghzal et al., 2012).

0,
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C. Cytochromes P450

Le systeme microsomal monooxygénase cytochrome P450 dépendant (MMO)est I'un
des principales sources des ERO dans le réticulum endoplasmique, notamment le H,O,(Di
Meo et al., 2016).

Les cytochromes P450sont des enzymes qui catalysent I’hydroxylation de leur substrat
(RH), en utilisant le NADPH comme donneur d’¢lectrons (réaction09) (Slaughte et al., 1995).
RH + O, + NADPH" + H* —ROH + H,0 + NADP" (09)

D. Xanthine oxydase (XO)

Selon Harrisson et al., (2002), la xanthine oxydase (XO) est une enzyme qui génére des
RL en réduisant I’hypoxanthine en xanthine et la xanthine en acide urique. Cette enzyme est
présente dans le sang, les cellules endothéliales et aussi dans le foie. La localisation cellulaire
de la XO est essentiellement cytoplasmique. La production des RL par la XO est faible au

repos, mais elle joue un réle important lors de I’ischémie-reperfusion (Heunks et al., 1999).
1.2.4.2. Source exogene
L’organisme humain est exposé a 1’agression de différents agents capables d’induire

la génération des radicaux libres.

Tableau I: Les principales sources exogenes de radicaux libre.

Source exogéne de RL

Physique Les rayonnements UV, les radiations ionisantes provoquent également la génération de

radicaux libres dérivés de 1’oxygene (Afonso et al.,2007).

Chimique Pesticides, les polluants (fumée de cigarette, pollution atmosphérique (SO,, NO,, O,
hydrocarbures), métaux occupationnels (métaux de transition tels le mercure, le fer, le
cadmium et le nickel, arsenic, amiante) et le CO, atmosphérique (Wageset al., 2014).

Les métaux lourds ayant une grande affinité avec les groupements sulfhydryles (-SH), ils

inactivent facilement les antioxydants contenant du soufre (Valko et al., 2005).

Biologique Virus, bactéries, réactions immunologiques, fuite des électrons.
Alimentaire Les médicaments (traitements contre le cancer, psoraléne), I’ingestion d’alcool (Moller
etal., 1996).
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1.3. Effet du stress oxydant sur les macromoléecules

Les ERO seront a la base de dégats cellulaires importants, en inactivant des protéines ou
encore en induisant des processus de peroxydation lipidique au sein des acides gras
polyinsaturés (AGPI) de la membrane cellulaire ou des lipoprotéines et en provoquant des

mutations au niveau de 1’acide désoxyribonucléique (ADN) (Pincemail et al.,2001).

1.3.1.0xydation des lipides

L’oxydation des lipides ou peroxydation lipidique, correspond a la détérioration
oxydative de doubles liaisons d’acides gras insaturés que 1’on trouve dans les AGPI; Ceux-Ci
pourraient subir des attaques radicalaires et générent des peroxydes lipidiques qui sont eux
méme tres réactifs. On distingue 2 formes d’oxydation des AGPI : la forme enzymatique et la
forme non enzymatique. L’oxydation non enzymatique des AGPI se fait soit par photo-
oxydation par 'oxygéne singulet ‘O, (Girotti et al., 1990),s0it par auto-oxydation par
I’oxygene triplet 30, (Porter et al., 1995).

Le mécanisme radicalaire comporte trois €tapes successives : 1’initiation, la propagation et la
terminaison (tableau I1).
Tableau Il: Les différentes phases de la peroxydation lipidique en présence d’ERO et leurs

réactions chimiques

Phase d’oxydation lipidique Réaction(s) chimique(s)
Initiation RH+ HO: ———= R+ H,0
Propagation R-+0,— 5 ROO

ROO- + RH —»ROO0OH + R

Terminaison R +R —— = RR
ROO + R* ——— ROR
ROO- + ROO- —s ROOR+ O,

(Valko et al., 2006).

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 tres reactif vis-a-vis de 1’oxygeéne et qui va donc se

transformer en radical ROO’ (Hannebelle et al.,2004).
11
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b. Phase de propagation: Au cours de cette phase le radical lipidique (R’) réagit avec
une molécule d’oxygeéne pour former un radical ROO". Le radical ROO" est
suffisamment réactif pour arracher un H* & un AGPI voisin et former un
hydroperoxyde lipidigue (ROOH). Dans ces conditions, une réaction en chaine

s’installe, propagée par les radicaux R et ROO’ (Delattre et al., 2005).

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

donner une espece moléculaire ou par intervention d’un composé antioxydant

(Hannebelle et al., 2004).

Par ailleurs, le R* peut aussi se transformer en endoperoxyde, qui, en présence
d’oxygene, va conduire a la formation de divers produits, dont notamment des aldéhydes

hautement cytotoxiques et mutagenes, (4-hydroxynonénal, malondialdéhyde) (Favier, 2003).

La réaction de peroxydation se termine lorsque deux radicaux lipidiques se rencontrent
ou lorsque le radical lipidique interagit avec un antioxydant liposoluble tel que la vitamine E
(Delattre et al., 2005).

1.3.2 .Protéines et acides aminés

D’aprés Poisson (2013), I’oxydation des protéines et des acides aminés par les ERO
aboutit a la formation de produits carbonylés et hydroxylés. Les acides aminés soufrés dont la
cystéine et la méthionine, les acides aminés basiques (arginine, leucine) et les acides aminés
aromatiques tels que le tryptophane, la phénylalanine et la tyrosine sont plus particulierement

sensibles a ces phénomenes.

L’oxydation des protéines peut avoir lieu a deux niveaux différents : celui qui casse les
liaisons peptidiques et modifie la chaine peptidique et celui qui modifie les peptides par
addition de produits issus de la peroxydation lipidique (exemple: 4-HNE). Ces modifications
conduisent a une altération structurale des protéines dont les conséquences sont majeures :
perte de fonction catalytique, augmentation de la sensibilité aux protéases...etc (Stadtman
et al., 2000).
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1.3.3. Les glucides

En (2007), Halliwell et Gutteridge énoncent que les cibles glucidiques sont
essentiellement le glucose et les protéoglycanes du cartilage, 1’oxydation au sens large du

glucose est aussi appelée «glycosoxydation», elle se fait en deux mécanismes possibles :

- soit oxydation au sens strict du glucose, donnant des dérivés carbonyles susceptibles de
réagir avec une protéine, pour aboutir a la formation de «Produits Finaux de Glycosylation»
(PFG).

- soit formation d’une liaison covalente entre un ose et les groupements amines libres d’une

protéine : on parle de «glycosylation non-enzymatique des protéines», cela forme une protéine

glyquée, qui peut étre attaquée par des ERO telles que HO  ou NO3™ pour former des PFG.

1.3.4.0xydation de PADN

Les attaques radicalaires de ’ADN peuvent étre classées en quatre catégories selon le

type de dommages causés (figure 03)
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Figure 03: Types de Iésions de I’ADN provoqués par les attaques radicalaires (Favier, 2003).

e Les modifications des bases azotées en particulier la guanine. Cela entraine un non-

appariement des bases, ou un mauvais appariement, ou encore un blocage de la réplication

de I’ADN (Halliwell, 1999).
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e La formation de sites abasiques due a la rupture de la liaison N-glycosidique entre le
désoxyribose et la base azotée (Kryston et al., 1999).

e La formation d’adduits due aux aldéhydes issus de la peroxydation lipidique en particulier
le 4-hydroxy-2-nonénal (4-HNE) et la malondialdéhyde (MDA) (Marnett, 1999).

e Les pontages ADN-protéines : les RL peuvent agir indirectement en attaquant les

protéines qui sont en contact de I’ADN : histones, enzymes et facteurs de la réplication ou

de la transcription ..

. Les protéines oxydées réagissent alors avec I’ADN formant des

pontages ADN-protéines (Oleinick et al., 1987).

Les conséquences des RL sur I’ADN peuvent participer a une mutagénése, a un arrét
des divisions cellulaires par blocage des mécanismes de réplication, a un arrét de la synthése
protéique par blocage des mécanismes de transcription/traduction, et enfin a une mort
cellulaire (Cooke et al., 2003).

I.4.Pathologies liées aux stress oxydant

Selon Defraigne et Pincemail (2008), le stress oxydant n’est pas une maladie en soi, il
constitue un terrain favorable au développement de pathologies diverses (Tableau I11)
Tableau I11: les différentes maladies liées au stress oxydatif

Maladies entrainant
un stress oxvdant
secondaire

Maladies ou le stress
oxydant fait partie
des facteurs
declencheurs

Maladies o le stress
oxydant est la cause
primordial

Maladies dues a
une production
insuffisante de
radicaux libres

¥ Agranule ¥ Cancer v Maladie v Diabete
matose ¥ Auto-immunité d’Alzheimer v Insuffisance
septique v" Cataracte v Stérlite rénale
v Psoriasis v Dégénérescence masculine v Mucoviscidose
maculaire v Maladies v Sida
v Sclérose latérale virales : EBV. v Choc septique
amyotrophique HBV v Infarctus de
v" Photo- v Rhumatismes myocarde
vieillissement v Athérome v Parkinson
cutané v Asthme v Ischémies/repe
v" Photosensibilisation ¥ Insuffisance rfusion
v Irradiation respiratoire v Brilures
¥ Intoxication : CCla, v thalassémie
Fe. Cd. alcool v Greffe
v Hémochromatose d’organes

(Favier, 2006)
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e [’oxydation des lipides et celle de ’ADN via la formation de dérivés toxiques de
I’oxygeéne sont respectivement impliquées dans le développement de maladies
cardiovasculaires et du cancer (Lesgards et al., 2002).

e Le role du stress oxydant dans la relation syndrome métabolique — diabete de type Il —

maladies cardiovasculaires est de plus en plus établi (Kusano et Ferrari, 2008).

e Les maladies dégénératives seraient imputables au stress oxydatif généré par les
RL (Lesgards et al., 2002).

Par conséquent, il est de plus en plus évident que nos défenses naturelles ne suffisent
plus a combattre ces ennemis ; Nous observons aujourd'hui un déséquilibre en faveur des RL
sur les défenses naturelles de I'organisme. Cette montée en faveur des RL explique, en partie

du moins, la recrudescence des cas d’Arthrose et polyarthrite rhumatoide (Henrotin

et al., 2005) et de I’Inflammation (Zafrilla et al., 2002).
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I.1. Rappels sur les Antioxydants

L’organisme est dot¢ d’un ensemble de systemes 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 oxygene, retarde ou inhibe

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

Selon Pincemailet al. (2012), les cellules utilisent ainsi de nombreuses stratégies
antioxydantes et consomment beaucoup d’énergie pour controler leur niveau d’ERO. La
nature des systémes antioxydants différe selon les tissus et les types cellulaires et selon qu’on
se trouve dans le milieu intracellulaire ou extracellulaire (figure 04). Ils sont composés
d’enzymes (SOD, CAT, GPx,...), de vitamines (E, C, A), d’oligoéléments (le sélénium, le fer,
le cuivre...), de protéines (la ferritine, albumine, la transferrine...) En situation physiologique,

ces systémes antioxydants ont la capacité de réguler parfaitement la production des ERO.

I 1
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| | [ |
Enzymatiques  Non enzymatiques Lipophiles Hydrophiles
* SuperOxyde o Glytathion (GSH) ~ Vitamine E = Polyphénols
Dismutase (SOD) r _.’\_lhun“nc # \.’itanlincrl\ # Vitamine C
* Glutathion = Bilirubine r Caroténoldes L
, i t Jes oéléments (Se
Peroxydase (GPy) ’ (\ncn?}'mc Q10 e ‘,; Ohgoéléments (Se,
» Catalase (CAT) |: €. ungue n _etc)
) ic ...
Etc ...

