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RESUME

Ce travail avait pour objectif de déterminer les effets de la supplémentation en alpha-tocophérol a
différentes doses (700, 900, 1000, 1050, 1100, 1150 et 1200 mg d'a-T /Kg d'aliment) d’un régime
équilibré, sur I’histologie du tissu cardiaque et quelques parametres biochimiques du stress oxydatif (la
teneur en protéines, le taux en malondialdéhyde et l'activité enzymatique antioxydante de la catalase)

chez les souris de souche NMRI.

Au terme de cette ¢tude nous avons obtenus une augmentation non significative du taux en
protéines et de la catalase accompagnée d’une diminution non significatif du malondialdéhyde du lot
supplémenté en 700 mg d'alpha tocophérol / kg d'aliment comparé au lot témoin, ce qui montre I’effet
protecteur de 1’alpha tocophérol a I’encontre des especes réactives de 1’oxygene. Concernant les lots
supplémenté avec 900, 1000, 1050, 1100, 1150 et 1200 mg d'alpha tocophérol / kg d'aliment, les résultats
obtenus ont montré une baisse tres significative de la concentration en protéines et une diminution non
significative de la catalase accompagnée d'une ¢€lévation hautement significative du taux en
malondialdéhyde, a ces doses 1’alpha tocophérol n’a pas agi en tant qu’antioxydant mais plutdt en tant

que pro oxydant.

Enfin, l'analyse histologique du tissu cardiaque des souris traité par 700 mg d'alpha tocopherol /
kg d'aliment a montré une architecture cellulaire normale. Cependant, a fortes doses nous avons obtenu
des cedémes, des altérations cellulaires et des congestions, I’ensemble de ces résultats on a déterminés les

résultats histologiques.

Mots clés : Alpha tocophérol, pro oxydant , antioxydant , cceur , souris



ABSTRACT

The objective of our work is to determine the effect of supplementation with alpha-tocopherol (a-
T) at different doses (700, 900, 1000, 1050, 1100, 1150 and 1200 mg of a-T / kg feed), on histology of
cardiac tissue and biochemical parameters of oxidative stress: protein content, malondialdehyde and

catalase antioxidant enzyme activity in NMRI mice.

After this trial period, we obtained a non-significant increase in the protein content and catalase
accompanied by a non-significant decrease in the malondialdehyde of the batch supplemented with 700
mg of a-T / kg of feed compared to the control group, which shows the protective effect of a-T against
ROS. for lots supplemented with 900, 1000, 1050, 1100, 1150 and 1200 mg of a-T / kg of feed the results
obtained show a very significant decrease in protein concentration, accompanied by a highly significant
increase in the rate in malondialdehyde and a non significant decrease in catalase and in this case a-T

acted as a pro oxidant.

Finally, the histological analysis of the heart of mice treated with 700 mg of o-T / kg of feed
showed a cellular architecture with a normal appearance, however, at high dose the results showed the
presence of edema, cellular alteration and congestions. All these results confirm the results of the b

assay.

Keywords: Alpha tocopherol, prooxidant, antioxidant, heart, mouse
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Introduction

Introduction

L'oxygeéne moléculaire présente la particularit¢ d’étre un élément indispensable et toxique a la
fois pour ’Homme, via sa transformation en anions superoxydes, pour générer d’autres especes réactives
oxygénées (ROS) (Daum-badouard, 2006) et il peut également générer d'autres radicaux libres a partir de

'azote, classés dans la famille des especes réactives d'azote (NOS) (Li et al., 2013).

Les radicaux libres (RL) sont des atomes ou des molécules fortement réactives avec des électrons

non appariés dans leur orbitale externe (Omodanisi et al., 2017),

( Singh et al., 2015). ils sont issus de sources endogenes comme la mitochondrie, les cellules
phagocytaires, et de sources exogenes comme la pollution, 1’alcool, les métaux de transitions (Phaniendra
et al., 2015). Cependant, I’exceés de la production des ROS peut devenir toxique pour les composants
majeurs de la cellule: les lipides, les protéines et les acides nucléiques (Jie et al,2013) entrainant des
pathologies comme I’athérosclérose, le diabéte, les maladies cardiovasculaires, pancréatiques et maladies

du foie, la fibrose cardiaque, des maladies neurologiques et le cancer.

Pour contourner les dommages causés par les ROS , la cellule fait appel a des systemes de défense
appelés antioxydants qui sont définis comme toute substance ayant la capacité de contrdler, retarder,
prévenir ou réparer un dommage oxydatif d’une molécule cible (Tang et Halliwell, 2010).Ces derniers
sont synthétisés par I’organisme comme la superoxyde dismutase (SOD), la catalase (CAT), la gluthation
peroxydase (GPX) , ou le plus souvent apportés par 1'alimentation comme la vitamine E , les caroténoides

, ’acide ascorbique (Laguerre et al., 2007) .

La vitamine E (o-tocophérol), est un antioxydant lipophile clé essentiel chez les humains,
protecteur des acides gras polyinsaturés (AGPI) et les membranes cellulaires en empéchant la
peroxydation lipidique (Raederstorff et a/., 2015), Durant la réaction antioxydante, l'a-tocophérol est
converti en radical a-tocophéroxyl beaucoup plus stable en perdant un hydrogeéne arraché par une espéce
radicalaire (radical peroxyle) (Valko et al., 2006).Cependant, l'effet pro-oxydant de I’a-T consiste a
augmenter la peroxydation lipidique, ce processus est bien connue in vitro (Bowry et al., 1992). Des
¢tudes sur des suspensions micellaires (Mukai, 1993) et des LDL isolées (Thomas et al., 1996), ont

montrés que de
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Introduction

fortes doses en vitamine E avaient un effet pro-oxydant. La cause de cette activité pro-oxydante et
I’interaction du radical tocophéroxyl avec des radicaux peroxyl ou avec des acides gras polyinsaturés
dans les LDL. Cette réaction meéne a 1’accumulation des hydroperoxydes et des diénes conjugués

(Mukai,1993).

L’objectif de cette étude consiste a évaluer quelques marqueurs de la balance
oxydants/antioxydants chez des souris Albinos, nourris pendant 5 semaines avec un régime standard
supplémenté en (700, 900, 1000, 1050, 1100,1150 et 1200 mg d'a-T/kg d’aliment), nous souhaitions
contribuer a une meilleure compréhension de I’effet de ce supplément sur des souris et sur le tissu

cardiaque.
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Chapitre I: Stress oxydatif

I. stress oxydatif

I.1. Définition

Le stress oxydatif est défini comme 1’incapacité de I’organisme a se défendre contre les réactions des
espéces pro oxydantes, cela est di a un déséquilibre 1ié soit a une production massive d’especes réactives,
soit a une diminution de la capacité anti-oxydante de I’organisme (Defragine et al., 2007). Cette rupture
d’équilibre peut résulter d’un dysfonctionnement de la chaine mitochondriale, d’inactivation des systémes
enzymatique (superoxyde dimustase, catalase et glutathion peroxydase) ou d’intoxication par des métaux

lourds (Fe, Cu, Mg) (Bonjean et al., 2002).

I.2 Les radicaux libres
Un radical libre (RL) est toute espece moléculaire instable et trés réactive, qui contient un ou plusieurs
¢lectrons non appariés dans ’orbitale externe (Lobo et a/.,2010) ce qui I’ ameéne a capturer les électrons
d'autres substances afin de se neutraliser (Kalam et al., 2012). Par ailleurs, il existe d’autres dérivées
oxygénées réactives dont leur toxicité est trés importante tel que I’oxygene singulet, I’ozone, le peroxyde

d’hydrogene, et le peroxynitrite, qui ne sont pas des radicaux libres (Lev et al., 2007).

1.3 Différente espece réactive
Les especes réactives comprennent deux classes de molécules (Tableau I), les Especes réactives
de l'oxygene (ERO) et les especes réactives de 'azote (ERA), sont des espeéces chimiques transitoires

hautement réactives et potentiellement dommageables (Kalam et a/., 2012).

Tableau I : Les especes radicalaires et non radicalaires

Espéces radicalaires Espéces Non radicalaires
Superoxyde (02°-) Oxygéne singlet (10,)
Radical Hydroxyle (OH®) Peroxyde d’hydrogéne (H,O,)
Monoxyde d’azote (NO®) Ozone (O3)

Dioxyde d’azote (NO2°®) Acide hypochloreux (HOCI)
Peroxyle, alkoxyle (ROO®, RO®) Peroxynitrite (ONOO-)
Peroxyle lipidique (LOO*®) Peroxide lipidique (LOOH)

(Valko et al., 2007).
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Chapitre I: Stress oxydatif

I.3. 1. Espéces réactives de 1I'oxygeéne (ROS)
A Détat naturel, 'oxygéne moléculaire (O) comporte deux électrons célibataires trés instables avec
une forte tendance a oxyder les composés qu’ils rencontrent en leur arrachant un électron pour 1’apparier

a I’un de ses électrons célibataires (Xavier, 2009).

