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INTRODUCTION GENERALE

La cuisson des aliments par friture est trés répandue en Algérie. L utilisation
répétée des huiles au cours des fritures aboutit a des altérations chimiques et physiques
qui se traduisent par une modification des caractéristiques organoleptiques, une
diminution de la valeur nutritionnelle et la formation des hydro peroxydes qui sont

relativement stables et se décomposent rapidement sous l'effet de la chaleur et de la
lumiére en aldéhydes, cétones et alcools (Combe, 1996).

Ces composés sont capables de perturber les principales structures et fonctions
cellulaires (acides nucléiques, protéines, carbohydrates...) et membranaires
modification de la fluidité membranaire et des activités enzymatiques (Hermann, 1981).

La thermooxydation des huiles a fait I'objet de nombreuses études, notamment
celles de Guillaumin (1969) ; El-Shami et al. (1992) et Sanchez-Muniz et al. (1998)

qui ont axé€ leurs travaux sur les modifications physico-chimiques des huiles lors de leur
chauffage, ainsi que sur les produits formés.

Par ailleurs, 1'étude des relations susceptibles d'exister entre l'ingestion de certains

aliments telles que les matiéres grasses et la santé se situe dans le cadre de la santé
publique et de politique de prévention.

A titre d'exemple, la consommation mondiale d'huiles végétales se situe dans les
proportions suivantes : Soja (27 %), Colza (14 %), Tournesol (11 %) et Olive (4 %).

En Algérie, la consommation d'huiles végétales représente 11,6 kg /an en 1998
(Lucchetti, 1999).

Cependant, le principal probléeme nutritionnel des pays en développement semble
&tre un déficit énergétique et protéique du régime alimentaire, tandis qu'il s'agit de
surconsommation dans les pays industrialisés.

A cet effet, la valeur nutritionnelle et les effets physiologiques des différents
lipides ont fait 'objet de recherches approfondies. Auparavant, on attribuait aux lipides

un role uniquement énergetique et ce n'est qu'apres les travaux de Burr et Burr (1929,
1930) qu'on a démontré le caractere essentiel des acides gras polyinsaturés.

Les syndromes de carences chez les animaux dont le régime était dépourvu de
matieres grasses sont relevés. Les animaux carencés manifestent un ralentissement de la
croissance, une perte de poids, une baisse des fonctions liées a la reproduction etc...Ces

symptomes disparaissent lorsque l'acide linoléique (18:2(n-6)) est rajouté a l'alimentation.
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Si les  connaissances  fondamentales  concernant  le  role  des  AGPL sur
le développement et sur la sant¢ ont été approfondies. 1l n'en demeure pas moins qu' au
cours de ces dernicres années, les répercussions de ces derniers sur le profil en acides
gras des membranes au niveau des différents organes, et du sang apres ingestion de 'huile
de tournesol fortement oxydée sont encore mal connus.

C'est dans ce contexte que s’insere notre travail dont les objectifs sont les suivants :

Réaliser des tests physico-chimiques permettant de mesurer les altérations de notre
huile de tournesol fortement oxydée ;

Effectuer des mesures pondérales (croissance, poids, gain de poids, les indices
hépato-somatiques) ;

Observer l'effet de l'ingestion de I'huile de tournesol fortement oxydée (avec une
dose de 10 %) supplémentée en vitamine E comme antioxydant naturel sur les

profils en acides gras des homogénats et des membranes des microsomes du foie,
du cerveau, du ceeur et des reins chez le rat adulte ;

- Analyser quelques parametres biochimiques cholestérol, phospholipides.

triglycérides, lipoprotéines (HDLc, LDLec-, VLDLc), Apoprotéines (Apo A,
ApoB);

Enfin, réaliser des coupes histologiques au niveau du foie de rats afin d'v observer
d'éventuelles lésions des tissus tels que les carcinomes signes de cancer.
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Chapitre I : Physiologie de la digestion des lipides 3

I — Introduction

Comme composé dominant des nouvelles habitudes alimentaires du monde
contemporain, les graisses regoivent une attention trés particuliére a cause de ses relations
particuliéres avec des maladies dégénératives chroniques. Une association entre le régime
lipidique, la consommation d’énergie excessive et l’obésité ont été relevées dans
certaines études (Lissner et Heitman, 1995 ; Rolls, 1995).

La consommation excessive de graisses (surtout les acides gras saturés) a été reliée aux
maladies cardio-vasculaires (Oliver, 1997 ; Ernst et al., 1997).

La prise alimentaire excessive en graisses a €té aussi associée avec certains types de
cancer, bien que I’interprétation de ces données soit limitée par la difficulté de faire la

distinction entre les régimes riches en graisses et les régimes riches en énergie (Wynder
et al, 1997 ; Moreiras et al.,, 1991).

Actuellement, dans la plupart des études aussi bien expérimentales qu’animales,
la consommation en lipides est calculée sur la base de tables de consommation
alimentaire. La plupart de ces tables se basent sur la teneur en huiles fraiches. Cependant,

les aliments sont toujours consommeés seulement apres avoir subi un processus de cuisson
comme le chauffage ou les fritures.

Il n’y a souvent aucune indication sur le type de graisses utilisées lors de la
cuisson de la matiére premiere. La non-prise en compte de ces indications pourrait étre la
cause essentielle des conflits résultant des ¢tudes essayant d’établir la relation entre les
lipides et la santé (Varela et Ruiz-Roso, 1992 ;Varela et Ruiz-Roso, 1998).

Tout changement majeur dans les habitudes alimentaires d’une population donnée
pourrait avoir une multitude de conséquences, la plupart d’entres elles imprévues. De

solides fondements scientifiques suggerent la nécessité de continuer les investigations
dans ce domaine (Lichtechtein et al., 1998).

Il — Les lipides alimentaires : structure et fonctions

Les lipides sont des composés insolubles dans I’eau et solubles dans les solvants
organiques. Les lipides alimentaires sont classiquement définis comme des triglycérides,
phospholipides et stérols. Les sources de lipides dans les produits alimentaires d origine

animale que végétale peuvent étre considérées comme ayant des valeurs nutritionnelles
similaires a quelques exceptions préts.
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Les produits alimentaires d’origine animale contiennent du cholestérol, alors que
les aliments d'origine végétale pourraient fournir les hydrates de  carbone ¢t
les phytostérols non absorbables lesquels pourraient interférer sur 1"absorption du
cholestérol. D autres nutriments sont associés tels que les vitamines liposolubles ainsi

que les composés connexes (ex : caroténoides et tocotriénols).

Les lipides alimentaires sont une source relative d’énergie concentrée par
comparaison aux hydrates de carbone et aux protéines, ces derniers produisent chacun
4 kcal /g, alors que les lipides alimentaires en produisent 9 kcal /g.

Les graisses sont un moyen efficace de stockage dans le corps. Par exemple, elles
sont hydrophobes donc ont besoin de moins d’eau pour leur stockage que les hydrates de
carbone et les protéines. Les graisses du corps préviennent contre les températures
extrémes et protégent les organes vitaux contre les traumatismes physiques.

Les graisses alimentaires sont des transporteurs des vitamines liposolubles A, D, K, E et
facilitent leur absorption. Les vitamines A et D sont retrouvées surtout dans le beurre et
les huiles de poissons. Les huiles végétales contiennent de la vitamine E. Les lipides
cellulaires sont considérés aussi comme d’importants composés des cellules.
Les phospholipides, qui forment une interface entre I’eau et les autres lipides, jouent un
role vital dans les cellules et le sang par transport des composés hydrosolubles comme les
protéines et les substances liposolubles.

De plus, les PL qui se trouvent dans la membrane, peuvent étre hydrolysés par
différentes phospholipases et libérent des acides gras polyinsaturés qui sont des
précurseurs pour la biosynthése des eicosanoides. Certains lipides sont aussi des

précurseurs pour la synthése d’hormones stéroidiennes.

Les lipides alimentaires sont constitués principalement de triglycérides. [ls sont composés
de trois acides gras estérifiés a la molécule de glycérol. Les acides gras sont classés selon
le syst¢tme de nombre de carbone. [ls peuvent étre classés selon la longueur de la
chaine carbonée : courte (4 a 6 atomes de carbone), moyenne (8 a 10 atomes de carbone).
longue chaine (12 a 18 atomes de carbone), et enfin trés longue chaine (plus de 20 atomes
de carbone). Chaque groupe avec une longueur de chaine différente est différemment
métabolisé. Les acides gras sont aussi classés selon la présence ou ["absence de doubles

liaisons.

Les acides gras insaturés sont eux aussi divisés en monoinsaturés (une seule double
liaison : AGMI) et polyinsaturés (2 ou plusieurs doubles liaisons : AGPI). Les acides gras
insaturés peuvent étre classés selon la position de la premiere double liaison en comptant

a partir de Uextréemité methyle de la chaine carbonée. Sila premicre double haison
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commence au carbone 3, il est désigné oméga-3 acide gras (n-3). Si la premiere double
liaison commence au carbone 6, I'acide gras est désigné comme oméga-6 acide gras (n-6)
(Lairon, 1997 ; Linscheer et Vergroesen, 1994).

Des fonctions physiologiques différentes ont été attribuées a chacune de ces séries.
Les acides gras des lipides naturels ont un nombre d’atomes de carbones compris entre
16 et 18. Des exceptions notables sont des lipides du lait et des huiles de noix de coco
avec un pourcentage élevé de courtes chaines (4 a 6) et des chaines moyennes (6 a 12).
D’un autre c6té, les huiles de poissons contiennent 4 a 35 % de 20 :1, 22 :1 et 24 :1 ; et
avec 25 a 50% d’acides gras polyinsaturés 20 : 5 (n-3), 22 : 6 (n-3), et 24 :6 (n-3) tous
cis.

L’huile d’olive, un des facteurs importants dans le régime méditerranéen, posséde 63 a
86 % de 18 :1 (n-9), et 3 & 14 % d’acides gras polyinsaturés de 18 : 2 (n-6).

Les animaux, incluant ’homme, ne peuvent synthétiser certains acides gras,
appelés acides gras essentiels. Ils sont dits ainsi car I’organisme ne les synthétise pas de
fagon adéquate pour assurer une sant€¢ optimale. Ils servent comme précurseurs
alimentaires pour la formation des eicosanoides, qui ont une grande importance pour la
santé et la modulation de certaines maladies (Eritsland, 2000 ; James et al., 2000).

III — Sources des lipides alimentaires

Des différences aussi bien climatiques que génétiques sont responsables de larges
variations dans la composition des huiles végétales, spécialement pour les non-ruminants.

La plupart des acides gras polyinsaturés ont leurs doubles liaisons en configuration
géométrique cis. Les acides gras trans sont retrouvés dans les graisses des ruminants

comme le résultat d’action bactérienne dans le rumen et durant I’hydrogénation des
huiles (Dupont, 1999).

LLes huiles et les graisses comestibles contiennent des phospholipides et des stérols
lesquels font partie intégrante des biomembranes animales et végétales.

Les phospholipides d’origine végétale, bien qu’absorbés de la méme fagon que ceux

d’origine animale, ont une composition en acides gras différente.

Le cholestérol n’est pas considéré comme un nutriment, car il peut étre synthétisé
par I"organisme. Il est utilis¢ comme substrat pour les hormones sexuelles, les acides
biliaires ainsi que la vitamine D. [l est aussi essentiel pour le fonctionnement des
membranes cellulaires, la structure et la fonction des particules des lipoprotéines
(Linscheer et Vergroesen, 1994).
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IV — Digestion et absorption

Les triglycérides et les phospholipides, deux groupes majeurs des lipides ingérés,
sont faiblement absorbés et nécessitent une conversion enzymatique en métabolites
polaires et hydrosolubles par assimilation par la muqueuse intestinale. L’émulsion dans
I’intestin gréle fait intervenir des mécanismes physico-chimiques et mécaniques.

IV.1 — Les triglycérides

La mastication retire les graisses a partir des autres composés alimentaires et les
contractions gastriques exposent les lipides aux lipases pancréatiques. Ces derniéres
hydrolysent approximativement 30 % des triglycérides ingérés aprés les repas en
combinaison avec les lipases intestinales (Desnuelle, 1972).

Les deux lipases ont une préférence pour la rupture des liaisons esters des acides gras en
position 3. Les acides gras a chaines courtes et moyennes sont les substrats préférés et
sont partiellement absorbés par I’estomac. Le contenu stomacal post-prandial renferme
des triglycérides, des diglycérides, des phospholipides et des acides gras.

L’émulsification est favorisée par les phospholipides alimentaires et les acides gras
hydrolysés. Les particules triglycérides et diglycérides €émulsifiées, sont localisées au
centre de petites gouttelettes avec une monocouche de phospholipides et d’acides gras a
la surface.

La libération intermittente du chyme gastrique en petites quantités dans le
duodénum par le biais du péristaltisme gastrique facilite leur digestion et 1’absorption par
I"intestin gréle (Linscheer et Vergroesen, 1994).

Les triglycérides et les diglycérides ne peuvent traverser la membrane muqueuse
intestinale. Seuls les 2-monoglycérides (2-MG) et les acides gras non-ionisés peuvent
diffuser a travers la membrane comme des monomeres libres dans la phase aqueuse
adjacente de la paroi de ’entérocyte (Lehner et Kuksis, 1996). Cette absorption peut
étre accomplie seulement si les conditions suivantes sont réunies :

- Il faut que I'hydrolyse en acides gras et en monoglycérides soit totale dans
I’intestin ;

- La surface des gouttelettes lipidiques est augmentée par les détergents pour une
hydrolyse enzymatique rapide ;
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- Les monoglycérides et les acides gras ¢tant faiblement solubles, nécessitent alors
un systéme de transport.

[Le chyme gastrique induit la libération de la cholecystokinine (CCK) et
la séerétine a partir de la muqueuse duodénale dans la circulation. La CCK stimule en
premier lieu la synthése et la libération des enzymes pancréatiques exocrines. A un degré
moindre, la libération des électrolytes, de la bile hépatique, le contenu des sels biliaires,
les phospholipides et le cholestérol. La sécrétine est le stimulant physiologique pour
la libération des électrolytes (surtout le carbonate monosodique NaHCO;) et & un degré
mineur, les enzymes digestives intestinales (Linscheer et Vergroesen, 1994).

Le mélange micellaire constitué de sels biliaires, de phospholipides et de
cholestérol présents dans la bile, a une forte affinité pour leur fixation sur
les gouttelettes lipidiques émulsifiées, permettant alors de déplacer la lipase de leurs
substrats. Cependant, la lipolyse est efficace car, la procolipase est aussi libérée par le
pancréas simultanément avec la lipase dans un ratiode 1 : 1.

En présence de triglycérides ou d’acides gras, la colipase se complexe fermement
avec la lipase et se lie a la surface des gouttelettes lipidiques (Desnuelle, 1972).

Ainsi, la colipase donne a la lipase ’accés a son substrat. Les agrégats micellaires
présents dans la bile sont hautement efficaces pour la libération des 2-MG et les acides
gras absorbés, par la lipase pancréatique a partir des gouttelettes de triglycérides.
Les proportions dans lesquelles la lipase pancréatique hydrolyse les acides gras des
positions 1 et 3 des triglycérides dépendent du nombre de caractéristiques physico-
chimiques des acides gras, en général, la longueur de la chaine et le degré d’insaturation.

Les acides gras a courtes et moyennes chaines sont rapidement relachés.
Cependant, a long terme, la digestion de tous les lipides est totale.

[’étape finale dans la phase digestive de |’absorption est 1’assimilation des monoméres
libres d’acides gras et de 2-MG par diffusion rapide a partir de la phase aqueuse localisée
entre la micelle et la membrane cellulaire, c’est I'étape limitante. Le processus dans

lequel les acides gras a longues chaines quittent la micelle et traversent la paroi
intestinale est encore mal connu.

IV.2 — Les phospholipides

Les phospholipides alimentaires jouent un role mineur dans le processus de
digestion car un régime moyen contient environ 2 g.
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La phospholipase A, pancréatique hydrolyse d’abord les acides gras en position 2.
libérant un acide gras libre et un lysophospholipide (ex : lysophosphatidylcholine).
Ces derniers diffusent a travers les cellules muqueuses.

1V.3 — Cholestérol

Le cholestérol alimentaire est dissous a ’intérieur des micelles dans 1’intestin,
mais, le cholestérol biliaire est solubilisé en partie dans les micelles et dans les vésicules
de phospholipides.

Approximativement, la moitié du cholestérol présent dans le bol intestinal est d’origine
endogeéne. La malabsorption physiologique du cholestérol (50 %) est reliée a la faible
solubilité des micelles. Le stérol des plantes diminue [’absorption du cholestérol animal,
certainement a cause de leur compétition avec le cholestérol pour leur incorporation a
I’intérieur des micelles et leur transport a travers la muqueuse intestinale.

Bien que le cholestérol sanguin augmente en réponse a un régime riche en cholestérol.
la plupart du cholestérol sérique est d’origine endogéne. Ainsi, le niveau cholestérol
sanguin est régulé principalement par la synthése endogene.

Cependant, a long terme, un régime pauvre en cholestérol et en acides gras saturés
conduit & une baisse significative du cholestérol sanguin dans un pourcentage élevé de la
population (Linscheer et Vergroesen, 1994 ; Gurr et Harwood 1991).

Les nouveau-nés, cependant, n’ont pas de telles réserves. Pour les enfants recevant
le lait maternel, I’excrétion de graisses est similaire a celle de ’adulte. Mais, chez les
enfants nourris au lait de vache pourront avoir un certain degré de malabsorption des
graisses au dela de un an.

A I’inverse du lait de vache, le lait maternel contient aussi des lipases résistantes
aux acides gastriques et aux pepsines. Les sujets dgés ont aussi une capacité limitée a
absorber les graisses.

La mauvaise digestion peut se produire durant une malnutrition ou une maladie
quand le pancréas ne secréte pas assez de lipases. Ces derniéres suppléent au manque
d’acides biliaires.