Figure 04 : Différentes sources d’antioxydants dont dispose 1’organisme pour répondre aux

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

En 1996, Halliwell énonce que les mécanismes d’action d’un antioxydant peuvent
comprendre : le piégeage direct des RL, D’inhibition des enzymes responsables de la

production des RL et La protection par les systemes de défense antioxydants.
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I11.2.  Systémes antioxydants enzymatiques

Les antioxydants enzymatiques sont considérés comme la premiére ligne de défense de
notre organisme contre les différentes especes oxydantes, leur r6le principal est de diminuer la
quantité des ERO dans la cellule (figure 05).

Fe(lll) + OH +"OH = Oxidative Damage
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Figure 05 : les principales enzymes antioxydant (Hermes, 2005).

A. Superoxydes Dismutases

Selon Levineet al. (2000), il existe plusieurs SOD qui different par leur cofacteur
(Manganeése, Cuivre ou Zinc), leur structure et leur localisation cellulaire : la SOD a cuivre et
a zinc (SODL1) dans le cytosol, la SOD a manganese (SOD2) dans les mitochondries, la SOD
a cuivre et a zinc extracellulaire (SOD3).

D’aprés Halliwell (1994), les (SOD) sont des métallo-enzymes qui catalysent la
dismutation des anions O en H,0; et en Oy(réaction 10), elle est 10000 fois plus rapidement
que la dismutation spontanée de ’anion O,"" (Nimse et al., 2015).

20,7 +2H_ %P L H,0,+0," (10)

T,



Syntheése Bibliographigue Chapitre 11 : Les Antioxydants

B. La catalase

En 2004, Wassmann et al. montrent que la CAT est une enzyme héminique, car elle
possede un atome de fer qui participe a la fabrication de I’héme, sa masse moléculaire est de
220 000 Da; La CAT est formée de quatre chaines polypeptides, chacune porte un groupe
héme (Fe), qui constituent les sites actifs de la catalase qui a une trés grand affinité pour
I'H,O2En éliminant I’H,0,, la CAT détoxifie indirectement la cellule des O, qui sont
transformés en H,0, par les différentes SOD (réaction 11) :2H,0, —<2T 32H,0 + 0,°(11)

C’est une enzyme qui posséde un turnover important: une molécule de CAT peut

convertir en une minute environ 6 millions de molécules de H,O, (Valko et al., 2006).
C. Glutathion peroxydases

Le GPx est un systéme de défense trés important car, il protege I’organisme non
seulement contre les radicaux oxygénés mais aussi contre les peroxydes ou le NO et aussi
contre les peroxydes organiques formés par oxydation des acides gras ou du cholestérol, leur

réle est d’assurer la réduction du H,O,(Francesco et al., 2004).

Selon Haleng et al. (2007), la glutathion peroxydase (GPXx) est une sélénoprotéine (cing
isoformes) qui réduit les H,O, aux dépend de son substrat spécifique GSH. La réaction
miseen jeu est le suivant:  H,0, +2 GS S92 H,0 + GSSG  (12)

La GSH intervient également dans le cycle de régénération de 2 vitamines
antioxydantes: la vitamine E et la vitamine C ; par ailleurs le GSSG permet une protection des
groupements thiols des protéines : il y a formation d’une liaison réversible entre le GSSG et

un groupement thiol (Powers et al.,2008).

I1.3.  Systémes antioxydants non enzymatiques

L’action protectrice des enzymes est complétée par des molécules antioxydantes

pouvant étre d’origine endogeéne, ou exogeéne (Moure et al., 2001; Pincemail et al., 2007).
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a. L’acide urique: Issu du catabolisme des purines ; Comme pour tout couple acido-
basique ’une ou I’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’électrons capable ainsi de stabiliser les radicaux HOe, ROQ’, et o, (Powers
et Jackson, 2008).

b. La bilirubine: Est un produit terminal de la dégradation de 1’héme et résulte
essentiellement du catabolisme de I’hémoglobine par les cellules réticuloendothéliales,
composé non hydrosoluble, elle se lie a I’albumine dans un rapport steechiométrique,

ce qui empéche sa pénétration dans des tissus riches en lipides tels que le cerveau. La
bilirubine est capable de piéger ROO™ et 1''O,. Ainsi, elle protége 1’albumine et les

acides gras liés a I’albumine des attaques radicalaires (Haleng et al., 2007).

c. Coenzyme Q10: L’effet antioxydant de coenzyme Q10 s’exerce au niveau de I’ADN
et des protéines, étant donné qu’il est un antioxydant liposoluble endogene (Bentinger
et al., 2010). Le Q10, appelé ubiquinone en raison de son ubiquité dans les cellules, est
un dérivé benzoquinoligue avec une longue chaine latérale isoprénique ; cette chaine
latérale confere a la molécule un caractére lipophile qui lui permet de s’insérer dans
les membranes et les lipoprotéines; Il appartient a la chaine respiratoire mitochondriale
et permet le transport d’électrons des complexes I et II vers le complexe III, le Q10
est un puissant inhibiteur de la PL en synergie avec la vitamine E ; Il est également
impliqué dans la régeénération de la vitamine E, ce qui amplifie son rdle protecteur
contre les ERO (Suzuki et al., 2011).

d. L’albumine : agit comme antioxydant et protecteur de 1’organisme grace a la cystéine
qui contient de nombreux groupes thiol, ceci lui permettrait d’agir directement sur les
ERO (Lamprecht et al., 2004). C’est la proteine la plus abondante dans le sang
synthétisé par le foie avec de poids moléculaire 66 KDa; c’est une protéine possédant
de nombreuses fonctions au sein de 1’organisme. En effet, elle régule la pression

oncotique (Jennifer et al., 2014).
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11.4.Composés exogenes
A. Lavitamine E

Selon Annahazi et al. (2007), 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 ; en méme année Haleng et al. montrent que leur
caractére hydrophobe leur permet de s’insérer au sein des membranes riches en acides gras
polyinsaturés, ou ils jouent un rdle protecteur en réagissant avec les radicaux ROQOe+ pour

former un radical tocophéryle, empéchant ainsi la propagation de la peroxydation lipidique.
B. Lavitamine C ou acide L-ascorbique

Selon Haleng et al.,(2007), la plupart des mammiferes sont capables de synthétiser la
vitamine C dans leur foie ou dans leurs reins, ce n’est pas le cas de I’homme qui doit assurer
un apport journalier d’environ 100 mg via une alimentation riche en fruits et d’aprés Gulcin
(2012), la vitamine C est hydrosoluble et considérée comme étant 1I’antioxydant naturel le plus
puissant, présente sous sa forme ascorbate, elle piége les radicaux ROO’ en phase aqueuse
avant qu’ils initient la réaction de peroxydation lipidique protégeant ainsi les membranes et
les lipoprotéines PLP ; la vitamine C peut avoir un effet prooxydant et ainsi se lier avec des
ions métalliques dont Fe** pour le réduire en Fe** qui pourra ensuite catalyser différentes
réactions dont celle de Fenton générant ainsi de nouvelles ERO.

H,0, + Fe** —OH: + Fe** + OH(12)

La vit C inhibe également la peroxydation lipidique en régénérant la vitamine E a partir
de la forme radicalaire issue de sa réaction avec des radicaux lipidiques (Haleng et al., 2007).
Une vaste gamme de ERO (OH’, ROO", O,*, HOCI), les espéces réactives du nitrogene
(OONOQ)) et les radicaux dérivés des antioxydants (radicaux a-tocophéroxyl et l'urate) sont

éliminés par l'acide ascorbique (Pryor, 2000).

C. Lavitamine A
La vitamine A regroupe les rétinoides et les provitamines A aussi appelés caroténoides ;
la vitamine A est classé comme un supplément antioxydant elle est produite a la suite de la

dégradation de la B-carotene et elle est un caroténoide produit dans le foie ; ils sont capables
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de réagir avec les radicaux libres de trois maniéres : par le transfert d’électron, d’hydrogéne
ou par la liaison avec le radical. Ils sont également capables de régénérer la vitamine E et sont

eux-meémes régeneérés par la vitamine C (Hermes-Lima, 2004).

Il existe plusieurs membres dans le groupe des caroténoides, mais le caroténoide le plus
connu et ¢tudié est le P-caroténe, qui est un puissant antioxydant capable d'étancher

rapidement 'O, (Fusco et al., 2007).

Il existe autres antioxydants exogenes :

a. Les flavonoides : D’apres Kumar et al. (2013), les flavonoides a pour role protegent les
lipides contre des dégats oxydatifs par des mécanismes divers
- L’activation d'enzymes antioxydants.
- L’inhibition des oxydases.

- capables de piéger les RL directement, par le don d'un atome d'hydrogene.

b. Oligoéléments : le cuivre, le zinc, le manganeése, le sélénium et le fer sont des cofacteurs

pour maintenir I’activité catalytique de la CAT, SOD, GPx.
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I11.1. Historique

La vitamine E(C,H49OOH) a été découverte en 1922 par Herbert Evans et Karherine
Bishop; son rdle nutritif essentiel pour I’lhomme n’a été reconnu que tardivement (en 1968
par le National Research Council des Etats unis), ses propriétés antioxydantes sont
découvertes au cours des années 1950. On observe sa présence dans les structures
biochimiques condensées les plus sensibles a I’oxydation. A Partir des années 1980, ses

propriétés régulatrices vis-a-vis de la cellule ont été révélées (Léger, 2000).

La vitamine E existe sous multiples formes naturelles, qui comprennent : 1’a-tocophérol
(0-T), le B-tocophérol, le y-tocophérol, et de d-tocophérol (Cook-Mills et McCary, 2010).

La famille des tocophérols, ce nom proposé pour la premiére fois en 1936 par Evans et
collaborateurs, ce nom provient du grec tokos pour progéniture et pherein pour porter
(Cuvelier et al., 2003).

I11.2.  Structure chimique de la vitamine E

Sous le terme de vitamine, sont regroupées 4 formes de tocophérols (alpha, béta, gamma
et delta), et 4 formes de tocotriénols (alpha, béta, gamma et delta) (Cook-Mills et McCary,
2010) ; parmi les 4, I’a-T est la forme de vitamine E la plus présent dans 1’organisme, il est
aussi I’unité de mesure pour 1’apport nutritionnel recommandés et la teneur en vitamine E des
aliments (Dietrich et al., 2006).

La structure chimique des tocophérols se compose d’un cycle chromanol mono-, di-, ou
tri-méthyle auquel se trouve rattachée une chaine carbonée latéerale (chaine phytyle) saturée de
16 carbones (figure 06); Les tocophérols difféerent entre eux seulement par le nombre et
I’arrangement des groupements méthyles autour du cycle benzéne du noyau chromanol

(Cuvelier et al., 2003).
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Figure 06: Structure chimique des isoformes de tocophérol et tocotrienol (Iéger, 2000).
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I11.3. Propriétés physico-chimique

Tous les tocophérols se présentent, a la température ambiante, sous la forme d’une huile

visqueuse de coloration jaune pale. Ils sont insolubles dans I’cau, trés solubles dans les

graisses, les huiles et les solvants organiques (éthers, acétone, chloroforme, méthanol, alcools

méthyliques et éthyliques). Ils sont peu sensibles a la chaleur, a la lumiére et aux acides, mais

trés sensibles a 1’oxydation et aux bases. Les esters de tocophérols et notamment ’acétate de

dl-a-tocophérol sont relativement stables (Tableau IV) (Bourgeois, 2003).