Les ROS sont produites par la réduction de I’O, d’une part, lors de la production par la mitochondrie
d’énergie mobilisable par la cellule, d’autres parts dans diverses réactions enzymatiques. Ces ROS
incluent les radicaux libres et les composés réactifs oxydants non radicalaires (sans ¢électrons libres dans

leur couche externe) comme le peroxyde d’hydrogeéne H,O,, I’oxygeéne singulet ( Kalem et al.,2012).

1.3. 2. Espéces réactives de I'azote (NOS)

L’oxyde nitrique (NO) est un radical qui est généré dans les tissus biologiques par des synthases
spécifiques d'oxyde nitrique (NOS), qui métabolisent l'arginine en citrulline avec formation de NO
"L’oxyde nitrique est un radical réactif abondant qui agit comme une molécule de signalisation

biologique oxydative importante dans de nombreux processus physiologiques variés, notamment la

neurotransmission, la régulation de la pression artérielle, les mécanismes de défense, le relachement

des muscles lisses et la régulation immunitaire (Valko et al., 2007).

1.4 Sources de stress oxydatif :

Les ROS et NOS peuvent apparaitre ou se former suite a des facteurs exogenes ou endogenes

1.4. 1 source endogéne

Il existe de nombreuses sources d’ROS dans 1’organisme dont I'importance varie en fonction des

tissus (Droge, 2002) :

» le systeme enzymatique : la NADPH oxydase et les chaines respiratoires sont considérées

comme une source majeure des ROS ( Bijan et a/.,2008) (Figure 1).
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Figure 1 : Le transport d'électrons dans la chaine respiratoire mitochondriale et la production
d’ERO. Les complexes I — IV sont situés dans la membrane interne de la mitochondrie. Tout d'abord, les
complexes I et II peuvent accepter les électrons du NADPH et de 1'acide succinique, puis les transporter vers la
coenzyme Q (CoQ), tout en libérant des protons. Ensuite, le complexe I1I peut transférer des électrons de CoQ au
cytochrome C (Cyt ¢). Enfin, le complexe IV envoie des électrons a O2, produisant de 'H20. Au cours de ce
processus, un gradient de proton est formé, ce qui favorise la synthése de I'ATP. Si le complexe I1I ne peut pas
recevoir d'électrons de CoQ, ceux-ci seraient acceptés par O2, ce qui pourrait produire des ROS et entrainer un

stress oxydatif

» Les cellules phagocytaires : activation de macrophages de polynucléaires (Favier, 2006),ces
cellules libérent des produits toxiques, qui incluent le monoxyde d’azote (NO®), le peroxyde

d’hydrogéne (H,0,) et 1'anion superoxyde (O2°) (Baskaran et al., 2017).
» La B-oxydation dans les peroxysomes (Cadenas et Davies, 2000).
L. 4. 2 sources exogénes

L’organisme humain est soumis a ’agression de différents agents extérieurs capables de donner

naissance a des especes oxygénées réactives :
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Chapitre I: Stress oxydatif

e Les rayonnements UV et les radiations ionisantes induisent la synthése de radicaux libres dérivés

de ’oxygene tels que O,~, OH’, et de molécules génératrices de radicaux libres (Opara, 2006).

e [’oxyde d’azote et le dioxyde d’azote (NO,) sont a ’origine d’une auto-oxydation des acides

gras poly-insaturés (AGPI) des alvéoles pulmonaires (Favier, 2003)

e Une alimentation pauvre en antioxydants, 1’action des substances oxydantes : solvants, pesticides,

anesthésique, tabac (Lehurch-Michel et a/.,2001).

e Les ions de métaux lourds, tels que le fer, le cuivre, le cadmium et le mercure, peuvent induire la

génération de radicaux réactifs et provoquent des Iésions cellulaires (Birben et al., 2012).

I.5 Action des radicaux libres

Les radicaux libres sont capables d’entrainer des modifications chimiques altérant gravement les

structures protéiques, lipidiques ainsi que les nucléotides (Tessier et Marconnet ,1995).

L.5. 1. Les lipides

Les acides gras polyinsaturés (AGPI) qui sont caractérisés par un ou plusieurs ¢éléments de structure
chimique (— CH = CH — CH2 — CH = CH-) sont sensibles a I’oxydation par les métaux et les radicaux
libres oxygénés. Cette attaque déclenche une réaction en chaine appelée «lipoperoxydation membranaire

» (Therond, 2006) (figure 2).

Le radical hydroxyle est capable d’arracher un hydrogene sur les carbones situés entre deux doubles
liaisons des acides gras poly-insaturés (AGPI) pour donner un radical lipidique : c’est la phase
d’initiation. Le radical lipidique réagit avec une molécule d’oxygeéne pour former un radical peroxyle
(ROO’) qui se transforme en peroxyde au contact d'un autre acide gras. Les peroxydes issus de cette
cascade de réactions peuvent continuer a s’oxyder et a se fragmenter en alcanes (éthane, éthyléne, pentane
...) et en malondialdéhyde (MDA), une molécule mutagénique pour les cellules bactériennes et
eucaryotes.

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 et par fois par

I’intervention de la glutathion peroxydase (Niki et al., 2005 ; Halenget al., 2007).
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Figure 2 : Mécanisme en chaine de la peroxydation des acides graspolyinsaturés et nature des produits

terminaux formés (Favier, 2003)

I.5. 2 Les protéines
Selon Delattre et al.,(2005). les acides aminés et les protéines sont une cible pour les espéces

réactives de I’oxygene (ERO) et de I’azote (ERN) ; les dommages crées sont de plusieurs types :

» Oxydation de la chaine polypeptidique suivie d’une fragmentation et /ou de la formation de
liaisons croisées intra ou inter chaines, la formation des réticulations protéine-protéine, et

l'oxydation des structures protéiques qui conduit finalement a une perte de fonction.

» oxydation des chaines latérales des acides aminés, mais également nitration de certaines entre

elles,
» acides aminés qui sont particuliérement vulnérables a I'attaque des ERO sont la proline, I’arginine,

la lysine et la thréonine. L'oxydation de leurs chaines latérales conduit a la formation de groupes

carbonyle (aldéhydes et cétones) (Burton et al., 2011).
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I.4. 3. ADN

Selon Favier (2003, 2006). I’ADN est une molécule trés sensible a 1'attaque par les radicaux de
I'oxygene, les sites radicalaires crées au sein de la molécule d’ADN peuvent induire la formation de
quatre grandes classes de 1ésion : modifications des bases nucléiques puriques et pyrimidiques,apparition
des sites abasiques suite a 1’altération de la liaison entre la base et le désoxyribose,formation des pontages
ADN-protéines, et des ruptures de brins qui vont perturber les mécanismes de réplication de I'ADN et
entrainer soit des erreurs de lecture et de syntheése par des ADN polymérases translésionelles infideles
aboutissant a une mutation ponctuelle dans le génome qui peuvent avoir de grave conséquences sur la
synthése des protéines, soit une impossibilité de copier de I'ADN qui aboutira a la mise en route du

suicide programmé des cellules par un apoptose (figure 3).

coupure de
chaine simple
brimn

pontage
ADN-proté&ine

madijic:rltiﬂn de la
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Figure 3 : Principales classes de dommages de I’ADN (Favier ,2003)
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1.6 Implications pathologiques du stress oxydatif

Le stress oxydant est un facteur potentialisant 'apparition de maladies plurifactorielles tel que le
diabete, le cancer, les troubles cardiovasculaires, la grippe, le syndrome de Down, I'hépatite, I'arthrite
rhumatoide, les maladies neurologiques, les ulceres, la pneumonie, la cataracte, le glaucome et

vieillissement (figure 4) (Pandey et Rizvi , 2011) .
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Figure 4 : Les maladies li¢es au stress oxydatif (Pandey et Rizvi, 2011)

La plupart des maladies induites par le stress oxydant apparaissent avec 1'age, car le vieillissement

diminue les défenses anti-oxydantes et augmente la production mitochondriale de radicaux (Robert,
2006).
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I1. Antioxydants

Un antioxydant est une molécule ou enzyme capable, en petite quantité, de protéger les cellules des
dégats causés par des radicaux et de prévenir ou retarder 1’oxydation d’un substrat libre. Il est capable de
neutraliser les formes actives de I’oxygene et permet de maintenir au niveau de I’organisme des taux non

toxique des radicaux libres. On peut distinguer deux types de systémes antioxydants (Halliwel ,1991).