La malabsorption peut aussi se produire, méme quand la digestion fonctionne
normalement, comme le résultat d’un défaut dans |’intestin gréle qui affecte la surface
d’absorption. Elle pourrait se produire lors d’une infection bactérienne de |’intestin ou la
sensibilité de celui-c1 aux composants alimentaires : comme le .gluten au cours de

maladies cceliaques ou aux allergeénes.
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L.c probléme majeur dans les malabsorptions séveres des graisses est la déficience en

acides gras essentiels (Linscheer et Vergroesen, 1994 ; Gurr et Harwood, 1991).
V — Transport et métabolisme

La premiere étape du transport muqueux est la re-estérification. La seconde étape
est la synthese des particules de transport appelées lipoprotéines. Une fois les produits de
la digestion sont a I'intérieur de I’entérocyte, la cellule prend le relais pour se protéger
contre leurs propriétés détergentes hautement perturbatrices. Ceci est accompli par leur

attachement aux petites masses moléculaires, les acides gras se lient aux protéines dés
leur entrée dans la cellule.

Les produits de digestion des lipides sont alors reconvertis en triglycérides (TG)
dans I’entérocyte par une estérification séquentielle (Lehner et Kuksis, 1996). La plupart
des TG sont re-synthétis€s dans I’entérocyte par la voie des monoacylglycérols.

Cependant, La seconde voie, prés de 20 % des triglycérides entérocytaires suivent la voie
des a-glycérophosphates. Les acides gras avec une longueur de chaine inférieure a 10
atomes de carbone se lient a I’albumine et sont préférentiellement transportés directement
au foie par la veine porte. Les acides gras a chaines moyennes ne sont pas re-estérifiés et
sont rapidement métabolisés. Le cholestérol est estérifié dans la muqueuse peu avant que
les chylomicrons n’entrent dans la lymphe. L’estérification est accomplie par

incorporation des acyls-CoA a lintérieur de la molécule de cholestérol (Gurr et
Harwood, 1991).

Les apoliporotéines ont un rdle plus que des stabilisants. Elles permettent d’étre
reconnues par des récepteurs spécifiques sur la surface des cellules des différents tissus
du corps et des organes les rendant capables d’étre repris a partir du sang afin de réguler
leur métabolisme. Les classes des lipoprotéines majeures sont les chylomicrons,
les lipoprotéines a tres faibles densités (VLDL), les lipoprot€ines a faibles densités (LDL.)
et enfin, les lipoprotéines a hautes densités.

Les chylomicrons transportent essentiellement, par un systtme de navette.
les triglycérides alimentaires et autres composés liposolubles a partir de 1'intestin vers
les tissus périphériques. Ces chylomicrons, secrétés dans la lymphe intestinale sont des
protéines a faibles densités (< 0.95 g /ml). Ils sont rassemblés dans I’entérocyte durant
["absorption des graisses. Tous ces composés ont €té synthétisés ou re-synthétisés i siru
(Field et Mathur, 1995) (Figure 1).

IIs renferment plus de 86 % de triglycérides, 8.5 % de phospholipides. 3 % d¢

cholestérol et esters de cholestérol. et enfin 2 % de protéine (Linscheer et Vergroesen,
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1994 ; Blazquez et Estructura, 1994). Sa surface contient des Apo B-48 (la principale

Apoprotéines des chylomicrons) et les apo C-1I, apo C-III, apo-E, apo A-I transférables ct
apo A-IV en petites quantités.

Dans la circulation périphérique, le premier recepteur est le tissu adipeux et le
muscle squelletique, o les chylomicrons, identifiés par leur apo B-48 (une protéine

largement hydrophile), sont libérés de leurs triglycérides par les lipoprotéines lipases
(LPL).

La LPL est une enzyme synthétisée dans le tissu adipeux et le muscle squelettique
et est ancrée dans I’endothélium capillaire de ces tissus lesquels captent tous les acides
gras libérés. Apo C-II agit comme activateur de I’interaction entre les chylomicrons et
les LPL. Ce processus est répété jusqu’a ce que tous les triglycérides soient hydrolysés,
en quittant les chylomicrons sous forme de petites particules appelées rémnants.
Les particules de rémnants non dégradées sont reprises par le foie pour d’autres processus
(Blazquez et Estructura, 1994 ; Gurr, 2000).

Normalement, la concentration des chylomicrons dans le plasma augmente
rapidement aprés un repas, atteignant un pic 2 a 3 heures aprés les repas, puis diminue.
Les rémnants sont retirés du plasma selon deux voies. La voie préférée est celle de
I’interaction avec les récepteurs se trouvant sur les cellules du foie et seront utilisées pour
une dégradation ultérieure. L’apo B-48 présente sur la surface du rémnant se lie a
la surface des cellules du foie enveloppée par I’apo E afin d’assimiler les rémnants.
Alternativement, les rémnants peuvent étre traités par interaction avec d’autres types de
lipoprotéines plasmatiques, les lipoprotéines a hautes densités (HDL)

Des défauts génétiques de ces chylomicrons conduisent & une incapacité a éliminer

ces derniers du sang, ainsi une hyperlipémie s’installe (Blazquez et Estructura, 1994 ;
Gurr, 2000).

Un autre type de lipoprotéine riche en triglycérides : les lipoprotéines a faibles
densités (VLDL) densité comprise entre 0,95 — 1,006 g/ml, transportent les lipides qui
ont été synthétisés dans le foie, principalement a partir des acides gras non-estérifiés en
circulation. Les particules de VLDL renferment des TG (50 %), PL (18 %), CH (6 %),

ester de cholestérol (15 %) et d’autres lipoprotéines (Linscheer et Vergroesen, 1994)
(Figure 2).
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VLDL
naissantes

(Apo B-100, E)
récepteur

(Apo B-100, E)

récepteur Glycérol

Destruction finale,

par endocytose,

dans le foie et les tissus
extrahépatiques (lympho-
cytes, fibroblastes, par ex.)

Figure 1 : Devenir métabolique des chylomicrons (A, apoliporoptéine A; B-48, apoliporoptéine
B-48; C , apoliporoptéine C; E, apoliporoptéine E; HDL, lipoprotéine de densité élevée; TG,
triacylglycérol; C, cholestérol et ester de cholestérol; P, phospholipide, (Murray et al., 1999
In Harper ;précis de biochimie.)

Triglycérides alimentaires

Chylomicron
naissant
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Figure 2 : Devenir métabolique des lipoprotéines de trés faible densité (VLDL) et

production de lipoprotéines de faible densité (LDL) (A, apoliporoptéine A; B-48,
apoliporoptéine B-48; ¢ , apoliporoptéine C; E, apoliporoptéine E; HDL, lipoprotéine de densité
élevée; TG, triacylglycérol; C, cholestérol et ester de cholestérol; P, phospholipide, LH. lipase

hépatique. (Murray et al., 1999 ; In Harper ; Précis de biochimie.)
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[La protéine majeure des particules de VLDL nouvellement synthétisée est
’apolipoprotéine B-100, ainsi que les apo-E et apo-C. Quant au cholestérol, il pourra étre
produit a partir de sources exogénes ou étre produit de novo par le foie. La 3-hydroxy-
methyl-glutaryl coenzyme-A est une enzyme limitante dans la biosynthése du cholestérol.
Les acides gras aussi bien d’origine endogéne qu’exogéne peuvent étre incorporés a
’intérieur des TG et PL destinés eux-mémes a étre incorporés dans les VLDL. (Blazquez
et Estructura, 1994). L incorporation des triglycérides et du cholestérol a I’intérieur des
VLDL parait étre régulée de maniére coordonnée. Ainsi, la proportion d’acides gras
métabolisée par le foie pourrait influencer la sécrétion des VLDL (Salter et White,
1996).

Le transfert des esters de cholestérol a partir des fractions HDL a I’intérieur des
VLDL joue un rdle important dans la voie de transport reverse du cholestérol (Fielding
et Fielding, 1995). Tous les triglycérides se trouvant dans les VLDL sont ainsi
hydrolysés par les lipoprotéines lipases et I’Apo CII. Apres la perte des triglycérides et
ses composants se trouvant sur sa surface, les VLDL rejoignent alors la circulation sous
la forme de IDL (lipoprotéine a densité intermédiaire) lesquels contiennent des apo E et
APO B100. Les IDL sont retirés de la circulation directement ou indirectement.
Directement via !’interaction avec les récepteurs Goldstein et Brown (récepteurs apo
B100, E) dans le foie. Alternativement, ils sont aussi métabolisés probablement, par les
triglycérides lipases hépatiques (HTGL) lesquels font perdre les TG et les apo E, afin de
produire des LDL riches en cholestérol (Blazquez et Estructura, 1994 ; Salter et
White, 1996).

Les LDL (densité comprise entre 1,019 — 1,063) renferment approximativement
TG (8 %), esters de cholestérol (35 %), PL (25 %), et apo B100 (25 %) (Linscheer
et Vergroesen, 1994). Ces LDL sont par la suite retirées de la circulation apres leur
interaction avec les récepteurs LDL (apoB) dans le foie. De faibles quantités de LDL sont
aussi reprises par interaction avec les récepteurs apoB, E dans les tissus périphériques.
Alors que tout le corps contribue a fixer les LDL, le foie est quantitativement le plus
important pour le turnover des LDL qui représente plus de 60 a 80 %. Les récepteurs des
LDL jouent aussi un rble déterminant pour la production des LDL car, ils transportent
non seulement les LDL mais aussi les IDL. De cette maniere, lorsque [’expression du
récepteur est grande, beaucoup de particules sont retirées de la circulation sous la forme
de IDL et donc moins de LDL. A I’inverse, si les récepteurs des LDL ne sont pas régulés,
en plus de la réduction du taux de LDL, peu de particules de IDL sont retirées et dela,
sont reconvertis en LDL. La transcription du géne des récepteurs LDL est régulée par le

niveau du cholestérol intracellulaire. (Salter et White, 1996).

Partie bibliographique 7 bt = B INA. 2004 7 2005



Figure

Chapitre I : Physiologie de la digestion des lipides S 13

Les concentrations en HDL, lipoprotéines les plus prédominantes dans la

circulation, fluctuent moins drastiquement que celles des chylomicrons. Les HDL
existent sous diverses formes et leur role est d’agir sous la forme de vésicules pour les
échanges lipidiques. Ces lipoprotéines ont une densité comprise entre 1,063 et 1,21 g/ml
a cause de léur haute teneur en apoprotéines (48 % environ). Le HDL tend a promouvoir
le flux du cholestérol a partir des tissus périphériques et il est négativement corrélé avec
les risques cardio-vasculaires (Blazquez et Estructura, 1994) (Figure 3)
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3 : Métabolisme des lipoprotéines de densité élevée (HDL) (LCAT. lecthine

cholestérol acyl transférase; C, cholestérol; CE, ester de cholestérol: PL. phospholipide; FFA

acides gras libres; A- [, apoprotéine A-I; (Murray et al, 1999 In Harper ;Précis de
biochimie.)

De plus, un pourcentage plus éleve est distribué dans le milicu extracellulaire par

comparaison aux LDL. Issues du foie et du tractus gastro-intestinal sous la forme de
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particules discoides naissantes, les HDL échangent les lipides de surface et les
apoprotéines avec les chylomicrons et les VLDL, particuliérement durant la lipolyse,
quand ces particules diminuent en tailles par la perte de leur TG griace a la LPL.
L.es acides gras sont transférés aux HDL cholestérol a partir de la phosphatidylcholine,
pour former des esters de cholestérol grace a la lécithine cholestérol acyltransférase
(LCAT) laquelle déplace I’ester de cholestérol vers sa partie hydrophobe. Ainsi, on
obtient des particules de HDL riches en esters de cholestérol. L.e changement de
composition des HDL facilite 1’assimilation du cholestérol a partir des membranes
tissulaires et le transfert du cholestérol et des phospholipides a partir des autres particules
de lipoprotéines. L’efficacité des HDL comme accépteur du cholestérol est favorisée par
I’action des ¢changes de protéines neutres (Blazquez et Estructura, 1994 ;Gurr, 2000).

Les HDL enrichies en cholestérol deviennent susceptibles a [I’hydrolyse par
les lipases circulantes et ces particules sont prétes a renouveler leur capacité a fixer du
cholestérol. Ces particules sont si efficaces car elles ont une grande surface d’échange et
parce que les lipoprotéines favorisent le contact avec les autres particules membranaires
et les enzymes lipophiles. Environ 25 % des HDL sont catabolisées dans le foie
(Linscheer et Vergroesen, 1994 ; Blazquez et Estructura, 1994).

Les graisses alimentaires sont essentiellement utilisées comme énergie. Certaines
graisses sont synthétisées a partir des hydrates de carbones et des protéines sont aussi
métabolisées dans le foie. Si de petites quantités de lipides sont présentes dans
’alimentation, une grande proportion de graisses est synthétisée a partir des hydrates de
carbones. Les acides gras libérés a partir des chylomicrons et les VLDL des tissus
adipeux sont activés par des coenzymes A et sont transférés au glycérol-3-phosphate pour
former des triglycérides. A des fins énergétiques, les acides gras sont libérés a partir des
tissus adipeux par l'action de lipases hormono-sensibles. La lipase est activée par
[’adrénaline, le glucagon et par I'hormone adrenocorticotrophique (ACTH). Les acides
gras relachés dans la circulation sanguine ils se lient avec 1'albumine. Ils sont oxydés
dans la mitochondrie (Dupont, 1999): c’est la P-oxydation. Durant ce processus
["adénosine triphosphate est régénérée (Gurr, 2000). Les tissus animaux contiennent des

désaturases, enzymes qui insérent des doubles liaisons débutant normalement de
la position 9 sur des acides gras saturés.
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. L’étape limitante dans la formation des eicosanoides semble étre la libération de

I’acide arachidonique & partir des phospholipides membranaires contrdlée par 1’activation
de la phospholipase A.

L’acide arachidonique, a travers son rble important dans la synthése des
eicosanoides, est un médiateur important dans de nombreux phénomeénes physiologiques.
Les enzymes-clés dans le contrdle de I’extension de la biosynthése des eicosanoides
sont : la cyclooxygénase, enzyme clé dans la synthése des prostaglandines (PG) et les

thromboxanes (TX) et les lipooxygénases qui synthétisent une série de produits appelés:
leucotriénes.

Les eicosanoides sont de puissants régulateurs panacrines et endocrines des
fonctions cellulaires et tissulaires. Ces fonctions incluent: agrégation plaquettaire,
les réactions inflammatoires et des fonctions leucocytaires, la vasoconstriction et
la vasodilatation, la pression sanguine, la constriction bronchique, etc... (Dupont, 1999).

Du point de vue physiopathologique, la déficience relative ou absolue des PG et des TX a

été impliquée dans 1’étiologie de I’hypertension et de I’athérogenese (Katamaya et Lee,
1999).

VI — Lipides et santé

Depuis le début du XX siécle, la consommation de graisses dans 1’alimentation
humaine a augmentée. La quantité et le type de graisses devant étre consommeée font
’objet de longues controverses. L’alimentation peut influer sur la régulation du
métabolisme lipidique de plusieurs manieres (Gurr, 2000). Une des voies est
la restriction ou |’augmentation de la disponibilité des molécules qui sont des substrats
pour le métabolisme des lipides. Une autre voie, est 1’ajout de co-enzymes (les enzymes

de biosynthéses des acides gras, par exemple, qui nécessitent de 1’acide pantothénique, et
la biotine comme coenzymes).

Un effet important du régime dans la régulation du métabolisme lipidique est
d’apporter des changements dans les concentrations des hormones circulantes
spécifiques, particuliérement [’insuline, qui induit ou réprime la biosynthése de certains

récepteurs et enzymes du métabolisme des lipides (ex : LPL) (Kern, 1997 ; Kern et al.,
1995).

Actuellement, il existe beaucoup de recherches portant sur la capacité

des différents acides gras et autres lipides a réguler I'expression de nombreux genes
(Salter et White, 1996).
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La population issue des pays développés consomme généralement des régimes contenant
une grande quantité d’énergie sous forme de graisses. Sous ces conditions, les enzymes
de la biosynthése des lipides sont arrétées ou fonctionnent a bas niveau, et les besoins
pour les graisses de stockage et de structure sont satisfaits par I’alimentation.

Cependant, la synthése des acides gras a partir des hydrates de carbone, au moins
dans les tissus adipeux, est un processus important chez I’humain, méme quand il y a peu
de lipides dans I’alimentation (Gurr, 2000).

Il y a des variabilités substantielles dans la disponibilité des lipides alimentaires entre et
au sein des régions du monde. Deux tiers de la population issuc des pays en
développement ont accés seulement a moins de 60 g /j /p, alors que les habitants de
la plupart des pays développés en consomment 130 g /j /p (Trichopolou et Lagiou,
1997). Les données de la FAO relatives a la disponibilité des lipides alimentaires sont
représentées dans le tableaul (UDHSS, 1988) (tableau 1).

Le rapport de I’American Heart Association et le guide alimentaire de I"USDA
recommande une consommation des lipides alimentaires @ moins de 30 % de 1’énergie
totale pour les individus 4gés de plus de 2 ans. Certains acides gras saturés alimentaires
font augmenter la concentration en cholestérol, Parmi les acides gras saturés, on cite,
’acide palmitique, 1’acide laurique, et I’acide myristique. Au contraire, les autres acides
gras comme |’acide stéarique, n’augmentent pas le cholestérol sérique. Les données
actuelles suggerent que les acides gras saturés exercent leur effets sur I’augmentation du
cholestérol réprimant les récepteurs des LDL dans le foie (Dietschy et al., 1993).

Tableau 1: Lipides alimentaires disponibles selon les régions du monde.

Régions ‘Lipides alimentaires totales disponibles (g/j/p)
Afrique 43

Extréme Orient 45

Proche Orient 72

Ameérique du sud 75

Union soviétique 107

Océanie 138 |
Europe 143 i
Amérique du nord 151 W
MONDE 68 %

(Selon FAO, 1988)
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Les enquétes nutritionnelles suggérent que les acides gras trans favorisent
le risque de maladies cardiovasculaires (Nelson, 1998). De nombreux auteurs ont montré
que les acides gras trans augmentaient les concentrations en LDL cholestérol pour plus
de 2/3 que I’acide palmitique (Grundy, 1997). L’effet inverse des acides gras trans sur

le rapport cholestérol total sur HDL cholestérol est plus élevé que celui des acides
gras saturés (Ascherio et Willett, 1997). De plus, la consommation d’acides gras trans
favorisent 1’augmentation des concentrations plasmatiques en lipoprotéine Lp(a) qui est
un autre facteur de risque de maladies coronariennes (Mensink et al., 1992). D’ailleurs,
ils concurrencent les acides gras essentiels pour les enzymes des élongations et des
désaturations en interférant sur la formation des eicosanoides (Pederson et al., 1998).