Tableau IV: Propriétés physico-chimique de la vitamine E

Propriétés physico-chimiques

Nom chimique

Formule brute
Masse molaire
Masse volumique
Densite

Viscosite

Temperature de fusion
Temperature d’ébullition
Point d’éclair

Indice de refraction
Pka/pkb

Solubilité dans I’eau

Chaleur de vaporisation

2.5.7.8-tetramethyl-2-(4,8.12-
trimethyltridecyl)eroman-6-ol-acetate
C 20 Hsp O 2

430.7061 g/mol

0.947-0.951 g/em’

0.950 g/ em’

26600 mPa a 0°C

2120 mPa a 20°C

161 mPa a 60°C

3T

1.5045 (25°C)

11.40 (pka)

<0.1 g¢/'100ml a 17°C
83.5 KJ/mol

I11.4. Sources de la vitamine E

(Bourgeois, 2003).

Les tocophérols sont largement répandus dans les produits naturels d’origine végétale

ou animale. Les sources alimentaires les plus riches en vitamine E sont les céréales (seigle,

bl¢, avoine...) dont leurs germes, les fruits (bananes, fraise, melon...), la plupart des

oléagineux, dont leurs huiles (tournesol, soja, mais, olive, arachide...). On trouve de la

vitamine E dans les légumes a feuilles (salade, épinard, chou, poireau), dans la graisse

animale ainsi que dans le lait, le beurre et le fromage et également dans le poisson ; les

viandes, les ceufs, le foie (Ruiz et al., 2001).
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Tableau V: Les principales sources de vitamine E

Sources naturelles de | En mg pour 100g Sources naturelles de | En mg pour 100g
vitamine E vitamine E

Huile d’arachide 150 a 500 Huile d’olive 8-20
Huile de germe de blé 140 Haricot sec, petit 3-4

pois

Huile de soja 15-30 Cacao, farine de blé 3

Amande, noisette 15-20 Beurre, chou, lard 2-3
Germes de cereals 14-20

(Guerrero et al., 2001).

La vitamine E existe également sous forme synthétique : il s’agit du dl-alpha tocophérol

que I’on retrouve dans les suppléments en vitamine E.

On retrouve également 1’acétate ou le succinate de tocophérol. Bien que la forme

synthétique soit bénéfique, la forme naturelle est particulierement recommandée.

Les esters de tocophérols et notamment 1’acétate de dl-a-tocophérol sont relativement
stables par rapport a I’oxygene, la lumiere ou les U.V La synthése de I’acétate de tocophérol
est basée sur la condensation de la 2, 3,6-triméthyl-hydroquinone sur I’isophytol, aprés une
acétylation a D’anhydride acétique, on obtient de 1’acétate de tocophérol (Bourgeois,
2003).Les esters présents naturellement dans I’alimentation ou rajoutés, comme [’acétate,
doivent étre hydrolysés par une ester hydrolase pancréatique afin de permettre 1’absorption

des tocophérols libres (Lareal, 2011).

I11.5. Régénération de la vitamine E

Selon Miguel et al. (2017), 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.
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La vitamine E radicalaire est régénéreée par la vitamine C(figure 07)a I’interface
cytosolique de la membrane, et I’interaction entre 1’ascorbate (Asc) et le radical tocophéroxyl
serait facilitée par le positionnement d’un noyau chromanoxyle & proximité de la surface de la
membrane, la queue du tocophérol est bien ancrée dans la double couche lipidigue et le noyau
chromanol « flotte » comme un cerf-volant au contact de I’interface phase aqueuse/phase

lipidique afin de rendre accessible a ’ascorbate (Guilland, 2011).

Le réseau de balayage de la triade a-tocophérol- ascorbate - glutathion, permet de
réduire le radical tocophéroxyl par I’Ascorbate, tandis que le déshydroascorbate (DHA) est
formé (Szarka et al., 2012).

Y
HO"J  Initiation =
H N H 0'
H,0 RH= o NN RO = e NN
O
ROOH R’ " o
0, R = o NN ROOH = o KA
Propagation
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RH ROO
( Vitamin E-OH Vitamin C 2 GSH NADP'
No propagation \ :
Vitamin E-O° Vitamin Cr o GSSG NADPH+H
v
ROOH

Figure 07: D’activité antioxydante et régénération de la vitamine E pendant la

peroxydation lipidique. Vitamine E WWW.organostate .educ.

111.6. Métabolisme de la vit E

Chez les mammiferes, la vitamine E doit étre apportée par I’alimentation, soit sous
forme libre (vitamine E naturelle contenue dans les végétaux) soit sous forme estérifiée

(vitamine E de synthése).

Selon Bandt et al. (2013),Aprés hydrolyse intestinale et entérocytaire des esters, les

tocophérols sont transpostés dans le sang associés aux lipoprotéines; le taux d’absorption de

S
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I’a-T est voisin de 70% et est conditionné par la présence de sels biliaires, de lipase
pancréatique, est par la teneur en lipides de la ration alimentaire; Apres digestion, la vitamine
E est transportée par les chylomicrons et gagne la circulation générale par voie lymphatique

comme le montre la figure08.

L’a-T est incorporée dans les lipoprotéines de trés baisse densité (VLDL) via I’a-T
transfert protéine (a-TTP), selon un mécanisme non élucidé, ce qui va permettre sa
distribution aux tissu périphériques (Traber, 2007),aussi, la protéine de transfert plasmatique
des phospholipides (PLTP), facilite 1I’échange de I’a-T entre les lipoprotéines de haute densité
(HDL) et les lipoprotéines de baisse densité (LDL) (Lagrost et Masson, 2002).
Approximativement la moitié de 1’a-T plasmatique est présente dans les LDL et ’autre moitié

est distribuée entre VLDL et les HDL (Albahrani et Greaves, 2016).

Intestine
Enterocytes
™

aT passive absorbtion > Cre
y-T
Blood circulation WV
4 - X
Liver
e Extrahepatic tissues
aT | ——— aT ~
— > Lot <—}I
y-T M tabolites L-) [ Bile J
[ Urine excretion Jbl

a-T:a-Tocopherol, v-T: y-Tocopherol , CM: Chylomicron, CMR: Chylomicron remnant, o-TTP:a-
tocopherol transfer protein ,VLDL: Very low-density lipoprotein, LDL: Low-deansity lipoproteins

Figure 08 : métabolisme de la vitamine E (Albahrani et Greaves, 2016).

I11.7. R6le de la vitamine E

I11.7.1. Vitamine E en tant qu’antioxydant

Selon Landrier (2011), la fonction de la vitamine E au niveau de 1’organisme joue un
role protecteur efficace en empéchant la propagation de la peroxydation lipidique induite par

les ERO ; Le caractére hydrophobe de la vitamine E lui permet de s’insérer dans les
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membranes biologiques riches en acide gras polyinsaturé (AGPI), ou elle joue un réle
protecteur efficace en empéchant la propagation de la peroxydation lipidique induite par les
ERO.

La vitamine E exercerait son action antioxydante grace a sa chaine isoprénoide latérale,
qui lui permet de s’intégrer dans la bicouche lipidique, au niveau des zones hydrophobes. Il a
été démontré que tocophérol a la possibilité de se fixer dans les encoches formées par les
doubles liaisons des AGPI (Sakoubhi et al., 2008).

Les tocophérols ont des actions anti-infectieuses en stimulant le systeme de défense de
I’organisme. Ils diminuent le mauvais cholestérol (LDL) et empéchent également les
dommages dus a 1’athérosclérose et aux maladies cardiovasculaires. Ils jouent un role dans la

formation et le maintien des globules rouges dans le sang (Pincemail et al., 1998).

L’a-T est également capable de moduler la synthése endogéne de cholestérol
et d’oxystérols en modulant probablement le clivage des stérols response element Binding
proteins: SREBPs; Ces régulations géniques expliqueraient en grande partie les hombreux
effets non antioxydants de la vitamine E. Il est important de souligner que les mécanismes
moléculaires ne sont pas spécifiques a la vitamine E, celle-ci utilise des voies de signalisations
communes a de nombreux autres modulateurs de L’expression génique (Landrier et al., 2010).
Sur la base d’études épidémiologiques, Il a été postulé que la vitamine E pourrait avoir un rdle
bénéfique vis-a-vis des pathologies dégénératives (maladies Cardiovasculaires, pathologies
neurodégénératives, pathologies oculaires...) dans lesquelles les ERO semblent é&tre

impliquées (Bjelakovic et al., 2007).

La vitamine E augmente la production de la prostacycline, un puissant vasodilatateur et
inhibiteur de I’agrégation plaquettaire par les cellules endothéliales. Son rdle sur I’élasticité de
I’endothélium ainsi que dans le métabolisme des Eicosanoides expliquent son effet favorable
sur le processus athéromateux. Mais Inversement, il peut expliquer certaines hémorragies
cérébrales en particulier quand les doses sont trop importantes, c’est ainsi qu’en fonction du

terrain et de la dose, les résultats des études peuvent étre divergents (Ferry et al., 2012).

7,
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I11.7.2.  Vitamine E en tant que prooxydant

D’apreés Bowry (1992), L’a-tocophérol ne joue pas seulement un réle antioxydant pour
lutter contre le stress Oxydatif mais, elle possede aussi un effet prooxydant, une année plus
tard, Bowry et Stocker réalisent une expérience in vitro sur des LDL isolé de plasma humain
enrichis en a-T et sur le méme type d’échantillon vient de définir la théorie de « I'a-T
médiateur de peroxydation», Dans cette étude, ces auteurs montrent quel’a-T donne le radical

tocophéroxyl et que si ce Dernier n’était pas réduit il devenait prooxydant.

Plusieurs chercheurs ont montré que 1’a-T a forte concentration peut avoir des effets
néfastes et qu’elle agissait comme un prooxydant en absence de réducteurs de radical a-T
I’oxydation de I’a-T conduit a un radical a-T*, qui peut étre régénéré en présence de la
vitamine C ou d’autres réducteurs dont les thiols comme le glutathion, en 1’absence de ces
derniers, 1'a-T pourrait présenter des effets prooxydants démontrés in vitro (Landrier et al.,
2010) la figure(09).

LOOH

('

Radica

oxicdant

Figure 09: a- tocophérol médiateur de la peroxydation lipidique (Stocker et al., 1999).
Réaction pro- ou antioxydant sont montré en vert ; réactions prooxydantes sont indiquées en

rouge ; reactions antioxydante en bleu.

In vitro : En supposant qu'un radical ROO° frappe une particule de LDL et qu'il soit
incorporé, il va probablement réagir avec 'a-T pour donner un hydroperoxyde et le radical
a-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 ceeur lipidique des LDL, a I’abri de la rencontre avec un radical

ROOQO° dans la phase aqueuse externe (Alessi et al., 2002). Cette durée de vie (estimée a
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environ 12.5s) est suffisamment longue pour qu’il puisse finalement extraire un hydrogéne 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).

In vivo : Nitta et al. (1991), ont rapportés que I'administration sous-cutanée chronique
de l'a-T & des souris et des rats ont induit des tumeurs, ainsi que son administration orale

continue chez la souris a augmenter significativement l'incidence du cancer du foie.

En 1996, Kontush et al. ont réalisé une étude pour expliquer I’effet prooxydant de la
vitamine E, in vitro et surtout in vivo; Leurs étude a porté sur 1I’oxydation des LDL du plasma
(in vivo) et des LDL isolées (in vitro), de donneurs sains ou de patients atteints d’ataxie. Ils
ont constaté qu’une supplémentation en o -T diminue L’oxydation au niveau du plasma et des
LDL isolées dans des conditions oxydatives fortes (amorcées par une teneur élevée en Cu?*
et en 2,2 azobis (2-amidinopropane) diydrochloride (AAPH)). L’effet était indépendant de la
présence d’ascorbate dans les échantillons. Par Contre, en présence de conditions d’oxydation
modérées (quantités basses de Cu®* ou AAPH), La supplémentation en o -T a diminué

I’oxydation plasmatique seulement en présence de quantités physiologiques d’ascorbate.

Un effet prooxydant d’a-T a été démontré dans des Conditions oxydatives modérées
dans le plasma fortement dilué et dans les LDL isolées.

