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ABSTRACT
Abstract:

The present work consists in evaluating the effects of ingestion of 5% of oxidized
sunflower oil for 46 hours at 98 °C with air insufflation, supplemented or not with a-Toc at
doses of 600 and 1200 mg.kg™, on some enzymatic and non-enzymatic biomarkers of
oxidative stress, MDA level and renal histopathology in growing Wistar rats.

The rats were divided into four groups: a control group receiving fresh sunflower oil
(FSO) and three groups receiving different diets: the first (5% sunflower oxidized OSO), the
second (5% sunflower oil oxidized and 600 mg.kg™ a-Toc OSE1) and the third (5% oxidized
sunflower oil with 1200 mg.kgta-Toc OSE2). Rats were sacrificed after 12 weeks. The main
results obtained indicate that the oxidized oil contains 232 mmol / kg of hydro-peroxides, 2,8
of secondary products (ethylenic diketones), 71,7% of polar glycerides and 43,3% of polar
esters with a reduction of 40% linoleic acid compared to fresh oil. Although the oil is

oxidized, it is still tolerated by the animal, but it reduces almost a quarter of the weight gain.

In addition, our results show a significant increase in LPO (p = 0.0001), accompanied
by a significant decrease in antioxidant enzymatic activities, body weight and a-Toc levels,
which clearly explain the mechanism of nephrotoxicity induced by oxidized sunflower oil.
Oxidized sunflower oil (OSO) supplementation with 600 mg.kg? of a-Toc normalizes the
deleterious effect of oxidative stress by a return to normal body weight and LPO values
similar to those of the control group rats. Furthermore, a significant increase in a-Toc and
renal antioxidant activity comparable to the control group with a significant reduction in the
concentration of LPO. However, administration of a higher dose of a-Toc (1200 mg.kg™)
induces a significant increase in LPO (p = 0.0001), followed by a significant depletion of
antioxidant status and a-Toc. The renal tissue sections of these groups revealed degenerative
changes in glomeruli, renal tubules, congestion of blood vessels with severe inflammatory cell

infiltration and more edema.

Thus, this study suggests that an oxidized oil (OSO) leads to oxidative stress that can
be treated by moderate administration of a-Toc at a dose of 600 mg.kg™, while a high intake

of a-Toc 1200 mg.kg™ has a pro-oxidant effect.

Key words: aTocopherol- Antioxidant enzymes- Oxidative stress- Prooxidant effect- Rats-

Rein- Sunflower oil.
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Résumé :

Le présent travail consiste a évaluer les effets de I’ingestion de 5% d’huile de
tournesol oxydée pendant 46 heures a 98°C avec insufflation d’air, supplémenté ou non en a-
Toc & des doses de 600 et 1200 mg.kg™, sur certains bio-marqueurs enzymatique et non
enzymatique du stress oxydatif, le taux de MDA et I’histopathologie rénale chez des rats
Wistar en croissance.

Les rats ont été répartis en quatre groupes : un groupe témoin recevant de I'huile de
tournesol fraiche (FSO) et trois groupes recevant différents régimes : le premier (5% de
d'huile de tournesol oxydé OSO), le seconde (5% d'huile de tournesol oxydée et 600 mg.kg™
d’a-Toc OSE1) et le troisieme (5% d'huile de tournesol oxydée avec 1200 mg.kg™* d’a-Toc
OSE2). Les rats ont eté sacrifiés aprés 12 semaines. Les principaux résultats obtenus
indiquent que I’huile oxydée contient 232 mmol/kg d’hydro-peroxydes, 2,8 de produits
secondaires (dicétones éthyléniques), 71,7% de glycérides polaires et 43,3% d’esters polaires
avec une réduction de 40% d’acide linoléique par rapport a I’huile fraiche. Bien que ’huile
soit oxydée, elle reste tolérée par 1’animal, mais elle entraine une diminution presque d’un
quart de la croissance pondérale.

De plus, nos résultats montrent une augmentation significative des LPO (p = 0,0001),
accompagnée d'une diminution significative des activités enzymatiques antioxydantes, du
poids corporel et des taux d'a-Toc, qui expliquent clairement le mécanisme de la
néphrotoxicité induite par I'huile de tournesol oxydée. La supplémentation en huile de
tournesol oxydée avec 600 mg.kg? d’a-Toc (OSO) normalise l'effet délétére du stress
oxydatif par un retour au poids corporel normal et des valeurs de LPO similaires a celles des
rats du groupe témoin. Par ailleurs, une augmentation significative d'a-Toc et de l'activité
antioxydante rénale comparable au groupe témoin avec une réduction significative de la
concentration des LPO. Toutes fois, 1'administration d'une dose plus élevée d'a-Toc (1200
mg.kg™) induit une élévation significative des LPO (p = 0,0001), suivie d'une déplétion
significative du statut antioxydant et des taux d'a-Toc. Les sections des tissus rénaux de ces
groupes ont revélé des changements dégéneratifs dans les glomérules, les tubules rénaux,
congestion des vaisseaux sanguins avec infiltration des cellules inflammatoires séveres et plus
d'cedémes.

Ainsi, cette étude suggere qu’une huile oxydée (OSO) conduit a un stress oxydatif qui
peut étre traité par une administration modérée d'a-Toc a une dose de 600 mg.kg™, tandis
qu'un apport élevé de 1200 mg.kg™ présente un effet pro-oxydant.

Mots clé : aTocophérol- Enzymes antioxydantes - Effet pro-oxydant- Huile de tournesol -

Rats- Rein- Stress oxydatif
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Pour son bon fonctionnement, I’organisme a un besoin en lipides qui constituent
presque la moitié du cerveau humain. En plus de leur réle énergétique, ils représentent une
source d’acides gras essentiels (AGE) et de vitamines liposolubles. Certains acides gras
polyinsaturés essentiels (AGPI) jouent un réle de précurseurs d’éicosainoides notamment,
I’acide arachidonique qui agit comme second messager activateur de la Protéine Kinase C,

régulatrice des fonctions cellulaires (Nishizuka,1988).

D’autre part, les acides gras a longue chaine (AGLC) régulent I’expression génique de
certains facteurs de transcription tels que le Peroxisome Proliferator Activated Receptor
(PPAR) (Niot et al.,2009), qui participe a la régulation des genes du métabolisme lipidique ou
de la B-oxydation dans le foie (Poulsen et al.,2012). En outre, ’acide a-linolénique (ALA),
I’acide docosahexaénoique (DHA), et I’acide eicosapentaénoique (EPA) ont un effet
inhibiteur sur la croissance des tumeurs mammaires et des métastases, suite a leurs effets

apoptotiques (Calviello et al.,1998).

En effet, I'huile de tournesol est largement utilisée comme source d'acide linoléique et
pour la préparation de nombreux régimes de base. Néanmoins, en raison de sa forte teneur en
acides gras polyinsaturés, elle est susceptible a la peroxydation, et par conséquent les radicaux
libres peuvent étre formés en grandes quantités (Mei et al.,2014).

La lipoperoxydation est indispensable a I’organisme, ¢’est un enchainement de
réactions radicalaires entre les AGPI et I’oxygene pour donner des especes réactives
oxygénées (ERO). Dans les conditions physiologiques, ces espéces réactives participent a
divers processus vitaux tels que la transduction de signaux cellulaires, la régulation des génes,
le fonctionnement de certaines enzymes, la défense immunitaire contre les agents pathogénes
et la destruction par apoptose de certaines cellules tumorales. Cependant, une surproduction
de ces espéces réactives de I'oxygene (ERO) et /ou un déficit du systéme de défense
antioxydant, entrainent une rupture de 1’équilibre de la balance pro-oxydant/anti-oxydant
appelé « stress oxydant » (Mutlu-Tiirkoglu et al.,2003 ; Sies et Jones,2007 ; Bailey et al.,
2010).

Lorsque I’exceés des ERO au niveau cellulaire n’est plus controlé, ceci engendre de

nombreux dommages souvent irréversibles, principalement au niveau génomique, protéique et




lipidique (Gutteridg, 1992) dont le cumul au fil du temps, se traduit par I'apparition de plusieurs

situations pathologiques (Kanazawa et al.,2002 ; Tirkey et al., 2005 ; Beevi et al., 2010).

An niveau membranaire, I’accumulation des espéces réactives provoquent une
peroxydation lipidique des phospholipides qui altére leur fluidité et les activités de différentes
enzymes mitochondriales, entrainant ainsi une diminution de I'énergie intracellulaire, une

nécrose cellulaire et une défaillance des organes (Yazar et al.,2004).

D’un point de vue physiologique, le rein est particuliérement sensible a I’action des
toxines, en raison de son intense activité métabolique et de ses multiples fonctions, notamment

celles d’excrétion et de concentration des xénobiotiques (Sunderman et al.,2001).

Dans ce sens, les travaux de recherche de Krajcovicova et al., (2012) et Wang et al.,
(2015) ont démontré que le stress oxydatif est impliqué dans la néphrotoxicité, a travers les
dommages de I'ADN qui obstruent la structure et la fonction principale des cellules, ce qui

contribue a plusieurs troubles dégenératifs de la physiopathologie des maladies rénales.

Selon Yazar et al., (2004) et Li et al., (2015), le stress oxydatif constitue un déséquilibre
dans la production et I'élimination des espéces réactives de I'oxygéne, qui sont des médiateurs

clés de la défaillance multi-viscérale et de la mortalité induite par les endotoxines.

Par ailleurs, pour maintenir 1’équilibre antioxydant-prooxydant, I’organisme est protégé
contre le stress oxydatif par un systéeme antioxydant complexe (Buettner et Schafer, 2000
Dhalla et al.,2002). Ce systeme de défense antioxydant consiste en un réseau enzymatique et
non enzymatique aussi bien endogene qu'exogene, agissant synergiquement (Masella et al.,
2005). Ainsi, la superoxyde dismutase (SOD), la catalase (CAT) et la glutathion peroxydase
(GPx) sont les principales enzymes antioxydantes qui agissent comme premiére barriére de

défense pour neutraliser les résidus oxydants (Mohammad, 2013).

L’antioxydant non enzymatique en particulier, la vit E est une vitamine liposoluble
majeure. Elle se présente sous plusieurs formes naturelles (o, B, y et ). La forme a est
considérée comme la plus active biologiquement et d’une importance cruciale dans la protection
des molécules lipophiles en raison de son radical stable et de ses propriétés moléculaires
(Halliwell, 1993).

L’a-tocophérol est trés efficace contre 1’élimination des radicaux libres issus de la lipo-

peroxydation (Vargas et al.,2014) et est reconnu comme puissant bris de chaine, empéchant la




formation de produits d'oxydation toxiques notamment, ceux formés a partir des acides gras
insaturés au niveau des membranes (Estakhri et al., 2013) et des lipoprotéines (Subasre,
2014).

En outre, plusieurs études ont rapporté I'effet potentiel de la Vit E sur les activités des
enzymes antioxydantes et le taux des LPO (Ammouche et al.,2002 ; Kiron et al., 2004) chez

I’homme et plusieurs espéces animales.

In vitro, la capacité de 1’a-tocophérol a agir comme pro-oxydant et a augmenter la
peroxydation des lipides est bien connue (Bowry et Ingold, 1992). En effet, I’é¢tude de Mukai
(1993) sur les suspensions micellaires et celle de Thomas et al., (1996) sur les LDL isolees,
ont montré un effet pro-oxydant de fortes doses d’a-tocophérol. Cette activité pro-oxydante est
expliquée par la réaction du radical tocophéroxyl avec des acides gras polyinsaturés des LDL
ou des radicaux pyroxyles, qui entrainent une accumulation des hydroperoxydes et des dienes
conjugués (Mukai, 1993). De plus, Miller et al., (2005) ont souligné a travers une méta-

analyse, une relation dose-dépendante entre la supplémentation en vitamine E et la mortalite.

In vivo, trés peu d’études ont porté sur le potentiel pro-oxydant de doses élevées en a-
tocophérol. C’est dans cette optique que s’inscrit ce travail, qui a pour objectif de démontrer
I’effet antioxydant et pro-oxydant de I’a-Toc a des doses de 600 et 1200 mg/kg d’aliments
respectivement, chez des rats recevant un régime a base d’huile de tournesol oxydée aprés une

durée de 12 semaines sur :

v’ Les parametres physiologiques (poids corporel et poids rénal) ;

v" Certains parametres du stress oxydant tels que (dosage des TBARS) ;

v Quelques bio-marqueurs du stress notamment, le dosage de la SOD, la CAT, la GPx, la
GR, la G 6-PDH et le taux de Vit E ;

v’ La structure histologique du rein.

Notre travail sera réparti en deux sections :

1- Une synthese bibliographique : dans un premier chapitre, nous présenterons des
généralités sur les lipides, la notion des especes réactives d’oxygene, le stress oxydant, les
systémes de défense antioxydante, et les cibles du stress oxydant, les bio-marqueurs du stress
et les pathologies liées au stress oxydant. Dans le second chapitre, nous aborderons la notion
de la vit E, son rdle physiologique dans I’organisme et son interaction avec d’autres vitamines.

Enfin, le dernier chapitre sera consacré a I’effet pro-oxydant de la vit E.




2- La partie expérimentale : elle comporte deux volets, dans le premier (matériel et
méthodes) nous décrierons les méthodes utilisées et la préparation des échantillons. Le
deuxiéme volet exposera les résultats obtenus et la discussion a travers le dosage des parametres
du stress oxydant, certains bio-marqueurs du stress et 1’étude histologique rénale. Enfin, nous
discuterons I’ensemble des résultats obtenus dans cette étude, et on proposera quelques

perspectives futures a ce travail de recherche.
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I.LES LIPIDES ALIMENTAIRES

I.1. GENERALITES

1.1.1. Définition

Les lipides correspondent aux corps gras liquides ou solides, ils se caractérisent par leur
solubilité. Les lipides simples (homo-lipides) sont des composés ternaires formés de carbone,
d’hydrogene et d’oxygeéne. Ce sont des composés a solubilité¢ nulle ou faible dans 1’eau, mais
élevée dans les solvants organiques non polaires (méthanol, chloroforme, acétone, etc) (Anthea et
al.,1993).

Les lipides sont constitués principalement de TAG, de cholestérol, d’alcools gras libres ou
estérifiés, des AG et de quelques composés mineurs. Les TAG sont des lipides neutres de tri-esters
de glycérol et d’AG ; ils représentent 98% de I’huile végétale raffinée et résultent de I’union de
trois AG au glyceérol. Les composés mineurs intégrent les mono et di-acylglycérol, AGL, PL,

stérols et les vitamines liposolubles (Strayer,2006).

1.1.2. Structure et classification des AG

Selon la classification de Hennen (1995), les lipides sont classés en six groupes : les
triglycérides, les glycéro-phospholipides, les sphingolipides, les terpénoides, les stérols, les
stéroides et les AG. Les AG sont des acides carboxyliques a chaines aliphatiques hydrophobes
saturés ou non. Ils sont composés d’une chaine linéaire carbonée allant de 4 a 28 carbones portant

une extrémité méthyle (CHs) et une extrémité carboxyle (-COOH) (Guesnet et al.,2005).
Les AG sont classés en fonction de différents critéres :

- La longueur de la chaine carbonée : on distingue les AG a chaine courte (moins de
8carbones), a chaine moyenne (entre 8 et 14 carbones) et a chaine longue (plus de 14

carbones).

- Laposition de la double liaison sur la chaine carbonée : on note ainsi, 3 classes d’AG : les
AGS saturés (AGS), les Acides Gras Mono-Insaturés (AGMI) possédant une insaturation,
les Acides Gras Poly-Insaturés (AGPI) avec au moins 2 insaturations (figurel).

- La configuration des doubles liaisons : les AGI naturels sont majoritairement sous forme

« cis ». La nomenclature biochimique est comme suit : Cx : y n-z ou
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X= Nombre de carbones
Y= Nombre de double liaison

n-z = Correspond a la position de la premiére double liaison a partir de I’extrémité méthyle (Frénot
et Vierling, 2001).

e . . Extremité carboxyle
Extrémite méthyle Acide palmitique

l‘ i
e T B Y e

Acide oléique
18:189 ’—
ou C18:1 @9 (n-9)

Une insaturation : double liaison éthylénique de configuration cis

Acide linoléique

A9 o}
ou CI8:2 wb (n-6) o N\/s=\/s=\/\/\/\;’ ak

Acide a linolénique

18:3A9.12.15
ou C18:3 w3 (n-3)

Figure 1 : Principales classes des acides gras (Structure et nomenclature) (Guesnet et
al.,2005).

1.1.3. Role structural

Les membranes cellulaires sont constituées d’une double couche phospholipidique. Les
AGPI essentiels, LA (C18 :2 n-6), AA (C20 :4 n-6), DHA (C22 :6 n-3) et les acides gras mono-
insaturés tel que 1’acide oléique (OLAC 18 :1 n-9), en sont les constituants fondamentaux. Les
acides gras insaturés permettent la fluidit¢é membranaire et régulent I’activité des protéines, des

enzymes, des récepteurs, des transporteurs, des canaux et des membranes plasmiques (Piygeyre,
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2013). Les acides gras saturés en association avec le cholestérol dans les cellules animales ou les
ergostérol dans les cellules végétales, favorisent la formation de zones rigides telles que les

radeaux lipidiques (lipids rafts) et les cavéoles, qui régulent I’activité des protéines membranaires

(Pike et al.,2005).

D’aprés Otten et al., (1997), le régime alimentaire détermine la distribution des
phospholipides membranaires. En effet, lorsque les phospholipides sont saturés, la membrane
cellulaire est rigide et lorsque le taux de cholestérol est élevé, la fluidité de la membrane diminue
en paralléle (Pike et al.,2005).

| .1.4. Role énergétique

Les lipides sont une source d’énergie importante puisqu’ils ont la plus forte densité
énergétique (9 kcal/g). Ils constituent une réserve d’énergie stockée sous forme de TG au niveau
du tissu adipeux. C’est la réserve la plus importante et de disponible en cas de jelne ou effort
prolongé. En effet, le glycogene peut alimenter environ une journée de dépense énergétique, alors
que les lipides stockés au niveau du tissu adipeux peuvent alimenter leurs demande en énergie
(Nakamuraet al., 2014). Parmi les AG, ce sont principalement les AG saturés suivi par les AGMI

qui assurent ce role énergétique, alors que les AGPI favorisent plut6t la lipolyse (Pivgevre,2013).

1.1.5. R6le nutritionnel

Leur premier role est d’apporter des AG indispensables, tels que 1’AG linoléique

(C18 : 2 n-6) et linolénique (C18 : 3 n-3). Ces deux AG sont les chefs des fils des séries d’AGPI
dites 6 et ®3. IlIs jouent un role fondamental dans diverses fonctions cellulaires, que ce soit au
niveau structural en tant que composant essentiel des membranes ou comme précurseurs de
médiateurs lipidiques (hormones, prostaglandines, etc.) ou encore régulateur de certains génes par
liaison des récepteurs nucléaires. Cependant, un déséquilibre d’apport peut étre a 1’origine d’un
retard de croissance pondérale et squelettique avec un défaut de calcification de I’os, alors que leur
absence peut aller d’un simple désordre métabolique a des symptomes biologiques plus graves.

Néanmoins, les lipides sont peu satiétogenes comparés aux protéines et aux glucides ; ces
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caractéristiques expliquent leur réle dans le développement rapide de I’obésité et de ses maladies

associées (Dewit et al.,2011).

De plus, les lipides constituent un véhicule des vitamines liposolubles (A, D, E et K) et

d’autres micronutriments tels que les caroténoides (Pigeyre, 2013).

1.1.5. Réle fonctionnel et métabolique

Les acides gras polyinsaturés sont des régulateurs de la transduction d’un stimulus
cellulaire. Ainsi, 1’acide arachidonique peut agir comme second messager activateur de la PKC
régulatrice des fonctions cellulaires (Nishizuka, 1988).

De plus, les AGLC peuvent réguler I’expression génique a travers des facteurs de
transcription tels que le PPAR (Peroxisome Proliferator Activated Receptor) et la régulation des
genes du métabolisme lipidique, notamment la B-oxydation hépatique. D’autres récepteurs comme
LXR (Liver X Receptor) sont impliqués dans la lipogenése, mais ils ont comme antagonistes des
AGPI qui bloguent leur activation de maniére compétitive. Certains acides gras polyinsaturés,
jouent un role de précurseurs des eicosanoides notamment, les prostaglandines, les leucotriénes,
les thromboxanes et les prostacyclines et I’acide arachidonique reste le principal précurseur des
eicosanoides.

Par ailleurs, I’action de la phospholipase A2 sur un phospholipide membranaire, libére un
acide gras et un lysophospholipide et la transformation en produit actif est assurée par les
oxygénases. Quant aux cyclooxygénases, elles forment les prostanoides telles que les
(prostaglandines, prostacyclines et thromboxanes) tandis que les lipoxygénases produisent les
leucotrienes. Les composés de ces précurseurs sont impliqués dans I’inflammation, la cicatrisation,

la coagulation et les réponses immunitaires (Pigeyre, 2013).

1.1.6. Biosynthése des acides gras polyinsatures (AGPI)

L’acide linoléique (LA, 18 : 2 n-6) et I’acide a-linolénique (ALA, 18 : 3 n-3) ne peuvent
étre synthétisés a partir de I’acide oléique (18 :1 n-9) chez les mammiferes, suite a I’absence des
désaturases (A12 et Al5) et doivent étre obligatoirement apportés par I’alimentation. Une fois
absorbés, ces précurseurs conduisent a la synthése spécifique d’AGPI a longue chaine (AGPI -LC)
au niveau hépatique. Dans le réticulum endoplasmique (RE), ces précurseurs subissent une série
de désaturations et d’¢longations successives a partir de leur extrémité carboxyle, permettant ainsi,

la synthése des acides arachidonique (AA, 20 :4n-6) et eicosa-pentaénoique (EPA, 20 :5 n-3).
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D’autre part, la synthése des acides docosa-pentaénoique (DPA, 22 :5 n-6) et docosa-hexaenoique
(DHA, 22 :6 n-3) est réalisée dans les peroxysomes par la B-oxydation partielle d’AGPI a 24
carbones (Moore et al.,1995 ; Sprecher, 2002 ; Burdge et Calder, 2005).

Par ailleurs, 1’age de 1’organisme et la qualité alimentaire déterminent le potentiel
enzymatique. En effet, en cas d’apport alimentaire équilibré, la voie de synthése de la famille des
AGPI w6 s’arréte au niveau de I’AA, mais lors d’une déficience en AGPI ®3, le processus de
synthése se poursuit jusqu’a la production de 1’acide docosapentaénoique (DPA ®6), qui va
compenser totalement la diminution de 1’acide docosa-hexaenoique (DHA ®6) ceci est considéré
comme un indice d’une carence en AGPI w3. Les désaturases (A5 et A6) utilisées étant communes
aux 2 voies de conversion, il existe une compétition métabolique entre les familles w6 et 3 (figure
2). De ce fait, la quantité de dérivés synthétisés est fortement influencée par les apports
alimentaires en précurseurs, notamment par le rapport LA (C18 :2) /ALA (C18 :3). Toutefois, les
AGPI-LC peuvent également étre apportés directement par 1’alimentation (Legrand, 2004 ;
Guesnet et al.,2005).

En outre, 1’acide arachidonique (C20 :4 ®6) est le composeé le plus actif de la famille des
® 6 ; il permet la biosynthése et I’activation des eicosanoides comme les (prostaglandines,
thromboxanes, leucotrienes et lipoxines). Par contre, les membres les plus actifs des AGPI de la
famille 3, sont les acides docosa-hexaenoique (DHA : C22 : 6 ®3) et 1’eicosa-pentaénoique
(EPA : C20 :5w3). En effet, le DHA est un composant de la membrane phospholipidique de la
plupart des cellules, particulierement la rétine, le cerveau et les spermatozoides, alors que ’EPA
joue un role important dans I’action des différents métabolites des voies des cyclo-oxygénase et

les lipoxygenase (Legrand, 2007).
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Figure 2 : Voie de bioconversion des principales familles d’acides gras polyinsaturés
(Legrand, 2007).
1.1.7. Source des AGPI

Les o 6 dérivent de 1’acide linoléique (LA, 18 :2, n-6) et proviennent essentiellement des
huiles végétales tels que (le mais, les noix, le lin et le tournesol) qui en contiennent entre 50 a 70%.
Quant aux ®3 dérivant de I’acide a-linolénique (C18 :3, n-3), ils sont contenus essentiellement
dans les huiles de (colza, noix, soja et lin), ou ils représentent en moyenne 7 a 14 % des AG totaux
(Combe Boué-Vayesse, 2004). Les AGPI a longue chaine o 6 sont apportés par la viande, les
abats et les ceufs, tandis que les dérivés a longue chaine de la famille des 3 tels que ’EPA et le
DHA sont abondants dans les produits marins comme le (poisson gras, saumon, thon et le

maquereau) (Legrand, 2004).
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1.1.8. Apports nutritionnels conseillés en AGPI

Chez I’adulte, I’apport lipidique est fixé entre 35 et 40%, dont des recommandations
particuliéres ont été établies en fonction des différents types d’acides gras concernés. Pour I’acide
linoléique, les apports nutritionnels conseillés (ANC) sont fixés a 4% des apports énergétiques
(soit 10g/jour chez I’homme et 8g/jour chez la femme). Pour I’acide a-linolénique, I’apport est
fixé a 1 % des apports énergétiques totaux (soit 2,5 g/jour chez I’homme 2g/jour chez la femme).
Par ailleurs, il est important de bien équilibrer les apports en AGPI o 6 par rapport a ceux des 3
pour pallier aux problémes de concurrence métabolique entre les deux voies de conversion. Ainsi,
il est recommandé que le rapport (LA / ALA) soit inférieur ou égal & 5. D’autre part, il est
recommandé d’apporter 500mg/jour d’AGPI a longe chaine de la famille ®3 dont 250 mg de DHA
(Tableau 1). En effet, le taux de conversion du précurseur ALA en DHA est insuffisant pour
satisfaire les besoins de I’organisme. En outre, Il est recommandé que le rapport en AGPI (06/®3)
tende vers 5, pour limiter la compétition enzymatique durant la biosynthése (Combe et Boué-
Vayesse, 2004).
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Tableau I : Apports Nutritionnels Conseillés (ANC) en acides gras pour un adulte
consommant 2000 Kcal (AFFSA,2010).

Prévention du risque
Besoin S oatholog
physiologique msefr:b;{lniﬁe Pathologies | Cancers: sein an;;ﬁles Autres | ANC2010
minimal ’ ' ' 5 ’ '
disbite-obeité cardiovasculaires | et cdlon osychiatriques pathologies
Lipides Totaux 30 30-40 35-40 35-40 3540 =40 35-40
g Acide linoléique .
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Les valeurs sont exprimées en pourcentage de 1’apport énergétique, appelé « Apport
Energétique » (AE), excepté pour le DHA (acide docosa-hexaénoique, C22 :6 m3) et I’EPA (acide
eicosa-pentaénoique, C20 :5 w3) dont les valeurs sont exprimées en milligramme (AFFSA, 2010).

I .1.9. Digestion des lipides

Dans I’alimentation, environ 98% des acides gras sont apportés sous forme estérifiée
essentiellement dans les TG, le reste des PL et des esters de cholestérol. La premiére étape de la
digestion est I’hydrolyse des TG en DAG ensuite MG et enfin en AG. La lipase gastrique est
activée en milieu acide et en absence des sels biliaires ; elle hydrolyse preférentiellement les TG
contenant des AG a chaine moyenne en position Sn3. Les produits de cette dégradation
déclenchent I’activation des secrétions pancréatiques et biliaires. Les sécrétions biliaires vont
émulsifier les produits de I’hydrolyse duodénale sous forme de micelles, tandis que les sécrétions
pancréatiques contenant la lipase pancréatique et les PL vont poursuivre 1’hydrolyse des lipides.

En effet, 1’action de la lipase pancréatique est responsable de la majorité de 1’activité lipasique,
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elle est relarguée dans le duodénum et hydrolyse essentiellement les TG, libérant ainsi, des MG et
des AG libres. L’activité de cette lipase nécessite 1’action d’une Co-lipase en présence de sels
biliaires. Les produits de dégradation sont ensuite associés aux sels biliaires, aux PL et aux stérols
pour former des micelles mixtes qui entrent en contact avec la muqueuse intestinale puis absorbées

par les anthérocytes (Mu et Hoy, 2004).

1.1.10. Absorption des lipides au niveau des enthérocytes

L’absorption intestinale des lipides passe par trois étapes successives
e Le captage entérocytaire
e Meétabolisme intracellulaire
e Synthese et la sécrétion des chylomicrons

a/- Captage enthérocytaire

Les enthérocytes possedent a la surface un environnement acide généré par des pompes a
protons, ce qui entraine une protonation massive des AG dans les micelles conduisant a leur
dissociation et a la libération des AG protonés qui sont capturés par diffusion passive (Kamp et
al., 1993).

Néanmoins, un autre systéme de captage au niveau entérocytaire a été suggéré, notamment
I’existence de LBP membranaire (Lipid Binding Protein) telles que, la CD36, la cavéolinel et la
FATPA4. De plus, la FABP est décrite comme un LBP et s’est révélé étre une aspartate-amino-
transférase dont le role physiologique dans le mécanisme d’absorption des lipides n’est pas encore

élucidé (Buttet et al.,2014).

b/- Métabolisme intracellulaire

Les acides gras une fois transferés vers le RE, ils sont activés en Acyl CoA par une ACS avant
d’étre estérifiés en TG. Dans I’enthérocyte, la synthese des TG peut se faire selon deux voies

métaboliques différentes :

e Voie du 2-Mono-acylglcerol spécifique de I’intestin ; voie majoritaire & 80% en période

postprandial et ;
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e Voie de I’a-glycérophosphate minoritaire (20% de la réestérification totale des TG au

niveau intestinal).

La voie du 2 Mono-acylglycérol est sous le contrdle de Mono-acylglycérol-Acyl Transférase
(MGAT) et le Di-acylglycérol-Acyl Transférase (DGAT). La MGAT catalyse la 1¢® réaction de
resynthese des TG en agissant sur le 2 Mono-glycérol en produisant le 1,2 Di-Glycérol (1,2 DG).
Il existe trois isoformes de MGAT et seule la MGAT?2 qui est exprimée au niveau du jéjunum
(Cao et Shi, 2003).

La DGAT catalyse la dernic¢re réaction de la synthése des TG a partir du 1,2 DG et d’un
AcylCoA. Il existe deux isoformes de la DGAT dont la DGAT?2 est plus exprimée que la DGTAL.
En effet, la DGATL est plus orientée du coté de la lumiére du RE et serait impliquée dans
I’estérification des TG utilisés pour la synthése des chylomicrons, alors que la DGAT?2 est orientée
du coté cytoplasmique, conduisant les TG vers le stockage dans les gouttelettes lipidiques

antérocytaires (Niot et al.,2009).

La fonction des deux isoformes DGAT au niveau intestinal est complémentaire et assure
1I’équilibre entre le stockage d’un pool de TG entérocytaire et la synthése de lipoprotéines. Cet
équilibre participe dans la régulation de la triglycéridémie post prandiale et interprandiale via
I’utilisation des TG stockés. De plus, le role important de ces gouttelettes est conforté par le fait
que leur TG sont secrétés sous forme de chylomicrons dans les 10 a 30 mn du repas (Mattes et
al.,2002).

c/- Synthése et sécrétion des chylomicrons (CM)

En période postprandiale les CM riches en TG sont majoritairement synthétisés puis
sécrétés. Elles sont constituées de 85% de TG, 8% de PL, 3% d’esters de cholestérol, 2% de
cholestérol libre et 1% de protéines. Elles délivrent les TG alimentaires au niveau des tissus
utilisateurs tels que (le muscle, le cceur, etc.) ou les tissus de stockage (adipeux), ou ils seront

stockés. (Hussain,2014).

Les CM contiennent des Apo B48 et d’autres Apolipoprotéines telles que (Apo Al, Apo ClI
et Apo CIII). Par ailleurs, il est admis que 1’assemblage des pré-chylomicrons se déroule en 2

étapes indépendantes (Cartwright et Higgins, 2001).
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e Production d’une lipoprotéine primaire au niveau du RE rugueux formant des particules
de haute densité contenant de 1’Apo B48, PL, du cholestérol et une petite quantité de TG

transloquées par la Microsomal Triglycéride Transfer Protein (MTP).

e Fusion de ces particules avec des gouttelettes riches en TG et en esters de cholestérol pour
former des pré-chylomicrons qui vont gagner 1’appareil de Golgi, la MTP est aussi

impliquée dans cette étape.

Une fois dans le Golgi et un ajout d’Apo CII, CIII et Apo Al pour donner des CM, ces
derniéres sont transportées par la lymphe jusqu’a la circulation générale. Les TG des CM sont
dégradés par une lipoprotéine lipase et les AG libérés sont utilisés comme source d’énergie par les

tissus périphériques ou mis en réserve (Mansbach et Siddiqi, 2010).

Il. STRESS OXYDANT

1L 1. Paradoxe de I’oxygéne

L’oxygene est indispensable aux organismes aérobies pour produire de 1’énergie a travers
des réactions d’oxydo-réduction, mais les cellules convertissent une partie de cet oxygéne en
meétabolites toxiques et cette toxicité est due a la forme partiellement réduite (Meziti, 2007).
L’oxygene a tendance d’accepter 2e” et il passe ainsi de 1’état oxydé a 1’état réduit. Le processus
de réduction de I’oxygeéne en eau dans la chaine respiratoire n’est pas parfait, car 2 a 3 % de
I’oxygéne sont transformés en especes réactives d’oxygene (ERO) particuliérement réactionnelles
(Koppenol, 2001).

Dans une premiere étape, le radical libre anion superoxyde est formé, ce qui conduit a la
production d’autres espéces réactives comme le peroxyde d’hydrogene, I’oxygéne singulet, le
radical hydroxyle, I’acide hypochloreux et des dérivés nitrés. De par leur instabilité, les ERO sont
toxiques et interagissent avec toutes les substances biologiques ; Des dénaturations de protéines,
inactivations d’enzymes, oxydation de glucose, des cassures au niveau de I’ADN avec possibilité
de mutation et des processus de peroxydation lipidique peuvent apparaitre avec des conséquences

irréversibles pour la cellule (Pincemail et al.,2002).

11.2. Définition du stress oxydatif

Le stress oxydatif, dénommé également stress oxydant, résulte d’un déséquilibre de la
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balance « pro-oxydants/antioxydants » en faveur des oxydants, ce qui se traduit par des
dommages oxydatifs de I’ensemble des constituants cellulaires : les lipides avec perturbations
des membranes cellulaires, les protéines a travers ’altération des récepteurs et les enzymes, les
acides nucléiques avec un risque de mutation et de cancérisation. Un stress oxydatif peut donc se
développer suite a une surproduction des oxydants comme les espéces activées de 1’oxygene et/ou
a une diminution des systéemes de défense antioxydants (Sergent et al., 2000).

Dans les circonstances quotidiennes normales, les radicaux libres sont produits en
permanence et en faible quantité. Cette production physiologique est parfaitement maitrisée par
les systemes de défense et dans ce cas, la balance (antioxydante /prooxydant) est en équilibre. La
perturbation de courte ou longue durée de 1’équilibre endogéne entre les radicaux libres et les
antioxydants, est due a une défense antioxydante défaillante ou a un état pro- oxydant accru
nommé « stress oxydant » (Favier, 2003).

11.3. Radical libre

C’est un atome, molécule ou fragment de molécules capable d’exister sous forme
indépendante contenant au moins un e célibataire sur sa couche externe, ce qui augmente
considérablement sa réactivité par nécessité de se combiner avec un autre e” pour atteindre la
stabilité (Bonnefont-Rousselot et al.,2003b ; Finaud, 2006).

Les radicaux libres peuvent se former par trois procédés :

1/ Addition d’un e libre & un non radical (NR + e R+)

»
»

2/ Perte d’un e par un non radical (NR-e > R*)

3/ Scission homolytique d’une liaison covalente (A : B = A +B+)

Un radical libre peut arracher un électron (se comporter comme un oxydant), ou céder un
(agissant comme un réducteur), bien que le terme radical soit souvent assimilé a une espéce
réactive ou un oxydant. En effet, I’0O2 est une molécule bi- radicalaire formée de deux atomes

présentant sur leur orbitale externe deux e non appariés. Il est susceptible de capter facilement 1
puis 2 e pour étre partiellement réduit en (anion superoxyde O2:") puis en H202 (peroxyde

d’hydrogeéne). Il est ainsi, a I’origine de la formation (d’especes reactives oxygénées : ROS)
(Koechlin-Ramonatxo, 2006).
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La production des RL est largement physiologique, elle est déterminée, dirigée et utile tels
que la production d’anion superoxyde (O2-") pendant la phagocytose, la libération de 1’oxyde

d’azote (NO) par I’endothélium qui constitue un des mécanismes de régulation du tonus
vasculaire en plus de leur role dans la signalisation cellulaire. Bien que physiologique, la
production de RL peut étre accidentelle, potentielle et délétere, comme la fuite d’électrons de la
chaine respiratoire mitochondriale. Cette production radicalaire est dommageable, si elle est
prolongée ou incontrolée dépassant les capacités de neutralisation de 1’organisme (Mette,2006).
De plus, les RL ont une durée de vie extrémement courte de nanoseconde a la milliseconde
(Koechlin-Ramonatxo,2006).