Les AGPI (n-6), principalement I’acide linoleique, diminuent les concentrations en
cholestérol total dans toutes les fractions lipoprotéiques (VLDL, LDL et HDL).

Des données épidémiologiques suggérent que la consommation d’acide linoléique peut
diminuer le risque du cancer chez les humains.

Finalement, les phospholipides membranaires enrichis par les acides linoléiques.
les prédisposent ainsi a 1’oxydation par les radicaux libres. Cela pourrait conduire a
des effets néfastes. Par exemple, la susceptibilité d’augmenter 1’oxydation des LDL est

associée a une consommation €levée en acide linoléique (Berry et al., 1997 ; Abbey et
al., 1993).

Cependant, quand les acides gras (n-3) sont inclus dans [’alimentation,
EPA (20 :5 (n-3)) inhibe la conversion de 1’acide linoléique en acide arachidonique et
concurrence celui-ci pour la position 2-acyl dans les phospholipides membranaires, en

réduisant les niveaux cellulaires et plasmatiques de 1’acide arachidonique (James, 2000).

De plus, 'EPA concurrence ’acide arachidonique en agissant comme substrat
pour la cyclooxygénase, en inhibant la PG et les TX. L’EPA inhibe la synthése des TXA,

et des PG qui ont un role dans 1’agrégation plaquettaire et la vasoconstriction (James,
2000).

D’ailleurs, les AGPI (n-3) alimentaires agissent en prévenant les risques cardiaques a
travers une multitude d’actions. Ils agissent en inhibant la synthése de cytoquines et
les mitogenes, stimulent I’oxyde nitrique endothélial, et inhibent 1’athérosclérose.

Les régimes riches en poissons abaissent aussi les concentrations plasmatiques

des VLDL et des triglycérides, a travers une dépression de leur synthése et la suppression
des lipémies post-prandiales.
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Les effets des acides gras (n-3) sur les HDL et les LDIL sont différemment
appréciés (Conner et Connor, 1997). La consommation de 2 — 3 g /jour d’huile de
poisson préviendrait les risques de maladies coronariennes.

L’acide oléique apparait étre 1’acide gras le plus important dans la prévention contre
’athérosclérose, en diminuant les concentrations du cholestérol et en minimisant
les dommages causés par I’oxydation des LDL (Berry et al., 1997).

Certains travaux identifient les hydrates de carbone comme nutriments neutres au
lieu de I’acide oléique. Cependant, les hydrates de carbone semblent affecter
le métabolisme des lipoprotéines qui est entierement différent de celui des graisses.
IIs favorisent la concentration des VLDL par son enrichissement en TG.

VII - Les apoprotéines

Les apoprotéines participent a la structure et aux différents processus du
métabolisme des lipoproteines : biosynthése, sécrétion, maturation et transformation
plasmatique, échange avec les cellules de I’organisme et enfin catabolisme. Selon Turpin
et al.(1994), les apoprotéines sont considérées comme la partie intelligente de

la lipoprotéine puisque ce sont elles qui sont reconnues par les récepteurs spécifiques
situés au niveau de la membrane cellulaire.

Les principales apolipeprotéines sont illustrées dans le tableau 2 :
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Tableau 2 : Principales apolipoprotéines : localisations ¢t fonctions (Cerf, 1986).
Apolipoproteines Polds - 3s MEHEC | Lipoprotéines e
B moléculaire (kd) | synthése pop fonctionnel
' ) F.oie,
B100 540 i VLDL, LDL. | Transport
Intestin
B48 260 Foie, tissus | Chylomicrons | Transport
Foie, Rémnants, VLDL, TEABS0NL
E 33 Intesti HDL
ntestin
HDL,, HDL: - aissantes
Transport,
Foie Chylomicrons P
A-1 28 i .
Intestin HDL Activation
LCAT.
Transport,
' Foie
A-II 17 ) HDL _
Intesti Activation
TGLH
Chylomicrons | Activation
A-1V 45 Intestin
VLDL, HDL; |LCAT
Activation de
I :
C-II 8.5 Foie VLDL.HDL | . o
lipoproteine
| lipase i
|Inhibela |
C-III 11-13 Foie VLDL. HDL | captation de !
"apo E ‘*l
| it
- _ 'Activation |
C-1 6,5 Foie VLDL N [
LCAT |
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VII.1 - La lipoprotéine Lp(a)

La lipoprotéine Lp(a) est une particule bien distincte des LDI. Clest
une macromolécule complexe composée d’une particule de LDL a laquelle se rattache
une protéine. glycosylée. de grosse taille appelée apoliporoteine (a) (Figure 4)
(Chapman, 1994).

La lipoprotéine (a) caractérisant la Lp(a), n’est pas associée a la partie lipidique,
mais rattachée a la surface d’une particule lipoprotéine LDL ressemblante.

En effet, la Lp(a) et les LDL partagent certains traits de leur composition en

protéines et en lipides (grande proportion en esters de cholestérol et la présence de
I’apoB100.

Toutefois, la Lp(a) se distingue par une taille et une densité supéricure, un poids
moléculaire plus important (grande teneur en protéines et en glucides). 1. apolipoproteine
(a) semble attachée a I’apoB100, par un ou plusieurs ponts disulfures. De nombreuses
études épidémiologiques ont établi une étroite association entre les concentrations

plasmatiques de la Lp(a) et le développement des maladies cardiovasculaires
athéromateuses.

Aot penphengue
{aapr £, par ex))

amphips

Figure 4 : Représentation schématique d’une particule de Lp(a) (Chapman. 1994).
VIIL.1.1 — Aspects métaboliques de la lipoprotéine (a)

Le site de synthése majeur de la Lp(a) est le foie. On ne distingue pas de données
définitives indiquant si l'assemblage de 1'apo(a) avec une particule de LDL atin de
former la L.p(a) a lieu dans le foie ou dans le plasma. La Lp(a) est produite dans une voie
indépendante de celle de la 1.D1..
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L.a Lp(a), peut contribuer au processus athérogéne par son implication potenticlle
dans lc¢ systeéme fibrinolytique. Elle entre en compétition avee le plasmogeéne pour la
liaison avec la fibrine, mais également avec les récepteurs situés a la surface de la cellule
endothéliale. On confere, par ailleurs, I’éventuel role du récepteur LDL dans la régulation
du taux plasmatique de la Lp(a). La figure 5 résume les voies potentielles de formation de
la Lp(a) (Chapman, 1994).

VLDL-apo (a) —= ?

1 Lp(a)
¥l
Foie = ViDL - NI Pool
o I e Plasmatique

-
= | -

s Apoéa) 2

Lp(a)

Figure 5 : Voies potentielles de formation de la Lp(a) (Chapman, 1994).

La détection de lipoprotéines riches en triglycérides et contenant une Apo A
amene a se demander si ces lipoprotéines sont sécrétées telles quelles, ou si des apo (a)
libres peuvent s’associer a des VLDL dans le plasma. La demi-vie métabolique de
la Lp(a) dans le plasma est d’environ 100 heures, soit un peu plus longue que celle de
la LDL (72 heures environ).

[l semble que la Lp(a) a une affinité de liaison plus faible pour les récepteurs
cellulaires LDL que les LDL elles—mémes.

La figure 6 résume les voies métaboliques potentielles de la dégradation de
la Lp(a). La voie suggérant une dissociation de 1’apo(a) de la particule Lp(a) reste
purement spéculative (Chapman, 1994).
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Figure 6 : Voies potentielles de la dégradation de la Lp(a) (Chapman, 1994).
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VII.1.2 — Relation entre la Lp(a) et divers états pathologiques

Une modification du régime alimentaire n'a aucun impact sur la Lp(a). Plus
récemment, des ¢études impliquant des régimes enrichis en acides gras saturés ou
polyinsaturés .ont montré que les lipides alimentaires pouvaient avoir une influence
significative sur les concentrations en Lp(a). Par son implication dans plusieurs formes de
formation de plaques athéromateuses humaines, la Lp(a) peut aussi contribuer au
processus athérogéne par son implication potentielle dans le systéme fibrinolytique.
En effet, des taux plasmatiques de Lp(a) supérieurs a 60 mg /dl, inhibent de fagon
significative I’activation du plasmogeéne a la surface de la fibrine (Chapman, 1994).

VII.1.3 — Apolipoprotéines A-I (apo-Al)

La majorité de I’apo Al est retrouvée dans les particules lipoprotéiques présentes
dans les HDL. Certaines sont primaires et ne contiennent que I’apo Al, tandis que
d’autres sont secondaires et portent a la fois apo Al, All F, D, E.

L’apo Al se trouve dans le plasma sous différentes formes séparables. L’apo Al
est synthétisée essentiellement dans [’intestin et le foie sous forme de
préproapolipoprotéines Al. L’apo Al est le meilleur reflet de la sous—fraction HDL2, son
dosage apporte des renseignements supplémentaires (Fruchart, 1988).

VII.1.4 — Apolipoprotéines B (apo B)

L’apo B est une glycoprotéine, sensible a I’oxydation ainsi qu’a [’action
des protéases. Celle qui prédomine dans les LDL et VLDL mais qu’on trouve aussi dans
les chylomicrons, a été désignée sous le nom d’apo B48. C’est la forme prédominante de
['apo B, elle est synthétisée principalement dans le foie.

L apo B100 est une protéine de haut poids moléculaire, d origine hépatique et joue
un role non seulement dans la structure des particules LDL. mais aussi dans leur
métabolisme intra-vasculaire et leur dégradation cellulaire. Dans |’intestin, la biosynthese
de I’apo B ne semble pas étre dépendante de 1’apport en graisses alimentaires.

VIII — Pathologies liées aux troubles métaboliques des lipoprotéines
VIIIL.1 — Lipoprotéines et athérosclérose

["athérosclérose est une maladie d’évolution lente. longtemps silencieuse.
touchant les artéres de gros et de moyens calibres, avec des localisations prétérentielles.

(Cest une [ésion des parois artérielles, qui se caractérise par un gonflement des parois des
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artéres a la suite d'un dépot de cellules (plaquettes sanguines) et des lipides
particuliecrement le cholestérol et les esters de cholestérol (plaque d’athérome), sur

ct dans la couche interne de la paroi des vaisseaux sanguins qui se rigidifie (sclérose).

Elle fait le lit, de la thrombose qui représente sa complication essentielle conduisant, au
niveau coronarien, a [’infarctus du myocarde pouvant entrainer la mort subite
(cardiopathie ischémique).

Si le taux de HDL est prédictif a I’échelle d’une population, pour un individu donné un
taux de HDL bas, voire méme effondré n’entraine pas automatiquement un risque accru
d’athérosclérose (Emerit et al., 1989).

Si le taux de HDL est un facteur de risque, il faut tenir compte des autres lipoprotéines,
en particulier les LDL. Si le taux de HDL et LDL sont bas, les risques s’annulent si bien
que le rapport HDL/LDL est utile a considérer (Bruckert et al., 1988).

L’oxydation des LDL induit une modification des résidus de |’apoprotéine B
impliqués dans la reconnaissance par les récepteurs B/E. Le degré d’oxydation des
lipoproteines LDL, ou IDL détermine si leur captation se fait par |’intermédiaire du
récepteur B/E ou du récepteur -des macrophages. Les lésions athéroscléreuses sont
caractérisées par la présence d’esters de cholestérol et d’apolipoproteines B et E
(constituants majeurs des LDL et IDL), plus la concentration de ces IDL augmente plus
le risque athérogene est grand (Emerit, 1989).

Les quatre mécanismes selon lesquels les modifications oxydatives des LDL
pourraient contribuer a I’athérogenése sont :

- Augmentation de la captation et de la dégradation des LDL oxydés par le
macrophage.

- Afflux de monocytes provenant de la circulation dans l’intima sous ['action
d’agents chimiotactiques.

- Rétention des macrophages dans l'intima par inhibition de leur mobilité sous
I’influence des LDL oxydés.

- Cytotoxicité envers des cellules environnantes (Fruchart et al., 1989).

La paroi artérielle est 1’objet, tout au long de la vie, de différents types
d’agression. L’écoulement non laminaire du sang, dont le siege coincide en général. avec
celui des stries lipidiques, constitue probablement, une premiére source d’agression de
'endothélium. L’agression « athéromateuse » est secondaire a la pénétration.
la prolifération et la transformation des monocytes en macrophages capables d’entretenir

un processus inflammatoire local. d’accumuler les LDI. oxydées (toxiques pour
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les cellules) pour devenir des cellules spumeuses et constituer des stries lipidiques.
Les différentes phases de I"évolution de la plaque d’athérosclérose sont :

Etape 1: L élévation des LDL favorise leur accumulation au niveau du sous-
endothélium, compartiment dans lequel elles subissent une oxydation.

Etape 2: Les LDL oxydées induisent l'expression endothéliale de la molécule

d’adhésion (cytikines) qui vont favoriser la migration et la prolifération des
monocytes dans I’espace endothélial.

Etape 3 : Normalement, les monocytes captent les LDL oxydées gréce a leurs récepteurs
« scavengers » (éboueurs) et nettoient ainsi, ’endothélium. Parfois, ce
processus d’épuration échoue, probablement a la faveur soit d’une anomalie de
fonctionnement de I’endothélium et/ou d’un processus inflammatoire local
non-régulé. Les cellules musculaires lisses participent avec les macrophages a
la formation des cellules spumeuses. Une strie lipidique se constitue alors,
processus qui tend a étre circonscrit par une cicatrisation fibreuse
d’encerclement.

Etape 4 : La prolifération de cellules musculaires lisses peut en soi constituer une partie

non négligeable de la masse athéroscléreuse. Un dysfonctionnement de
I’endothélium dont les mécanismes ne sont que partiellement connus pourrait

favoriser la survenue de complications (spasme et thrombose) (Arnal et al.,
1999).

VIIIL.2 — Lipides et cancers

Les graisses alimentaires ont été notamment la cible des études ayant pour but
d’étudier la relation entre la nutrition et le cancer. Alors, que la plupart des études
¢pidémiologiques rétrospectives ont tendance a conclure que les lipides alimentaires
particulicrement les acides gras augmenteraient le risque.

La connaissance et la complexit¢ meétabolique chez ’homme et les résultats
contradictoires obtenus a partir de différentes études aussi bien expérimentales
qu’épidémiologiques sont des arguments confirmant le fait que 1’analyse des interactions

entre la nutrition et la pathologie cancéreuse est extrémement difficile (Saadatian et al.,
1999).
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VIIL3 — Lipides et obésité

l.’obésité correspond a une augmentation excessive de la masse grasse de
"organisme dans une proportion telle qu’elle peut avoir une influence sur la santé.
En effet, I'obésité est de plus en plus reconnue comme un probléme de santé publique.
Les relations avec les apports alimentaires lipidiques font aujourd’hui ["objet de
controverses. Pour les uns, il est possible d’affirmer que les graisses alimentaires jouent
un rdle majeur dans I’augmentation de la prévalence de I’obésité observée dans de
nombreux pays. Pour d’autres, un régime riche en graisses n’est pas la cause de

la prévalence élevée de I’obésité et la réduction des lipides alimentaires ne sera pas
une solution (Oppert, 1999).

VII1.4 — Lipides et hormones de croissance

A coté des effets cellulaires et tissulaires mieux connus, I’hormone de croissance

GH (growth hormon) a des effets métaboliques complexes sur celui des lipides (hormone
lympholytique).

Sur le plan lipidique, le syndrome de déficit en GH est associ€ a une élévation des taux

de triglycérides sanguins, du cholestérol total, LDL-Cholestérol et de I"apo B avec une
baisse de HDL cholestérol.

Le traitement par la GH corrige le profil lipidique a risque cardiovasculaire, et
diminue le taux des LDL-Cholestérol, en augmentant le taux des HDL-Cholestérol.

L’effet sur le cholestérol est constant. Par contre, le taux de Lp(a) s’éleve sous traitement
de maniére significative.

L’action des GH sur le métabolisme lipidique est complexe. L effet majeur et constant

étant une diminution des LDL-Cholestérol et une augmentation de Lp(a) (Tauber, 2000).

S B Eh it : () )]
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Chapitre 11 Acides gras essentiels

I — Les acides gras polyinsaturés dérivés des acides gras essentiels

Sourcé principale d’énergie, ils permettent un apport en acides gras essentiels qui
contribuent également a fournir de I’énergie.

Les acides gras polyinsaturés de la série (n-6) et (n-3) sont les composantes clés de tous
les types de membranes extra et intra-cellulaires, des systémes de séparation, permanents
et temporaires. En effet, les AGPI rentrent dans la composition des phospholipides qui
modulent la fluidit¢é membranaire. Plusieurs fonctions cellulaires tels que la sécrétion,
le chimiotactisme, la transmission des signaux et la susceptibilit¢ a 1’invasion par

les microorganismes dépendent de la fluidité membranaire (Sardesai, 1992 ; Mendy,
1995).

Un certain groupe de chercheurs ont démontré que les AGPI (n-3) en particulier DHA
sont essentiels dans le développement des fonctions visuelles de la rétine et de la
structure membranaire du cortex cérébral et ont suggéré que les formules de laits pour

enfants nouveau-nés et prématurés soient supplémentées en cet acide gras (Leger et al.,
1995 ; Haummann, 1997).

Des ¢tudes expérimentales animales ont en particulier mis en évidence sur
des feetus de rats que le cerveau en développement assimile et estérifie sélectivement
les AGE a longues chaines tel que I’acide docosahéxaénoique (DHA) (Nelson, 1993).

Il — Importance des AGE

Ce sont les travaux de Burr et Burr en 1929 qui ont montré qu’un régime carencé
en acide linoléique provoquait chez le rat un arrét de la croissance, une inaptitude
a la reproduction, des symptomes dermiques et des nécroses rénales. Ces symptomes
disparaissent une fois cet acide gras incorporé€ dans I’alimentation.

D’autres travaux ont montré qu’une carence prolongée du régime en acide a-linolénique,

portant sur plusieurs générations, occasionne des troubles de la vision et des fonctions
cérébrales chez le rat.