Ces Résultats indigquent que le niveau de stress oxydatif et la concentration de co-
antioxydants, Comme [’ascorbate, capable de régénérer I’a -T lors de 1’oxydation des
particules LDL, semble représenter des facteurs majeurs déterminant 1’activité de I’a -T vers

I’oxydation tant dans le Plasma humain que dans les LDL isolée.

S
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Le présent travail a été réalisé d’une part au sein du laboratoire de centre d’¢levage de
I’institut Pasteur de Kouba(Alger) et d’autre part au niveau du laboratoire d’Anatomie
pathologique de 1’hopital professeur Fares Yahia (Koléa-Tipaza)pour 1’étude histologique,
afin de mettre en évidence les effets de la supplémentation de 1’0-T a des doses croissant
(500,600,650,700,.....et 1000 mg a-T/Kg d’aliment) sur la teneur en protéines, le taux en
MDA et ’activité enzymatique de la catalase, ainsi que sur 1’histologique du tissu hépatique

chez les rats males de souches Wistar et ceci sur une période de 12 semaines.

1.1. Matériel

I.1.1. Matériel biologique

.L1.1.1.  Conditions d’élevage

L’expérimentation a €té réalisée sur 33 rats males de souche Wistar, afin d'éviter les
variabilités inter-sexes. lls ont été fournis par le centre d’élevage de I’institut Pasteur de kouba
(Alger). A leur arrivé, les rats, avaient un poids variant de 104mg & 150 mg répartis en 11 lots
expérimentaux de 3 rats chacun, maintenus dans des cages individuelles munies d’une porte
étiquette ou est mentionné le nom du lot, le traitement subi et les dates de début de
I’expérimentation (figure 10). La température de I'animalerie était de 25 + 1°C, avec un cycle

lumiére /obscurité de 12h/12h et une hygrométrie de 35 %.

L’eau est donnée ad libitum dans des biberons adaptés aux cages. Les rats ont été
soumis a une phase d’adaptation de (07) jours. Durant laquelle ils ont été¢ nourris avec un

régime standard sous forme de poudre.

Les cages sont nettoyées et la litiere changée une fois tous les trois jours jusqu’a la fin

de I’expérimentation.
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Figure 10: Répartition des rats en 11 lots (photo originale, 2020).

1.1.1.2. Expérimentation

Aprés la période d’adaptation, les rats ont été répartis en 11 lots de trois rats

chacun, les rats ont été traités comme suit (tableau VI):

Tableau VI : Répartition des différents lots.

Lot Lots et traitement

Lot 01 Est soumis & un régime standard (RS)

Lot 02 Est soumis a un régime standard supplémenté en 500mg d’o-T / kg d’aliment (lot RSEs00)
Lot 03 Est soumis & un régime standard supplémenté en 600mg d’a-T / kg d’aliment (lot RSEgq0)
Lot 04 Est soumis & un régime standard supplémenté en 650mg d’o-T / kg d’aliment (lot RSEgs)
Lot 05 Est soumis a un régime standard supplémenté en 700mg d’a-T / kg d’aliment (lot RSEqq)
Lot 06 Est soumis a un régime standard supplémenté en 750mg d’a-T / kg d’aliment (lot RSEs)
Lot 07 Est soumis a un régime standard supplémenté en 800mg d’a-T / kg d’aliment (lot RSEgqq)
Lot 08 Est soumis a un régime standard supplémenté en 850mg d’a-T / kg d’aliment (lot RSEgsg)
Lot 09 Est soumis & un régime standard supplémenté en 900mg d’a-T / kg d’aliment (lot RSEgq0)
Lot 10 Est soumis a un régime standard supplémenté en 950mg d’o-T / kg d’aliment (lot RSEgsq)
Lot 11 Est soumis & un régime standard supplémenté en 1000mg d’o-T / kg d’aliment (lot RSEgqo)

E
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1.1.1.3. Régimeeta-T:
Les rats sont nourris avec une nourriture standard qui a été fournis par 1’Office
National des Aliments de Bétail (ONAB) /Bouzareah, (Annexe B)est apportée aux
animaux sous forme de poudre dans des boites de Pétries a raison de 30g d’aliments

/jour/ un rat Une pesee réguliére a été faite chaque (05) jour (figure 11).

Figure 11 : Aliments fourni aux rats sous forme de poudre (photo originale, 2020).

L'a-T est acheté sous le nom commercial "NUTRIVA vitamines (figure)" et sous

forme de poudre de 250 g (figure 12).

Figure 12: Vitamine E pure NUTRIVA (photo originale, 2020).
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Figure 13: Vitamine E sous forme de poudre (photo originale, 2020).

1.1.1.4. Sacrifice et prélevement

Au bout de 12 semaines de traitement, les rats sont sacrifiés aprés 12h de jelne. Une
pesée a été effectuée avant de 1’anesthésiées par 1’éther éthylique; Apres la dissection des
animaux on récupere le foie.

Le foie a été prélevé, rincer avec l'eau physiologique a 0.9%.Peser puis couper en
plusieurs fragments, les uns sont destinés au dosage de quelques paramétres biochimiques
(protéine, CAT et MDA) et conservé a une température de -20°C, et les autres fragments sont
fixée dans le formol (10%) afin de réaliser I'étude histologique.

1.1.2. Matériel non biologique (Annexe C)
1.2. Etude histologique
Les coupes histologiques ont été traitées au niveau du laboratoire d'Anatomie
pathologique de 1’hdpital Professeur Fares Yahia (Koléa/Tipaza). La technique suivie par le
laboratoire est celle de Martoja et al. (1967).
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.
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e Fixation

A pour but la conservation des structures et le durcissement des piéces. Elle doit se faire
immédiatement apreés le prélévement, par immersion du matériel dans un grand volume de
liquide fixateur il s’agit du formol 10%. La durée de la fixation varie selon le volume des
prélevements (de quelques heures pour un petit fragment biopsique a plusieurs semaines pour

un cerveau humain entier).

e Déshydratation et clarification

Les tissus doivent étre préalablement déshydratés par des passages successifs dans des
bains: Formol (dans un bain) ; Alcool de concentration croissante : 70% (dans un bain),80%
(dans un bain),95% (dans un bain), 100% (dans deux bains), 110 %(dans un bain) puis dans
un solvant dans lequel la paraffine est miscible le xyléne (dans trois bains). A ce stade, le
prélévement devient transparent, c’est la clarification. A la fin de 1’étape les prélévements
sont plongés dans deux bains de paraffine liquide pendant 4h qui occupera tous les espaces
vides dans le tissu. Toutes ses étapes sont effectuées a I’aide d’un automate de traitement des

tissu «Leica» (Figure 14). La durée est 2H pour chaque bain sauf le bain de formol 1H.

Figure 14: Automate de déshydratation (photo originale, 2020).
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e Inclusion et mise en bloc

A pour but d’assurer la fixation du prélévement et permettre la réalisation de coupes
fines et réguliéres. Le milieu d’inclusion le plus utilisé est la paraffine. Cette opération fait
appel a des appareils "dits a inclusion" refermant un réservoir de paraffine maintenue a 1’état
liquide par un systeme de chauffage, un petit robinet et une plaque métallique réfrigérée pour
obtenir la solidification rapide du bloc de paraffine contenant le tissu. Aprés refroidissement,
on se trouve en présence d’un bloc de paraffine, dur, a I’intérieur duquel la pi¢ce prélevée est

incluse (figure 15).

Figure 15: appareil d’enrobage (photo originale, 2020).

e Confection des coupes et collage des rubans

Les blocs de paraffine sont faits a I’aide d’un microtome du type «Leica» (figure 16)
permettant de réaliser des tranches de section (coupes) de 2 a 5 um d’épaisseur. Les rubans
sont étalés dans un bain- marie (42°C) puis recueillies sur des lames en verre et ensuite séchés

dans I’étuve réglée a 80°C pendant 20 a 30 min.

E
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Figure 16: microtome (photo originale, 2020).

e Déparaffinage et Coloration

A pour but accentuer les contrastes pour mieux reconnaitre les différents éléments de la
préparation. Ces étapes sont réalisées dans un automate spécial pour coloration, 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). Cette étape est réalisée avec un automate de coloration (figure 17) ou les coupes sont
immergées dans un bain de Hématoxyline pendant 2 min c’est un colorant basique, qui se fixe
aux acides nucléiques et colore ainsi les noyaux cellulaires et le réticulum endoplasmique
rugueux en violet. Aprés le ringage a I’eau courante pendant 5 min, elles sont passées dans un
bain d’ammoniac pendant 15s; puis dans un bain d’Eosine pendant 5 min c’est un colorant
acide, qui se fixe aux protéines et donc colore le cytoplasme en rose ensuite sont rincées une
deuxiéme fois a I’eau courante pendant 10 min. Enfin elles sont passées dans les deux

derniers bains : un bain d’alcool a 90% pendant 30s et un bain de xyleéne pendant 20 min.

o
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Figure 17: automate de coloration (photo originale, 2020).

e Le montage et observation

Une lamelle est fixée sur chaque coupe pour éviter I’oxydation des couleurs. Les lames

sont séchées et nettoyées par le xylene.

Les coupes sont ensuite observées a 1’aide d’un microscope optique « Leica »
(Grossissement X 10 et X40) et prises en photos par un appareil intégrer avec le microscope.
Les photos sont par la suite analysées et discutées afin d’en tirer les conclusions de notre

étude.

1.3. Méthodes

Le dosage de quelques parameétres biochimiques du stress oxydatif (protéine, MDA

et I’activité enzymatique de la CAT).
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1.3.1. Dosage des protéines

A. Principe

C’est une méthode ancienne mais encore largement utilisée car elle est trés sensible et
assez constante. Cette méthode a pour principe le fait que dans des conditions alcalines, les
ionsCu?* forment un complexe avec les liaisons peptidiques des protéines, ce qui permet la
liaison du reéactif de Folin-Ciocalteu sur les protéines. Cette liaison est réduite en
hétéropolymolybdéne par 1’oxydation catalysée par le cuivre des acides aromatiques (la
tyrosine, le tryptophane et la cystéine)pour donner des complexes colorés: le bleu de
molybdéne et peut étre mesurée par un spectrophotomeétre a 750 nm. Ainsi la 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

1mg/ml) (Lowry et al., 1951).

B. Mode opératoire

a) Extraction des protéines

e Préparer 9 ml d'une solution de triton X-100 (0.5%) qui sont ajoutées al00mg
d'échantillon du foie, I’ensemble est homogénéisé par un broyeur homogénéisateur
de Potter Thomas pendant 30 seconds sous glace.

e 1Imlde TCA a 1% est mis dans un tube en verre contenant 100 pl de 'homogénat, on
centrifuge a 4000 tr/min pendant 15 min.

e Par la suit, le surnageant est elimine, et le culot est repris dans 1ml de TCA a 1% et
centrifugé a 4000tr/min pendant 15min.

e Encore une fois, le surnageant est élimine, les bords supérieurs des tubes sont séchés
avec du papier filtre, le culot est repris dans un mélange d‘alcool/éther (v/v) et
centrifugé a 4000 tr/min pendant5min.

e Le surnageant est jeté, les bords supérieurs des tubes sont séchés par la suite avec du
papier filtre.

e Lavage avec 1ml d'éther éthylique, et centrifugation a 4000 tr/min pendant 5min, le
culot parfaitement séché a l'air chaud, est repris dans 1 ml de NaOH (1M) et

conserver au réfrigérateur jusqu’au dosage des protéines.
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b) Dosage

e Ajouter 1ml de la solution (A) (Annex4.1) a 200 ul d'homogénat, I’ensemble est
agité au vortex.

e Incuber I’échantillon pendant 10 minutes a température ambiante.

e Mettre le mélange en présence de 100 ul de réactif de la solution B (Annexe4.2).

e Apreés 45 minutes, la densité optique a 750 nm est mesurée au spectrophotometre

contre I'eau bi-distillée (blanc).

c) Préparation de la courbe étalon

Préparer une gamme étalon a partir d’une solution d’albumine sérum bovin (BSA) a 1
mg/ml dans une série de huit (8) tubes contenant des volumes croissant de la solution BSA

allant de 0 a200ul, complété avec de 1’cau distillée (tableau VII).

