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Résumé

La présente étude a pour objectif de déterminer la dose pro-oxydante de la vitamine E, ainsi que
les effets de sa supplémentation & doses croissantes (700,900,1000,1050,1100 et 1200 mg d’alpha-
tocophérol (a-T) /kg d’aliment) par la mesure de la teneur en protéines et quelques parameétres du stress
oxydatif (I’activité de la catalase et le taux en malondialdéhyde), et I'histologie du tissu rénal chez des

souris Albinos de souche NMRI.

Au terme de cette étude, les principaux résultats obtenus révelent une augmentation non
significative de la teneur en protéines et de 1’activité enzymatique de la catalase, accompagnée d’une
diminution non significative du taux en MDA, concernant le lot supplémenté en 700 mg d’a-T/kg

d’aliment par rapport au témoin.

Par contre, nous avons noté pour les lots supplémentés en 900,1000,1050,1100, 1150 et 1200 mg
d’a-T /Kg d’aliment, une augmentation significative du taux en MDA, et une diminution significative
des protéines et de la catalase par rapport au témoin; ceci montre qu'il y a eu un déséquilibre de la balance
oxydante/antioxydante au fait que I’a-T a ces doses n’a pas agi en tant qu’antioxydant mais plutdt en

tant que pro-oxydant.

Enfin, I'étude histologique des reins n’a fait que confirmer I’ensemble de ces résultats.

Mots clés : Alpha-tocophérol, antioxydant, pro-oxydant, souris, reins.



Abstract

The objective of this study is to determine the pro-oxidant dose of vitamin E, as well as the effects
of its supplementation at increasing doses (700,900,1000,1000,1050,1100 and 1200 mg of alpha-
tocopherol (a-T) /kg feed) by measuring protein content and some oxidative stress parameters (catalase

activity and malondialdehyde level), and renal tissue histology in Albino mice of NMRI strain.

At the end of this study, the main results obtained reveal a non-significant increase in protein
content and in the enzymatic activity of the catalase, accompanied by a non-significant decrease in MDA

level, concerning the batch supplemented with 700 mg a-T/kg feed compared to the control.

On the other hand, for batches supplemented with 900,1000,1050,1100,1150, 1150 and 1200 mg
of a-T /Kg of food, we noted a significant increase in the MDA level, and a significant decrease in
protein and catalase compared to the control; this shows that there was an imbalance in the
oxidant/antioxidant balance because a-T at these doses did not act as an antioxidant but rather as a pro-

oxidant.

Finally, the histological study of the kidneys only confirmed all these results.

Mots clés : Alpha-tocopherol, antioxidant, pro-oxydant, mice, kidneys.
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Liste des abréviations

102: Oxygéne Singlet.

AGPI : Acides Gras Polyinsaturés.

CAT : Catalase.

CoQ : Ubiquinole

ERA : Espéces Réactives de I'Azotes.

ERO : Espéces Réactives de 1’Oxygene.

GPx : Glutathion Peroxydase.

GR : Glutathion Réductase.

GSH : Glutathion.

GSSG : Glutathion-Disulfure.

H20: : Peroxyde D'hydrogéne.

HDL : Lipoprotéines de haute densité.

HOCL : Acide Hypochloreux.

LDL : Lipoprotéines de baisse densité.

MDA : Malondialdehyde.

NADPH : Nicotinamide Adenine Dinucléotide Phosphate Hydrogéne.
NO* : Oxyde Nitrique.

NOS : Nitrique Oxyde Synthase.

O2°": Anion Superoxyde.

OH°* : Radical Hydroxyle.

ONAB : Office National des Aliments de Betail.
ONOQO- : Peroxynitrite.

PLTP : Protéeines plasmatiques de transfére de phospholipides

PMT : Peroxydation Médiée Par Tocophérol.



RO*: Radical Alcoxyle.

ROO?* : Radical Peroxyle.

RS : Régime Standard.

RSE1o00 : Régime Standard supplémenté en 1000 mg d'a-tocophérol /kg d'aliment.
RSEi1os0 : Régime Standard supplémenté en 1050 mg d'a-tocophérol /kg d'aliment.
RSE1100 : Régime Standard supplémenté en 1100 mg d'a-tocophérol /kg d'aliment.
RSEu11s0 : Régime Standard supplémenté en 1150 mg d'a-tocophérol /kg d'aliment.
RSE1200 : Régime Standard supplémenté en 1200 mg d'a-tocophérol /kg d'aliment.
RSE7o00 : Régime Standard supplémenté en 700 mg d'a-tocophérol /kg d'aliment.
RSEsoo : Régime Standard supplémenté en 900 mg d'a-tocophérol /kg d'aliment.
SOD: Superoxyde Dismutase.

-TTP : Tocophérol Transfert Protéine.

VLDL : Lipoprotéines de tres baisse densité.

a-T: a-Tocophérol.

a-T°: Radical a-Tocophéroxyle.



Glossaire

Athérosclérose : est une pathologie des grosses et moyennes artéres, dont I'étiopathologie repose sur un
taux anormalement élevé de LDL dans le sang, qui s'infiltrent dans I'espace sous-endothélial, ou elles
s'oxydent et déclenchent une réponse inflammatoire de I'endothélium vasculaire. Cette réponse
inflammatoire conduit a la formation d'épaississements locaux de la paroi artérielle a caractéere évolutif.
(Glorian et al.,2007).

Cytochromes P450 : ils appartiennent a la famille des monooxygeénases de I'neme-thiolate, et catalysent
la conversion de nombreux médicaments et xénobiotiques en métabolites hydroxylés correspondants.
(Omura et al., 2010).

Glomérulosclérose : est toute lésion non spécifique affectant le glomérule et le détruit progressivement.
Elle peut étre la conséquence de toute maladie rénale chronique, et se traduit par une atteinte irréversible
des capillaires glomérulaires, et un comblement de la chambre urinaire par du tissu fibreux pouvant

entrainer la disparition totale du glomérule (Larousse,2019).

La lipofuscine : peut étre définie comme un pigment brun jaunatre, auto fluorescent et contenant des

lipides qui s'accumule dans le cytoplasme des cellules pendant le vieillissement (Dolman et al.,1981).

Les cellules mésangiales : sont des cellules contractiles qui constituent la tige centrale du glomérule.
Du co6té de la lumiere capillaire, les cellules mésangiales sont en contact direct avec I'endothélium
glomérulaire sans membrane basale intermédiaire, comme on peut généralement I'observer avec les
péricytes. Les cellules mésangiales sont en effet considérées comme des péricytes spécialisés et sont
donc essentielles pour stabiliser la fonction endothéliale glomérulaire. (Heerspink et al., 2015).

Les néphrolithiases : également connues sous le nom de calculs rénaux, et sont des dépots de sels acides
et de minéraux ressemblant a des pierres, qui se forment dans les reins lorsque ces substances se trouvent

a des concentrations supérieures au point de saturation dans I'urine (Steven et al.,2019).

Néphropathie diabétique : est une complication microvasculaire sévere du diabete (Tuttle et al.,2014)
et un trouble progressif, qui entraine une diminution du débit de filtration glomérulaire, et constitue la

principale cause d'insuffisance rénale au stade terminal (Koenraad et al., 2015).
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Micrographie du cortex rénal du lot RSEgg, montrant la présence de
glomérules atrophies, de multiples congestions vasculaires et des tubes
contournés distaux et proximaux altérés legerement ; (a) : (10x, H&E), (b)
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Micrographie du cortex rénal du lot RSE 1000, montrant la présence de
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Micrographie du cortex rénal du lot RSE1150, montrant la présence de
multiples congestions vasculaires trés importantes avec désorganisation ;
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congestion vasculaire, RLT : réduction de la lumiére tubulaire, EG :
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Introduction

Les réactions d’oxydoréduction sont nombreuses dans 1’organisme et sont a I’origine de plusieurs
mécanismes biochimiques. Ces réactions conduisent a la formation d’une large famille d’espéces
réactives d’oxygeéne et d’azote (EROA). Lorsqu’un déséquilibre entre ces espéces réactives et
I’habilité des systémes biologiques a réduire, par oxydoréduction, elles se produisent, il y a apparition
du stress oxydatif (Kohen et Nyska,2002). Quand la formation de ces EROA surpasse la capacité des
défenses antioxydantes, les radicaux libres nocifs s’accumulent et augmentent la probabilité des
dommages oxydants aux biomolécules critiques tels que les enzymes, les protéines, les lipides

membranaires et 1’ADN.

Les EROA ont gagné de I'importance dans le domaine de la biologie, en raison de leur réle
central dans des conditions physiologiques diverses aussi bien que dans leur implication dans une
gamme diverse de maladies (Phaniendra et al.,2015), touchant plusieurs organes dont les reins sont

les plus sensibles a cause de 1’environnement urinaire qui est pro-oxydant (Agarwal et al.,2004).

Selon Halliwell (2008), les cellules d’un animal ne peuvent pas éviter directement les espéces
réactives, elles ont alors adopté des stratégies de défense contre le stress oxydant, qui consiste en un
réseau enzymatique et non enzymatique, aussi bien endogene qu'exogene, agissant synergiquement, a
cela s’ajoutent quelques oligoéléments, comme le sélénium, le cuivre et le zinc (Haleng et al.,2007),

qui jouent le role de cofacteur pour maintenir I’activité catalytique des enzymes antioxydantes.

Pour renforcer le systeme antioxydant spontané qui peut étre défaillant, une supplémentation en
molécules antioxydantes naturelles ou synthétiques est nécessaire. La vitamine E est largement
reconnue comme l'un des antioxydants les plus puissants (Peh et al.,2016), qui est utilisée pour décrire
une famille de tocophérols dont l'a-tocophérol ('a-T) est le membre le plus abondant et important
(Raman et al.,2011), dont le réle principal est de protéger l'intégrité des structures lipidiques,
principalement les membranes (Burton et Traber,1990). Cependant l'augmentation du seuil de
concentration d'a-T peut, surtout dans des conditions de stress oxydatif accru, entrainer une
augmentation du taux de radicaux d'a-tocophéroxyle (o-T®) qui ne peuvent plus étre efficacement
détoxifiés par les co-antioxydants. Ceci offre la possibilité d'une toxicité pro-oxydante du radical o-T"
(Raman et al.,2011).

Des études meneées in vitro par Bowry et al., (1992), d’autres sur des suspensions micellaires

(Mukai,1993) et des LDL isolées (Thomas et al., 1996) ont montrés que de fortes doses en vitamine E

~1~
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avaient un effet pro-oxydant. La cause de cette activité pro-oxydante est I’interaction du radical a-T*®
avec des radicaux peroxyles ou avec des acides gras polyinsaturés dans les LDL. Cette réaction méne a

I’accumulation des hydroperoxydes et des dienes conjugués (Mukai,1993).

Actuellement, il existe tres peu d'études in vivo sur le potentiel pro-oxydant de fortes doses de
vitamine E, et ¢’est dans ce contexte que s’insére cette étude, dont 1’objectif est d’étudier I’effet de la
supplémentation de doses croissantes en a-T (700,900,1000,1050,1100,1150 et 1200 mg/kg d’aliment)
dans un régime alimentaire chez des souris Albinos de souche NMRI, traitées pendant 5 semaines, et
d’évaluer la teneur en protéines et quelques marqueurs de la balance oxydants/antioxydants a savoir la
I’activité de la catalase et le taux en Malondialdéhyde ,et sur I’histologie du tissu rénal nous

souhaitions contribuer a une meilleure compréhension de I’effet de ces suppléments sur les souris.
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1.1. Définition

Le stress oxydatif est un désequilibre entre les oxydants et les antioxydants en faveur des
oxydants, entrainant une perturbation de la signalisation et du controle du potentiel redox et/ou des
dommages moléculaires (Sies,2015). Il peut se produire en raison de la surproduction d’oxydants, la

diminution de la défense antioxydante ou une combinaison de ces deux facteurs (Ece et al.,2007).

1.2. Les radicaux libres

Un radical libre peut étre défini comme un atome ou une molécule contenant un ou plusieurs
électrons non appariés dans I'enveloppe de valence ou l'orbite externe, et peut exister indépendamment.
Le nombre impair d'électron(s) d'un radical libre le rend instable, de courte durée et trés réactif
(Andersson,2018).

Les radicaux libres sont formés a partir de molécules par le clivage homolytique d'une liaison
chimique et par des réactions redox, une fois formés, ces radicaux trés réactifs peuvent déclencher une
réaction en chaine (Bahorun et al.,2006 ; VValko et al.,2006).

Les espéces d'oxygene réactif (ERO) et les especes d'azote réactif (ERA) décrivent les radicaux
libres et autres derivés réactifs non radicalaires (Sen et al.,2010) (Tableau I).

Tableau I : Espéces physiologiquement réactives communes.