Ainsi, 'acide linoléique et 1'acide w-linolénique ont été appelés acides gras essentiels
« AGE », car ils ne peuvent pas étre synthétisés par I'organisme. s doivent étre fournis

par I'alimentation pour assurer les fonctions physiologiques dans le corps humain
(Jacotot, 1985 ; Holman, 1998).
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111 — Métabolisme des AGE

[.’acide linoléique (18 :2 (n-6)) et l'acide a-linolénique (18 :3 (n-3)) sont
les précurseurs d’acides gras plus longs et plus insaturés. Ces AGE subissent dans
I’organisme une cascade de réactions de désaturations et d’élongations successives
(Figure 7). Les dérivés supérieurs ainsi obtenus ne s’accumulent pas a 1’état libre dans

les cellules, mais sont incorporés dans les lipides de structure des membranes
biologiques, principalement les phospholipides.

A D'intérieur d’une méme famille, chaque dérivé peut remplacer le précurseur dans
I’aliment par prévention ou correction des symptomes de carences correspondants.
C’est pourquoi, les membres des deux familles portent par extension le nom d’acides gras
essentiels (Sardesai, 1992 ; Lairon et Mekki, 1996).

IV — Les lipides précurseurs d’eicosanoides

La vie est la résultante d’un équilibre extrémement complexe qui s’établit dans
chaque cellule et chaque tissu entre des réactions chimiques orientées dans un sens ou

dans l'autre par des médiateurs biologiques connus sous le terme d’eicosanoides
(Brisson, 1982 ; Kinsella, 1988).

Ces eicosanoides sont synthétisés localement en réponse & une stimulation, ou
une perturbation. Ils ne sont jamais stockés (Mendy, 1995). Ils sont élaborés a partir
des acides gras polyinsaturés, notamment, le 20 : 3 (n-6), 20 : 4 (n-6) et le 20 :5 (n-3)
suivant deux voies métaboliques (Figure 7).

La voie de la cyclo-oxygénase avec formation de prostaglandines, de
tromboxanes et de prostacyclines.

La voie de la lipo-oxygénase avec formation de locotrienes, mono et hyroxydes
d’acides gras.

Une déficience en ces composés induit une altération progressive de la fonction,
tandis qu’une production excessive pourrait entrainer des situations physiopathologiques.
La connaissance des facteurs qui régulent leur synthese est trés importante.

Les effets répandus sur les fonctions vasculaires, ’athérogénése, et les événements

thromboemboliques sont trés étudiés, fournissant ['évidence d'une régulation

de ces eicoanoides par les acides gras alimentaires (Kinslla, 1988).
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Des ¢tudes expérimentales ont montré que des apports €élevés en EPA entrainent
son incorporation dans les phospholipides cellulaires, par exemple, les plaquettes,
ou ils remplacent I’acide arachidonique favorisant ainsi la diminution de la production
de thromboxanes (TXA,) associée a une production de (TXAj) biologiquement inactifs.

Par conséquent, I’agrégation des plaquettes est réduite et le temps de saignement
prolongé (Astier-Dumas, 1992 ; Crawford et al., 2000).

Les acides EPA et DHA alimentaires semblent agir en inhibant par un mécanisme
compétitif les cyclo-oxygénases nécessaires a la transformation de ’acide gras (Fossati,
1994). Toutefois, les désaturases et les élongases convertissant les deux AGE étant
communes, un équilibre doit donc €tre recherché entre eux. Toute augmentation de
'un aux dépens de ’autre, se traduit par une diminution de la biosynthése et/ou de
I’incorporation des dérivés de I’autre famille. Cet équilibre est évalué par le rapport AGE

en n-6/AGE en n-3. On préconise actuellement, un rapport n-6/ n-3 de I’ordre de 4 a 10,
préférentiellement 6 (Lemarchal, 1992).

V — Incidences des lipides alimentaires sur la composition en acides
gras polyinsaturés des lipides membranaires

Une insuffisance ou une carence en 18: 2 (n-6) dans I’alimentation provoque
une chute de cet acide gras et de ses métabolites dans la plupart des phospholipides
membranaires (PE, PC, PI, PS), ainsi que dans I’apparition d’un acide gras polyinsaturé
(AGPI) de compensation le 20 : 3 (n-9) marqueur de la carence en 18 : 2 (n-6) du régime.

D’autres travaux ont permis de constater qu’une carence en 18 : 2 (n-6) entraine
une chute de la teneur en 20 : 4 (n-6) des phospholipides du foie mais elle augmente dans
les phospholipides du cceur et ne la modifie pas dans les phospholipides du cortex rénal.
Ces variations se retrouvent sur [’ensemble des phospholipides a I’exception des PI,
il semblerait aujourd’hui que cet effet puisse s’étendre a plusieurs autres tissus extra
hépatiques. Les membranes hépatiques constitueraient des réserves en AGPI,
mobilisables en cas de carence, tandis que les membranes extrahépatiques bénéficient
de mécanisme permettant I’accumulation sélective du 20 : 4 (n-6) dans plusieurs classes
de PL. Si par ailleurs, on continue d’accroitre la teneur en 18 : 2 (n-6) du régime, on
s’apergoit que le 20:4 (n-6) membranaire atteint rapidement une valeur maximale mais
les AGPI (n-3) a longues chaines (> 20 atomes de .carbone) diminuent dans
les phospholipides ou ils sont habituellement présents (PE, PC, PS, PI).

Une carence alimentaire en acide linolénique 18 : 3 (n-3) aboutit a une diminution

voire une disparition de ses métabolites (20 :5 (n-3), 22:5 (n-3), 22:6 (n-3)) et
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un accroissement du 22:5 (n-6) dans diverses PL. membranaires. L.e phénoméne
de substitution et sa réversibilité sont plus ou moins rapides selon I"organe considéré.

A l’inverse, si on augmente la teneur en AGPI (n-3) dans le régime (18 :3 (n-3)
et/ou 20 :5 (r-3), 22 :6 (n-3)), on remarque que selon I'importance quantitative de cet
apport, les métabolites du 18 :2 (n-6) présents dans les PL. membranaires diminuent plus
ou moins fortement le (20 :4 (n-6)) ou méme disparaissent complétement le (22 :4 (n-6))
et le (22:5 (n-6)), ils sont remplacés non pas par le 18:3 (n-3) qui d’une maniére
générale s’incorpore trés peu dans les PL membranaires, mais par ses métabolites a
longues chaines principalement le 20 :5 (n-3), le 22 :5 (n-3) et 22 :6 (n-3) (Tableau 3).

Tableau 3 : Composition en acides gras des PL. membranaires plasmiques (en %) isolés
des lymphocytes de rate en fonction de régimes enrichis en acides gras
n-6 (huile de tournesol), n-9 (huile d’olive) ou n-3 (huile de poisson).

PI

. . n-6 | n-9 | n-3 | n-6 | 09 | n-3.
502153.01602]| 99 |154|11.2] 5.7 | 5.9 | 6.2 | 8.0 |10.9]10.2

e .,:‘_,18. 0 99 | 85| 6,8 129,2130,9|24,0(46,8 46,6 40,0 (44,7 |44,7|41,7

381 11,6 (16,01 99 | 54 | 53 |42 |34 |33 3,0 1.8 18] 1,7

18 :2 n-6 8514714943 282645343220 ]20|18

20 :4 n-6 14,5|13,0| 3,0 {30,7[25,8| 6,6 |18,6|179| 4,2 |34,2|34,2|15,6
20 :5n-3 - - 158 - - 1 95| -

- 155 - - | 1,2

22 :5n-3 7 ro8 121126 |28 |70 1921 %5 15} 1,5 |62

22 :6 n-3 1,1 11,5 13,5191 (94 1245] 8,8 110412621 1.3 | 1,3 | 7.2

> n-6+n-3 |24,8/20,0(19,3|46,7|40,8|50,2|33,8|33,846,6|39,0(39,042,0

(Source : Karleskind, 1992)
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Un régime trés riche en acides gras saturés (> 50 % des acides gras totaux
du régime) et relativement trés pauvre en 18 :2 (n-6) (7 %) comparé a un régime trés
riche en 18:2 (n-6) provoque en outre une chute du 18:2 (n-6) et du 20:4 (n-6),
une augmentation du 22 :6 (n-3) dans les PL. membranaires cardiaques ct hépatiques,
de méme, un régime riche en monoeénes a 22 atomes de carbone entraine |'incorporation

de ces acides gras dans les diphosphatidyl-glycérol (DPG ou cardiolipides), aux dépens
du 18 :2 (n-6).

Un régime enrichi en cholestérol (1 g pour 100 g) entraine une augmentation
du 18 :2 (n-6) et du 20 :3 (n-6) dans les PL plasmatiques et hépatiques et abaisse le taux
de 20:4 (n-6) et 22 :5 (n-6), il y a inhibition par le cholestérol des A6 désaturases
et AS désaturases microsomales. L’addition du cholestérol au régime a raison de 2 g pour
100 g diminue la teneur en 22:5 (n-3), et 22:6 (n-3) dans les phospholipides
membranaires. Ils peuvent ralentir la bioconversion du 18 :2 (n-6) et 18 :3 et enfin
certains d’entre eux (diénes, triénes) peuvent étre désaturés et allongés comme leurs

homologues « cis » et donner naissance a des AGPI « frans », eux mémes incorporés
dans les PL membranaires.

Les acides gras a structure particuliére, oxydés, cyclisés, polymérisés et les dérivés
oxydés des stérols sont des substances quantitativement tres faibles dans la ration dans
les conditions normales d’alimentation. Elles ne doivent, cependant, pas étre négligées
dans la mesure ou elles sont susceptibles d’étre dirigées sélectivement vers des structures
chimiques particuliéres (acides gras ramifiés vers les plasmogenes) ou de perturber
I’organisation de la matrice (oxystérols et monomeéres cycliques). Il importe donc,
de mieux connaitre leurs formes et leurs niveaux d’incorporation ainsi que leur

localisation membranaire et plusieurs études actuelles vont dans ce sens. (Karleskind,
1992).
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Oxydation des huiles

I — Lipoperoxydation des huiles
I.1 — Généralités

Dans ’oxydation d’un corps gras (en contact avec I’oxygene de I’air ou inclus
dans les membranes biologiques) intervient un type particulier d’intermédiaire a courte

durée de vie. Ce sont les radicaux libres qu’il convient de neutraliser pour assurer
sa protection (Helme et al., 1992).

Le chauffage des huiles peut influer sur les différents constituants : acides gras
et constituants de I’insaponifiable, en particulier les vitamines. Les chauffages culinaires
séveres peuvent entrainer des pertes de vitamines E, s’ajoutant éventuellement a celles
qui se produisent au cours de la désodorisation industrielle (Guillaumin et Genté, 1977).

1.2 — Mécanismes d’oxydation des huiles

L’oxydation des lipides est un processus radicalaire de réactions en chaines
comprenant trois étapes : I’initiation, la propagation et la terminaison.

RH + X > R* + XH: (1)

Le processus d’initiation de 1’oxydation d’un lipide insaturé se déroule en deux
types de réactions : celle impliquant le substrat RH (lipide insaturé) et celle entrainant
la décomposition du produit ROOH (hydroperoxyde). Le processus le plus probable
d’initiation impliquerait la participation d’un ion métallique.

RE 405~ S NPROO - i(2)

ROO* + RH —= > R*| + ROOH (3)

Les réactions 2 (réaction d’oﬁygénation extﬁ\é‘fnement rapide) et 3 (abstraction de
’atome d’hydrogéne dépend du deg'ré‘lfd?}i_';jg@t'ur:ﬁ;ibn, forment la base du processus en
chaine). Il y a formation de radicaux pyroxyles qui réagissent et forment a leur tour des
hydroperoxydes et de nouveau relancent aussi le cycle de propagation.

Lorsque deux radicaux se combinent et forment des composés stables, la chaine de
propagation s’arréte (réaction de terminaison) (Rose Salin et al., 1996).

R* + R* > RR 4)

Ce type de réaction se produit aprés une série de réactions intermédiaires tels que
réarrangement intramoléculaire, €limination, addition ou déplacement. Les produits

stables finalement formés sont en général des aldéhydes. des alcools et des hydrocarbures
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péncs ou

(Combe, 1996). Intermédiaires a courte durée de vie, les radicaux libres oxy
non formés a partir de chaines grasses se stabilisent selon plusieurs mécanismes dont

la stabilisation du radical hydroperoxyde (figure 8).
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Figure 8 : Formation et stabilisation du radical hydroperoxyde (Helme et al., 1992).

L’auto-oxydation va se dérouler avec une étape de propagation en chaines
ou le radical va initier a son tour ['oxydation d’une nouvelle molécule, ct Ietape
de terminaison, qui ne peut se faire par piégeage, ou par fusion avec formation de
diméres ou de molécules inertes (Helme et al., 1992).

Globalement, au niveau des modifications physico-chimiques provoquées, il faut noter :

Une forte augmentation du poids moléculaire. Ces phénomenes sont de quatre types

Rupture hémolytique des liaisons carbone-carbone.

Formation de diméres et de polyméres cycliques résultant de la combinaison.

Formation de diméres et de polymeres a structures.

I

Formation de monomeéres cycliques.

- Les méthodes globales d’évaluation de I'altération thermo-oxydative sont presgue
toutes basées sur les différences de polarité, soit sur des différences de poids
moléculaire (Perrin, 1989).

I.2.1 — Les especes oxygénées réactives et stress oxydant

L’oxygeéne moléculaire diatomique (O,) peut former des espéces particllement
réduites, les espéces oxygénces réactives (anion super-oxyde d’hydrogéne (H,0»)
et le radical hydroxyle (HO) de courte durée de vie. Ce sont des produits normaux
du métabolisme.
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Chez un sujet sain, leur production correspondrait a 3 % de la quantit¢ totale d’oxygeéne
consommé. Le stress oxydant est observé lorsque la production des espeéces oxygénées
réactives dépasse les capacités de défense des tissus, il entraine des altérations
des lipides, des protéines ct des acides nucléiques cellulaires (Lefévre et al., 1998).

La figure 9, illustre I’action des espéces oxygénées réactives sur les différents nutriments.

Espéces oxygénées réactives
I [ |
Lipides Protéines ADN
i i

Oxydation de la vitamine E <+——— Oxydation des Thiols «—————— Altération de ADN
Formation de carbonyle <+——
—® Formation d'oxohistidines

Activation et désactivation de

Systémes enzymatiques
Peroxydation lipidique et __|  Altération des systémes de Ribosylation du poly ADP
détérioration des membranes transport des ions Altération de l'expression des
génes
v

Altération des )
Altération des récepteurs <+——— qradients ioniaues® » Perte dATP etde

NAD(P)H

> Destruction cellulaire l

Figure 9: Especes chimiques réactives (Lefévre et al., 1998).

Dans les IDL, un stress oxydant se traduit par la diminution des antioxydants
(B-caroténe, vitamine E), la dégradation des AGPI, et une augmentation des produits
de dégradation (hydroperoydes lipidiques, dienes conjuguees).

Le marqueur le plus utilisé pour déterminer un stress oxydant est le ma]ondialdéhygie
(MDA), qui est excellent substrat des peroxydases (Figure 10).

(CHz)n

= — (CH2)n-COOH
- e ' T S acide gras polyinsaturé
—H*
(CHz)n — _ r - {CH2)n-COOH
02
(CHz)n = 00-—, 1 (CH2)n-COOH
- it - radical peroxyde
: -—R’
(CH2)n N OOH -V (CH2)n-COOH
Hydroperoxyde lipidique
—2H*
1
2 3 0. CH2)n-COOH
(CH2)n 0-0 ( : " "
-~
-H Oz - =
(CH2)n g 0-0 ' (CH2)n-COOH H H

Malondialdéhyde

Figure 10 : Voie de synthese du malondialdéhyde a partir des AGPI (Lefévre et al., 1998).
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[.2.2 — Composés formés au cours du chauffage des huiles

Les premiers produits formés instables sont des composés peroxydiques.
Les hydroperoxydes, dont la structure va dépendre de la nature des acides gras attaqués
(acides mono-di-tri-poly-insaturés). Les radicaux alcooxyls qui en dérivent par scission
conduisent & de multiples produits secondaires. Parmi ces produits (Tableau 4),
apparaissent des molécules volatiles (aldéhydes, hydrocarbures, alcools, acides...) qui
modifient la flaveur d’origine et conférent une odeur et un gofit caractéristiques de rance,
ce qui a donc une implicatioh directe sur la valeur marchande du corps gras.
Les composés non volatils d’altération thermooxydative sont désignés par 1’appellation
d’Especes Chimiques Nouvelles (ECN) (Naudet, 1977).

Tableau 4 : Nature des produits générés au cours de la lipoperoxydation (Combe, 1996).

Produits terminaux

Prodmts so;condalmﬂ r |

—  Aldéhydes volatils

Aldéhydes (ex : malonylialdehyde MDA)

Hydrocarbures volatils
Hydoperoxydes conjugués | — Cétones i ’

—  Acides, alcools a chaine courte
—  Alcools

Produits fluorescents (lipofuscine)

La description du processus de thermooxydation comporte deux phases distinctes :
la premiere phase aboutit & la formation des hydroperoxydes, la seconde, moyennant

destruction des hydroperoxydes primaires, conduit a la formation des produits
secondaires (Capella, 1989).

Lors du déroulement réel de ce processus, les deux phases évoquées sont en fait

étroitement reliées 1’une a [’autre, souvent méme elles se déroulent simultanément (Vila
et al., 1981).

Le schéma élaboré par Graille et Ottaviani (1976) pour le fractionnement des ECN
parait étre apte a respecter la structure des composés d’altération thermooxydative et a
permettre leur isolement et leur caractérisation (Naudet, 1977).