Tableau VII : Préparation du courbe étalon

Les tubes 1 2 3 4 5 6 7 8
BSA(mg/ml) | 0 10 25 50 75 100 150 200
H20 (1ml) 200 190 175 150 125 100 50 0
BSA (1ml) 0 10 25 50 75 100 150 200

1.3.2. Dosage du Malondialdehyde

A. Principe

Le malondialdéhyde (MDA) est mesuré selon la méthode de Draper (1993), il
représente le marqueur le plus utilisé en peroxydation lipidique, notamment par la simplicité
et la sensibilité de la méthode de dosage. Apreés traitement par 1’acide a chaud, les aldéhydes
réagissent avec 1’acide thiobarbiturique (TBA) pour former un produit de condensation
chromogénique consistant en 2 molécules de TBA et une molécule de MDA. L’absorption

intense de ce chromogenese est obtenue a une longueur d’onde de 532 nm.
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B. Mode Opératoire

La procédure expérimentale du dosage du MDA, est la suivante :
e Imlde TCA a 10 % est mis dans un tube a essai, contenant 200 pl d'homogénat.
e Les 100 pl de Butyle-hydroxotoluene (BHT) & 500 ppm sont ajouté au melange.
e Le mélange est mis a ébullition dans un bain- marie a 100°C pendant 30 min.
e Apres refroidissement, le mélange est centrifuge a 4000 tr/min pendant 10 min.
e Un volume du surnageant est recupére, auquel est ajouté un méme volume d'une
solution aqueuse de TBA saturée.
e Ce mélange est mis a ébullition dans un bain -marie a 100°C pendant 30 min.

e Apreés refroidissement, la densité optique est mesurée a 532 nm.

C. Expression des résultats

La concentration du MDA est déterminée en utilisant la formule suivante :
[MDA] = DO. 22/ [X]

[MDA]: concentration en MDA (umol/min/mg de protéines).

DO: absorbance a 532 nm.

22: facteur de calcule

[X]:concentration en protéines (mg).
1.3.3. Dosage de I’activité de la catalase

A\. Principe

L’activité de la catalase consiste a mesurer la disparition de H,O, induite par la catalase

contenue dans 1’échantillon (Aebi, 1984).Selon la réaction suivante:

2H,0,- 2% 2H,0+0,

En mesurant 1’absorbance de H,O; a 240nm a 1’aide d’un spectrophotomeétre UV/visible.
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B. Mode opératoire

a) Préparation des solutions de dosage (Annexe D)

Tableau VIII: Concentrations et quantités de réactifs nécessaires au dosage de

I’activité de la catalase.

Témoin (Blanc) Essaie
Tampon phosphate (50mM :pH=7) 1000 pl 970 pl
H,0, (30mM) 1000 pl 1000 pl
Homogénat / 31 pl

A. Expression des résultats

L’activité enzymatique de la CAT est calculée en termes d’unité internationale par

minute et par gramme de protéine (Ul/min/g de protéine), selon la formule :

L’activité de CAT (umol/min/mg de protéine)= [% X x ( 2'3/ AR) X log(%)] /x

- V: volume de I'échantillon.

- v: volume total.

-At: temps de décomposition du H,O, (15s)

-Al: Absorbance de la premiére minute at = 0s

-A2: Absorbance de la deuxiéme minute at = 30s

- X :mg de protéine

I.3. Etude statistique

Nous avons réalis€ une analyse comparative du taux d’évolution entre les lots

experimentaux et lots témoin.

Les données obtenues pour les différentes mesures ont été soumises a |’analyse

statistique par le test de T-student par logiciel XLSTAT. En comparant les moyennes des

différent Lots expérimentaux. Les résultats sont exprimés comme: moyenne plus ou moins

1’écart type et sont considérés comme :
= Significative lorsque (P<0,05).

= Tres significative lorsque (P<0,01).

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

Avec (P) : seuil de signification.
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I. Modifications physiologiques

I.1. Symptomatologie

Dans la présente étude nous avons observé chez les rats nourris avec un régime standard
(RS) et supplémenté en doses croissantes d'a-T (500, 600, 650, 700, 750, 800, 850, 900, 950,
1000 mg d'a-T /1kg d’aliments) et ceci aprés 12 semaines de traitement, aucun symptome
spécifique (diarrhées, perte de poiles...), I’absence de tels symptdmes montre que les doses
utilisées dans cette étude n’ont pas influencés le métabolisme du rat. Notons que nos résultats
corroborent avec I’étude réalisé par Hanck en 1986, cette derniére n’a montrée aucun
changement physiologique de I’administration de doses élevées en vitamine E (2000mg/kg

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

En effet, Abdo et al. (1986), ont observé des diarrhées, une inappétence et une réduction
de la prise alimentaire chez des rats Wistar traité par des doses croissantes de vitamine E(125,
500 ou 2000 mg de vit E/kg de régime), ils ont également signalé la mort de sept des dix rats

traités par la dose 2000mg/kg aprés 9 a 11 semaines.

1.2. Effets de la supplémentation d’un régime en différentes doses d’a-tocophérol

sur les parametres pondéraux

Un suivie pondéral a été réaliseé lors des 12 semaines de traitement et a permis de
calculer le taux d’évolution du poids corporel, notons que le poids hépatique a été déterminé

juste apres sacrifices.

A. Variation du taux d’évolution du poids corporel

Le suivi de la variation du taux d’évolution du poids corporel des différents lots de rats

soumis a un RS supplémenté en a-T est représente figure 18.
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Figure 18: Effets de la supplémentation d’un régime standard en a-T (500, 600, 650, 700,
750, 800, 850, 900, 950, 1000 mg/kg d’aliments) sur le taux d’évolution du poids corporel des
rats. Chaque barre représente le taux d’évolution + écart type (*p<0.05:significative;

*#%p<(0.001: hautement significative).

Aprés 12 semaines de traitement les résultats que nous avons obtenus montrent une
variation non significative du taux d’évolution de la croissance chez les lots traités avec
des doses de 500, 600, 650, 700 mg d’a-T/kg d’aliments par rapport au témoin. Par contre
nous avons noté une baisse significative pour les lots traités avec les doses 750, 800, 850,
900mg d’a-T/kg d’aliments et une baisse hautement significative pour les lots traités par

950 et 1000 mg d’a-T/kg d’aliments toujours par rapport au témoin.

Nous émettons 1’hypothése que cette diminution du taux d’évolution du poids corporel
de maniére significative peut étre due a I’inappétence des rats traités avec des doses elevées
en o-T, et qui ont eu un effet néfaste sur la progression du poids, mais également au faite que
les acides aminés réagissent avec les produits primaires et secondaires des lipides oxydés ce

qui diminue 1’utilisation digestive des protéines, des acides aminés et des graisses.

Nos résultats corroborent avec ceux de Garrido-Polonio et al. (2004), qui lors de leurs
études ont montré que 1’administration de 600 mg d’a-T/kg d’aliment, prévient la perte de
poids protégeant ainsi les organes contre les dommages causés par les RL, elle inhiberait la

peroxydation des lipides membranaires en captant les radicaux pyroxyles lipidiques.
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Le taux d’évolution concernant les lots de 7502 900 mg d’a-T/kg d’aliment a baissé
d’une maniere significative, par contre celui des lots de 950 et 1000 mg d’a-T/kg d’aliment a
baissé d’une manicre hautement significative, ces résultats s’accordent avec ceux de Yang et
Desai (1977), qui ont observés une diminution de 18% du poids corporel chez des rats
femelles de souche Wistar nourris avec un régime supplémenté en 2500 UI d'a-T / kg

(1666mg d’a-T/kg d’aliment) sur une période de 8 mois.

Précisons 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 et supplémenté avec 1g d’a-T/ kg de régime.

Notons que nos résultats ne corroborent pas aves ceux obtenu par Abdo et al., (1986),
qui ont montré que lors de I’administration de doses croissantes d’a-T (125, 500 et 2000 mg
d’a-T /kg d’aliment) a des rats méles et ceci pendant 13 semaines n'a eu aucun effet sur le
poids corporel, ils ont émis I’hypothese qu’il n’y avait pas de lien entre les doses ¢élevés en a-
T et la croissance pondérale. Eder et al. (2002), ont également constaté que la croissance n'a
pas été affectée chez des rats males Sprague-Dawley en croissance, nourris avec des régimes
supplémentés en trois doses différentes de vitamine E (100, 1000 et 10 000 mg d'a-T/ kg
d'aliment) et ceci pendant 8 semaines.

Enfin Wheldon et al. en 1983, montrent que pendant deux ans, un régime alimentaire
quotidien supplémenté a 1000mg d’a-T/kg d’aliments chez des rats Charles River n’affecte

pas leurs croissances comparativement aux témoins.

B. Variation du poids du tissu hépatique

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

doses d’ a-T est représentée Figure 19.
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Figure 19 : Effets de la supplémentation d’un régime standard supplémenté en a-T (500,600,
650, 700, 750, 800, 850, 900,950 et 1000 mg/kg d’aliment) sur le poids du tissu hépatique
chez les rats. Chaque barre représente la moyenne + SE.

Les résultats que nous avons obtenus lors de 1’étude de la variation du poids hépatique,
ont montréune baisse non significative pour I’ensemble des lots d’aliment et ceci par rapport
au lot témoin (figure 19). Nous pouvons avancer que ces doses n’ont pas affecté le poids
hépatique, cela est di peut étre au faite que la durée d’expérimentation n’était pas assez
longue, mais aussi que les doses administrées n’étaient pas assez élevées et donc ont été bien

tolérées par I’animal.

Notons que nos résultats ne corroborent pas avec ceux de Nascimento et al. (2010),qui
ont réalisé une étude qui avait pour objectif de déterminer 1’effet d’une dose pharmacologique
de vitamine E sur le tissu cardiaque de rats wistar adultes. Ils ont montré que lI'administration
de 250 mgd'a-T /Kg de rat/jour sur une période de 7 semaines a entrainé une réduction du

poids du tissu cardiaque d’une maniére significative comparé a celui du témoin.

En 1977, Yang et Desai ont obtenu une diminution significative des poids du cceur et de
la rate chez des rattes Wistar, traitées avec une forte dose de vitamine E 2500Ul et sur une
durée de 8 mois. Par contre, en 1983, Wheldon et al.ont montré que la supplémentation avec
une dose de 1000 mg d'a-T kg d'aliment chez des rats femelles, induisait une augmentation
significative du poids du foie. Trois ans plus tard une étude menée par Abdo et al. (1986), a
montré une hypertrophie du foie chez des rats femelles nourris avec un régime supplémenté
en 2000 mg d'a-T/ kg d'aliment.
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II. Effets de la supplémentation d’un régime en a-T a différentes doses sur

I"histologie du tissu hépatique chez les rats

L’histologie du tissu hépatique de rats de souche Wistar, traités par différents régimes
(doses croissante en a-T) et apres 12 semaines de traitement a révélé les résultats Figure 20 a
29:

Figure 20(a, b, c et d) : Micrographies du foie des rats du lot RS (a et ¢: 10x, b et d:

40x) montrant une architecture normale du parenchyme hépatique (VCL: veine centro

lobulaire; H: hépatocyte; E: espace porte; CB: canal biliaire; S: sinusoide)

Les coupes histologiques du lot témoin, illustrées dans la figure 20(a, b, ¢ et d) ont
montré une architecture hépatique normale: le parenchyme hépatique est constitué de lobules,
schématiquement hexagonaux, ces derniers sont centrés par une veine centro lobulaire, les
hépatocytes sont disposés en travées et séparés par les sinusoides figure 20 (a et b). Un espace
présent a chaque sommet de lobule dont chacun contient un petit canal biliaire figure 20 (c
et d).
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Concernant les lots traités par des doses en a- T allant de 500 a 650 mg d’a-T/ kg
d’aliment (Figure 21 a et b, Figure 22a et b) la méme structure que celle du témoin est
retrouvee, c'est-a-dire une architecture bien conservée des cellules hépatiques, des sinusoides

convergent vers la veine centro lobulaire qui est non dilatée.