Espéces radicalaires Espéces non radicalaires
Anion superoxyde O2* Peroxyde d’hydrogéne H20»
Especes réactives | Radical hydroxyle OH® Peroxydes organiques R-OOH
d'oxygene (ERO) | Radical peroxyle ROO® Par exemple. Peroxydes de lipides
L'acide hypochloreux HOCI
Especes réactives | Oxyde nitrique NO*® Peroxynitrite ONOO-
azotées (ERA) Dioxyde d'azote NO-*

(Small et al.,2012)



Etude bibliographique Chapitre | : Stress oxydatif

1.2.1. Espéces radicalaires

a) L’anion superoxyde

Le superoxyde (O.*") est chargé négativement, il est essentiellement impermeéable a la membrane
et peu susceptible de traverser la membrane mitochondriale interne dans I'espace intermembranaire
(Lustgarten et al.,2012). Le superoxyde est généré par la NADPH oxydase (réaction ‘1’), la xanthine
oxydase et les peroxydases (Pizzino et al.,2017).

NADPH oxydase
20, + NADPH » 20,* + NADP* + H* 1)

b) Radical hydroxyle

Le radical hydroxyle (OH®) est une espéce radicalaire de 1’oxygene la plus délétére du stress
oxydant, en raison de son potentiel d’oxydoréduction trés élevé, avec une demi-vie courte
(Therond,2006), il peut étre produit par réaction d'ions métalliques avec H>O> (réaction ‘2’ et <3’ )
(Halliwell et Gutteridge,2015), ou par fission homolytique de la liaison O-O induite par les UV dans
H>0> (réaction ‘4”) (Salem et al.,2000).

H202 + Fe?* » Fe (IlI) + OH + OH* (réaction de Fenton)  (2)
Catalyseur

02* + H202 » O, + OH® + OH" (réaction de Haber-Weiss) (3)
métallique

H20; NV, 20H° (4)

c) Oxyde nitrique

L'oxyde nitriqgue (NO®) est un agent réducteur faible, qui réagit avec I'oxygéne pour former du
dioxyde nitrique, et réagit tres rapidement avec le superoxyde pour produire du peroxynitrite (Flohé et
al.,2003), il est synthétise a partir de L-arginine par trois types d'isoformes de NOS, tels que les
isoformes neuronales NOS (nNOS), NOS endothélial (eNOS) et NOS inductible (iNOS) (réaction ‘5”)
(Phaniendra et al.,2015).

- NOS o
L-Arginine + O, + NADPH » L-Citrulline + NO*®* + NADP* 5)
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d) Radicaux peroxyles et alcoxyles

Les radicaux peroxyles (ROQO®) et alcoxyles (RO®) sont de bons agents oxydants ayant un
potentiel de réduction standard supérieur a 1000 mV. L'irradiation de la lumiere UV, ou la présence
d'ions de métaux de transition, peut provoquer I'némolyse des peroxydes, pour produire des radicaux
peroxyles et alcoxyles (réaction ‘6’) (Ozcan et Ogun,2015).

ROOH —— ROO"+ H*, ROOH + Fe3* —— ROO®+ Fe*"+ H* (6)
1.2.2. Espéces non radicalaires

a) Oxygene singulet

L'oxygéne singulet (*O2) est une forme d'oxygéne excité électroniquement, avec une demi-vie
tres courte, mais elle est capable de diffusion et est perméable aux membranes (Powers et
Jackson,2008).

L'oxygene singulet n'est pas un véritable radical, mais on rapporte qu'il est une ERO importante

dans les réactions liées a I'exposition aux ultraviolets (El-Beltagi et Mohamed,2013).

b) Peroxyde d’hydrogeéne

Le peroxyde d’hydrogene (H202) est un intermédiaire réduit de I'oxygene, qui est relativement
toxique (Gardes-Albert et al.,2003). Il est stable, perméable aux membranes (Halliwell et
Gutteridge,2015) et peut se produire a la fois de facon non enzymatique, en étant démutualisé en
H20> dans des conditions de pH faible, ou principalement par une réaction catalysée par la SOD
(réaction ‘7°) (Das et Roychoudhury,2014).

SOD
20,% + 2H* » H2O2 + 02 (7)

c) Peroxynitrite

Le peroxynitrite (ONOO-) est un important agent biologique bactéricide, qui est produit par les
macrophages actives pour combattre les infections (Goligorsky et Gross,2012). Son importance en
tant qu'oxydant biologique provient de sa grande diffusibilité a travers les membranes cellulaires, donc

il est cytotoxique et cause des lésions tissulaires et oxyde les lipoprotéines de basse densité (Ozcan et
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Ogun,2015). Le NO* et O2°* réagissent ensemble pour produire le peroxynitrite (ONOO") (Nimse et
al.,2015).

d) L’acide hypochloreux

L’acide hypochloreux (HOCI) est un composé oxydant et chlorant (Pitt et Spickett,2008), il
passe facilement a travers les membranes biologiques, et peut altérer les constituants protéiques de la

cellule (Bonnefont-Rousselot et al., 2003).

L’acide hypochloreux est produit par les neutrophiles activés au site de l'inflammation, a partir
du peroxyde d'hydrogéne et du chlorure (réaction ‘8’), catalysée par I'enzyme myélopéroxydase
(Winterbourn et Kettle,2000).

Myeélopéroxydase
H>02 + CI » HOCI + OH* (8)

1.3. Les principales sources des especes réactives oxydantes

Les cellules et les organes dans leur métabolisme aérobie normal sont soumis & une exposition

continue aux oxydants. Les sources peuvent étre divisées en sites endogenes et exogenes (Sies,2018).

1.3.1. Sources d’oxydants endogénes

Les sources endogenes potentielles comprennent :

e des réactions impliquées dans la chaine respiratoire, le systeme du cytochrome P450 au niveau du
réticulum endoplasmique lisse (Engwa,2018),

e de plus, les réactions impliquant le fer et d'autres métaux de transition, les peroxysomes, la
xanthine oxydase (Engwa,2018). La nicotinamide adénine dinucléotide phosphate (NADPH)
oxydase, la myélopéroxydase (MPO), la lipoxygénase (Salisbury et Bronas,2015),

e les cellules inflammatoires, y compris les neutrophiles, les éosinophiles et les macrophages sont
également une source endogéne d'oxygene reéactif (Klaunig et Wang,2018). Les phagocytes
synthétisent et stockent les radicaux libres, afin de pouvoir les libérer lorsque des microbes
pathogénes envahissants doivent étre détruits (Droge,2002 ; Young et Woodside,2001),

e [’exercice excessif (Pham-Huy et al.,2008).
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1.3.2. Sources d’oxydants exogéenes (exposomes)

L'ensemble des influences externes a été désigné sous le nom d’exposome (Wild,2012), comme :

e les rayonnements ionisants, tels que les rayons X, les neutrons, ainsi que les rayons a, P, et v,
peuvent tous causer un stress oxydatif (Bhattacharyya et al.,2014),

e la chimiothérapie anticancéreuse, s'accompagne souvent d'effets secondaires toxiques, et la
production des ERO par des agents chimiothérapeutiques est le principal événement menant a la
toxicité induite (Bhattacharyya et al.,2014),

e les doses élevées d'un mélange de polluants atmosphériques, tels que le NO2 et I'Oz (Churg,2003),
ainsi que la fumée de cigarette contient de grandes quantités I'oxydation de la fumée de cigarette,
induirait une surexpression des espéeces réactives de I'oxygéne (ERO) dans les cellules (Rao et al.,
2016),

e certains médicaments (cyclosporine, tacrolimus, gentamycine, bléomycine) (Phaniendra et
al.,2015), et xénobiotiques contribuent a la formation de radicaux libres dans I'organisme
(Bhattacharyya et al.,2014),

e les suppléments antioxydants comme la vitamine C, la vitamine E, les caroténoides et les
polyphénols comme les flavonoides (Rietjens et al.,2002), peuvent agir comme pro-oxydants s'ils
sont consommeés a des niveaux qui dépassent largement I'apport alimentaire recommandé (Pham-
Huy et al., 2008).

1.4. Les principales cibles biomoléculaires des radicaux libres

A des concentrations élevées, les ERO peuvent étre d'importants médiateurs de dommages aux

structures cellulaires, aux lipides et aux acides nucléiques, et aux protéines (Valko et al.,2007).

1.4.1. Les lipides

La peroxydation des lipides est un processus par lequel des oxydants tels que les radicaux libres
attaquent les lipides, en particulier les acides gras polyinsaturés (AGPI) (Ayala et al.,2014).

Ce processus peut étre décomposé en trois phases distinctes : ’initiation, la propagation et la

terminaison (Gaschler et Stockwell,2017) (figure 01).
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a) Initiation

La peroxydation lipidique est initiée lorsque le radical OH® attaque et extrait I'nydrogéne d'un
groupe méthyléne (CHz) dans un acide gras polyinsaturé (LH), ce qui entraine la formation d'un radical

lipidique centré sur le carbone (L*®), qui peut réagir avec 1’oxygéne moléculaire pour former un radical
lipide peroxyle (LOO®) (Phaniendra et al.,2015).

b) Propagation

Ce dernier peut a son tour arracher un hydrogéne d’une autre molécule d’acide gras adjacente
(L’H), créant ainsi une réaction en chaine (propagation) ; la combinaison du radical peroxyle avec
I’atome d’hydrogéne conduit a la formation d’un hydroperoxyde lipidique (LOOH) qui, sous 1’action
des métaux (Fe?* ou Cu*), formera des radicaux alcoxyles (LO®) et hydroxyles (OH®). Les radicaux

peroxyles peuvent aussi conduire a des peroxydes cycliques (Michel et al.,2008).

c) Terminaison

Aprés avoir atteint une vitesse maximale d’oxydation, celle-Ci diminue par combinaison des
radicaux lipidiques pour donner des aldéhydes non radicalaires tel que le malondialdéhyde (MDA)
(Michel et al.,2008). La réaction en chaine peut étre interrompue par 1’association de deux radicaux
libres et la formation d’un composé stable, ou le plus souvent par la réaction du radical avec une

molécule antioxydante (Delattre et al.,2005).

(A) Initiation (captage d'hydrogéne)

L-H + X % L% mpsoXH (1
(B) Propagation (réaction en chaine d'autoxydation)

L* # O3 k ~10° (trés rapide) @)

L-OO +L-H

< X~ 102 (lente)
L-OOH

(C) Terminaison (réactions antioxydantes)

3)

L-OO* + TH L-OOH + T° 4)
Kinh ~ 108

L-OO*® + T° L-OO-T (5)

L-OO" + LOO " Produits non radicalaires (6)

Figure 01 : Initiation, propagation et terminaison de la réaction en chaine d’auto-oxydation

(Schneider,2005).
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1.4.2. L’acide désoxyribonucléique

Le radical hydroxyle est connu pour réagir avec tous les composants de la molécule d'ADN ;

endommageant a la fois les bases purines et pyrimidines, ainsi que les bases désoxyriboses de I'épine

dorsale (Dizdaroglu et al.,2002).

Cing classes principales de dommages oxydatifs mediés par OH® peuvent étre geénérées

(Favier,2003), parmi elles, les bases oxydées, les sites abasiques, des adduits intra- caténaires, des
cassures de brins et des pontages ADN-protéines (Cadet et al.,2002) (figure 02).
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Figure 02 : Lésions de I’ADN formées par attaque radicalaire du patrimoine génétique des cellules

1.4.3. L acide ribonucléique

(Favier,2003).

L’ARN est plus sujet aux dommages oxydatifs que I’ADN, en raison de sa nature simple brin, de

son absence de mécanisme de réparation active de I’ARN oxydé, de moyens de protection des

protéines par rapport a I’ADN. De plus, ces ARN cytoplasmiques sont situés a proximité¢ immeédiate de

la mitochondrie ou les ERO sont produites (Phaniendra et al.,2015).
La 7,8-dihydro-8-oxo-guanosine (8-oxoG) est le produit de dégradation des ARN (Abe et

al.,2002).
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1.4.4. Les protéines

Les protéines sont une cible importante pour les oxydants biologiques en raison de leur
abondance (Davies, 2012). Les modifications oxydatives des protéines provoquent I’introduction d’un
groupement carbonyle dans la protéine (formation de protéines carbonylées « PC ») (Levine, 2002).

Selon Baraibar et al., (2013), ces protéines carbonylées sont produites soit par :
e oxydation directe des chaines latérales d'acides aminés sensibles (lysine, arginine, proline,
thréonine),
e fragmentation de la chaine carbonée par oxydation d'un résidu glutamique ou par a-amidation,
e la réaction de produits aldéhydiques de peroxydation lipidique, et de composés dicarbonylés sur

glycation et glycoxydation.

Les acides aminés soufrés, tels que la méthionine et la cystéine, sont plus sensibles a I'oxydation
par les ERO et sont convertis en méthionine sulfoxyde et en disulfures et respectivement (Brodie et
Reed,1990 ; Pryor et al.,1994).

1.5. Les effets physiologiques et physiopathologiques associés au stress oxydatif

Le stress oxydatif et la modification oxydative des biomolécules sont impliqués dans un certain

nombre de processus physiologiques et physiopathologiques (Lobo et al.,2010).