II.1 Antioxydants endogenes
La production physiologique des ERO est contrdlée au sein des cellules par les systémes

enzymatiques et non enzymatiques.

Selon (vergani et al., 2004). P’activité¢ des enzymes antioxydantes dépend de cofacteurs minéraux

dont le zinc (Zn), le cuivre (Cu), le manganese (Mn), le sélénium (Se) et le fer (Fe).

I1.1.1 Les Superoxydes dismutases
Les superoxydes dismutases (SOD) représentent un systtme de défense majeur contre les
dommages oxydatifs par la conversion enzymatique d’O,*~ en H,O,. Il existe trois types de SOD dans les
tissus de mammiferes: contenant du zinc (SOD1) localis¢ dans le cytosol, contenant du manganése SOD
(SOD?2) localisée dans la matrice mitochondriale et SOD extracellulaire (SOD3). SOD1, SOD2 et SOD3
sont chacune fortement exprimées dans le rein normal, principalement dans les tubules rénaux, par
rapport aux autres organes. Une étude récente suggere que la SODI1 est une enzyme antioxydante majeure

dans la régulation du stress oxydatif au cours d'une Iésion rénale progressive (Sung et al., 2013)

20,¢” +2H+ = 02 +H,0, (Combhair et Erzurum, 2002).

II.1. 2 Catalase

La catalase (CAT) est une enzyme dépendante du Fe, responsable de la réduction de H,O, en I'eau,
est exprimée dans la plupart des cellules, organes et tissus et a de fortes concentrations dans le foie et les
érythrocytes. Elle peut aussi €étre une enzyme clé dans la défense antioxydante dans le rein lors d’une

altération. (Sung et al., 2013)

2H;0; ——> 2H,0 +0,  (Delattre, 2003).
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I1I.1. 3 Glutathion peroxydase (GPx)

La glutathion peroxydase est une enzyme dépendante du sélénium qui peut convertir le peroxyde
d’hydrogene en eau. Dans la réaction de glutathion peroxydase, le glutathion est oxydé¢ en disulfure de
glutathion, qui peut étre reconverti en glutathion par la glutathion réductase dans un processus

consommant du NADPH (droge, 2002)

H,0, +2GSH =—>2H,0 + GSSG (Mates et Sanchez-Jimenez, 1999).

I1.1. 4 Glutathion réductase

La glutathion réductase (GR) a pour role de régénérer le GSH a partir du GSSG. Au cours de cette
réaction, la glutathion réductase utilise un cofacteur, le NADPH produisant du NADP+ qui sera régénéré
en NADPH pour une utilisation ultérieure, par la glucose-6-phosphate-déshydrogénase (Smith et
al.,1988).

GSSG + NADPH + H+ ———==2GSH+NADP"

I1.2. Antioxydants exogenes
Lorsque la production des RL devient trop élevé, nos réserves antioxydants peuvent devenir
insuffisantes pour neutraliser les effets néfastes de ces RL, dans ce cas, une autre source exogene nous est

indispensable pour combler les insuffisances dues au manque des antioxydants endogenes.

II. 2.1 La Vitamine E

La vitamine E appelée aussi a-tocophérol, est apporté par les aliments, elle a un role stabilisateur
des lipides membranaires, elle agit en inhibant la peroxydation des AGPI (Salle, 2005). en piégeant les
radicaux et en captant 1'électron célibataire, les transformant en molécules ou ions stables et se transforme
a son tour en radical a-tocophéroxyle (a-T°) (Blokhina et al., 2003). puis il sera régénéré par la vitamine

C (Favier ,2003).

II .2. 2 Caroténoides

Les caroténoides sont un groupe de pigments végétaux formés de longues chaines aliphatiques
alternant simples et doubles liaisons et permettant une délocalisation des ¢électrons le long de cette chaine

(Halliwell et Gutteridge, 2008).

12



Chapitre II : Les systémes de défense antioxydants

les B caroténes sont des précurseurs de rétinal ( vitamine A),ce sont des puissants anti radicalaires,
ils désactivent les radicaux peroxyles ROO* et alkyles R* et ils captent I'oxygene singulet , ils protégent

¢galement contre les réactions de photosensibilisation ( Delattre et al., 2005).

II. 2. 3 La Vitamine C

L'acide ascorbique (ascorbate, vitamine C) est un antioxydant hydrosoluble que I'on trouve chez
les animaux et les plantes, 1'ascorbate est un capteur efficace et un antioxydant réducteur, capable de
donner ses ¢électrons aux ERO et de les ¢liminer et donner le radical ascorbyle qui est relativement stable.
Ce radical peut perdre son é€lectron et étre transformé en acide déshydroascorbique ou régénéré sous sa

forme réduite en obtenant un ¢électron d'un autre agent réducteur, tel que GSH (Kohen,2002

I1. 2.4 Les flavonoides

Les flavonoides constituent un groupe important de composés polyphénoliques, ce sont des
composés ubiquistes que 'on retrouve dans les plantes. ils ont une grande capacité antioxydante, en effet,
ils sont capable de protéger les lipides contre les dommages oxydatifs (Kumar et al., 2013). de piéger les

RL directement par le don d'un atome d'hydrogene (Prochazkova et al., 2011).

II. 2. 5 La taurine

La taurine (acide 2-aminoéthanesulfonique) est un acide aminé soufré, présent a des concentrations
milli molaires dans de nombreux tissus animaux, il peut agir en tant qu'antioxydant direct en éliminant les
especes réactifs d'oxygene. A coté de son role dans les défenses antioxydantes, elle participerait aussi
dans le maintien de I'homéostasie du calcium l'osmorégulation et la stabilisation des membranes (Yu et

Kim, 2009)
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III. La vitamine E

I11.1 Généralité

La vitamine E est une vitamine liposoluble avec un haut pouvoir antioxydant (Lien et al., 2008).
elle existe sous de multiples formes naturelles, qui comprennent : 1’a-tocophérol, le B-tocophérol, le y-
tocophérol, et de d-tocophérol ainsi que les formes de tocotriénols de chacun d’entre eux (Cook-Mills et

al.,2010) (Figure 5).

Tocophérol

Tocotriénal

Figure 5 : La structure des différents isomeres de la vitamine E ( Lindrier , 2011)

La vitamine E n’étant pas synthétisée par I’Homme, celui-ci doit donc subvenir a ses besoins via
son alimentation, parmi ces aliment, les graines, les noisettes, les huiles végétales ; 50 a 70% de la
vitamine E provient des matieres grasses végétales ;15 a 20% des 1égumes et des fruits ; environ 10% de
la viande, du poisson et des ceufs, 2 a 10% du pain, des céréales et des pommes de terre et moins de 2%

des produits laitiers( Léger,2000)

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

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

Au niveau cellulaire, la vitamine E est présente a forte concentration dans les membranes et

surtout les membranes mitochondriales (Molenaar et a/ .,1973 ). La vitamine E est orientée, les groupes
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de téte chromanol polaire sont exposés a la surface de la membrane et la queue se fixe au sein des

membranes lipidiques ( Hofius et a/ ., 2003) (figure 6).

Hydrophilic region

Hydrophobic region

Figure 6 : La localisation d’a tocophérol dans la bicouche lipidique de la membrane

(Raederstorff et al, 2015).

III. 2 Propriétés chimiques de I’a-T

La structure chimique d'a-T est composée d’un cycle chromanol mono-, di-, ou tri méthyle auquel est

rattachée une chaine latérale a 16 atomes de carbone, de structure isoprénique (figure 5).

L'a-T pure est un liquide visqueux huileux et jaunatre qui s'oxyde facilement lorsqu'elle est exposée a
la lumiére, a 1'0, et aux métaux de transition (Peh et a/, 2015). Elle est peu sensibles a la chaleur, a la

lumicre et aux acides, mais trés sensibles a I’oxydation et aux bases (Claude, 2003).