11.4. Espéces réactives d’oxygénes (ERO)

Lorsque les molécules sont oxydées par 1’oxygene, celui-Ci est réduit et forme des espéces
réactives d’oxygene (ERO) (figure 3), mais dont la réactivité est supérieure a celle de la méme
molécule d’oxygéne présent dans I’air (Garel et al.,2007). Il existe majoritairement trois grandes

familles d’espéeces réactives :

a/- Espéces réactives oxygenée (ERO ou ROS)

Ce sont des molécules qui contiennent de 1’oxygene, mais qui sont plus réactives que 1’02

de I’air. Ces ERO incluent les radicaux libres tels que I’anion super oxyde (O2-"), le radical

hydroxyle (OH-), des composés réactifs oxydants non radicalaires comme le peroxyde

d’hydrogeéne (H202), I’oxygéne singulet (102) et I’0zone (O3) (Mac laren,2007).

b/-Espéces reactives azotées (ERN ou RNS)

Ce sont des oxydants dérivés de 1’oxyde nitrique (NOs) ou monoxyde d’azote (NO*), ils

sont appelés (RONS) (Réactive Oxygen and Nitrogen species) au lieu de ROS pour designer
I’ensemble des espéces réactives oxydantes radicalaires et non radicalaires (Tableau I1) (Mac

laren, 2007).
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Voies de formation des radicaux libres de l'oxygene

NADPH oxydase Réaction de Fenton
Kantine oxydase ! L
P4SO SOD Fe”'
0z —— 02 —» H202 —» "OH
anion superoxyde hydrogéne perowyde radical hydroxy
Argining —pm I‘ND'W
J" 3
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Figure 3 : Voie de formation des radicaux libres de I’oxygéne (Garel et al.,2007).
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Tableau Il : Principales especes réactives oxydantes (ERO) organiques (Mac laren,2007)

Espeéces oxygénées actives ERO Abréviation
Radical (ion, anion) superoxyde Oze-
Radical hydroperoxyle HO?"
Peroxyde d’hydrogéne H202
Radical hydroxyle OH’
Oxygene Singulet 102
Ozone 0s
Espéces azotées actives EAA
Oxyde Nitrique ou monoxyde d’azote NO*
Dioxyded’azote NO2
Peroxynitrite ONOO
Radical peroxyle RO:’
Radical alkoxyle RO’

c/- Espéces soufrees actives (ESA)

Les especes azotées et soufrées actives sont considérées comme secondaires vis-a-vis des

ERO, elles sont produites aprés une réaction des EOA avec d’autres molécules (Cai et

Harrison, 2000).
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11.4.1. Principales formes des ERO
11.4.1.1. ERO radicalaires
a/- Anion superoxyde (O2")

C’est I’espéce la plus couramment générée par la cellule ; I’anion superoxyde (O2") peut provenir
de plusieurs sources cellulaires. Il est formé apres réduction d’une molécule d’O2 par un électron
et en présence d’un cofacteur NADPH. Les différentes enzymes permettant cette réaction sont : la
NADPH oxydase, la xanthine oxydase, les cyclo-oxygénases (COX), les lipo-oxygénases, les
oxydes nitriques synthases (NOS), les enzymes du réticulum endoplasmique lisse (cytochrome
P450) et celles de la chaine de transport des électrons dans la mitochondrie (Cai et Harrison,
2000).

Les anions superoxydes sont indirectement toxiques en réagissant avec le peroxyde

d’hydrogene (H202) et le monoxyde d’azote (NO), produisant respectivement des radicaux

hydroxyles (OH") et des peroxynitrites (ONOO") (Cai et Harrison, 2000 ; Démarchez, 2012).

b/- Radical hydroxyle (HO")

C’est ’ERO la plus destructrice pour la cellule et ses composants. Malgré une durée de vie
trés bréve (101 s) et I’impossibilité de franchir les membranes, elle posséde une trés grande
réactivité liée a un potentiel oxydant tres élevé dans les systémes biologiques. Elle agit selon trois
mécanismes : en arrachant soit un électron ou un atome d’hydrogéene ou encore en s’additionnant
sur les doubles liaisons. Sa cible biologique est représentée par la plupart des molécules organiques
et inorganiques des cellules, en particulier, I’ADN, les protéines, les lipides, les acide-aminés, les

glucides et les métaux.

Le radical OH’ peut étre induit par la réduction de 1’H202 selon la réaction d’Haber-Weiss

engendrant alors un ion OH- inoffensif et un radical hydroxyle HO".,

H202 + 02" e p OH + 02+ OH" Réaction de Haber-Weiss,

Cette reaction est lente, mais en revanche, en présence de métaux de transition (fer, cuivre), 'H202

donne naissance in vivo via la réaction de Fenton & un radical hydroxyle HO® hautement réactif.




SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

In vivo et en présence du fer ou du cuivre 1’H202 donne naissance a un radical OH" hautement
réactif (Bonnefont-Rousselot et al.,2003b).

H202+ Fe"? ey  OH + OH+ Fe*3 (Réaction de Fenton)

c/- Oxyde nitrique (NO")

L’oxyde nitrique est un gaz qui ainsi diffuse bien a travers les membranes. Il est issu de I’oxydation
de I’'un des azotes terminaux de 1’acide aminé L-Arginine par 1’oxyde nitrique synthase (NOS). Il
n’est délétere pour la cellule que lorsqu’il est présent en quantité importante et il génére ainsi, une
autre ERO : le peroxynitrite NO3" (Bonnefont-Rousselot et al.,2003b).

d/- Radicaux pyroxyles (ROO")

Ce sont des radicaux secondaires issus de 1’oxydation des AGPI, initiée par I’oxygene

singulet ou le radical hydroxyle (OH®). IIs sont dotés d’un pouvoir oxydant important mais
inférieur & celui des radicaux hydroxyles (OH"), avec le méme mécanisme d’action que ce dernier.

lls peuvent se décomposer pour donner des radicaux superoxydes (O2" ). Ils sont & ’origine des

réactions en chaine tels que la peroxydation lipidique qui a des consequences multiples notamment
une diminution de la fluidité des membranes, une augmentation de la charge négative de surface,
une oxydation des groupements thiols, une inactivation des enzymes membranaires, une
perturbation des membranes des organites cellulaires, un gonflement des mitochondries avec
inhibition de la chaine respiratoire et la perte du cytochrome C (Mc michel, 2007 ;Powerrs et

Jackson, 2008). Ces radicaux sont formés a partir de 1’oxydation des AGPI selon deux réactions :

RH+OH ——— R" +H20 (Réaction 1)

R'+Q; =—————> ROO’ (Réaction 2)

11.4.1.2. ERO non radicalaires

a)- Oxygeéne singulet (*0,)
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C’est la forme « excitée » de I’oxygene moléculaire qui est tres instable et extrémement

réactif, il posseéde la méme structure électronique que 1’oxygéne mais « agencée » différemment,
a savoir que les électrons de la couche externe initialement non appariés se sont appariés. Il n’est
donc pas radicalaire et a une durée de vie trés limitée. Au contact des molécules de son
environnement, notamment les molécules d’cau, il se désactive en libérant de 1’énergie. Il est formé
en moindre quantité que les oxy-radicaux et est produit lors de la peroxydation lipidique, la

flambée respiratoire et suite a I’action des rayons ultraviolets sur le dioxygene (Démarchez,2012).

b/- Peroxyde de I’hydrogéne (H20,)

Le peroxyde d’hydrogéne (H20z2) est généré dans le peroxysome, les microsomes et les
mitochondries par une réaction de dismutation du radical superoxyde (O2-") par la SOD comme

I’indique la réaction ci-aprés (Ramirez et al., 2008).

02" +02" + 2H" SOD H202+ Q2  Réaction de dismutation

A 4

La dismutation de O2" spontanée ou catalysée par les superoxydes dismutases est la

source majeur de I’H202. L’H202 n’est pas un radical libre mais a la capacité de générer des

radicaux hautement réactifs. En se décomposant en anions hydroxyles et en radicaux hydroxyles
par la réaction de Fenton en présence de sels métalliques (Fe** et Cu*), il devient toxique
(Bonnefont-Rousselot et al., 2003).

Il pénetre facilement les membranes biologiques et provoque la dégradation des protéines,
des lipides, ’oxydation de I’ADN et I’inactivation d’enzymes. Sa capacité a traverser les
membranes biologiques et a diffuser loin de son lieu de synthése, fait du peroxyde d’hydrogéne
une des composantes utilisées par les cellules dans la signalisation intra et/ou intercellulaire.
(Ramirez et al.,2008).

c/- Peroxynitrite (NO3")



http://biologiedelapeau.fr/spip.php?mot152
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L’anion super oxyde (02" ") et I’oxyde d’azote (NO") se combinent rapidement pour générer une

molécule au fort pouvoir oxydant le peroxynitrite (ONOO"). Le NOs est une espece réactive qui

cause beaucoup de dommages aux composants cellulaires. Les deux radicaux

02" et NO® sont modérément toxiques individuellement, mais lorsqu'ils sont produits & proximité

I'un de l'autre, ils se combinent immédiatement pour former un oxydant puissant, non radicalaire,

le peroxynitrite ou ONOO™ comme le montre la réaction suivante (Liaudet, 2007) :

02"+ NO’ NO3

v

La forme protonée du radical peroxynitrite (ONOOH) est un puissant agent oxydant
causant des dommages importants similaires a ceux observés avec le radical hydroxyle (OH")

(Démarchez,2012).

d/- Acide hypochlorique (HOCI)

Il est formé a partir du peroxyde d’hydrogene. Il passe facilement a travers les membranes
biologiques, et peut altérer les constituants protéiques de la cellule a cause de son fort pouvoir
oxydant (Bonnefont Rousselot et al.,2003b).

H202 + CI’ » HOCI+HO

y

11.4.2. Aspect physicochimique des ERO

Les espéces radicalaires hydroxyle, 1’anion superoxyde (OH" et O2") et le peroxyde

d’hydrogéne (H202) constituent les protagonistes majeurs du stress oxydant. Les sources
cellulaires de ces ERO sont principalement d’origine mitochondriale (chaine respiratoire)
(Cadenas et Davies, 2000), mais elles peuvent provenir de divers processus métaboliques et la
transformation des xénobiotiques par le systéeme enzymatique type Cyt P450 (Beaudeux, 2006).
Bien que le dioxygéne donne naissance aux especes réactives oxygenées chimiquement peu
réactifs, les ERO possedent une reactivité chimique plus élevée et délétéres vis-a-vis des
biomolécules. Les propriétés thermodynamique et cinétique des ERO permettent de mieux
comprendre la réactivité chimique de ces entités au niveau moléculaire. Le r6le potentiellement
toxique de ces especes est observé dans de nombreux désordres pathologiques (Delattre et
al.,2005).
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11.4.3. Localisation des formes réactives oxygénées

Les radicaux libres sont produits par divers mécanismes physiologiques, la plupart des
radicaux libres se forment au cours du métabolisme de 1’oxygene dans les mitochondries. Les
radicaux libres peuvent étre produits lors de la défense antibactérienne. Les cellules phagocytaires

(macrophages, neutrophiles, etc.) activées pendant la réaction inflammatoire libérent un anion
superoxyde O2" ~, phénomeéne appelé flambée respiratoire. Les radicaux superoxydes formés

peuvent subir des transformations en donnant naissance aux dérivés oxygénés toxiques
(Pincemail, 2002 ; Valko et al.,2006).

Dans ’organisme, il existe de nombreuses sources de formes réactives dont I’importance
varie selon les tissus. On distingue des sources endogenes et exogenes (Thannickal et al.,2000 ;
Droge,2002).

11.4.4. Sources des ERO

Nos cellules sont continuellement agressées par des radicaux libres, essentiellement des
especes réactives de 1’oxygene, dont la formation est liée aussi bien a des facteurs exogeénes

qu’endogénes (Castronovo, 2003).

11.4.4.1. Sources endogénes

Dans ’organisme il y a de nombreuses sources de ROS dont I’importance varie selon les
tissus et les organites, que ce soit au niveau des mitochondries, des membranes, du réticulum
endoplasmique, ou tout simplement dans le cytosol. D’une maniére générale, toute réaction
biochimique faisant intervenir de 1’oxygene moléculaire est susceptible d’étre a 1’origine d’une

production des radicaux libres oxygénés (Thannickal et Fanburg, 2000)

a) -Auto- oxydation des petites molécules

L’auto-oxydation des petites molécules telles que I’adrénaline, les flavines, I’hydroquinone

et la dopamine impliquée dans la maladie de parkinson, est une importante source d’especes
oxygénées réactives. Le produit direct de ces auto- oxydations est 1’anion superoxyde (O2" )

(Thannickal et Fanburg, 2000).

b) - Les ions métalliques
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A des concentrations éleveées, le fer et le cuivre sont des ions métalliques considérés comme
des remarquables promoteurs des processus radicalaires (Fontaine et al., 2002), ils ont la capacité
de transformés le H202 en radical hydroxyle encore plus toxique, selon la réaction de Fenton
(Gardés-Albert et al., 2003) :

H.0, + Fe?* » OH" + OH™ + Fe 3*

c¢)-Mitochondrie

Les élements clés dans le fonctionnement de la mitochondrie sont d’une part, les réactions
enzymatiques d’oxydation des substrats et d’autre part, la chaine du transport des électrons ou
chaine respiratoire. L’oxydation des substrats par le cycle de Krebs ou la f-oxydation entraine la
réduction du NAD* en NADH et du FAD" en FADH2. Ces intermédiaires sont appelés équivalents
réducteurs et fournissent des électrons a la chaine respiratoire. Cette derniére est composée de cing
complexes : NADH-ubiquinone oxydoréductase (complexe 1), succinate déshydrogénase
(complexe I1), ubiquinol cytochrome C réductase (complexe IlI), cytochrome C oxydase
(complexe V) et ATP synthase (complexe V) (Kushnareva et al, 2002).

L’oxydation de ces coenzymes s’accompagne d’une perte de protons et d’¢électrons qui par
I’intermédiaire de la chaine respiratoire mitochondriale (CRM), sont transférés a 1’oxygene
moléculaire (O2), accepteur terminal de la chaine. La fuite d’¢électron mitochondriale est la source

majoritaire d’especes oxygénées réactives, ainsi la production d’anion super oxyde
(02"") est de 150 mmol/jour pour ’organisme en repos (Delattre et al., 2005).
En outre, la mitochondrie est responsable de I’initiation de la plupart des réactions des

radicaux libres (Fusco, 2007). La principale forme générée est 1’anion superoxyde O2" ~ qui est

dismuté en peroxyde d’hydrogeéne (H202) et en peroxynitrite ONOO™ (Pierre et al., 2002).

Lors d’un faible stress, I’action mitochondriale des ERO joue un rdle dans la signalisation
cellulaire, mais en cas d’un stress intense, leur action devienne délétére en induisant 1’oxydation

des protéines et des lipides mitochondriale (Murphy,2009).

d/- Lysosome
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La myelopéroxydase lysosomale (MPO) est responsable de la formation de I’acide

hypochloreux (HOCL) a travers I’oxydation de I’ion CI” par H202 et de I’acide hypo- thiocyanique
(HOSCN) par action de H202 sur les ions thiocyanates (SCN").

La MPO peut catalyser 1I’oxydation des ions nitrites (NO2") formant ainsi, des especes

réactives azotées tel que le dioxyde d’azote (NO2") qui attaque les protéines et génére des résidus

nitrotyrosine.

L’intérét de la MPO au cours du SO, résulte de sa fonction primordiale de transformation

du H20z2 et du 02" en d’autres especes hautement réactives de 1’oxygéene (Delattre et al., 2005).

e/-Réticulum endoplasmique

Le réticulum endoplasmique contient des enzymes du métabolisme des lipides, des
protéines, et notamment des complexes enzymatiques de détoxification de métabolites hautement
réactifs qui catalysent des réactions de détoxification des molécules liposolubles. La plus connue

de ces enzymes est le Cyt P450 qui oxyde les acides gras insaturés et certains xénobiotiques et
réduisent I’oxygéne moléculaire pour former 1’anion super oxyde (02" ") et /ou I’hydro-peroxyde

d’hydrogéne (H202). De ce fait, certaines especes réactives oxygénées produites, semblent
intervenir dans la régulation redox de certaines fonctions essentielles du réticulum endoplasmique
telles que la sécrétion des protéines (Delattre et al., 2005).

Dans les conditions du stress du RE une accumulation des protéines endommagees,
entraine une activation des facteurs de transcription pro-inflammatoire NF-KB via la
phosphorylation des protéines kinases MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase) et INK (c-Jun
N-terminal kinases) via la production des ERO telle que le H202 (Jiang et al., 2003 ; Zhang et
Kaufman, 2008 ; Kitamura,2011).

f/- Peroxysome

Le peroxysome est une source importante dans la production cellulaire de H202 car cet
organite contient de nombreuses enzymes générant 1’H202. En effet, ce dernier est utilise comme

substrat par la catalase peroxysomale afin de réaliser des réactions de peroxydation.
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Les peroxysomes sont connus par la présence d’une large variété d’enzymes

peroxysomales regroupées sous le nom d’oxydases. Dans les conditions physiologiques, ils

synthétisent le H202 a travers la réduction de 1’oxygeéne moléculaire en eau mais ne produisent pas
d’anions superoxyde (Oz._). La B-oxydation des acides gras et les réactions enzymatiques des

oxydases comptent parmi les principaux processus métaboliques impliqués dans la génération de
H202 dans les peroxysomes. (Hwang et Huh, 2012).

i/-Noyau
La membrane nucléaire possede des cytochromes oxydases et une chaine de transport des

électrons, dont la fonction physiologique est inconnue. Son activité est beaucoup plus faible que

son homologue mitochondrial, mais une perte d’électrons peut également intervenir, générant ainsi
I’anion superoxyde (02°7). Les effets de ces ERO produites & proximité de I’ADN nucléaire

pourraient étre fonctionnellement importants, par leur capacité a genérer des lésions oxydatives de

I’ADN (Delattre et al., 2005).

j/-NADPH oxydase

Elle joue un rdle important dans la réponse immunitaire et plus précisément dans la lutte
contre les micro-organismes. En effet, lors de la phagocytose cette enzyme est présente dans la
memebrane plasmique des phagocytes, Elle catalyse la réduction de 1’oxygene pour former des

radicaux superoxydes selon la réaction suivante (Werner, 2004).

NADPH + 20, NADPH oxydase » NADP* + H* +20;" ~

Il existe aussi une NADPH oxydase dans les cellules non phagocytaires dont le role serait de regler

la croissance cellulaire (Krause, 2004).

h/- Xanthine oxydase

C’est une enzyme qui génere des radicaux libres en réduisant I’hypoxanthine en xanthine

et la xanthine en acide urigue, selon la réaction ci-dessous :
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Xanthine + 20 + H20 Xanthine oxydase . Ac. urique + 20 - +2H*

Cette enzyme est présente dans le sang, les cellules épithéliales et le foie. La localisation

cellulaire de cette enzyme est essentiellement cytoplasmique (Harrisson, 2002).

La production d’espéces réactives oxygénées par la xanthine oxydase est faible dans les
conditions physiologiques, mais jouerait un rdle important lors de I’ischémie-reperfusion
(Wakatsuki et al.,1999 ; Ono et al.,2009).

k/- Les oxydes nitrique synthases

Beaucoup de cellules sont capables de produire du monoxyde d’azote (NO) a partir de
I’arginine et de I’oxygene, dans une réaction catalysée par I’oxyde nitrique synthase (NOS), selon
la réaction ci-dessous. En effet, des études réalisées a 1’aide des enzymes purifiées ont montré que
la NOS est capable de générer des anions superoxydes dans des situations de déficit de son substrat,

L-arginine, ou de ces cofacteurs d’activation (Xia et al., 1998).

L.Arginine + Oz + NADPH ~ 2xyde nitrique synthase_ | citrylline + NO + NADP*

I/- Lipoxygénase et acide arachidonique

L’acide arachidonique, provenant de 1’hydrolyse des phospholipides par la phospholipase
A2, est le substrat de la lipoxygénase pour la synthese des leucotriénes (figure 4). Cette synthese
met en jeux une série d’oxydation qui implique la production des ROS notamment I’hydro-
peroxyde d’hydrogéne (H202) (Marnett, 1999). 1l existe plusieurs lipoxygénases notamment, la 5
lipoxygénase (5-LOX) et la 12 lipoxygénase (12-LOX) bien que la 5-LOX est la plus connue pour

son réle dans la synthese des leucotriénes (Biesalski et al., 1997).
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membrane cellulaire

PHOSPHOLIPIDES

phospholipase A, - > l

acide arachidonique

«cascaae »

cvelo-oxveénase

cyclo-oxygenase lipo-oxygénase

thromboxane prostacycline
prostaglandines leucotrienes

Figure 4 : Action de la lipo-xygénase et cyclo-génase (Delattre et al.,2005).

11.4.4.2. Sources exogenes

Les sources exogenes des radicaux libres sont multiples. Ainsi, les rayonnements UV et les

radiations ionisantes induisent la synthése des radicaux dérivés de 1’oxygéne notamment, I’anion
superoxyde (O2"), le radical hydroxyle (OH") et I’oxygéne singulet (102). Le mono oxyde d’azote

(NO) et le dioxyde d’azote (NO2) sont des toxiques présentes dans les goudrons, le tabac et les
polluants industriels ; elles sont a 1’origine d’une auto-oxydation des acides gras polyinsaturés des

alvéoles pulmonaires (Favier, 2003).

D’autres facteurs sont capables de générer des radicaux libres tels que les particules
inhalées (silice, amiante, etc.), métaux toxiques (chrome et vanadium), certains composés phénols,
quelgues médicaments et les anticancéreux (Valko et al., 2006 ; Valavanidis et al.,2009). De plus,
I’infection au VIH augmente intensivement la production des radicaux libres (Mohammedi,
2005).

11.4.4.3. Autres sources des ERO

Au cours d’un exercice physique, le débit sanguin diminue par compression des capillaires

sanguins due a la contraction des muscles, a I’arrét le débit délivre une grande quantité d’oxygene
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aux tissus, ce phénomene est appelé « ischémie reperfusion ». Lors de la reperfusion il y’a afflux

massif d’oxygene, ainsi la xanthine oxydase (XO) transforme la xanthine en acide urique en

donnant des électrons a I’oxygéne, ce qui induit la formation d’anion superoxyde (O2") (Cooper

et al.,2002).

al- Oxydation d’hémoglobine

Dans les globules rouges, a travers une réaction d’oxydation intermoléculaire spontanée,
1’oxyhémoglobine génére de la méthémoglobine et 1’anion superoxyde (02"). Ce dérivé oxydé de
I’Hb est une forme oxydée d’hémoglobine dont le fer ferreux divalent (II) est oxydé a 1’état

ferrique trivalent (111) (figure 5), ce qui rend la molécule incapable de fixer ’oxygéne et donc non
fonctionnelle (Wallace et al.,2010).

HbFe++ oxydation . MetHbFe+++

A oy 7N

0,  HbFeo, O 0,

Figure 5 : Oxydation de I’hémoglobine

Cette oxydation est physiologique, mais la proportion reste normalement inférieure a 2%
car la méthémoglobine réductase-1 réduit rapidement la méthémoglobine. Ceci dit, ces
concentrations peuvent atteindre des taux pathologiques sous 1’action d’un certain nombre de
produits chimiques (agents méthémoglobinsants) ou due a un déficit en systemes enzymatiques

réducteurs ou encore une mutation de I’hémoglobine (méthémoglobinémie congénitale récessive).

Par ailleurs, I’oxydation de I’hémoglobine est parfois nécessaire car elle offre une voie de

défense contre les nombreuses formes de molécules oxydantes radicalaires ou non.

11.4.5. Effets des ERO

Les radicaux libres sont indispensables au fonctionnement de 1’organisme, mais a de basses
concentrations dans le milieu cellulaire. Parmi les roles physiologiques des radicaux libres, on

cite :
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11.4.5.1. Réle dans la contraction musculaire

Certaines études ont montré que les radicaux libres agissent sur le couplage excitation-
contraction au niveau des fibres musculaires (Close et al., 2005). Dans ce contexte, Favero et al.,
(1995) ont montré que 1’hydro-peroxyde d’hydrogéne (H202) favorise la libération des ions
calcium (Ca*?) au niveau du réticulum endoplasmique et stimule ainsi, I’ouverture des canaux

calciques.

11.4.5.2. R6le immunitaire

Les radicaux libres jouent un réle dans le déroulement de la réaction immunitaire. La
phagocytose des bactéries et des parasites par les macrophages ou les polynucléaires
s’accompagne d’une production d’especes réactives de 1’oxygene brutale et intense connue sous
le nom de « burst oxydatif », ou « explosion oxydatif ». Au sein du phagosome, I’activation de la
NADPH oxydase et I’action de la superoxyde dismutase (SOD) avec 1’oxyde nitrique synthétase

(NOS) aboutissent a un mélange trés corrosif des especes réactives d’oxygenes, telles que I’anion
superoxyde d’oxygene (02), le radical hydroxyle (OH™), I’hydro-peroxyde d’hydrogéne (H202)
et acide peroxynitrite (ONOOH). Ce mélange réactionnel détruit I’ensemble des composants

bactériens par oxydation (Favier et al., 2003).

11.4.5.3. Role dans ’expression des génes

Les radicaux libres induisent 1’expression de nombreux génes par I’intermédiaire des voies
de signalisation impliquant les MAPK (Uchida et al., 1999 ; Moeller et al.,2004 ; Cyrne et
al.,2013).

De plus, les radicaux libres participent a d’autres roles notamment :

- Larégulation de la dilatation capillaire

- Ladestruction des cellules tumorales par apoptose

- Le fonctionnement de certains neurones, notamment ceux de la mémoire
- La fécondation de I’ovaire

- La production énergétique et la croissance cellulaire (Ardestain et yazdanparast, 2007 ;
Touafek,2010).
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11.5. Défense antioxydante

L’organisme est doté d’un ensemble de systémes de défenses tres efficaces contre la
surproduction d’ERO. Le terme d’antioxydant désigne toute substance qui présente a faible
concentration par rapport a celle du substrat oxydable, retarde ou inhibe significativement
I’oxydation de ce dernier (Halliwell et Gutteridge, 1990 ; Mette, 2006).

Les systémes antioxydants peuvent étre classés selon leur mode d’action, leur localisation
cellulaire et leur origine (Delattre et al., 2005).
On distingue classiquement deux catégories d’antioxydants : les antioxydants enzymatiques ;
comprenant des enzymes aux propriétés catalytiques spécifiques et les antioxydants non
enzymatiques pour lesquels nous différencierons ceux qui sont liposolubles répartis dans les
membranes biologiques de ceux qui sont hydrosolubles répartis dans le cytosol, le milieu
extracellulaire et le plasma.

Les stratégies de défense vis-a-vis du stress oxydant sont variées (figure 6).

Stratégie 1:
piéger . Stratégie 5: I.

- recycler / ,.J‘ Stratégie 3 : Stra’tégie 4:
/ renﬁ:rl:er protéger reparer
Radicaux — ik {5
(02", HO", etc.) . Dommages
0 . Attaque I = %6
2 T . . oxydatifs
biomolécules

Espéces réactives _/ (R*,ROC", etc))

non radicalaires Stratégies de lutte par les antioxydants contre le stress oxydant :
(202, HO", HOCI, etc.)

1- Piéger les radicaux libres : SOD, acide urique, bilirubine, vit E, vit C,...

1 2- Inactiver les espéces réactives / chélater les métaux: GPx, CAT,
Stratégie 2 : o ) L o
inactiver /. bilirubine, acide a-lipoique, protéines de transport,...

chélater 3- Protéger les biomolécules : CoQ10, vit E, caroténoides, ...

4- Réparer les dommages oxydatifs : PON 1.

5- Recycler ou renforcer d’autres antioxydants : CoQ10, vit C, métaux.

Figure 6 : Stratégies de lutte des antioxydants contre les causes et les consequences du stress
oxydant (Grandjean, 2005).
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En donnant un e, ils deviennent eux-mémes des radicaux libres qui doivent se reéquilibrer.
Ainsi, le tocophéryl résultant de 1’oxydation du tocophérol dépend de 1’ascorbate qui devient du
déhydro-ascorbate lui-méme régénéré par le glutathion, qui dépend a son tour du NADPH pour sa
réduction, constituant une spirale antioxydante (Mette, 2006).

11.6. Classification des antioxydants
11.6.1. Classification par rapport au mécanisme d’action

Indépendamment de leur localisation, les antioxydants peuvent agir soit en prévenant la
formation de radicaux libres oxygénés (groupe 1), ou en épurant les radicaux libres oxygénés
formés (groupe 2). En complément de cette double ligne de défense, 1’organisme est en outre

capable de réparer ou d’éliminer les molécules endommagées par 1’attaque radicalaire (Albert,
2003).

11.6.1.1. Groupe | (les antioxydants primaires)

Ce genre d’antioxydants peut inhiber la réaction d’initiation et la propagation de I’oxydation,
en convertissant les radicaux libres en leurs formes inactives. Les antioxydants primaires sont
généralement des composés phénoliques (AH) capables de donner un atome d’hydrogéne au
radical libre et le convertir en un composé stable non radicalaire. Les antioxydants de ce groupe

réagissent de facon prédominante avec les radicaux pyroxylés, pour deux raisons : a) La
concentration élevée de ces radicaux et b) la faible énergie du groupement (ROO"). Un piégeur du

radical libre, méme a des concentrations faibles entre en compétition avec les lipides pour rendre

le radical libre inactif par I’intermédiaire d’une réaction de libération d’un électron, suivie d’ une

déprotonation (Frankel et al., 2000 ; Huang et al.,2005).

11.6.1.2. Groupe |1 (les antioxydants secondaires)

Les antioxydants secondaires englobent une large gamme de différentes substances
chimiques chélateurs de métaux pro-oxydatifs, des désactivateurs de 1’oxygéne singulet, des
piégeurs de la molécule d’oxygene, des inhibiteurs des enzymes antioxydantes et des destructeurs
des hydro-peroxides. Parfois, quelques antioxydants peuvent exercer plusieurs fonctions anti-
oxydantes, par exemple, 1’acide ascorbique peut étre un piegeur des radicaux libres, un

désactivateur des oxygenes singulets dans une solution aqueuse et régénérer le tocophérol. De
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méme, plusieurs flavonoides sont des pieégeurs de radicaux libres et chélateurs de métaux (Miller
et al.,1996).

I11. RUPTURE DE LA BALANCE ANTIOXYDANT PRO-OXYDANT

Une production accrue des radicaux libres et ou une diminution de la défense antioxydante
entraine un déséquilibre de la balance antioxydante (figure 7).

Niveau
physiologique
Stress oxydatif d’'ERO Manque d"ERO

~eiipeess—————

Antioxydants

> J—

APX/GR / Glutathion
Radical hydroxyle Catalase - Ascorbate
—

-
Anion superoxyde POX / PR): Carotenoides

Peroxyde d'hydrogene sSoD
——— I ——

Oxygene singulet

Figure 7 : Radicaux libres /Antioxydants (Belaich et Boujraf, 2016)

I11.1. Facteurs contribuant a augmenter le stress oxydant

In vivo, plusieurs systémes biochimiques peuvent étre a 1’origine d’une production accrue

d’ERO tels que (Dardik, 2009) :

L’altération de la chaine de transport des électrons dans la mitochondrie lors d’un

processus de vieillissement ou toute situation caractérisée par un phénoméne d’ischémie -

reperfusion.
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- L’activation des globules blancs qui sous I’effet d’agents étrangers, passent d’un état
quiescent a 1’état actif, ce qui est traduit par une augmentation de 40% de la consommation
d’Oz.

- L’activation de la xanthine oxydase et de I’hémoglobine.
- Libération du fer libre et le métabolisme accru des prostaglandines.

- L’effet cytotoxique direct de 1’homocystéine sur les cellules endothéliales suite a

I’oxydation de I’homocystéine réduite par le fer.

111.2. Alimentation déséquilibrée

Les antioxydants sont essentiellement apportés par les fruits et les Iégumes riches en vit
(A, C et E), oligoéléments et polyphénols. Une étude menée sur 123 sujets sains de la région
liégeoise a montre une diminution de 26,30% du taux plasmatique en vitamines chez les sujets
qui ne consomment pas de fruits par rapport a ceux ingérant entre 1 a 4 fruits /jour (Pincemail
et al.,2010).

Toutefois, I’alimentation déséquilibrée et appauvrie en antioxydants tels que les fast-foods
sont des facteurs qui favorisent le stress oxydant. L’étude de Palli, (2000) a montré 1’effet
bénéfique d’une consommation des fruits et légumes sur la réduction des taux cellulaires

d’ADN oxydé, dont I’effet délétére est connu dans tous les types de cancers.

111.3. Dommages crées aux biomolécules par le stress oxydant

Selon Monteil et al., (2004), les différentes cibles des ERO sont résumées dans la (Figure 8).
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LES ESPECES REACTIVES DE L'OXYGENE (ROS) ET COMPLICATIONS
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Figure 8 : Différentes cibles des espéces réactives de I’oxygéne (Monteil et al.,2004).

111.3.1. Dommages oxydatifs des lipides

Les premieres cibles des ERO sont les lipides, notamment ceux présents dans les
membranes cellulaires et subcellulaires (Pamplona et al.,2000 ; Hulbert,2005). Les acides
gras polyinsaturés sont les cibles privilégiées des especes oxygénées activées (EOA) en raison
de leurs hydrogenes bis-allylique facilement oxydables. Il s’agit d’un enchainement de
réactions radicalaires organisées en trois phases successives : initiation, propagation et

terminaison (figure 9) (Halliwell et Gutteridge, 1999). La phase d’initiation consiste en une
déshydrogénation d’un acide gras (LH) en un radical d’acide gras (L"), provoquée par un

initiateur radicalaire tel que le OH® et le HOO". Le radical lipidique (L*) subit ensuite un

réarrangement moléculaire pour donner un radical plus stable, qui peut réagir avec une
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molécule d’O2 et former un radical pyroxyle (LOO") (Esterbauer et al., 1992), ce radical est
suffisamment réactif pour arracher a nouveau, un hydrogene d’un acide gras polyinsaturé
voisin, propageant ainsi la réaction phase de propagation. Il est admis que chaque radical (R")

peut étre a 1’origine d’une centaine de molécules d’hydro-peroxyde avant que la phase de
terminaison survienne. L’hydro-peroxyde lipidiqgue (ROOH) formé est réduit et neutralisé par
la glutathion peroxydase et la vit E intercalée dans la bicouche lipidique des membranes c’est
la phase de terminaison, ,mais il peut étre oxydé en présence de métaux de transition divalents
de Fe** ou Cu?* et entrainer la formation d’alcalines et d’aldéhydes toxiques dont le malonyl-
dialdéhyde (MDA) ou le 4-hydroxynonenal (4-HNE); ces derniers ont été étudiés comme
marqueurs de la peroxydation lipidique qui peuvent réagir avec les protéines et 1’ADN
(Marnett, 1999). Cette réaction est a I’origine d’accumulation d’hydro-peroxydes lipidiques
au niveau membranaire ce qui entraine une diminution de sa fluidité et perméabilité ; sa
fonction étant completement perturbée, la membrane se désorganise. Si les dégats sont trop
importants, les peroxydes lipidiques peuvent conduire a la mort de la cellule. Les peroxydes
lipidiques peuvent aussi réagir avec d’autres composés cellulaires et étre a ’origine de la
formation de molécules tres toxiques, par exemple, ils peuvent réagir avec I’ADN et étre a

I’origine de substances mutagénes. (Beaudeau et al., 2003).
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LOOH : hydroperoxyde @ @
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LOO- : radical peroxyle w
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Figure 9 : Différentes phases de la peroxydation lipidiques (Michel et al.,2008)
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D’autres aldéhydes peuvent étre formés lors de la peroxydation lipidique tels que le MDA
(malonyl-dialdéhyde) qui est un composé trés mutagene et le (4 hydroxy-nonénal) 4HNE qui est

tres toxique pour la cellule (Esterbauer et al.,1992).

L’attaque des lipides concerne les lipoprotéines circulantes aboutissant a la formation des LDL
oxydées, qui une fois captées par les macrophages forment des dép6ts lipidiques de la plaque
d’athérome. L’attaque des phospholipides membranaires altére le fonctionnement de nombreux
récepteurs, transporteurs et traduction des signaux suite aux changements de la fluidité

membranaires (Favier, 2003).