Les ECN constituent |’ensemble hétérogeéne, impliquant plusieurs types
de réactions qui peuvent effectivement se produire au cours de I’opération de chauffage
(oxydation, isomérisation, aboutissement a la formation d’isomeres de position
(par migration de doubles liaisons) ou de 1’acide gras trans (isomeéres géométriques).
cyclisation intramoléculaire, donnant en particulier naissance a des monomeres cycliques,

polymérisation (formation de diméres), hydrolyse (Causeret, 1982).
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1.2.3 — Facteurs influencant le processus d’oxydation

[.’oxydation des corps gras est un phénomeéne spontané, donc inévitable dans

[’absolue, mais dont la cinétique d’apparition peut étre accélérée ou ralentie sous I’effet
des différents paramétres :

- Nature des lipides (composition en acides gras) ;

- Température ;

- Présence de lumiére (UV en particulier) ;

- Teneur en éléments traces prooxydants (métaux) ;

- Etat d’hydrolyse (présence d’eau et d’enzymes lipolytiques) ;

- Présence de molécules antioxydantes ou plus précisément antioxygenes.

Les antioxydants ralentissent le phénoméne d’oxydation mais ne les suppriment
pas définitivement (Gére, 1984).

Grangirard et Julliard (1987), admettent qu’il n’est pas toujours facile
de déterminer l’influence respective des parameétres (composition du corps gras,

température et durée de chauffage) sur 1’apparition quantitative et qualitative des
composés néo-formes.

1.2.4 — Différents agents causant I’oxydation

Selon Dobarganes (1998), plusieurs paramétres interviennent dans I’oxydation
d’un corps gras (Tableau 5).

Tableau 5 : Types d’altérations, agent causal et types de produits formés lors du
chauffage des corps gras (Dobarganes, 1998).

Types d’altération Agent causal Composés résultants
- Monomeéres oxydés
Oxydative Air - Dimeres et oligoméres
- Composés volatils
; , - Monomeres cycliques
Thermique Température o )
- Dimeres apolaires
2 s - Acides gras
Hydrolytique Humidité ' -
- Diglycérides |
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1.2.5 — Interactions huile oxydée—aliments

’interaction des produits d’oxydation avec d’autres nutriments, en particulier
les protéines, entraine selon Henrik et al. (1992) une réduction de I’utilisation protéique,
de la valeur biologique ainsi que la digestibilit¢ de I’azote, de ce fait, la valeur
des protéines se trouve réduite, suite a des réactions des acides aminés dont la lysine,
méthionine, cystéine et tryptophane avec les produits d’oxydation.

Il — Digestion et absorption des produits d’oxydation

L’ingestion d’ECN, présents dans une huile chauffée (dans les conditions de

friture) s’accompagne d’un passage de ces composés dans la lymphe avec les taux
d’absorption suivant la nature de I’ECN considéré (Combe et al, 1978).

De nombreux travaux ont ét€ consacrés a |’étude des modifications chimiques
subies par les corps gras au cours de leur utilisation et sur |’incidence de cette
transformation sur leur valeur nutritionnelle et leurs propriétés physiologiques.

Celles-ci provoquent un rancissement donnant lieu a des odeurs qui rendent les aliments

inacceptables, ensuite la formation de composés constituant un danger potentiel pour
la santé de I’homme (Capella, 1989).

Combe et al. (1976), ont démontré que parmi les ECN issues de I"huile de soja
chauffée, 50 % des monomeres oxydés traversent la paroi intestinale chez le rat, alors que
peu de polymeéres oxydés ou non suivent le méme chemin.

Les acides cycliques aromatiques et acides cycliques non aromatiques présentent un taux
d’absorption respectivement de 50 a 60 % et de 90 a 98 % (tableau 6).

Selon Marquez-Ruiz et al. (1992) et Gonzalez et al. (1998), la digestibilité
des huiles oxydées se trouve réduite de 30 % par rapport a celle des huiles fraiches chez

le rat. Gonzalez et al. (1998), ont signalé |’arrét de ’activité de la lipase pancréatique
par I’action des composés issus de 1’oxydation.

Tableau 6: Absorption intestinale des ECN chez le rat (Combe et al., 1978)

Nature des ECN Le taux de passage dans la lymphe (%)
ECN totaux 41
Composés oxydeés 33
Composés polymeres 14
l Composés cycliques 94
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111 — Effets physiopathologiques des huiles chauffées

Les AGPIl, de par leur nature (enchainement malonique régulier) et leur
agencement dans les membranes cellulaires, sont la cible des réactions radicalaires

incontrdlées et propageables, génératrices de profonds désordres structuraux et
fonctionnels (Castes de Paulet, 1988).

Parmi les composés néoformés au cours du chauffage des corps gras, on trouve
les acides gras trans (AGT). 35 a 39 % des acides gras trans proviennent de la
consommation des huiles végétales partiellement hydrogénées (les huiles végétales
chauffées a température supérieure a 190°C, lors de I’opération de la désodorisation et de

fritures, ot les AGT formés sont des isoméres d’acide linoléique et surtout linolénique
(Combe et al., 2000).

La teneur en AGT, tout isomere confondu, est en moyenne de 2,3 % par rapport
aux acides gras totaux du tissu adipeux (Sebédio et Chardigny, 2000).

Certaines études ont montré que les AGT alimentaires entrainent une augmentation

des parameétres athérogénes que sont le cholestérol plasmatique lié au LDL et a
la lipoprotéine Lp(a) (Ledoux et al., 1999).

Plusieurs hypothéses ont été émises quant aux mécanismes d’action des AGT
alimentaires sur le profil lipoprotéinique (Stender et Deyrberg, 2004). Le taux de HDL-
c serait associ€ a une réduction, par les AGT, de ’activité de la lecithine cholestérol acyl-
transférase (LCAT) qui associe la synthese des esters de cholestérol au niveau des HDL.

Contrairement a I’acide oléique, qui augmente non seulement les LDL-c, mais

aussi les HDL-c, I’acide €laidique (18 :1t) dans certains cas, diminuait les HDL-c (avec
11 % des AGT) dans le régime (Bretillon et al., 1999).

Selon Causeret (1982), la mortalité n’est constatée que lors de I’administration de

la fraction des monomeres cycliques, car elle est beaucoup plus toxique et c’est I'acide
linolénique qui est incriminé dans la formation de ces composés.

En ce qui concerne la mortalité, I’administration des huiles chauffées a des rates
gestantes et allaitantes entrainait une forte mortalité chez les jeunes rats, de plus, on a

constat¢ une concentration importante de monomeres cycliques au sein des tissus
(Potteau et al., 1977).

Selon Potteau et al. (1977) et Causeret (1982), I'ingestion de 1'huile chauffée
engendre une augmentation de la taille du foie et des reins par rapport aux témoins (huile
fraiche). ceci est probablement di a I'implication de ces deux organes dans le mécanisme
de la détoxitication. En effet, Castes de Paulet (1988), note que I'organisme dispose de
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plusieurs lignes de défenses chimiques (couple vitamine E / vitamine C) et enzymatiques
(superoyde dismutase, catalase et peroxydase).

Les effets sur la longévité sont rapportés par Causeret (1982) et Cuesta et al. (1988), qui
rapportent que des rats recevant des huiles chauffées vivaient plus longtemps que ceux
recevant des huiles fraiches en raison de I’induction d’enzymes microsomales.

Graille (1988), note dans une étude rétrospective que des travaux entrepris n’ont
apporté aucune conclusion précise quant a la toxicité des ECN. Ces travaux confirment
seulement 1’oxydation des phytostérols, la destruction des tocophérols et que les chaines
polyinsaturées sont sollicitées préférentiellement dans les réactions de thermooxydation
et que moins I’huile est insaturée plus elle est stable.

IV — Toxicité des huiles oxydées
IV.1 — Absorption et toxicité

Selon Kanasawa et al. (1985), les esters polymérisés de masse moléculaire élevée
>1000 ne sont pas absorbés. L’ hydrolyse des triglycérides par la lipase pancréatique
diminue avec le degré de polymérisation (Entressangles, 1986). La toxicité des esters
cycliques est reconnue, ils sont réputés pour étre cancérigeénes.

Les dérivés peroxydés sont absorbés apres transformation en produits plus stables
dans I’intestin, ( Bergan et Draper, 1970).

Le passage dans la lymphe varie avec la valeur des esters oxydés (Combe et al.,
1977). Les esters polyméris€s ne sont pas absorbés sauf dans le cas d’une intubation.
Mais, 1’absorption et I’incorporation dans les lipides tissulaires sont trés limitées. Ainsi,
la toxicité d’une huile auto-oxydée est liée principalement a la présence d’esters oxydés.

1V.2 — Manifestations toxiques

[.’absorption des esters peroxydes ou des dérivés oxydés s’accompagnent de

manifestations toxiques, mais de nombreuses incertitudes demeurent quant au mode
d’action de ces produits.

.’assimilation des produits d’oxydation & des doses importantes induit une réduction de
la croissance chez les jeunes rats, et éventuellement, des perturbations digestives
(Kanasawa et al, 1985). Le métabolisme lipidique du foie est altéré avec quelquefois
une augmentation du poids de cet organe (Kanansawa et al., 1985 ; Coquet et Cortesi,
1972). La peroxydation lipidique est mesurée par les produits réactifs a l'acide
thiobarbiturique. principalement la malondialdéhyde qui est accrue dans différents
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tissus : le foie et le sérum (kanasawa et al., 1985 ; kaknasawa, 1972), cceur et graisses
(Prevetti et Cortesi, 1972).

Les variations observées dépendent a la fois d’une action toxique et d’un effet
indirect via - la perturbation de la composition en acides gras des membranes.
Effectivement, une altération du profil des acides gras a ¢été rapportée au niveau
hépatique avec la diminution des acides gras insaturés en C18 notamment |’acide

linoléique et 1’accroissement des AGPI supérieurs, principalement 1’acide arachidonique
(Izaki et al., 1984 ; Giani et al., 1985).

IV.3 — Mécanismes de protection contre la lipoperoxydation

Le systtme nerveux central, premier consommateur d’oxygéne chez
les mammiféres est donc un organe dont les membranes cellulaires sont particuliérement
riches en AGPI, sensible aux réactions d’oxydation. Par ailleurs, le renouvellement
neural est nul, ce qui signifie que I’intégrité du tissu nerveux dépend étroitement de son
potentiel de protection. Ce tissu posséde des systémes de protection trés puissants contre
les radicaux libres (Buard, 1988). Cette protection est assurée par des enzymes
cytosoliques (SOD, GPX, GR, Catalase, G6PDH...) et par des antioxydants dont le plus
important est localisé dans les membranes, qui est le tocophérol (vitamine E) qui capte
les radicaux libres (scavenger) (Crastes de Paulet, 1986).

V — Les antioxydants naturels

L’action protectrice des enzymes cytosoliques est complétée par celle de différents
réducteur présents dans les différentes structures lipoprotéiniques membranaires
(I'a~tocophérol et dans une mesure moindre, la vitamine A et les caroténoides) et dans le
cytosol (acide ascorbique, glutathion réduit, cystéine) (Pré, 1991).

V.1 — La vitamine E

La vitamine E est un puissant capteur biologique des radicaux libres, elle est
capable de pi¢ger I’anion superoxyde (O,) ou de réduire les peroxydes des lipides
membranaires produits lors de la peroxydation en chaine.

La vitamine E est localisée dans les membranes a raison d’une molécule pour
environ 2100 AGI (Pré, 1991). Elle se présente sous 8 formes isomériques ayant toute un

groupe polaire : chromane 6-ol, portant en C, une chaine polycarbonée hydrophobe
(Figure 11).
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La vitamine E cst absorbée au niveau de I’intestin gréle, cllc traverse les cellules
épithéliales de la bordure en brosse sous forme de micelles complexes, puis gagne la voie
lymphatique jusqu’a la circulation générale, véhiculé par les chylomicrons et les VLDI.,
dans le plasma, I'a-tocophérol est lié aux différentes lipoprotéines, notamment aux L.DIL.
(40 a 60 %) et aux HDL (environ 35 %) (Herberth et Nicol, 1993), elle est ensuite
distribuée vers les différents tissus, principalement le tissu adipeux et le foic.

Cl, Cll, I Cly, 1

0

Cl,

Cll,
Figure 11 : Structure de la vitamine E (Herberth et Nicol, 1993).

La forme prédominante et la plus active est I’a-tocophérol (Burton et al., 1983).
Elle agit en transférant 1’atome d’hydrogéne phénolique sur le radical peroxyde en
donnant un hydroperoxyde et le radical libre dérivé du tocophérol; qui est stabilisé par

conjugaison avec le noyau aromatique et 1’encombrement sérique des 2 méthyles
adjacents (Pré, 1991) Schéma I.

—~

|
|
\
\

Schéma 1z Arrét de la lipoperoxydation par 'a-tocophérol (Vilkas, 1994).
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V.2 — Synergie entre la vitamine E et la vitamine C

Il existe une synergie entre les actions antioxydantes de I’a-tocophérol et de
I’acide ascorbique (Vitamine C), celui-ci transfert un électron et un proton sur le radical
tocophérol en régénérant le tocophérol, et en s’oxydant mono électroniquement en acide
radical monodehydroascorbique (Vilkas, 1994) (Schéma II).

Toutefois, la vitamine E est localisée dans les structures lipidiques membranaires
alors que la vitamine C ne se rencontre que dans la phase aqueuse cytosolique. Cette
compartimentation n’exclue pas l’interaction entre ces deux partenaires. En effet,
le domaine actif de la vitamine E, ¢’est-a-dire, le groupe chromane-6-ol est enchassé dans

la face interne de la membrane et se trouve au contact du cytosol (Staats et Colby,
1989). |

Au sein de la membrane, le caroténe et la vitamine A sont généralement

considérés comme des capteurs biologiques « scavengers » des radicaux hydroxyles et
peroxyl (Burton, 1989).

En 1998, Pratico et son équipe ont ainsi pu montrer que le stress oxydatif joue
un role fonctionnel important dans le développement de 1’athérosclérose sur un modele
animal, et que I’administration de la vitamine E permet de bloquer ce stress oxydatif et
la formation de 1ésions athéroscléreuses de 1’aorte.

En I’an 2000, Tarasawa et al, ont montré qu’une carence artificielle en vitamine E
majore la sévérité de 1’athérosclérose dans le méme modele chez la souris.

o OH Ho Ol
O L S / o 8 %,
~ 4 "‘-. i \"‘-..._ .;’-
Al() _‘_x‘"/ T - r /\f()“ ¥ \ e ‘
>4 CH; OH / cion
N
OH OH 0" 0OH
/ zide ascorbique u-locophérol acide monodabdioascortigue
0 I OH 0 Ho Ol
0 N '-/ 0 ‘-_/
2 Sy et - X =SS ClH, O + Acide aszarique
\ﬁ( CH, OH 3 ‘
O oH O on
acide monodehydroascerbique

Acide dehydroascorbiqua

Schéma II : Synergie entre la vitamine C et E. (Vilkas, 1994).
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Linvestigation de cette recherche a concerné:

- Analyser les éventuelles modifications qualitatives et quantitatives
d’une huile de tournesol fortement oxydée ;

‘- Etudier l'impact de I’ingestion de cette huile avec un taux
d'incorporation de 10% par des rats, aprés sevrage ;

- Etudier I'impact sur le sérum, les organes (foie, cerveau, cceur, reins) et
sur le profil en acides gras des membranes microsomales et homogénats
de ces mémes organes ainsi que sur celui des microsomes du foie ;

- Et enfin, réaliser des coupes histologiques du foie sur les différents
groupes de rats ayant ingéré cette huile thermooxydée.

Pour ce faire, un ensemble de techniques et de dosages ont été entrepris afin de
pouvoir atteindre ces objectifs.

1 — Animaux et conditions d’élevages
1.1 — Animaux

L’étude a porté sur un échantillon de 48 rats males ratus norvegicus, albinos, de
souche Wistar, dgés de 21 jours.

IIs ont été fournis par le centre d’élevage, lieu de notre expérimentation, de 1’Institut

Pasteur d’Algérie (annexe de Kouba). Les caractéristiques des rats Wistar sont présentées
en annexe 1.

1.2 — Conditions d’élevage

Les rats sont placés individuellement dans des cages en plastique recouverte d’une
grille en acier inoxydable. La litiere est composée de la sciure de bois. Toutes les cages
sont équipées de tétines assurant régulierement une alimentation réguliere en eau.
L hygiene de I’'animalerie est assurée a raison de deux fois par jour.

L’aliment est préparé et conservé a +4°C. Ce dernier est donné de maniére
ad-libitum sous forme de pate dans des boites de pétri en plastique.

La température de 19,77 = 1,77 °C est maintenue stable durant la période de
I’expérimentation. La stabilité de la température est assurée grace a un systeme d’aération
(ventilateur/ climatiseur). L'humidité relative est d’environ 50 %. Le cycle jour/nuit est
de 12 heures.
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1.2.1 — Régimes alimentaires

Quatre types de régimes alimentaires sont préparés. Ils sont dits semi-synthétiques
car, ce sont des ingrédients apportés séparément.

IIs sont iso-caloriques, iso-protéiques et ne différent que par la teneur en huile incorporée

dans les régimes.

La composition de ces régimes est comme suit :

Régime d’adaptation [RA] : Ce régime est administré a tous les rats
durant la premiére semaine qui suit le sevrage ;

Régime a base d’huile de tournesol fraiche avec un taux d’incorporation
de 10 %. Ce régime est donné aux rats issus du groupe témoin Lot A.

Régime a base d’huile oxydée a 10 % donné aux rats du Lot B.

Régime a base d’huile oxydée a 10 % supplémenté en vitamine E
(50 mg /kg d’aliment sous forme d’acétate de tocophérol) : donné aux
rats du Lot C.

Le tableau 7 récapitule la composition des régimes alimentaires administrés aux
différents lots de rats. '

Tableau 7 : Composition des différents régimes alimentaires.

Composition Rég;meallmentalre
(g /100g d’aliments) Adaptation| LotA | LotB Lot C

Poudre de lait dégraissée 44,5 445 44.5 44,5
Saccharose 6 6 6 6
Huile de tournesol fraiche 8 10 - -
Huile de tournesol oxydée - - 10 10
Supplémentation en k ) ) 0.05
a-tocophérol (Vit E)

Sels minéraux - - 4 4
Mélange Vitaminique 1 1 | 1
Fibres (Agar) 3 3 3 3
DL — Méthionine 0,3 0,3 0,3 0,3
Amidon de Mais 33,5 31,5 31,5 5
Energie brute (kcal) 382 382 382 382
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La composition des régimes en différents nutriments est inspirée de celle proposée
par Varela et al. (1995) ; Honchgraf et al. (1997) et Sanchez-Muniz et a/l. (1998), dont
la teneur en différents nutriments est : Protéines : 16 % ; Sucres simples : 28 %, Lipides
(huile) : 10 % ; Minéraux : 7 % ; Vitamines : | % ; Fibre (agar) : 3 % ; et on compléte par

un sucre complexe : amidon.