ITII. 3 Absorption et métabolisme de la vitamine E

La vitamine E nécessite, en raison de son caractére hydrophobe, des mécanismes de transport
spéciaux dans l'environnement aqueux du plasma, et au niveau des cellules. Chez 'homme, la vitamine E
est absorbée dans la partie proximale de l'intestin en fonction de la quantité de lipides alimentaires, de bile
et d'estérases pancréatiques. Elle est émulsionnée avec les composants liposolubles de l'aliment. La
lipolyse et I’émulsion des gouttelettes lipidiques formées conduisent ensuite a la formation spontanée de
micelles mixtes, qui sont absorbées par la membrane passive de la muqueuse avec les triglycérides, les
phospholipides, le cholestérol et les tocophérols sont réassemblés en chylomicrons par le Golgi des
cellules de la muqueuse. Les chylomicrons sont stockés sous forme de granules de sécrétion et

éventuellement excrétés par exocytose dans le compartiment lymphatique d'ou ils atteignent la circulation
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sanguine par le canal thoracique.lls sont ensuite transformés en chylomicrons

lipoprotéine lipase (LPL), une enzyme attachée a la surface de 1’endothélium capillaire
2000) (Figure 7).
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Figure 7 : Absorption, transport et distribution de la vitamine E (Azzi et Stocker. 2000).

Le devenir des différentes formes de vitamine E est alors trés différent : le y-tocophérol sera excrété

dans la bile, alors que I’a-T sera majoritairement incorporé dans les VLDL naissants. Cet assemblage est

assuré par a-1 Transfer Protein, une protéine cytosolique du foie qui permet I’incorporation d’ o-T au

sein des VLDL, avant leur relargage dans la circulation sanguine (Cuvelier et al., 2003).

La protéine du transfert plasmatique des phospholipides, qui est connue pour favoriser 1'échange

de phospholipides et d'autres composés amphiphiles entre les structures lipidiques, facilite 1'échange du a-

T entre les HDL et les LDL (Desrumaux et al., 1999).

Approximativement la moitié du a-T plasmatique est présente dans les LDL et ’autre moitié est

distribuée entre les VLDL et les HDL (Cuvelier et al., 2003).
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I11. 4 Action antioxydant de vitamine E

La vitamine E est reconnue comme antioxydant, elle inhibe la peroxydation lipidique par la captation

de radical peroxyde formé avant qu’il attaque le lipide, pour produire les hydroperoxydes (LOOH).

La partie non-hydrophobe de I’a-T contient le groupement hydroxyle (OH), dont I'atome
d'hydrogene est facilement amovible (Sachdeva et al ., 2014). Les tocophérols perdent cet atome, qui est
donné au peroxyle, ce qui entraine la formation de radical tocophéroxyl (Figure 8) (zarka et al., 2012). le
radical résultant est relativement stable et dans des circonstances normales, insuffisamment réactif pour

initier la peroxydation lipidique elle-méme, qui est un critére essentiel d'un bon antioxydant.

LOO+ a-tocophérol-OH — LOOH + a-tocophérol-O°® (Nimse et al., 2015)

Alpha Tocopharol
(Vvitamin E)

( Lipic
= | Free
. Kadicals)

"' B a-_r-"“' e

- H} L=

Tlac:::-uheranyl Free Radical
({Oxidized Vitamin E)

Figure 8 : La forme oxydée de la vitamine E (Biswas, 2016).
Le radical peroxyle va se combiner avec les acides gras de la queue de la vitamine E, arrétant ainsi

de retirer les ¢lectrons d'acides gras des membranes. Donc, la vitamine E, par suite a ses caractéristiques

structurelles, agit comme l'interrupteur de chaine (Miguel et a/, 2017).
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I1I. 5 La régénération de la vitamine E

La vitamine E radicalaire est régénérée par la vitamine C 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 a proximité de la surface de la membrane (Figure 9), la queue du tocophérol est bien
ancrée dans la double couche lipidique et le noyau chromanol « flotte » comme un cerf-volant au contact

de I’interface phase aqueuse/phase lipidique afin de rendre accessible a ’ascorbate (Guilland, 2011).
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Figure 9: La régénération de la vitamine E par I’acide ascorbique (Xavier, 2009).

III. 6 Activité pro-oxydante
Les effets de la vitamine E puissent ne pas étre uniformément bénéfiques, voire méme étre nocifs
(Burton,1994), plusieurs chercheurs ont montré que 1’a-T a forte concentration peut avoir des effets

néfastes et qu’elle agissait comme un pro-oxydant en absence de réducteurs de radical o-T ( Landrier et

al., 2010) .
L’oxydation de I’a-T conduit & 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, I'a-T pourrait

présenter des effets pro-oxydants démontrés in vitro (Landrier et al., 2010). Ce qui explique pourquoi les
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aliments contenant comparativement de faibles niveaux de vitamine E, mais aussi des co-antioxydants

offrent des avantages pour la santé plus que les suppléments de vitamine E (Stocker, 1999).

Nitta et a/.,(1991) ont rapportés que l'administration sous-cutanée chronique de 1'a-T a 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.

In vitro des dommages oxydatifs de I'ADN sont induite en présence de Cu2+, causée par la
vitamine E cuivre dépendante qui médiée la formation des ERO (Yamashita et al., 1998). Les tocophérols

c . . J . . J . —+ . +1)+
peuvent aussi in vitro réduire les ions métalliques (Mn") en ions (Mn ™"

) capables d’exercer une action
prooxydante. Dans ce cas les tocophérols ne sont pas directement des pro-oxydants, ils réagissent plutot
de fagon synergique en présence de pro-oxydants reconnus comme les métaux de transition sous forme

ioniques, les lipides peroxydés. C’est pour cela qu’ils sont appelés co-pro-oxydants (Sayre et al. 2005).
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Chapitre II : Résultats et discussion

Au cours de cette étude qui s’est étalée du mois de Février au mois de juillet et qui avait pour
objectif d’évaluer les effets de la supplémentation de différentes doses d’’a-T sur quelques paramétres
biochimiques du stress oxydatif et sur 1’histologie du tissu cardiaque ; a nécessité la réalisation d’une
expérimentation animale au niveau de I’animalerie du centre de recherche et de développement (Saidal/
El-harrach), le dosage biochimique aux niveau de laboratoire de biotechnologie végétale de 1’université
de Blida 1,et enfin une préparation de coupe histologique cardiaque au niveau du service d’anatomie

pathologie de I’hopital Fares Yahia (Kolea)

1.1 Matériel
I.1.1 Matériel non biologique (annexe I)

1.1.2 Matériel biologique

I.1.2.1 Animaux étudiés

40 souris males de souche NMRI Albinos agés de trois semaines provenant de 1’animalerie du
centre de recherche et de développement ( Saidal/ El-harach), posséde un systeme immunitaire peu
sollicité, cette souche trés sensible a toute contamination, est un outil de choix dans 1’élaboration, ont
constitu¢ 8 lots repartir dans 8 cages a raison de 5 souris par cage. L’¢levage a ¢été¢ conduit dans des
conditions favorables a leur croissance : température 25C°, un cycle de lumiére de 12lumiere /12

obscurité ils ont été soumis a une phase d'adaptation d’une semaine environ, durant laquelle ils ont été

nourris avec un régime standard sous forme de poudre, I’expérimentation a duré 5 semaines (figure 10)

Figure 10 : Expérimentation animal (photo original).
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1.1.2.2 Préparation du régime

L’aliment a été fournis par 1I’Office National des Aliments de Bétail (ONAB) (annexe II) et est
apportée aux animaux sous forme de poudre dans des boites de Pétri a raison de 5 a 7g /jour/souris et

changé chaque jour, I’eau est donné ad libitum.

Apres sevrage et une semaine d’adaptation, la supplémentation de 1'a-T a différentes doses allant de 700 a

1200 mg d’a -T/kg d’aliment a été incorporée au régime (tableau II).

Tableau II : La préparation de différentes doses administré

RS souris témoins nourris avec un régime standard

RSE7 souris nourris avec un régime standard (RS) supplémenté avec 700 mg d'a-

tocophérol /kg d'aliment

RSEqgg souris nourris avec un régime standard (RS) supplémenté avec 900 mg d'a-

tocophérol /kg d'aliment

RSE 00 souris nourris avec un régime standard (RS) supplémenté avec 1000 mg d'a-

tocophérol /kg d'aliment

RSE 50 souris nourris avec un régime standard (RS) supplémenté avec 1050 mg d'a-

tocophérol /kg d'aliment

RSE 100 souris nourris avec un régime standard (RS) supplémenté avec 1100 mg d'a-

tocophérol /kg d'aliment

RSE| 50 souris nourris avec un régime standard (RS) supplémenté avec 1150 mg d'a-

tocophérol /kg d'aliment

RSE 200 souris nourris avec un régime standard (RS) supplémenté avec 1200 mg d'a-

tocophérol /kg d'aliment
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1.1.2.3 sacrifice et prélevement du Ceeur

A la fin de l'expérimentation (5 semaines), les souris de chaque lot sont pesées puis anesthésiés par I'éther

éthylique et sacrifier par dislocation cervicale apres 12 heures de jetine.