111.3.2. Dommage oxydatif des protéines

Les protéines sont susceptibles d’étre oxydées par les especes réactives d’oxygene. Cette
oxydation provoque I’introduction d’un groupe carbonyle dans la protéine. Ces réactions sont
fréqguemment influencées par les cations métalliques comme le Cu*? et le Fe*?et elles peuvent étre
classés en deux catégories : a) Celles qui cassent les liaisons peptidiques et modifient la chaine
protéique et b) Modification des peptides par addition de produits issus de la peroxydation
lipidique (Levine,2002).

En effet, les acides aminés les plus sensibles sont le tryptophane, la tyrosine et 1’histidine sur
lesquels le radical hydroxyle (OH") s’additionne et modifie ainsi leur conformation, d’ou

I’agrégation des protéines qui deviennent plus résistantes a la protéolyse physiologique. Ceci
concerne particulierement les enzymes cytosoliques et les protéines de transport qui perdent leurs
fonctionnalités (Grandjean, 2005).

En outre, les radicaux hydroxyles (OH") et I’anion superoxyde (O2") attaquent les protéines

du tissu de soutien comme le collagene du tissu conjonctif ce qui altére leur fonction (Koechlin-
Ramonatxo, 2006). En effet, les protéines oxydées perdent leur capacité a se fixer correctement
sur un récepteur ou a fixer spécifiqguement un ligand, ainsi la signalisation cellulaire est tronquée
(Favier, 2003).

111.3.3. Dommage oxydatif des glucides
Les especes réactives d’oxygene attaquent les muco-polysaccharides notamment les

protéoglycanes du cartilage. En présence de traces métalliques, le glucose peut s’oxyder dans
des conditions physiologiques en libérant des céto-aldéhydes, des hydro-peroxydes
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d’hydrogéne (H202) et des radicaux hydroxyles (OH") qui induisent la coupure des protéines

ou leur glycation. Ce phénoméne de glucosoxydation est beaucoup plus constaté chez les
diabétiques et contribue ainsi a la fragilité de leurs parois vasculaires et leur rétine (Favier,
2003).

111.3.4. Dommage oxydatif de ’ADN

L’ADN mitochondrial est la cible privilégiée des oxydations par les ROS, du fait de sa
proximité directe a 1’une des principales sources des ROS cellulaires qui est la chaine respiratoire
mitochondriale. Le taux de bases oxydées est de deux a trois fois supérieur dans I’ADN
mitochondrial par rapport a I’ADN nucléaire (Stevnsner, 2002). En effet, le génome
mitochondrial présente une susceptibilité au stress oxydant qui est 10 fois supérieur a celle du
génome nucléaire (Richter et al.,1988). Les mécanismes explicatifs peuvent étre attribués selon
(Ames et al.,1993) a:

e [’absence d’histone protectrice autour de I’ADN mitochondrial

e Salocalisation proche de la membrane interne

e Des mécanismes de réparation frustrés

e Une structure circulante sans introns qui augmente le risque de mutations pathogénes

Selon Grandjean (2005), les altérations de I’ADN sont causées essentiellement par le radical

hydroxyle (OH") et elles sont de différents types :

e Modification de la guanine suite a sa réaction avec un radical OH pour former la 8-Hydroxy-
2’-désoxyguanosine, qui s’apparie avec une adénine au lieu d’une cytosine. Ceci induit une
mutationde I’ADN qui déclenche le développement du cancer et augmente le processus du

vieillissement.
e Destruction de la liaison entre la base et le désoxyribose
e Destruction de désoxyribose responsable de la cassure du brin.

e Formation de pontage avec les protéines ou les dérivés d’oxydation lipidique tel que le

malonyl-dialdéhyde (MDA).
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Les conséquences des radicaux libres sur I’ADN peuvent entrainer une mutagénése, un
arrét de croissance cellulaire par blocage des mécanismes de réplication, une inhibition de la
synthése protéique par blocage des mécanismes de transcription, de traduction et enfin une
mort cellulaire (Dizdaroglu et al.,2002 ; Cooke et al.,2003 ; Dizdaroglu et al.,2012).

IV. Marqueurs biologiques du stress oxydant

Bien que I’évaluation du stress oxydant soit nécessaire, elle demeure compliquée. En effet,
les especes radicalaires sont fugaces et instables ce qui les rend difficiles a isoler et a doser
(Mohinder et Naveen, 2014). Il faut donc envisager de doser des molécules biologiquement
stables produites par 1’action des especes radicalaires. En effet, un marqueur idéal du stress
oxydant réunit les conditions suivantes (Levine et al.,2001) :

o |l serait détectable méme a faibles concentrations,
e Possede une structure chimique qui lui est propre,
e Aurait une demi-vie longue et sa production serait augmentée ou diminuée exclusivement en

cas d’un stress oxydant (SO).

IV.1. Biomarqueurs des dommages oxydatifs
IV.1.1. Biomarqueurs de la peroxydation lipidique

Les hydro-peroxydes sont des produits primaires de la peroxydation lipidique. Ces
molécules oxydées peuvent se decomposer en « produits secondaires » et « terminaux » pour
former des endoperoxydes cycliques et finalement des aldéhydes comme le malonyl-dialdéhyde
(MDA), le 4 hydroxy-nonénal (4-HNE) ou des isoprostanes (Michel et al.,2008).

a) -Malonyl-dialdéhyde (MDA)

Le malonyl-dialdéhyde (MDA) est I'un des produits finaux de la peroxydation des lipides
dans les membranes cellulaires ou dans les LDL (Mongens,2013), il est formé essentiellement par
la peroxydation d’un acide gras comme I’acide arachidonique.

Par ailleurs, les niveaux de MDA sont souvent estimés par le dosage de 1’acide

thiobarbiturique (TBARS) (Jairam et al.,2012).

b) -Isoprostanes

j
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Les isoprostanes sont un groupe de prostaglandines bioactives générés par peroxydation,
in vivo, de I’acide arachidonique. Sur de nombreuses isoprostanes formées, la série « F» des
isoprostanes et la 8-iso-prostaglandine «F2a» (8-iso-PGF2a) en particulier, ont été suggerés
comme des marqueurs spécifiques, fiables et non invasifs de la peroxydation lipidique
(Halliwell,2000 ; Milne et al.,2005).

Les isoprostanes peuvent étre facilement mesurées dans la plupart des fluides biologiques
tels que le plasma, les urines, condensats d'air expiré et expectoration. En outre, la 8-iso-PGF2a.
est trés stable dans des échantillons isolés (Griffths et al.,2002) et ses niveaux ne sont pas
influencés par le taux de lipides dans I'alimentation, contrairement aux MDA (Halliwell, 2000 ;
Gopaul et al., 2001).

Par ailleurs, des niveaux élevés de 8-iso-PGF2a ont été impliqués dans de nombreuses
pathologies, telles que les maladies cardio-vasculaires, l'asthme allergique et la maladie
d'Alzheimer (Montuschi,2004 ; Milne,2005).

1V.1.2. Biomarqueurs de I’oxydation des protéines
a) -Protéines carbonylées

Plusieurs études suggérent que les espéces réactives d’oxygeénes générées pendant
I'oxydation peuvent potentiellement réagir avec les groupes latéraux des acides amines et cliver
les polypeptides (Garrison,1987).

L’oxydation des protéines entraine la formation de carbonyles réactifs avec des groupes
(aldéhydes et cétones), qui peuvent étre facilement suivis expérimentalement et qui sont considérés
parmi les meilleurs marqueurs du SO. Ces groupes carbonyles sont principalement obtenus par
une réaction entre des groupes latéraux d'acides aminés (généralement la Lys, I’Arg, la Pro et la
Thr) avec des radicaux hydroxyles (OH™), mais ils peuvent aussi résulter de la réaction entre les
ERO et les lipides notamment le (4-HNE et le MDA) ou les glucides comme les céto-amines et
les céto-aldéhydes. Des niveaux éleves de protéines carbonylées ont été detectés chez des patients
atteints de maladies neurodégenératives, de diabéte, d'hypercholestérolémie et d'arthrite (Berlett
et Stadtman,1997).

b) -Nitrotyrosine

Comme indiqué précédemment, 1’oxyde d’azote (NO®) produit par I’oxyde nitrique

synthase (NOS) réagit avec ’anion superoxyde (O2") pour former le peroxynétrique ONOO"

E
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(Beckman et Koppenol,1996). Ce dernier, et ses métabolites secondaires peuvent provoquer une
nitration de la tyrosine, créant la 3-nitrotyrosine, qui est une empreinte d'oxydation/nitration des
protéines. Des concentrations élevées de la 3-nitrotyrosine sont observees dans les maladies
associées aux especes réactives d’oxygene, comme I’athérosclérose, 1'ischémie myocardique,
I'inflammation, la sclérose latérale amyotrophique, ainsi que dans des modeles toxiques et

cancérigéenes (Knight et al.,2001).

IV.1.3. Biomarqueurs de ’oxydation des acides nucléiques
a) 8-hydroxydésoxy-guanosine (8-OH-DG)

La 8-OH-DG est une forme oxydée de la guanine, résultant des dommages de I'ADN et qui
induit des mutations. Ce composé provoque des trans-versions de type A/T a C/G ou G/C a T/A,
en raison de son appariement de base avec I'adénine et la cytosine. En effet, des niveaux élevés de
la 8-OH-DG ont été detectés dans les cellules affectées par les radicaux libres associés a la
tumorogenese, ce qui confirme que le SO joue un réle dans la progression tumorale (Mohinder et
Naveen,2014).

b) 8-nitroguanine

Similaire a la 8-OH-DG, la 8-nitroguanine est générée par nitration de la guanine et de ses

nucléosides et nucléotides sous ses formes libres ou sous forme d’ADN/ARN par I’oxyde d’azote
(NO") et le peroxynitrite ONOQ". Contrairement aux tissus normaux, des niveaux élevés de la 8-

nitroguanine ont été trouvé dans le noyau des cellules inflammatoires et/ou épithéliales des tissus
enflammés (Ohshima et al.,2006).

1V.1.4. Biomarqueurs de I’oxydation des glucides

Les produits de glycation avancée (ou AGE Advanced Glycation End products) sont le
résultat de glycation non enzymatique des protéines par des sucres réducteurs. Ces produits
s’accumulent dans le plasma et les tissus en raison du vieillissement, du diabéte, d’insuffisance
rénale et d'autres états pathologiques (Miyata et al.,1997 ; Halliwell,2009).

Les produits glyques sont considérés comme des biomarqueurs pour le contrdle de la
glycémie, du risque de complications associees au diabete, de la mortalité par les maladies
cardiaques coronariennes (Kilhovd et al.,2007) et aussi un index pour mesurer I'effet du traitement

des patients diabétiques atteints de rétinopathie, néphropathie, et neuropathie (Wu,1993).
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IV.2. Biomarqueurs du systeme de défense antioxydant
IV.2.1. Biomarqueurs enzymatiques

La SOD et la GPx sont les deux premieres lignes de déefense enzymatiques pour contrer les
effets délétéres des espéces réactives d’oxygene (figure 10). Ces deux enzymes localisées dans les
globules rouges se mesurent aisément dans le sang et elles sont considérées comme des marqueurs
tres fiables du SO (Fontaine,2007).

1V.2.2. Biomarqueurs non enzymatiques
a) - Les vitamines

Les vitamines (E, A et C) ainsi que 1’'ubiquinone (Q10) agissent de fagon isolée ou en
synergie, pour neutraliser les espéces réactives d’oxygene. Elles sont considérées comme de bons
marqueurs permettant d’évaluer le statut de SO d’un individu (Yoshikawa et Naito, 2002 ;
Pincemail,2009).

b) - Les oligo-éléments

Dans le cadre du SO, I’attention se porte tout particulierement sur trois oligo-éléments : le
Cuivre, le Zinc et le Sélénium. Le dosage du taux plasmatique de ces oligo-éléments permet
d’évaluer 1’état du stress oxydatif et par conséquent de le corriger. L’étude du rapport de
concentration entre le cuivre et le zinc (Cu*?/Zn*?) est d’un trés grand intérét. En condition
physiologique, la valeur du rapport est proche de 1. Toute modification & la hausse devra étre

interprétée comme étant un signe de la présence d’un stress oxydatif (Mezzetti,1998).
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Figure 10 : Schématisation des molécules intervenant dans les protections cellulaires (Pastre,
2005).
c)-Ratio Redox (GSH/GSSG)

Le glutathion (y-glutamyl-cystéinyl-glycine) est le plus abondant des thiols de faible poids
moléculaire. Le glutathion existe sous deux formes : la forme de tripeptide réduite (GSH) et la
forme oxydée connue sous le nom de glutathion disulfure ou glutathion oxydé (GSSG). Le GSH a
divers roles allant de la signalisation redox, la transduction du signal, 1'expression des genes,

l'apoptose et le métabolisme de 1’oxyde d’azote (NO) (Jones, 2002 ; Townsend et al.,2003). Plus
important encore, il est le majeur piégeur des RL tels que les radicaux (OH’et RO2"), le ONOO et

le H202 a travers des reactions enzymatiques directe ou indirecte (Immenschuh et
Ramadorig,2000 ; Sen, 2000). Au cours de ces réactions, le GSH est oxydée pour former le
GSSG, qui a son tour peut étre réduit en GSH par la glutathion réductase NADPH-dépendante. Le
rapport (GSH/GSSG) est souvent appelé « le ratio redox » et il est considéré comme un indicateur
sensible du SO. Tout changement dans ce rapport vers I'état d'oxydation active plusieurs voies de
signalisation (y compris les protéines kinase B, les protéines phosphatases (1 et 2), le facteur
nucléaire kB, etc.) induisant ainsi, la prolifération cellulaire et la stimulation de I'apoptose (Liu et
al.,2001).

IV.3. La capacité antioxydante globale
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Lors du stress oxydant, les défenses antioxydantes de l’organisme sont diminuées
puisqu’elles sont dépassées par ’action pro-oxydante des composés produits. Le plasma humain
est riche en antioxydants de petite taille de types hydrophile, notamment (I’acide urique, I’acide
ascorbique, le glutathion et la bilirubine) et de type lipophile comme (1’a-Tocophérol, le rétinol,
la B-caroténe et 1’ubiquinone). Par contre, les globules rouges sont trés riches en enzymes
antioxydantes telles que la SOD, la CAT et la GPx. Plusieurs études ont montré que les
antioxydants de petite taille sont généralement consommés lors d’un SO faible (adaptation), tandis
que le taux d’enzymes antioxydantes est augmenté par expression moléculaire. Cependant, lorsque
I’intensité du SO est trop importante, 1’activit¢ antioxydante enzymatique est diminuée
(Pincemail,2001).

Dans le cas d’un SO, chaque antioxydant est affecté a des degrés divers. Il est dés lors
intéressant de disposer de méthodes permettant d’évaluer de maniére globale la capacité
antioxydante totale d’un échantillon biologique. La technique consiste a mettre en contact un
systeme in vitro générant des ERO avec une cible comme les acides gras et I’ADN, dont la
destruction oxydative est suivie en fonction du temps. Si cette réaction est réalisée en présence
d’un échantillon de plasma, les antioxydants présents dans celui-Ci vont interagir avec les ERO et
ce n’est qu’apres leur consommation compléte que 1’oxydation de la cible pourra démarrer. Le
temps de latence (temps avant le démarrage de 1’oxydation) sera donc directement proportionnel
a la quantité d’antioxydants présents dans 1’¢chantillon plasmatique. Sur les globules rouges, il est
¢galement possible d’évaluer leur résistance in vitro a un SO en les soumettant a un systeme
produisant des espeéces réactives d’oxygénes. Dans ce cas, a un intervalle régulier, le taux
d’hémolyse est mesuré comme marqueur in vitro du dommage oxydatif. Le temps de latence avant
le démarrage de I’hémolyse sera directement proportionnel a la quantité d’antioxydants présents

dans les érythrocytes (Pincemail,2014).

V. STRESS OXYDANT ET PATHOLOGIES HUMAINES

V.1. Maladies cardiovasculaires

V.1.1. Athérosclérose

C’est une formation de plaque d’athérome au niveau de I’intima qui obscure de plus en plus le
passage de la circulation sanguine. En effet, I’augmentation de la concentration du cholestérol

LDL dans le plasma constitue un facteur de risque majeur pour l'athérosclérose, comme démontré

E



SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

par diverses études cliniques, épidemiologiques et génétiques (Jialali et Devaraj, 1996 ;
Mohinder et Naveen, 2014). Les LDL sont modifiées par oxydation au niveau des cellules de la
paroi artérielle ; ainsi des formes modifiées des LDL telles que I’acétyle-LDL ou les LDL oxydées
sont a l'origine de la formation des cellules spumeuses (Brown,1993). Par ailleurs, les
macrophages jouent un role d'accepteurs qui ont une grande capacité de stockage des LDL
modifiées (Goldstein et al., 1980). Ces derniéres peuvent a leur tour transformer les LDL
minimalement oxydées (MM-LDL) en des formes plus oxydées mais non reconnues par les
récepteurs LDL, d’ot elles seront prises en charge par la voie des récepteurs éboueurs, conduisant
ainsi a I'accumulation d'esters de cholestérol et a la formation des cellules spumeuses (Witzum et
Steinberg, 1991).

En outre, les LDL oxydées (Ox-LDL) sont de puissants inhibiteurs de la mobilité des
macrophages, ce qui peut promouvoir le maintien de ces derniers dans la paroi artérielle et

favoriser la dysfonction endothéliale et 1’athérogenése (Singh et Jialal,2006).

Plusieurs voies enzymatiques contribuent au niveau de la paroi artérielle a la production de
différents oxydants tels que la NADPH oxydase, la NOS, la MPO, la xanthine oxydase, la LOX,
COX et la CRM. Ainsi, la NADPH oxydase endothéliale est une importante source d'ERO dans
les vaisseaux sanguins alors que la NOS se trouve dans les cellules du muscle lisse vasculaire et
les macrophages activées au niveau des lésions athérosclérotiques (Murthy et al.,2004).

D’autre part, I’enzyme MPO catalyse la conversion de 1’ion (CI") en acide hypochloreux
(HOCL), celui-ci est le précurseur des chlorhydrines et des radicaux tyrosylés qui participent a des
réactions d'oxydation des LDL (Malle,2000). Quant a la LOX, c’est une di-oxygénase qui oxyde
les acides gras poly-insaturés en hydro-peroxydes d'acides gras. Selon Kuhn, (2005), les espéces
réactives d’oxygene mitochondriales sont étroitement associées a 1’augmentation du risque

d'athérosclérose.

V.1.2. Insuffisance cardiaque (IC)

Le SO est impliqué dans la progression de I’'IC, il est a I’origine de I’induction de I’apoptose
myocytaire ou encore de I’hypertrophie cardiaque (Takano et al.,2003 ; Monteil,2004).

La mitochondrie est le site principal de production des ERO, mais également la cible
Privilégiée de leurs actions déléteres et joue un réle important dans la pathologie cardiaque. Ceci

a été montré expérimentalement par Ide et al., (1999 ; 2001) ayant observé une augmentation de

j



SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

la production mitochondriale d’anion superoxyde (02). Cette production d’ERO se traduit par
une altération des macromolécules mitochondriales.

D’autre part, la peroxydation lipidique produit des aldéhydes tels que le 4HNE, qui inactive
I’isocitrate déshydrogénase mitochondriale. L’altération de cette enzyme clé du métabolisme
énergétique myocytaire, intervient précocement au cours du développement de I’hypertrophie
cardiaque et suggere fortement 1I’implication du SO dans les altérations métaboliques observées au
cours de I’IC (Benderdour et al.,2003). De plus, I’ADN mitochondrial peut également étre touché

et contribuer au dysfonctionnement myocytaire (lde et al.,2001).

La xanthine-oxydase et la NADPH oxydase sont activées au cours de I’IC (Jong et
al.,1990 ; De Biase et al.,2003), du fait qu’clles participent au développement de 1’hypertrophie
de la cellule musculaire lisse (Sorescu et Griendling,2002).

En outre, les catécholamines sont des acteurs indispensables dans la régulation de la
fonction cardiaque. Toutefois, elles sont rapidement oxydées en produits radicalaires hautement
réactifs, qui sont les initiateurs de la cardiotoxicité. En concentration élevée et prolongée, les
catécholamines produisent des effets délétéres sur I’appareil cardio-vasculaire (Dhalla et
al.,2002), ce qui induit une surcharge intracellulaire en calcium responsable d’une altération de la
contractilité (Tsien et al., 1986 ; Dhalla et al., 2000).

Par ailleurs, la fonction endothéliale vasculaire est principalement déterminée par la
biodisponibilité de ’oxyde d’azote (NO) qui est un médiateur de la vaso-relaxation. Etant donné

que I’IC est liée a un SO qui se traduit par une production accrue de RL dans la paroi vasculaire,
les anions superoxyde (O2") réduisent 1’expression et 1’activité de la NOS (oxyde nitrique

synthase) dans les cellules endothéliales (Gryglewski et al.,1986), ce qui aggrave la diminution

de la disponibilité en NO.

V.1. 3. Ischémie-reperfusion

Un accident ischémique se développe lorsque I'apport sanguin notamment en oxygene, est
insuffisant ou stoppé. L'agression tissulaire hypoxique qui en résulte peut avoir des conséquences
dramatiques sur le cceur, le cerveau, le rein, le tube digestif, le muscle, etc.) (Van- Poucke et
al.,2002). Lorsque l'obstacle est levé, la perfusion restaurée et I'oxygénation tissulaire est de
nouveau possible, une aggravation de I'état initial et une nécrose tissulaire sont observées (MC
Cord, 1985 ; Hallenbeck et Dutka,1990).

-,
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La dénomination **Ischémie -Reperfusion rappelle que les dégats tissulaires liés a une
interruption ou une réduction du flux sanguin, sont le résultat de deux phénomenes : I'effet direct

de I'nypoxie-ischémie et I'effet indirect de la reperfusion -réoxygeénation.

Les Iésions observées se créent essentiellement lors de la phase de reperfusion (Babior,
2000). Le processus d’ischémie-reperfusion a été étudié beaucoup plus chez ’Homme et les
Iésions observees ont été attribuées aux ERO libérées par les neutrophiles pendant la premiére
phase de reperfusion ; ces ERO sont d’origine mitochondriale, puis elles prennent naissance des

neutrophiles activées par la MPO (Tissier, 2011).

En effet, pendant la phase d’ischémie, I’ ATP ne peut pas étre produite par le métabolisme
aerobie. Lorsque la reperfusion a lieu, la xanthine oxydase catalyse 1’oxydation de I’hypoxanthine
en xanthine puis en acide urique, ce qui forme des anions superoxydes
(02). Ces derniers provoguent des lésions oxydatives immédiates par leur conversion en autres
ERO (Tissier, 2011), de plus, des arythmies cardiaques sont observées lorsque le processus
concerne le myocarde (Jungbluth,2008).

D’autre part, certaines ERO tel que le (HOCI) entraine I’inhibition de la pompe Ca?
ATPase par oxydation des groupements thiols et empéchent la séquestration du Ca?" dans le
réticulum endoplasmique ce qui augmente la concentration intracellulaire en Ca?* et I’activation
des enzymes suivantes (Cook et al., 2012) :
el_es endonucléases conduisant a la fragmentation de I’ADN ;
eles protéases entrainant la fragmentation des protéines et la conversion de la xanthine
déshydrogénase en xanthine oxydase ;

eLes phospholipases hydrolysant les phospholipides et initiant 1’agrégation plaquettaire.

V.1.4. Diabete

L’hyperglycémie conduisant a un état de SO, peut étre impliquée dans de nombreuses
complications du diabéte (néphropathie, rétinopathie et neuropathie) (Baynes et Thorpe, 1999 ;
Rosen et al.,2001), en particulier par la production d’AGE et 1’oxydation des macromolécules.

Plusieurs mécanismes peuvent étre impliqués dans la genése d’un SO dans des conditions
d’hyperglycémie chronique : auto-oxydation du glucose, surproduction des radicaux superoxydes
(02") par la CRM et par activation de la NADPH oxydase vasculaire, et formation des AGE. La
surproduction de ces radicaux superoxydes est accrue en présence de fortes concentrations de
glucose (Nishikawa et al.,2000).
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En outre, les cellules vasculaires telles que les cellules endothéliales ou les cellules
musculaires lisses sont capables de produire des ERO via I’activation des NADPH oxydases
(Jones,2002). De fortes concentrations de glucose stimulent la production d’ERO en activant la
NADPH oxydase par une voie dépendante de la protéine kinase C (Inoguchi et al.,2000).

A Tinverse, un déficit intracellulaire en NADPH a pour conséquence une faible
régénération du GSH a partir du GSSG. La diminution du rapport (NAD* /NADH) conduit par
ailleurs a une chute de I’activité glycolytique (figure 11) (Packer et al.,2001).

Aldose Sorbitol
réductase deshydrogénase
1 glucose m 1 sorbitol m 1 fructose
| NADPH * NADP" | NAD" 1 NADH + H*
+H”
Glutathion
réductase

Figure 11 : Voie des polyols et stress oxydant (Packer et al.,2001).

Chez les diabétiques, les proteines carbonylees sont augmentées (Telci et al., 2000 et
Cakatay et al.,2000), ainsi que le taux de la 8-OH-DG (Dandona,1996). Néanmoins, le systeme
anti-oxydant représenté par la SOD-Cu/Zn, la SOD-Mn, la CAT, la GPx, la GSH et la Vit E est
diminué (Jain et Vie,1994 ; Bonnefont-Rousselot, 2003a).

IV. Insuffisance rénale (IRA)

L’IRA désigne un syndrome caractérisé¢ par une diminution rapide (en heure ou en jour)
des capacités du rein & éliminer les déchets et a maintenir 1’homéostasie acido-basique et
électrolytique. Cette perte des capacités d’épuration rénale se manifeste par I’accumulation des
produits finaux du catabolisme azoté (urée et créatinine) avec une accumulation d’acides non
volatils (Bagshaws et Bellomo,2007).

Sur un plan microscopique, le SO de I’ischémie/reperfusion entraine la formation des ERO

notamment 1’oxyde nitrique, ce qui aboutit a la syntheése d’un métabolite cytotoxique principal le

j
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peroxynitrite. Cette molécule induit une cascade de peroxydation des lipides avec une
augmentation de la perméabilité des membranes plasmatiques, lysosomales, mitochondriales et
des 1ésions de I’ADN (Noiri et al., 2001). Ces peroxynitrites (ONOO-) via un phénomene de SO,

jouent un rdle central dans I’apparition d’une IRA (figure 12).

ERO (ONOO")
v v v v v

1 perméabilité Accumulation des s Lésions des
membranaire, monocytes, | disponibilité rLiErE(EEES?:?Jllgt;?E cellules de
Dénaturation des macrophages duNO rénale I'&pithélium

protéines et polynucléaires tubulaire

L . Dysfonction Fuite Nécrose

Protéinune Inflammation endotheliale d’électrolytes tubulaire

IRA

Figure 12 : L’interaction du stress oxydant avec Uinsuffisance rénale (Zahmatkesh et al.,
2006)

1V. 3. Vieillissement

Le vieillissement est I’ensemble des processus physiologiques et psychologiques qui
modifient apres la phase de maturité, la structure et les fonctions de 1’organisme d’un étre vivant
sous I’action du temps. Les ERO induisent des dommages oxydatifs moléculaires responsables du
vieillissement (De Jaeger, 2011).

L’accumulation de produits d’oxydation des biomolécules au niveau plasmatique et au
niveau cellulaire est responsable de dégats organiques. Les RL attaguent les membranes
cellulaires, ce qui produit un déchet métabolique appelé lipofuschine, qui par accumulation dans
I’organisme apparait sur la peau en formant des « taches de vieillesse ». Différents travaux chez
des sujets agés, ont montré une augmentation de 1’oxydation des lipides (Spiteller, 2001) et des
protéines (Stadtman, 2001) avec une baisse significative des activités de la Cat et de la GPx
(Guemouri et al.,1991) et les concentrations plasmatiques en GSH (Kharb et al., 2000). En outre,
des dommages oxydatifs de I’ADN évalués par la mesure du 8-OH-DG au niveau urinaire sont

significativement élevés en cas du vieillissement (Mendoza et al.,2001 ; Tsurudome et al.,2001).
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IV.4. Cancer

Le cancer est une maladie multifactorielle causée par des facteurs internes comme (les
mutations héréditaires, les hormones et les conditions immunitaires) et des facteurs
environnementaux tels que (le tabac, I'alimentation, les rayonnements et les agents infectieux). Ces
facteurs modulent les proto-oncogenes, les géenes suppresseurs de tumeurs et les génes de
réparation de I'ADN a travers des intermédiaires cellulaires (dont les plus important sont les ERO
(Sadikovic, 2008 ; Storz et al.,2013).

Les ERO générés de fagcon exogene ou endogéne, vont contrecarrer les mécanismes de
défenses antioxydantes des cellules normales et induisent des lésions de I'ADN. En effet,
I'accumulation des dommages d’ADN entraine une mutagenése et par consequent une prolifération
cellulaire combinée a une déficience de la voie apoptotique. A I’inverse, les cellules tumorales ont
des mécanismes antioxydants de régulation notamment, le glutathion, la SOD, la CAT la GPx, etc.
qui les protégent comme rapporté en cas de radiorésistance (Visconti et Grieco,2009 ; Kryston et
al.,2011).

Les ROS agissent comme messagers secondaires en modifiant la régulation redox du
glutathion (GSH), il en résulte une activation de la thiorédoxine (TRX) qui active le facteur de
transcription NF-KB (Palmer et Paulson,1997).

Dans les conditions normales, ce facteur de transcription est inactif dans le cytoplasme,
mais une fois activé, le NF —-KB migre dans le noyau et participe a la synthese de hombreux
médiateurs, tels que les protéines d’adhésion impliquées dans le processus du développement du
cancer. De plus, les ROS peuvent spécifiquement activer certaines voies de signalisation y compris
les kinases et les facteurs de transcription qui sont impliqués dans la migration et I’invasion des

cellules cancéreuses (Storz, 2013).

IVV.5. Maladie de Parkinson (MP)

Le SO est potentiellement impliqué dans la dégénéerescence des neurones dopaminergiques
de la substance noire (SN) (Desport, 2002). Ces neurones sont exposés a de grandes quantités de
RL, dont une partie provient du catabolisme de la dopamine selon deux voies principales : a) une
dégradation non enzymatique, dite auto-oxydation et b) une dégradation par oxydation. La
dégradation par auto-oxydation produit des semi-quinones qui par polymérisation de la
neuromélanine génere des RL. Suite a sa forte affinité pour le fer, la neuromélanine posséde des

propriétés oxydo-réductrices (Ben-Shachar et Youdim, 1990), qui transforment 1’oxygéne en




SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

peroxyde d’hydrogéne (H202) et une capacité d’amplifier la dismutation de I’anion superoxyde

(02™) en peroxyde d’hydrogéne (H202) (Swartz et al.,1992).

La dégradation par oxydation, utilise la mono-amine oxydase (MAO) et produit également
du peroxyde d’hydrogene (H202). Une autre source de RL est constituée par la CRM des neurones

dopaminergiques (Spina et Cohen, 1989).

Enfin, le SN est une des régions cérébrales les plus riches en fer, qui favorise la formation
de RL a partir du H202 par la réaction de Fenton. Il est possible qu’un dysfonctionnement d’un de
ces systemes producteurs de RL puisse conduire a un SO qui favorise la destruction des neurones

dopaminergiques au cours de la Maladie de Parkinson (Sofic et al., 1991).

IV.6. Maladie d’Alzheimer (MA)

Il s’agit d’une maladie neurodégénérative du tissu cérébral qui entraine la perte progressive
etirréversible des fonctions mentales et de la mémoire. Le cerveau est riche en métaux de transition
et AGPI potentiellement peroxydables. Sa faible concentration en enzymes anti-oxydantes en
comparaison a d’autres tissus, le rend exposé au SO. La péroxydation lipidique semble jouer un
role clé dans les déplétions de la membrane phospholipidique neuronale constatées dans la MA et
est responsable de modifications de sa fluidité avec une inactivation des récepteurs ou d’enzymes
membranaires (Lovell et Markesbery, 2007a).

Les bases nucléiques sont susceptibles d’étre oxydées, ce qui serait a I’origine de mutations
génétiques ou de défauts de transcription. L’altération de I’ADN contribue au dysfonctionnement
et a la mort cellulaire (Lovell et Markesbery, 2007b). Les anomalies de morphologie et de
fonction des mitochondries sont bien documentées dans la MA (Sultana et Butterfield,2009 ;
Swerdlow et al.,2010). La présence de mitochondries défectueuses et ’augmentation de RL qui
s’ensuit ont été mises en cause dans le déclenchement de la mort programmeée des cellules (Eckert
et al., 2003).

Les métaux (aluminium, Cuivre, fer et Zinc) jouent un réle de catalyseur essentiel dans la
formation de RL (Christen, 2000 ; Huang et al.,2009). Ainsi, le fer, dont la concentration est

élevée dans le cerveau des sujets atteints de MA, contribue a travers la réaction de Fenton a la

formation du radical hydroxyle (OH") (Smith et al., 2012).

IV.7. Obésité
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Au cours de I’obésité, I’accumulation excessive des lipides stimule le développement du
tissu adipeux en activant la prolifération des pré-adipocytes, leur différenciation en adipocytes et
en augmentant la taille des adipocytes (Mohinder et Naveen, 2014). Or, il a été montré que le
peroxyde d’hydrogéne favorise la différenciation des pré-adipocyte en adipocyte, en régulant
positivement des activateurs transcriptionnels tels que le Enhancer Binding Protein-p» (C/EBP-
B) et le «Peroximal Proliferator Activated Receptor -y» (PPAR-y), intervenant dans le
programme de différenciation adipocytaire (Jialal et Devaraj, 1996). En outre, les ERO jouent
un role dans le contrdle du poids, en agissant au niveau de 1’hypothalamus, zone ou sont
localisés de nombreux neurones permettant le contrdle de la satiété ou de la faim (Alfadda et
Sallam.,2012).

En effet, I’étude de De MArchi et al., (2013) précise I’existence d’une relation entre
’obésité et le stress oxydant basée sur le rdle clé de la protéine kinase C (PKC) et de la protéine
Shc (p66Sch Shc « Srchomology 2/a. collagen-related », toutes deux sensibles au stress oxydant et
impliquées dans les maladies cardiovasculaires et 1’obésité (Pincemail et al.,2000 ; Liu et al.,
2001).

Dans le méme contexte, les études de Townsend et al., (2003) et Franco et al., (2013)
menée sur des rats rendus obéses, ont rapporté une preuve supplémentaire de la relation entre
I’obésité et le stress oxydant, suite a une augmentation des TBARS et une diminution des activités
de la SOD et de la GPx au niveau du plasma et du foie.

D’autre part, le stress oxydant augmente avec le degré d'obésité. En effet, I’élévation des
TBARS et de la 8-epi-prostaglandine F2-alpha au niveau plasmatique, est corrélée avec I'indice de

masse corporelle et le tour de hanche (Olusi, 2002 ; Keany et al.,2003).

Chez I’Homme, 1’association de 1’obésité a un état de stress oxydant, a €té montrée par
(Jones,2002 ; Keaney et al.,2003) chez environ 3000 sujets obeses issus de la cohorte
Framingham, grace au suivi de la concentration des isoprostanes urinaires, qui constituent un des
marqueurs les plus pertinents du stress oxydant (Fang, 2002).

Il a été démontré que les concentrations en antioxydants tels que les vit (C, E, et les
caroténoides) et des minéraux (zinc, sélénium et magnésium) sont plus faibles chez les personnes
obéses comparativement aux non-obéses, tant chez les enfants que chez les adultes (Goldstein et
al.,1980 ; Brown et Goldstein,1983). En conclusion, le stress oxydant est donc a la fois induit par

1I’obésité, mais favorise aussi I’accumulation des graisses, ce qui crée un cercle vicieux.
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1V.8. Fertilité masculine

Selon ’OMS, le facteur de la moitié des cas d’infertilité est masculin. Cette maladie touche
environ un homme sur 20 et des altérations quantitatives et/ou qualitatives des spermatozoides
sont présentes.

Une des principales causes de I’infertilit¢ masculine est le stress oxydatif, environ 30 a
40 % des hommes infertiles présentent des niveaux élevés de ROS dans le liquide séminal (Ben
ali,2012) avec un ADN fragmenté (Tuo et al.,1991). D’autre part, 1’augmentation des ROS
perturbe I'intégrité de I'ADN des spermatozoides et réduit leur mobilité, mais limite également,
le potentiel de fertilisation de ces cellules (Lopes et al.,1998 ; Aitken et al.,2010).

La présence d'acides gras polyinsaturés dans les membranes des spermatozoides et la
grande affinité des (ROS), déclenchent une peroxydation lipidique, dont lI'un des produits
intermédiaires est le Malonyl-dialdehyde (MDA). Celui-ci se fixe sur les bases de I'ADN induisant
des anomalies structurales et une réduction de la capacité de conjugaison spermatozoides-
ovocytes, ce qui réduit le taux de la fécondation (Haiba,2014).