Les protéines sont apportées sous forme de poudre de lait dégraissé, supplémentée
avec de la d-L-méthionine, qui est un acide aminé essentiel, indispensable a la croissance.
Les protéines du lait sont carencées en acides aminés soufrés.

La composition en vitamines et sels minéraux est présentée dans les annexes 2 et 3.
L’énergie brute est estimée sur la base de 1’apport de chaque nutriment :
Protéines : 4 kcal /g ; Glucides : 4 kcal /g ; Lipides : 9 kcal /g.
1.3 — Expérimentation
Aprés une semaine d’adaptation avec le régime [RA], les rats sont répartis
en 3 lots de 16 rats chacun. Ces lots regoivent respectivement :
- Lot A :Lerégime a base d’huile de tournesol fraiche (10 %).
- Lot B : Le régime a base d’huile de tournesol oxydée (10 %).

- Lot C: Le régime 4 base d’huile de tournesol oxydée (10 %)
supplémenté avec 50 mg /kg de vitamine E.

Chaque lot de rats est sub-divisé en 4 groupes de 4 rats chacun et sont nourris durant une
période de six ( 6) semaines (45jours).

1.4 — Sacrifices et prélévements d’organes

Chaque animal est pesé le matin a jeun a I’aide d’une balance, tous les deux jours.

Tous les 15 jours, 4 rats issus de chacun des 3 groupes sont sacrifiés. Le premier sacrifice
est réalisé€ juste apres la semaine d’adaptation.

1.4.1 — Sacrifices

Le rat est mis sous une cloche dans laquelle on y met un coton imbibé d’éther.
L’animal ainsi anesthésié est prét au sacrifice.
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1.4.2 — Collecte de sang

Le sang est obtenu par la veine jugulaire, aprés décapitation. Il est récupéré dans
des tubes secs, puis centrifugé a 3500 tr /min pendant 15 minutes. Le surnageant est par
la suite, aspiré a [’aide d’une micropipette, aliquoté dans des tubes eppendoffs
et conservé a - 20°C jusqu’au moment des dosages.

1.4.3 — Collecte d’organes

Le rat décapité, est disséqué, ou on y préleve le foie, le cceur, les reins et
le cerveau. Ces organes sont rincés a I’eau physiologique et débarrassé de leurs tissus
conjonctifs. Ils sont pesés a 1’aide d’une balance de précision, puis mis dans des piluliers
et conservés a - 70°C jusqu’au moment des dosages.

2 — Procédés d’oxydation de I’huile

L’huile de tournesol a été choisie, en raison de son utilisation tres fréquente dans
les fritures dans les habitudes alimentaires algériennes et elle présente en outre une
aptitude intéressante a 1’oxydation de par sa teneur €élevée en acide linoléique (18 :2 w6).

2.1 — Oxydation de I’huile
2.1.1 — Dispositif expérimental

Doté d’un « réacteur » constitué d’un ballon tricol avec trois entrées : une pour
I’admission de I'air, 1’autre pour le thermometre et la troisiéme pour I’induction de
’agitateur. Il possede une capacité de 1 litre, monté d’une plaque chauffante et muni
d’un thermocouple (annexe 4).

2.1.2 — Mode opératoire

La technique utilisée est celle décrite par A.F.N.O.R. NF T 60-219 (1988) ; Blanc-
Gondarmary et al. (1989) et Castra-Rossignol (1995), inspirée du test de Swiff, appelé
aussi test de vieillissement accéléré qui a pour but d’évaluer la dégradation
thermooxydative d’une huile dans les conditions opératoires.

Sept cent (700) ml d’huile de tournesol (de marque Fleurial) provenant du marché
local, sont chauffés en continu, pendant 48 heures a une température de 98 + 0.2°C avec

un débit d air de 40 litres /heure, a ["abri de la lumiére et avec une agitation permanente.
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2.2 — Analyses physico-chimiques de I’huile oxydée

Dans le but d’évaluer I'état d’altération de notre huile, un échantillon est prélevé
toutes les six (6) heures.

2.2.1 — Analyses chimiques
2.2.1.1 - Indice de peroxyde (IP)

C’est le nombre de milliéquivalents d’oxygene actif contenu dans un kilogramme
de produit et oxydant I’iodure de potassium avec libération d’iode ; il est exprimé en
meq /kg d’huile (A.F.N.O.R. ; NF T 60-220, 1988).

2.2.1.2 — Indice d’acide (IA)

C’est la teneur en % d’acides gras libres, selon la nature de la matiére grasse.
(A.F.ON.R.; NF T60-221, 1988).

2.2.2 — Analyses physiques
2.2.2.1 - Densité

Elle augmente avec la température et le temps de chauffage (degré de
polymeérisation). La densité peut atteindre 5 % de la valeur initiale (Guillaumin, 1969).

La masse volumique désignée dans le langage courant par ['appellation de densité,
renseigne sur le groupe auquel appartient une huile. La densité des huiles est fonction non
seulement de I’insaturation mais aussi de I’état d’oxydation ou de polymeérisation (Wolff,
1968).

2.2.2.2 — Indices de réfraction

C’est le rapport de la vitesse de la lumiere, a une longueur d’onde définie, dans
le vide sur sa vitesse dans la substance (AFNOR., NF T60-112, 1988).

2.2.3 — Analyses spectrophotométriques par UV-VIS

Le spectre ultraviolet fournit des indications répétables et reproductibles sur |"état
d’oxydation des corps gras bruts ou vierges.
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Les hydroperoxydes linoléiques absorbent a 232 nm, ainsi que leurs produits
d’oxydation, qui sont non-volatils, constituent une large partic d’acides oxydés qui sont
soit des di¢nes conjuguées qui absorbent comme les peroxydes a 232 nm soit des cétones
insaturées qui absorbent a 270 nm (Wolff, 1994).

Si on prolonge le temps de chauffage, les absorptions baissent du fait de la
polymérisation.

— Appareillage
Le spectrophotométre est du type PERKIN ELMER (UV-VIS).

Un (01) gramme d’échantillon de I’huile est dissous dans 100 ml de cyclohexane (solvant
inerte dans ’UV).

L’absorption se fait a deux (2) longueurs d’ondes : 1’'une minimale égale a 232 nm et
I’autre maximale, égale a 268 nm (Wolff, 1994).

3 — Analyses chromatographiques de I’huile de tournesol

3.1 — Chromatographie en phase gazeuse (CPG)

3.1.1 — Détermination du profil en acides gras de I’huile
Elle a été réalisée par chromatographie en phase gazeuse (CPG), aprés méthylation
des acides gras. Selon la norme internationale (ISO. 5509,1978).

3.1.2 — Appareillage

Le chromatographe utilisé est de type Autosysytem XI. Perkin ELMER NELSON
1022 muni d’un détecteur a ionisation de flamme (FID), une colonne capillaire de type
FFAP 30 m /0,53 mm et un micro-ordinateur.

3.1.3 — Conditions opératoires
L’analyse est réalisée en isotherme.
- Gaz vecteur : azote a une pression de 8 psi ;
- Température de I'injecteur : 250° C ;
- Température maximale du four : 140°C ;
- Température du détecteur : 280°C ;

- Volume injecté : 0,5 a 0,6 ml.
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4 — Détermination de la teneur en a- tocophérol dans I’huile

LLa détermination de la teneur en a-tocophérol dans |'huile est effectuée a 1’aide
d’une chromatographie en phase liquide & haute pression.

4.1 — Appareillage

- Le chromatographe est de type PYE UNICAM .
- Pompe 4003 avec un détecteur UV 4025
- La colonne : type LICHSPHER RP 18,5, 5 cm /4,6 mm.

4.2 — Conditions opératoires

— Phase mobile : acetonitrile /méthanol : 70/30 ;

- Débit : 2 ml /min ;

- Boucle d’injection : 20 pl ;

- Longueur d’onde d’absorption : 292 nm;

— Solution standard : a-tocophérol a 0,32 pl dissoute dans I’acétone ;
- Prise d’essai : huile homogene 0,5 g /ml dissoute dans de I’acétone.

Calcul de la teneur en a-tocophérol : se fait a partir de la formule suivante :

As x Cstandard x 1000
Q (PPM) =
A standard x Pe
Ou :
PPM : Partie par million.
As : Surface du pic de I’a-tocophérol.

C standard : Concentration de la solution étalon.
A standard : Surface du tocophérol standard.

Pe : Masse de la prise d’essai.
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S — Expérimentation animale
5.1 — Préparation des homogénats

Les organes (foie, cerveau, reins et caeurs), initialement conservés a - 70°C, ont été
décongelés dans le but de :

- Etablir le profil en acides gras des membranes des différents organes et;

— D’évaluer la teneur en vitamine E membranaire.

L’homogénat est obtenu a 1’aide d’un appareil de type Potter ELVIHEM avec
un piston en téflon (durée 5 min avec 20 « aller-retour », vitesse de rotation (500 tours
/min) dans 4 volumes (P/V) de tampon (Tris-HCI, 0,32 M de saccharose, 0,9 % de NaCl,
pH 7.4) pour le foie, le cceur et les reins et dans 5 volumes (P/V) de tampon tris-HCI pour
le cerveau. L.’ homogénat est réalisé dans un bain d’eau glacée.

5.2 — Extraction des microsomes du foie

Les microsomes du foie sont préparés selon la méthode de Eichberg et al. (1964)
modifiée par Pollet et al. (1978).
- Préparation d’un homogénat de foie ;

- Centrifugation a 4000 tours /min pendant 5 min ;

- Le surnageant ainsi récupéré est centrifugé a 12500 tours /min pendant
30 min.

On obtient alors deux phases : un surnageant microsomal soluble et une partie
inférieure constituant le culot qui renferme tous les débris cellulaires. Le surnageant
est centrifugé de nouveau a 35000 tours /min a |’aide d’une centrifugeuse de type
Beckman modele L8-70, pendant une (01) heure.

Le surnageant forme la fraction soluble (cytosol) et le culot est formé de

microsomes impurs encore contaminés par la fraction soluble. Ils sont purifiés par
une nouvelle centrifugation de 1 heure a 35000 tours /min.

Le rendement de la préparation est d’environ 3 mg de protéines microsomales par
gramme d’organe frais.

5.3 — Extraction des lipides totaux

Elle est basée sur la technique de Folch et al. (1957). modifiée par Pollet et al.
(1978). utilisant le mélange chloroforme /méthanol (2V/V) comme solvant d’extraction.
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Dans cette proportion, le méthanol rompt les liaisons lipides-protéines et le chloroforme
solubilise les lipides.

Aux échantillons, on ajoute 10 ml du mélange chloroforme /méthanol. Cette étape
est suivie d’une sonication pendant 1 min, puis les échantillons sont mis en contact avec
le solvant pendant au moins 2 heures a température ambiante. Apres centrifugation
a 4500 tours /min pendant 5 min, sur la phase supérieure, on procéde a un lavage
de Folch. Pour cela, on additionne 2 ml d’eau distillée, on agite et on centrifuge
a 4500 t /min pendant 5 min, la phase inférieure est récupérée puis lavée a deux reprises
avec 1,5 ml du mélange chloroforme /méthanol /eau (3V /48V /47V). Aprés une derniére
centrifugation a 5000 t /min pendant 5 min, la phase inférieure est évaporée sous azote.

5.4 — Méthylation des extraits lipidiques secs

La méthode appliquée est celle de Morrisson et al. (1994). Sur les extraits
lipidiques secs, on ajoute 1 ml de tri fluorure de Bore (BF3), pour 4 a 16 mg de lipides.
Le mélange (extraits lipidiques + BF;) est mis au bain marie a 100°C pendant 1 heure et
30 min, aprés avoir vérifié la bonne fermeture des tubes.

Apres refroidissement a 1’eau de robinet, on additionne a chaque tube 1 ml
de benzéne et 1 ml de méthanol, on agite au vortex et on remet au bain-marie & 100°C
pendant 30 min, on laisse refroidir les tubes, puis on rajoute a chacun des tubes 2,5 ml
d’eau distillée et 5 ml d’hexane. On agite au vortex, et on centrifuge a 4000 t /min
pendant 5 min. On récupere la phase supérieure contenant les acides gras méthylés dans
les flacons en verre. Sur la phase inférieure restante, on rajoute 5 ml d’hexane, on agite
au vortex et on centrifuge encore une fois a 4000 t /min pendant 5 min. Ce qui permet
de recueillir une deuxiéme phase supérieure qu’on ajoute a la premiére. On procede
a une €vaporation sous azote en vue d’une analyse des acides gras par chromatographie
en phase gazeuse (CPG).

5.5 — Appareillage et conditions opératoires

Le chromatographe est du type Carlo Herba muni d’un injecteur automatique « On
column » et d’un détecteur a ionisation de flamme (FID), la colonne est de type capillaire
en silice greffée de type carbowax CP Wax 52C, d'une longueur de 50 m munie
d’une pré-colonne de 2 m de silice désactivée.

- Gaz vecteur : Hydrogene
- Pression du Gaz vecteur : 1 bar ;

- Température de la chambre d’injection : température ambiante :
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- Température du détecteur : 250°C ;
- Température du four : 54°C a 220°C a raison de 3°C/min.

- Traitement des données sur micro-ordinateur STANG et par un logiciel
Nielson (intégration des signaux percus par le détecteur et
retransmission sous forme de chromatogramme ou en quantité
numérique).

6 — Dosages de I’a-tocophérol au niveau des homogénats tissulaires

La méthode utilisée est celle décrite par Huang et Shaw (1994) utilisant
la chromatographie liquide a haute performance (HPLC). Sur 1 ml de chaque homogénat,
on ajoute 2 ml d’éthanol absolu, 0,3 ml de KOH. On agite au vortex aprés incubation
dans un bain marie a 70°C pendant 30 min, puis on place les tubes dans un bain d’eau
glacée. On ajoute 1 ml d’eau distillée et 4 ml d’hexane, on agite pendant 2 min puis on
centrifuge a 3000 tr /min pendant 15 min pour séparer la phase aqueuse de la phase
organique (surnageant), I’hexane est évaporé sous azote, le résidu est récupéré dans
100 pl de méthanol puis injection de 20 pl.

6.1 — Appareillage et conditions opératoires

- La concentration de I’a-tocophérol standard est de 50 nmole /g ;
- Pompe : type JASCO- modele PM 880 ;

- Systéme d’injection : Type rhéodyne- Boucle d’injection : 20 pl ;
- Colonne : type C18 (20 x 0,46) ;

- Détecteur : modele JASCO UV /VIS 870 ;

- Intégrateur modele : JASCO 8071T :

- Phase mobile : méthanol ;

- Débit : 1 ml /min.
6.2 — Dosage de la vitamine E sérique

Le dosage de I’a-tocophérol sérique a été effectué par chromatographie liquide a
haute performance.

A la faveur de ces conditions techniques, nous avons réalisé les dosages qui exigent

une haute fiabilité et de performance au regard de la faible concentration de la vitamine
dans le sang.
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Appareillage et conditions opératoires :

Pompe : type Jasco- modéele PU-980

Systeme d’injection : Type Rheodyne — Boucle d’injection : 20pl.
Colonne : type C18 (25 x 0,46).

Détecteur : modele Jasco UV 970/975

Intégrateur : modele Jasco 807 IT

Phase mobile : méthanol

Débit : 1 ml /min

Alpha tocophérol (99 %) : PM = 430,7 ( Acros. Organics).
6.3 — Principe d’extraction

La vitamine E est extraite a I’aide d’hexane apres addition au sérum. Nous avons
opéré a 1’abri de la lumiére, en utilisant 500 pl de sérum en présence de 1 ml d’hexane,
puis on agite au vortex pendant 3 min. Apres centrifugation a 3000 tr /min pendant
15 min a 4°C, nous prélevons 700 pl d’hexane que nous évaporons sous courant d’azote,
puis le résidu est récupéré dans 100 pl de méthanol, puis injéction de 20 pl dans
I’appareil.

7 — Coupes histologiques

Au moment du dernier sacrifice, des fragments de foie de chaque lot de rats
sont placés dans des bains aqueux pour la fixation des cellules hépatiques dans le but
de réaliser des coupes histologiques.

Par ailleurs, de nombreuses études histo-pathologiques ont porté sur des tissus

d’animaux que ce soit sur le foie, le cerveau, les reins, la thyroide ...etc (Skufca et al,
2003).

Elles difféerent toutes sur le type d’huile ingérée, le taux d’incorporation, la température
de chauffage ainsi que la durée de I’expérimentation.

Pour notre part, nous avons effectué¢ des coupes histologiques uniquement sur
le foie de rats appartenant aux 3 groupes (HF, HOX et HOXE), apres six semaines
d’ingestion de ces régimes respectifs.

Ces coupes ont été réalisées au niveau du laboratoire de biologie marine
de 'université de Bab-Ezzouar (U.S.T.H.B.).

Partie expérimentale " o : L5 LN.A. 2004 2003



Matériel & Méthodes 54

L.a technique utilisée est celle proposée par Martoja et Martoja (1967) a
I’hématoxyline /éosine.

Les différentes étapes sont présentées comme suit :

Fixation du tissu hépatique dans du boin aqueux ;

Déshydratation des piéces de foies dans des bains successifs d’alcool a
concentrations croissantes 70° - 95° - 100° ;

L

Inclusion dans 2 bains de paraffine a I’étuve a 60°C : le premier pendant
1 heure et demie ; le second pendant 2 heures ;

Confection des blocs de paraffine a 1’aide des barres de Leucart, puis les
conserver a +4°C pendant 24 heures ;

Réalisation de rubans de coupes a I’aide de microtome (type Mino) réglé
a 7 microns ;

Dépot de rubans sur des lames gélatinées pour la fixation ;
Séchage des lames dans I’étuve a 30°C pendant 24 heures ;
Déparaffinage par hydratation des lames dans une batterie contenant :
- 2 bains de toluéne ;
- 3 bains d’alcool a concentration décroissante : 100° - 95° -70° ;
- 1 bain d’eau distillée.
Coloration :

- La premiére a [’hématoxyline de Groat puis ringage a l'eau
courante ;

- La deuxiéme a I’€osine puis ringage a I’eau distillée.