1.5.1. Les effets physiologiques

Lorsqu'ils sont maintenus a des concentrations faibles ou modérées, les radicaux libres jouent

plusieurs réles bénéfiques pour I'organisme (Pizzino et al.,2017) :

e ils sont nécessaires au processus de maturation des structures cellulaires, et peuvent servir dans le
systeme de défense de I'h6te (Pham-Huy et al.,2008),

e ils jouent un réle régulateur clé dans les cascades de signalisation intracellulaire, dans plusieurs
types de cellules comme les fibroblastes, les cellules endothéliales (Pizzino et al.,2017),

e le stress oxydatif induit I'apoptose pour préparer le canal de naissance a 1’accouchement
(Yoshikawa,2002),

e [l’augmentation des ERO peut induire ’expression de certains genes relatifs aux activités

antioxydantes (Lecarpentier, 2007).

~10 ~
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1.5.2. Les effets pathologiques

S'il n'est pas strictement controle, le stress oxydatif peut étre responsable de l'induction de
plusieurs maladies, a la fois chroniques et dégénératives, ainsi que de 1’accélération du processus de

vieillissement du corps et de la survenue de pathologies aigues (Pizzino et al.,2017) (figure 03).

Corvaau Foie et pancréas
Coeur Alzheimer, Parkinson, Autisme =~ ="~ P X
Hypertension Schizophrénie, Diabéte, flots de pancréas
Dyslipidémie cedéme cérébral, accident Maladie de Wilson
Athérosclérose vasculaire cérébral Les articulations

Infarctus du myocarde
Angine de poitrine et
I'arrét cardiaque

La polyarthrite rhumatoide
L'arthrose,

Fibromyalgie
Reins Sang
Urolithiase Thalassémie Hémochromatose
Néphropathie Hyperhomocystéinémie
diabétique Athérosclérose
Leucémie lymphoblastique
Poumons el 3

: aigué,
As:(hme, Allergies Hypertension
cedéme pulmonaire

de haute altitude, Systémes reproducteurs

Hypertension Infertilité masculine et féminine
pulmonaire
Les yeux
Dégénérescence maculaire

Dégénérescence rétinienne
Cataractes

La peau et les cheveux
Anomalies de la mélanine,
Cheveux gris

Figure 03 : Effets déléteres du stress oxydatif sur la santé humaine (Rahman et al.,2012).

1.6. Les biomarqueurs du stress oxydatif

L'évaluation de I'ampleur du stress oxydatif a I'aide de biomarqueurs est intéressante d'un point
de vue clinique (Yoshikawa et Naito,2002), elle est difficile car les radicaux libres ont des demi-vies
trés courtes (en secondes). Par contre, il existe des molécules marqueurs réelles, plus stables, qui ont
des demi-vies plus longues, allant de quelques heures a quelques semaines, qui peuvent étre utilisées

pour évaluer le stress oxydatif (Kao et al.,2010).

Selon Yoshikawa et Naito (2002), de nombreux marqueurs ont été proposés, notamment :
e les peroxydes lipidiques, le malondialdéhyde et le 4-hydroxynonénal comme marqueurs des
dommages oxydatifs aux lipides,
e la 8-oxoguanine (8-hydroxyguanine) et le thymineglycol comme indicateurs des dommages
oxydatifs a I'ADN,
e divers produits de I'oxydation des protéines et des acides aminés, y compris la protéine carbonylée,

hydroxyleucine, hydrovaline et nitrotyrosine.

~11 ~
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11.1. Définition

Les antioxydants sont des substances qui, lorsqu'elles sont présentes en faible concentration par
rapport a celles des substrats oxydables, retardent ou inhibent significativement I'oxydation de cette
substance (Murthy, 2001). Ils se trouvent dans une grande variété de matiéres végétales et chez les

animaux. (Yang et al.,2018).

Les cellules disposent de systéemes de défenses antioxydantes classées en antioxydants

enzymatiques et non-enzymatiques (Loic,2011) (figure 04).
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= Glutathion 7 Bilirubine 7 C inoides Wiondldme 3
i # Caroténoides g s (Se
Peroxydase (GPy) | ‘iOan’vme Q10 ” Ohlgoel('memb (Se,
# Catalase (CAT) };Ic C. urique n..etc)
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Figure 04 : Différentes sources d’antioxydants dont dispose 1’organisme pour répondre aux situations

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

11.1.1. Systeme antioxydant enzymatique

Les antioxydants enzymatiques représentent la composante la plus importante des systemes de

défense cellulaires contre les attaques oxydatives (Loic,2011).

a) La superoxyde dismutase (EC.1.15.1.1)

La superoxyde dismutase (SOD) est une métalloprotéine, et est la premiére enzyme impliquée

dans la defense antioxydante (Prashanthi et al.,2017).

Les SOD éliminent I'O,* en catalysant sa dismutation, un O,*" étant réduit en H20O- et un autre

oxyde en O (réaction ‘09”) (Halliwell,2006).

SOD
20,% + 2H* » H,0,+ 02 (09)

~12 ~



Etude bibliographique Chapitre Il : Systémes antioxydants

Les superoxydes dismutases sont constituées de trois isoformes de SOD chez les mammiferes : le
Cu/ZnSOD cytoplasmique (SOD1), le MnSOD mitochondrial (SOD2) et le Cu/ ZnSOD extracellulaire
(SOD3), qui nécessitent tous un métal catalytique (Cu ou Mn) pour leur activation (Fukai et Ushio-
Fukai,2011).

b) Catalase (EC.1.11.1.6)

La catalase (CAT) est une enzyme hémique, a quatre sous-unités contenant un groupe hémique
avec du fer ferrique, dans chacune des sous-unités identiques (Krych-Madej et Gebicka,2017),

localisée essentiellement dans les peroxysomes (Valko et al.,2006).

La CAT est une enzyme dont la fonction principale est de catalyser la décomposition, par
dismutation du peroxyde d’hydrogéne en eau et en dioxygéne (réaction ‘10°) (Powers et Jackson,
2008).

CAT
2H20; » 2H20 + O; (10

c) Glutathion peroxydase (EC.1.11.1.9)

La glutathion peroxydase (GPx) est une sélénoprotéine ayant fonction d'enzyme, formée de
quatre sous-unités identiques (homotétramere), contenant chacune un atome de sélénium incorporé
dans une molécule sélénocystéine (Raman et Berry, 2011). La GPx est bien distribuée dans tous les
tissus chez les animaux, elle catalyse la réduction du peroxyde d’hydrogéne en oxydant deux
molécules de glutathion GSH réduites en GSSG (réaction ‘11°) (Halliwell et Gutteridge, 2008). La
glutathion réductase (GR) qui est une oxydoréductase NADPH dépendant, coopérant avec la GPx pour
catalyser la conversion du glutathion oxydé (GSSG) au glutathion réduit (GSH) (Csiszar et al.,2016).

2GSH + H0; — 2%y GSSG + 2H;0 (11)

11.1.2. Systéme antioxydant non enzymatique

Parmi les antioxydants non-enzymatiques, on distingue des composés endogenes et des

composés exogenes (Loic,2011).

~13 ~
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11.1.2.1 Systéme antioxydant non enzymatique endogene
a) Le glutathion

Le glutathion est un tripeptide (acide glutamique-cystéine-glycine), il est présent sous forme
essentiellement réduite (GSH). Dans des conditions physiologiques, sa forme oxydée (GSSG) est en
concentration tres faible. Le rapport GSH/GSSG est considéré comme un excellent marqueur de la
peroxydation lipidique, et permet d’objectiver I’importance du stress. Les autres propriétés
antioxydantes du GSH sont nombreuses : cofacteur de la GPx, chélateur des métaux de transition,

régenérateur final des vitamines E et C, a partir de leur forme radicalaire. (Haleng et al.,2007).

b) L’acide urique

L’acide urique est le produit de dégradation des composés puriques, comme la xanthine et
I’hypoxanthine (Villasante et al.,2010), il protége les protéines de la nitration par le peroxynitrite
ONOO- (Halliwell et Gutteridge, 2008).

L'acide urique est un puissant capteur d'oxygene singulet, de radicaux peroxyles (RO2°®) et de
radicaux hydroxyles (OH*®) (Sautin et Johnson,2008).

c) Labilirubine

La bilirubine (BR) est un composé non hydrosoluble, un produit terminal de la dégradation de
I’héme, et résulte essentiellement du catabolisme de [I’hémoglobine par les cellules
réticuloendothéliales (Haleng et al.,2007), elle est fortement liée aux protéines et aux lipoprotéines
plasmatiques, et potentialise la défense antioxydante sanguine (notamment avec I’albumine) (Halliwell

et Gutteridge, 2008).

La BR est un piégeur d’oxygene singulet et de radicaux peroxyles RO>°®, et protége ainsi
I’albumine et les acides gras, qui y sont associés des attaques radicalaires (Thérond et Bonnefont-
Rousselot,2005).

d) Le coenzyme Q1o

Le coenzyme Q10, appelé ubiquinone benzoquinolique, il joue un réle essentiel dans la chaine
mitochondriale de transport d’électrons (Haleng et al.,2007). Sous sa forme réduite, le CoQH2

(I'ubiquinol) inhibe I'oxydation des protéines et de I'ADN (Littarru et Tiano,2007).
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Son association avec I'a-T a été efficace dans le maintien de la motilité, de I'intégrité et de la
fonctionnalité de la membrane plasmique (Yousefian et al.,2014), en éliminant les radicaux RO>* et

en inhibant la peroxydation des lipides (Powers et Jackson,2008).

11.1.2.2. Systéme antioxydant non enzymatique exogene

a) Vitamine E

La vitamine E (a-T) est un antioxydant liposoluble, qui est considéré comme un piégeur potentiel
d’ERO et des radicaux lipidiques. Il constitue un antioxydant majeur des biomembranes, et dont le réle
principal consiste a maintenir leur protection et leur stabilité, en empéchant I'étape de propagation en
chaine dans la peroxydation lipidique, qui est en fait un piege efficace pour les radicaux libres (Gill et
Tuteja, 2010).

b) Vitamine C

La vitamine C ou acide ascorbique est un composé organique naturel, aux propriétés
antioxydantes (Pehlivan,2017), il est efficace pour éliminer I'anion du radical superoxyde, le peroxyde

d'’hydrogéne, le radical hydroxyle, I'oxygéne singulet et I'oxyde d'azote réactif (Barros et al.,2011).

Une des fonctions antioxydantes de la vitamine C est la régénération de la vitamine E (Jomova et
Valko,2012) (figure 05).

VitE
Tocopherol Vit C

.: :. Glutathion
[ == ] (o] Nicotinamide
x O

Radical
GSH i i NADP

NN\ OH Ascorbyl
-0
o o
o o
> NN O Acide

t :. Ascorbique GSSG NADPH

Glutathion
peroxydase

Figure 05 : Les défenses antioxydantes (Leverve,2009).
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c) Les caroténoides

Les caroténoides sont un groupe de pigments naturels, qui sont synthétisés par les plantes
(Carocho et Ferreira,2013). L’oxygene singulet, les radicaux peroxyles et alkyles, sont les cibles

préférentielles des caroténoides (Clarkson et Thompson, 2000 ; Zuo,2002).

d) Les polyphénols

Les polyphénols sont un groupe de molécules chimiques produites par des plantes
(Masaki,2010). Ils ont une activité antioxydante en tant que chélateurs et piégeurs de radicaux libres
(Carocho et Ferreira,2013).
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I11.1. Famille et structure chimique

La vitamine E est composée de huit isoformes, dont quatre tocophérols (a-tocophérol, f-
tocophérol, y-tocophérol et &-tocophérol), et quatre tocotriénols (a-tocotriénol, B-tocotriénol, y-
tocotriénol et d-tocotriénol), I'a-tocopherol étant I'isoforme la plus puissante et la plus abondante des
systemes biologiques. Le groupe de téte chromane confére l'activité antioxydante aux tocophérols
(Nimse et Pal,2015) (figure 06).

R1

HOWVL/VL
R2 O cH,

CH,
R1

General Tocopherol Structure

H

o 7 ~ o
R2 i CH3
* General Tocotrienol Structure

Form R R2  *Relative Activity
(toco vs trienol)

o-tocopherol/trienol -CH; -CH; 100%vs 30%

B-tocopherol/trienol -CH3 -H 50% vs 5%
y-tocopherol/trienol  -H -CH3  10% vs 0%
d-tocopherol/trienol -H -H 3% vs 0%

Figure 06 : Structures de tocophérol et de tocotriénol (DellaPenna,2005).

111.2. Propriétés physico-chimiques

Les tocophérols sont des huiles jaune clair a température ambiante. lls sont insolubles dans I'eau,
mais facilement solubles dans les solvants non polaires (Gerald et al.,2017). A haute pureté, ils sont
presque inodores et incolores (Robert et al.,2001), ils sont peu sensibles a la chaleur, a la lumiére et

aux acides, mais trés sensibles a 1’oxydation et aux bases (Claude,2003).

111.3. Sources et apports nutritionnels

La vitamine E n'est synthétisée que par des organismes photosynthétiques, plantes, algues et

certaines cyanobacteries.
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Les huiles de mais et de soja contiennent principalement du y-(RRR)-tocophérol. Les tissus
animaux ont tendance a contenir de faibles quantités d’a-T, les concentrations les plus élevées se

trouvant dans les tissus adipeux (Gerald et al.,2017).

Les suppléments commerciaux de vitamine E sont commercialisés pour leurs fonctions
antioxydantes, afin de protéger les membranes cellulaires des dommages oxydatifs dans le corps

humain (Duncan et Chang,2012).