Le principal mécanisme des ROS dans les spermatozoides est la réaction redox NAD+
dépendante au niveau mitochondrial. En effet, les spermatozoides sont riches en mitochondries

suite a leur besoin important d’énergie nécessaire a leur mobilité. La plus fréquente des ROS dans
les spermatozoides est ’anion superoxyde (O2™) qui se dimérise pour donner le peroxyde
d’hydrogéne (H202). En présence de métaux comme le fer ou le cuivre, le H202 et I’anion
superoxyde (O2™) subissent une réaction qui produit une substance extrémement toxique, 1’ion

hydroxyde (OH"), qui est un puissant initiateur de la cascade d’oxydation lipidique protéiques et
de I’ADN (Ben ali, 2012).

VI. MAINTIEN DE LA BALANCE ANTIOXYDANT/PRO-OXYDANT
VI1.1. Systeme antioxydant enzymatique endogéne
VI1.1.1. Superoxyde dismutase (SOD)

La SOD est une métalloprotéine antioxydante primaire, elle catalyse la dismutation de 1’anion

superoxyde (O2") en peroxyde d’hydrogéne (H20:) selon la réaction suivante (Mandelker, 2008).
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La SOD existe sous trois isoformes qui se différencient par leurs localisations cellulaires, la
nature de leur site actif, leur composition en acides aminés et leurs cofacteurs métalliques. Ainsi,
la SOD a cuivre et a zinc (Cu, Zn-SOD), intracellulaire située dans le cytoplasme et 1’espace
intermembranaire des mitochondries ; elle remplit une action antioxydante importante dans
I’espace intermembranaire mitochondrial ou il y a une accumulation importante de protons. En
effet, les anions superoxyde (O2") entrants dans cet espace seront immeédiatement dismutés par la

Cu, Zn-SOD afin d’éviter la formation des radicaux plus réactifs notamment 1’hydro-pyroxyle
(HO2). Cette action antioxydante évite 1’oxydation des acides gras polyinsaturés, et par

conséquent protége des réactions en chaine dans cette partie cellulaire riche en lipides insaturés
(Rahman, 2013).

Une autre (Cu,Zn-SOD) extracellulaire principalement dans la matrice extracellulaire des
tissus et a un degré moindre dans les liquides extracellulaires des tissus (plasma, lymphe) ; elle
joue un réle important dans la protection des surfaces cellulaires et des protéines de la matrice
extracellulaire contre 1’action des anions superoxyde (O2™). Une SOD a manganése (Mn-SOD)
qui est située a la fois dans la matrice et au niveau de la membrane interne de la mitochondrie
(Zelko et al.,2002).

La distribution de ces différents isoformes varie selon le tissu. Dans le muscle, environ 65% a
85% de Pactivité de la SOD se trouvent dans le cytosol et le reste dans les mitochondries. Les plus
hauts niveaux de la superoxyde dismutase se trouvent dans le foie, la glande surrénale, les reins et
la rate (Scheibmeir et al.,2005).

V1.1.2. Glutathion peroxydase (GPx)

La gluthathion peroxydase est une enzyme dépendante du sélénium qui a une forte affinité
pour le peroxyde d’hydrogene ; elle permet donc 1’¢limination du peroxyde d’hydrogene, méme

présent a faible concentration, selon la réaction suivante :

Le glutathion agit comme un co-substrat de la glutathion peroxydase. Cette réaction met en jeu
deux molécules anti-oxydantes non enzymatiques, le glutathion réduit (GSH) comme donneur de
proton pour former le glutathion disulfure (GSSG) selon les réactions suivantes (Akbas et
al.,2005) :



https://biologiedelapeau.fr/spip.php?mot97
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lutathion

H,O, + 2 GSH == 2 H,O + GSSG

Le maintien de ’activité de la GPx nécessite la régénération du glutathion (GSH) assurée par le
glutathion réductase selon la réaction :

I hi
2 GSSG +2 NADPH + HY =g 2 GSH + NADP*

Cette enzyme est majoritairement localisée dans le cytoplasme et une faible partie dans la
mitochondrie. Par ailleurs, le peroxyde d’hydrogene (H202) produit au niveau des mitochondries
et du cytoplasme est beaucoup plus eliminé par la GPx que la catalase (Halliwell et Gutteridge,
1986 ;1988).

V1.1.3. Catalase (Cat)

C’est une enzyme héminique composee de quatre chaines polypeptidiques. Son site catalytique
permet I’¢élimination du peroxyde d’hydrogeéne, présent a haute concentration, selon la réaction

globale suivante :

2H202 Cat » 2H20 + Oy

Quatre molécules de NADPH, liées a la catalase, conferent a cette enzyme une protection
contre I’attaque de H202. Contrairement a la GPx, I’affinité de la catalase pour ’H202 est élevée
uniquement quand les teneurs en peroxydes d’hydrogéne sont accrues (Buldak et al., 2014). Son
activité est particulierement abondante dans les globules rouges, le foie, les reins et les poumons.
La catalase joue un réle important dans la détoxication des peroxysomes contre 1’H202 (Powerrs
et Jackson, 2008).

Cette enzyme est localisée principalement dans les peroxysomes, les mitochondries et
faiblement dans le cytosol (Deaton et marlin, 2003).

VI1.1.4. Glutathion réductase (GR)

Cette enzyme appartient a la famille des flavoprotéines b disulfures oxydo-réductases. Son
role est la régénération du GSH a partir de GSSG grace au NADPH qui est utilisé comme donneur
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d’électron. La GR est chargée de réduire le disulfure de glutathion suivant la réaction ci-apres

(Srinivason et al., 2012).

2GSSG + NADPH + H* GR » 2GSH + NADP*

En effet, la concentration cellulaire en glutathion étant limitée, il est nécessaire de la régénérer
constamment pour que la GPx maintienne sa fonction. La (figure 13) résume I’action antioxydante

du systeme enzymatique endogene (Powerrs et Jackson, 2008).
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Figure 13 : Systéme antioxydant enzymatique endogene (Srinivason et al., 2012).

V1.2. Systeme antioxydant non enzymatique endogéne
VI1.2.1. Glutathion

Le GSH est le majeur thiol disulfure représentant la solution tampon du redox de la cellule.
Il est synthétisé a partir du L-glutamate, L-cystéine et la glycine. Le foie est la principale source
de la synthése du glutathion, il est abondant dans le cytosol, le noyau et la mitochondrie
(Rahman,2007). Le groupement actif de glutathion est le sulfhydrile (-SH) de la cystéine (Deaton
et Martin, 2003).

En effet, lors de I’oxydation du glutathion, deux molécules de GSH se lient en formant un pont
disulfure (S-S) par I’oxydation du groupement SH de chaque cystéine, il en résulte la formation

de GSSG. Les principaux roles de protection du glutathion sont comme suit (Rahman, 2007) :
e |l agit comme cofacteur de plusieurs enzymes de détoxification,

e |l participe dans le transport des AA a travers la membrane plasmique,
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e Il picge les réactions hydroxyles et I’oxygéne singulet (102+) directement et régénere les vit

(C et E) en leurs formes actives.

V1 .2.2. Vitamines

a/-Vitamine A

La vit A est un nom générique pour les rétinoides (rétinol et Ac rétinoique) et la provitamine
A ou caroténoides notamment, la 3-caroténe, la lutéine et le lycopéne. La -caroténe est le principal
précurseur de la vit A (Rao et Rao,2007), elle est douée de plusieurs capacités, elle capte 1’02
singulet sous faible pression d’Oz et avec les autres caroténoides, elle protége les structures

cellulaires contre I’agression oxydante en s’opposant a la génotoxicité de nombreux agents (Valko
et al.,2006).

b/-Vit C

Elle n’est pas synthétisée par l’organisme, elle est hydrosoluble a la concentration
physiologique. Une vaste gamme de ROS tels que les ions hydroxyles, les radicaux pyroxyles, les
anions superoxydes et les acides hypochloreux, les espéces réactives de nitrogene (peroxynitrites)
et les radicaux dérivés des antioxydants notamment, les (radicaux a- tocophéroxyl et I’urate) sont

éliminés par la vit C (Rahman, 2007).

De plus, elle empéche 1’oxydation des LDL produites par divers systemes générateurs
d’espéces  réactives d’0O2  (neutrophiles  activés, cellules endothéliales activées
myéloperoxydases...). Lors de I’oxydation de la vit C en acide déhydro-ascorbique, elle perd une
forme radicalaire intermédiaire (radical ascorbyl) qui joue un réle essentiel dans la régénération

de la vit E oxydée (Powers et Jackson,2008).
c/- VitE

La forme naturelle de la vit E inclue 4 tocophérols isomeres (a, B, y et 8) (figure 14) et la forme
a est la plus active (Carr et al.,2000). Etant liposoluble, elle se fixe aux membranes cellulaires et

les lipoprotéines circulantes (Fusco, 2007) ce qui stoppe la propagation des réactions de

peroxydation lipidique en captant un radical lipidique pyroxyle (LOO*). La vit E devient alors a

son tour un radical (tocophéroxyl) moins réactif que le radical pyroxyle (LOO*-) qui pourra étre

pris en charge par une molécule antioxydante (Khalil, 2002 ; Deaton et Marlin, 2003).
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Figure 14 : Structure chimique de la Vitamine E. (Les doubles liaisons indiquées en rouge

ne sont pas présentes dans les tocophérols) (Hoppe et Krennrich, 2000).

V1 .2. 3. Oligoéléments

11.2.3.1. Sélénium (Se)

Le Sélénium est un micronutriment primordial dans le maintien des défenses antioxydantes
(Burk, 2002). Son role clé est dans la protection des cellules et de leurs constituants contre
I’attaque radicalaire. Cette fonction est due a sa présence dans le site actif de la glutathion
peroxydase séléno-dépendante. Son activité anti-radicalaire est complétée par ses propriétés

immuno-modulatrices (L’huillier,2007).

Le sélénium permet de maintenir un pool intra lymphocytaire de GSH, ce qui protége la
membrane des groupements thiols (Hawkes et al.,2002). Ce r6le protecteur est compléte par
d’autres fonctions essentielles telles que son role de détoxification des métaux lourds notamment,
le mercure, le plomb et le cadmium ainsi que son effet activateur dans la métabolisation des

xénobiotiques (Delattre et al.,2005).
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VI .2.3.2. Zinc (Zn*?)

Il joue un réle antioxydant indirect en assurant la stabilisation de la SOD-Cu/Zn. Le zinc

possede d’autres propriétés antioxydantes (Powell, 2000):

e |l inhibe la production des ERO, car il entre en compétition avec le fer et le cuivre pour
diminuer leur absorption intestinale et d’autres part, en réduisant la chélation de ces
derniers par la cysteine ;

o |l protege les groupements thiols (SH) des protéines contre 1’oxydation induite par le fer
en empéchant la formation des ponts disulfures intramoléculaire ;

e Il inhibe la peroxydation lipidique provoquée par un mélange FeSOa4/Ac. Ascorbique au
niveau des liposomes et des micelles lipidiques ;

e |l joue un rdle important au niveau membranaire en ayant un effet stabilisateur. Les
concentrations les plus élevées se trouvent dans la prostate, la rétine, le muscle, 1’0s, le foie

et le rein (Stehbens, 2003).

VI .2.3.4. Cuivre (Cu*?

Le cuivre est un cofacteur essentiel de la SOD étant donné sa facilité a passer de 1’état
réduit a 1’état oxydé (Strayer, 2006). Les activités de la SOD-Cu/Zn et la céruléoplasmine sont
sensibles au déficit en cuivre ; une carence diminue 1’activité de certains enzymes ne contenant
pas le cuivre comme la Cat et la GPx et modifie d’autres piégeurs des ERO comme la
métallothionéine (protéine contenant le cuivre et le zinc) et le thiol non protéique de glutathion
(Janet et al.,2005).

Cependant, plusieurs études ont montré une augmentation du taux sérique en cuivre au
cours du processus du vieillissement, ce qui explique que, cet élément joue a la fois le réle de

protecteur ou d’activateur d’une peroxydation lipidique (Del Corso et al.,2008).
V1 .2.3.5. Ubiquinone (Q1o)

Le coenzyme Qio ubiquinone est un transporteur d’électron présent dans la chaine
oxydative mitochondriale, les membranes cellulaires, le plasma et les lipoprotéines ; il est capable
de donner des électrons et permet a ce titre une protection des membranes contre la lipo-
peroxydation (Powers et Jackson, 2008). Il assure ainsi un recyclage de la vit E par réduction de
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la forme oxydée, ce qui amplifie son réle protecteur contre la formation et la propagation des

radicaux pyroxyles (Ernster et Forsmark-Andree, 1993).

V.2.3.6. Bilirubine

C’est le produit de dégradation de I’héme (hémoglobine). Ses propriétés antioxydantes sont
liées a sa capacité de lutter contre les radicaux peroxyles (ROO-) et le peroxyde d’hydrogéne

202) (Powers et Jackson, et de piéger I’oxygene singulet (*O2) protégeant de ce fait
(H202) (P Jackson, 2008) et de piéger ’oxygéne singulet (102) proté de ce fai

I’albumine et les acides gras liés a I’albumine, des attaques radicalaires (Neuzil et Stocker, 1993).

La bilirubine est transformée en biliverdine oxydée, qui sera recyclée grace a la biliverdine
réductase aux dépends d’une molécule de NADPH (Liu, 2006).

V.2.3.7. Ac. lipoique

C’est un cofacteur d’un complexe enzymatique du cycle de Krebs « complexe

cétoglutarate-déshydrogénase ». Il piége certains ERO telles que 1’oxygéne singulet (*O2), le
radical (HO") et I’acide hypochloreux (HCLO) ; il chélate certains métaux de transition et participe
au recyclage d’autres antioxydants notamment la vit C et vit E. L’acide lipoique augmente la

concentration en glutathion en favorisant sa régénération a partir du GSSG (Packer et al.,1995).

V.2.3.8. Acide urique

C’est un produit final du métabolisme des purines. C’est le meilleur antioxydant du plasma
in vivo, ou il peut contribuer de 35 a 60% de la capacité antioxydante totale (Warning et al.,2003 ;
Bailey et al., 2007). Il agit comme un donneur d’électron capable de stabiliser les radicaux

hydroxyles, pyroxyles et I’oxygéne singulet (Powers et Jackson, 2008).

L’acide urique peut étre oxydé en différents produits dont le prédominant est I’allantoine,

puis il est régénéreé par la vit C (Hellsten et al.,2001).
V.2.3.8. Mélanine
Les mélanines sont des pigments formés par oxydation et polymérisation de la tyrosine par

la tyrosine hydroxylase. Les mélanines noires et marron présentés sur la peau protegent des

rayonnements ultraviolets. Elles se comportent comme des radicaux libres en particulier, I’anion
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peroxyde (O2*") qui est produit lors d’élimination de la mélanine et du radical peroxyde (ROz2"")

(Korytowski et al.,1986).

V.2.3.9. Mélatonine

C’est une hormone produite par méthylation de la sérotonine au niveau de la glande
pinéale. Elle régule le rythme circadien, sa concentration est basse le jour et s’accroit la nuit. La
mélatonine est capable de piéger plusieurs espéces radicalaires, mais sa capacité a rompre les

chaines de peroxydation lipidique est limitée (Wakatsuki et al.,2000 ; Delattre et al., 2005).

V.2.3.10. Polyphénols

Ils regroupent une grande variété de composés comprenant les flavonoides, les anthocyanes
et les tannins. Ce sont des molécules chimiques produites par les plantes (Galleano et al.,2010).
Ils sont capables de piéger des radicaux libres, d’inhiber la peroxydation lipidique en réduisant les
radicaux hydroxyles, les superoxydes, les pyroxyles et le taux de bases oxydées d’ADN (8 OH-
désoxy-guanine). lls sont aussi capables de piéger les ions métalliques, car ils ont des propriétés
chélatrices (Delattre et al.,2005).

Par ailleurs, la famille la plus abondante des polyphénols est les flavonoides, dont 1’effet
protecteur est lié a leur capacité d’activer des enzymes antioxydantes, réduire les radicaux de I’a-
tocophérol, inhiber les oxydases (Heim et al.,2002), catalyser le transport des €électrons et piéger
les radicaux libres tels que les anions superoxydes (Lemanska et al.,2001).

V.2.3.11. Hormones sexuelles (cestrogéne)

Les hormones sexuelles femelles (cestradiol, cestrone et oestriol) inhibent la peroxydation
lipidique des LDL ; cet effet est li¢ a la présence d’un hydroxyle phénolique dans leur structure,
particularité identique a la vit E.

En effet, certaines études ont montré que les LDL isolées des femmes ménopausées traitees
par du 17B-cestradiol étaient plus résistantes a la peroxydation induite par le cuivre in vitro que les

LDL des femmes non traités (Sack et al., 1994).

VI. VitE

V1.1. Définition et structure
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Le terme générique vit E regroupe deux grands groupes de moléecules : les tocophérols et
les tocotrienols, comprenant chacun différentes formes moléculaires (a, B, v et ) dépendant du
nombre et de la position des groupements methyles sur le cycle aromatique. Ainsi, la famille des
tocophérols présente une chaine latérale saturée tandis que celle des tocotrienols posséde une

chaine latérale avec trois instaurations (Jensen Lauridsen,2007 ; Aggarwal et al.,2010).

Parmi les quatre tocophérols, 1’a-tocophérol est la forme la plus présente dans I’organisme.
C’est ’antioxydant majeur qui protege les membranes lipidiques en neutralisant les radicaux alkyl

(R), alkoxyle (RO") et pyroxyles (RO2).

VI1.2. Principales sources de vit E et besoin physiologique

Les apports nutritionnels conseillés en vit E sont variables en fonction de I’age et de I’état
physiologique (Tableau 1V) (Martin,2001). Ainsi, les besoins en vit E pour les adultes sont

estimés a 12mg/jour alors que chez les enfants, ils sont compris entre 6 et 11mg/jour.

Tableau 111 : Apports Nutritionnels en Vit E conseillés (Martin, 2001).

Catégorie de la population Vitamine E mg /jour

Nourrissons 4

Enfants de 1 a 3 ans 6
Enfants de 6 a 9 ans 7,5
Enfantsde 7 a9 ans 9
Enfants de 10 &4 12 ans 11
Adolescents (es) (13 a 19 ans) 12
Adultes de sexe masculin ou féminin 12
Femmes enceintes 12
Femme allaitantes 12

Personnes agées 20a 50
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Par ailleurs, ’EFSA, (European Food Safety Authority) a proposé un apport satisfaisant de
13 mg/j pour les hommes et 12 mg/j pour les femmes sur la base de 1’apport moyen constaté dans

un ensemble d’enquétes nationales de consommation (ANSES,2016).

Des éetudes chez I’homme ont montré qu’une supplémentation orale par la vit E augmente
la résistance des LDL a I’oxydation (Jialal et Grundy,1993). Divers travaux ont également

suggéré que ’apport en vit E augmente la concentration en HDL-Cs (Hercberg et al., 1996).

V1.3. Réle biologique de la vit E

La vit E protege in vivo les structures moléculaires sensibles a 1’oxydation notamment, les
doubles liaisons des AGPI et les structures condensées riches en lipides comme les membranes
cellulaires, et les lipoprotéines (Leger,1992). De méme, elle empéche 1’oxydation des bases
nucléiques des brins d’ADN et des protéines (Duthie et al.,1996).

L’a-tocophérol est capable de piéger les radicaux Oz~ et HO', et de stabiliser 1’0xygéne

singulet (102). Mais, son principal réle biologique est de réagir avec les radicaux ROO “pour
former un radical tocophéryle, qui peut se coupler avec un autre radical comme alkyl pyroxyle et
conduit a la formation de peroxydes qui seront éliminés. Elle joue un réle protecteur en empéchant
la propagation de la peroxydation lipidique induite par un stress oxydant. La vit E oxydée pourra
étre reconvertie principalement par la vitamine C, mais également par d’autres COMp0osSés comme
le glutathion (GSH), la vitamine A et I’ubiquinone (Delattre et al.,2005).

Des études expérimentales animales ont montré les effets bénéfiques d’une
supplémentation en vit E notamment, la modulation de la réponse immunitaire, la diminution de
la peroxydation lipidique, la réduction de la mortalité chez les souris brilées et infectées (Kuroiwa
et al.,1991 ; Lennon et al.,1993), une baisse d’accumulation intra- pulmonaire d’ERO, avec

augmentation de la synthése hépatique de protéines en réponse aux endotoxines (Grimble,1993).

V1.4. Interactions entre la vitamine E et certains antioxydants

Aucun facteur vitaminique ne peut €tre considéré isolément. En effet, ’activité¢ de la
plupart des vitamines dépend souvent d’un ou plusieurs autres nutriments (vitamines, minéraux et
oligoéléments). Les interactions vitaminiques peuvent s’exercer au niveau de 1’absorption
intestinale, du métabolisme et des mécanismes d’action des vitamines. Les interactions
vitaminiques se traduisent soit par des effets synergiques, ou par des effets antagonistes. Dans le

premier cas, |’interaction des deux vitamines résulte en I’addition de I’effet de chacune des deux
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vitamines tandis que dans le deuxiéme cas, I’interaction résulte en un effet supérieur a la somme

des effets produits par chaque vitamine. Dans le troisieme cas, la somme des effets est inférieure

a I’effet propre de chaque vitamine (Guilland, 2011).

V1.4.1. Interactions entre les vitamines E et C

Le stress oxydatif induit des dommages irréversibles dans les molécules telles que les
lipides, les protéines et I’ADN. La régénération du radical tocophéroxyle par la vitC est bien

démontrée in vitro. Le mécanisme de cette synergie est basé sur la réduction des radicaux
tocophéroxyles (a-TO*) par I’acide ascorbique pour régénérer I’a-tocophérol. La vitamine E serait

régénérée a I’interface du cytosol (phase aqueuse/membrane cellulaire) et 1’interaction
ascorbate/radical tocophéroxyle serait facilitée par le positionnement du noyau chromanoxyle a
proximité de la surface de la membrane (figurel3). Dans ce modéle, la queue phytyle du
tocophérol est bien ancrée dans la double couche lipidique et le noyau chromanol « flotte » au
contact de I’interface (phase aqueuse/phase lipidique), afin de rendre accessible la fonction
hydroxyle oxydée en position 6 du noyau chromanol a 1’ascorbate (Niki et al.,1982).

Cette réaction fait partie du systéme de protection anti-radicalaire des membranes
biologiques (Jacques et al.,1995). En fait, la régénération de la vit E ne dépend pas que de
I’ascorbate, le radical tocophéroxyle pourrait aussi arracher un électron a 1’'ubiquinol (coenzyme
Q10) membranaire. De méme, ’acide lipoique, le glutathion et la B-carotene semblent interagir
entre eux et avec la vit E, afin de maintenir la constance de 1’état redox cellulaire. Un schéma

hypothétique représenté par la (figure 15) résume ces interactions (Bertinato et al., 2007).
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déhydroascorbate
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Figure 15 : Représentation de la régénération de la vitamine E a partir de sa forme radicalaire

et synergies probables entre différents couples oxydo-réducteurs (Guilland, 2011).

V1.4.2. Interactions entre les vitamines E et A

Les mécanismes par lesquels la vitamine E épargne la vitamine A incluent une protection
de la vitamine A de I’oxydation dans la lumiére intestinale, une augmentation de I’absorption
intestinale de la vitamine A et une élévation du stockage de cette vitamine.

Il existe une relation importante entre le niveau des réserves de vitamine A et la teneur du
régime en vitamine E, cela a été établie par plusieurs auteurs (Sklan et Donoghue, 1982 ; Abawi
et Sullivan,1989).

Les résultats des études qui ont investigué les effets de I’administration de la vit A a

25 000 Ul/j associée au -caroténe & 30 mg/j pendant six ans, a révélé une augmentation
significative de la concentration sérique de 1’a-Tocophérol. Des travaux antérieurs ont montré
qu’un apport normal de vitamine E stimule la conversion du B-Carotene en vitamine A, alors que
des doses élevées de vitamine E réduisent significativement la quantité de vitamine A formée et
stockée dans le foie. Cet effet est observé méme lorsque la B-caroténe est administrée par voie

intraveineuse avec 1’a-tocophérol (Goodman et al.,1994).

V1.4.3. Interactions entre les vitamines E et K

Bien que I’existence d’interactions entre les vitamines E et K soit connue depuis plus de

50 ans, les mécanismes impliqués ne sont pas encore élucidés.
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La vit E pourrait avoir un effet anticoagulant en modulant le métabolisme de la vitamine
K. L’étude de Glynn et al., (2007) a montré que la consommation de suppléments de vitamine E
diminue le risque de thrombose veineuse de 21 %. La vitamine K intervient a la phase post-
transcriptionnelle de la synthése de plusieurs protéines de la coagulation, dont le facteur 1X, par
une réaction de carboxylation qui transforme des précurseurs inactifs en protéines fonctionnelles.
La vitamine E bloque cette réaction de carboxylation de la prothrombine, il est donc probable que
la vitamine E a un effet antithrombotique grace a son pouvoir d’inhibition de I’agrégation

plaquettaire (Tovar et al.,2006).

VII. Lutte contre le stress oxydant

Ayant besoin d’une certaine quantité d’especes réactives de 1’oxygene, 1’organisme ne
cherche pas a les détruire, mais a controler leurs niveaux pour éviter le stress oxydant. Ceci

explique la régulation tres fine des génomes antioxydants et de ses mécanismes d’adaptation.

La prévention du stress oxydant a 1’aide d’antioxydants a démontré sa faisabilité et son
efficacité a des doses modérées pour prévenir 1’incidence des cancers et la mortalité dans de
grandes études épidémiologiques, comme I’étude du Linxian, 1’étude de Clark, I’étude Qixia, ou

I’étude SU.VI.MAX en France, appliquées a des sujets sains (Dal et al.,2014).

En outre, il semblerait important de tester avec vigueur ’effet thérapeutique de diverses
molécules antioxydantes naturelles et de syntheses dans la prévention des maladies dégénératives,
a condition d’étre apportées trés tot avant 1’apparition des mécanismes induits irréversibles et a
des doses modérées puisque les radicaux libres sont indispensables a de nombreuses fonctions
(Dhalla et al.,2002).

VI1I1.1. Prévention nutritionnelle
VIl .1.1. Micronutriments
a)- Vit C

L’anion ascorbate (forme présente dans les molécules physiologique) pi¢ge directement les

ERO (majoritairement 1’anion superoxyde (O2 ") et le peroxynitrite (ONOQ). Il est aussi capable
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de recycler 1’a-tocophérol de facon a agir en synergie avec ce dernier dans la prévention de la

peroxydation lipidique selon la réaction ci-dessous :

T-OH + AGPI-O0 » T-O-+ AGPI-OOH

AscCH + T-O- » [-OH + Asc-"

La vit C est le principal antioxydant hydrosoluble présent dans le fluide intra et

extracellulaire avec un potentiel réducteur puissant. Par interaction avec un radical lipidique R”,

la vitamine E (T-OH) se transforme en un radical tocophéryle (T-O-). Ce dernier est régénéré en

T-OH sous I’action de la vitamine C (Asc-H-) qui & son tour, prend une forme radicalaire (Asc+").
Le glutathion réduit (GSH) permet de régénérer la vitamine C en se transformant en un radical
thyile (GS+) qui par réaction avec lui-méme, donne du glutathion oxydé (GSSG) (Vertuani et al.,

2004).

Les apports nutritionnels conseillés pour la vitamine C, émanant de 1’Agence nationale de
sécurité sanitaire de I'alimentation, de I’environnement et du travail (ANSES), sont de 110 mg/jour
pour les hommes et les femmes adultes, 120 mg/jour pour les femmes enceintes et les personnes
agées avec des apports complémentaires de 20 a 40 mg/jour pour les fumeurs (Schlienger, 2014 ;
ANSES, 2016).

Les principales sources alimentaires de vitamine C sont a 70 % les Iégumes (persil, poivron
rouge, etc.), les fruits frais (cassis, agrumes, etc.), et en quantité moindre environ 20 % les pommes

de terre, le pain et les céréales (Fain, 2013 ; Duron-Bourzeix, 2014).

b)- Vit E

L’a-tocophérol est le principal antioxydant contenu dans les LDLs. Chaque particule LDL
contient en moyenne de 6 a 12 molécules d’a-tocophérol. Lors de I’initiation de la peroxydation

lipidique, suite a une attaque radicalaire, I’a -Toc, qui est un inhibiteur de la propagation
radicalaire, cede son hydrogéne situé dans le noyau phénolique, réduisant ainsi le radical ROz-, et

constitue par ce biais le seul antioxydant liposoluble assurant cette protection. L’a-Toc, en cédant

son hydrogéne, se transforme lui-méme en produit radicalaire de faible réactivité. Elle peut réagir

directement avec le radical initiateur, tel que le radical hydroxyle (OH-), inhibant ainsi la
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formation du radical RO2-. Elle peut aussi réguler I’activité des enzymes antioxydantes, telles que

la SOD, la glutathion peroxydase, la catalase hépatique, la glutathion transférase et la NADPH
réductase. La vit E est présente dans les huiles végétales, principalement dans I'huile de germe de

blé, d'arachide, d'olive, de tournesol et de soja (Lopez et al.,2005).

c)- Caroténoides

Les caroténoides sont capables de prévenir et d'interrompre les procédés de peroxydation
en neutralisant I'oxygene singulet et les radicaux libres. Une molécule de béta-caroténe est capable
d'inactiver plusieurs centaines de molécules d'oxygéne singulet (Diplock, 1994 ; Urban,1995).

Les capacités antioxydantes des caroténoides different selon leur structure moléculaire, la
pression d'oxygene et la présence concomitante d'autres nutriments antioxydants (comme la
vitamine E) (Krinsky, 1993).

V1 .2. 3.Les oligoéléments

a) Zinc

C’est un minéral qui intervient dans plus de 200 réactions enzymatiques, notamment la

synthese de I'ADN et de I'ARN, la régulation de I'expression des génes et I'immunité.

Le zinc joue un r6le antioxydant indirect en assurant la stabilisation de la Cu-Zn SOD
(Powell, 2000). Les besoins en zinc sont modulés par la composition du régime alimentaire, qui
fait varier son absorption intestinale. Ainsi, dans le cas d’une alimentation variée, des apports
d’environ 7mg chez la femme et 9 mg chez I’homme suffiront a couvrir les besoins. Par contre,
une alimentation trés riche en végétaux entrainera des besoins trés éleves, estimés a 13 mg chez la
femme et 18 mg chez I’lhomme (CNERNA-CNRS,2002).

b) Selénium

C’est un élément primordial dans le maintien des défenses antioxydantes (Burk,2002). Son
effet protecteur est complété par d’autres fonctions essentielles, telles que son role de
détoxification des métaux lourds (cadmium, mercure et plomb). Le sélénium permet de maintenir
un pool intra-lymphocytaire de glutathion réduit, ce qui protége les membranes et permet aux

cellules immuno-compétentes de maintenir leur réponse (Hawkes et Kelley, 2001).
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Le sélénium est présent dans les aliments riches en protéines animales (viandes, ceufs,
poissons, lait et produits de la mer), dans les céréales et certains fruits secs et a coque (Navarro-
Alarcon et Cabrera Vique, 2008).

VII .1.2. Micro-constituants antioxydants

Dans ce groupe, on distingue d’une part, les antioxydants phénoliques naturels tels que les
flavonoides, les acides phénoliques, le resvératrol et les tannins (Dai et Mumper,2010). D’autre
part, les antioxydants phénoliques de synthése comme par exemple les dérivées d’alkyl-thio-
sulfonate, testées en particulier pour leur capacité a empécher le métabolisme oxydant. Aussi, les
sulfures d’allyle, composés soufrés dont I’action s’exerce a travers le piégeage des ERO, par
augmentation des activités de la SOD, la catalase, la glutathion peroxydase et le taux de glutathion
dans la cellule. Ces propriétés pourraient expliquer le role important des composés soufrés de 1’ail
dans la prévention des dommages de I’ADN, des cancers et des maladies cardiovasculaires
(Borek,2001).




Il. MATERIELS ET METHODES

I. MATERIELS

I.1. Animaux et régimes alimentaires

Des rats de souche Wistars agés de 21 jours (sevrage) et pesant 50 + 3g fournis par
I’Institut Pasteur d’Alger sont maintenus pendant une semaine sous un régime synthétique
équilibré (phase d’adaptation) (Tableau V). Les rats sont repartis individuellement dans des
cages et maintenus dans des chambres ventilées avec un cycle lumiere/obscurité (12h/12h), une
température de 20°C + 2°C et une humidité relative ambiante de (70 & 80%). Les régimes ainsi

que I’eau sont fournis « adlibitum ».

Apres la phase d’adaptation d’une semaine, les rats sont subdivisés en 4 lots de 8 rats

chacun recevant un seul type de régime durant toute la période expérimentale.

La composition des régimes alimentaires est donnée dans le (Tableau 1V) ; la période

expérimentale s’étale sur une période de 8 semaines apres la phase d’adaptation.

Les régimes alimentaires sont préparés tous les 2 jours par fraction de 500 g d’aliments

et conservé a +4 °C dans des boites hermétiques.

Durant la phase d’adaptation, tous les rats regoivent un régime équilibré composé de
20% de caséine et de 5% d’huile de tournesol pendant 7 jours. A 1’exception du lot témoin
recevant 5% de I’huile de tournesol fraiche, les autres lots expérimentaux sont soumis chacun
a un régime approprié, a base d’huile de tournesol fortement oxydée par insufflation d’air a

98°C, comme I’indique le (Tableau V) durant les 8 semaines d’expérimentation.

Le premier lot (SFO) recoit un régime équilibré avec 5g d’huile fraiche /100g d’aliments, le
second lot (OSO) recoit un régime équilibré avec 5g d’huile oxydée /100g d’aliment, le
troisieme lot (OSE1) recoit un régime équilibré avec 5g d’huile oxydée /100g d’aliment
supplémentée avec 600mg de vit E et le quatrieme lot (OSOE2) recoit un régime équilibré avec

5g d’huile oxydée /100g d’aliment supplémentée avec 1200 mg de vit E.
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Tableau IV : Composition du régime synthétique équilibré (Guide and Use of Laboratory

Animals). (2001).

Constituants Teneur (%)
Caséine du lait* 20,00
DL méthionine? 0,16

Saccharose 20,00

Amidon 29,84
Huile de tournesol® 05,00
Sels minéraux* 04,00
Vitamines® 01,00
Agar agar® 20,00
Energie (Kcal) 325

1 Institut Pasteur d’Alger (IPA)
2 Institut Pasteur d’Alger (IPA)
3 Entreprise Nationnale des Corps Gras (ENCG) Belcourt-Alger.

4Mélange mineral/100g d’aliment : KH2PO4mg ; CaCOs 34.60mg ; CaHPO426.55mg ; NaCl
13.70mg ; MgSO47H20 3.42mg ; CuSO4 5H20 0.042 mg ; MnSO4 H20 0.27mg ; FeSO4 7H20
1.02mg ; ZnSO4H20 0.15mg ; KI 0.0016mg.

5 Mélange vitaminique/100g d’aliment : Vit A19.800 U ; D3 2500mg ; B1 20mg ; B2 15mg ;
B3 70Mg ; B6 10mg ; B7 150mg ; B12 0.05mg ; C800mg , E (a-tocophérolacétate) 170mg ;
K3 40mg ; pp 100mg ; Choline chloride 1.360 mg ; Acide folique 5mg ; Ac PAB 50mg Biotine
0.3mg

6 Institut Pasteur d’Alger (IPA)




Tableau V : Composition des régimes alimentaires

Ingrédients g/100g FSO 0S0 OSOE1 OSOE?2
d’aliment
Caséine 20 20 20 20
Amidon 44,90 44,90 44,90 44,90
Saccharose 21,94 21,94 21,94 21,94
Agar-agar 2 2 2 2
DL-méthionine 0,16 0,16 0,16 0,16
Mélange minéral 4 4 4 4
Mélange vitaminique 2 2 2 2
Huile fraiche 5 / / /
Huile oxydée / 5 5 5
Energie (Kcal) 392 392 392 392

FSO: Fresch Sunflower oil; SO: Oxidized Sunflower Qil; OSOE1: Oxidized Sunflower Oil + 600mg.kg*d a-
Tocophérol; OSOE2: Oxidized Sunflower Oil + 1200 mg.kg* d’a-Tocophérol.

Mélange mineral/100g d’aliment. KH,PO4mg; CaCO3 34.60mg; CaHP0426.55mg; NaCl 13.70mg; MgSO47H,0
3.42mg; CuS0O4 5H,0 0.042 mg; MnSO4 H,0 0.27mg; FeSO4 7H,0 1.02mg; ZnSO4 H,0 0.15mg; K1 0.0016mg.