La souris est placée sur le dos, écarter et fixer les 4 pattes de 1’animal par des aiguilles en pingant
la peau et la découpant a I’aide des ciseaux fins juste au-dessus des organes sexuelles, jusqu’a atteindre la
téte de la souris, fixer la peau sur la planche a disséquer, on découpe délicatement le tissu conjonctif, en
utilisant la sonde cannelée afin de ne pas abimer les organes internes. Les organes sont alors découverts,

on peut facilement observer le foie, la rate, I’estomac, et les intestins.

Une fois le systéme digestif de la souris découvert on découpe la cage thoracique. On découvre
alors les poumons et le cceur de la souris, on récupere le coeur, qu’on rince avec de I’eau physiologique et

qu’on pese.

Un premier fragment du cceur de chaque souris est conservé dans du formol a 10%, pour la
réalisation des coupes histologiques. Les autres fragments du cceur sont maintenus a -20°C pour le
dosage des parametres du stress oxydant (les protéines cardiaques, le MDA et I’activité enzymatique de la

catalase).

1.2 Méthodes
I. 2-1 Dosage des protéines

A. Principe (Lowry et al., 1951)

Le dosage des protéines totales est déterminé par la méthode de Lowry et al/, (1951). C’est une
mesure colorimétrique ou 1’addition d’un sel de cuivre en milieu alcalin puis du réactif de Folin-Ciocalteu
a une solution protéique donne une coloration bleue foncée. Cette coloration résulte de la réaction du
cuivre avec les liaisons peptidiques et la réduction de 1’acide phospho-tungsto-molybdique par la tyrosine,
le tryptophane et la cystéine. On réalise une gamme étalon de solution d’albumine & 1mg/ml, I’absorbance

est mesurée a 750 nm aprés le développement de la couleur pendant 45 min a I’abri de la lumicre.
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B. Mode opératoire

a) Extraction des protéines
- 9ml d'une solution de triton X-100 (0.5%) sont mis dans un tube Potter en présence de 100 mg de
I'échantillon du coeur
- I'échantillon est broyé par un broyeur homogénéisateur de Potter Thomas pendant Imin
- Iml de TCA a 1% est mis dans un tube en verre contenant 100 pl de 'homogénat
- centrifugation a 4000 tr/min pendant 15min
- le surnageant est éliminé, et le culot est repris dans 1ml de TCA a 1% et centrifugé a 4000 tr/min
pendant 15min
- le surnageant est ¢liminé une deuxiéme fois, les bords supérieurs des tubes sont séchés par la suite avec
du papier filtre
- le culot est repris dans un mélange d'alcool/éther (v/v) et centrifugé a 4000 tr/min pendant Smin,
- le surnageant est jeté, les bords supérieurs des tubes sont séchés par la suite avec du papier filtre
- lavage avec 1ml d'éther éthylique, et centrifugation a 4000 tr/min pendant Smin

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

b) Préparation des solutions de dosage (annexe I1I)

c¢) Dosage des protéines

- 1ml de la solution A est ajouté a 200 pl d'homogénat, I’ensemble est agité au vortex
- I’échantillon est incubé 10 minutes a température ambiante

- le mélange est alors mis en présence de 100 pl de réactif de la solution B

- apres 45 minutes, la densité optique a 750 nm est mesurée au spectrophotometre contre 1'eau bi-distillée

(blanc).

C) Préparation du courbe étalon

En parallele des échantillons a doser, une gamme étalon est réalisée a partir d’une solution
protéique BSA a 1 mg/ml dans huit tubes contenant des volumes croissant de solution BSA (0-200pul),

complétés avec de l'eau distillée (annexe IV
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)
1.2-2 Dosage de malondialdéhyde
A. Principe (Draper, 1993)
Le malondialdéhyde (MDA) est le marqueur le plus utilisé en peroxydation lipidique. Apres
traitement acide a chaud, les aldéhydes réagissent avec 1’acide thiobarbiturique (TBA) pour former un
produit chromogene de couleur rose consistant en 2 molécules de TBA et une molécule de MDA.

L’absorption intense de ce chromogene se fait a 532 nm.

B. Mode opératoire
La procédure expérimentale du dosage du MDA est la suivante :

-100 mg de I'échantillon du cceur sont broyés en présence de 9 ml de tampon phosphate KH2PO4 (0,2 M
a pH=7,4)
- Iml de TCA a 10 %, 100 pl de 500 ppm BHT sont mis dans un tube a essai, contenant 200 pl
d'homogénat.
- le mélange est mis a ébullition dans un bain marie a 100°C pendant 30 min.
-apres refroidissement, le mélange est versé dans des tubes secs et centrifugé a 4000 tr/min pendant 10
min.
- le surnageant est récupéré, auquel est ajouté un méme volume d'une solution aqueuse de TBA saturée.
- Ce mélange est mis a ¢bullition dans un bain marie a 100°C pendant 30 min.

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

C. Expression des résultats
La concentration du MDA est calculée selon 1'équation suivante:
SRS

[#5%%] = ———— [nmoles/ mg de protéines]
™ it ]

¢ [MDA]: Concentration en MDA en n moles/mg de protéines
¢ DO : Densité optique lue a 532 nm

% [Protéines] : Concentration de 1’extrait en protéines (mg/ml).
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1.2-3 Dosage de la catalase
L’activité de la catalase plasmatique est déterminée selon la méthode d’Aebi et al.,(1984).
A. principes
Le principe repose sur la décomposition de ’H202 en présence de la source enzymatique catalase.
La disparition du peroxyde d'hydrogene est mesurée en spectrophotométrie a 240 nm.

B. modes opératoires
a) Préparation des solutions (annexes V)

b) Lecture de la Densité Optique

Activite de la catalase(pmol Hy3, /min/mg prot) =

La lecture de I’absorption se fait a 240 nm durant 3 min. L’activité CAT est calculée selon 1’équation
suivant :

% V:volume de I'échantillon

% v: volume total

% At: temps de décomposition du H202

% Al: absorbance a t0

* A2: absorbance a t(3min)

% X : quantité des protéines mg/ml
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1.3 Réalisation des coupes histologiques (Martouja et Martouja, 1967)

Les fragments du cceur de chaque souris sont retirés du Formol 10 % et sont placées dans des

cassettes d’inclusion (figurell)

Figure 11 : Cassettes d’inclusion (photo originale)
A. Fixation

Les cassettes sont mis dans du formol 10 % pendant 24 h. Il est important de noter que la fixation est

une ¢étape critique de la préparation des tissus, puisqu’un tissu mal préservés ne peut €tre reconstruit.

B. Déshydratation

Les échantillons sont ensuite déshydratés par un automate de déshydratation (circulation) (figure 12)

Figure 12 : automate de déshydratation (photo originale)
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Mettre dans des bains successifs d’alcools de concentration croissante (70%, 90% et 100%), puis
dans 3 bains successifs de xyléne et enfin dans deux bains de paraffine liquide pour laver les exces de
solvant (tableau III)

Tableau III : mode opératoire de 1I’automate

Station Réactifs Temps
01 Formol 1H
02 Alcool 70 2H
03 Alcool 80 2H
04 Alcool 95 2H
05 Alcool 100 2H
06 Alcool 100 2H
07 Alcool 100 2H
08 Xylene 2H
09 Xylene 2H
10 Xylene 2H
11 Paraffine 2H
12 Paraffine 2H

C. Inclusion/ enrobage

Dans un moule métallique on met au fond quelques gouttes de paraffine liquide a 1’aide du

distributeur de paraftine.