ALt I8 ) 3 (i WA 11‘"‘ 5l R t\;,,"‘ﬂa A ..._‘ 2%

Figure 22 (a et b): Micrographies du foie des rats du lot RSE650 (a: 10x, b: 40x) montrant
une architecture normale (VCL.: veine centro lobulaire; H: hépatocyte; S: sinusoide).

Ces observations montrent la fonction principale de I'a-T qui a un réle protecteur contre
les effets délétéres des RL, elle prévient la peroxydation des phospholipides membranaires
ainsi que les dommages membranaires, via l'activité antioxydante et ceci pour des doses

modérées (500 a 650 mg d’a-T/ kg de régime).

En effet, selon Ferry et al.(2012), la vitamine E est lI'un des antioxydants les plus
puissants, elle protége les membranes cellulaires des effets de la peroxydation. Elle interrompt

le phénomeéne de peroxydation lipidique en captant les radicaux peroxyles et en prévenant la
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propagation du processus de la lipoperoxydation. Ainsi, l'activité antioxydante de la vitamine
E a la capacité d'éviter I'apparition de maladies chroniques, particulierement celles causées
par un composant du stress oxydatif, comme les maladies cardiovasculaires, I'athérosclérose,

le cancer et les maladies neurodégenératives (Stampfer et al., 1993; Nwanguma et al., 1998).

La fonction antioxydante de la vitamine E permet d'éviter I'oxydation des structures
auxquelles elle se trouve associée, de protéger ainsi non seulement le caractére essentiel des
AGPI, mais aussi l'intégrité de la structure des protéines et des nucléotides (Léger, 2000). De
plus elle a un réle dans la relaxation des vaisseaux sanguins et elle empéche I'agrégation des

plaquettes (Verhagen et al., 2006).

Nos résultats corroborent avec ceux de Rouaki et Kanane (2019), qui ont réalisé une
étude sur des rats nourris avec un régime contenant 5% d’huile oxydée et supplémenté avec
600 mg d’a-T/kg de régime, et quia montrée une augmentation hautement significative de I’a-
T parallelement a une diminution significative du taux en LPO ce qui laisse penser que la

vitamine E a joué un rdle crucial dans la neutralisation des hydroperoxydes de 1’huile oxydée.

En 2014, Araoud et al. ont réalisé une étude sur un groupe de rats males de 4 semaines,
a qui ont administré de 1'a-T dissous dans de I’huile de mais a une dose de 200mg / Kg du rat /
jour, les résultats ont montré aucune modification histologique du foie avec un arrangement

normal des hépatocytes.

Les Figures 23(a, b, c et d), Figure 24 (a et b) et Figure 25 (a et b) représentants
I’histologie hépatique des lots 700, 750 et 800 respectivement, montrent un effet prooxydant
modéré de I’a-T, ceci est traduit par la congestion et la dilatation de la veine centro-lobulaire,
des congestions sinusoidales, des vacuolisations cytoplasmiques, ainsi que la présence

d’infiltration lymphocytaire et des lésions des membranes hépatocytaires.
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40x) montrant une architecture désorganisée (VCL.: veine centro lobulaire; H: hépatocyte; V:

vacuolisations cytoplasmiques; le rouge: dilatations de la veine centro-lobulaire; le bleu:
congestions de la veine centro-lobulaire; le jaune: congestions sinusoidales; I: infiltration
lymphocytaire)

D‘ . .
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Figure 24 (a et b): Micrographies du foie des rats du lot RSE750 (a: 10x, b: 40x) montrant

une architecture désorganisée (VCL: veine centro lobulaire; H: hépatocyte; V: vacuolisations
cytoplasmiques; I: infiltration lymphocytaire; L: lésion de la membrane hépatocytaire; le
rouge: dilatations de la veine centro-lobulaire; le bleu: congestions de la veine Centro-

lobulaire; le jaune: congestions sinusoidales)
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Figure 25 (a, b et c¢): Micrographies du foie des rats du lot RSE800 (a: 10x, b et c: 40x)
montrant une architecture désorganisée (VCL: veine centro lobulaire; H: hépatocyte; V :
vacuolisations cytoplasmiques; I: infiltration lymphocytaire; L: lésion de la membrane
hépatocytaire; E: espace porte; CB: canal biliaire; le rouge: dilatations de la veine Centro-
lobulaire; le bleu: congestions de la veine centro-lobulair; le jaune: congestions sinusoidales)

L’ensemble des figures 26 a 29, montrent une augmentation de la sévérité de ’effet
prooxydant de I’a-T pour les doses allant de 850 a 1000mg d’a-T/kg d’aliment, Nous avons
observé la présence de nombreuses congestions et dilatations de la veine centro lobulaire, de
multiples congestion sinusoidales, la présence d’cedémes, également des vacuolisations
cytoplasmiques, des infiltrations lymphocytaires ainsi que des lésions des membranes
hépatocytaires.
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Figure 26 (a, b et c): Micrographies du foie des rats du lot RSE850 (a: 10x%, b et c: 40x)
montrant une désorganisation plus importante de 1’architecture du foie (VCL: veine centro
lobulaire; H: hépatocyte; V: vacuolisations cytoplasmiques; I: infiltration lymphocytaire;

L: lésion de la membrane hépatocytaire; E: espace porte; CB: canal biliaire; O: cedéme; le
rouge: dilatations de la veine Centro-lobulaire; le bleu: congestions de la veine centro-

lobulaire; le jaune : dilatations sinusoidales)
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Figure 27 (a, b, c et d): Micrographies du foie des rats du lot RSE900 (a et c: 10x, b et d:
40%x) montrant une désorganisation plus importante de 1’architecture du foie(VCL: veine
centro lobulaire;  H: hépatocyte; V: vacuolisations cytoplasmiques; I: infiltration
lymphocytaire; L: Iésion de la membrane hépatocytaire; E: espace porte; CB: canal biliaire; le
rouge: dilatations de la veine centro-lobulaire; le bleu: congestions de la veine Centro-

lobulaire; le jaune: congestions sinusoidales)
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Figure 28 (a, b, c, d et e): Micrographies du foie des rats du lot RSE950 (a et c: 10x, b, d
et e: 40x) montrant une désorganisation plus importante de I’architecture du foie (VCL: veine
centro lobulaire;  H: hépatocyte; V: vacuolisations cytoplasmiques; I: infiltration
lymphocytaire; L: lésion de la membrane hépatocytaire; E: espace porte; CB: canal biliaire;
O: cedeme; le rouge: dilatations de la veine centro-lobulaire; le bleu: congestions de la veine

Centro-lobulaire; le jaune: congestions sinusoidales)
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Figure 29 (a, b, c et d): Micrographies du foie des rats du lot RSE1000 (a, b et c: 10x, d:
40x) montrant une désorganisation plus importante de I’architecture du foie (VCL: veine
centro lobulaire; H: hépatocyte; V: vacuolisations cytoplasmiques; I: infiltration
lymphocytaire; L: Iésion de la membrane hépatocytaire; E : espace porte; CB : canal biliaire;
le rouge : dilatations de la veine centro-lobulaire; le bleu: congestions de la veine Centro-

lobulaire; le jaune: congestions sinusoidales)

L’histologie du foie des lots traités par des doses élevées en o-T allant de 700 a 1000
mg d’o-T /kg d’aliment, a révélé des altérations histologiques et une désorganisation de
I’architecture du foie, cette désorganisation indique que I’a-T a eu des effets néfastes a doses
élevées, ce qui a affecté les lipides des membranes cellulaires en dilatant les veines. Nous
émettons I’hypothése que ces altérations peuvent affecter la fonction hépatique et contribuer a

un dysfonctionnement cellulaire de cet organe.

D’aprés, Kontush et al. (1996), les états d'oxydations modérées et en absence d'autres
co-antioxydants tels que 1’ascorbate, I’a-T se comporte comme un prooxydant en favorisant le

taux de peroxydation des lipides dans le plasma humain et I'oxydation des LDL in vitro. lls
ont postulé que dans les circonstances mentionnées ci - dessus, le radical a-T ne pouvait pas

former des composes stables en se combinant avec un autre radical libre ou en faisant don
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d'un électron libre a un autre antioxydant. Par conséquent, elle interagit avec d'autres
macromolécules telles que des lipides, ce qui génere plus de RL. Ainsi la fonction
antioxydante de 1'a- T dépend des conditions du stress (modérées ou fortes) et la présence de
co - antioxydants. En effet Upston et al. (1999), ont montré que l'augmentation de la
concentration en o - T aboutit a l'augmentation des radicaux a - T qui peuvent amorcer la
cascade de peroxydation lipidique. Quand le systeme antioxydant est équilibré, cette action
prooxydante de 1'a-Te est inhibée par les co-antioxydants. Cependant, les concentrations
¢levées d'a - Te, ne peuvent plus étre efficacement désintoxiquées par les co-antioxydants

(Stocker, 1999).

En 2010, Nascimento et al. ont étudié I’effet d'une dose pharmacologique d'a-T sur le
tissu cardiaque de rats Wistar adultes. Deux groupes ont été constitué un groupe témoin et un
autre qui recevait par gavage 250 mg d’a’T/kg de poids de rat/jour, pour des rats dont le poids
variait de 350 a 400 g, soit environ une quantité d'a-T variant de 87.5 a 100 mg/rat/jour et ceci
pendent 7 semaines. Les coupes histologiques n’ont montré aucun changement cellulaire chez
le lot témoin par contre pour le lot supplémenté en a-T, des dommages cellulaires importants
sont apparents et montrant une désorganisation morphologique des myocytes ainsi que la
présence d'cedémes. Ces auteurs déduisent qu'une telle dose d’a-T induit une cardiotoxicité
chez les rats Wistar sains, traduit par des changements au niveau du tissu cardiaque
accompagnés de la nécrose des cardiomyocytes. Ils rapportent également que les effets
néfastes obtenus dans cette étude sont dus a des doses non physiologiques d'a-T. Ainsi la
fonction antioxydant de I'a-T dépend des conditions du stress (modérées ou fortes) et la
présence de co-antioxydants.

Une étude menée par Henrotin et al. en 2005, avait pour objectif 1’évaluation de
I’activité prooxydante du radical 1'a-Te; pour sa realisation des microsomes hépatiques de rats
maéles adultes de souche Sprague-Daweley, ont été incubé avec 100 uM d’a-T, les résultats de

cette étude ont montré la présence de peroxydation lipidique des microsomes.
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I11. Effets de la supplémentation d’un régime en différentes doses d’a-T sur quelques

paramétres biochimiques de stress oxydatif

Il a été prévu au départ de la présente étude que le dosage de parametres biochimiques
lies au stress oxydatif (les protéines, LPO, Catalase) soit realisé, mais malheureusement cela
n’a pas pu se faire en raison de 1’épidémie du COVID et du confinement imposé par I’Etat.
Néanmoins, nous essayerons en se basant sur des études faites et se rapprochant a la nétre de

prévoir I’évolution de ces parametres biochimiques :

II1.1. Effets de la supplémentation d’un régime en doses différents d’a-T (500-600-650

mg a-T /kg d’aliment) sur la teneur en LPO et I’activité de la catalase du tissu hépatique

Les résultats obtenus lors de I’étude histologique laissent supposer une baisse du taux en
LPO, sachant que c’est un produit issu de la peroxydation des acides gras polyinsaturés, cette
baisse peut étre due aux doses modérées d’a -T (500 — 600 - 650 mg) administrés aux rats ;
cette vitamine pour ces doses a eu pour effet un scavengers, protégeant ainsi le foie contre les
attaques des RL. Concernant la catalase nous aurions obtenu une stabilité de son activité par
rapport au lot RS, vue I’absence d’un stress oxydatif et ceci modulé par la présence de doses

adéquates en a-T.