Mélange vitaminique/100g d’aliment: \/it A19.800 1U; D3 2500mg; B1 20mg; B2 15mg; B3 70Mg; B6 10mg;
B7 150mg; B12 0.05mg; C800mg; E (a-tocophérolacétate) 170mg; K3 40mg; pp 100mg; Choline chloride 1.360
mg; Acide folique 5mg; Ac PAB 50mg Biotine 0.3mg




| .2. Réactifs et appareillages

| .2.1. Réactifs

Les produits chimiques et les solvants utilisés sont de qualité pour analyses. Les

enzymes sont dosées avec des substances de références, d’origine commerciale.

1.2.2. Chromatographie en phase gazeuse

1.2.2.1. Description de ’appareil

* Le chromatographe est de type CARLO HERBA menu d’un injecteur automatique

« oncolumn » et un détecteur a ionisation de flamme (FID).

* Colonne capillaire en silice greffée type carbowax C.P.AX 52C.B, d’une longueur de 50m,

munie d’une pré-colonne de 2m en silice désactivee.

1.2.2.2. Conditions opératoires

Gaz vecteur : hydrogéne

Pression du gaz vecteur : 1bar

Tempeérature de la chambre d’injection : température ambiante
Température du détecteur 250°C

Température du four : 54°C a 220°C a raison de 3°C/mn

Traitement des données sur microordinateur STANG et par logiciel Nelson (intégrateur des
signaux percus par le détecteur de retransmission, sous forme de chromatogramme ou en

quantité numérique).
1.2.3. Chromatographie liquide Haute Performance
La technique chromatographie Liquide Haute Performance a été adoptée par de

nombreux chercheurs comme méthode de choix pour I’identification des antioxydants

liposolubles tocols, en raison de la séparation relativement facile des isomeres [ et y tocophérol
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et tocotriénols, qui posseédent chacun deux groupements méthyles sur le cycle chromanol. En
effet, la HPLC avec phase stationnaire a base de silice présente une grande sélectivité qui

permet de différencier les nombreuses formes d’antioxydants tocophérols et tocotrénol

(Gimeno et al., 2000).

a) - Préparation de I’échantillon :

L’échantillon a analyser est dilué dans de I’hexane au 1/10 (V/V) 200 pl de cette solution
sont transférées dans un tube contenant 800 pl de méthanol, puis on agite au vortex pendant

5mn et enfin on filtre a travers un filtre de 0,45uM de @.

b) - Conditions chromatographiques

*Volume a injecter 50ul

* Phase mobile : Méthanol /Eau (96/4) (V/IV).
* Colonne : C18

* Température : 45°C

* Débit : 2ml /mn

* Longueur d’onde : 292 nm

e) Expression des résultats

L’interprétation des chromatogrammes se fait par comparaison par rapport au
chromatogramme de 1’étalon pur de la vit E réalisé dans les mémes conditions, grace au logiciel

millenium.

1.2.4. Chromatographie d’adsorption

Le dosage des triglycérides altérés a été effectué par chromatographie d’adsorption,
selon la méthode de Gere (1984) et Grimard et al., (1984). Les mélanges éther de pétrole —
éther éthylique (87 : 13 V/V), éther méthylique et méthanol (87 : 13 V/V) sont utilisés pour

I’élution.
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Il. METHODES

11.1. Dégradation de ’huile

Elle est réalisée par la méthode de dégradation oxydative avec insufflation d’air & 98°C
pour stimuler le processus naturel d’auto-oxydation (Drozdowski et Szukala, 1987 ; AFNOR,
1984) modifiée par Blanc et al., (1992).

Un volume de 500 ml d’huile de tournesol est versé dans un bioréacteur de 11 et

maintenu a 95°C £ 3 °C sur une plaque chauffante avec agitation (figure 16).

L’insufflation d’air est assurée par un accessoire du bioréacteur baignant dans I’huile et
relié a une pompe a air réglée a un débit de 801 /h, la température est contrélée réguliérement.
La dégradation est effectuée loin des rayons solaires. Apres la dégradation, les huiles oxydés et
fraiche sont réparties dans des flacons de 100 ml, dans lesquels on ajoute de 1’azote et on

conserve +4°C.

1. Pompe a air

2. Plaque chauffante
3. Chauffe-ballon

4. Ballon rodeé

5. Agitateur mécanique
6. Thermomeétre

7. Régulateur de débit

Figure 16 : Montage de ’appareil de la thermo-oxydation




I11.2. ETUDE DE L’HUILE OXYDEE

11.2.1. Evaluation de I’altération globale

L’estimation globale du niveau d’altération de 1’huile oxydée a été étudiée par la mesure

des indices suivants :
a) Indice de peroxyde (AFNOR T 60-220)

Il indique la quantité de peroxydes contenue dans 1g de corps gras et oxydant 1’iodure

de potassium avec libération d’iode.
b) Indice d’iode (AFNOR T60 -203)
Il représente la quantité d’iode fixée par 100g de corps gras.
C) Indice d’acide (AFNOR T60 -204)

Il s’agit de la teneur en acides gras libres exprimée en mg de KOH, nécessaire pour

neutraliser 1’acidité libre de 1g de corps gras.
d) Absorbance a 268 nm (AFNOR T60 -223)

Elle renseigne sur I’estimation quantitative et qualitative des AG conjugués ou des

produits d’oxydation conjugués présents dans I’huile.

11.2.2. Dosage des produits polaires

* Dosage des TG polaires

I1 a été effectué par chromatographie d’adsorption par la méthode de Gere (1984).

*Dosage des esters polaires

Il a été realisé par chromatographie phase gaz (Grandgirard et julliard, 1987).

11.3. Etude du tissu rénal

11.3.1. Préparation de I’homogénat
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100 mg du tissu rénal des rats étudiés sont broyés et homogénéisé avec 4 ml de tampon
TBS (Tris 50mM, Na CI 150 mM PH (7,4) a + 4°C dans un Potter Elvenjene en verre avec un

piston en téflon, la suspension cellulaire est centrifugée a 9000 tr/mn pendant 15mn a +4°C.

Le surnageant est récupéré, une partie est utilisée pour le dosage des protéines et I’autre
partie est aliquotée dans des tubes a eppendorfs puis conserver a -80°C en attendant le dosage
des parametres du stress oxydant.

11.3.2. Dosage des protéines

Le taux de protéine est évalué par la méthode de Lowry et al., (1951). Cette technique
est basée sur le fait que 1’acide phosphotungstique et molybdique du réactif de folin sont réduits
en présence des complexes ions Cu*?et les groupements tyrosine et tryptophane des protéines,
formés en milieu alcalin. L’intensité de la coloration bleue formée est proportionnelle au taux

de protéines dans le tissu rénal (Agneray et Metais, (1990 ; Godon et Loisel, 1991).

Une gamme étalon d’une solution d’albumine a 1mg /ml est préparée et 1’absorbance

est mesurée a 750 nm apres développement de la couleur pendant 30 mn a I’abri de la lumiére.

11.3.3. Détermination de la peroxydation lipidique (LPO) par le taux du malonyl-dialdéhyde

(MDA) au niveau tissulaire

Le MDA est I’un des produits terminaux formés au moment de la peroxydation lipidique
lors de I’attaque des acides gras polyinsaturés (PUFA) par des espéces réactives de 1’oxygéne.
Le dosage du MDA au niveau rénal a été réalisé par une méthode spectrophotométrique selon
Buege et Aust., (1972), qui utilise I’acide thiobarbiturique (TBA).

Principe :
Le principe est basé sur la condensation d’une molécule de MDA en milieu acide et a
chaud avec deux molécules de TBA pour former un complexe coloré en rose, dosé a une

longueur d’onde A = 530 nm (figure 17). Cette technique présente d’excellentes qualités sur le
plan de la sensibilité (Kebiéeche et al., 2009).

Mode opératoire
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* Prélever 125 pl de I’homogénat (surnageant) ;

* Ajouter 50 pl de la solution tampon TBS ;

* Ajouter 125 ul de la solution TCA-BHT (TCA 20%, BHT 1%) ;

* Vortexer et Centrifuger a 1000 tours/min pendant 10 min a + 4°C ;

* Prélever 200 pl du surnageant ;

* Ajouter 40 pl du HC1 (0.6 M) ;

* Ajouter 160 pul de la solution Tris-TBA (Tris 26 mM, TBA 120mM) ;

* Mélanger et incuber au bain marie a une température de 80°C pendant 10 min.

=a ca e
= o ndiaslca= hywd = =N =
[l o [ ] Ausick= thiobhasrh el o =
ok [TE_a )

I e&Exrisms T T s (T2 =

Cooelore B2 roaose

Figure 17 : Principe du dosage du malonyl-dialdéhyde (Kebieche et al., 2009).

Expression des résultats

La concentration du MDA (nmol/mg de protéines) est donnée par la formule

suivante :

_ D0.10°

C= EX.LFd

C = Concentration du MDA en nmol/mg de protéines

DO = Densité optique lue a 530 nm
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& = Coefficient d’extinction molaire de MDA = 1,56 x10° Mcm*
L= Longueur du trajet optique = 0,779cm
X= Concentration du surnageant en protéines (mg/ml)
Fd = Facteur de dilution = 0,2083
I1.3.4. Dosage de la concentration en a-Tocophérol

La teneur en o-Toc dans le tissu rénal a été évaluée par la méthode de Desai (1984). Un
mélange de 0,5ml de I’homogénat du tissu rénal avec 0,5 ml d’éthanol et 0,25ml d’acide
ascorbique a 25% sont incubés pendant 5mn a 70°C. On ajoute ensuite 0,3ml d’une solution
saturée en hydroxyde de potassium et on incube a 70°C pendant 30mn. Les tubes sont
rapidement refroidis dans un bain de glace ensuite 4ml d’hexane sont ajoutés. Aprés agitation
au vortex pendant 1 mn, les tubes sont centrifugés a 1500 tr /mn pendant 5 a 10mn. La fraction

contenant 1’hexane est récupérée puis sa DO est mesuré a 330 nm. Le taux d’a-Toc est deduit

a partir d’une courbe d’étalonnage.

11.3.5. Dosage des activités enzymatiques anti-oxydantes

11.3.5.1. Dosage de la catalase (Cat)

Principe

La méthode utilisée pour le dosage de I’activité enzymatique de la CAT est celle
préconisée par Abei (1984). La CAT catalyse la destruction du peroxyde d’hydrogene en eau

et en oxygene, selon la réaction ci-dessous :

2H202 Cat » H20 + 120,

L’activité de la catalase est mesurée a 240 nm a I’aide d’un spectrophotométre par la
variation de la densité optique consécutive a la dismutation du H202 a une température
d’incubation de 37°C.

L homogénat du rein (1gr pour 7ml) est préparé dans un tampon (Tris-HCI & 50 mmol/I
et 0.1 mmol/l ’EDTA, pH 7.4), 100ul de cet échantillon sont mis dans 1.5ml de tampon
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phosphate (PBS) puis on incube a 37°C pour activer ’enzyme, aprés on rajoute 50ul de substrat

(H202a 10mml) et on lit I’absorbance a 240 nm pendant 3mn.

Expression des résultats

Régler le zéro de 1’appareil par la solution PBS.

L’activité de la CAT est calculée par la formule suivante :

ADO.d
ELXFd

Activité de la CAT (nmol H202 reduit/mn/mg de protéines) =

4 DO =Variation de la densité optique par mn, c¢’est-a-dire pour :
* Al (Absorbance initiale) : 15 s ; AF (Absorbance finale) : 3min ;

&= Coefficient d’extinction du H202= 0,043 nmol cmml-
d= Dilution de I’échantillon au début
L= Largeur de la cuve ou longueur du trajet optique = 1 cm

X= Quantité de protéine en mg/mi
Fd = Facteur de dilution de H202 dans le tampon (0,02).

11.3.5.2. Dosage de activité de la Superoxyde dismutase (SOD)

Le dosage de la superoxyde dismutase SOD Cu-Zn (EC 1.15 1. 1) est réalisé selon la
méthode de Marklund et Marklund (1974). Le principe du dosage est basé sur une
compétition entre la réaction d’oxydation du pyrogallol par 1’anion superoxyde (O2) et la

dismutation de Oz par la SOD.

Les échantillons du rein sont mis dans un tampon (Tris 5Nm et DTPA 1mM) puis
centrifugés a 4000 tr/mn pendant 5 mn a -20°C. Un volume de 80pl du surnageant est
récupéré pour le dosage de la SOD totale. A ce dernier, 40ul de pyrogallol sont ajoutes, on

homogénéise et on attend 45 secondes pour lancer la cinétique a 420 nm pendant 1mn.

Pour le dosage de la Mn SOD, 40ul de KCN (35.2 mg/10ml d’eau distillée) sont ajoutés
a 200p! du surnagent afin d’inhiber la SOD Cu-Zn ; Prendre 100ul du mélange et 50ul de
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pyrogallol bien homogeénéiser, attendre 45 secondes puis lancer la cinétique & 420 nm pendant

1mn.

Une unité d’activité enzymatique est définie comme la quantité capable d’inhiber 50%
de I’oxydation du pyrogallol, on calcule les activités des SOD totales, Mn et Cu/Zn, comme

suit :

SOD totale (U/ml) = (% d’inhibition x 1000) /Vol de prise d’essai x50).
SOD Mn (U/ml) = (% d’ inhibitionx 1000)/ (100x50) x1,2.

SOD Cu/Zn (cytoplasme) = SOD totale — SOD Mn (mitochondrie)

11.3.4.3. Dosage de la Glutathionne Peroxydase (GPx)

Principe

L’activité de la GPx (EC 1. 11. 1.1) est déterminée par la formation du gluthation
oxydée (GSSG) a partir du gluthation réduit (GSH) (Paglia et VValentine, 1976). Le synthéme
nécessite la présence d’un oxydant (H202) et la gluthation réductase (GR) qui réduit le GSSG

en oxydant le NADPH en NADP selon la réaction ci-dessous :

NADPH NADP+
H.02 + 2GSH GPX > 2GSSG + 2H, O GR > 2GSH

L’activité est exprimée en nmol de NADPH consomé par mn et par gr de protéine (qui
correspond a la quantité d’hydro-peroxyde réduit), le substrat utilisé est I’eau oxygénée (H202
a 6.6 mmol) mais il est nécessaire d’ajuster le milieu réactionnel a une concentration de 20
mmol avec 1’azide de sodium pour inhiber I’activité de la Cat.

L homogénat du rein (1g/10ml) est réalisé dans un tampon (Tris-HCI de 50mml, 0.1ml
EDTA, pH 7.6) a I’aide d’un broyeur homogénéiseur de Potter ; 100ul d’échantillon sont mis
en suspension dans une solution composée de (13mg de NADPH, 34 mg de GSH 100mg de
GR) puis incuber a 37°C pendant 3 mn pour activer I’enzyme, ensuite on ajoute 50 pl de

substrat (H202a 6.6mmol), aprés agitation on enregistre I’absorption a 340 nm pendant 2 mn

Expression des résultats
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L’activité de la glutathion peroxydase (GPx) est exprimée en mmole de GSH oxydé /mg de

protéines selon la formule suivante :

GPx (nmole GSH /mg de Pn) = X mole de GSH réduit x Y mg de protéines

_ DOEch-DO Etalon
B DO Etalon

X

Avec Y : Concentration de substrat (GSH)

11.3.4.4. Dosage de la glutathionne réductase (GR)

Principe

L’activité enzymatique de la glutathion réductase (GR) a été mesurée par la méthode de
Beutle (1984). Cette technique consiste a suivre par spectrophotométrie la disparition du
NADPH a une longueur d’onde de 340 nm.

100 pl d’échantillon obtenu apres broyage du tissu rénal dans un tampon phosphate a
0.12 mol, Ph 7.6 sont mis en suspension avec 2.6 ml de tampon phosphate a 0.12 mol, Ph 7.6
et on incube a 37°C, on ajoute 100 pl d’EDTA a 15 mmol et 100 pl d’une solution GSSG a
65.3 mmol, apres 5mn on ajoute 50 pl d’une solution de NADPH a 9.6 mmol. La disparition

du NADPH est suivie par la lecture de I’absorbance a 399 nm pendant 3mn.

Expression des résultats

L’activité de la GR exprimée en nmol de NADPH oxydé /mn/mg de protéine est donnée

par la formule suivante :

GR (nmol NADPH/mg Pn) = (X mole de NADPH oxydé) xYmg de protéines

DO Ech—DO Etalon

X nmol de NADPH oxydé = DO Etalon

Avec Y : Concentration de substrat (NADPH oxydé)

11.3.4.5. Dosage de la glucose 6 phospho-déshydrogénase (G6PDH)
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Principe

L’activité du glucose 6 phospho-déshydrogénase (G6PDH) (EC1.1.149) a été mesurée en
suivant I’apparition du nicotinamide adénine phosphate réduit NADPH/H*) a 339 nm, selon la
technique spectrophotométrique décrite par Bergmeyer (1963) et basée sur la réaction

suivante :

Glucose-6-phosphate + NADP* GEPDH »  6-Phosphogluconate + NADPH/H*

L’homogénat tissulaire du rein est réalisé par un tampon Tris-HCI/EDTA. Le principe
consiste a mettre 100l de cet homogénat en suspension avec 20 ul d’une solution composée
de (580 pl de H20 bi-distillée, 100 pl d’une solution NADP*,100 pl de tampon Tris-HCI, 100
ul d’une solution de Mg Clz et 100 ul de glucose 6-phosphate) a laquelle on ajoute 0.5mg de
maleinimide qui inhibe la 6-phosphogluconate déshydrogénase (qui oxyde le NADP* en
NADPH/H™), ensuite lire I’absorbance a 339 nm pendant 3mn.

Expression des résultats

L’activité de la GBPDH exprimée en nmol de NADP* réduit/mn/mg de protéine est

donnée par la formule suivante :

G6PDH (nmol NADP*/mg Pn) = (X mole de NADP* réduit) x 3Y mg de protéines

DO Ech—DO Etalon

X nmol de NADP réduit = DO Etalon

Avec Y : Concentration de substrat (NADP*)

I1. 3.5. Technique histologique

Les coupes histologiques ont été réalisées au laboratoire d’anapathologie service CPMC

(CHU- Mustapha Pacha- Alger), suivant la technique classique de Houlot (1984).

Les reins de chaque rat sont retirés de la solution de Bouin alcoolique (26 ml formol,
7ml d’acide acétique, 45 ml d’acide picrique de 95%) et sont coupés a I’aide d’un couteau

tranchant afin de réaliser des prélévements pour etude histologique avec une surface de 1 a 2
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cm et une épaisseur proche de 1,5 mm. Les prélevements réalisés sont mis dans des cassettes

speciales a parois tournées afin de permettre le passage des liquides.

a/-Déshydratation

Les échantillons sont déshydratés pendant 12 heures au minimum et cette opération
nécessite le passage des tissus dans des bains d’éthanol de concentration croissante (70%, 80%,
90% et 100%). La déshydratation peut étre accélérée par agitation rapide grace a des automates

Spéeciaux.

b/- Inclusion

Les tissus rénaux sont plongés dans des bains de paraffine liquide (sous I’effet de la
chaleur). Ces tissus étant maintenus et imbibés de paraffine subissent un enrobage qui consiste

a inclure ces derniers dans un bloc de paraffine qui en se solidifiant va permettre sa coupe.

Cette opération fait appel a des appareils dits « a inclusion » renfermant un réservoir de
paraffine maintenue a 1’état liquide par un systéme de chauffage, un petit robinet et une plaque

métallique réfrigérée pour solidifier rapidement le bloc de paraffine contenant les tissus.

c/- Coupe et coloration

Les blocs d’inclusion sont collés sur un porte-échantillon, la surface a coller est ramollie

par une lame métallique chauffée modérément a la flamme, puis posee sur le porte-objet.

Les coupes sont réalisées par un microtome (épaisseur de 3 a 5 microns), puis étalées et

fixés sur la lame par I’utilisation d’une eau gélatineuse chauffée.

La coloration réalisée par la technique Hématoxyline- Eosine (H & E) qui nécessite de
1’alcool acide (100 ml d’alcool éthylique a 70% + 50ml d’acide HCI), eau ammoniacale (100ml
d’éosine a 3% 125 ml d’alcool éthylique a 95 %, 375 ml eau distillée et 2 gouttes d’acide
acétique) selon les étapes suivantes. :

e Déparaffiner et hydrater les lames a I’eau de robinet puis rincer a 1’eau distillée.

e Immerger dans un bain d’hématoxyline de Harris (15mn) qui colore en bleu violacée

les structures basophiles (noyaux).
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e Différencier les coupes dans ’alcool acide (1 a 2 plongées), déposer ensuite les lames

dans un bain d’eau de robinet et vérifier la différenciation au microscope.
e Bleuir dans un bain d’eau ammoniacale.

e Immerger dans un bain d’Eosine (15 secondes a 2mn) qui colore les structures

acidophiles (cytoplasme).
e Déshydrater éclaircir et monter les lames a Eukitt.
Tous ces bains sont séparés par des lavages a I’eau de robinet.
d)- Observation et principe de lecture

Adapté a un microscope photonique de type (Olympus BX50) avec camera (Olympus
E- 410) Zeiss, les photos sont analysees et discutées pour déduire des conclusions concernant
cette étude.

L’altération histopathologique au niveau du tissu rénal a été évaluée comme suit :

Apparence normal (=), moyenne (+), important (++) et sévere (+++).

e) - Calcul du grossissement final

Le grossissement est calculé en prenant compte du grossissement de 1’objectif et de

I’indice du microscope selon la formule :

Gf=Gox Imx Fa
Gf = Grossissement final ; Go = Grossissement de 1’objectif’; Im = Indice du microscope ;

Fa = Facteur d’agrandissement de la photo par rapport a la taille du cadrant de la visualisation

de I’appareil numérique.
I11. Analyse statistique

La normalité de la distribution des données et I’homogénéité de la variance ont été

testées en utilisant respectivement les tests kolmogorovsmirnov et Levene. Les principaux
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parametres des différents groupes ont été comparés entre eux et par rapport au groupe témoin
en employant le test de Student.

Par ailleurs, lorsque I’hypotheése de normalité ou I’homogénéité des variances ne sont
pas respectées, le test de Mann-Withney-U a été réalisé. Les résultats sont exprimés comme la

moyenne plus ou moins 1’écart type et sont considérés significatifs a 0,05.

L’analyse statistique a été établie en utilisant Statistica 7.0, Statsoft Inc. (Tulsa, USA).
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RESULTATS & DISCUSSION

I11. RESULTATS ET DISCUSSION
III.I. ETUDE DE L’HUILE DE TOURNESOL THERMO-OXYDEE
I11.1.1. Choix de la méthode de dosage

La méthode retenue pour obtenir la dégradation de I’huile est dérivée des tests accélérés
d’oxydabilité (AFNOR, 1984 ; Drozdowski et Szukalska, 1987).

L’huile de tournesol est maintenue a 98 &+ 2C° avec insufflation d’air au débit de 401/h. Le choix

de cette technique est basé sur les parametres suivants :

e La courte durée du processus d’oxydation (46 heures), ce temps est un parametre
important car notre étude nécessite un traitement d’un volume suffisant d’huile pour

nourrir les rats durant toute la phase expérimentale.
e Le déroulement de 1’auto-oxydation en absence de catalyseurs chimiques.
111.1.2/- Altération de I’huile de tournesol

Les modifications des caractéristiques physico-chimiques de I’huile de tournesol sont

illustrées au niveau du (Tableau VI).
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RESULTATS & DISCUSSION

Tableau VI : Caractéristiques physico-chimiques de I’huile de tournesol fraiche et oxydée

Caractéristiques

Huile fraiche

Aspect

Liquide, jaune

Indice de peroxyde (mmol/kg)

01

Hydro peroxydes (mmol/kg) a
une DO de 232nm (Diéne
conjugués)

10

Produits secondaires a une DO
de 268nm (dicétones
éthyléniques)

0,60

Indice d’iode

130

Indice d’acide (mg de KOH/g)

0,10

Triglycérides non modifiés (%)

100

Alpha tocophérol (ug/ml)

2,00

111.1.2.1. Formation de mousses et viscosité

Nos résultats ont montré une mousse persistante s’accumulant a la surface de 1’huile

aprés 15 heures d’oxydation. Toutefois, cette mousse est différente des bulles issues du

dégagement des produits volatils tels que la vapeur d’eau.
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RESULTATS & DISCUSSION

D’apres Perrin et al., (1981), cette mousse traduit la présence de TG altérés qui
modifient de facon significative divers caracteres physiques des huiles oxydées, notamment,
I’augmentation de leur viscosité. Ainsi, des polymeres peuvent se former a partir des radicaux
libres ou TG selon les réactions d’Alder-diels (réaction dun hydrocarbure insaturé sur un diéne
conjugu¢). La formation et ’accumulation des produits polymérisés augmentent ainsi la
viscosité avec modification apparente de la texture de 1’huile de tournesol thermo- oxydée
(Sunsa et al.,2013).

Le traitement thermo- oxydatif utilisé dans notre étude a conféré une texture épaisse.
Selon Vilas (1994), la consistance de I’huile devient plus importante au cours de 1’oxydation,
ceci est d a la présence de fonctions secondaires d’oxydation telles que les (aldéhydes, cétones
et alcools) sur la chaine grasse et aux composes de hauts poids moléculaires élaborés lors du

chauffage.

111.1.2.2. GoQt et odeur

La stabilit¢ ou la détérioration oxydative de 1’huile dépendent de leur composition
initiale, leur concentration en antioxydant ou pro-oxydant, du type de traitement subi et des
conditions de stockage. De plus, I’air et I’eau contenus dans 1’huile méme sous forme de traces
enclenchent une série de réactions interdépendantes. La lipolyse et I’oxydation des acides gras

sont a I’origine de la détérioration de I’huile (Leong et al.,2015).

Dans notre étude, a la fin de ’oxydation une forte odeur (rancissement) et un godt
désagréable traduisent I’altération de 1’huile de tournesol oxydée ont été noté. D’apres Leong
et al., (2015), I’altération des huiles lors des fritures est due a la réaction d’oxygene avec les
AGI qui liberent des alcools, des aldéhydes et des cétones isomeres trans, des composés
cycliques et époxydes, ce qui confére une odeur de rance et une flaveur désagréable. En outre,
la formation des produits secondaires comme les aldéhydes, les hydro-peroxydes et les

époxydes peuvent s’accumuler et devenir toxiques (Staprans et al.,1996 ; Ferioli,2007).
111.1.2.3. Coloration

Au fur et a mesure que I’oxydation se prolonge, la coloration de notre huile change et

vire du jaune au vert clair. Plusieurs auteurs ont rapporté que la variation de la coloration de
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I’huile lors d’un traitement thermique est due a la présence de produits secondaires d’oxydation

tels que les composés polaires susceptibles de modifier sa teinte (Singh., 2005 ; Ku et al.,2014).
111.1.2.4. Acidité

D’apres Adrian et al., (1999), I’acidité est définie comme étant la mesure des acides

gras libres qui indique 1’altération des TG.

Nos résultats ont montré un indice d’acide de 4,2 mg de KOH /g pour I’huile de
tournesol thermo-oxydée contre 0,1 mg de KOH/g pour I’huile fraiche (lot témoin), valeur

identique a celle retrouvée par Blanc et al., (1989).

Selon Igbal et Bhanger (2007), cette acidification serait due a la réaction d’hydrolyse
des TG favorisée par 1’eau contenue dans I’huile sous forme de traces et cette action catalytique
est accentuée par le chauffage. Ces deux facteurs hydrolysent les TG en produisant des

monoglycérides, des diglycérides, des acides gras libres et du glycérol.

Par ailleurs, Vidrih et al., (2010) suggérent que les AGL s’accumulent dans 1’huile
augmentant ainsi son acidité. De plus, ’accroissement de 1’acidité peut étre associée a une perte

importante d’a-Tocophérol lors de 1’oxydation.
111.1.2.5. Taux d’a-Tocophérol

Nos résultats indiquent une diminution du taux d’o-Toc jusqu’a sa disparition totale du
processus de 1I’oxydation en cours. En effet, la température affecte 1’activité antioxydante, ainsi,
Adam et al., (2007) ont rapporté que le chauffage de I’huile de palme et de soja réduit le taux
d’a-Toc. De méme, Hamid et al., (2013) ont confirmé qu’un traitement de I’huile végétale a la
chaleur diminue I’activité antioxydante li¢e a la diminution significative de la concentration en

tocotrionel et en a-Tocophérol.
II1.1.2.6. Indice d’iode

Cet indice permet de mesurer le degré d’insaturation globale de I’huile. En effet, le
traitement thermo-oxydatif entraine une diminution de I’insaturation totale de I’huile qui est

¢évaluée par la mesure de I’indice d’iode.

Nos résultats montrent un indice d’iode de 82 mgd’12/100g pour I’huile de tournesol

thermo-oxydée. Cette valeur est nettement inférieure a celle obtenue par Blanc et al., (1989)
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qui est de 103 mg d’I2/100g d’huile. Cette différence serait liée a la durée d’oxydation plus

prolongée d’environ 46 heures.

Par contre, nos resultats concordent avec ceux de Adrian et al., (1997) qui ont noté un

abaissement de cet indice reflétant une diminution de 1’indice de 1’insaturation de ’huile.

111.1.2.7. Indice de peroxyde (IP)

L’indice de peroxyde d’une huile indique sa teneur en méq d’oxygene actif dans 1kg
d’huile. Cette molécule d’oxygéne pénétre en tant que groupe peroxyde d’hydrogéne (H20z2)
dans la molécule de lipide. Il révéle la présence d’époxydes et d’hypoxy-peroxydes appelés
produits primaires de la dégradation et dans cette étude, il est mesuré a des intervalles de temps
d’environ 4heures tout au long de I’oxydation de I’huile de tournesol. La formation et
I’accumulation des produits primaires d’oxydation augmentent avec 1’élévation du degré

d’instauration des huiles (Martin-Polvillo et al.,2004).

L’évolution de I’indice de peroxyde pendant la dégradation de I’huile de tournesol

durant le processus de thermo-oxydation est illustrée par la (figure 18).
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Figure 18 : Evolution de ’indice de peroxyde pendant la dégradation de I’huile de

tournesol.

Notre graphe (figure 18) révele une augmentation progressive de I’indice de peroxyde
en fonction de la durée d’application du chauffage jusqu’a atteindre un maximum de 258
mmol/kgd’O2/kg d’huile aprés 30h d’oxydation. Au-dela de 30 heures d’oxydation, nos
résultats suggerent une diminution de 1’indice de peroxyde traduisant donc une décroissance de

la courbe.

La valeur maximale d’indice de peroxyde observée dans notre étude est 3fois plus élevée
que celle obtenue par Paquot et Cuvier, (1976) aprés un chauffage de 1’huile de tournesol a
110°C pendant 48 heures. A I’inverse, Blanc et al., (1992) ont rapporté un taux maximum de
peroxydes estimé a 290 méqg/kg apres un chauffage d’huile de tournesol a 98°C pendant

24heures.

Par ailleurs, comparativement a I’huile de tournesol fraiche utilisée dans ce présent
travail avec un IP de 1 mmol d’O2/kg d’huile, le traitement d’oxydation appliqué a induit une
augmentation de 1’indice de peroxyde jusqu’a une valeur de 258 mmol d’O2/kg d’huile. Ce taux

¢levé indique une altération de 1’huile par le chauffage. Uzzani (1992) a attribué cette variation
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aux effets combinés de la température et de I’insufflation d’oxygene lors du chauffage induisant
ainsi, la formation de peroxydes. De méme, Crapiste et al., (1999) ont montré que la formation
de peroxydes augmente de fagon notable avec le chauffage et la disponibilité d’oxygene. Ces
auteurs suggérent, que l’augmentation de la température d’oxydation entraine une
décomposition des hydro-peroxydes en diméres secondaires tels que les aldéhydes qui
disparaissent plus vite qu’ils ne se forment d’ou 1’apparition d’un plateau comme dans notre
cas (figure 18). Selon Crapiste et al., (1999), la diminution de la valeur de I’IP (aprés avoir
atteint son maximum) est due a la catalyse des réactions de décomposition qui deviennent
prédominantes. Les hydro-peroxydes sont des produits intermédiaires labiles qui se
décomposent en divers produits secondaires d’oxydation. Dobarganes et Perezcomino (1985)
ajoutent que lors d’un processus d’auto-oxydation, les phénoménes de la formation des hydro-
peroxydes et de la destruction sont en fait étroitement liés 1’un a 1’autre et se déroulent souvent

en méme temps.
111.1.3. Etude du profil en acides gras

L’¢étude du profil en AG de I’huile de tournesol a 1’état frais et apres traitement thermo-
oxydatif permet de déterminer et d’estimer la perte en Ac. linoléique, principal acide gras de
I’huile de tournesol. L’analyse chromatographique lipidique obtenue pour I’huile fraiche et

thermo-oxydée est illustrée dans le (Tableau VII).
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Tableau VII : Composition en acides gras des huiles fraiche et oxydée exprimée en

pourcentage d’acide gras totaux.

Acides gras Huile fraiche
Esters polaires 000,00
Acides gras normaux (%) 100,00
Cl4:0 00,05
C16:0 05,62
C18:0 03,57
C18:1 (n-9) 27,48
C18: 2 (n-6) 61,56
C18:3(n-3) 00,19
C20:0 00,23
AG non identifiés 01,30
AGS 09,48
AGMI 27,48
AGPI 61,76

Nd : Non déterminé

D’apres le (Tableau VII), on constate que 56,70% des acides gras ne sont pas altérés
représentés par 25,52% d’acide oléique et 19,85% d’acide linoléique.

Selon Perin et al., (1985), I’acide linoléique est le seul acide gras qui constitue 1’ester
polaire. La sensibilit¢ des doubles liaisons, notamment des AGPI a I’action combinée de la
chaleur et de I’oxygene serait a 1’origine de ’augmentation de la saturation de 1’huile chauffée.

En effet, I’oxydabilité des AGPI est plus élevée que celle des AGMI et saturés (Ac. linolénique
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>Ac. Linoléique> Ac. oléique) due essentiellement a leur faible énergie d’activation pour la

fonction radicalaire (Jiyeun et al.,2007).

D’autre part, I’influence de la composition en acides gras sur la stabilité d’une huile a
été mise en évidence par plusieurs études (Martin-Polvillo et al.,2004 ; Lee et al., 2010).
L’huile de tournesol serait plus oxydable suite a son rapport élevé en (AGPI/AGMI) et & la forte
réactivité des AGPI comparativement aux acides gras mono-insaturés (Kamel-Eldin, 2003 ; et

Dobargane et Marquez Ruiz 2003).

Nos résultats illustrés dans le (Tableau VII) indiquent une réduction du taux d’Ac.
linoléique. D’aprés Kowalski (2007), un traitement thermique pendant un temps prolongé
exerce un effet délétére sur la composition quantitative en acides gras. Cet auteur a constaté une
réduction de la concentration en AG des huiles d’olive et de tournesol chauffées respectivement
a 90°C et 120°C pendant 72 heures. La diminution enregistrée pour I’huile d’olive et de
tournesol ont été de 11% et 15% respectivement et aprés 120 heures de chauffage cette baisse
est d’environ 18% et 20%. La faible perte en AG totaux de I’huile d’olive par rapport a 1’huile
de tournesol, semble étre attribuée d’une part, a sa faible teneur en Ac. linoléique qui est un
AGPI facilement oxydable et d’autre part, a sa forte teneur en Ac. Oléique qui la rend moins

rapidement oxydative (Konopka et al.,2003).

De méme, Dobargane et Perez-camino (1985) ont rapporté aprés un chauffage d’huile
de tournesol & 200°C pendant 100 heures, une altération d’acides gras identique a nos résultats
; montrant pour 1’Ac. Oléique et linoléique des pourcentages de 36 et 44% respectivement.
Blanc et al., (1992) ont pour leur part, trouvé apres 30 heures de chauffage a 98°C avec
insufflation d’air, une réduction remarquable d’Ac. oléique et linoléique avec des taux de 32 et

42% respectivement.

D’aprés nos résultats portés dans le (Tableau VIII), il ressort une diminution
considérable du C18 :2 w6 (61,56 %) pour I’huile fraiche contre (19,85%) pour I’huile oxydée.
Ceci est di a I’insertion des molécules d’oxygene incluses dans I’air insufflé sur les doubles
liaisons de I’Ac. linoléique. De plus, I’agitateur du réacteur utilisé dans notre étude a favorisé
le contact entre la formation du groupement OH" facilitant la fixation de nouveaux fragments
de molécules, phénomene appelé la polymérisation (Guillaumin et al.,1977). Selon ce dernier,
les AGPI sont les principaux supports des réactions d’oxydation et de polymérisation dans une

huile maintenue a une température élevée.
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De plus, Marmesat et al., (2009) ont rapporté qu’un traitement thermique de ’huile de
tournesol & 40°C et a I’obscurité, entraine une perte de 0,8g/100g d’Ac. oléique et 10,1g/100g
d’Ac. linoléique. De méme, Crapiste et al., (1999) ont trouvé une perte continuelle en AGPI
particulierement en Ac. linoléique. Cette perte est plus prononcée a température élevée et elle
se traduit par une augmentation du rapport Ac. oléique /Ac. linoléique (O/L), ce qui confirme
la sensibilité particuliere de 1’Ac. linoléique dans les réactions d’oxydation alors que 1’Ac.

oléique semble plus résistant.