111.4. Métabolisme

D’aprés Mardones et Rigotti (2004), I’a-T est absorbée dans l'intestin et incorporée dans les
chylomicrons, qui sont transformés en particules résiduelles par remodelage des tissus musculaires et
adipeux, a médiation lipasique par les lipoprotéines. Le chylomicron résiduel associé au a-T est
finalement transporté vers le foie, ou il est sélectivement incorporé dans les lipoprotéines de trés faible
densité (VLDL) par la protéine de transfert du o-T (a-TTP), et est resécrété dans la circulation. Les
lipoprotéines endogénes contenant de I'apoB (VLDL et LDL) peuvent échanger I’a-T via protéine de
transfert de phospholipides plasmatiques (PLTP) avec des lipoprotéines de haute densité (HDL). Le
LDL et le HDL sont les principaux vecteurs de I’a-T plasmatique, ainsi que les principales sources de
I’a-T pour l'absorption cellulaire dans les tissus peériphériques. Le HDL peut également éliminer
I'exces de 1’a-T des cellules. Enfin, 1'a-T est principalement excrété dans la bile sous forme d'a-T et

d'autres dérivés, bien qu'une petite fraction soit également éliminée dans l'urine (figure 07).
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Figure 07 : Absorption, transport et distribution de I’a-tocophérol (Azzi et Stocker,2000).
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111.5. Mode d’action de la vitamine E

L'action de la vitamine E a beaucoup plus d’effet selon le contexte physiologique. Bien qu'elle
agisse principalement comme antioxydant, la vitamine E peut aussi étre un pro-oxydant
(Schneider,2005).

111.5.1. Action antioxydante de la vitamine E

D’aprés Gerald et al., (2017), le réle nutritionnel principal de la vitamine E est celui d'un
antioxydant biologique parce que :
e la vitamine E est distribuée dans les membranes, elle sert d'antioxydant biologique liposoluble a
haute, ou elle bloque l'initiation et interrompt la propagation de la peroxydation lipidique,
e Elle est essentielle au fonctionnement optimal du systéme immunitaire,
e Elle sert d'antioxydant dans les LDL, ce qui peut protéger contre I'athérosclérose,
e Elle est essentielle a la fonction neurologique, elle est conservée par les tissus neuronaux, vers

lesquels elle est redistribuée a partir d'autres tissus dans des conditions de carence,

De plus :

e I'a-T peut moduler directement les voies de signalisation cellulaire, principalement la protéine
kinase C, ce qui entraine des réponses biologiques diverses dans différents types de cellules (Azzi
et al.,2002),

e une autre fonction antioxydante de la vitamine E, est d’inhiber 1'agrégation plaquettaire (Suérez-
Jiménez et al.,2016).

111.5.2. Action pro-oxydante de la vitamine E

La supplémentation avec un antioxydant comme la vitamine E peut ne pas toujours exercer l'effet
protecteur visé. L’augmentation des niveaux d'a-T peut, surtout dans des conditions de stress oxydatif
accru, entrainer une augmentation des niveaux de radicaux a-T* qui ne peuvent plus étre efficacement
détoxifiés par les antioxydants. Ceci offre la possibilité d'une toxicité pro-oxydante du radical a-T*®
(Rietjens et al.,2002).

Selon Stocker et al., (1999), la peroxydation lipidique induite par les radicaux des lipoprotéines
de basse densité (LDL) se fait par peroxydation médiée par les tocophérols (PMT), et est inhibée par
les co-antioxydants (XH). L'a-T est situee a la surface des particules LDL et peut faciliter I'entrée des

radicaux dans la particule (réaction [17]). Le radical a-T* qui en résulte peut initier la peroxydation des
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lipides en prélevant un atome d'hydrogene des lipides de surface ou du noyau qui contiennent des
hydrogénes bisallyliques (LH) (réaction [1]) ; il en résulte un radical a-T* et un radical lipidique (L*)
centré sur le carbone auquel s'ajoute de I'oxygéne moléculaire. Le radical peroxyle lipidique (LOO®)
résultant est éliminé rapidement par 1’a-T (réaction [2]) pour produire de I'hydroperoxyde lipidique
(LOOH) et régénérer le radical I’a-T®. La nature cyclique des réactions [1] et [2] permet la formation
de nombreuses molécules de LOOH sans consommation de vitamine E. Les co-antioxydants (XH)
inhibent la PMT en éliminant le radical a-T* (réaction [3]), et produisant du radical dérivé de co-
antioxydant (X*®) dans I'espace aqueux (réaction [4]), en formant ainsi des produits non radicalaires
(PNR).

Radical
oxydant

Figure 08 : L’a-tocophérol médiateur de la peroxydation lipidique (Stocker et al.,1999).

Dans ce modeéle de PMT, la vitamine E seule peut agir comme pro- ou anti-oxydant (en vert),
selon la fréquence a laquelle les particules LDL rencontrent les radicaux et la présence de co-
antioxydants. Les réactions pro-oxydantes sont indiquées en rouge ; les réactions antioxydantes en

bleu.
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La présente étude a été réalisee sur une période de 4 mois, s’étalant du mois de Février au mois
de Juin. Les différentes expérimentations ont été effectuées dans les structures suivantes :
e Laboratoire Pharmaco-Toxicologie du Centre de Recherche et de Développement (Saidal-Gué de
Constantine, Alger), afin de réaliser une expérimentation animale.
e Laboratoire Projet de Fin d’étude (PFE) Expérimentale de 1’Université Blida -1-, pour la réalisation
du dosage de différents parameétres du stress oxydant.

e Hopital Dr. Fares Yahia (Koléa), pour 1’étude anatomopathologique.

Par ailleurs, 1’objectif assigné a cette étude consistait a déterminer la dose pro-oxydante de I'a-T,
et a mettre en évidence les effets de sa supplémentation a différentes doses, sur la teneur en protéines
et quelques paramétres du stress oxydatif a savoir, le MDA et I’activité enzymatique de la CAT ainsi

qu'une étude histologique sur le tissu rénal des souris Albinos de souche NMRI.

1.1. Matériel
1.1.1. Matériel biologique
1.1.1.1. Animaux étudiés

L'expérimentation a eté réalisée sur 24 souris males de race Albinos de souche NMRI &gées de
trois semaines répartis en 8 lots (Figure 09), avec un poids corporel qui variait entre 10-15g, fournies

par le Centre de Recherche et de Développement (Saidal-Gué de Constantine, Alger).

Figure 09 : expérimentation animal (photo originale).

Les souris sont mises dans des cages en polyéthyléne tapissées d’une litiére, constituée de
copeaux de bois et munies d’une porte étiquette, ou est mentionné le nom du lot et le traitement subi.
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Les cages sont nettoyees et la litiere changée une fois tous les trois jours, jusqu’a la fin de
I’expérimentation. L’eau est donnée Ad libitum dans des biberons adaptés aux cages. Les souris ont été
soumises a une phase d'adaptation de 7 jours, durant laquelle elles ont été nourries avec un régime

standard sous forme de poudre. Tous les 3 jours les souris été pesées.

La température de I'animalerie était de 25 + 2°C, un éclairage selon un rythme circadien (12h

jour/12h nuit et une hygrométrie de 35%).

1.1.1.2. Supplémentation de I’aliment

La nourriture a été fournie par I’Office National des Aliments de Bétail (ONAB), est apportée
aux animaux sous forme de poudre dans des boites de Pétri (Figure 10) a raison de 5-7¢g
d’aliment/jour/souris, quantité recommandée (Jadot,1981), et changé chaque jour pendant 6 semaines
(une semaine d’adaptation et 5 semaines de traitement par 1'a-T). Les aliments sont préparés tous les 3

jours par fraction de 100 g d'aliment, et gardés dans des boites hermétiques.

Figure 10 : Aliment fourni aux souris sous forme de poudre (photo originale).

L'a-T utilisée pour la supplémentation porte le nom commercial "API E", et est sous forme de

comprimés de 100 mg (Figure 11).
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Figure 11 : Vitamine E commerciale (photo originale).

La teneur de I'aliment en différents constituants excepte 1'a-T est semblable pour les huit lots de

souris (Annexe 01).

1.1.1.3. Supplémentation de la vitamine E (a-T)

La vitamine E (o-T) a été administrée pendant 5 semaines a sept lots de 3 souris chacun
(Tableau I1).

Tableau Il : Préparation des régimes.

Lot Régime consommeé
Témoin (RS
(RS) Un régime standard.
RSE700 - . . .
Un régime standard (RS) supplémenté avec 700 mg d'a-T /kg d'aliment.
RSEg0o L , . Al
Un régime standard (RS) supplémenté avec 900 mg d'a-T /kg d'aliment.
RSE 1000 L. , , Al
Un régime standard (RS) supplémenté avec 1000 mg d'a-T /kg d'aliment.
RSE 1050 L. , , Al
Un régime standard (RS) supplémenté avec 1050 mg d'a-T /kg d'aliment.
RSE1100 , . . . Al
Un régime standard (RS) supplémenté avec 1100 mg d'a-T /kg d'aliment.
RSE11s0 L . . . Al
Un régime standard (RS) supplémenté avec 1150 mg d'a-T /kg d'aliment.
RSE .
1200 Un régime standard (RS) supplémenté avec 1200 mg d'a-T /kg d'aliment.
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1.1.1.4. Sacrifice et prélevement des reins

Au bout de 6 semaines d’expérimentation, les souris sont sacrifiées aprés 12 heures de jeline, une

pesée a été effectuée avant de les anesthésiées par I'éther éthylique.

La souris est ensuite fixée sur le dos, a l'aide d'épingles enfoncées obliqguement dans les pattes sur
un support. On réalise une boutonniére dans la peau de I'abdomen en avant de I'orifice urinaire. On
engage la sonde cannelée dans la boutonnicére en décollant la peau jusqu’au menton. On découpe la
peau et on la décolle, la rabattre vers l'extérieur et la fixer avec des épingles, puis on fait une
boutonniére dans la paroi musculaire de I'abdomen, en introduisant une sonde cannelée jusqu’a la
pointe du sternum, et on découpe les muscles. Enfin on découpe, et on enleve le plastron thoracique
(Figure 12).

Figure 12 : Dissection d’une souris (photo originale).

Apres la dissection, les reins (droits et gauches) sont soigneusement prélevés, rincés avec une
solution de chlorure du sodium (NaCl) a 0.9%, ensuite pesés. Un premier fragment de rein de chaque
souris est conservé dans du formol a 10%, pour la réalisation des coupes histologiques, le reste des
fragments sont maintenus a -20°C, pour le dosage de quelques parametres du stress oxydant (protéines

rénales, MDA et I’activité enzymatique de la CAT).

1.1.2. Matériel non biologique (annexe 02)
1.2. Méthodes

Le dosage des différents parameétres du stress oxydant (Protéines, MDA et I’activité enzymatique
de la CAT).
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1.2.1. Dosage des protéines (Lowry et al,.1951)
A. Principe

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 bleu foncé. Cette coloration résulte de la
réaction du cuivre avec les liaisons peptidiques, et la réduction de I’acide phospho-tungsto-molybdique
par la tyrosine, le tryptophane et la cystéine. On réalise une gamme étalon de solution d’albumine a
Img/ml, I’absorbance est mesurée a 750 nm apres le développement de la couleur, pendant 45 min a

I’abri de la lumiére.

B. Mode opératoire
a) Extraction des protéines

e 9ml d'une solution de triton X-100 (0.5%) sont mis dans un tube Potter en présence de 100 mg de
I'échantillon de reins,
e |’échantillon est broyé par un homogénéisateur de Potter Thomas pendant 30 a 45 secondes sous

glace (Figure 13),

Figure 13 : Broyage des échantillons rénaux a lI'aide d'un homogeénéiseur (photo originale).

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

pendant 15min,
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d)

le surnageant est éliminé une deuxieme fois, les bords supérieurs des tubes sont séchés ensuite avec
du papier filtre,

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

le surnageant est jeté, les bords supérieurs des tubes sont séchés ensuite avec du papier filtre,
lavage avec 1ml d'éther éthylique, et centrifugation a 4000 tr/min pendant 5min,

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

Préparation des solutions du dosage (annexe 03)
Dosage

1ml de la solution A (annexe 03) est ajouté a 200 ul d'homogénat, I’ensemble est agité au vortex,
1’échantillon est incubé 10 minutes a température ambiante,

le mélange est alors mis en présence de 100 pl de réactif de la solution B (annexe 03).

apres 45 minutes, la densité optique a 750 nm est mesurée au spectrophotomeétre contre I'eau bi-
distillée (blanc).

Préparation de la courbe d’étalon

En paralléle des échantillons a doser, une gamme étalon (annexe 04) est réalisée a partir d’une

solution protéique Sérum Albumine bovine (BSA) a 1 mg/ml, dans huit tubes contenant des volumes

croissants de solution BSA (0-200ul), complétés avec de I'eau distillée (tableau I11).