Le fragment est maintenu par des pinces en veillant au sens pour obtenir une coupe de tous les tissus,
on rajoute de la paraffine liquide, le couvert de la cassette, puis de nouveau de la paraffine liquide, on
place I’inclusion au plaque réfrigérante. Notons que les moules sont met au congélateur pour faciliter le

démoulage (figure 13).
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Figure 13 : Appareils d’enrobage (d’inclusion) (photo originale)

D. les coupes

Apres le refroidissement, maitre en place du bloc sur le microtome (I’épaisseur est de 4 a 7 microns)
(figure14) les coupes sont réalisées se forme de ruban.
Le ruban est maintenu dans un bain marie puis récupéré sur les lames, il doit étre séchées avant la

coloration a I’étuve a 8°C pendant 30 a 45 min

Figure 14 : microtome (figure originale)

E. Coloration

Les étapes de la coloration sont les suivantes : (figure 15)
v Déparaffinage : il se fait par le passage des coupes dans un bain de xylénene pendant 20min, et

sert a enlever la paraffine du tissu pour que les colorants puissent le pénétrer

v' Réhydratation : c’est le passage dans des bain d’alcool de degrés décroissants de 100°C a 70°C,

et se termine par un traitement a 1’eau de ringage.
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v Coloration a I’Hématoxyline-Eosine : c’est une coloration universelle de routine qui permet de
mettre en évidence les principaux éléments morphologiques des pieces (noyaux, cytoplasme,
collageéne) en associant une coloration nucléaire par I’hématoxyline de Mayer (colorant basique)
qui colore le noyau en bleu et 1’¢€osine (colorant acide) colore le cytoplasme en rose. Elle se réalise
selon les étapes suivantes :

Passage des lames a ’hématoxyline de Mayer pendant 2min pour colorer les noyaux en bleu, rincer a

I’eau, faire un Passage dans ’acide ammoniac puis a I’Eosine pendant 5 min pour colorer les
cytoplasmes en rose, rincer rapidement a 1’eau et faire tremper a ’alcool puis au xyléne pendant 20 min,

enfin les lames sont séchées a ’air libre.

Figure 15 : coloration Hématoxyline / Eosine (photo originale)

F. Montage et observation

On place une goutte de xyléne sur la lame, puis on dépose la lamelle que 1’on fixe soigneusement avec
une pince. Observation au microscope photonique a Gr: X40, prise de photos micrographiques.

1.4 Etude statistique

L'analyse statistique des résultats est réalisée par le test de t-student en utilisant le logiciel XLSTAT.
Ce test a permet de comparer les moyennes des différents lots expérimentaux. Les résultats sont exprimés
comme: moyenne plus ou moins 1’écart type et sont considérés comme:

¢ significative lorsque (P < 0,05),

% tres significative comparant au témoin (P < 0,01),

¢ hautement significative comparant au témoin (P < 0,001).

Avec (P): seuil de signification
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I1.1. Modifications physiologiques

I1.1-1 Effets de la supplémentassions en I’a-T a différentes doses sur le poids corporel

La variation du poids corporel des souris témoins et traités par les différentes doses d'a-T, sont

représentés dans la Figure 16 (annexe VI).
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Figure 16 : Variation du poids corporel chez les souris, chaque valeur représente la moyenne + Ecart

type

Les résultats que nous avons obtenus lors du suivi de la variation du poids corporel des souris
nourris avec un régime contenant différentes dose d’'a-T (700, 900, 1000, 1050, 1100,1150 et 1200 mg
d'a-T /kg d’aliment) ; ont montré une légére augmentation non significative du poids corporel pour les
lots RSE709, RSEgqo, ces résultats corroborent avec ceux de Garrido-Polonio et al. (2004), qui lors de leurs
¢tudes 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 radicaux libres, elle inhiberait la
peroxydation des lipides membranaires en captant les radicaux pyroxyles lipidiques.

Nous avons noté une diminution non significative du poids corporel aux dose de 1000 et 1050 mg
d’a-T / kg d’aliment.

Eder et al.,(2002), ont signalé que la croissance n'avait pas été affectée chez des rats males
Sprague-Dawley en croissance nourris avec des régimes supplémentés en 1000 mg d'a-T / kg d'aliment

sur une période de 8 semaines.
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Des doses plus ¢élevés de I’a-T ont été utilisés par d’autres auteurs a savoir Kiron et al. (2004), ces
derniers ont confirmé qu’aucune différence du poids corporel n’a été obtenue chez des poissons alimentés

avec des régimes supplémentés avec 1500 mg d'a-T / kg d’aliment.

Pour les lots auxquelles nous avons administre les doses de 1100,1150 et 1200 mg d'a-T / kg

d’aliment, on a observé une ré-élévation non significative du poids corporel.

Ortufio et al. (2000), n’ont obtenus aucune différence significative du taux en poids corporel chez

la daurade royale (Sparusaurata L) apres 45 jours.

Nos résultats corroborent avec ceux de Abdo et al.(1986) qui ont montré que lors de
I’administration de dose croissantes d’oa-T ( 125, 500 et 2000 mg o-T /kg d’aliment) a des rats males et
ceci pendant 13 semaines n'a eu aucun effet sur le poids corporel, ils ont émis qu’ils n’y avait pas de lien

entre les doses élevés en o-T et la croissance pondérale.

En 2006, Ayse Ogutcu et al, ont eux aussi réalis€¢ une étude pendant 7 semaines sur des rats

Wistar males nourris avec des doses €levés en a-T et n’ont obtenus aucun changement significatif.

Nous pouvons conclure qu’effectivement les doses élevés d’a-T n’ont pas affecté la croissance des

souris lors de notre étude.

I1.1-2 Effets de la supplémentation en o-T a différentes doses sur le poids cardiaque

Les résultats concernant la variation du poids du tissu cardiaque lors de la supplémentation de
différentes doses d’a-T (700, 900, 1000, 1050, 1100,1150 et 1200 mg d’a-T /kg d’aliment), ont montré

une augmentation non significatives par rapport au lot t¢émoin RS (Figurel7) .
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Figure 17: Evaluation des poids cardiaque chez les souris. Chaque barre représente la moyenne + écart-

type.

Les résultats de deux études réalisées, 1’une en 2006 et ’autre en 2010, corroborent aux notres,

toutes deux ont étudié 1’effet de la supplémentation de 1I’a-T a doses élevées :

La premiére réalisée par Ayse Ogutcu et a/. Qui n’ont obtenus aucun changement significatif du
poids cardiaque du groupe traité a la vitamine E et ceci comparer au témoin et la seconde réalisé par
Nascimento et al. Et qui avait pour objectif I’effet d’une dose pharmacologique d’a-T sur le tissu
cardiaque de rats wistar adultes. Cette ¢tude a montré que I’administration d’une quantité de 250 mg/kg

de rat/ jour d’ o-T sur une période de 7 semaines induisait la diminution du poids de tissu cardiaque mais

de maniére non significative
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I1.2. Effet de la supplémentation en a-T sur quelques parameétres du stress oxydant

et sur I’histologie du tissu cardiaque

I1.2. 1 Effets des différents régimes sur la teneur en protéines, le taux en MDA

et I'activité de la catalase au niveau du tissu cardiaque

Les résultats obtenus lors de la mesure de quelques paramétres intervenant au cours du stress
oxydatif, a savoir les protéines, le MDA et la CAT, ont montré des variations de la concentration des
protéines cardiaques, du MDA, et de I’activit¢ enzymatique de la CAT (Annexe VI) chez les souris

témoins et ceux traités par différentes doses d'a-T.

I1.2.1. 1 Effets de la supplémentation en 700 mg d’a-T/kg d'aliment sur la teneur
en protéines, le taux en MDA et l'activité de la catalase au niveau du tissu

cardiaque

Les résultats obtenus lors du dosage des parameétres biochimiques (catalase, MDA et les protéines) du
lot 700, ont révélé une augmentation non significative du taux en protéines (figure 18.A) et de la catalase

(figure 18.B) accompagnée d’une diminution non significative du MDA (figure 18.C)
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Figure 18 : Effet de la supplémentation en 700 mg d’a-T/kg d'aliments sur la teneur en protéines (A),
l'activité de la catalase (B) le taux en MDA (C) du tissu cardiaque chez des souris par rapport au lot RS.

Chaque barre représente la moyenne = écart type.

L’ensemble des résultats obtenu laisse supposer que la dose 700 mg d'a-T/ kg de régime n’a pas

eu d’effets sur les parametres biochimiques dosés et ce comparer au témoin.

En 1977, Csallany et al. Ont observé qu’apres 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
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lots supplémentés en vitamine E, déduisant que cette vitamine a un role protecteur vis-a-vis des radicaux

libres lors d’un stress oxydatif.

Selon Pryor (2000), 1'a-T est capable de protéger contre la peroxydation des lipides par l'activité

de piégeage de 'oxygene, en neutralisant la peroxydation lipidique et les lipides membranaires insaturés.