Le traitement thermo-oxydatif appliqué dans notre étude, a induit une augmentation du
rapport (O/L= 0,44) pour I’huile fraiche tandis que celui de I’huile oxydée est de 1,82. La force
des liaisons carbone-hydrogéne dans les molécules d’AG justifie les différences de I’intensité
d’oxydation des acides stéarique, oléique, linoléique et linolénique durant 1’oxydation

thermique (Marquiez-Ruiz et Dobarganes,1996).

Par ailleurs, une réduction importante des niveaux d’Ac. oléique et linoléique a été
enregistré pendant la thermo oxydation des huiles (Romero et al.,1998) et durant la friture
(Choe et Min,2007).

En outre, les changements dans la composition en AG des huiles lors d’un traitement
thermique, en particulier la diminution des taux en Ac. linoléique et du rapport (Ac. linoléique/

Ac. palmitique) sont considérés comme des indicateurs précis du niveau de détérioration.

En effet, Thompson et Rae, (1983) et Fauziah et al., (2000) ont constaté une perte
progressive en Ac. linoléique (C18 : 2 ®w6) dans I’huile de tournesol avec un rapport (Ac.

linoléique/Ac. palmitique) diminué.

Dans notre étude, la thermo-oxydation de I’huile de tournesol utilisée a entrainé une
réduction du rapport (Ac. Linoléique/Ac. palmitique), les valeurs enregistrées pour 1’huile

fraiche et thermo-oxydée sont respectivement de 10,95 et 3,53.

Dans une étude comparative, Kowalski (2007) a démontré une diminution en AG de
I’ordre de 15% aprés un chauffage de 72 heures de I’huile d’olive et de 20% apres 120 heures
de chauffage de I’huile de tournesol par rapport aux valeurs initiales. Cette perte en AG totaux
dans I’huile d’olive jugée l1égere est due a sa faible teneur en Ac. linoléique. Le contenu en cet
Ac. gras essentiel s’épuise rapidement suite a sa sensibilité a I’oxydation alors que I’ Ac. Oléique

qui est abondant dans cette huile est moins facilement oxydée (Konopka et al.,2003).
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111.1.4. Etude des produits secondaires de I’oxydation

Les TG sont les majeurs constituants de I’huile. L’oxydation de I’huile détruit les AG
des TG et donne naissance a des composes toxiques et des polymeres oxydés. Le (Tableau

V111) illustre les teneurs en composés polaires et polymérisés de 1’huile oxydée.

Tableau VIII : Teneurs en composés polaires et polymérisés de I’huile oxydés

Caractéristiques globales

Triglycérides (%)

Triglycérides non modifiés 28,30

Glycérides polaires 71,70

Esters méthyliques (%)

Esters normaux 56,70

Esters polaires 43,30

Esters polaires/glycérides polaires 60,90

Il est a souligner que 1’oxydation lipidique est contrdlée par 1I’évaluation des dieénes
conjugués et des hydro-peroxydes. L’évolution de ces derniers durant le traitement, révele
I’effet de la température sur 1’oxydation des lipides et le taux des marqueurs augmente
linéairement avec la température. Cette €volution est cohérente, car I’oxydation des AGPI
conduit a la formation de la fonction diénoique conjuguée conservée tout au long de la chaine

lipidique (Marmesat et al.,2009).

Par ailleurs, une corrélation significative a été trouvée entre les diénes conjugués et les
hydro-peroxydes lors d’un traitement d’huile de tournesol (Marmesat et al.,2009 ; Roman et
al., 2013). En outre, les TG s’oxydent par traitement thermique en composés polaires de

différents poids moléculaires et structuraux (Zeb et Murkovic, 2010 ;2011).
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Arroy et al., (1992) ont rapporté que les composés polaires formés lors d’un traitement
thermique de 1’huile de tournesol sont significativement liés aux polymeéres triglycérides, diénes
triglycérides et triglycérides oxydés. Ainsi, la formation de composés polaires est un indicateur
de la qualité d’huile, de son niveau de dégradation et du potentiel antioxydant de 1’huile (Zeb
et Murkovic, 2013).

Dans notre travail, I’huile de tournesol oxydée durant 46 heures présente une mousse
stable en surface, qui contient 71,7% de glycerides polaires et 43,3% d’esters polaires (Tableau
VIII). Ces résultats confirment la dégradation importante de I’huile. A partir de ces données
pondérales, Perin et al., (1985) ont proposé de calculer différents rapports susceptibles de
fournir des indications intéressantes, notamment sur le degré de polymérisation ou polarité des

esters.

En effet, le rapport (esters polaires / glycérides polaires) permet de connaitre le nombre
d’Ac. Gras altérés dans les chaines polaires. Dans cette présente étude, ce rapport est de 60,39%
donc il y a des glycérides 1 a 2 chaines polaires, car ce rapport prend des valeurs de 33-66 ou
100 lorsqu’une, deux, ou trois chaines d’AG sont polaires par molécule de glycérides polaires,
les pontages sont intermoléculaires au sein d’un méme triglycéride. Ces résultats reflétent que
I’huile oxydée est profondément altérée (Dobarganes et Perez-camino, 1985). Dans ce sens,
de nombreux travaux ont été réalisés sur des huiles oxydées afin d’évaluer leurs états de

dégradation :

En 1973, Guillaumin a oxydé une huile durant 20 jours par chauffage a 220°C a travers
des cycles repétés quotidiennement, équivalent a un séjour de 10 a 20 heures a plus de

200°C induisant ainsi, un pourcentage de 10% d’esters polaires.

De méme, Blanc et al., (1992) ayant oxydé une huile de tournesol pendant 30 heures a
100°C avec insufflation d’air, ont enregistré un taux de 41,40% d’esters polaires, 84,40% de
glycérides polaires et 33% d’esters polymérisés. Ces résultats confirment une dégradation

étendue due a I’insufflation d’air.

Le décret francais n° 86-857 du 18 juillet 1986, stipule que les graisses et les huiles dont
la teneur en composés polaires est supérieure a 25% sont impropres a la consommation

humaine.
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En effet, I’oxydation des huiles a de haute température, détruit les AG en produisant des
polyméres oxydés. De plus, ’oxydation thermique entraine une forte décomposition des
produits primaires d’oxydation avec la formation de diméres ou composés oxydés en plus des

produits hyperoxydes (Jiyeun et al.,2007).

Par ailleurs, Melton et al., (1994) ont noté un taux de composés polaires de 3,26 pour
I’huile fraiche contre 29 aprés oxydation. Ces résultats sont similaires a ceux de Andrali et al.,
(2010) qui ont rapporté que les composés polaires de 1’huile de tournesol chauffée a 180°C
pendant 24 heures fournit les meilleures mesures d’extension oxydative de dégradation. Leurs
résultats ont révélé que le taux des composés polaires augmente presque linéairement avec le

temps de chauffage.

111.2. EFFETS DE L’OXYDATION ET DE LA SUPPEMENTATION EN VIT E SUR
CERTAINS PARAMETRES PHYSIOLOGIQUES

I11.2.1. Croissance pondérale

La croissance pondérale des rats soumis a 1I’huile de tournesol oxydée, avec ou sans

supplémentation en a-Toc est représentée par la (figure 19).
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Figure 19 : Effet d’une supplémentation en a-Toc (600 et 1200 mg.kg™) d’un régime contenant 5% d’huile
oxydée sur le poids des rats en croissance. Chaque barre représente la moyenne + SE (*p<0.05, ** p<0.01, ***

et p<0.001 entre témoin et groupe traités)
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On constate que le poids des rats du lot OSO est significativement plus bas par rapport
au lot témoin. Nos résultats vont dans le méme sens que ceux de Osim et al., (1996) qui ont
obtenu une réduction du poids corporel des rats soumis a I’huile de palme oxydée a 150 °C
pendant 5 heures. De méme, Sheehy et al., (1994) ont trouvé une diminution significative du
poids corporel des poussins soumis a 1’huile de tournesol oxydée pendant 11heures a 120°C.
Le méme résultat est obtenu par Hayam et al., (1994) chez des rats nourris pendant 7 semaines
a I’huile de soja oxydée. Burenjargal et Totani (2008) ont rapporté une réduction du poids des
rats soumis a I’huile de tournesol oxydée pendant 10 heures a 180°C par rapport a ceux nourris
a ’huile fraiche. De méme, Falade et al., (2015) ont montré chez des rats recevant de 1’huile
de palme oxydée pendant 4h a 180°C et pour une période de 4 semaines, une baisse significative
du poids corporel. Dans le méme sens, Boler et al., (2015) ont obtenu apres 56 jours, une
diminution du poids corporel des tumulus aprés administration de I’huile de mais oxydée a

95°C avec un indice de peroxyde de 150 mEq/kg de régime.

La baisse significative du poids corporel des rats soumis a I’huile oxydée peut étre
expliquée par les diarrhées et la diminution de la prise alimentaire, voir perte d’appétit suite a
I’apparition de golt et d’odeur caractéristiques de 1’huile oxydée. De plus, I’oxydation des
huiles donne naissance aux diénes oxygénés toxiques avec un apport lipidique faible vu la

dégradation de 1’Ac. linoléique.

D’apres Miller et Long (1990) ; Marquez-Ruiz et al., (2008) ainsi que Shurson et al.,
(2015), les produits primaires et secondaires de la peroxydation réagissent avec les acides
aminés et les lipides dans le tractus gastro-intestinal, ce qui réduit la digestibilité des protéines
chez les rats. En effet, Koven et al., (2001) ont rapporté que la baisse de croissance des poissons
nourris par un régime oxydé est le résultat d’'une augmentation du stress oxydatif causé a la
fois, par la baisse de la valeur nutritive du régime suite a la perte des AGPI ou a la production

des peroxydes lipidiques (Fontagné-Dicharry et al 2014).

Dans ce contexte, Kirk (1984) et Nielsen et al., (1985) ont démontré que 1’oxydation
des huiles conduit a des réactions entre les acides aminés et les produits primaires et secondaires
des lipides, ce qui entraine une déficience nutritionnelle en vit E, en acides gras essentiels et en

acides aminés réduisant ainsi, la digestion et I’absorption protéique.

En revanche, les travaux menés par Zdunzyk et al., (2000) ; Eder et al., (2002) et

Keller et al., (2004) ont rapporté des résultats inverses aux nétres. Ils suggerent de plus, que
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I’huile oxydée n’a aucun effet significatif sur le poids corporel et la prise alimentaire compte

tenu de 1’odeur, du goit et de la digestibilité des protéines et des lipides non affectés.

Par ailleurs, Blanc et al., (1992) ont signalé un effet 1éthal lors de I’incorporation de
I’huile de tournesol a 12% dans un régime alimentaire. De méme, Blas et al., (2010) et Casado
etal., (2011) ont enregistré un taux de mortalité d’environ 42% et 31.8% chez des lapins soumis

respectivement aux huiles de soja et de tournesol oxydée pendant 31h a 140°C.

Inversement, notre étude a montré une tolérance partielle des rats vis-a-vis des dérivés

oxydés, néanmoins aucune mortalité n’a été enregistrée.

D’autre part, la supplémentation du régime avec 600mg d’a-Toc/kg d’aliment (lot
OSOEL1) éleve le poids corporel, bien que cette augmentation ne soit pas significative. Ceci est
expliqué par le fait que, I’a-Toc neutralise les dommages du stress oxydatif induit par les
radicaux libres. En effet, I’a-Toc contribue a la stabilité membranaire en la protégeant contre
les effets néfastes des produits de la peroxydation lipidique (Iranloye et Ouldare, 2011 ;
Abbas et Sakr, 2013).

Nos résultats sont corroborés par ceux de Sheehy et al., (1993) sur le poulet nourri avec
de I’huile de tournesol oxydée pendant 11heures a 120°C apres 32jours. A I’inverse, Hsieh et
Li (2005) n’ont constaté aucune différence significative dans les poids des souris témoins et
celles soumises a un stress oxydant en présence de 375mg d’a-Toc /kg de poids corporel apres

5mois de régime expérimental.

De méme, Guimaraes et al., (2014) ont trouve aprées 8 semaines de régime, une légére
augmentation du poids corporel des rats de souche SURSP hypertendus et supplémentés avec
120 UI d’a-Toc/ poids corporel comparativement aux témoins sains, sans toutefois que cette

différence ne soit significative.

Néanmoins, des résultats discordants ont été trouvés, notamment ceux de Lie et al.,
(1995), qui ont observe apres 6 mois d’expérimentation une légére diminution bien qu’elle ne
soit pas significative dans les poids corporels des rats males Long Evans soumis a 15% d’huile
de soja oxydée et supplémentée avec 500 mg d’a-Toc par rapport a ceux nourris a 15% d’huile

de soja fraiche.
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Nos résultats sont confirmés par ceux de Balakrishan et al., (2013), qui ont réalisé une
étude sur des rats Wistar, dont I’objectif est I’évaluation de I’effet oxydant du chromonium
supplémenté ou non avec de I’a-Toc & 125 mg/kg du poids corporel pendant 8 semaines. Leurs
résultats ont montré un retour a la normale du poids corporel des rats soumis au chromonium

supplémenté avec de 1’a-Toc comparé a celui des témoins.

Dans la présente étude, la supplémentation de 1’huile de tournesol oxydée avec
1200mg/kg d’aliments lot (OSOEZ2) n’avait aucun effet positif sur la croissance. Ainsi, nous

avons noté une diminution non significative par rapport aux lots témoin et (OSOEL).

L’étude de Boggio et al., (1985) a rapporté que le traitement des poissons avec I’huile
de porc a différentes doses d’a-Toc (50, 500 et 5000 mg d’a-Toc /kg d’aliment), n’avait aucun
effet significatif sur leur croissance. Des résultats similaires ont été trouvés par Kiron et al.,
(2004) chez les truites Oncorhynchus mykiss soumises a différentes huiles telles que (le
tournesol et le lin) supplémentées chacune par différentes doses d’a-Toc 100 et 1000 mg/kg

d’aliments.

Ainsi, nos résultats concordent avec ceux de Bayraktar et al., (2011) sur le poulet male
de souche Ross 308, qui ont trouvé qu’une supplémentation d’une huile de tournesol oxydée
avec 200 mg d’a-Toc /kg d’aliment de poids corporel durant 6 semaines, n’améliore pas le taux

de croissance par rapport au t€émoin a base d’huile de tournesol fraiche sans a-Toc.

L’effet d’un pesticide méthamidophos combiné a un antioxydant a-Toc a 200 mg/kg de
poids corporel chez les rats méles Wistar pendant 4 semaines, n’avait aucun effet significatif
sur le poids corporel comparé au lot témoin. Egalement, Gao et al., (2012) n’ont trouvé aucune
différence significative dans le poids corporel des rats soumis durant 21jours a I’huile de

poisson fraiche ou oxydée supplémentée avec de la vit E.

De la méme facon, Linn et al., (2014) ont démontré chez le poisson que la
supplémentation en différentes doses de la vit E (100, 200 et 400 mg/kg d’aliments) soumis a

I’huile de foie de morue n’influe pas significativement sur le poids corporel.

Dans cette présente étude, aucune mortalité n’a été enregistrée pour tous les lots et
aucune lésion cutanée ou de la queue n’a été observée pour les rats recevant les régimes a base
d’huile de tournesol oxydée et supplémentée en a-Toc. Cependant, une diminution de la prise

alimentaire et des diarrhées a été constaté pour les lots oxydés et celui supplémenté avec

E
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1200mg d’a-Toc. Ces résultats sont en accord avec ceux de Liu et Huang (1999) qui ont noté
un abaissement significatif de la prise alimentaire chez les rats males Long-Evans Wealing

nourris durant 9 semaines par de 1’huile de soja oxydée par rapport a 1’huile fraiche.

Anjum et al., (2002) ont également rapporté une diminution de la prise alimentaire chez le
poulet soumis a I’huile de soja oxydée aprés 42jours. Dans le méme sens, en 2007, Yuan et al.,
ont enregistré une réduction significative de (12%) de la prise alimentaire chez le porc soumis
a 5% d’huile hautement peroxydée (786 mEq O2/kg) pendant 2 semaines. Aussi, Kimura et al.,
(1984) ont obtenu une réduction de la prise alimentaire et du poids corporel avec des
perturbations digestives chez les rats exposés a des doses de 10% de peroxydes dont I’indice
était supérieur a 380. D’apres Cabel et Waldroup (1888), la réduction de la prise alimentaire

est due a I’odeur de rance des peroxydes lipidiques expliquant nos résultats.
I11.2.2. Poids rénal

Le poids relatif des organes indique généralement une toxicité qui s’installe et c’est un
indicateur important d’hypertrophic ou d’atrophie (Amresh et al.,2008). L’¢élévation de ce
paramétre indique une inflammation tandis qu’une diminution peut étre associée a un

rétrécissement cellulaire.

Les poids des tissus rénaux représenté par la (figure 20), montre une réduction non
significative chez les rats soumis a 1’huile oxydée et ceux supplémentés avec différentes doses

d’a-Tocophérol.
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Figure 20 : Effet d’une supplémentation en a-Toc (600 et 1200mg.kg?) d’un régime contenant 5%
d’huile oxydée sur le poids rénal des rats en croissance. Chaque barre représente la moyenne + SE (*p<0.05, **

p<0.01, *** et p<0.001 entre témoain et groupe traités)

En effet, la méme diminution non significative dans le poids des reins a été constatée
par Totani et al., (2006) chez des rats Wistar nourris pendant 8 semaines avec de I’huile de soja
thermo-oxydée comparativement a 1’huile fraiche. Boniface et al., (2014) ont également trouvé
que le traitement des rats Wistar durant 4 semaines a 1’huile de palme oxydée n’a pas d’effet

significatif sur le poids du tissu rénal.

En 2015, Elbialy et al., ont étudié I’effet d’un mélange d’huile de tournesol et de soja
thermo-oxydées sur le poids rénal des rats Sprague Dawley durant 12 semaines ; leurs résultats
n’indiquaient aucun effet significatif. Néanmoins, certains travaux notamment ceux de Billek,
(2000) ; Totani et Ojiri, (2007) ; Oladiji et al., (2009), ont rapporté que certaines fractions et
composés polaires totaux de 1’huile thermo-oxydée peuvent augmenter le poids du tissu rénal.
Rwney (2011) a démontré que I’huile de soja thermo-oxydée avec un indice de peroxyde de 14
mEqg/kg augmente significativement les LPO dans plusieurs organes tels que le foie, le rein, le

cerveau et les testicules.

Par ailleurs, nos résultats concordent avec ceux de Yang et Dessai, (1977) qui ont
obtenu une diminution du poids du tissu cardiaque chez des rats nourris durant 8 mois par
différentes doses de vit E (2500, 10 000 et 25 000 UT a-Toc/kg d’aliments). Ces auteurs ont
associé cette réduction a la perte de poids corporel. Le méme résultat a été trouvé par Rouaki

et al., (2013) chez des rats Wistar en croissance traités par de I’huile de tournesol oxydée et
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supplémentée avec 600 et 1200 mg /kg d’aliments pendant 12 semaines. Parallélement, 1’étude
de Iranloye et Ouldare (2011) a révélé que I’administration de 100 mg d’a-Toc /kg d’aliment
chez des rats soumis a un stress oxydatif durant 21 jours, n’avait aucun effet significatif sur le

poids rénal par rapport au témoin.
111.2.3- Peroxydes lipidiques et le systeme antioxydant enzymatique et non enzymatique

L’évaluation des peroxydes lipidiques exprimées en nmoles de MDA formés/mn des

lots a base d’huile oxydée et supplémentée en a-Toc est représenté par la (figure 21).
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Figure 21 : Effet d’une supplémentation en o-Toc (600 et 1200mg.kg?) d’un régime contenant 5%
d’huile oxydée sur le taux de LPO des rats en croissance. Chaque barre représente la moyenne + SE (*p<0.05, **

p<0.01, *** et p<0.001 entre témoin et groupe traités).

Comme indiqué par la (figure 21), le taux de MDA est significativement plus élevé pour

le lot soumis a 5% de I’huile de tournesol oxydée que pour le lot témoin (huile fraiche).

Plusieurs travaux menés sur 1’effet des huiles thermo-oxydées sur les paramétres

structuraux et fonctionnels chez 1’animal, montrent une modification du taux des MDA, des
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activités antioxydantes enzymatiques et non enzymatiques et de 1’altération de 1’équilibre de la

balance antioxydant/pro-oxydant.

Ainsi, I’étude de Anjum et al., (2002) a démontré chez le poulet, une augmentation
significative des MDA apres 42 jours d’ingestion de 3% de I’huile de soja thermo-oxydée dont
I’indice de peroxyde est de 49,01mEq/kg. De méme, Hayam et al., (1995) ont trouvé chez des
rats Sprague Dawley nourris pendant 7 semaines a 1’huile de soja oxydée par insufflation d’air
et a une température de 80°C durant 5jours, une augmentation significative des MDA dans les
fractions HDL et VLDL, avec une réduction significative des activités enzymatiques de la GPx,

la GR et la G6PDH au niveau hépatique.

En 1999, Nwanguma et al., ont obtenu une augmentation significative du taux de MDA
rénal chez des rats Wistar aprés 21jours d’incorporation d’huile de mais oxydée a 180°C
pendant 18heures comparativement a I’huile fraiche. Ils expliquent que, 1’élévation des
peroxydes lipidiques peut étre responsable de I’initiation de la toxicité et des dommages des
tissus. Cependant, selon Halliwell et Gutteridge (1989), cette augmentation est une
conséquence ou une cause des dommages tissulaires ; si c’est une conséquence, la hausse des
lipo-peroxydes devrait se produire a la fin de la toxicité et des dommages tissulaires ; ceux-ci
auraient lieu au point de la lyse et la mort cellulaire. Contrairement, s’ils sont la cause des
dommages tissulaires, 1’¢1évation des peroxydes lipidiques devrait se manifester au début des

séquences de toxicite.

Schiavone et al., (2009) ont étudi¢ la corrélation entre 1’intégrité des membranes
érythrocytaires chez le poulet de chair et la peroxydation lipidique. Ils ont observé aprés
35jours, une élévation significative du taux des TBARS chez le poulet soumis a 6% de I’huile

de tournesol oxydée pendant 22h a 185°C par rapport au témoin a base d’huile fraiche.

Des résultats inverses ont été trouvés par Bayraktar et al., (2011) chez I’oiseau apres 6
semaines de régime a base d’huile de tournesol oxydée et intensivement aérée lors du processus
de chauffage a 80°C jusqu’a atteindre un indice de peroxyde de 100 mEq/kg. Leurs résultats
n’ont montré aucune différence significative dans les valeurs des MDA plasmatique

comparativement a I’huile fraiche.

Par ailleurs, Falade et al., (2015) ont constaté une augmentation significative des MDA

sérique et hépatique, chez des rats albinos soumis pendant 4 semaines & 1’huile de palme ayant
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subi un nombre de friture de 10, 15 et 20 a 185°C par rapport a I’huile fraiche. En outre, les
valeurs de MDA hépatique sont significativement plus élevées que celles du plasma. Ces
auteurs suggérent que 1’augmentation des MDA hépatique est due a la formation des radicaux
libres suite a ’oxydation thermique de I’huile de palme. Sushma et al., (2013) suggérent que
le foie est plus sujet a la peroxydation compte tenu de son réle dans la détoxification et son
exposition aux autres espéces réactives qui sont capables de compromettre 1’intégrité
membranaire et entrainer ainsi, un stress oxydant par une baisse de I’activité des enzymes
antioxydantes hépatiques. Contrairement a ces auteurs précédents, 1zaki et al., (1984) n’ont
indiqué aucun changement dans le taux des TBARS plasmatique et rénale chez les rats nourris
a I’huile de colza oxydée, li¢ probablement a la différence dans la composition en acides gras

des huiles.

Nos résultats vont dans le méme sens que ceux obtenus par Boler et al., (2015) dont
I’objectif portait sur 1’étude de 1’effet de I’huile de mais oxydée par insufflation d’air a 95°C
avec un indice de peroxyde de 150 mEq/kg sur le taux des TBARS et de la GPx hépatique. Ces
auteurs ont obtenu une élévation significative des TBARS suite a 1’oxydation des AGPI de
I’huile, alors que le taux de GPx diminue significativement dans le foie suite a I’augmentation

des TBARS et des produits carbonylés.

En 2016, I’étude réalisée par Wang et al., a enregistré une hausse significative des MDA
hépatique chez le poisson aprés 10 semaines de traitement a 1’huile de poisson oxydée par

insufflation d’air a 50 °C et avec un indice de peroxyde de 104,21 mEq/kg.

Venkata et Subramanyam (2016) ont traite des rats par un régime alimentaire
contenant de I’huile oxydée a 300°C pendant 30mn. Apres 28 jours de régime, ils ont obtenu
une augmentation significative des MDA hépatique et des activités enzymatiques antioxydantes
notamment la GPx et la SOD, alors que le taux de la CAT est significativement bas par rapport

a ’huile fraiche.

En effet, le statut du métabolisme oxydatif est souvent caractérisé par la mesure des
TBARS et de la concentration des antioxydants au niveau sérique et tissulaire. Ainsi, un niveau
¢levé de TBARS avec un faible taux d’a-Toc ont été trouvé chez le poulet nourri a 1’huile
végétale avec un indice de peroxyde de 17,6mEq/kg (Engberg et al.,1996). Les mémes résultats

au niveau hépatique et sérique ont été observés chez le porc (Fernandez Duenas,2009).
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Les travaux de Sulze et al., (2004) sur les rats et ceux de Liu et al., (2014) chez le porc
ont rapporté que les régimes thermo-oxydés altérent les lipides membranaires, ce qui augmente
le taux des TBARS suite aux changements dans les génes de régulation. Cette altération est
induite par I’activation du PPARa (Peroxisome Proliferator Activated Receptor o) a travers la
régulation de certains génes cibles, tels que 1’Acyl CoA oxydase, la catalase et la carnitine
palmitoyl transférase-1. Le facteur de transcription PPARo contrdle 1’expression du
métabolisme oxydatif des acides gras sur plusieurs aspects, incluant 1’absorption de ces derniers
a travers la membrane, leur activation, trafic intracellulaire et oxydation, le stockage des TG et
la lipolyse (Cabrero et al.,2001). Divers mécanismes concernant le role de régulation des
PPARo dans les lipides membranaires ont été étudiés alors que beaucoup de réles restent encore
inconnus. Les derniéres études chez le porc nourri a I’huile thermo-oxydée, ont révélé une
élévation significative de I’activit¢ des PPARa hépatique indiquant ainsi I’altération du
métabolisme des AG (Liu et al.,2014).

Inversement a nos résultats, 1’étude de Kok et al., (1988) chez les rats soumis a 15%
d’huile oxydée pendant 72heures a 180°C, n’a révélé aucun changement significatif dans le
taux des MDA hépatique apres 4 semaines de régime. Un résultat similaire a été obtenu par
Orada et al., (1988) chez des souris aprés 3 mois de régime a base de 0,6% d’huile oxydée
avec un indice de peroxyde de 3 mEq/kg de poids corporel. Néanmoins, la quantite de MDA a
doublé dans le foie et triplé dans le sérum, aprés 24heures d’incubation gastrique d’une
concentration de 270 mEq de peroxyde/kg d’aliment. L ensemble de ces auteurs suggérent que
I’effet délétére des AG oxydés notamment, la production excessive des TBARS au niveau
tissulaire, dépend de la quantité ingérée, de la voie d’administration, de la nature et la structure

chimique de ces acides gras oxydes.

Parallélement a 1’augmentation significative du taux de MDA rénale dans notre étude,
on a constaté une baisse significative de la concentration en a-Toc (figure 22), avec une
réduction hautement significative des activités enzymatiques de la Cat, SOD, GPx, G6PDH et
GR chez le lot oxydé (OSO) par rapport au témoin (FSO) (Figures 23, 24, 25,26 et 27).
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Figure 22 : Effet d’une supplémentation en a-Toc (600 et 1200mg.kg™) d’un régime contenant 5%
d’huile oxydée sur le taux d’a-Toc des rats en croissance. Chaque barre représente la moyenne + SE (*p<0.05,

** p<0.01, *** et p<0.001 entre témoin et groupe traités).

Sheehy et al., (1994) ont trouvé une diminution significative de 1’a-Toc au niveau du
foie, du cerveau, du cceur, du poumon, de la rate, du pancréas et le plasma chez le poulet nourri
a I’huile de tournesol thermo-oxydée apres 32 jours de regime. Ces auteurs expliquent cette
baisse d’a-Toc dans le tractus digestif par sa destruction par les radicaux libres présents dans
I’huile, y compris ceux produits par la dégradation des hydro-peroxydes et catalysée par les
ions Fe*? et Cu*?. Ainsi, I’hydrolyse de ’a-Toc dans D’intestin est altérée par les produits de
peroxydation des lipides et de ce faite, la quantité d’a-Toc disponible pour 1’absorption serait

réduite.

Par ailleurs, les preuves disponibles indiquent que les hydro-peroxydes lipidiques sont
mal absorbés, alors que les radicaux pyroxyles réagissent moins avec d’autres AGI dans le
tractus digestif qu’avec ceux transférés dans la lymphe ou le plasma (lzaki et al.,1984). De
plus, ces mémes auteurs soulignent une destruction de I’a-Toc par les produits de dégradation
dans la lumiere intestinale ou la membrane hépatique. D’autre part, les composés céto-insaturés
formés dans I’huile oxydée tels que le 12 céto-oléate peuvent étre absorbés et la peroxydation

lipidique in vivo se produit.

Selon certains auteurs, I’oxydation de 1’huile par la chaleur diminue la quantité d’a-Toc

dans le régime, ceci reduit la prise alimentaire de cet antioxydant (Lin et al.,1989).
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L’étude de Liu et Hung, (1995) chez le rat, confirme que I’ingestion de 15% d’huile de
soja oxydée diminue significativement la concentration d’a-Toc du plasma, du foie, du rein, du
muscle, du poumon et du cerveau par rapport a ceux soumis a I’huile fraiche. Ces auteurs ont
mentionné une élévation de I’excrétion fécale de la vit E suite a la diminution de son absorption.
Ceci explique en partie I’augmentation significative des TBARS. En outre, la réduction du taux
d’a-Toc tissulaire peut également provenir d’un catabolisme accru de I’a-Toc suite &

I’exposition aux produits de peroxydation lipidique.

En 1996, Liu et Huang ont étudié chez les rats Long Evans, I’effet de 15% d’huile de
soja thermo-oxydée pendant 6 heures a 205°C sur la concentration en o-TOC au niveau des
différents organes. Aprés 9 semaines de régime, leurs résultats ont montré une baisse
significative de la concentration en a-Toc par rapport a 1’huile fraiche, cette réduction est li¢e
a son catabolisme et ou son turnover. En effet, la courte durée de demi-vie de I’a-Toc dans
certains organes tels que le rein et le foie diminue remarquablement sa concentration. Selon ces
auteurs, la baisse hautement significative et rapide du taux d’a-Toc observée dans le lot oxydé
pourrait étre attribuée a son fort turnover suite a 1’action de I’huile oxydée sur la recirculation
entéro-hépatique et la réabsorption de I’a-Toc dans I’intestin bien que beaucoup de mécanismes
restent encore méconnus dans cette recirculation (Liu et Huang, 1996).

De méme, Mourente et al., (2002) sur le poisson soumis a I’huile d'anchois
oxydée pendant 24heures a 50°C par insufflation d’air, a montré aprés 8 semaines, une
réduction significative du taux d’a-Toc hépatique. Par contre, une réduction non significative

des activités des enzymes antioxydantes telles que la Cat, la SOD et la GR est observeée.

Baraktar et al., (2011) ont noté de leur part, une élévation de 1’activité de la GPx et des
MDA des érythrocytes du poulet nourri a 1’huile de tournesol thermo-oxydée a 80°C avec un
indice de peroxyde de 100 mEq /kg. Selon ces auteurs, cette augmentation du MDA est attribuée
a la forte peroxydation lipidique et I’élévation de I’activité de la GPx est expliquée par une
synthése enzymatique en réponse adaptative a une production accrue de peroxyde d’hydrogene

et & un stress oxydatif plus important.

Davies (2000) et Surai (2003) soulignent que les différents organes peuvent s’adapter
aux stress oxydatifs en augmentant leur production d’antioxydants, réparer les enzymes et

restaurer la balance (oxydant /prooxydant). Une déduction similaire a été rapporté par
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Juskiewic et al., (2000) chez des rats nourris a I’huile oxydée entrainant une augmentation des

activités enzymatiques antioxydantes.

Nos résultats concordent avec ceux de Keller et al., (2004), qui ont montré une
diminution significative des activités des différentes enzymes (Cat, SOD et GPx) au niveau des

érythrocytes du porc et du rat.

Venkata et Subramanyam (2016) dans leur étude sur ’effet d’une huile végétale
thermo-oxydée pendant 30mn a 300°C sur ’activité de certaines enzymes antioxydantes des
rats Wistar, ont rapporté une baisse significative de la Cat confortant nos résultats avec

contrairement a nous, une augmentation significative de la GPx et de la SOD.

Nos résultats sont corroborés par ceux de Gujjalaet al., (2016) qui ont trouvé une baisse
significative de I’activité enzymatique antioxydante rénale, notamment la Cat, SOD, GPx et la
GR chez des rats wistars soumis au stress oxydant durant 4 semaines. Ces auteurs associent ce
résultat au stress oxydant qui induit une élévation significative de la peroxydation lipidique ; ils
suggerent que I’activité de la GPx peut constituer une réponse protective initiale nécessaire pour
la régulation de la concentration en H202 aussi bien sous les conditions physiologiques qu’apres
installation d’un stress. D’aprés Datta et al., (2000), la thermo-oxydation stimule la production

des ROS qui peuvent réduire 1’activité enzymatique de la Cat et de la GPx.

Parallelement a ces études, il a été démontré que le stress oxydatif peut étre induit par
des composés autres que I’huile oxydée. Ainsi, AKhtar et al., (1994) ; Kale et al., (1999) ;
Uner et al., (2001) et Attessahin et al., (2005) ont rapporté I’effet oxydant d’un pesticide, la
cypermethrin comme un médiateur du stress oxydatif et d’altération du systéme antioxydant
chez I’animal. En effet, Michelangeli et al., (1990) et Ray (1991) ont démontré que le site
d’action de ce composé est la membrane et ce, en induisant une augmentation de 1’activité des
ions Na* dans les cellules nerveuses et la dépolarisation de la membrane avec un blocage de la
conduction nerveuse. En effet, I’administration de cypermethrin a 50mg/kg de poids corporel
durant 5jours, entraine une réduction significative de la Cat et de la SOD au niveau rénal.

De méme, en 2009, Banudevi et al., ont rapporté D’effet d’un agent polluant
environnemental lipophile, (le polychlorinate-biphnyl-PFB-), sur les tissus renaux, hépatique
et pulmonaire chez des rats Wistar. Celui-ci est un médiateur de ROS, qui induit des dommages

tissulaires importants. Apres 30jours d’administration de 2mg de PFB /kg de poids corporel par
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voie intra-péeritonéale, il a été observé une diminution significative de la SOD, la CAT, la GPx,
la GR et la vit E, a c6té d’une augmentation significative du taux de LPO et de peroxyde
d’hydrogeéne dans le foie, le rein et le poumon. Cette élévation du taux de LPO est due a
I’augmentation concomitante de la production des radicaux libres, suite a I’interaction du PCB
avec les peroxydes d’hydrogene. Ces derniers donnent naissance aux radicaux hydroxyles qui
sont la forme la plus active des ROS dans le systeme biologique. L un des mécanismes proposés
pour I’induction de la peroxydation lipidique par le PCB est I’implication de I’enzyme Cyt P450
a cause de la libération des espéces oxygénées actives. Ils associent en méme temps, la
diminution significative de la Cat rénale au manque de NADPH cofacteur de régulation de sa
forme active, suite a I’exposition au PCB. D’autre part, la baisse de I’activité de la SOD serait
liée a I’accumulation des anions superoxydes qui provoquent des dommages oxydatifs. Quant
a la reduction significative de la GPx, elle serait associée a la réduction de son donneur

d’¢lectron, le glutathion et I’augmentation excessive des peroxydes.

Dans la présente étude, la baisse significative de la SOD, la Cat, la GPx est liee a la
réduction de leur synthése ou une dégradation de ces enzymes étant donné la présence excessive
des ROS.

La glutathion réductase (GR) est une enzyme essentielle dans le maintien de la
concentration intracellulaire du glutathion réduit, en présence de son donneur d’électron le
NADPH (Junk et Henke, 1996). Sachant que le taux de NADPH dépend de ’activité de la
glucose 6 P-déshydrogénase (G6PDH) dont I’activité est significativement basse dans notre
étude, ceci entraine une réduction du niveau de NADPH qui a son tour réduit I’activité de la

glutathion réductase (GR).