Les résultats que nous nous attendions a obtenir auraient corroboré aves ceux de Hajiani
et al. (2008), qui ont étudié I’effet prooxydant de la vitamine E chez des rats males de souche
Spraque-Dawley, auxquels ils ont administré par voie intramusculaire bihebdomadaire des
doses croissantes d’a-T (100,300 et 600 mg/kg d’a-T)et sur une période de 2,4 et 6 semaines.
Ils ont obtenu un effet antioxydant de cette vitamine et ont déduit qu'elle pouvait aidée a

I’augmentation de l'activité des enzymes antioxydantes (CAT, SOD et GPx).

Selon Bowry et Stocker (1993), la vitamine E doit son effet biologique a sa fonction

comme antioxydant liposoluble, prenant en charge la majorité des RL.

De nombreuses études viennent confirmer le réle antioxydant puissant de cette

vitamine, nous en citerons quelques-unes :
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En 1999, Barja et al.ont observé chez des cobayes nourris avec un régime dont le taux
en vitamine E variait de faibles a fortes doses (15,150 et 1500 mg de a-T / kg d’aliments), et
sur durée de 5 semaines, une élévation significative des LPO hépatiques pour le lot nourris
avec 1500 mg o-T / kg d’aliment), par contre pour les deux autres lots (15 et 150 mg d’a-T /

kg d’aliment), ils ont obtenu une diminution considérable des LPO.

Dans une étude, réalisée en 2003 par Flora et al. ces derniers ont rapporté des taux
réduits en LPO chez des rats exposés a 0,1% d'acétate de plomb par voie orale pendant 3 mois
et puis traités 5 jours consécutifs avec 1'a-T administré par voie intramusculaire a une dose de
5 mg / kg de poids corporel par jour, des années plus tard et en 2015, dans une étude mené par
Das et al. il a été également montré une diminution des LPO érythrocytaire suite a
I'administration de 1'a-T (10 mg / 100 g de poids corporel) par voie intramusculaire a des rats

intoxiqués par l'acétate de plomb (25 mg / kg poids corporel).

En 2008, Polat et al. révélent que I'administration de 10 mg d'a-T / kg et par voie intra-
péritonéale chez un groupe de rats males Sprague-Dawley ischémiques a entrainer des
réductions significatives des taux de MDA mais une augmentation significative des niveaux

de la CAT hépatique par rapport au groupe de contréle.

Nous pouvons conclure que la vitamine E a un role antioxydant puissant, elle protege
les membranes cellulaires des effets de la peroxydation et on peut la considérer comme un

stabilisateur des membranes.

111.2. Effets de la supplémentation d’un régime en doses croissantes d’a-T (700-
750-800 mg a-T /kg d’aliments) sur le taux de la LPO et ’activité de la catalase au

niveau du tissu hépatique

Concernant les lots supplémenté en 700,750 et 800 mg d’a-T/Kg d'aliment, nous
aurions obtenu une diminution de I’activité enzymatique de la CAT, et une élévation du taux
en LPO d’une maniére modérée; ce qui nous pousse a avancé qu’on est en présence d’un
stress oxydatif modéré et ceci bien slir en s’appuyant sur les résultats histologique ; sur ceux,
nous pouvons emettre I’hypothése d’un déséquilibre de la balance antioxydant/prooxydant en
faveur des oxydants. Il est connu que les ERO a concentration élevée ont des effets
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endommageants au niveau foie, du fait de leur action négative sur ’activité des enzymes

antioxydantes comme la catalase.

Déja, en 1997, Neuzil et al ont énoncé que l'activité prooxydante de la vitamine E se
produit lorsque les co-antioxydants, tels que l'ubiquinol-10 et la vitamine C ne sont pas

disponible pour interagir avec le radical vitaminé.

Palozza et Krinsky en 1992, ont énoncé que les niveaux accrus d’a-T induisent une
augmentation de la concentration des radicaux o-Te, qui ne peuvent pas étre efficacement
désintoxiqué par les co-antioxydants (acide ascorbique) ce qui peut initier le processus de
peroxydation lipidique. Cela offre la possibilité de la toxicité prooxydante.

En finalit¢ I’ensemble des suppositions émises concernant les deux parameétres
biochimique cités a savoir les LPO et la catalase sont fondées sur les observations faites lors

de I’¢tude des coupes histologiques.

I11.3. Effets de la supplémentation d’un régime en doses différentes en a-T (850-
900-950-1000 mg a-T /kg d’aliments) sur le taux en LPO et Pactivité de la catalase au
niveau du tissu hépatique

Concernant les lots supplémentes en 850,900, 950 et 1000 mg d’a-T/Kg d'aliment, nous
aurions obtenu une diminution importante de [’activité enzymatique de la CAT, et une
¢lévation accrue du taux en LPO; ce qui nous pousse a avancé qu’on est en présence d’un
stress oxydatif sévere et ceci bien sir en s’appuyant toujours sur les résultats histologiques ;
ce qui nous permet d’émettre 1’hypothése du déséquilibre de la balance

antioxydant/prooxydant en faveur des oxydants.

Nombreux sont les auteurs ayant signalé ’effet prooxydant de 1’a-T, nous citerons dans

la présente étude quelques-uns ainsi que leur étude :

Wissam et al. (1997), ont montré que la vitamine E a un effet significatif sur les niveaux
hépatiques de produits d’oxydation chez les souris Swiss-Webster, le foie de groupe alimenté
avec de I’huile de poisson et ne recevant pas la vitamine E avait des niveaux significativement
plus élevés en LPO, de diénes conjuguées et de protéines carbonylées que ceux du groupe

supplémenté avec 1g d’a-T, mais qu’en présence de la vitamine E et en une concentration
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adéquate, celle-ci permettait la prévention de la production de RL et donc protégera ces
enzymes antioxydantes.

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

antioxydantes.

En 2019, Rouaki et Kanane ont étudié I’incidence de 1’ingestion de I’huile de tournesol
oxydeée incorporée a 5% dans un régime alipidique supplémenté ou non d’a-T, sur le systéme
enzymatique antioxydant ainsi que 1I’é¢tude histologique du tissu hépatique de rats de souche
Wistar en croissance. Ces auteurs ont trouvé une diminution tres significative de la CAT et
ont conclu que la dose de 1200 mg/kg d’a-T a fait basculer I’effet antioxydant en un effet

prooxydant de cette vitamine.

En finalité, nous citerons deux études tres intéressantes réalisées sur un autre modéle
animal :

Kiron et al. (2004), ont étudié la truite arc en ciel « Oncorhynchusmykiss » traité par
1000 mg o-T /kg d’aliment, pendant 9 semaines, ces auteurs ont conclus que I’ a-T n'a pas
servi en tant qu’antioxydant, mais comme prooxydant; en 2007, Fu et al.ont étudié I’effet de
la vitamine E sur les activités enzymatiques antioxydantes (CAT, SOD et GPx) de 1’ormeau
Haliotis discushannai, et ont déduit eux aussi que la vitamine E (5,000 mg/kg) n'a pas servi

comme antioxydant, mais apparait plutdt comme un prooxydant.

I11.4.Effets de la supplémentation d’un régime standard en doses différents d’a-T

sur la teneur en protéine du tissu hépatique

Les observations effectuées lors de notre étude histologique, nous permettent d’émettre
I’hypothése que la teneur en protéines des lots RES500 a RES650 est comparables au témoin,
vue qu’aucune altération n’a affectée le tissu hépatique des rats soumis a ces doses, sachant
que la vit E a un effet protecteur vis-a-vis des protéines qui sont connues comme étant des
molécules trés sensibles aux attaques radicalaires, de nombreuses études ont montrées cet

effet, nous en citerons quelques-unes :
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En 1954, Tappel a montré des changements in vivo des protéines catalytiques et
structurales dus a une carence en vitamine E, ces changements résultent directement de la
réaction des produits d’oxydation des AGPI avec les protéines.

Des années plus tard et en 1977, Csallany et al. ont observé qu’aprés 8 semaines de
régime carencé en Vitamine E chez des souris, le taux en lipofuscine hépatique est
significativement plus élevé chez les témoins que chez les lots supplémentés en vitamine E,

déduisant que cette vitamine a un role protecteur vis-a-vis des RL lors d’un stress oxydatif.

En 1992, Abraham et al. ont montré que la vitamine E prévient I'oxydation des

protéines, induite par I'exercice physique chez des rats femelles Sprague-Dawley.

Léger (2000), a confirmé que la fonction antioxydante de la vitamine E permet d'éviter
I'oxydation des structures, auxquelles elle se trouve associée, et de protéger ainsi non
seulement le caractére essentiel des AGPI, mais aussi ’intégrité de la structure des protéines

et des nucléotides.

Concernant le reste des lots c'est-a-dire les lots dans les doses en vit E varient de 700 a
1000 mg d’a-T/ Kg de régime, nous supposons toujours selon les résultats histologiques que
la teneur en protéines aurait été affectée par de telles doses, car pour ces cas, la vit E joue un
role prooxydant et non antioxydant, du fait que 1’accumulation du radical o-T n’a pu étre

régénérée suite a 1’épuisement des agents réducteurs comme la vitamine C.

Dymsza et Park (1975), ont obtenu une baisse significative de la teneur en protéines
chez des rats traités avec un régime supplémenté en 35000 mg d’a-T/ kg d’aliment pendant
huit semaines. Vingt-cing ans plus tard, Stadtman et Levine (2000) ont énoncé que les
résultats les plus fréquents de modifications oxydatives des protéines sont: une diminution de
I’activité enzymatique, une stabilité plus faible face a la chaleur, une hydrophobicité

augmentée et une susceptibilité plus forte a la dégradation protéolytique.

D’aprés Favier (2003), la diminution de la teneur en protéines est due au faite de leur
sensibilité aux attaques radicalaires, surtout celles qui comportent le groupement sulfhydryle
(SH), c'est le cas de nombreuses enzymes cellulaires. D'autres lésions irréversibles conduisent
a la formation d'un intermédiaire radicalaire, les protéines peuvent alors subir des réticulations

par formation des ponts bi-tyrosine détectables par fluorescence, soit subir des coupures en
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cas d'agression forte, soit des modifications de certains acides aminés en cas d’agression

modérée.

En 2003, Ponkory énonce que les protéines réagissent avec les RL lipidiques pour
former des molécules protéiques radicalaires qui peuvent a leur tour interagir pour générer
soit des lipoprotéines soit des oligomeres protéiques, principalement sous forme de dimere
mais également a des degrés de polymérisation trés élevés. Durant la dimérisation la solubilité

et la biodisponibilité des protéines diminuent.

En effet, en 2005, Tezeletal.ont quand eux réalise 1’étude sur les modifications
oxydatives importantes au niveau des protéines de la rétine, et ont déduit que ces
modifications étaient I'une des conséquences de la génération de RL dans le modéle de
glaucome chez le rat. De méme une recherche réalisée par Kadiam et al. (2015), sur le foie et
le cerveau des poulets, montre que la supplémentation en vitamine E a une certaine dose,
pourrait inverser significativement les dommages oxydatifs, en diminuant les dommages des

protéines, telles que la carbonylation, ainsi que la coupure des brins d'ADN.