Tableau 111 : Gamme étalon réalisée a partir de la solution BSA.
1 2 3 4 5 6 7 8
BSA (1pg/pl) 0 10 25 50 75 100 150 200
H20 (ul) 200 190 175 150 125 100 50 0
BSA (ul) 0 10 25 50 75 100 150 200

1.2.2. Dosage du malonaldéhyde (Draper, 1993)

A. Principe

Le dosage du MDA est détermineé par la méthode de Draper (1993), c’est le marqueur le plus

utilisé en peroxydation lipidique. Apres traitement acide a chaud, les aldéhydes réagissent avec 1’acide
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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 chromogeéne se fait a 532 nm.

B. Mode opératoire
a) Dosage

e 100 mg de I'échantillon de reins sont broyés en présence de 9 ml de tampon phosphate KH2PO4
(0,2 M a pH=7,4),

e 1ml de TCA a 10% sont mis dans un tube a essai, contenant 200 pl d'homogénat et 100 pl
d’Hydroxytoluéne Butylé (BHT),

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

e apres refroidissement, le mélange est versé dans des tubes secs et centrifugé a 4000tr/min pendant
10 min,

e un volume du surnageant est récupéré, auquel est ajouté un méme volume d'une solution aqueuse
d’Acide Thiobarbiturique (TBA) saturée,

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

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

b) Expression des résultats
La concentration du MDA est calculée selon I'équation suivante :

DO x 22

MDA| = ————
[ ] [Protéines]

[nmoles/mg de protéines]

Avec :

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

= [Protéines] : Concentration de 1’extrait en protéines (mg/ml).

1.2.3. Dosage de I’activité de la catalase (Aebi,1984)
A. Principe

En présence de la catalase, la décomposition du peroxyde d’hydrogene conduit a une diminution

de I’absorption de la solution de H202 en fonction du temps (Aebi,1984).
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B. Mode opératoire

a) Préparation des solutions du dosage (annexe 05)

b) Dosage

9ml d'une solution de triton X-100 (1%) sont mis dans un tube Potter en présence de 100 mg de

I'échantillon de reins,

I’échantillon est broyé par un homogénéisateur de Potter Thomas pendant 30 a 45 secondes sous

glace,

déposer 30ul d'échantillon,
970 pl Tampon phosphate 50mM pH = 7,4,

déclencher la réaction avec 1000ul de H,O2 30mM,

La lecture de 1’absorption se fait a 240 nm pendant 3 minutes (point chaque 30sec).

Expression des résultats

L’activité de CAT est calculée selon 1’équation suivante :

Activité de la catalase (umol H,O, / min / mg prot) =

Kxﬁxlo ﬂ
Lgflz
X

Avec :

V : volume de 1I’échantillon.

v : volume total.

At : temps de décomposition du H2O>.
Al : absorbance a to.

A2 : absorbance a t(zosec).

X : quantité des protéines mg/ml.

1.5. Etude statistique

L'analyse statistique des résultats est réalisée par le test-t de Student, en utilisant le logiciel

XLSTAT. Ce test a permet de comparer les moyennes des différents lots expérimentaux par rapport au

témoin. Les résultats sont exprimés comme : moyenne plus ou moins 1’écart type et sont considérés

comme :

Significative lorsque (P < 0,05).

Tres significative (P < 0,01).
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e Hautement significative (P < 0,001).

Avec (P) : seuil de signification.

1.3. Réalisation des coupes histologiques

La technique utilisée est celle proposée par Martoja et Martoja (1967) a I'hnématoxyline/ éosine.
Les fragments des reins de chaque souris sont retirés du formol 10 %, coupés transversalement a 1’aide
d’un bistouri, et sont mis dans des cassettes spéciales a parois tournées, afin de permettre le passage

des liquides.

e Déshydratation

Les échantillons sont ensuite déshydratés par 1’agitation rapide d'un automate spécial (Figure
14), afin éliminer I’eau des tissus, en faisant passer le tissu dans des bains d’alcool de concentration

croissante (70%, 90% et 100%).

ouem ®8 O

EEE @san

0863
Figure 14 : Automate de traitement des tissus (photo originale).

e Inclusion

Les tissus sont plongés dans de la paraffine fondue (portée a 56-58°C), étant maintenus et
imbibés de paraffine dans de petits moules, ces derniers sont mis sur une plague métallique réfrigérée,
ce qui provoque leur durcissement, et donc la rigidification des fragments tissulaires prélevés (Figure
15).
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Figure 15 : Module de refroidissement des blocs de paraffine (photo originale).

e Coupes et coloration

On isole des rubans de coupes a partir des blocs d’inclusions, qui sont collés sur un porte-
¢chantillon a 1’aide d’un microtome (I’épaisseur est de 4 a 7 microns). Ces rubans sont étalés et fixés
sur des lames gélatineuses. Pour la coloration, on a utilisé la technique a ’Hématoxyline-Eosine (HE)

selon les étapes suivantes réalisées par 1’automate (Tableau 1V).

Tableau IV : Les différentes étapes de la coloration des tissus.

Etapes Bains utilisés
Xyléne (20min)

Alcool 100% (1min).
Alcool 95% (30sec).

Alcool 70% (30sec).

Lavage eau (10min).

1. Déparaffinage
2. Hydratation

3. Coloration Hématoxyline de Groat (2min).
Lavage eau (5min).

Ammoniac (15sec).

Eosine (5min).

Lavage eau (10min).

Alcool 90% (30sec).

Xyléne (20min).

4. Deéshydratation

vV V. V V¥V VW V ¥V V¥V ¥V V V V
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e Montage et observation

La derniére étape de I’histologie est le montage (mise en contact lame-lamelle), elle se déroule
par le passage des lames dans un bain d’éthanol, suivi d’un bain contenant un mélange
d’éthanol/xyléne, et pour finir dans deux bains successifs de xyléne. Quelques gouttes d’Eukit (colle
biologique), ont été déposées sur des lamelles avant d’étre placées sur les lames. L’ensemble lame et

lamelles a été par la suite séché a 1’air libre.
e Une fois I’histologie terminée, les lames ont ét¢ observées a 1’aide d’un microscope optique a Gr :

*10 puis *40, muni d’une caméra. Les images obtenues par cette caméra ont été transférées sur

I’écran d’ordinateur a 1’aide d’un logiciel.
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11.1. Modifications physiologiques
11.1.1. Symptomatologie

Les résultats symptomatologiques obtenus lors de la présente étude révelent des manifestations
toxiques, au niveau de certains lots (RSEgoo, RSE1000, RSE1050, RSE1100, RSE1150 t RSE1200), par contre

le lot RSE700 n’a montré aucun symptdme toxique.

Concernant les lots des souris nourries avec un régime standard et supplémentés avec 900 et 1000
mg d'a-T/kg d’aliment, nous avons observé une inappétence et une reduction de la prise alimentaire,
par contre les lots qui ont été supplémentés avec 1100,1150 et 1200 mg d'a-T/kg d’aliment ,des
diarrhées de couleur foncées ont été observés ,ces mémes symptomes ont été déja signalés par Abdo et
al., (1986), lors de I'administration d'une dose importante de vitamine E (2000 mg/kg d'aliment) a des
rats males de souche Fischer 344 Par contre nous n’avons noté aucune mortalité, ceci peut étre due a
la durée du traitement qui n'était pas assez longue. Notons qu’en 1986, Hanck n’a obtenu aucune
manifestation toxique apres l'administration orale de fortes doses de vitamine E : 2 000 mg/kg
d’aliment chez les lapins et 5 000 mg/ kg d’aliment chez des rats.

11.1.2. Effets de la supplémentation en a-tocophérol sur les parametres pondéraux
a) Variations du poids corporel

Le suivi du poids corporel des souris témoins et ceux traitées par différentes doses d'a-T (annexe
06) est porté figure 16.A et figure 16, B :
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Figure 16 (A et B) : Variations du poids corporel en gramme chez les souris Albinos de souche
NMRI.

Au vu des résultats obtenus, lors du suivi du poids corporel des souris, leur croissance pondérale
n’a pas été affectée par la supplémentation en 700 mg d'a-T/kg d’aliment, d’ailleurs nous avons obtenu

une Iégére augmentation non significative du poids par rapport au témoin (figure 16, A).

Nombreuses sont les études réalisées par des auteurs travaillant sur des doses en vitamine E se
rapprochant aux nétres et n’ayant obtenu aucune variation significative du poids corporel, tel est le cas
de Jenkins et Mitchell (1975), qui ont signalé une augmentation non significative du poids corporel de

rats ayant regu 600 mg d'a-T /kg d’aliment apres deux mois de traitement.

Une autre étude réalisée par Wheldon et al., (1983) a montré que pendant 2 ans de régime
alimentaire quotidien supplémenté a 500 mg d'a-T/kg d'aliment chez des rats Charles River, n'affecte
pas leur croissance comparativement aux témoins. Trois ans plus tard Abdo et al., avaient aboutie a
des résultats similaires, ou ils ont montré que le poids corporel moyen chez les rats Fischer 344 males,

traites par la vitamine E a une dose de 500 mg a-T/kg était semblable a celui du témoin.

En 2004, Garrido-Polonio et al., rapportent que 1’administration de 600 mg d’a-T/kg d’aliment a
des rats males Wistar en croissance, prévient la perte de poids ; protégeant ainsi les organes contre les
dommages causeés par les radicaux libres, en outre; 1’a-T inhiberait la peroxydation des lipides
membranaires en captant les radicaux peroxyles lipidiques et par conséquent, elle est converti en

radical a-T". De plus Nekoubin et al., (2012), ont eux aussi obtenu une augmentation non significative
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du poids corporel de angelfish (poissons ange de mer), nourris avec un régime supplémenté en
vitamine E a niveaux croissants pendant 60 jours, d'ailleurs le meilleur résultat de la performance de
croissance a été obtenu a 600 mg d’o-T / kg d’aliment par rapport au lot t¢émoin mais toujours d’une

maniere non significative.

Enfin, nos résultats ne sont pas en accord avec ceux de March et al., (1973), qui ont signalé
également que le taux de croissance des poussins n'a pas été affecté aprés administration de 700 mg
d’a-T /kg d’aliment.

En ce qui concerne les lots RSEgo, RSE1000, RSE1050, RSE1100, RSE1150 €t RSE1200, NOUS avons
obtenu une diminution non significative du poids corporel par rapport au témoin (figure 16, B). Ces
résultats peuvent étre expliqués par la diminution de la prise alimentaire, et suggerent que l'a-T a
fortes doses contribuerait a la baisse de la croissance méme si cette diminution est non significative ;
cette baisse pourrait étre expliquée par 1’accumulation des radicaux libres, ce qui augmente 1’attaque
radicalaire des lipides et des protéines, induisant par conséquence la diminution du pouvoir du systeme
antioxydant, d’ailleurs Nielsen et al., (1985) ont rapporté que la plupart des acides aminés réagissent
avec les produits primaires et secondaires des lipides oxydés, ceci diminue 1’utilisation digestive des

protéines, des acides aminés et des graisses, ce qui induit une baisse de croissance.

Il est a noté que nos résultats corroborent avec ceux de Yang et Desai (1977), qui ont observé une
diminution du poids corporel chez des rats de souche Wistar nourris avec un régime supplémenté en
900 mg d'a-T / Kg d’aliment. Cette diminution peut étre le résultat d’une expérimentation beaucoup

plus longue (8 mois) que la nétre (5 semaines).

D’autres recherches réalisées par Wheldon et al., (1983), ont montré que le taux de croissance
des rats Charles River n'a pas été modifié¢ suite au traitement avec 1000 mg d'a-T/kg d’aliment, et ceci
pendant 104 semaines. De plus Eder et al., (2002) ont constaté eux aussi que la croissance n'a pas été
affectée chez des rats méles Sprague-Dawley en croissance, nourris avec des régimes supplémentés en

1000mg d'a-T/kg d’aliment pendant 8 semaines.

March et al., (1975), ont montré que le taux de croissance a été manifestement réduit chez des
poussins, dont le régime alimentaire était supplémenté en 1500 mg d'a-T /Kg d’aliment pendant 50

jours.
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Une non-variation du poids corporel aprés supplémentation de doses élevées en vitamine E a été

également observée par plusieurs auteurs a savoir :

Abdo et al., (1986), qui ont signalé que la croissance des rats nourris avec (2000 mg d’a-T /kg
d’aliment) de vitamine E ne différe pas significativement de celle des témoins, ce qui suggere que la
croissance est insensible a des doses élevées de vitamine E. De plus Ortufio et al., (2000), n’ont obtenu
aucune différence significative du taux de croissance chez la daurade royale (Sparus aurata L), apres
45 jours entre les différents lots nourris d'un régime équilibré et supplémenté en doses croissantes en
a-T (1200 et 1800 mg d’a-T / kg du régime).

Enfin Kiron et al., (2004), n'ont obtenu aucune différence du poids corporel chez des poissons

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

b) Variations du poids rénal

La variation du poids du tissu rénal des souris témoins et traitées par différentes doses d'a-T

(annexe 06), est représentée dans la figure 17, A et la figure 17, B :
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Figure 17 (A et B) : Evaluation du poids rénal chez les souris Albinos de souche NMRI.