Par ailleurs, la diminution significative du taux d’-Toc dans notre étude est
probablement liée a 1’é1évation de la peroxydation des lipides et a la baisse significative de la

glutathion reductase qui renouvelle le glutathion réduit qui a son tour régénere 1’a-Toc.

Sarumatki et Saravanan (2010) ont provoqué un stress oxydatif chez des rats Wistar,
en les placant dans des tubes en plastique de 20 cm sur 7cm pendant deux h/jour durant 21jours.
Bien que la présence de plusieurs trous de 3mm de @ a I’extrémité du tube leur permette la
respiration, ces rats demeurent incapables de bouger. Les résultats de cette étude ont indiqué,
une diminution significative de la CAT, la SOD, la GPx et le taux d’a-Toc au niveau rénal par

rapport aux témoins. Ces auteurs ajoutent que 1’immobilisation des rats pendant 2h a été la
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cause d’une augmentation de la peroxydation des lipides (LPO), d’une altération oxydative de
I’ADN, d’une réduction des activités antioxydantes telles que, la Cat, la SOD et la GPx en plus

de la baisse de la puissance du systéme de défense antioxydant secondaire notamment I’a-Toc.

En 2012, Ozden et al., ont réalisé une étude montrant 1’effet d’un agent polluant
environnementale, le methiocarb (4-méthylthio-3,5-xylmethyl-carbamate) sur le foie et le rein
chez des rats Wistars. Ce composé est retrouvé en quantité résiduelle dans ’eau, le sol, les fruits
et les légumes (Sraji et Esteki,2008). Le mécanisme de toxicité du méthiocarb, consiste en une
inhibition de I’enzyme acétylcholine-estérase qui cause I’accumulation de I’acétylcholine et par
conséquent I’activation du systéme cholinergique. Les derni¢res études ont démontré que le
méthiocarbam induit un stress oxydatif aprés 5jours d’exposition par voie orale a une dose de
10mg /kg de poids corporel. Ces auteurs ont démontré une augmentation significative du taux
de MDA et une baisse significative du taux de glutathion, de la SOD et de la Cat au niveau du
rein. Ils attribuent 1’augmentation des MDA a 1’élévation des lipo-peroxydes qui réduisent
I’effet des cytochromes P450 et le systeme flavine monooxygénase (FMOS). D’autre part, la
diminution des activités de la SOD et la Cat semble étre due a la production intense des espéces

oxygénées réactives (Eraslan et al.,2009).

Les travaux de Venkatanarayana et al., (2012) réalisés sur des rats Wistar males de
type albinos, afin d’évaluer le potentiel d’une néphrotoxicité et 1’effet oxydant du carbone
tetrachloride (CCLu4), ont révélé que 1’administration de 1ml de CCL4 /kg de poids corporel, a
entrainé une diminution significative de la Cat, la SOD, la GPx et de la GR au niveau du tissu
rénal. Ils associent ces résultats au CCls qui induit un stress oxydatif par une accumulation des

superoxydes et des peroxydes d’hydrogenes dans le rein.

Parallélement, I’effet du stress oxydatif induit par le cisplatin, (cis diamine du
dichloroplatinum I1) sur des rats Wistar a été étudié par Ognjanovic et al., (2012). Cet agent
chimio-thérapeutique est utilisé dans le traitement de plusieurs types de cancers (Baek et
al.,2003), et présente en plus, une neurotoxicité et une néphrotoxicité suite a la peroxydation
des membranes cellulaires, le dysfonctionnement mitochondrial et la 1ésion de 1’ADN
(Sadowitz et al.,2002). Leurs résultats ont révelé une diminution significative de la SOD, la
Cat, la GPX et de la GR avec une ¢lévation du taux de MDA rénale apres 3jours d’injection
péritonéale de 7mg de cisplatin/kg du poids corporel. La hausse des MDA est expliquée par

I’effet oxydant du cisplatin qui génére une forte production de radicaux libres, tels que les
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anions superoxydes (O2) et les radicaux hydroxyles (OH’) qui stimulent la peroxydation

lipidique au niveau des tubules rénaux. Quant a la diminution significative de la SOD, elle est
attribuée aux ROS qui inactivent totalement cette enzyme suite a la perte des ions de cuivre et
de zinc qui sont nécessaires a son activité. Des etudes antérieures ont souligné ce déficit en
cuivre et en zinc avec une activité insuffisante de la SOD afin de piéger les anions superoxydes
produits durant le processus métabolique normal. En outre, les activités de la Cat, la GPx et la
GR sont significativement basses, ce qui régresse la capacité des reins a piéger les peroxydes
d’hydrogéne (H202) et les peroxydes lipidiques (Naziroglu et al.,2004 ; Atasyar et al., 2009).

Selon Ognjanovic et al., (2012), la néphrotoxicité du cisplatin s’accompagne d’une
inhibition de la synthése protéique, d’une baisse de la production du glutathion réduit (GSH) et
d’un déficit en protéine-SH, ce qui entraine une peroxydation lipidique et un endommagement
mitochondrial. En effet, la GSH et les protéines-SH constituent le majeur systéeme de défense

antioxydant cellulaire qui controle la peroxydation lipidique.

Concernant la GPx, il s’agit d’une séleno-enzyme connue pour son réle dans le
métabolisme de I’oxygene, la division cellulaire et le processus de détoxification. De plus,
I’activité¢ de la GPx dépend fortement de la concentration en glutathion réduit (son donneur
d’hydrogene) et comme la régénération de celui-ci est faible suite a la diminution significative

de la glutathion réductase, une baisse de son activité est observée (Chen et Berry, 2003).

En 2015, Mossa et al., ont étudié chez des rats males albinos, 1’effet du stress oxydatif
induit par le fiproxil (FPN-N PYRAZOLE) sur le tissu rénal. Ce composé ajouté dans de 1’eau
a une dose de 10mg /I pendant 45jours, conduit a une élévation significative des LPO.
Néanmoins, une baisse significative de 1’activité antioxydante de la SOD, la Cat, la GR et la
GSH est constatée. L augmentation du taux des LPO est expliquée par ’altération du systéme
antioxydant et la surproduction des espéces réactives d’oxygene, spécialement les radicaux

hydroxyles.

Selon Vidau et al., (2011), cet insecticide génere des especes oxygenées réactives et
inhibe la synthése des protéines et de I’ADN. De méme, Tukhtaev et al., (2013) ont mentionné
que, I’exposition prolongée a de faibles doses de fipronil, entraine un stress oxydatif important

chez le rat.
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D’autre part, la baisse significative des activités de la SOD, la Cat et la GPx peut étre
attribuée soit, a la production excessive des anions superoxydes qui sont rapidement converties
en H202 par la SOD, ou en H20 par la Cat et la GPx, soit a la lésion cellulaire et la mort des

cellules saines.

L’étude d’El-Gendy (2011) concernant I’effet de 1’aluminium sur différents organes

des rats albinos, a montré un effet oxydatif.

Des résultats inverses ont été démontrés par Adedara et al., (2014) chez des rats Wistar
recevant 1% de 2,5 hexanediene pendant 21jours. Ce métabolite toxique de I’hexane a été
longuement utilisé en industrie pharmaceutique et cosmétique. Plusieurs études ont souligné
que le 2,5 hexanedione est détecté dans le foie, le rein, le cerveau et le sang et cause des

altérations fonctionnelles au niveau de ces organes.

Adedara et al., (2014) ont mentionné une élévation significative du taux de MDA, H20:
et de la GPx au niveau du tissu rénal des rats recevant 1% de 2,5 hexanediéne par rapport au
témoin. Ils associent la diminution significative du GSH a I’ultra-utilisation du GPx par les
cellules afin de piéger les ROS, alors que la nette élévation des activités de la SOD, la Cat, la
GPx, la GST et la peroxydation lipidique importante sont traduite par 1’augmentation
significative des MDA. Ceci suggere la participation des radicaux libres dans 1’oxydation
cellulaire suite a la toxicité des ions Al En effet, ’aluminum (AI™®) entraine des
réarrangements lipidiques et par conséquent, les lipides membranaires peuvent étre attaqués ce
qui facilite la propagation de la peroxydation lipidique affectant ainsi, I’intégrité membranaire
notamment, diminuer sa fluidité, détruire les récepteurs et les canaux ioniques et enfin induiser

la mort cellulaire (Stevanovic et al.,2011).

Les résultats de notre étude concordent avec ceux des auteurs déja cités ci-dessus et ceux
obtenus chez les rats par Liu et Huang, (1995), le poulet par (Takahsi et Akba, 1999 ; Tavarez
et al.,2011) et le porc par (Boler et al., 2012 ; Liu et al., 2014).

En effet, on a confirmé a travers cette étude, ’effet délétere et toxique de 1’huile de
tournesol oxydée, reflété par 1’élévation significative du taux de MDA au niveau du tissu rénal
suivie d’une diminution significative du systéme antioxydant représenté par la SOD, la Cat, la

GPx, la GR et la G6PDH.




RESULTATS & DISCUSSION

Les effets déléteres des LPO sur les protéines se traduisent par leur dénaturation,
caractérisée par une baisse de solubilité. Les radicaux alkoxyl ou alkylperoxy!l arrachent les H’
aux protéines préférentiellement au niveau du OH des tyrosines, du groupement SH des
cystéines et méthionine, du NH des histidines, des tryptophanes et arginine et des NHs" des
lysines. De plus, la lipo-peroxydation inactive certaines enzymes cellulaires, notamment les
thio-enzymes qui sont trés sensibles a I’inactivation radicalaire par la formation d’un radical

thyil (RS®) suivi d’un pont disulfure (R-S-S-R) (Pre, 1991).

Les radicaux et les aldéhydes issus de la lipo-peroxydation endommagent toutes les
membranes cellulaires, les organites sub-cellulaires, les protéines (enzymes) et les génomes.
Ainsi, leur action sur les lysosomes a des effets nocifs et dangereux qui entrainent la libération
d’enzymes catalysant 1’hydrolyse des protéines, acides nucléiques et des polysaccharides
cellulaires. Paralléelement, De groot et al., (1985) ont rapporté le mécanisme a travers lequel les
ROS diminuent I’activité de la SOD et de la GPx et qui consiste en un clivage des liaisons Cu-

SOD et Zn-SOD par les ROS, suivi d’une libération du Cu médiateur de la réaction de fenton.

L’altération des lipides membranaires indique une modification dans la régulation des
genes, lors de 1’exposition a I’huile oxydée chez le porc Liu et al., (2007) et le rat Sulzle et al.,
(2008), ce qui altére la membrane in vivo par inactivation du Peroxysome Proliferation
Activated Receptor oo (PPARa) a travers certains génes, cibles. Ceci induit une réduction des
activités des Acétyl-CoA oxydase, Catalase et la carnitine-palmito-transférase-1. Selon
Cabrero et al., (2001), la transcription du facteur PPARa controle I’expression oxydative des
acides gras membranaires, y compris I’absorption des acides gras a travers la membrane, leur

activation intracellulaire et oxydation.
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Figure 23 : Effet d’une supplémentation en a-Toc (600 et 1200mg.kg™) d’un régime contenant 5% d’huile oxydée
sur I’activité de la CAT des rats en croissance. Chaque barre représente la moyenne + SE (*p<0.05, ** p<0.01,

*** gt p<0.001 entre témoin et groupe traités)
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Figure 24 : Effet d’une supplémentation en a-Toc (600 et 1200mg.kg™?) d’un régime contenant 5%
d’huile oxydée sur I’activité de la SOD des rats en croissance. Chaque barre représente la moyenne + SE

(*p<0.05, ** p<0.01, *** et p<0.001 entre témoin et groupe traités)
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Figure 25 : Effet d’une supplémentation en o-Toc (600 et 1200mg.kg?) d’un régime contenant 5%

d’huile oxydée sur I’activité de la GPx des rats en croissance. Chaque barre représente la moyenne + SE

(*p<0.05, ** p<0.01, *** et p<0.001 entre témoin et groupe traités)
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Figure 26 : Effet d’une supplémentation en a-Toc (600 et 1200 mg.kg?) d’un régime contenant 5%
d’huile oxydée sur I’activité de la G6 PDH des rats en croissance. Chaque barre représente la moyenne + SE

(*p<0.05, ** p<0.01, *** et p<0.001 entre témoin et groupe traités)
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Figure n° 27 : Effet d’une supplémentation en a-Toc (600 et 1200 mg.kg™) d’un régime contenant 5%
d’huile oxydée sur I’activité de la GR des rats en croissance. Chaque barre représente la moyenne + SE
(*p<0.05, ** p<0.01, *** et p <0.001 entre témoin et groupe traités)

111.3. Effet d’une supplémentation a 600 mg d’aToc/kg d’aliment sur :
111.3.1. Les lipo-peroxydes et le taux d’a-Toc rénal

L’utilisation de 5% d’huile de tournesol thermo-oxydée chez des rats en croissance, a
montré un effet oxydant caractérisé par une augmentation significative des MDA et une
diminution significative du systéme antioxydant enzymatique et non enzymatique, notamment
la Cat, la SOD, la GPx, la GR et I’a-Toc respectivement.

Pour évaluer I’effet de I’a-Toc sur le stress oxydatif, on a supplémenté dans un premier
temps, 1’huile de tournesol thermo-oxydée avec 600 mg d’a-Toc/kg d’aliment. Les résultats

obtenus sont illustrés dans les (figures 21 et 22).

L’analyse de ces résultats montre pour le lot (OSOE1) une diminution hautement
significative du taux de MDA accompagnée d’une augmentation significative d’a-Toc par
rapport au lot oxydé (OSO). Toutefois, aucune différence significative de ces valeurs par

rapport au lot témoin n’est observée.
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Les résultats de la présente étude concordent avec ceux de Sheehy et al., (1993) obtenus
chez le poulet aprés 32jours d’administration d’un régime a base de 4g d’huile thermo-oxydée
a 120°C pendant 1lheures et supplémenté en o-Toc. Ces auteurs concluent qu’une
supplémentation de I’huile de tournesol thermo-oxydée en a-Toc, réduit la sensibilité des tissus

vis-a-vis des ROS.

En 1996, Liu et al., ont trouvé une réduction significative des TBARS hépatique chez
des rats Long Evans aprés 9 semaines d’ingestion d’huile de soja oxydée a 205°C pendant
6heures et confirment que 1’a-Toc est un bon piégeur des radicaux libres. De méme, les travaux
de Mourente et al., (2002) sur des poissons nourris a 1’huile de poisson thermo-oxydée avec
ou sans o-Toc apres 8 semaines de régime, ont révélé une augmentation significative du taux
d’a-Toc hépatique avec une baisse significative en TBARS dans le lot supplémenté avec 200
mg d’a-Toc /kg d’aliment par rapport au lot non supplémenté. Igbal et al., (2005) ont pour leur
part, enregistré chez le poulet nourri pendant 5 semaines par un régime a faible dose de vit E,
une élévation significative des LPO. Par contre, une augmentation de la dose de vit E dans le

régime a induit un piégeage des LPO traduisant leur réduction considérable.

Selon Liu et al., (2014), les résultats obtenus chez le porc ont montré, que ’huile
thermo-oxydée stimule I’activité des PPAR, ce qui altere les acides gras membranaires et induit

une peroxydation lipidique.

Par ailleurs, il existe une relation proportionnelle entre la concentration en a-Toc dans
le régime et celle des organes tissulaires avec une corrélation négative entre le taux d’a-Toc et
la concentration en TBARS. Dans ce sens, Linn et al., (2014) ont étudié 1’effet antioxydant de
trois doses d’a-Toc (100, 200 et 400 mg) /kg d’aliment chez la bréme de mére rouge Pagrus
major. Aprés 4semaines, ces auteurs ont enregistré une augmentation significative du taux d’a-
Toc dans les tissus musculaire et hépatique des lots supplémentés par rapport a ceux qui ne le
sont pas. Il a été démontré que, le taux des TBARS est inversement proportionnel a la dose d’a-
Toc supplémentée. En effet, les concentrations en TBARS sont significativement faibles dans
les lots supplémentés. Des résultats similaires ont été trouvés chez le veau par (Engeseth et
al.,1993) et chez le poulet par (Zouari et al.,2010).

En outre, de nombreuses études ont traité 1’effet d’une supplémentation en vit E sur les
biomarqueurs du stress, mais en employant d’autres inducteurs que I’huile thermo-oxydée

notamment :
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L’étude de Wang et al., (2016) sur I’effet d’une supplémentation a 600mg d’a-Toc/kg
d’aliment sur certains facteurs du stress oxydatif chez le poisson du type Combine jaune
larmichthy scrocea nourri a I’huile de poisson thermo-oxydée en présence d’air, avec un indice
de peroxyde de 79mEq /kg. Apres 10 semaines de régime, ces auteurs ont révélé, une
diminution significative du taux des MDA au niveau du tissu hépatique chez le lot supplémenté
en vit E comparativement au lot non supplémenté. La réduction ainsi notée a été associée au
role piégeur de I’a Toc vis-a-vis des radicaux libres et de 1’oxygene singulet. Ces auteurs ont
conclu, qu’une supplémentation en a-Toc au-dela de 100mg /kg d’aliment exerce un effet

antioxydant sur les différents tissus.

Ayaz et al., (2005) ont étudié¢ I’effet d’injection par voie péritonéale de 50Ul de vit
E/kg/PC et 2,5 mg de doxorubicum/kg de PC chez des rats albinos pendant 15jours. En effet,
la toxicité de doxorubicum est caractérisée par la peroxydation des lipides membranaires (Yin
et al.,1988), des dommages mitochondriales (Hershko et al.,1993) et des dommages oxydatifs
des macromolécules par les ions Fe*? (Thomas et Aust, 1986). L’ensemble de ces travaux ont

révélé une réduction significative des MDA au niveau du tissu cardiaque.

Dans le méme sens, des rats Wistar traités durant 4 semaines avec 2 mg de PCB
5Aroclor-1254/kg de poids corporel en présence de 50 mg
d’a-Toc /kg du poids corporel, ont démontré une baisse remarquable de LPO avec une élévation
significative du taux d’a-Toc. D’aprés cette étude, I’effet médié par le PCB est éliminé par
I’administration d’a-Toc qui permet effectivement de piéger les radicaux libres dans la cellule
ou des metabolites réactifs sont produits confirmant ainsi le réle antioxydant d’a-Toc
(Banudevi et al.,2006).

Ajithetal., (2007) ont injecté 10 mg de cisplatin/kg de poids corporel a des souris males
gavés avec 500mg d’a-Toc/kg d’aliment. Aprés 72heures, ils ont observé une réduction
significative du taux de MDA comparativement au lot recevant uniqguement le cisplatin comme
inducteur d’oxydation. Cette diminution est associée a 1’effet protecteur de la supplémentation

en a-Toc qui piége directement les radicaux libres électrophiles.

En 2009, Alothman et al., ont examiné 1’effet oxydant du malathion en présence d’un
antioxydant (vit E) chez les rats Wistars. lls ont enregistré apres 45jours, une diminution
significative du taux de MDA rénale chez le lot soumis au malathion et supplémenté avec de

I’a-Toc par rapport au lot non supplémenté. Ils ont ainsi, démontré 1’effet protecteur de 1’a-Toc
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contre les peroxydes d’hydrogeénes, 1’anion superoxyde et les radicaux hydroxyles générés

durant la métabolisation du malathion par la Cyt P450 oxydase.

En effet, le réle antioxydant et neuroprotectif de ’a-Toc a été déja mentionné par
Gottlieb et al., (2006) au niveau du striatum (qui est une partie déficiente en a-Toc et trés
sensible aux stress). Dans ce contexte, Sousa et al., (2011) ont injecté par voie intra-péritonéale
400mg de pilocaprine/kg de poids corporel supplémenté avec 200 mg d’a-Toc a des rats
wistars. Apres 24h, ils remarquent que le taux de LPO et du nitrate ont hautement chuté chez
les rats supplémentés en a-TOC comparativement & ceux recevant uniquement du pilocaprine.
IIs concluent alors, que les especes réactives oxygénées sont parmi les causes de I’activité
épileptique et exercent un effet délétére sur le cerveau. Ces ERO sont neutralisées et piégées

par la supplémentation en a-Toc ce qui diminue les LPO et les nitrates.

Par ailleurs, I’effet de chromium combiné a un antioxydant (a-Toc) sur le foie et le rein
des rats méles Wistar a fait 1’objet d’une étude par Balakrishnan et al., (2013). Leurs résultats
aprés 14 jours ont révélé une chute significative des TBARS dans les deux organes
comparativement au lot traité par le chromium seul. Ils suggerent donc, le rdle de I’a-Toc en

tant qu’antioxydant qui protege les tissus des dommages causés par les ROS.

L’analyse des données de notre étude, indique une diminution significative des MDA
parallelement a une augmentation significative de 1’a-Toc confortées par les résultats des

différents travaux cités précédemment.

D’autre part, I’a-Toc joue un réle crucial dans la neutralisation des hydro-peroxydes de
I’huile oxydée. Selon Bowry et stocker (1993), la vit E doit son effet biologique a sa fonction
comme antioxydant liposoluble, prenant en charge la majorité des radicaux libres. L’a-Toc est
biologiquement et chimiquement la forme la plus active de la vitamine E. Lors du mécanisme

de protection contre la peroxydation lipidique, 1’a-Toc est oxydée en chromane -6-oxyle alpha-
T * qui est une forme radicalaire régénérable,
111.3.2. Activités enzymatiques antioxydantes

L’effet d’une supplémentation avec 600mg d’a-Toc /kg d’aliment sur les différentes

activités enzymatiques est illustré dans les (figures 23, 24, 25,26 et 27).
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Nous constatons une augmentation significative de toutes les activités enzymatiques
(SOD, Cat, GPx, GR et G6PDH) par rapport au lot oxydé (OSO). Néanmoins, aucune différence
significative n’est observée entre le lot supplémenté en a-Toc et le témoin, sauf pour la catalase

dont la valeur est significativement diminuée par rapport au témoin.

En 2005, Atessahin a étudié ’effet protecteur de la vit E lors d’un stress oxydatif'; il a
observé apres Sjours que la supplémentation en a-Toc augmente significativement les activités
de la SOD et de la Cat comparativement aux lots oxydés non supplémentés. Il conclue alors,
que la vit E possede un effet anti-péroxydatif a travers ses propriétés de piégeage des especes

réactives oxygenées en renforcant le systeme enzymatique antioxydant.

Une étude identique réalisée par Ayaz et al., (2005) sur des tissus cardiaques des rats
Wistar, a montré aprés 2 semaines d’injection de 25mg d’oxorubicum /kg de poids corporel
supplémenté avec 50Ul de vit E /kg de PC, une élévation significative des activités
enzymatiques antioxydantes tels que la SOD, la Cat, la GPx et la G6PDH du lot supplémenté
par rapport au lot oxyde. Ces derniers suggérent que la vit E, restore les taux des enzymes au
voisinage des valeurs normales (témoin), reflétant ainsi, le potentiel antioxydant bénéfique de
la Vit E.

Ajitih et al., (2009) ont rapporté que des rats albinos ayant subi un stress oxydatif et
supplémenté avec 500 mg de Vit E /kg d’aliment, ont révélé une augmentation significative des
activités de la Cat et de la GPx du tissu rénal. Ils déduisent que la Vit E empéche la peroxydation
lipidique en piégeant les radicaux libres et en stimulant 1’activité de la barriére principale de
défense composée de la Cat et de la GPx, afin de bloquer la propagation de 1’oxydation des

AGPI.

L’étude de Othman et al., (2011) portant sur le traitement des rats Wistars recevant
27mg du malathion par gavage et supplémenté avec 100mg d’a-Toc/kg d’aliment durant
6semaines, a montré une phase antioxydante, caractérisée par une élévation significative des y
des pentoses phosphates et de la phosphorylation oxydative, ceci va augmenter la concentration
du NADPH qui stimule I’activité de la GR a son tour et régénere le glutathion réduit (GSH)
activateur de la GPx. En outre, la quantité de NADPH étant élevée, la catalase reprend sa forme
active et en méme temps, 1’activité de la SOD est régénerée ce qui protege la catalase des anions

superoxydes (Banudevi et al.,2016).
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II1.4. Effet d’une supplémentation a 1200 mg d’a-Toc/ kg d’aliment sur :
I11.4.1. Le taux d’a-Toc et les biomarqueurs du stress :

L’effet d’une supplémentation a 1200 mg d’a-Toc/kg d’aliment sur la concentration en
a-Toc rénale et sur les biomarqueurs du stress, notamment le taux des LPO, a-Toc et les
activités enzymatiques antioxydantes sont illustrés respectivement dans les (figures 21,22, 23,
24, 25,26 et 27).

L’analyse des résultats obtenus, indique une augmentation hautement significative du
taux des LPO avec une réduction significative de la concentration en a-Toc et toutes les activités
enzymatiques, la SOD, la GPx, la Cat, la GR et la G6PDH par rapport au témoin et au lot
supplémenté avec 600mg d’a-Toc (OSOE1L). Ces résultats confirment qu’une dose de 1200mg

d’a-Toc a un effet pro-oxydant.

Mis a part I’étude de Rouaki et al., (2014) sur I’effet de fortes doses d’a-Toc sur le tissu
cardiaque des rats Wistar, peu de travaux in vivo sont réalisés dans ce sens ; c’est sous cette
optique et dans le but de compléter I’étude de Rouaki et al., (2014) qu’on s’est intéressé a

évaluer I’effet de cette haute dose en a-Toc sur le tissu rénal chez les rats Wistar en croissance.

Les travaux de Kiron et al., (2004) sur des truites arc en ciel de ’espéce Oncorhynchus
mykiss soumises a 10% d’huile de tournesol et 1000 mg d’a-Toc/ kg d’aliment pendant 9
semaines, ont montré une élévation significative des hydro-peroxydes. Ces auteurs stipulent
que la dose élevée d’a-Toc induit la conversion de 1’anion superoxyde en hydro-peroxyde et en
oxygene. Ils déduisent de ce fait, qu’une supplémentation en forte dose d’a-Toc a un effet plutot

pro-oxydant qu’antioxydant.

Nos résultats sont corroborés par ceux de Eder et al., (2002), qui ont étudié I’effet d’une
supplémentation de trois doses d’a-Toc (100 ; 1000 et 10,000 mg/kg d’aliment) combinées a
I’huile de saumon et de saindoux avec des indices de peroxydes de 9,6 et 2,5 mEq O2/kg
respectivement, chez des rats Sprague Dawley durant 8 semaines. Leurs valeurs ont montré une
baisse significative des activités de la SOD, la GPx, la GR et la G6BPDH au niveau des globules
rouges des rats soumis a de fortes doses d’a-Toc (1000 et 1000 mg/kg d’aliment). Ces résultats
sont attribués a la réduction de I’expression des enzymes antioxydantes par la dose élevée d’a-
Toc. Les mémes résultats ont été obtenus par Atalay et al., (2000) au niveau du muscle et du

foie des rats soumis a I’huile de poisson supplémentée avec de I’a-Toc.
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L’effet de fortes doses d’a-Toc sur le potentiel antioxydant a été mis en évidence par

certains auteurs notamment :

Les études de Tocher et al., (2002) sur le poisson avec des doses de (0 ;10 et 1000 mg)
d’a-Toc/kg d’aliment pour 2 semaines et de Fu et al., (2007) sur I’Ormeau Halitus discus
hannai nourri a des doses de (50 et 5000mg d’a-Toc/kg d’aliment pendant 240 jours, ont
montré pour la 1% une diminution significative des TBARS avec une élévation significative de
la GPx et de la GR. Toutefois, la seconde étude a révélé une augmentation significative des
TBARS, de la Cat et la GPx a des doses ¢levées en a-Toc. Cette différence dans ces résultats
est probablement due a la dose d’a-Toc employée et la durée du régime. Ces auteurs ont signalé

un effet pro-oxydant de la vit E qu’un effet antioxydant.

De méme, en 2004, Kim et al., ont rapporté 1’effet pro-oxydant d’une forte dose d’a-
Toc (1000 mg/kg d’aliment) au niveau des érythrocytes des truites arc en ciel Oncorhynchus

myKkiss suite a 1’élévation significative des LPO.

Les résultats obtenus dans notre étude vont dans le méme sens que ceux de Hajiani et
al., (2008) qui ont soumis des rats de souche Sprague Dawley a trois doses différentes d’a-Toc
(100 ; 300 et 600mg/kg d’aliment) sur une période variant de 2 a 6 semaines. Leur étude a
démontré un effet antioxydant a de faibles doses d’a-Toc pour une courte duree. Par contre, une
augmentation significative des LPO avec des activités enzymatiques antioxydantes
significativement basses ont été constaté aprés une longue durée. Ces auteurs attribuent ces

résultats a plusieurs hypotheses :
1/- La vit E agit sur la régulation des genes des enzymes antioxydantes.

2/- La vit E étant liposoluble se trouve au niveau membranaire par contre, la vit C est
hydrosoluble. L’interaction entre les deux molécules est prouvée in vitro ; elle se fait a travers
le groupement OH de a-Toc a l’interface (membrane/eau) et réagit avec les molécules
hydrosolubles telles que la vit C. Ainsi, la vit E exerce un effet dose dépendant en agissant sur

I’expression des enzymes antioxydantes ou leurs activités.

En effet, les travaux de Huang et al., (1999) ont démontré que 1’incubation des cellules
musculaires aortiques et des plaquettes avec une dose de 50Mmol/l d’a-Toc durant 2 jours
entraine une ¢lévation de I’ARNm de la SOD, d’ou I’augmentation de son activité. Cependant,

a de fortes concentrations de 100 et 200 pmol/l, la vit E induit une diminution du niveau
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d’ARNm d’ot la réduction de I’activité de la SOD, elle aboutit ainsi, a un effet antioxydant

uniquement a basse concentration et a court terme.

3/- La vit E déclenche une cascade de signalisation a travers I’inhibition de la Pn Kinase C, ce

qui réduit la défense antioxydante.

Par ailleurs, Pearson et al., (2006) ont traité 72 individus agés de 18 a 60 ans par 500mg
d’a-Toc I’équivalent de 7451 Ul/jour durant 6 semaines. Ces auteurs ont démontré 1’effet pro-
oxydant de la vit E a 7451UI suite a I’augmentation des hydro-peroxydes, ce qui confirme les
résultats de Miller et al., (2005), qui ont observé une hausse significative du taux de mortalité

chez des adultes recevant quotidiennement une forte dose de vit E pendant plus d’une année.

D’autres travaux notamment, ceux de Rutkowski et Grzegorczyk., (2012), ont trouvé
qu’une prise quotidienne d’a-Toc a des doses variant de 240 a 280 mg et a long terme, a un

effet pro-oxydant.

Rota et al., (1998) ; Temple (2004) ; Gallicchio et al., (2008) ont révélé qu’une dose
¢élevée d’o-Toc a un effet dangereux sur 1’organisme suite a I’inhibition de la 5-lipoxygénase

des plaquettes et de leucocytes.

En effet, la théorie d’a-Toc médiateur de peroxydation in vitro, a été étudiée par Browry
et Stocker, (1993) sur les LDL isolées du plasma humain, en présence d’a-Toc et un indicateur
de peroxydation le 2,2’ azobis-(2- amidino-propano-hydrochloride) et de 2,2’ azobis-(2-4,
diméthyl-isovalonitrile). Ils ont observé que la peroxydation par 1’azohydro-soluble est plus
rapide en présence d’a-Toc dans des conditions modeérées. Ils concluent que 1’a-Toc libére des
radicaux tocophéroxyls qui rentrent en réaction avec les groupements OH actifs des LDL, ce

qui induit un effet pro-oxydant.

Parallelement, Buettner, (1993) suggere que pour considérer 1’a-Toc comme un
antioxydant efficace, elle doit céder un électron afin de rompre la chaine d’oxydation. Il ajoute
que chaque tocophérol oxydé doit étre recyclé et que 1’acide ascorbique régenére a son tour le

tocophérol a travers la production du radical d’ascorbate.

De méme, Upston et al., (1999) appuient I’hypothése selon laquelle, les radicaux
tocophéroxyls doivent étre réduits par la vit C afin de bloquer la chaine de peroxydation et de

prévenir ainsi, ’oxydation des LDL.
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En outre, I’effet pro-oxydant de la vit E a été étudié clairement par Kontush et al.,
(1996) sur les LDL plasmatiques in vivo et LDL isolées in vitro chez des individus sains et
atteints d’ataxie. Ces auteurs ont trouvé dans des conditions de stress oxydatif important
amorcée par une concentration élevée en Cu*? et en 2,2’ azobis (2- amidino-propane) dihydro-
chloride (AAPH), qu’une supplémentation en o-Toc diminue [’oxydation des LDL
plasmatiques et isolées. Cet effet était indépendant de la présence d’ascorbate dans les
échantillons. Cependant, dans les conditions de stress modéré, a savoir une faible concentration
en Cu*2 et AAPH, la supplémentation en a-Toc réduit 1’oxydation des LDL plasmatiques mais
uniquement en présence de quantité physiologique de vit C. Toutefois, un effet pro-oxydant de
I’a-Toc a été observé au niveau des LDL isolées et des LDL plasmatiques fortement diluées en
condition de stress oxydatif modéré. Ces résultats confirment que le niveau du stress oxydatif
et la concentration en antioxydant comme la vit C sont capables de régénérer 1’a-Toc lors de
I’oxydation des LDL. Ces derniers, sont des facteurs majeurs déterminant I’activité de 1’a-Toc

vers 1’oxydation tant dans le plasma humain que dans les LDL isolées.
111.5. ETUDE HISTOLOGIQUE DES CELLULES RENALES

Pour une meilleure interprétation des résultats se rapportant a 1’évaluation de 1’effet
oxydant de I’huile de tournesol thermo-oxydée, ainsi que 1’action antioxydante et pro-oxydante
de I’a-Toc sur les changements et modifications structurales du tissu rénal chez le rat Wistar en

croissance, il nous a semblé intéressant de les résumer dans le (Tableau VIIII).
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Tableau V1111 : Degré des changements histopathologiques des sections rénales des
différents groupes

Groupe
FSO 0SO OSOE1 OSOE?2

Histopathologie \

Atrophie glomérulaire - +++ - )

Congestion des

- ++ - +++
vaisseaux sanguins
Infiltration des cellules
- ++ - +++
inflammatoires

Edéme - ++ - +++

Changement dégénératif
- +++ - +++

du glomérule

Altération de la structure

- ++ + +++

des tubules

+++ Effet Sévere ; ++ effet important ; + effet modéré ; — Sans effet

FSO, I’huile fraiche ; OSO, I’huile oxydée ; OSOE4, huile de tournesol oxydée supplémentée
avec de I’a-Tocopherol (600 mg-kg™) ; OSOE,, I’huile de tournesol oxydée supplémentée avec

de I’a-Tocopherol (1200 mg-kg™).

I11.5.1. EFFET DE L’HUILE THERMO-OXYDEE
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La peroxydation lipidique est un parametre important pour 1’évolution des dommages
oxydatifs, car les phospholipides membranaires sont la cible la plus importante et ils sont

impliqués dans la toxicité et plusieurs situations pathologiques (Krajcovicova et al.,2012).

Les résultats de 1’observation microscopique des coupes histologiques, montrent que les
rats nourris avec 5% d’huile de tournesol fraiche (FSO) (figure 28A), présentent une
architecture normale des cellules rénales avec les différentes composantes : glomérules (G),
tubes distales (TD) et tubes proximales (TP).

Figure (28A): Micrographie du rein des rats du lot témoin (FSO)montrant une structure histologique
normale:(G): Glomérule ; (DT) : Tubules distale ;(PT) : Tubules portale (40X,H & E)

Inversement, les rats du groupe (OSO) (figure 29B) révélent une désorganisation de
I’architecture normale, due au stress oxydatif qui est reflété par la congestion des vaisseaux
sanguins, avec une infiltration des cellules inflammatoires, des cedémes et une atrophie
glomérulaire (Tableau 1X), suggérant que 1’huile de tournesol oxydée entraine des dommages
étendus sur le rein. Ces lésions histologiques sont corrélées aux modifications des différents

parametres biochimiques liés aux fonctions rénales observées dans cette étude.
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Figure (29B) : Micrographie du rein des rats du lot oxydé (OSO)montrant une architecture détériorée
(X10 et 40X H & E) Atrophie glomérulaire :(GA) ; congestion des vaisseaux sanguins :(CV) ; Edéme :(E) ;
dégénérescence du glomérule :(DG) et cellules inflammatoires :(1C)

En effet, Osim et al., (1994) ont démontré que les peroxydes contenus dans 1’huile
oxydée provoquent la congestion, I’hémorragie et I’atrophie tubulaire des reins. Cet effet, peut
étre lié aux radicaux libres et les aldéhydes issus de la lipo-peroxydation qui entrainent la perte
de I’intégrité des membranes cellulaires et subcellulaires avec une diminution de leur fluidite.
De plus, leur action sur les membranes des lysosomes est lourde de conséquences conduisant a
leur rupture. Celle-ci s’accompagne d’une libération d’enzymes hydrolysant les protéines, les
acides nucléiques et les polysaccharides cellulaires tels que la dépolymérisation de I’acide

hyaluronique entrainant ainsi, la mort cellulaire (Eldemerdash, 2004 ; Ozden et al., (2012).