Déshydratation des lames dans la méme batterie mais dans le sens
contraire :

— Trois bains d’alcool a concentrations croissantes : 70° - 95° -
00 e

- Mise en contact de lame-lamelle a [’aide du baume de Canada ;
- Observation au microscope photonique a Gr : x 40 puis x 100 :

- Prise de photos micrographiques.

8 — Mesures pondérales et dosages sériques
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8.1 — Mesures pondérales

8.1.1 — Courbe de croissance

Elle est établie a partir des pesées de rats faites chaque deux jours, le matin et a

jeun, durant toute la durée de I’expérimentation.

8.1.2 — Gain de poids

Il est défini comme étant la différence entre le poids final et le poids initial (au
début et a la fin de I’essai). Il permet d’apprécier 1’évolution de la croissance.

8.1.3 — Indice hépato-somatique (IHS)

I1 est calcul€é a partir du rapport entre le poids du foie et de celui du corps qu’on

multiplie par 100.

Poids du foie (g)
[HS = x 100

Poids du corps (g)

Cet indice nous renseigne sur 1’état de I’hypertrophie du foie (Lopez-Varela et al., 1995).

8.2 — Dosages biochimiques

8.2.1 — Triglycérides

Les triglycérides totaux sont évalués par une méthode enzymatique (Bio-Meriux
(France)) dont le principe est le suivant :

Lipase
Triglycérides > Glycérol + Acides gras

Glycérokinase

Glycérol + ATP > Glycérol-3- Phosphate + ADP

Glycérol-3-Phosphate oxydase
—» Dihydroxy-acétone-phosphate + H,0,

Glyérol-3-Phosphate
Peroxydase

2H,0; + 4-amino-antipyrine + Parachlorophenol » Quinoneimine + 4H,O

On prend 10pul de sérum sur lesquels on ajoute 1000ul du réactif. Le mélange ainsi
formé est incubé a 20°C pendant 10 min.. La lecture se fait a une longueur d'onde de

500nm.
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8.2.2 — Cholestérol

[l est dos¢ par la méthode enzymatique (marque : Human (Allemagne) :

Cholestérolestérase

Cholestérol - ester + H,O »  Cholestérol + acides gras
Cholestéroloxydase
Cholestérol + O, » Cholestérol-3-one + H,O»
Peroxydase
2H,0, + Aminophénazone >» Quinonéimine + H,O + Phénol

On prend 10pl de sérum sur lesquels on ajoute 1000pl du réactif. Le mélange ainsi formé
est incubé a 20°C pendant 10 min.. La lecture se fait a une longueur d'onde de 500nm.

Le spectrophotométre est du type BECKMAN modéle 42.
8.2.3 — Phospholipides

Les phospholipides totaux sont dosés par la méthode enzymatique (marque SPIN-
REACT Espagne)) dont le principe est le suivant :

Phospholipase
Phospholipides + H,O >» Choline + acide phosphatidique
Choline oxydase
Choline + 20, + H,0 » Bétaine + 2 H,0,
Peroxydase
2H,0, + 4- Amino-phénazone >» Quinoneine + 4H,0O

Le spectrophotométre utilisé¢ est de marque BECKMAN modele 42 et la lecture

est faite a une longueur d’onde de 500 nm.
8.3 — Dosage des lipoprotéines sériques
8.3.1 — Dosage des HDL-Cholestérol sériques (HDL-C)

Principe

Les chylomicrons et les VLDL précipitent par addition d’acide
phosphotungsténique et chlorure de magnésium. [Le surnageant obtenu apreés
centrifugation contient les HDL qui sont dosés par le réactif de cholestérol liquicolor.

Centrifugation 10 min a 4000 tr /min.
Extinction mesurée a 500 nm.
Concentration standard cholestérol : 50 mg /dl.
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8.3.2 — Dosage des LDL-Cholestérol sériques (LDL-C)

La concentration des LDL-C est calculée selon la formule de Freidewald et al.
(1972).

LDL-C = [Chol-T - (HDL-C + TG /5) (mg/dl)
Avec : Chol-T : concentration du cholestérol total ;
HDL-C : concentration HDL-C ;

TG : concentration en triglyécérides.
8.3.3 — Calcul des VLDL- cholestérol (VLDL-C)
VLDL-C = Chol-T — (HDL-C + LDL-C)
8.4 — Dosage des lipoproteines
8.4.1 — Dosage de la Lp(a)
8.4.1.1 — Principe

Le latex immuno-essai basé sur I’agglutination directe par la Lp(a) de particules de
latex recouverte d’un anticorps spécifique. L’échantillon provoque des agglutinations
avec I’anti-Lp(a) anticorps, les agglutinations sont proportionnelles a la concentration en
Lp(a) et mesurées par turbidimétrie (Fruchart, 1988).

8.4.2 — Dosage des apolipoprotéines Al

8.4.2.1 — Principe

C’est un dosage immunologique qui nécessite la préparation d’immunsérums
spécifiques et d’étalons appropriés. L’apo Al antigéne dans 1’échantillon ou le standard
provoque des agglutinations immunologiques avec |’anti-apo Al. (Fruchart, 1988).

8.4.3 — Dosages des apolipoprotéines B

8.4.3.1 — Principe
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L'apo B antigéne dans I'échantillon ou le standard provoque des agglutinations

immunologiques avec [’anti- apo B.
9 — Tests statistiques

['analyse de la variance a été réalisée 'aide du logiciel Statistica .
la comparaison de moyennes s’est faite a [’aide du test de Student.

La probabilité a été estimée au seuil de 5 %.
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Résultats & Discussion T

I — Oxydation de I’huile
I.1 — Variations des indices chimiques au cours du chauffage

I.1.1 — Indicé de peroxyde

La mesure de I’indice de peroxyde a été réalisée toutes les 6 heures au cours de
I’oxydation de I'huile de tournesol. Cette une méthode iodométrique qui renseigne sur la
teneur en hypoperoxydes, produits primaires de la dégradation (Paquot et Cuvier, 1976).

La figure 12, montre la variation de I’indice de Peroxyde en fonction de la durée
de chauffage. L’indice de peroxyde retrouvée dans notre huile est de 25 meq d'O, / kg.

La norme Algérienne classe les huiles ayant un IP <10 meq d'O, / kg comme conforme.
La qualité¢ de notre huile est donc altérée. Cette altération serait due probablement aux

mauvaises conditions de stockage.

La concentration maximale est atteinte aprés 18 heures de chauffage, avec un indice de
peroxyde de 490,2 meq d'O, / kg. Aprés cet instant, on observe une diminution

progressive de cet indice jusqu'a la fin du chauffage.

Une ¢tude réalisée par Blanc-Gondarmary et al. (1989), a montré un taux maximal en
peroxydes de 290 mmol / kg aprés un chauffage d'une huile de tournesol a 98 °C pendant
24 heures.

Lorsque la peroxydation devient importante, les peroxydes se décomposent en dérivés
secondaires et ils disparaissent plus vite qu'ils ne se forment d'ot un plateau suivi d'une

décroissance de la courbe.

Ce phénomeéne a aussi €t€ constaté par Guillaumin (1969) et El-Shami et al
(1992), qui notent que la formation de peroxydes a partir des acides gras insaturés
dépendrait de leur libération a partir des triglycérides, par hydrolyse. Cette peroxydation
se fait en 3 étapes. Durant les 2 premiéres, il y a formation de peroxydes (composés
primaires) d’ou ['augmentation de I’indice de peroxydes. La diminution pourrait
s’expliquer par le fait qu’il y a transformation de ces peroxydes en composés non
radicalaires (composés secondaires) pendant la 3™ étape.

Compte tenu de I'instabilité des peroxydes, I'indice de peroxyde n’a pas beaucoup de
signification (Wolff, 1994), donc, d’autres analyses complémentaires s’ imposent.
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1.1.2 — Formation de mousse stable

Apres 12 heures de chauffage, nous avons constaté une mousse stable a la surface
de Ihuile.

Blanc-Gondarmary ef al. (1989), a obtenu une mousse stable et persistante.
Le taux de triglycérides polaires est de 84,4 %, aprés oxydation d’une huile de tournesol
a 100°C pendant 30 heures.

Perrin et al. (1985), ont rapporté que le chauffage continu a 175°C d’une huile
avec insufflation d’air, s’accompagne d’une mousse fine et persistante liée a I’apparition
de glycérides polaires (28 %) et de polymeres de triglycérides polaires (18 %).
IIs concluent que c’est un signe d’altération de 1’huile.

I.1.3 — Indice d’acide

La valeur maximale (1,5 %) a été atteinte aprés 40 heures de chauffage pour se

stabiliser par la suite et former un plateau (Figure 13).

On remarque que l'acidité augmente avec la durée de chauffage. Ceci serait du a
I'hydrolyse des triglycérides par l'eau présente dans I'huile et dans l'air, d'ou une
libération d'acides gras qui augmente 1'acidité (Guillaumin, 1969).

I.2 — Indices physiques
1.2.1 — Indice de réfraction et densité

L’indice de réfraction et la densité augmentent proportionnellement avec la durée
de chauffage. Les Figures 14 et 15 montrent respectivement ['évolution de I'indice de

réfraction et de la densité en fonction de la durée de chauffage.

Selon Guillaumin (1969) et El-Shami et al (1992), cette évolution serait due a la
formation de composés de hauts poids moléculaires.

I.2.2 — Viscosité et détermination de la teneur en composés polaires

La viscosité a été mesurée avant et aprés 40 heures de chauffage. Ainsi, I'huile
fraiche présente une viscosité de 0,312 stockes. Apres 40 heures, cette valeur passe a
0,940 stockes. Suys (1991) propose une €quation du second degré qui relie la viscosité a

la teneur en composés polaires:
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Y=-48+225x -173 x>
Avec :
Y : teneur en composés polaires (%).

X : viscosité (Stockes).

Cette équation présente cependant, une limite. Car, si la viscosité dépasse
0,439 stockes, la régression n'est plus linéaire. Cette limite correspond a une teneur en
composés polaires de plus de 30 %.

De ce fait, la teneur en composés polaires de notre huile fraiche est de 14,72 %.
Par contre, aprés 40 heures de chauffage, cette teneur dépasserait les 30 %, car,
la viscosité est supérieure a 0,439 stockes.

1.2.3 — Absorption dans I'UV-VIS

L'absorbance 4 232 nm détecte les diénes conjugués, alors qu'a 268 nm, elle
détecte les dicétones éthyléniques (Guillaumin, 1969).

Dans notre cas, I'absorbance est de 1,593 a une longueur d'onde de 232 nm et 0,260 nm a
une longueur d'onde de 268 nm. Il existe une 1égére altération de cette huile.
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II — Analyses chromatographiques de I'huile de tournesol
II.1 - Profil en acides gras en fonction de la durée de chauffage
La composition en acides gras de I'huicle est consignée dans le tableau 8.

Tableau 8 : Evolution de la teneur en acides gras de I’huile de tournesol en fonction de
la durée de chauffage.

cft Durée de chauffage (heures)

Acides gras (%) “ | 30 36 | 40 42 48
T 16' :0 5.99.4 V ;7..85 836 | 831 | 9.56 9.70
18 :0 341 | 687 | 4.71 | 4.77 | 5.61 5.69

Acides gras Saturés

rés |18 :1 (n-9)| 32.50 [39.29[41.46|50.21| 45.13 | 45.25

T |18:2(n6)| 57.10 |45.97|44.90(36.69| 39.68 | 39.34
Acides gras Polyinsaturés
: ‘18 :3(n-3)| 0091 - 0.55| - - -

Selon Perrin (1989) I'acide linoléique (C18:2 (n-6)) est pratiquement le seul acide gras
qui contribue a la formation des esters polaires.

Selon Doberganes et al. (1988), les taux d’acides gras données par CPG dans une matiére
grasse chauffée ne sont pas réelles, d’ou ils ont proposé une formule permettant de
calculer la quantité d’un acide gras donné dans une matiere grasse apres chauffage

Quantité d’acide A (réelle) _ % C16:0 initial (qté la plus importante) % d’acide A dans
dans I’huile chauffée % C16 :0 huile chauffée I"huile chauffée

Les résultats obtenus sont consignés dans le Tableau 9.

Tableau 9 : Evolution de la teneur en 18 :1 et 18 :2 en fonction de la durée de chauffage.

Durée de chauffage (heures)

Type d’acides gras| 0 30 | 36 40 42 48

18:1 (%) 32.5 | 28.68 [ 28.19 [ 27.53 [ 27.07 | 26.69

18 :2 (%) 57.10 | 33.55 | 30.53 | 25.31 | 23.80 | 23.21
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On constate une diminution des teneurs en acides gras insaturés et qui serait due a
leur oxydation et leur transformation en d'autres types de composés.

Blanc-Gondarmary et al. (1989), ont obtenu aprés chauffage a 98°C pendant 30 heures
avec insuflation d'air, des valeurs de 32 et 42 % pour respectivement les acides oléique et
linoléique. Ces valeurs sont supérieures a celles retrouvées dans notre étude qui sont de
28,68 % et 33,55 % respectivement pour les acides oléique et linoléique avec la méme
durée de chauffage. Ces valeurs demeurent inchangées méme aprés 48 heures de
chauffage. Cela serait dii a l'insufflation d'air qui a pfofondément accéléré le processus
oxydatif, et la transformation des acides gras insaturés en d’autres types de composés.

Nous avons fixée la durée de chauffage a 40 heures. Ce choix est motivé par les
travaux menés par Blanc—-Gondarmary et al (1989) et A.F.N.O.R (1988).
Les caractéristiques de I'huile de tournesol fraiche et oxydée sont résumées dans le
tableau 10.

Tableau 10 : Caractéristiques physico-chimiques de I’huile de tournesol fraiche et
aprés oxydation.

 Caractéristi Phule |  Fraiche |  Oxydée
Aspect i Liquide Epaisse; flaveur altérée
Indice de peroxydes w - 253,37 337,60
Indice d’acide (.%')‘ 0,14 1,50
Indice de réfraction 1,4675 1,4725
Densité 0,921 0,979

232 nm 1,593 4,71
Absorption en UV-Vis

268 nm 0,260 6,000
Viscosité (Stokes) 0,312 0,940
Teneur en 18:1 (%) 32,50 27,53
Teneur en 18:2 (%) 57,10 23,31
Teneur en a-tocophérol (mg /100g) 1‘03, 13 0
Teneur en composés polaires (%) 14,72 > 30

[1.2 — Teneur en a-tocophérol dans I'huile de tournesol
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Aprés seulement 6 heures de chauffage, on note la disparition compléte de
l'a-tocophérol. Alors que sa concentration initiale dans Il'huile fraiche est de
103,13 g /100g, ceci est du au fait qu'elle soit thermolabile.

I1I- Expérimentation animale

III1 — Effets de ’ingestion de I’huile de tournesol oxydée sur les différents lots

expérimentaux
II11.1 — Poids corporel

Le tableau 11 donne les résultats des poids relevés chaque semaine entre le 21éme jour
(au sevrage) et le 45°™ jour.

Tableau 11 : Variation des poids corporels en fonction du temps et du type de traitement.

el LotA
(semaines) | At |
0 | 58212294 | 66052565 60.64 £ 4.73
2 131,43+£9,32% | 120,43+ 17,74° | 118,25 +4.25°
4 213,73+ 7,64% | 188,38 +830° | 163,13+9,775°
6 2848 +51,25% | 240,48+ 16,18° | 254,25+ 10,96 ¢

Les valeurs (moyennes = SD ; n = 3) ne portant pas le méme exposant sont significativement différents a (P< 0.03).

Dés la 2°™ semaine de traitement, la progression des poids est statistiquement
différente chez les 3 lots de rats (P< 0.05) respectivement : 131.43+ 9.32 g pour les rats
du lot A (ayant consommé de l'huile fraiche), 120 + 17,74 g pour les rats ayant
consommé de I'huile de tournesol oxydée (lot B) et enfin 118,25 + 4,25 g chez les rats

ayant consommé de I'huile oxydée supplémentée en vitamine E (lot C).

Aprés 6 semaines de traitement (45°™ jour) on note une différence significative (P< 0,05)
entre les rats des lots A et B et A et C, mais pas entre les lots B et C (groupes traités).

La réduction de la creissance observée aprés ingestion d'une huile de tournesol oxydée
résulterait d'une "toxicité" induite par la présence de dérivés oxygénés et d'un apport
lipidique moindre du fait de la dégradation de l'acide linoléique au cours de l'oxydation
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de I'huile (Vilas et al., 1976 ; Lopez-Varela et al,,1995) ; mais aussi lors d'une carence

en acides gras essentiels (Raphael et al., 1984).

Par ailleurs, Nielson et al. (1984) rapportent que la plupart des acides aminés réagissent
avec les produits de dégradation primaires et secondaires des lipides oxydés, ce qui
diminue l'utilisation digestive des protéines, des acides aminés et des graisses induisant

L

alors une baisse de la croissance.

II1.1.2 — Gain de poids

A la fin de la période de traitement, nous avons enregistré un gain de poids de
226,64 + 13,57 g chez les rats du lot A (témoins). En revanche un retard de croissance de
23,04 % est relevé chez les rats ayant ingéré 10 % de I’huile oxydée (lot B), alors que
ceux du Lot C enregistrent un retard de 14,75 % par rapport aux rats du lot A

(Tableau 12)

Tableau 12 : Gain de poids moyens des différents lots de rats expérimentaux.

THotAl ¢ | . momiee
Gainde 06413570 | 174,42416,99° | 193,61 + 8,84
~ Poids (g)

Les valeurs (moyennes + SD ; n = 3) ne portant pas le méme exposant sont significativement différents a (P< 0.053).