Les résultats que nous avons obtenus lors de I'étude de la variation du poids du rénal, apres 5
semaines de traitement avec un régime standard, supplémenté en différentes doses d'a-T (700,
900,1000,1050,1100,1150 et 1200 mg/Kg d'aliment), ont montré pour le lot RSE700; une diminution
non significative par rapport au témoin (figure 17, A). On suppose que 1’administration de 700 mg
d’a-T/kg d’aliment protége le rein vis a vis des dommages causés par les ERO et les produits reactifs
de la peroxydation lipidique, car I’a-T exerce une action antioxydante par 1’élimination des radicaux
dans la membrane des cellules. Selon Combs et McClung (2016), I’a-T bloque I’initiation et

interrompt la propagation de la peroxydation lipidique.

Notons que nous n'avons trouvé aucune étude qui parle de I'effet de la vitamine E a une telle dose

sur le poids rénal des souris.

La variation du poids du tissu rénal des souris des lots RSEgoo, RSE1000, RSE 1050, RSE1100, RSE1150
et RSE1200, @ montré une augmentation non significative comparativement au témoin (figure 17, B).
Nous supposons que ceci est due a I’accumulation des ERO au niveau du rein, d’ailleurs Gerald et al.,

(2017) rapportent qu’une dose trés élevée d’a-T s'est avérée augmenter la sensibilité a la peroxydation.

De nombreuses études viennent corroborer nos résultats, c’est ainsi que Yang et Desai (1977) ont
montré que le traitement de rats pendant 8 a 16 mois, avec des doses importantes en vitamine E (1600
mg d’a-T/ kg d’aliment) induisait une augmentation du poids du cceur et de la rate, et ont révélé aussi
une hypertrophie cardiaque significative.
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En 1983, Wheldon et al., ont remarqué que le poids du foie a significativement augmenté, suite a
la supplémentation avec une dose de 1000 mg d'a-T /kg d’aliment chez des rats. Trois ans plus tard
Abdo et al., (1986), ont observé une hypertrophie du méme organe chez des rats femelles nourris avec
un régime supplémenté en 2000 mg d’a-T/ kg daliment. Alfin-Slater et al., (1972), expliquent
I’hypertrophie rénale par le taux €élevé du cholestérol et des modifications des acides gras tissulaires

chez des rats ayant recu de fortes doses d'a-T.

11.2. Effets de la supplémentation en a-tocophérol sur quelques parameétres du stress oxydatif

11.2.1. Effets de différentes doses d’a-tocophérol sur la teneur en protéines, I'activité de la

catalase et le taux en malonaldéhyde au niveau du tissu rénal

Plusieurs parameétres peuvent étre dosés pour confirmer un stress oxydatif comme, les protéines
totales, le MDA, la CAT, SOD, GPX et GR, mais dans la présente étude nous n’avons pu dosez que
trois parametres a savoir les protéines totales, I’activité enzymatique de la CAT et le MDA, et ceci

chez les souris albinos de souche NMRI.

Les résultats de ces dosages seront répartis selon les effets obtenus a savoir, un effet antioxydant
pour le lot RSE700 et un effet pro-oxydant pour les lots supplémentés en 900, 1000, 1050, 1100,
1150,1200 mg d’a-T/kg d’aliment, notons que trés peu d’études parlent de 1’effet pro-oxydatif de la

vitamine E au niveau cellulaire.

a) Effet de la supplémentation de 700 mg d’e-tocophérol/kg d'aliment sur la teneur en

protéines, ’activité de la CAT et le taux en malonaldéhyde du tissu renal

Les résultats obtenus lors de la supplémentation d'un RS en 700 mg d’a-T/ Kg d'aliment (lot
RSE7o0), ont montré des augmentations non significatives de la teneur en protéines (figure 18, A) et de
I’activité enzymatique de la catalase (figure 18, B), nos résultats révélent également une diminution

non significative du taux de MDA (figure 18, C) (annexe 07).
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Figure 18 (A, B et C) : Effet de la supplémentation de 700mg d’a-tocophérol/kg d'aliments sur la

teneur en protéines, 1’activité de la CAT et le taux en MDA du tissu rénal chez les souris Albinos de

souche NMRI.
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L'augmentation non significative des protéines que nous avons obtenue est due probablement aux
effets protecteurs de 1'a-T, qui ont permis de diminuer 1’oxydation des protéines rénales, d’ailleurs 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. Cet effet protecteur a été obtenu en 1977 par Csallany et al., lors d’un
stress oxydatif induit par un régime carencé en vitamine E chez des souris, et sur une période de 8
semaines, leurs résultats ont montré une augmentation significative du taux de lipofuscine hépatique
chez les témoins par rapport aux lots supplémentés en vitamine E. De méme Suga et al., (1984) ont
signalé que l'activité de la CAT a diminue chez les rats déficients en vitamine E. Par contre il a été
montré par ALPER et al., en 1998, une augmentation de I'activité enzymatique rénale et cardiaque de
la CAT apres traitement de rats males de type Albinos, par administration de 50 mg d’a-T/kg

d’aliment par jour pendant 10 jours.

En 1992, Abraham et al., ont montré que la vitamine E prévient 1’oxydation des protéines,
induite par I’exercice physique chez des rats femelles Sprague-Dawley. Léger (2000), a confirmé aussi
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 caractere essentiel des AGPI, mais aussi

I'intégrité de la structure des protéines et des nucléotides.

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/

nitration, ainsi que la coupure des brins d'’ADN.

Des phénomenes d'oxydation des érythrocytes ont été étudiés par Niki et al., (1988) qui ont mis
en évidence que lors de I’attaque radicalaire, I’a-T positionnée au niveau de la bicouche lipidique de la
membrane érythrocytaire agissait majoritairement sur ces molécules réactives. C’est en 2011, Bucioli
et al., ont obtenu des résultats indiquant que la supplémentation en vitamine E diminue le stress
oxydatif rénal causé par un effort intense, car il réduit le taux de MDA rénal. Quatre ans plus tard
Elgaml et al., ont rapporté que 'a-T était capable de protéger les reins contre la toxicité de I'acétate de

plomb, et cela a été montré par la réduction du taux de MDA élevé.
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En 1984 une étude a été réalisée par Wartanowicz et al., sur 100 sujets humains sains agés de
plus de 60 ans, recevant de la vitamine E a faible dose, sous forme de comprimes pendant un an de
traitement, a révélé une diminution du niveau des peroxydes lipidiques.

Enfin I'étude d'Hajiani et al., en 2008 vient corroborer nos résultats, cette étude a porteé sur le
traitement de rats males adultes de souche Sprague-Dawley par administration intramusculaire
bihebdomadaire de 100, 300 et 600 mg/kg de vitamine E sur des périodes de 2, 3 et 6 semaines, ont
montré que la phase antioxydante été caractérisée par une diminution du MDA, et une augmentation de

I'activité d'enzymes antioxydantes (CAT, SOD et GPx).

Au vu des résultats obtenus nous pouvons conclure que la dose de 700 mg d’a-T/kg d'aliment a
protégé les protéines, ainsi que l'activité de la CAT en diminuant le taux en MDA. Kishore et al.,
(2013) rapportent que I’a-T est une excellente source antioxydante, de ce fait elle exerce son pouvoir
antiradicalaire directement en tant que piégeur de radicaux libres face aux structures sensibles a

I’oxydation.

b) Effets de la supplémentation de doses croissantes en d’a-tocophérol sur la teneur en

protéines, I'activité de la CAT et le taux en malonaldéhyde au niveau du tissu rénal

Les lots des souris supplémentés en 900, 1000, 1050, 1100, 1150 et 1200 mg d’a-T/kg d'aliment,
présentent des variations de la teneur en protéines, 1’activité enzymatique de la CAT et du taux e
MDA. 1l est vrai que cing semaines de traitement nous ont permis d’obtenir une diminution
significative de la teneur en protéines (figure 19,A) et I’activité de la CAT (figure 19,B) pour les lots
RSEg00,RSE1000,RSE1050 et RSEi100, et d’une maniére trés significative pour les lots RSE1150 et
RSE 1200, accompagnée d’une augmentation significative du taux de MDA pour les lots supplémentés
en 900 et 1000 mg d’a-T/kg d’aliment, et d’une fagon trés significative pour les lots supplémentés en
1050 et 1100 mg d’a-T/kg d’aliment, et d’'une maniere hautement significative pour les deux derniers
lots (figure 19,C) (annexe 07).

~ 40 ~



Etude expérimentale

Protéine (mg/100mg de tissu)

80

70

60

50

40

30

20

10

>

de protéines)

U0 | Catalase (umol H202/min/mg

MDA (n moles/mg de

protéines)

C

Chapitre Il : Résultats et discussion

a*
a* a** a**

—

30

25

20

15

10

1,8
1,6
1,4
1,2

0,8
0,6
0,4
0,2

RS RSE900 RSE1000 RSE1050 RSE1100 RSE1150 RSE1200

*
a a* * %
+

a* a
I I | I

RS RSE900 RSE1000 RSE1050 RSE1100 RSE1150 RSE1200

gF** QFE*

. a**
a * % +
1 a* a
I J- I

RS RSE900 RSE1000 RSE1050 RSE1100 RSE1150 RSE1200

Figure 19 (A, B et C) : Effet de la supplémentation de doses croissantes d’a-tocophérol/kg d'aliments

sur la teneur en protéines, ’activité de la CAT et le taux en MDA du tissu rénal chez des souris

Albinos de souche NMRI. (*P<0.05, **P<0.01 entre témoin et groupe traité ; a : comparaison avec le

lot RS).
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L'ensemble de ces résultats suggérent que 1’effet de 1’a-T pro-oxydatif commence a partir de 900
mg d’a-T/kg d’aliment ,cet effet est réel dans notre étude et apparent lors du dosage des protéines ,
I’activit¢ de la CAT et le taux en MDA, du fait que I'accumulation du radical o-T® n'a pu étre
régenérée suite a I'épuisement des agents réducteurs comme la vitamine C, ces effets ont été déja
décrits par certains auteurs travaillant in vitro (Bowry et al., 1992) et d’autres in vivo (Kontush et al.,
1996).

Notons que nos résultats rejoignent ceux de Tappel et al., qui lors de leur étude menée en 1954,
ont observé une augmentation significative du taux en MDA, accompagnée de la diminution
significative des enzymes intervenants dans la détoxification des lipoperoxydes (LPO), notamment la
GPx et la CAT, ces auteurs ont précisé que les effets nocifs des LPO sur les protéines consistaient en

des dénaturations plus ou moins marquées se traduisant par des baisses de solubilité.

Etant donné que les protéines sont trés abondantes au niveau cellulaire, ceci les rend une cible
importante pour les oxydants biologiques. En 2003, Favier a expliqué la diminution de la teneur en
protéines par le fait de leur sensibilité aux attaques radicalaires, surtout celles qui comportent le
groupement sulthydryle (SH) ; en effet, c’est le cas de nombreuses enzymes cellulaire. Ceci explique

que la baisse protéique que nous avons obtenue.

D’aprés Ponkory et al., (2003), les protéines réagissent avec les radicaux libres 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 treés élevés, tout en sachant que lors de la dimérisation ; la solubilité et la
biodisponibilité des protéines diminuent. Trois ans auparavant, 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.

Tezel et al., (2005) ont eux aussi travaillé sur les modifications oxydatives au niveau des
protéines essentiellement ceux de de la rétine, et ont déduit que ces modifications étaient I'une des
conséquences de la génération de radicaux libres dans le modéle de glaucome chez le rat. Dans cette
méme étude, ces auteurs ont énoncé que l'oxydation protéique a été décrite comme l'un des
mécanismes les plus importants dans les lésions cérébrales responsables de dysfonctionnement dans

plusieurs maladies neurodégénératives, y compris la maladie d'Alzheimer.
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Ferreira et al., (2010) rapportent que la baisse de la capacité antioxydante enzymatique a un lien
direct avec I'augmentation des processus d'oxydation. D’autres auteurs comme Decastro et al., (2009)
expliquent que la diminution de l'activité de la CAT est attribuée a la possibilité d'une production
élevée de ERO, et a leur accumulation intracellulaire accrue qui dépasse la capacité de détoxification

des enzymes antioxydantes, ce qui entraine le développement ultérieur de lésions tissulaires.

En 2002 Eder et al., ont étudié 1’effet de la supplémentation de 1’a-T chez des rats (100, 1000,
10000 d’a-T/ Kg d’aliment) pendant 8 semaines. Ils ont obtenu a une dose de 1000 mg d’a-T/ kg
d’aliment, une baisse non significative des activités de la GPx, de la CAT. IIs concluent qu’a fortes
doses la vitamine E peut affecter les enzymes antioxydantes, d’ailleurs 10 années auparavant Bowry et
al., ont montré que 1I’a-T a doses importantes agi comme pro-oxydant in vitro, aboutissant par

conséquent a l'augmentation de la peroxydation lipidique.

Des études plus précises, touchant a I'effet du radical OH® généré in vivo lors de la décomposition
de H>O2, ont montré que ce radical pouvait endommager les protéines hépatiques et donc inactiver
certaines enzymes comme les enzymes antioxydantes (CAT et GPx), et de ce fait augmenter les

niveaux hépatiques des protéines carbonylées (Emel et Saadet, 2007).