Ces résultats vont dans le méme sens que 1’étude de Jimoh et Odutuga, (2004) qui ont
traité des rats de souche Rattatus norvegicus avec de I’huile d’arachide oxydée pendant 12
semaines. lls ont trouvé une désorganisation de 1’architecture normale, une altération des
tubules et une décomposition glomérulaire. En outre, Boniface et al., (2016) ont rapporté,
qu’une ingestion de I’huile de palme thermo-oxydée chez des rats Wistar, provoque une
dégénérescence du corpuscule rénale, une dénaturation diffuse des cellules tubulaires et une

accumulation des débris éosinophiles.
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Shastry et al., (2011) ont pour leur part, demontré chez des rats Wistar que la
consommation de I’huile de palme oxydée, induit des cellules tubulaires dans la région
médullaire, des vacuoles cytoplasmiques et nucléaires. lls ont également constaté que les
tubules contiennent du matériel éosinophile. Ils ont attribué ces résultats aux aldéhydes et aux

hydro-peroxydes formes lors de 1’oxydation de 1’huile.

Nos résultats sont en accord avec ceux de Guimaras et al., (2014), qui ont constaté chez
des rats males soumis au stress oxydatif, la présence de vaisseaux rénaux et glomérules

hyaluronisés.

D’autre part, I’étude de Balakrishan et al., (2013) sur des rats Wistar soumis au stress
oxydatif par le chromonium, a révélé une altération de I’architecture rénale, une dégénérescence
tubulaire épithéliale, une dilatation tubulaire, une congestion des vaisseaux sanguins et une

dilatation de la vésicule de Bowman.

Mosa et al., (2015) ont également observé de sévéres altérations histopathologiques
rénales notamment, des nécroses, une infiltration de cellules inflammatoires, une atrophie
glomérulaire, des hémorragies focales chez des rats Wistar exposes a un stress oxydatif a travers

I’administration de 10mg/1 de fipronil attribuant cet effet aux ERO générées par le fipronil.
I11.5.2. Effet d’une supplémentation a 600 mg d’a-Toc/kg d’aliments

Les coupes histologiques obtenues pour les reins soumis a 5% d’huile oxydée et
supplémentée avec 600mg d’a-Toc/kg d’aliments (OSOE1) (figure 20C), montrent une
amélioration remarquable de I’aspect histologique avec une régénération marquée de certains
glomérules, réduisant les cedémes et 1’altération de la structure des tubules, suggérant 1’effet
protecteur significatif de I’a-Toc & 600mg/kg d’aliment sur tous les aspects, comme une

inversion d’altération histopathologique évidente (Tableau IX).
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Figure (30C) : Micrographie du rein des rats du lot (OSOE1) montre une amélioration de 1’architecture
cellulaire (40X H & E) avec une régénération considérable des glomérules (RG) et une réduction des
infiltrations des cellules inflammatoires (RIC)

Ces résultats concordent avec ceux de Rouaki et al., (2014) qui ont rapporté des
propriétés non toxiques de 1’huile oxydée combinée a une dose modérée d’a-Toc & 600mg/kg
d’aliment. Des études antérieures ont révélé que la vit E posséde une forte capacitée
antioxydante pour normaliser I’effet néfaste du stress oxydatif induit par les radicaux libres

(Desai, 1984 ; Hajiani et al.,2008).

Par ailleurs, une supplémentation en a-Toc diminue les lésions rénales en raison de ses
propriétés antioxydantes. Certaines études ont démontré que la supplémentation en vit E inhibe
I’oxydation des lipoprotéines, I’infiltration intraglomérulaire (Eder et al.,2002) et peut
¢galement étre utile pour controler 1’effet hépatotoxique des produits chimiques
(Atessahin,2005) et présente un effet néphroprotecteur avec une atténuation des altérations

structurale et fonctionnelle rénale (Shultz et al., 1995).

En effet, selon Sriduevi et al., (2007), la fonction principale de 1’a-Toc est de prévenir
les dommages et la peroxydation des phospholipides membranaires a travers [’activité
antioxydante. Ainsi, I’effet antioxydant de la vit E consiste a protéger contre les pathologies
chroniques, notamment, 1’athérosclérose, les maladies cardiovasculaires et le cancer
(Nwaugino et al.,1998).
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L’étude de Balakrishnan et al., (2013) sur des rats Wistar soumis au chromonium
comme source oxydante et supplémentée avec 125mg d’a-Toc/kg de poids corporel durant 2
semaines, a révélé un effet protecteur significatif sur tous les aspects au niveau rénal. Cette
capacité pourrait étre liée au fait que les radicaux peroxydes lipidiques réagissent plus
rapidement (4fois plus) avec I’a-Toc qu’avec la membrane. Des résultats identiques ont été

obtenus par Susa et al., (1996) chez les rats.

En 2014, Guimaraes et al., ont confirmé qu’une supplémentation en a-Toc chez des
rats shrsp, a un effet protecteur important et remarquable contre les dommages oxydatifs rénaux

suite a une réduction significative du nombre de vaisseaux et glomeérules hyaluronisés.

D’autres auteurs ont indiqué 1’effet bénéfique d’une supplémentation en I’a-Toc contre
les dommages du tissu rénal chez différents modéles d’animaux (Rhodem et al.,2001 ; Tian et
al., 2005 ; Kutlubay et Oguz.,2007).

L’étude antérieure de Otani et al., (1999) a démontré que la supplémentation en a-Toc
supprime la prolifération des cellules mésangiales et la sclérose glomérulaire chez le rat. Ces
auteurs suggerent que la prolifération des cellules mésangiales supprimées via I’inhibition de
la transduction intracellulaire de la protéine kinase C, n’est pas la conséquence de la diminution
de I’expression protéique (Tasinato et al.,1995). En outre, Ricciarelli et al., (1998) ont constaté
que l’o-Toc inactive spécifiquement la protéine kinase C par changement de I’état de

phosphorylation.

D’aprés Tappia et al., (2001), cet ensemble de résultats pourrait étre di aux scavengers
des radicaux libres qui améliorent le systeme antioxydant. En réalité, le stress oxydatif déprime
le transport du calcium et entraine un développement de sa surcharge intracellulaire. En effet,
cette étude soutient I’hypothése selon laquelle, 1’a-Toc agit comme un antioxydant et peut
éveiller un intérét pour une utilisation future en contribuant au traitement de plusieurs maladies

vasculaires et néphrologiques (Guimaraes et al.,2014).
111.5.2. Effet d’une supplémentation a 1200mg d’a-Toc/kg d’aliment

La supplémentation a 1200mg/kg d’aliment groupe (OSOEZ2) (figure 31D), a révéle en
revanche, plus de changements dans I’architecture et la morphologie cellulaire du rein
comparativement au lot nourris a I’huile de tournesol oxydée (OSO). On remarque en effet, une

forte présence de congestion de vaisseaux sanguins avec une infiltration des cellules
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inflammatoires sévére, plus d’cedémes et de changements dégénératifs dans les glomérules
(Tableau IX).
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Figure (31D) : Micrographie du rein des rats du lot oxydé (OSOE2) montrant une architecture plus détériorée
(X10 et 40X H & E) (DG) : Dégénérescence glomérulaire plus sévere;(NV) : Formation de nouveau
vaisseaux ;(CV) : congestion de nouveau vaisseaux ;(E) : cedéme ;(TA) : Altération des tubules et (IC) : séveére
infiltration de cellules inflammatoires.

Ces résultats expliquent d’une part, 1’augmentation significative des MDA et la
réduction paralléle des activités enzymatiques antioxydantes suggérant un effet pro-oxydant de
I’a-Toc.

Des études in vitro sur une suspension micellaire (Thomas et al.,1996) et des LDL
isolées (Bowry et al.,1995), ont rapporté qu’une dose élevée d’a-Toc a un effet pro-oxydant.
La cause de cette activité pro-oxydante réside dans la réaction du radical a-Tocophéroxyl avec
d’autres radicaux pyroxyles ou avec des AGPI des LDL (Huang et al.,1999). Cette réaction
conduit a une accumulation d’hydro-peroxydes avec une structure diéne conjuguée (Mukai,
1993).

Par ailleurs, les travaux de Jialal et al., (1995) ; Suzukawa et al., (1995) ont démontré
qu’une supplémentation modérée en a-Toc diminue la susceptibilité d’oxydation des LDL, effet

observé aussi bien chez les hommes que chez les femmes ménopausées.

De plus, I’étude de (Meagher et al.,2004) a démontré qu’une dose maximale journaliére
de 2000 Ul augmente le taux des marqueurs du stress notamment, le 4- hydroxy-nonénal et
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I’isoprostane chez des individus sains aprés 8 semaines de supplémentation, ce qui confirme

I’effet non antioxydant de la vit E.

L’étude de Pearson et al., (2006) menée sur 72 participants agés de 18 a 60 ans et
recevant deux capsules de Vit E a raison de 372 UI d’a-Toc/capsule/jour pendant 6 semaines,
a montré un effet pro-oxydant de la vit E a forte dose (745 Ul). Ces résultats concordent avec
les travaux antérieurs de Ames et al., (1995) et Miller et al., (2005) qui ont enregistré une

augmentation significative de la mortalité suite a I’ingestion de doses ¢élevées d’a-Toc.

En outre, Kulas et Ackman (2001) ainsi que Zuta et al., (2007) ont souligné que des

doses ¢levées d’a-Toc peuvent avoir un effet pro-oxydant contrairement aux doses faibles.

Ces résultats suggerent un apport recommandé de 1000mg/jour d’a-Toc correspondant

a 1100 Ul /jour de vit E naturelle (Institute of science,2000).




L’objectif de ce travail, consiste a évaluer dans un premier temps, 1’effet d’un régime a
base de 5% d’une huile de tournesol thermo-oxydée sur certains bio-marqueurs du stress
oxydant et ’aspect histologique rénal. Dans un second temps, le suivi de ces mémes parametres
apres une supplémentation de la méme huile en présence de la vit E a 600 et 1200 mg/kg

d’aliment. Au terme de cette étude, il ressort trés clairement ce qui suit :
1/ Des changements des paramétres technologiques

e Au fur et a mesure du processus de 1’oxydation, la coloration de 1’huile change ; celle-
ci vire du jaune au vert clair, traduisant la présence de produits secondaires d’oxydation

tels que les composes polaires.

e La formation d’une mousse persistante a la surface de I’huile et ’augmentation de la

viscosité traduisent I’altération des TG et I’accumulation des produits polymérisés.

e A la fin de ’oxydation, une forte odeur (rancissement) et un gott désagréable, dus a la
libération des alcools, aldéhydes et cétones isomeres trans des composes cycliques et

époxydes.

e La dégradation oxydative des acides gras de I’huile de tournesol est élevée, suite a la
formation de 232 mmol d’hydro-peroxydes, 43,3% d’esters polaires et 71,70% de

glycérides polaires.

e L’accroissement de ’acidité est associée a une perte importante du taux d’a-Toc lors

des étapes d’oxydation.

e Unindice d’acide de 4,2mg de KOH /g pour I’huile de tournesol thermo-0xydée contre
0,1mg de KOH/g pour I’huile fraiche ; cette acidification est expliquée par I’hydrolyse

des TG en AGL, favorisée par I’eau contenue dans I’huile et par le chauffage.

e L’indice d’iode aprés oxydation est de 82 d’12/100g, une valeur nettement plus basse
que celle trouvée par Blanc et al., (1992) qui est de 103 d’12/100g. Cet écart serait lié

a la durée plus prolongée d’oxydation qui est de I’ordre de 46h.
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Un indice de peroxyde de 1 mmol d’Oz2/kg d’huile d’huile fraiche, contre une valeur de
258 mmol d’O2/kg apres oxydation, ceci pourrait étre lié aux effets combinés de la
température et de I’insufflation d’oxygéne lors du chauffage induisant ainsi, la

formation de peroxydes.

La diminution considérable du C18 :2 w6 est associée a I’insertion des molécules

d’oxygéene de I’air insufflé sur les doubles liaisons de 1’ Ac. Linoléique.

L’oxydation lipidique est controlée par 1’évaluation des diénes conjugués et des hydro
peroxydes dont les valeurs sont de 10 et 232mmol /kg pour I’huile fraiche et oxydée
respectivement. L’évolution des diénes conjugués et d’hydro-peroxydes durant le
traitement, révele 1’effet de la température sur 1’oxydation des lipides et le taux des
marqueurs augmente linéairement avec la température. Cette évolution est cohérente,
car ’oxydation des AGPI conduit a la formation de la fonction diénoique conjuguée

conservee tout au long de la chaine lipidique.

2/ Des changements physiologiques

Aucune mortalité des rats n’est enregistrée pour tous les lots, ni de lésions cutanées ou
de la queue n’ont été observées pour les régimes a base d’huile de tournesol oxydée et

supplémentée en a-Toc.

Une baisse significative du poids corporel des rats soumis a I’huile oxydée (OSO), qui
est expliquée par les diarrhées et la diminution de la prise alimentaire, voir perte
d’appétit, suite a ’apparition du golt et d’odeur caractéristiques d’une part, et de la
dégradation de 1I’Ac. linoléique en diénes oxygénés toxiques ce qui abaisse la valeur

nutritive du régime.

La supplémentation du régime avec 600 mg d’a-Toc/kg d’aliments (OSOE1) accroit le
poids corporel, bien que cette augmentation ne soit pas significative. Ceci est expliqué
par le fait que, I’a-Toc neutralise les dommages du stress oxydatif induit par les

radicaux libres.

Une réduction non significative des poids rénaux des rats soumis a 1’huile oxydée et

ceux supplémentés avec de 1’a-Tocopherol sont notés.




3/ Des Changements métaboliques

L’utilisation de I’huile thermo-oxydée (OSO) a montré un effet oxydant caractérisé par une

augmentation significative des MDA avec des valeurs significativement basses du systéeme

antioxydant enzymatique et non enzymatique représenté par la Cat, la SOD, la GPx, la GR et

I’a-Toc respectivement, par rapport au lot témoin.

L’¢lévation significative du taux de MDA est expliquée par I’altération du systéme
antioxydant et la surproduction des especes réactives d’oxygene, spécialement les

radicaux hydroxyles.

Une baisse significative de la concentration en a-Toc est due a ’augmentation de la
peroxydation des lipides, induite par les ROS et a la réduction significative de la

glutathion réductase qui renouvelle le glutathion réduit qui a son tour régénére 1’a-Toc.

Une réduction hautement significative des activités enzymatiques anti-oxydantes,
notamment la SOD, la GPx et la Cat. Ce résultat est attribué d’une part, a la production
excessive des anions superoxydes qui sont rapidement converties en H202 par la SOD
et en H20 par la Cat et la GPx. D’autre part, aux lésions cellulaires et la mort des

cellules saines capables de contrecarrer 1’effet oxydatif, suite a la présence excessive

des ROS.

Diminution de ’activit¢é de la glucose 6 phospho-déshydrogenase (G6PDH) qui
entraine une baisse du niveau du NADPH donneur d’électron nécessaire a 1’activation

de la glutathion réductase (GR) qui

La supplémentation de I’huile thermo-oxydée avec 600mg d’a-Toc/kg d’aliment, a montré un

effet antioxydant qui protége les tissus des dommages causés par les ROS suite a :

Une diminution hautement significative du taux de MDA avec une augmentation
significative d’a-Toc par rapport au lot oxydeé (OSO). Cependant, aucune différence
significative n’est observée par rapport au témoin. Cette réduction ainsi observée est
associée au role piégeur de I’a-Toc vis-a-vis de ’oxygéne singulet, des peroxydes

d’hydrogene, de I’anion superoxyde et des radicaux hydroxyles générés.




L’a-Toc restore les taux de toutes les enzymes anti-oxydantes a des valeurs normales,
en piégeant les radicaux libres et en stimulant 1’activité de la barriére principale de

défense afin de bloquer la propagation de I’oxydation des AGPI.

La supplémentation de I’huile thermo-oxydée avec 1200 mg d’a-Toc/kg d’aliment, a induit un

effet pro-oxydant avec :

Une augmentation hautement significative du taux des LPO avec une réduction
significative de la concentration en a-Toc et de toutes les activités enzymatiques,
notamment la SOD, la GPx, la Cat, la GR et la G6PDH par rapport au témoin. Ceci
peut étre attribué a la réduction de I’expression des enzymes anti-oxydantes par la dose

¢élevée d’a-Toc.

4/ Des changements histologiques

Le groupe (OSO) a révélé une désorganisation de I’architecture normale du tissu rénal
suite au stress oxydatif, qui est reflété par la congestion des vaisseaux sanguins, une
infiltration des cellules inflammatoires, des cedémes et une atrophie glomérulaire. Cet
effet est lie aux radicaux libres et les aldéhydes issus de la lipo-peroxydation qui

entrainent la perte de 1’intégrité des membranes cellulaires et subcellulaires.

Les effets du stress oxydatif de 1’huile de tournesol oxydée ont été partiellement
normalisés aprés une supplémentation a 600 mg d’a-Toc /kg d’aliment. Une
amélioration remarquable de I’aspect histologique avec une régénération marquée de
certains glomérules, réduisant un certain nombre d’cedémes et d’altérations tubulaires,
suggérant 1’effet protecteur significatif de I’a-Toc contre 1’oxydation des lipoprotéines

et I’infiltration intra-glomerulaire.

Lors d’une supplémentation a 1200 mg d’a-Toc /kg d’aliment est transformée en radical

Tocopheroxyl, ce dernier n’étant pas éliminé, il en résulte une augmentation des LPO, processus

connu sous le nom de « tocophérol médiateur de peroxydes ». En effet, 1’étude histologique a

révélé :

e Une architecture cellulaire rénale plus détériorée qu’a I’utilisation de I’huile thermo-

oxydée, avec une forte présence d’cedémes, de congestion de vaisseaux sanguins et des

changements degénératifs plus séveres des glomérules. Ces résultats sont dus a




I’augmentation significative des MDA et a la réduction parall¢le de la défense anti-

oxydante, ce qui suggére un effet pro-oxydant de 1’a-Toc.

Malgré I’ensemble de ces résultats, les interactions métaboliques entre les enzymes de
protection contre la peroxydation lipidique et de 1’a-Toc sont encore obscures, certains parlent

d’effet direct alors que d’autres suggérent un effet indirect.

A D’issue de cette étude plusieurs orientations peuvent étre envisagées et qui pourront faire

I’objet de travaux antérieurs :

» Déduire la dose precise ou I’effet antioxydant d’a-Toc devient prooxydant.
» Rechercher I’effet proxydant d’a-Toc sur d’autres organes notamment, le foie, le
cerveau et le poumon.
» Evaluer d’autres biomarqueurs du stress oxydatif tels que le dosage
o Du 8 hydroxy guanosine
o Des protéine carbonylés
o Les produits de glycation avancés AGE (advanced glycation endproducts)
» Etudier I’effet de cette dose prooxydante d’a-Toc, sur I’expression de certains facteurs

de transcription NRf2 et d” inflammation NFkB.
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ANNEXE

Body weight



ANNEXE

Témoin 0SO OSOE1 OSOE2
344,50 293,00 308,50 310,00
368,50 290,00 330,00 315,00
315,50 295,00 335,00 300,00
338,50 294,00 335,50 330,50
326,00 280,00 331,30 320,00
Moy 338,6+9,0 290,4+ 2,7 328,1 5,0 315,1+ 5,1
Kidney weight
Témoin 0SO OSOE1 OSOEZ2
Kidney weight 2.07+0.11 1.99+0.08 2.050.05 2.03+0.08
a-Tocopherol
Témoin 0SO OSOE1 OSOEZ2
VitE 13.6%0.6 6.5+0.4 10.84+0.2 6.0£0.3



Enzymatic activities

ANNEXE

Témoin 0SO OSOE1 OSOEZ2
SOD 7.51+0.26 5.37+£0.25 8.37£0.24 5.50+0.19
CAT 85.2+1.7 65.3£1.5 74.6+2.6 65.4+3.9
GPx 3.48+0.18 2.06+0.14 3.49+0.13 2.33+0.17
GRD 0.58+0.02 0.48+0.01 0.54+0.01 0.46+0.01
G6P 2.49+0.18 1.13+0.12 2.46+0.09 1.17+0.11
TBARS 31.3%0.9 53.8+1.2 33.2#3.1 54.86+0.01
Body weight
Sample; Weighted Means (Fichier.sta)
Current effect: F(3, 16)=12,402, p=,00019
Effective hypothesis decomposition
Sample | Body Weight | Body Weight | Body Weight | Body Weight [N
Cell No. Mean Std.Err. -95,00% +95,00%
1 Contro 338,600C 9,00333¢ 313,6027 363,5975|| 5
2 OSsO 290,400cC 2,73130C 282,8167 297,983 5
3 OSOE 328,060C 5,00186C 314,172€ 341,9474| 5
4 OSOE, 315,100C 5,075431 301,008¢< 329,1917%| 5
Dunnett test; variable Body Weight
Probabilities for PostHoc Tests (M<Control
Error: Between MS = 174,12, df= 16,000
Sample {1}
Cell No. 338,60
1 Contro
2 0OSO|[ 0,00005¢
3 OSOE, | 0,238062
4 OSOE,| 0,016107




ANNEXE

Probabilities for Post Hoc Tests (2-sided
Error: Between MS =174,12, df = 16,000

Dunnett test; variable Body Weight
Sample {1}

Cell No. 338,60

1 Control

2 0S0(0,000087

3 OSOE ,(0,466294

4 OSOE,|[0,032191

Kidney weight

Univariate Tests of Significance for Kid_Wnew (Fichier

Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesis decomposition

SSs Degr. of MS F P

Effect Freedom
Intercept | 82,9059Z 1 82,9059z 2503,00¢ 0,00000C
Sample 0,0165= 3 0,00551 0,166 0,91755¢
Error 0,5299¢€ 16 0,0331=Z

Sample; Weighted Means (Fichier.sta)

Currenteffect: H(3, 16)=,16625, p=,91756

Effective hypothesis decom position

Sample | Kid_Wnew | Kid_Wnew | Kid_Wnew
Cell No. Mean Std.Err. -95,00%%6
1 Control 2,07000cC 0,11 135E 1,76082¢&
2 oOSsoO 1,99200C 0,07631E 1,78011¢E
3 OSOE ; 2,05000cC 0,05000cC 1,91117€
a OSOE ., 2,03200C 0,075987 1,821027




ANNEXE

Cell No

Dunnett test; variable Kid__ Wnew (Fichier.sta;
Probabilities for Post Hoc Tests (2-sided)
Error: Between MS = ,03312,df = 16,000

Sample

{1}
2,0700

Control

OSsO

OSOE ,

AWN[F

OSOE,
__

0,83814¢€
0,9961 6¢€
0,97 539&

Cell No

Dunnett test; variable Kid__ Wnew (Fichier.sta;
Probabilities for Post Hoc Tests (M=Control)
Error: Between MS = ,03312,df = 16,000

Sample

{1}
2,0700

Control

OSsO

OSOE,

AWN[R

OSOE,

0,92348=
0,80787¢&
0,852047

Cell No

Dunnetttest; variable Kid__Wnew (Fichier.sta;
Probabilities for Post Hoc Tests (M=Control)
Error: Between MS = ,03312,df = 16,000

Sample

{1}
2,0700

OsoO

OSOE ,

AWN(R

OSOE .

Control

0,466294
0,68385¢
0,61.888=

a-Tocopherol

Univariate Tests of Significance for Vit _Enew (Fichier.s
Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesis decomposition

SS Degr. of MS F P

Effect Freedom
Intercept | 1700,16¢& 1 1700,16& 2249,06Z 0,00000C
Sample 198,42C 3 66,140 87,493 0,00000C
Error 12,095 16 0,756

Sample; Weighted Means (Fichier.sta)

Current effect: F(3, 16)=87,493, p=,00000

Effective hypothesis decomposition

Sample | Vit Enew | Vit Enew | Vit _Enew | Vit Enew
Cell No. Mean Std.Err. -95,00%0 +95,00%06
1 Contro|| 13,6220C 0,560164 12,0667z 15,17727
2 oOsoO 6,5200C 0,40422¢ 5,3976¢ 7,6423Z
3 OSOE ; 10,7740C 0,206097 10,2017& 11.,3462Z
4 OSOE, 5,9640C 0,29171Z 5,1540¢& 6,7739Z
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Cell No.

Dunnett test; variable Vit_ Enew (Fichier.sta)
Probabilities for Post Hoc Tests (2-sided)
Error: Between MS = , 75595, df= 16,000
Sample {1}
13,622

Control

OSO|| 0,000007

OSOE .|| O,000264

AWIN[R

OSOEL|| O,000007

Cell No.

Dunnett test; variable Vit _ Enew (Fichier.sta)
Probabilities for Post Hoc Tests (M=Control
Error: Between MS = , 75595, df= 16,000
Sample {1}
13,622

Control

OSO| 0,999981

OSOE 4| 0,99998C

AWIN(R

OSOEL|| 0,999981

Cell No.

Dunnett test; variable Vit _ Enew (Fichier.sta)
Probabilities for Post Hoc Tests (M==Control
Error: Between MS = |, 75595, df= 16,000
Sample {1}
13,622

Control

OSO|| 0,00002C

OSOE .|| 0,00014€

AWIN(R

OSOE.| 0,00002C

TBARS

Effect

Univariate Tests of Significance for TBA (Fichier.sta)
Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesis decomposition

SS Degr. of MS
Freedom

F P

Interce pt

Sample

Error

22500,41
1471,41
71,09

1/ 22500,41 2531,97< 0,00000C
3 490,47 55,193 0,000011
8 8,89
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Sample; Weighted Means (Fichier.sta)
Current effect: F(3, 8)=55,193, p=,00001
Effective hypothesis decomposition

Sample TBA TBA TBA TBA N
Cell No. Mean Std.Err. -95,00%0 | +95,00%%6
1 Contro|| 31,3000C| 0,907377 27,39587 35,2041Z| 3
2 Os0| 53,8333z 1,17787C 48,76537 58,901.3C| 3
3 OSOE,|[ 33,2100C 3,104497 19,8524Z 46,56757| 3
4 OSOE,| 54,8633Z5 0,006667 54,8346E 54,8920Z| 3
Dunnetttest; variable TBA (Fichier.sta)
Probabilities for Post Hoc Tests (2-sided
Error: Between MS = 88,8865, df = 8,0000
Sample {1}
CcCell No. 31,300
1 Control
2 OSO|| O0,00004c
3 OSOE .|| O, 77 725¢<
a4 OSOE.,S|]| O,00003€&
Dunnetttest; variable TBA (Fichier.sta)
Probabilities for Post Hoc Tests (M=Control
Error: Between MS = 8,8865, df = 8,0000
Sample {1}
CcCell No. 31,300
1 Contro
2 OSO|| 0,00004=
3 OSOE,|| 0,4261.4C
a OSOE.,|| O,000037
Dunnett test; variable TBA (Fichier.sta)
Probabilities for Post Hoc Tests (M=Control
Error: Between MS = 8,8865, df = 88,0000
Sample {1}
CcCell No 31,300
1 Control
2 OSSO 0,999981
3 OSOE || 0,934967
a OSOE.|| 0,999981
CAT
Univariate Tests of Significance for CAT (Fichier.sta)
Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesis decom position
ISES Degr. of MS F P
Effe ct Freedom
Intercept | 63315,9& 1 63315,95 3142,07& 0,00000C
Sample 808,76 3 269,59 13,378 0,00174€
Error 161,21 8 20,15




ANNEXE

Sample; Weighted Means (Fichier.sta)
Currenteffect: FH(3,8)=13,378, p=,00175
Effective hypothesis decomposition
Sample CAT CAT CAT CAT N
Cell No. Mean Std.Err. -95,00% | +95,00%0
1 Contro || 85,24667 1,69617E 77.,94861 92.,5447Z| 3
2 OSO|| 65,2800C 1,53795Z 58,6627z 71,8972f| 3
3 OSOE .|| 74,6333Z 2,59274Z 63,4776€ 85,7890C| 3
4 OSOE.,|[ 65,3933% 3,86048E 48,78301 82,0036€| 3
Dunnetttest; variable CAT (Fichier.sta)
Probabilities for Post Hoc Tests (2-sided
Error: Between MS = 20,151 ,df = 88,0000
Sample {1}
Cell No. 85,247
1 Contro
2 OSO|| 0,00159&
3 OSOE || 0,048837
a OSOE.| 0,001657
Dunnetttest; variable CAT (Fichier.sta)
Probabilities for Post Hoc Tests (M=Control
Error: Between MS = 20,151 ,df= 8,0000
Sample {1}
Cell No. 85,247
1 Contro
2 OSSO 0,999964
3 OSOE, || 00,9991 1E
A OSOE .|| 0,999964
Dunnetttest; variable CAT (Fichier.sta)
Probabilities for Post Hoc Tests (M=Control
Error: Between MS = 20,151 ,df= 88,0000
Sample {1}
Cell No. 85,247
u Contro|
2 OSsO 0,00081E
3 OSOE 4 0,02451C
pa OSOE - 0,000844

SOD




ANNEXE

Univariate Tests of Significance for SOD (Fichier.sta)
Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesis decom position

SS Degr. of MS = P
Effe ct Freedom
Intercept | 536,805¢€ 1| 536,805€ 3232,795 0,00000C
Sample 19,991C 3 6,6637 40,130 0,00003¢c
Error 1,3284 8 0,1660
Sample; Weighted Means (Fichier.sta)
Current effect: F(3, 8)=40,130, p=,00004
Effective hypothesis decom position
Sample SOD SOD SOD SOD N
Cell No. Mean Std.Err. -95,00% | +95,00%0
1 Contro|l 7,51000C 0,255147 6,412191 8,60780¢| 3
2 OSO| 5,37333Z 0,24740€< 4,30881€< 6,437847| 3
3 OSOE,|| 8,37333: 0,24456Z 7,32106Z 9,42560%| 3
4 OSOE.|| 5,496667 0,187824 4,68852€ 6,304807| 3
Dunnetttest; variable SOD (Fichier.sta)
Probabilities for Post Hoc Tests (2-sided
Error: Between MS = , 16605, df = 8,0000
Sample {1}
CcCell No. 7 .51 00
1 Control
2 OSO|| 0O0,00054€
3 OSOE .|| O,07632€
g 8 OSOE.S|| O,00080¢
Dunnetttest; variable SOD (Fichier.sta)
Probabilities for Post Hoc Tests (M=Control
Error: Between MS = , 16605, df = 88,0000
Sample {1}
Cell No. 7,51.00
1 Control
2 OSSO 0,999977
3 OSOE || 0,03834c%
a OSOEL|] 0,99997E
Dunnetttest; variable SOD (Fichier.sta)
Probabilities for Post Hoc Tests (M<=Control
Error: Between MS = , 16605, df = 8,0000
Sample {1}
Cell No. 7,51 00
1 Control
2 OSO|| 0,00028¢<
3 OSOE || 0,99843C
A OSOE.|| 0,000421
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Univariate Tests of Significance for GPx (Fichier.sta)
Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesis decomposition

SS Degr. of MS F P
Effe ct Freedom
Intercept | 96,787 2C 1/ 96, 7872C 1295,101 0,00000C
Sample 5,1071¢Z 3 1,7023¢€ 22,779 0,000284
Error 0,59787 8 0,0747CZ
Sample; Weighted Means (Fichier.sta)
Current effect: (3, 8)=22,779, p=,00028
Effective hypothesis decomposition
Sample GPx GPx GPx GPx N
Cell No. Mean Std.Err. -95,00% | +95,00%0
1 Contro|| 3,48333Z 0,18333Z% 2,694514 4,27215Z| 3
2 OSO|| 2,056667 0,142634| 1,44296Zz 2,670371| 3
3 OSOE,|| 3,486667 0,13383z 2,91083Zz 4,062501| 3
4 OSOE,|| 2,33333:5 0,166667 1,61622E 3,05044Z| 3
Dunnetttest; variable GPx (Fichier.sta)
Probabilities for Post Hoc Tests (2-sided
Error: Between MS = ,07473,df = 88,0000
Sample {1}
Ccell No. 33,4833
1 Control
2 OSO|| O0,00056%=
3 OSOE || 0,99999c¢
pal OSOE.L|| O,002271
Dunnett test; variable GPx (Fichier.sta)
Probabilities for Post Hoc Tests (M=Control
Error: Between MS = ,07473,df = 88,0000
Sample {1}
CcCell No. 33,4833
1 Control
2 OSSO 0,999977
3 OSOE ,|| O, 7446 8E
a OSOE.|| 0,999957
Dunnetttest; variable GPx (Fichier.sta)
Probabilities for Post Hoc Tests (M=Control
Error: Between MS = ,07473,df= 88,0000
Sample {1}
CcCell No. 33,4833
1 Contro
2 OSSO || O,00029€
3 OSOE, || O, 75521¢<
A OSOE.L|| 00,0011 51

G6PDH
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Univariate Tests of Significance for G6P (Fichier.sta)
Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesis decomposition

SS Degr. of MS F p
Effect Freedom
Intercept | 39,4218¢ 1| 39,4218¢ 791,3391 0,00000C
Sample 5,2712¢ 3 1,7571C 35,271 0,00005&
Error 0,3985:% 8 0,0498z
Sample; Weighted Means (Fichier.sta)
Current effect: FH(3, 8)=35.,271, p=,00006
Effective hypothesis decomposition
Sample G6P G6P G6P G6P N
Cell No. Mean Std.Err. -95,00%0 | +95,00%%6
1 Controll| 2,49333Z% 0,17901C 1,723117 3,26355(C| 3
2 OSO|l 1,13000C 0,12013< 0,613084 1,64691¢€¢| 3
3 OSOE,| 2,456667 0,086667 2,08377C 2,82956Z| 3
4 OSOE,| 1,17000C 0,11150E 0,69023Z 1,649767| 3
Dunnetttest; variable G666 P (Fichier.sta)
Probabilities for Post Hoc Tests (2-sided
Error: Between MS = ,04982,df = 8,0000
Sample {1}
Cell No. 22,4933
1 Control
2 OSO|| 0,00019¢
3 OSOE 4 || 0,99391C
a OSOES|| O,00023¢

Dunnetttest; variable G6 P (Fichier.sta)
Probabilities for Post Hoc Tests (M=Control
Error: Between MS = 04982, df = 88,0000

Sample {1}

Ccell No. 2,4933

1 Contro|

2 OSSO 0,99998C

3 OSOE,]|| 0,81506&%

Aa OSOE.| 0,99997C
Dunnetttest; variable G6 P (Fichier.sta)
Probabilities for Post Hoc Tests (M=Control’
Error: Between MS = ,04982,df = 88,0000
Sample {1}

CcCell No. 2,4933

1 Contro

2 OSO|| 00,0001 1E

3 OSOE,|| 0,673917

a OSOEL|| 0,0001.37

GR
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Univariate Tests of Significance for GRD (Fichier.sta]
Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesis decom position

SS Degr. of MS F P
Effe ct Freedom
Intercept | 3,18270C 1 3,18270C 5786,727 0,00000C
Sample 0,02730C 3 0,00910C 16,545 0,000861
Error 00,0044 0C 8 0,00055C
Sample; Weighted Means (Fichier.sta)
Currenteffect: FH(3,8)=16,545, p=,00086
Effective hypothesis decomposition
Sample GRD GRD GRD GRD N
Cell No. Mean Std.Err. -95,00%0 | +95,00%0
1 Controll| 0,58000C 0,023094 0,480634 0,67936€| 3
2 OSsO|| 0,48000C 0,005774 0,45515¢< 0,504841| 3
3 OSOE,|[ 0,54000C 0,011547 0,490317 0,58968Z| 3
a4 OSOE,L|[ 0,46000C O0,005774 0,43515< 0,484841| 3
Dunnetttest;, variable GRD (Fichier.sta)
Probabilities for Post Hoc Tests (2-sided
Error: Between MS = ,00055,df = 88,0000
Sample {1}
cell No. , 58000
1 Control
2 OSSO 0O,002087
3 OSOE,.|| O, 160847
4 OSOE.|| O,00064Z
Dunnetttest; variable GRD (Fichier.sta)
Probabilities for Post Hoc Tests (M=Control
Error: Between MS = 00055, df= 8,0000
Sample {1}
Cell No. , 58000
1 Control
2 OSSO 0,99995c
3 OSOE,|| 00,9957 07
A OSOES|| 0,9999 7€
Dunnetttest; variable GRD (Fichier.sta)
Probabilities for Post Hoc Tests (M=Control
Error: Between MS = ,00055,df = 88,0000
Sample {1}
cell No. , 580 00
1 Contro|
2 OSO|| 0,00105¢<
3 OSOE,4|| 0,081091
a OSOE.S|| O,000337
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