En 2008, 1’¢tude d’Hajiani et al. a porté sur le traitement de rats males adultes de souche sprague-
dawley par administration intramusculaire bihebdomadaire de 100 et 300 mg/kg de la vitamine E sur des
périodes de 2 ,3 et 6 semaines ont montré que la phase antioxydante été caractérisée par une augmentation
légére de la vitamine E des concentrations plasmatiques , une diminution du MDA , plus une
augmentation de I’activité d’enzymes antioxydantes , mais sans changement significatifs de la catalase ,
ils expliquent ces variations comme le résultat de I’effet antioxydant de la vitamine E et son
administration a certaines doses et sur des périodes courtes ,permettait I’augmentation des enzymes
antioxydantes.

Nombreuses sont les études qui mettent en évidence I’effet antioxydant de la vitamine E apres

induction d’un stress oxydatif, nous en citerons deux :

La premicre réalisée par Satoshi et al, en 1989 a étudié les effets de la vitamine E sur les taux
sériques de malondialdéhyde a la suite d'un exercice intense et exhaustif chez I'homme, elle a montré que
la concentration en MDA dans 1'essai de vitamine E était nettement inférieurs a celui du groupe témoin,
ces auteurs ont déduit que la supplémentation alimentaire de la vitamine E peut inhiber la peroxydation

lipidique apres l'exercice exhaustif.

La seconde réalisé par Aperapar et Ashwani en 2003, ces auteurs ont réalisé une étude pendant dix
semaines qui visait a évaluer le role d'a-T sur le systtme de défense antioxydant du cceur chez des souris
males de souche BALB/c inhalant de la fumée de cigarette .Les résultats obtenus ont montré que
l'inhalation de fumé de la cigarette durant la période d’expérimentation augmentait les niveaux des LPO
cardiaque mesurés en terme de MDA formé. Cependant, la supplémentation en o-T a entrainé une

diminution des niveaux de LPO dans le cceur.
L’ensemble des résultats obtenus lors de 1’analyse des quelques paramétres biochimiques du

stress oxydatif rejoignent ceux obtenus lors de 1’étude histologique a savoir I’absence de tous signes

pathologiques tel que les altérations et les cedemes ...
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Effectivement les souris traitées avec 700mg d’a-T et les témoins ont montré une architecture
cellulaire a aspect normal, (Figure 19) , ces observations suggerent des propriétés antioxydantes de I'a-T a
une dose modérée, en effet, en 2005 , Ayaz et al., ont montré que la vitamine E agit en tant
qu'antioxydant brisant la chaine des radicaux peroxyle, cette vitamine posseéde des propriétés de piégeage
des radicaux libres. Leur étude réalisée sur des rats Wistar males et femelles auxquelles ils ont administré
50 UI / kg de vitamine E, pendant 15 jours a montré une protection du tissu cardiaque et aucun
changements morphologiques tels que des vacuolites et dispersées limitées aux couches sous

endocardiques n’a ét¢ observer.

La fonction antioxydante de la vitamine E permet d'éviter I'oxydation des structures auxquelles
elle se trouve associ¢e, de protéger ainsi non seulement le caractére essentiel des AGPI, mais aussi
lI'intégrité de la structure des protéines et des nucléotides (Léger, 2000)

selon Ferry et al., (2012), la vitamine E est I’un des antioxydants les plus puissants, elle protége

les membranes cellulaires des effets de la peroxydation, elle a donc un réle de stabilisateur des

membranes.

Figure 19 : Micrographie du cceur (40x, H&E) montrant :(A) : architecture normal chez le lot “témoin ” :

RS, et chez souris supplémentés avec 700 mg d’a-T / kg d’aliment (B)
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I1.2.1.2 Effets de la supplémentation a doses croissantes d’a-T (900,1000,
1050,1100 ,1150 et 1200 mg d’a-T/kg d’aliment) sur la teneur en protéines, le taux en

MDA et I'activité de la catalase au niveau du tissu cardiaque

Les résultats que nous avons obtenu lors du dosage de quelques parameétres biochimiques du stress
oxydatif (MDA, CAT et protéines) des souris supplémentés en 900,1000,1050,1100,1150 et 1200 mg d'a-
T/Kg d'aliment , ont montré une baisse tres significative de la concentration en protéines (Figure 20.A),
accompagnée d'une diminution non significatif de la catalase (Figure 20.B) et élévation hautement

significative (p<0,001) du taux en MDA et une (Figure 20.C) comparée aux lot témoin .
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Figure 20 : Effets de la supplémentassions en 900, 1000, 1050, 1100,1150 et 1200 mg d’a-T/kg
d'aliments sur la teneur en protéines, l'activité de la catalase et le taux en MDA au niveau du tissu
cardiaque chez les souris, par rapport aux lots RS. Chaque barre représente la moyenne + SE (¥*p<0.05,

**p<0.01, ***p<0.001 entre témoin et groupe traités; a: comparaison avec le lot RS

Ces résultats révelent un déséquilibre de la balance oxydante/antioxydante due a la presence des ERO
a concentration importante au niveau du cceur des souris traites avec des doses importantes en ao-T ; ces
ERO peuvent endommager les proteines et induire une diminution ou bienune inactivation de certaines

enzymes antioxydantes.

En 1992, Bowry et al . Ont réalisé¢ une expérience sur des LDL isolés du plasma humain enrichis
en a-T et en présence de AAPH (2,4-dimethyl-isovaleronitrile) : initiateur donnant des hydroperoxydes
des lipides neutres, cette étude a montré que I’o-T avait la capacité d’agir comme pro-oxydant et
d’augmenter la peroxydation lipidique. Il a été¢ également rapporté par le méme auteur que la vitamine E
agit comme pro-oxydant en induisant la baisse de l'activité des enzymes anti-oxydantes (SOD, GPx et
CAT), aboutissant par conséquent a I'augmentation de la peroxydation lipidique. La meme annee, Palozza
et Krinsky , ont énoncé que les niveaux accrus de a-T induisent une augmentation de la concentration
des radicaux o-T, qui ne peuvent pas étre efficacement détoxifié par les co-antioxydants ( acide
ascorbique ) ce qui peut initier le processus de peroxydation lipidique. Cela offre la possibilité¢ de la

toxicité pro-oxydante.
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Deux années plus tard Burton rapporta que I’a-T peuvait induire une inhibition de la prolifération
des cellules du muscle lisse et inhiber la protéine kinase C, un des principaux agents de signalisation

(Burton,1994).

Une étude mené par Tafazoli et al., (2005) a été réalisé afin d’évaluer l'activité pro oxydante du
radical tocophéroxyl, pour cela des microsomes hépatiques de rats males adultes SpragueDawley, ont
été incubés avec 100uM d’o-T ,les résultats ont montré que 1’addition de cette quantité d’a-T a entrainé

une peroxydation lipidiques des microsomes .

Dans notre cas 1’étude des paramétres biochimiques dosés a montré que la toxicité de I'a-T a
débuté a une dose de 900 mg d'a-T/Kg d’aliment, ces résultats ont été confirmé par 1’étude histologique
du tissu cardiaque, effectivement cette derniére a montré des altérations cellulaires, des infiltrations

lymphocytaires et la présence d’cedémes et des congestions.

Selon Carolina et al.,(2011), la supplémentation de dose pharmacologique en o-T peut induire
une cardiotoxicité chez le rat en bonne santé .en comparaison avec le groupe témoin, les résultats de son
¢tude ont révélé une nécrose nucléaire marquée, une dégénérescence des myocytes et une
désorganisation de la morphologie des myofibrilles chez les rats males Wistar agé¢ de 14 semaines et

traiter pendant 7 semaines avec une dose de 250mg d’a T/kg de poids corporel/jour .

En 2010, Nascimento et al., ont étudi¢ l'effet d’une dose pharmacologique d'a-T sur le tissu
cardiaque de rats Wistar adultes. Deux groupes ont été constitués, 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 1000 mg/rat/jour et ceci pendent 7 semaines. Les
coupes histologiques ont montré aucun changement pathologique 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’oedémes. Ces auteurs déduisent qu’une telle dose
d'a-T induit une cardiotoxicité chez les rats wistar sains traduite par des changements au niveau du tissu
cardiaque accompagnés de nécrose des cardiomyocytes. Ils rapportent ¢galement que les effets néfastes
obtenus dans cette étude sont dues a des doses non physiologiques d’a-T. Ainsi la fonction antioxydante

de l'o-T dépend des conditions du stress (modérées ou fortes) et la présence de co-antioxydants.
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Figure 21 : Micrographie du cceur du lot RSE900 (40x, H&E) montrant la présence de congestion (A),
micrographie du cceur du lot RSE1000 (40%, H&E) montrant la présence d'un oedéme ( Oe ), avec une
cogestion (c), d’infiltration lymphocytaires (IL) et d’altération de myocyte (AM) (B)

Figure 22 : Micrographie du cceur du lot RSE1050 (40x, H&E) montrant la présence, d’cedéme  (Oe) et
altération de myocyte (A), et micrographie du cceur du lotERS1100 (40%, H&E) montrant la présence des

cedemes (Oe) et de congestion (C) .
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Figure 23 : micrographie du cceur du lot ERS1150 (40%, H&E), montre la présence des cedémes (Oe), de
congestion ( C ) ,d’infiltration lymphocytaire (IL) et de vaisseau altéré (AL) .