Les résultats que nous avons obtenus et qui concernent I’augmentation du taux de MDA
rejoignent ceux de Stocker et Keaney (2004), qui ont montré que si le MDA est produit en exces dans
un tissu, il peut se combiner aux groupements amines libres des protéines (essentiellement les résidus
lysines), conduisant a la formation de produits d'additions susceptibles d'altérer les propriétés
biologiques des protéines. La méme année, Kiron et al., ayant travaillé sur les érythrocytes, ont obtenu
une augmentation significative en LPO, effectivement lors de la supplémentation d’un régime
équilibré avec 1000mg d’o-T/Kg d’aliment et administré a des truites arc-en-ciel (Oncorhynchus
mykiss), ces auteurs ont montré que la forte dose en a-T n’a pas servi en tant qu’antioxydant, mais
comme pro-oxydant lors d’un stress oxydatif modéré. C’est ainsi qu’en 1997, Brown et al., rapportent
que la vitamine E peut avoir une activité pro-oxydante chez les non-fumeurs, quand les apports sont
élevés et prolonges, ces auteurs ont montré que les érythrocytes des non-fumeurs recevant le
supplément de 1050 mg d’o-T pendant 20 semaines présentaient une susceptibilité accrue a la
peroxydation. De plus, une supplémentation prolongée en a-T chez les non-fumeurs a induit une baisse
de la concentration plasmatique d'ascorbate, en association avec une augmentation de I'absorption de

vitamine E par les érythrocytes.
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Une étude récente réalisée par Kanane et al., (2019), a montré que le traitement des rats pendant
12 semaines avec un régime de base contenant 5% d'huile de tournesol oxydée supplémentée en 1200
mg d’o-T /kg d’aliment, entraine une augmentation hautement significative des LPO, accompagnée

d’une diminution significative des activités enzymatiques antioxydantes (CAT, SOD, GPX, et GR).

Nos résultats corroborent également avec ceux d’Hajiani et al., (2008), qui avaient réalisé une
¢tude dont 1’objectif était d'examiner 1’effet pro-oxydant de la vitamine E face a son effet antioxydant,
et ceci en fonction de la durée de traitement et de la dose en vitamine E. Ces auteurs ont travaillé sur
des rats males adultes de souche Sprague-Dawley par administration intramusculaire bihebdomadaire
de 100, 300 et 600 mg d’a-T / kg d’aliment sur des périodes de 2, 4 et 6 semaines. Ils ont observé que
la vitamine E a un effet antioxydant quand elle est administrée a de faibles doses et sur des périodes
courtes, et permet 1’augmentation de l'activité des enzymes antioxydantes. Par contre a fortes doses et
sur des périodes assez longues, la teneur en MDA augmente accompagnée d’une diminution de
’activité des enzymes antioxydantes a savoir la CAT, SOD et la GPx. Ils émettent I’hypothése que la
vitamine E régule les enzymes antioxydantes par un effet chimique direct. Ces auteurs expliquent cette
régulation de la méme maniére que Buettner (1993), qui a énoncé I’existence d’une interaction entre la
vitamine E et la vitamine C : « La vitamine E est liposoluble et existe seulement dans les membranes
(plasmiques et celles des organites) ; les enzymes antioxydantes, d'autre part, résident dans la phase
aqueuse de la cellule ». L'interaction montrée in vitro entre la vitamine C et la vitamine E est un
phénomeéne semblable d'interaction entre deux molécules, I’une dans la phase lipidique et 1’autre dans
la phase aqueuse. Au niveau de la membrane cellulaire, le groupement phénolique OH de 1’a-T au
niveau de l'interface membrane-eau réagit ainsi avec des molécules hydrosolubles comme I'ascorbate.
Donc il est théoriquement possible que la vitamine E exerce un effet dose dépendant sur les enzymes

antioxydantes.

Il est vrai que lors d'un stress oxydatif sévere, I’a-T produit une quantité importante en radical o-
T*, qui va se combiner avec un autre radical libre formant ainsi un « produit non radicalaire » (PNR),
d’ou l’interruption de la réaction en chaine de la peroxydation lipidique , donc 1’acide ascorbique est
un co-oxydant mais ne joue pas un role trés important dans ces conditions, ¢’est-a-dire lors d’un stress
oxydant sévere, il contribue a la diminution de radicaux libres mais a lui seul sa présence n’est pas
suffisante, tandis que lors d’un stress oxydatif modéré, la concentration de radicaux libres n’est pas
importante au point ou I’ensemble des radicaux a-T* produits lors du processus antioxydant puissent
se combiner entres eux, c’est pour cela que la présence et la concentration de I’acide ascorbique est

importante, car ¢’est ce co-antioxydant qui va régenérer 1’a-T; si la concentration de 1’acide ascorbique
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est faible, il y a apparition de I’effet pro-oxydant de I’a-T car le radical a-T*® va arracher un électron
aux acides gras des phospholipides des membranes, et donc propager la réaction en chaine de la
peroxydation lipidique , dans le cas contraire ou la concentration de 1’acide ascorbique est adéquate par
rapport a la concentration de I’a-T supplémentée, dans ce cas-la, nous aurons un effet antioxydant, car
I’ensemble des radicaux a-T*® générés lors de I’effet antioxydant de ’a-T, ont pu étre régénérés par
I’acide ascorbique. Déja en 1996, Kontush ont précisé qu’in vivo, et en présence de fortes
concentrations de co-antioxydants et dans des conditions oxydatives modérées, 1’a-T devrait
normalement se comporter comme un anti-oxydant, mais il peut se développer un effet pro-oxydant

quand les co-antioxydants sont épuisés dans les conditions d’oxydation modérées.

Enfin, nous pouvons conclure a I’issue des résultats obtenus que lors de la supplémentation d’un
régime alimentaire équilibré avec 900,1000,1050,1100,1150 et 1200 mg d’a-T et sur une période de 5
semaines, nous avons obtenu un effet pro-oxydant de I’a-T démontré par la baisse de 1’activité
enzymatique de la CAT et de la teneur en protéines et surtout par 1’¢lévation du taux en MDA. Dans
notre cas le stress induit par les doses utilisées dans cette étude est un stress modéré. En effet une
concentration élevée du radical o-T* a propagé la peroxydation lipidique, ce qui a été traduit par
I’augmentation de la teneur en MDA, du fait qu’il n’y avait pas une concentration adéquate en acide
ascorbique pour regénérer 1’a-T et de méme rompre la chaine de propagation de la peroxydation

lipidique.

11.3. Effets de la supplémentation en a-tocophérol a différentes doses sur I’histologie du tissu

rénal

Pour confirmer I’ensemble des résultats biochimiques obtenus lors de cette étude, un examen

histologique des reins a été réalisé.

L'examen histologique des différents lots traités montre pour les lots RS (figure 20, a) et RSE700
(figure 20, b), une architecture normale de I’ensemble du cortex rénal, des tubules contournés
proximaux et distaux avec une lumiere clairement visible dans la plupart des tubules corticaux, ainsi

que des glomérules uniformes avec membrane bien définie.
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Figure (20, a et b). Micrographie du cortex reénal (10x, H&E) montrant : (a) architecture normale
chez le lot “témoin ” : RS, et (b) chez les souris supplémentées avec 700 mg d’a-tocophérol / kg

d’aliment : RSE70. G : Glomérules, TCP : tube contourné proximal, TCD : tube contourné distal.

En effet le traitement avec 700 mg d'a-T /kg d’aliment suggére une propriété antioxydante de I’a-
T, d’ailleurs Sridevi et al., (2007) ; Ferry et al., (2012), rapportent que la vitamine E est I’un des
antioxydants les plus puissants, dont la fonction principale est de prévenir la peroxydation des
phospholipides et des dommages membranaires, via l'activité antioxydante, elle a donc un role de

stabilisateur des membranes.

Une étude réalisée Kutlubay et al., (2007) rapportent qu’apres 1’injection d’aluminium suivie par
300mg de vit E pendant 2 semaines chez des rats Wistar males albinos adultes, aucune anomalie
histologique significative n'a été observée par rapport au groupe témoin, et les cellules des tubules
rénaux avaient un aspect normal. L'organisation tubulaire et la basophilie cytoplasmique étaient
également semblables a celles du témoin, la lumiere étant clairement visible dans la plupart des tubules
corticaux. Auparavant, Otani et al., (1999) ont également montré qu'une supplémentation alimentaire
en vitamine E supprime la prolifération des cellules mésangiales et la sclérose glomérulaire, et inhibe
I'oxydation des lipoprotéines et l'infiltration intra-glomérulaire des macrophages dans des modeles de

maladie glomérulaire chez le rat.

De plus une étude menée par Ajitih et al., (2009) a rapporté un effet néphroprotecteur de I’a-T par
une atténuation des modifications structurelles et fonctionnelles rénales. 1l a été également rapporté
que 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 et le cancer (Stampfer et al.,1993 ; Nwanguma et al.,1998).
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Notons que nos résultats rejoignent ceux de Araound et al., (2014) qui a réalisé une étude portant
sur l'effet de la supplémentation de 200mg d’a-T / Kg d’aliment / jour dans de I’huile de mais sur
I'nistologie du tissu rénal, leurs résultats ont montré aucune modification histologique du rein a une

telle dose indiquant une disposition normale des cellules sans aucune altérations.

Cependant les coupes histologiques obtenues des lots RSEan, RSE1000 (figure 21, a et b) (figure
22, a et b) respectivement, ont montré des changements morphologiques qui révélent la présence de
multiples congestions importantes vasculaires au niveau du cortex rénal, des glomérules atrophies, des

ectasies glomérulaires, des tubes contournés distaux et proximaux altérés légerement. Nous avons noté

la présence de quelques foyers leucocytaire légéres uniquement au niveau du lot RSE1ooo.

Figure 21 (a et b). Micrographie du cortex rénal du lot RSEg00, montrant la présence de glomérules
atrophies, de multiples congestions vasculaires et des tubes contournés distaux et proximaux altérés
Iégerement ; (a) : (10x, H&E), (b) : (40x, H&E). CGV : congestion vasculaire, AG : atrophie

glomérulaire, TCA : tubes contournés altérés, EG : ectasie glomérulaire.
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congestions vasculaires plus importantes, des tubes contournés distaux et proximaux altérés
Iégerement ; (a) : (10x, H&E), (b) : (40x, H&E). CGV : congestion vasculaire, AG : atrophie

glomérulaire, FL : foyer leucocytaire, TCA : tubes contournés altérés.

Concernant les coupes histologiques des lots RSEios0 et RSE1100 représentés respectivement
figure 23,a et b ; figure 24,a et b, ont montré de multiples congestions vasculaires trés importantes,
ainsi qu’une réduction de la lumiere des tubes corticaux externes et d’ectasies glomérulaires , en
revanche, la supplémentation avec 1150 mg d’a-T / Kg d’aliment (figure 25,a et b) et 1200 mg d’a-T /
Kg d’aliment (figure 26,a et b), induit des modifications morphologiques plus sévéres, qui révélent de
multiples congestions vasculaires plus importantes , des atrophies et ectasies glomérulaires ,
altérations des tubules et réduction de la lumiere tubulaire des tubes corticaux externe avec perte de la
différenciation entre les tubules de la meédullaire externe et la corticale, ces modifications
morphologiques tubulaires sont focales (plage étendu de la cortical) avec la présence des vacuoles

mettant en évidence une destruction des tubules.
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Figure 23 (a et b). Micrographie du cortex rénal du lot RSE10s0, montrant la présence de multiples
congestions vasculaires trés importantes, réduction de la lumiére des tubes contournés distaux et
proximaux a ; (a) : (10x, H&E), (b) : (40x, H&E). CGV : congestion vasculaire, RLT : réduction de la

lumiére tubulaire, EG : ectasies glomérulaires.

congestions vasculaires trés importantes, réduction de la lumiére des tubes contournés distaux et
proximaux a ; (a) : (10x, H&E), (b) : (40%, H&E). CGV : congestion vasculaire, RLT : réduction de la
lumiere tubulaire, EG : ectasie glomérulaire.
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Figure 25 (a et b). Micrographie du cortex rénal du lot RSE1150, montrant la présence de multiples
congestions vasculaires trés importantes avec désorganisation ; (a) : (10x, H&E), (b) : (40x, H&E).
AG : atrophie glomérulaire, CGV : congestion vasculaire, RLT : réduction de la lumiére tubulaire, EG

: ectasie glomérulaire.

Figure 26 (a et b). Micrographie du cortex rénal du lot RSE1200, montrant la présence de multiples

congestions vasculaires trés importantes avec désorganisation ; (a) : (10x, H&E), (b) : (40x, H&E).
AG : atrophie glomérulaire, CGV : congestion vasculaire, RLT : réduction de la lumiére tubulaire, V :

vacuoles.