En finalité, toutes ces propositions révélent qu’il y a un déséquilibre de la balance
oxydante/ antioxydante due a la présence des ROS a une concentration importante au niveau
hépatique, ces ROS peuvent endommager les protéines et induire une diminution ou bien une
inactivation de certaines enzymes antioxydantes, ce qui confirme que I’a-T a fortes doses n’a
pas agie en tant que piégeur des RL (effet antioxydant) mais a eu plut6t tendance a agir entant
que prooxydant.
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Conclusion

L’étude que nous avons menée, a portée sur les effets de la supplémentation de 1’a-T a
des doses différents (500,600,650,700,750,800,850,900,950 et 1000 mg/kg d’aliments) sur
les poids corporel et hépatique, I’histologie du tissu hépatique ainsi que sur certains
parametres du stress oxydatif chez des rats Wistar traités pendant 12 semaines ; il est a noté

que les parameétres du stress n’ont pas €ét€¢ dosés a cause de I’épidémie "Covid 19 .

A la lumiere des résultats obtenus on peut conclure que:

Sur le plan de la croissance corporelle

Les résultats ne montrent aucune variation significative du taux d’évolution du poids
corporel des rats traités aux doses 500 a 700 mg d’a-T/kg d’aliments, par contre une baisse
significative a été obtenu pour les rats traités avec des doses de 750 a 900 mg d’a-T/kg
d’aliments, enfin concernant les deux derniers lots dont les doses sont de 950 et 1000 mg d’a-
T/kg d’aliments nous avons obtenu une baisse hautement significative ; de ces résultats nous
pouvons conclure que I’a-T a eu un effet sur 1I’évolution du poids corporel pour les lots
RSE500 a RSE700 en protégeant les organes contre les dommages causés par les RL, elle
inhiberait la peroxydation des lipides membranaires en captant les radicaux pyroxyles
lipidiques ; en revanche, pour les lots RSE750 a RSE1000 I’a-T a eu un effet néfaste sur la
progression du poids en 1’abaissant, la raison est probablement di a I’interaction des lipides
oxydés avec les acides aminés, ce qui diminue I’utilisation digestive des protéines, des acides

aminés et des graisses.

Sur le plan du poids du foie

Les résultats montrent des variations non significatives du poids du tissu hépatique chez
les lots supplémenté 500 a 1000 mg d’a-T/ kg d’aliments, les doses administrées n’ont pas
affecté le poids hépatique, ceci peut étre di au fait que la durée d’expérimentation n’était pas

assez longue.
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Sur le plan cellulaire

L’examen histologique des lots RS a RSE650 montre une architecture bien conservéee
des cellules hépatiques. Il a été montré dans ce cas que les doses en vitamine E allant de 500
a 650 mg d’a-T incorporés dans 1 kg de régime ont protégé les rats contre les effets déléteres
des RL ; cependant, I’histologie des lots RSE700, RSE750 et RSE800 a montré des effets
délétéres de la structure tissulaire de 1’organe, les mémes effets mais de maniére beaucoup
plus importantes sont retrouvés chez les autres lots RSE850 a RSE1000, ces lésions
correspondent a une désorganisation de I’architecture hépatique, ainsi que la présence de
congestions et de dilatations des veines centro-lobulaires, un élargissement des espaces
sinusoidales, des vacuolisations cytoplasmiques, la présence d’infiltration lymphocytaire et
des cedémes ainsi que des lésions de la membrane hépatocytaire. Ces observations montrent
I’effet prooxydant de 1’a-T qui débute d’une maniére modérée et continu séveérement pour les

doses plus importantes.
Sur le plan métabolique du tissu hépatique

Les résultats que nous nous attendions a obtenir devrait montre une baisse du taux en
LPO et en parallele une stabilité de la teneur en protéine ainsi que 1’activité de la catalase pour
les lots supplémentés en 500-600-650 mg d’a-T/ Kg daliment. Concernant les lots
supplémentés en 700,750 et 800 mg/Kg d'aliment, nous aurions obtenu une diminution de
teneur en protéine et de ’activité de la CAT, et une élévation du taux en LPO d’une maniére
modérée. En effet, pour les lots supplémentés en 850, 900, 950 et 1000 mg/Kg d'aliment, nous
aurions obtenu une diminution importante de la teneur en protéine et de I’activité de la CAT,
et une élévation accrue du taux en LPO, ceci bien slr en s’appuyant toujours sur les résultats
histologiques ; ce qui nous permet de poser I’hypothése du déséquilibre de la balance
antioxydant/prooxydant en faveur des oxydants.

L’ensemble de ces résultats suggerent un effet prooxydant a 700 mg d’a-T/ kg
d’aliments, de nombreuses études reéalisées in vivo et in vitro ont montré qu’une
supplémentation élevée en a-T a une activité prooxydant (Bowry et al., 1993; Kontush,1996).
I1 est connu que lors de I’oxydation de I’a-T est transformé en radical a-Te, si ce dernier n’est

pas éliming, il y a augmentation des LPO processus connu sous le nom «tocophérol

.

médiateur de peroxydation ».




A I’avenir, il serait intéressant de développer ce travail en dosant :

v le taux en MDA, le teneur en protéine et 1’activité enzymatique de la catalase,

v" Les biomarqueurs du stress oxydatif (le rapport GSH/GSSG, SOD, GPx, la Vitamine
C...).

v" L’a-T au niveau hépatique par chromatographie en phase liquide a haute performance
HPLC.

v Etudié de la génotoxicité de la vitamine E par le dosage du suppresseur de tumeur
comme la p53 ou des anti-apoptotique (Bcl-2), pour évaluer I’effet cancérigéne de

I’a-T vu qu’il induit des altérations au niveau de I’ADN.
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ANNEXES



Annexe A : différents ERO existants

Tableau I: Principales ERO et leurs propriétés

Catégorie Espéce Caractéristiques ERO Cibles Demi-
Secondaire(s) biologiques vie
Produite(s)
O, Anion | Peu dangereux en Acides gras Quelques
superoxyde soi car peu H,0,, NO* polyinsaturés Secs
diffusible
HO- Radical ERO la plus ROO’ Acides gras
hydroxyle dangereuse polyinsaturés, ADN, 10%secs
protéines
NO- Gaz donc diffuse
ERO Oxydenitrique bien NO3" Quelques
radicalaires Peu dangereux en secs
soi
ROO- ERO de la Acides gras
Radicaux «2éme polyinsaturé 10'secs
peroxyl Vague» voisin
10, Trés réactif O, 10°secs
Oxygene
singulet
H,0, Dizaines
ERO non Peroxyde Antiseptique HO’, HOCI de
radicalaires | d’hydrogéne seconds
NOj3 Treés agressif Protéines
peroxynitrite
HOCL Diffuse bien
acide Protéines
hypochlorite
Si forme libre
caractére
radicalaire HO-
Fe, Cu, Mn Catalysent
Métaux de fer, cuivre, certaines
transition manganese réactions
de formation
d’ERO

Mais propriétés

anti oxydantes

importantes si
forme liée

(Boubali, 2017)




Annexe B : le régime alimentaire

Tableau Il : Constituants de régime alimentaire

Ingrédient RS RSE | RSE RSE | RSE | RSE | RSE RSE RSE | RSE | RSE
(%) 500 600 650 700 | 750 | 800 850 900 | 950 | 1000
Mais 50.8 50.8 50.8 50.8 50.8 | 50.8 | 50.8 50.8 50.8 | 50.8 | 50.8
Son 10.8 10.8 10.8 10.8 10.8 | 10.8 | 10.8 10.8 10.8 | 10.8 | 10.8
Soja 32.1 32.1 32.1 32.1 321 | 321 | 321 32.1 321 | 321 | 321
Calcaire 1.50 1.50 1.50 1.50 1.50 | 150 | 1.50 1.50 1.50 | 1.50 | 1.50
Phosphate 0.8 0.8 0.8 0.8 0.8 0.8 0.8 0.8 0.8 0.8 0.8
C.M.V(Compl 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0
ément

Méniralo

Vitaminique)

a-T

a-T 0 0.05 |0.060 |0.065 |0.07 |0.075 | 0.08 0.085 | 0.09 | 0.095 | 0.1

e Meélange 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 MgSO47H20; CuSO4 5H20
0,042 mg;MnSO4 H20 0,27 mg; 7H20 1,02 mg FeSO4; ZnSO4 H20 0,15 mg;
CaC03 0,0008 mg; K10,0016 mg.

e Meélange 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-a-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




Annexe C : Matériel non biologique

Verrerie et autres :
* Tubes en verre
* Becher de 100ml et de 250ml
* Eprouvette
* Erlenmeyer de 250ml
* Pipettes graduées (2ml, Sml, 10ml)
* Flacons
* Entonnoir
* Lames et lamelles.
* Boites de Pétri.
» Eppendorf
* Portoires
* Micropipettes (de 10ul a 1000ul)
* Embouts de contenance 1000ul
* Embouts de contenance 200ul
* Spatule
* Ciseaux
* Pince
* Lame de bistouri
* Cassettes d’inclusion
* Parafilm
* Papier absorbant
* Papier aluminium
* Pissettes
* Papier absorbant
* Cassettes inclusion.
Reéactifs et solution
* Ether Ethylique.
* Eau distillée.

* Formol.
Appareillages :

* Bain-marie (PRECISTERM)

* Microscope



* Réfrigérateur

» Automates de traitement des tissus (Leica )
* 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 D : solutions de dosage de protéine

Préparation de solution de dosage de protéine

Solution A : préparée par mélange des trois solutions suivantes :

e 05 ml de la solution de tartrate de Na+t K+ a 2% (P/V).
e 05 ml de la solution de sulfate de cuivre CuSO, 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.
Préparation des solutions de dosage de ’activité de la catalase

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

- dissoudre 6,81 g de KH,PO, dans de l'eau distillée est compléter a 1000ml (a),
- dissoudre 8,82 g de Na2HPQ,, 2H,0 dans de I'eau distillée est compléter a 1000ml (b),
- mélanger 1 ml de la solution (a) avec 15 ml de la solution (b),
- ajuster le pH=7.

Solution I1: Peroxyde d'hydrogéne (30mM)

- dilué 0,34 ml de H,0, a 30% avec la solution | jusqu'a 100ml.



Annexe E : données statistiques

Tableau I11: Variations du taux d’évolution du poids corporel et du poids du foie chez les

rats en croissance.

Parameétre Moyenne + Ecart type

Lots Taux d’évolution de Poids de foie

poids corporels %
RSE 115428 11,9+1.21
RSEsn 10022 9.63+0.95
RSEegno 101+22 9.6+£1.65
RSEgs0 110426 11.43+1.02
RSE70 102426 10.66+0.57
RSE7s0 89420 10.33+1.56
RSEggo 7318 8.33+0.66
RSEgso 7014 9.46+1.89
RSEg 7718 9.7+0.68
RSEgso 72+17 9.06+1.10
RSE 1000 79+18 10.5+1.31




Annexe F :

Tableau IV: les altérations histologies apparus dans le tissu hépatique

Altération Congestion de | Congestion | Vacuolisation Infiltration (Edéme Lésion de la
histologique la VCL sinusoidal lymphocytaire membrane
hépatocytaire
Lotl RS
Lot 2509 - - - - - _
Lot 3g00 - - - - _ _
Lot 4650 - - - - - -
Lot 5;q9 ++ ++ + ++ - +
Lot 675 ++ ++ ++ ++ - +
Lot 7gqo ++ ++ ++ ++ - +
Lot 8gso +++ +++ ++ +++ + ++
Lot 9gp9 +++ +++ ++ +++ + ++
Lot 10gs9 +++ +++ ++ +++ + ++
Lot 11490 +++ +++ ++ +++ + ++

(+) présence ; (-) Absence