Figure 24 : micrographie du cceur du lot ERS1200 (40x, H&FE) montre la présence de congestion (C) et

de polynucléaires neutrophiles
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Conclusion

Dans la présente étude, notre travail consistait a évaluer 1'effet de la supplémentation en o-T a
différentes doses (700 , 900 , 1000 , 1050 , 1100 , 1150 et 1200 mg d’o-T /kg d’aliment) durant 5
semaines, sur la teneur en protéines, le taux en malondialdéhyde (MDA) et l'activité enzymatique
antioxydante de la catalase, ainsi que sur I'histologie du tissu cardiaque de souris NMRI .

Au terme de cette étude expérimentale, il ressort clairement que :

Sur le plan de la croissance corporel: nous avons obtenu une augmentation non significative de
la croissance des souris supplémentés en 700 , 900 mg d'a-T/kg d'aliment. Concernant le lot RSE1000, les
résultats ont montré une diminution non significatif du poids corporel; enfin pour les lost RSE1050,
1100, 1150 et 1200 d'a-T/kg d'aliment, une augmentation non significative a été obtenue par rapport au
RS, nous pouvons conclure que I’ensemble des doses utilises n’ont eu aucun effet sur la croissance des

souris.

Sur le plan du poids cardiaque : son étude révele l'absence de variation significative pour

l'ensemble des lots supplémentés en a-T par rapport au lot témoin.

Sur le plan métabolique: les résultats obtenus montrent une augmentation non significative du
taux en protéines, accompagnée d’une diminution non significatif du MDA et de catalase du lot RSE700
par rapport au témoin, ces résultats indiquent I'effet bénéfique de I’a-T vis-a-vis des ERO au niveau du

cocur.

La supplémentassions avec 1000, 1050,1100,1150 et 1200 mg d’a-T/kg d'aliment, a induit une
baisse trés significative de la concentration en protéines accompagnée d'une ¢élévation hautement
significative (p<0,001) du taux en MDA et une diminution non significatif de la catalase comparée au lot

témoin.

Toutefois, les interactions métaboliques entre les enzymes de protection contre la peroxydation
lipidique et 1'a-T sont encore obscures, certains parlent d’effet direct d’autres d’effet indirect. Néanmoins
nos résultats portant sur la supplémentation des régimes en o-T rejoignent les études faites par de
nombreux auteurs et soutiennent l'effet pro-oxydant de I'a-T lorsqu'elle est supplémentée a des doses

élevés
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Sur le plan cellulaire: I’examen histologique des deux lots RS et RSE700 montre un tissu
cardiaque conservé. Cependant chez le lot RSE900 on a observé la présence de quelques infiltrats

leucocytaires, des altérations cellulaires et des cedémes.

En revanche, I’étude histologique des lots RSE1000, RSE1050, RSE1100, RSE1150 et RSE1200
révelent une cardiotoxicité par le faite qu’elle soit marqué par une abondance d’cedémes, d’altérations et

une discrete congestion.

A P’issue de ce travail plusieurs orientations d’études peuvent étre envisagées et qui pourront faire
I’objet de travaux ultérieurs :
doser I'o-T au niveau cardiaque par chromatographie en phase liquide a haute performance,
voir l'effet d'une telle supplémentation sur d'autres paramétres antioxydant qui n'ont pas été dosé¢ dans
cette étude comme la GPx et la SOD,
¢évaluer les effets de différents apports d'a-T sur les biomarqueurs de dommages oxydatifs de I'ADN.
des dosages plus précis devraient étre fait: marqueurs d’oxydation (peroxyde d’hydrogéne, radical

hydroxyl, oxygene singlet, ainsi que le glutathion....).
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Annexes
Annexe I : matériel non biologique
Verrerie et autres :
* Pissette
* Lames de bistouri
» Ciseaux.
* écarteurs.
* Pinces.
* Plaque de contention.
* Flacons
* Micropipette (de 10ul a 1000ul),
* Pipettes graduées (1ml, Sml, 10ml)
* Tubes a essai.
* Tubes en verre
* Eppendorf
* Portoirs.
* Béchers de 50ml et 250ml,
 Erlenmeyer de 250ml
* Cuve de chromatographie.
* Boites de Pétri.
» Lames et lamelles.
* Embouts de contenance de 1000 pl.
* Embouts de contenance de 200 pl.
* Spatule.
 Entonnoir.

* Cassettes d'inclusion.

Réactifs chimiques
*Vitamine E.
* Ether Ethylique.
* Triton X-100.
* Hydroxyde de sodium NaOH.
* Tartrate de Na+ K+.

* Sulfate de cuivre CuSo4.



* Sulfate de carbonate de sodium Na2Co3.

*Folin ciocalteu.

* Phosphate de potassium monobasique KH2Po4.
*Butyl-Hydroxtoluéne (BHT).

*Phosphate disodique Na2 HPo4, 2H20.
*Peroxyde d'hydrogene H202.

» Fau distillée.

3. Appareillages

*Broyeur Homogénéiseur (Potter de Thomas).
*Balance de précision.

*Centrifugeuse.

*Spectrophotometre UV-visible.

*Bain-marie.

*Agitateur.

*pH metre.

*Réfrigérateur.

*Module de refroidissement de paraffine (Leica).
*Microtome (Leica).

*Plaque chauffante.

* Etuve.

*Distillateur.

*Microscope optique.



Annexe II :

Tableau I : constitution de régime alimentaire (g /100g):

Ingrédients RS RSE700 | RSE900 | RSE1000 | RSE1050 | RSE1100 | RSE1150 | RSE1200
Mais 52.8 | 528 52.8 52.8 52.8 52.8 52.8 52.8
Son 10.80 | 10.80 10.80 10.80 10.80 10.80 10.80 10.80
Soja 32.10 | 32.10 32.10 32.10 32.10 32.10 32.10 32.10
Calcaire 01.50 | 01.50 01.50 01.50 01.50 01.50 01.50 01.50
Phosphate 00.80 | 00.80 00.80 00.80 00.80 00.80 00.80 00.80
C.M.V(Complément | 02.00 | 02.00 02.00 02.00 02.00 02.00 02.00 02.00
M¢éniralo-
Vitaminique)

a-T /10.07 0.09 0.1 0.105 0.110 0.115 0.120

- Mélange minéral contenu dans 100 g d'aliment: KH,PO, 20,0 mg; CaCO; 34,6 mg; CaHPO,4 26,55

mg; 13,70 mg de NaCl; 3,42 mg MgSO, 7H,0; CuSO4 SH20

0,042 mg; MnSO4 H20 0,27 mg; 7H,0O 1,02 mg FeSO4; ZnSO4 H,O 0,15 mg; CaCO; 0,0008 mg; KI

0,0016 mg.

- Mélange vitaminique contenu dans 100g d'aliment: vitamine A 19.800

UI; 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 III : préparation des solutions de dosage des protéines

Solution A : préparée par mélange des trois solutions suivant:

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

e 0,5 ml de la solution de sulfate de cuivre CuSo4 a 1%,

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

Solution B: folin Ciocalteu 1N est préparé par dilution au un demi (1/2) dans I'eau distillée.

Annexe IV: Courbe étalon du dosage des protéines par la méthode de LOWRY

1951), I’albumine sérique bovine (BSA) est utilisée comme protéine de référence
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Annexe V : préparation des solutions de dosage du catalase

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

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

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

- ajuster le pH=7.

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

Annexe VI :
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Tableau II: Tableau des variations du poids corporelles du poids cardiaques et des parametres
biochimiques évalué pondant notres étude(protéines ,MDA, catalase) chez les souries en croissance (
témoins : RS, supplémentés en 700 mg d’a-T. kg- :RS700 , supplémentés en 900 mg d’a-T. kg- :RS900,
supplémentés en 1000 mg d’o-T. kg- :RS1000, supplémentés en 1050 mg d’a-T. kg- :RS1050,

supplémentés en 1100 mg d’o-T. kg- :RS1100, supplémentés en 1150 mg d’a-T. kg-:RS1150,
supplémentés en1200 mg d’a-T. kg- :RS1200).