Les fortes doses d’a-T ont causé une désorganisation de la structure du cortex rénal, et donc ont
eu un effet pro-oxydatif. En 2012, Ferry et al., expliquent que si la teneur membranaire en vitamine E
était faible par rapport aux lipides et & la production des radicaux libres, seule 1’existence d’un
renouvellement rapide de 1'a-T permet son efficacité ; ce qui participe probablement au réle pro-

oxydant.
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L’effet pro-oxydatif de la vitamine E a ét¢ démontré par un nombre important d’auteurs et dans
de nombreuses études, en dosant des paramétres biochimiques intervenant dans le stress oxydatif, mais
aucune ¢tude n’a été réalisé a 1’échelle histologique, c‘est pour cela que nous citerons d’autres études

utilisant d’autres molécules induisant un stress oxydatif autres que 1’a-T.

Une étude menée par Kanane et al., (2019), sur des rats de souches Wistar alimentés avec un
régime contenant 5% d’une huile de tournesol fortement oxydée et sur une période de 8 semaines, ont
montré des altérations a 1’échelle histologique rénal semblable aux nétres a savoir, des cedémes, la
congestion des vaisseaux sanguins, le trophée glomérulaire et les infiltrations de cellules

inflammatoires, sont observées chez les reins de rats supplémentée en 1200 mg a-T /kg d’aliment.

En 2012, Rahangadale et al., ont obtenu des modifications histologiques rénales a savoir des
changements dégénératifs vacuolaires dans I'épithélium tubulaire, une nécrose coagulante et des
hémorragies rénales, ont été observés constamment chez des rats Wistar intoxiqués recevant 144 mg
d'acrylamide /kg d'aliment pendant 28 jour.

Enfin, une autre étude menée par Dahdouh et al., (2019) ont montré des lésions rénales
importantes (une nécrose tubulaire, une dégénérescence glomérulaire), chez des souris femelles de

souche Albinos apres l'injection de Gentamycine (357mg/kg d'aliment) pendant 10 jours.
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- conclusion et perspectives

Dans la présente étude, notre travail consistait a supplémenter un régime équilibré, en différentes
doses d'a-T (700,900,1000,1050,1100,1150,1200 mg/kg d’aliment) durant 5 semaines puis a étudier
les effets de telles doses sur la teneur en protéines et quelques marqueurs du stress oxydatif, a savoir le
taux en MDA et l'activité de la CAT, ainsi que sur I'histologie rénale des souris Albinos de souche

NMRI et en finalité déterminer la dose pro-oxydante de I'a-T.
Au terme de cette étude expérimentale, il ressort clairement que :

e Sur le plan de la croissance corporel : nous avons obtenu une augmentation non significative de
la croissance des souris supplémentées en 700 mg d'a-T/kg d'aliment, a cette dose 1'a-T n’a exercé
aucun effet. Par contre nous avons noté une diminution non significative des autres lots a savoir
(RSEgo0, RSE1000, RSE1050, RSE1100, RSE1150 et RSE1200), cette baisse peut suggérer que 1'a-T a

Ieégérement retardé la croissance corporelle des souris.

e Sur le plan du poids rénal : aucune variation significative n’a été obtenue pour lI'ensemble des

lots supplémentés en a-T.

e Sur le plan métabolique : Les résultats obtenus montrent une augmentation non significative de la
teneur en protéines et de I’activité enzymatique de la CAT, accompagnée d’une diminution non
significative du taux en MDA du lot RSE7qo par rapport au témoin. Ces résultats indiquent I'effet
antioxydant de I’o-T vis-a-vis des ERO au niveau du rein. La supplémentation de 900 a 1200 mg
d’a-T/kg d'aliment a montré une variation des paraméetres biochimiques doses, ces résultats ont
permis de conclure que pour ces doses, 1'a-T n’a pas agi en tant qu’antioxydant mais a eu plutot
tendance a agir en tant que pro-oxydant : processus connu sous le nom de « tocophérol médiateur
de peroxydation ».Toutefois, les interactions métaboliques entre les enzymes antioxydants contre
la lipoperoxydation et I'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 a-T rejoignent
plusieurs études faites par de nombreux auteurs, et soutiennent I'effet pro-oxydant de 1'a-T

lorsqu'elle est supplémentée a des doses elevées.

e Sur le plan cellulaire : I'examen histologique des deux lots RS et RSE7q, ont montré un cortex
rénal normal. Cependant, les lots RSEgoo, RSE1000, RSE1050, RSE1100 quant a eux, ont montré la

présence de multiples congestions vasculaires importantes, un infiltrat lymphocytaire et des tubes
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contournés distaux et proximaux altérés. En revanche, I'histologie des lot RSE1150, RSE1200 révelent

une désorganisation de la structure du cortex rénal.

A T’issue de ce travail plusieurs orientations d’études peuvent étre envisagées et pourront faire

I’objet de travaux ultérieurs :

e plusieurs doses croissantes entre 700 et 900 mg d’a-T/kg d’aliment doivent étre étudiées, afin de
déterminer d’une maniére précise la dose a laquelle 1’effet antioxydant de 1’a-T bascule en un effet
pro-oxydant,

o étudier I'effet de telles supplémentations sur d'autres parametres antioxydants comme la GPx, la
GR, la SOD, le GSH etc.

e des dosages plus précis devraient étre fait comme les marqueurs d’oxydation (peroxyde
d’hydrogéne, radical hydroxyle, oxygeéne singulet etc.),

e doser I'o-T au niveau rénal par chromatographie en phase liquide a haute performance,

e réaliser des études similaires sur d’autres organes

e doser les marqueurs tumoraux comme la p53 ou des anti apoptotiques (Bcl-2), pour évaluer les

effets cancérigénes de I’a-T vu qu’il induit des altérations au niveau de la molécule d’ADN.
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Annexes

Annexe 01

Tableau I : Constitution du régime alimentaire (g /100g).

Ingrédients RS RSE70 = RSEgw = RSEio00 = RSEi0s0 | RSE1100 | RSE1150 = RSE1200

Mais 52.80 52.80 52.80 52.80 52.80 52.80 52.80 52.80
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.MV 02.00 02.00 02.00 02.00 02.00 02.00 02.00 02.00
(Complément
Méniralo-
Vitaminique)

a-T / 0,07 0,09 0,10 0,105 0,11 0,115 0,12

- Mélange minéral contenu dans 100 g d’aliment : KH2PO4 20,0 mg ; CaCO3z 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
; 7TH20 1,02 mg FeSO4 ; ZnSO4 H20 0,15 mg ; CaCO3 0,0008 mg ; KI 0,0016 mg.

- Mélange vitaminique contenu dans 100g d’aliment : vitamine A 19.800 Ul ; D3 2.500 mg ; B1 20
mg ; B2 15 mg ; B3 70 mg ; B6 10 mg ; B7 150 mg ; B12 0,05 mg ; C 800 mg ; E (dl-a-tocophérol
acetate) 170 mg ; K3 40 mg ; PP 100 mg ; chlorure de choline 1.360 mg ; acide folique 5 mg ; AcCPAB
50 mg ; 0,3 mg de biotine.
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Annexe 02 :

1.1 Verrerie et autres :

Pissette.

e Compresses.

e Lames de bistouri.

e Ciseaux.
e Pinces.
e Flacons.

e Micropipette (de 10ul a 1000ul).

e Pipettes graduées (1ml, 5ml, 10ml).
e Tubes a essai.

e Tubesen verre.

e Portoirs.

e Béchers de 50ml et 250ml,

e Erlenmeyer de 250ml.

e Cuve de spectrométrie.

e Boites de Pétri.

e Lames et lamelles.

e Embouts de contenance de 1000 pl.
e Embouts de contenance de 200 pl.
e Spatule.

e Entonnoir.

e Papier absorbant

e Cassettes d'inclusion.

1.2.  Réactifs chimiques

e Vitamine E.

e Ether Ethylique.

e Triton X-100.

e Acide trichloracétique.
e Alcool.

e Hydroxyde de sodium NaOH.
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1.3.

Appareillages nécessaires pour le dosage des paramétres du stress oxydatif :

Tartrate de Na* K.

Sulfate de cuivre CuSOa.

Sulfate de carbonate de sodium Na,COs.

Folin Ciocalteu.

Phosphate de potassium monobasique KH2POa.
Butyl-Hydroxtoluene (BHT).

Phosphate disodique Na> HPO4, 2H:0.
Peroxyde d'hydrogene H.Ox.

Eau distillée.

Appareillages :

Broyeur Homogeénéiseur (Potter de Thomas).
Balance de précision (KERN).

Centrifugeuse (Hettich EBA 20).

Spectrophotométre UV-visible (Shimadzu UV-1601)
Bain-marie (SLEE MAINZ).

Agitateur (VELP SCIENTIFICA).

Vortex (VWR VV3).

pH métre.

Réfrigérateur (Samsung).

Automate de traitement des tissus (Leica).

Automate de coloration des lames (SLEE MAINZ).
Module de refroidissement de paraffine (SLEE MAINZ).
Microtome (Leica).

Plaque chauffante (SLEE MAINZ).

Etuve (BINDER).

Distillateur.

Microscope optique (OPTIKA).

Appareil photo (Leica).

Application EZ (LASEZ).
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Annexe 03 : Préparation des solutions de dosage des protéines.

Solution A : préparée par mélange des trois solutions suivantes :
> 0,5 ml de la solution de tartrate de Na* K™ a 2% (P/V).

» 0,5 ml de la solution de sulfate de cuivre CuSO4 a 1%,
> 50 ml de la solution de sulfate de carbonate de sodium Na,CO3 dans du NaOH (0.1M).

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

Annexe 04 : Courbe étalon du dosage des protéines par la méthode de LOWRY (1951), I’albumine
sérique bovine (BSA) est utilisée comme protéine de référence.

0,9
0,8
0,7
0,6
0,5

0,4 /

0,3 % 3

Absorbance

0,2 &

0,1
0 /
0 50 100 150 200 250

[BSA] mg/ml y =0,0045x

R*=0,9718
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Annexe 05 : Préparation des solutions de dosage de la Catalase.

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

dissoudre 6,81 g de KH2PO4 dans de I'eau distillée est compléter a 1000ml (a),
dissoudre 8,82 g de Na2HPO4, 2H20 dans de I'eau distillée est compléter a 1000ml (b),

mélanger 1 ml de la solution (a) avec 1,5 ml de la solution (b).

YV V V VY

ajuster le pH=7.

Solution Il : Peroxyde d'hydrogéne (30 mM).

» diluer 0,34 ml de H202 a 30% avec la solution | jusqu'a 100ml.

Annexe 06 :

Tableau Il : La variation du poids corporel et le poids rénal chez les souris Albinos de souche NMRI.
(témoins : RS, supplémentés en 700 mg d’a-T. kg-1 d’aliment : RSE700, 900 mg d’a-T. kg-1 d’aliment
: RSEgno ,1000 mg d’a-T. kg-1 d’aliment : RSE1000 , 1050 mg d’a-T. kg-1 d’aliment : RSE1050, 1100
mg d’a-T. kg-1 d’aliment : RSE1100 , 1150 mg d’a-T. kg-1 d’aliment : RSE1150 et en 1200 mg d’o-T.
kg-1 d’aliment : RSE1200).
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Lots expérimentaux

RS RSE70 RSEgoo RSE 1000 RSE 1050 RSE1100 RSE 1150 RSE 1200
Poids
corporel | 23,331,155 25+2,646 20+1,732 19+2,646 20,66+2,887 | 22,660,577 21+1,000 21,33+2,309
9)
Poids
rénal (g) | 0,168+0,024 | 0,141+0,022 | 0,172+0,029 | 0,179+0,016 | 0,171+0,029 | 0,174+0,031 | 0,218+0,023 @ 0,212+0,042
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Annexe 07 :

Tableau 111 : La variation de la teneur en protéines, I’activité de la catalase (CAT) et le taux en
malondialdehyde (MDA) chez les souris Albinos de souche NMRI. (témoins : RS, supplémentés en
700 mg d’a-T. kg-1 d’aliment : RSE700, 900 mg d’a-T. kg-1 d’aliment : RSEgoo ,1000 mg d’a-T. kg-1
d’aliment : RSE1000 , 1050 mg d’a-T. kg-1 d’aliment : RSE10s50 , 1100 mg d’a-T. kg-1 d’aliment :
RSE1100, 1150 mg d’a-T. kg-1 d’aliment : RSE1150 et en 1200 mg d’a-T. kg-1 d’aliment : RSE1200).

* p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 entre témoin et groupe traité ; a: comparaison avec le lot RS.
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Lots expérimentaux

RS RSE700 RSEgoo RSE 1000 RSE 1050 RSE1100 RSE1150 RSE 1200
Protéines [mg/ a* a* a* a* ar* ar*
100 g de tissu] | 69,11+3,779 | 72,15+3,327 | 56,44+1,976 | 58,75+2,437 | 52,86+2,320 @ 57,35+1,703 | 51,39+2,850 | 52,83+2,009
Catalase a* a* a* a* ax* ax*
[umol 25,60+1,001 @ 27,01+1,030 | 20,51+0,649 | 21,48+0,907 | 20,44+0,800 | 20,34+0,970 @ 17,41+1,017 | 20,21+0,690
H>O2/min/mg
Protéines]
—/\_ U> m.* m.u.q m.u.a* m.u.a* m.*** m.***
[n moles/ mg 1,02+0,051 0,98+0,032 1,20+0,081 1,15+0,052 1,17+0,085 1,32+0,070 1,61+0,066 1,64+0,078

de proteéines]