Selon Lopez-Varela et al. (1995) et Sanhez-Muniz et al. (1998), le retard de
croissance observé chez les rats nourris avec de 1’huile oxydée est attribu€ a plusieurs

facteurs :

- La mauvaise odeur de I'huile oxydée (altérée) qui diminuerait le

comportement alimentaire ;

- La diminution de I’apport en acides gras essentiels (18 :2 w6 et 18 :3 ®3)
suite a leur oxydation, ainsi que la diminution de leur absorption
intestinale ; or, ces acides gras sont indispensables a la croissance ;

- Diminution de la disponibilit¢ en acides aminés, tels la L-lysine et
le tryptophane considérés comme indispensables a la croissance. Henrik
et al. (1992), rapportent que la valeur biologique, la digestibilité ainsi que
la disponibilit¢ en acides aminés diminuent, suite a la complexation

des acides aminés avec les produits d’oxydation.
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Par ailleurs, on remarque qu’il n’y a pas de différences significatives (P <5 %)
entre les rats issus du lot B et ceux du lot C. Ce qui suggére que l'ajout de la vitamine E
n'a pas eu d'effets sur la croissance.

Des études antérieures ayant porté sur I’ingestion d’huile oxydée (7 %) mais
carencée en vitamine E, n’ont pas rapporté de variations de poids corporel par rapport
aux témoins apres 8 semaines de traitement (Vilas et al., 1976).

La déficience en vitamine E n’a aucun effet apparent sur le poids des rats, ni sur leur état
physiologique avant quatre mois (Minakata et al., 1987).

II1.1.3 — Indice hépato-somatique

Il est calculé sur la base du poids du foie. Chez les rats ayant ingéré de 1’huile
oxydée avec ou sans supplémentation de la vitamine E, une hépatomégalie a été
observée.

Les indices hépato-somatiques des différents lots de rats expérimentaux différent de
maniére significative (P<0,05) (Tableau 13) a partir de la 2°™ semaine de traitement. En

SémE

revanche, a la fin de I'essai (au 4 jour) on ne reléve pas de différences significatives

entre les différents lots expérimentaux.

Tableau 13 : Variations de I'indice hépato-somatique en fonction du temps et du type de

traitement.
Durée ot Indice hépato-somatique
(semaines) ' Lot A Lot B : Lot C
0 4,72 + 00,62 4,24 + 00,29 4,11+ 0,33
3 4,43 +00,21° 7.37:+01.70° 5,13+0,37°¢
4 3,58 +00,29° 5,04 +00,31° 6,24 +0,26°
6 3.59 + 00,09 4,71 £ 00,18 4,50 + 0,49

Les valeurs (moyennes + SD ; n = 3) ne portant pas le méme exposant sont significativement différents a (P< 0.05).

L'augmentation de I'IHS des rats issus des lots B et C témoigne d'une hypertrophie
du foie. Comme par ailleurs ce phénoméne est constaté par de nombreux auteurs
(Potteau et al.,, 1971; Causeret , 1982 ; et Sanchez-Muniz et al., 1998).

Varela-Lopez et al. (1995), ont observé le méme événement lorsqu'ils incorporent de
['huile de tournesol thermooxydée lors des fritures répétées, a 15 % a des rats pendant
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27 jours. En effet, les hépatocytes augmentent de taille et s'enrichissent en vacuoles. Il y a
regénerésence des cellules endommagées d'ou diminution du poids relatif du foie en
fonction de I'dge. Les dommages causés sont souvent irréversibles, ce qui constituerait un

risque potentiel pour l'organisme.

II1.1.4 — Le poids des organes

Le tableau 14 récapitule les poids des différents organes en fonction du type de
traitement aprés 6 semaines d'ingestion de 1'huile de tournesol oxydée.

Tableau 14 : Poids des organes a la fin de I’essai.

Foie Reins

B
a

1710302054° | 02.09:0.12° | 00.85%0.03 | 02.05<0.05°

11,32+ 1,00 | 01,86+0,04° 00,80 + 0,08 01,97 +0,09°

11,82+ 1,10 | 01,98 +0,02>° | 00,83 +0,10 01,92 +0,07°

Les valeurs (moyennes + SD ; n = 3) ne portant pas le méme exposant sont significativement différents a (P< 0.05).

On note une différence significative (P< 0,05) entre les poids du foie de rats du lot A (lot
témoin) avec ceux ayant ingéré de I'huile de tournesol thermooxydée (lot B).

De méme, il existe aussi une différence significative entre les poids du cerveau des lots
A et B ainsi qu'entre ceux des lots A et C respectivement (P< 0.05).

Pour le poids moyen du cceur, il n'existe pas de différence significative entre les
différents lots expérimentaux. En revanche, chez les lots B et C (lots traités), les poids
moyens des reins différent significativement avec ceux des rats du lot témoins (lot A).

II1.1.5 — Paramétres biochimiques

a ) Cholestérol sérique

L'évolution de la concentration du cholestérol sérique en fonction du temps et du

type de traitement est donnée dans le tableau 15.
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Tableau 15 : Evolution de la cholestérolémie (g/1) en fonction du temps.

Durée en i ol

semaine 05 2 4 546k

Lots exp. i g | : , :
(Lot A) 00,94 +0,09% | 01,04 + 0,0'9 = | 01.58+0.48° | 01.92 : 6;56"
(Lot B) 00,89 +0,02° | 00,85+0,17° | 00,62+0,10° | 00,63 +0,05°¢
(Lot C) 00,92 +0,07° | 00,90 +0,16° | 00,96+0,07¢ | 01,14 +0,32°¢

Les valeurs (moyennes + SD ; n = 3) ne portant pas le méme exposant sont significativement différents a (P< 0.05).

['analyse statistique révéle une différence significative (P<0,05) entre

respectivement les lots expérimentaux A et B, ainsi qu'entre les lots A et C.

En revanche, aucune différence significative n'est observée entre les lots B et C
(P<0,05).

Selon Sanchez-Miuniz et al. (1996), la diminution de la concentration en cholestérol
serait due a une réduction de l'activité de la Iécithine cholestérol acyl transferase (LCAT),
elle-méme due a une réduction de la biosynthese des VLDL au niveau hépatique.

Cuesta et al. (1988) constatent une baisse de la cholestérolémie apres administration aux
rats d'une huile d'olive utilisée en fritures.

Liw et Lee (1998) cité par Rouaki (2000), rapportent qu'une réduction de I'absorption
des lipides, suite a une perturbation de la formation et du devenir des micelles par I'huile
oxydée, entrainerait un défaut d'absorption de tous les lipides.

D'autre part, Holloway et Rivers (1981) expliquent que la baisse du cholestérol n'est le
fait que de l'activation de la 7-a-hydroxylase: enzyme responsable de la transformation
du cholestérol en acides biliaires qui est induite par la teneur élevée en vitamine C.
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b) Triglycérides sériques

Le tableau 16 donne les résultats de l'effet temps et du type de traitement sur la
teneur en triglycérides sériques chez les rats ayant ingéré de l'huile thermooxydée du
lémi:

sevrage (2 jour) jusqu'a la fin de l'essai.

Tableau 16 : Evolution de la triglycéridémie (g /1) en fonction du temps et du type de
traitement.

. Duréeen
\semaine |

0056 - 0.08 | 00.55+0,06 | 00.80<008° | 0093=0.14°

00,53 £ 0,11 00,94 + 0,04 00,71 +0,14° | 00,77 +0,21°

: B) !

Les valeurs (moyennes + SD ; n = 3) ne portant pas le méme exposant sont significativement différents a (P< 0.05).

Aprés traitement, on observe une différence significative (P< 0,05) entre
les différents lots de rats expérimentaux pris deux a deux.

La baisse de la teneur en triglycéridémie a aussi €té rapportée par Blanc-Gondarmary et
al. (1989), qui apres administration pendant 4 semaines d'une huile de tournesol oxydée
pendant 3 heures a 98°C avec un taux de 4 % d'incorporation, ont observé une diminution
du taux de triglycérides par rapport aux témoins.
IIs ont émis I'hypothése que l'ingestion de ce type d'huile peut causer une réduction des
VLDL, consécutive probablement & une inhibition de la formation des différents
constituants: triglycérides, phospholipides, etc....soit a un défaut de sécrétion de VLDL
par I'hépatocyte.

Par ailleurs, Liu et Lee (1998), ont obtenu aprés administration a un taux de 15 %

pendant 4 semaines d'huile de soja oxydée pendant 4 cycles de fritures ayant une durée
chacune de 6 heures a une température de 205°C, une diminution de la teneur en

triglycérides et en cholestérol.
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c¢) Phospholipides sériques

Les teneurs en phospholipides sériques obtenues au cours de l'essai (du 21°™ jour
au 45 jour) (Tableau 17) ne montrent aucune différence significative (P<0,05) entre
les différents lots de rats et ce, quelque soit le type de régime alimentaire ingéré.

Tableau 17 : Evolution de la phospholipidémie (g /1) en fonction du temps.

Durée en
semaine 0 4 6
Lofs exp. ; :
(th'A) 02,61 + 0,09 02,72 £ 0,64 | 01,44+ 0,11 01,43 +0,43
(Lot B) 01,96 + 0,09 01,58 £ 0,05 01,60 + 0,02 01,10+ 0,01
(Lot C) 02,12+ 0,58 01,19+ 0,22 01,71+ 0,15 01,70 + 0,29

A la lecture de ces résultats, on ne note aucune différence significative (P>0,05) entre les
différents lots de rats. Au 21°™ jour (aprés sevrage), la phospholipidémie évolue de la
méme maniére jusqu'a I'age adulte (45°™ jour).

Pattureau (1999), souligne qu'avec I'dge, le métabolisme des lipides est perturbé.
Par ailleurs, tres peu d'études sur les phospholipides sériques ont été réalisées a ce jour.

I11.1.6 — Lipoprotéines sériques
a) HDL-Cholestérol

L'analyse du tableau 18 montre l'effet de I'ingestion de 'huile thermooxydée sur la
teneur en HDL-c en fonction de la durée et le type de traitement.

Tableau 18 : Evolution des HDL-C (mg /dl) en fonction du temps.

‘ Durée en
\semaine 0 4 6
Lots exp.
(Lot A) T 5792 320 | 6130527 | 69,66+ 522"
(Lot B) 52,54 +348 | 39,85+3,07° | 34,23 +3,66"
(Lot C) 54,63+4,84 | 6535+545°| 59,89 +2,85°

Les valeurs (moyennes + SD ; n = 3) ne portant pas, le méme exposant sont significativement différents a (P< 0.03).
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Au sevrage (au 21°™ jour), on ne signale pas de différence significative (P< 0,05) entre
les 3 lots expérimentaux (A, B et C). En revanche, en fin de traitement (450 jour), on
note un effondrement du taux de HDL-c sérique chez les rats du lot B comparativement a
celui des rats du lot témoin (lot A): 69,66 + 5,22 mg /I contre 34,23 + 3,66 mg /I
(P<0,05).

Par ailleurs, la baisse de la teneur en HDL-c enregistrée chez les rats du lot C (ayant
ingéré de I'huile oxydée enrichie avec de la vitamine E) de I'ordre d'environ 10 mg /dl.

b) LDL-Cholestérol

Les résultats de 1'évolution de la teneur en LDL-c sérique sont illustrés dans le tableau 19.

Tableau 19 : Evolution des LDL-C (mg /dl) en fonction du temps et du type de
traitement.

28.04%322 | 23,62+423° | 49,18+393°

28,60 + 4,97 35,13+0,87° | 3332+233°

26,82 + 1,40 43,08 +1,08° | 24,88+0,14°

Les valeurs (moyennes = SD ; n = 3) ne portant pas le méme exposant sont significativement différents a (P< 0.03).

Au début de l'expérimentation (au sevrage), aucune différence significative
(P<0,05) n’est observée entre les différents lots de rats.

En revanche, a la 4°™ semaine de l'essai, les teneurs en LDL- C augmentent de fagon
remarquable. Elles passent de 23,62 + 4,23 mg /dl chez les rats témoins (lot A) a
35,13 + 0,87 mg/ dl enregistrées chez les rats ayant ingéré de 1'huile oxydée (lot B) et a
43,08 + 1,08 mg /dl) chez les rats du lot C (huile oxydée associ€e a de la vitamine E).

A la fin de l'expérimentation, aprés 45 jours d'dge, on note une baisse du taux de LDL-c
chez les rats du lot C comparativement a celui des rats du lot B. Lors d'une étude menée
par Benakmoum (2002), sur des rats ayant ingéré de I'huile de tournesol oxydée dans les
mémes conditions que les notres, a des doses de 5 et 10 % associée ou non avec de la
vitamine E, le méme phénoméne a été signalé, a la différence qu'il enregistre un

rétablissement du taux de LDL-c aprés 9 semaines de traitement.
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Leger (2000), I’explique par le fait que I'dge pouvait avoir une influence sur le transport
post-prandial de la vitamine E. Cette influence provenait principalement de la
modification affectant le métabolisme des lipoprotéines.

¢) VLDL- Cholestérol

Le tableau 20 donne I'évolution de la teneur en VLDL-c sérique en fonction du temps et
du type de traitement.

Tableau 20 : Evolution des VLDL-C (mg /dl) en fonction du temps et du type de
traitement.

1266+ 1.05 | 1681+121° | 17.96+2.10°
12,76 + 1,13 10,88 +1,24° | 09,39 +0,93°
12872097 | 13.04=099° | 1327%099°

Les valeurs (moyennes + SD ; n = 3) ne portant pas le méme exposant sont significativement différents a (P< 0.05).

L'analyse de ce tableau montre qu'il existe une différence significative (P < 0,05)
de la teneur en VLDL-c sérique entre les différents lots de rats a la fin de

Séme

l'expérimentation (4 jour). Par ailleurs, chez les rats du lot B, nous observons une

baisse sensible de la teneur en VLDLc en fonction du temps.

Finalement, les lipoprotéines plasmatiques nous renseignent sur le transport inverse du
cholestérol. Selon Fruchart (2000), les hypertriglycéridémies induisent une diminution
des HDL- ¢ avec leurs altérations quantitatives et qualitatives.

Bruckert (1994), note que l'augmentation des LDL-c¢ peut résulter d'un défaut de
catabolisme avec soit une anomalie des récepteurs LDL, soit une mutation de
I'Apo B caractérisant les hypercholestérolémies. Il ajoute aussi que l'augmentation des
VLDL-c résulte le plus souvent d'une association d'un défaut de catabolisme et d'une
hyper synthese hépatique.

I11.1.7 — Les apolipoprotéines

a) Apo A-1
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['évolution de la teneur en Apo A-I en fonction du temps et du type de traitement

est portée sur le tableau 21.

Tableau 21 : Evolution de I'Apo A-I (mg /dl) en fonction du temps.

Durée en

semaine

Lots exp.

(Lot A) 76,04 £ 05.48 | 93,82+ 11.21°
(Lot B) 78,26 + 06.73 | 58,93 +02.59"
(Lot C) 77.50 £ 04.48 | 66.93 = 01.66°

Les valeurs (moyennes £ SD 5 n = 3) ne portant pas le méme exposant sont significativement différents a (P< 0.03).

[’analyse de ces résultats montre une augmentation importante de la teneur en
Apo A-l chez les rats du lot A (ayant ingéré de l'huile de tournesol fraiche)
comparativement a ceux des lots B et C respectivement (P<0,05). Aussi, nous relevons

une baisse de la teneur de I'Apo A-I en fonction du temps chez le lot B.

Selon Turpin et al. (1994), les déficits en Apo A-I impliquent une baisse du taux de

HDL -c et une athérosclérose précoce.

Selon Cerf (1986). les acides gras polvinsaturés de la série (n-6) notamment le 18:2.
¢levent les concentrations sériques en Apo A-I. Or, dans les régimes administrés a nos
rats (huile fortement oxydée) les taux de 18:2 s'effondrent de maniére significative. Ce

qui explique la baisse du taux de HDI -c.

b) Apo B

Aprés 6 semaines de traitement (457 jour). on note une élévation significative de
la tencur en Apo B chez les rats ayant consommé de l'huile oxydée (Lot B) par

comparaison a ceux du lot A (témoins) (P < 0,05 ) (Tableau 22).

Par contre. nous n'observons aucune différence significative entre les tencurs
(P<0.05) en Apo B chez les rats du lot C (huile oxydée avec ajout de la vitamine E) entre
le début (au sevrage) et la fin de I'essai (6 semaines apres). Ce qui explique l'etfet

protecteur de la vitamine E contre les oxvdations.
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Tableau 22 : Evolution de I’Apo B (mg /dl) en fonction du temps.

‘Durée en semaine

iots exp. :

e
)
i

60.22 = 1.96°

2
a

47.56  1.37

Lot A
Lot B 46,64 + 1.66" 73,624 528"
| LetC 49,66 + 1.84° 52,86 +2.33°¢

Les valeurs (moyennes + SD ; n = 3) ne portant pas le méme exposant sont significativement différents 4 (P< 0.05).
¢) Lipoprotéine a : Lp (a)

Les teneurs en Lp (a) obtenues chez les rats des différents groupes expérimentaux
(A, B et C) en fonction du temps et du type de traitement sont présentées dans le tableau
23,

Tableau 23 : Evolution des Lp(a) (mg /dl) en fonction du temps et du type de traitement.

- ~_Durée en semaine| meaRsi

.I'_:A'.)ts ‘éx'p. | & 0
Tt A 24,852 2.66 A7 6240
Lot B 24,85 + 3,12 47,48 + 4,44°
Lot C 25,25+ 1,89 32,75+ 5,78"°

Les valeurs (moyennes = SD ; n = 3) ne portant pas le méme exposant sont significativement différents a (P< 0.05).

L'analyse des résultats montre une élévation des taux des Lp (a) particuliérement
chez les rats des lots B et C respectivement de 41,17 6,24 mg /dl et 47,48 4,44 mg /dl.

Clevidence et al. (1997), trouvent que lorsque les acides gras saturés sont remplaceés par
les acides gras trans, le taux de Lp (a) plasmatique augmente. Ceci est retrouvé

dans nos conditions expérimentales.
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[11.1.8 — Evaluation du risque d'athérogénicité
[l est évalué par:
— Le rapport LDL-c/ HDL-c

A la lecture du tableau 24, il ressort que le rapport LDL-c / HDL-c est plus €levé
chez les rats issus du lot B.

Ce tableau montre que le risque d’apparition d’athérosclérose est plus important
chez les rats ayant ingéré de I’huile de tournesol thermooxydé apres seulement 45 jours
(fin de l'essai).

Tableau 24: Indice d’athérogénocité évalué par les rapports LDL-c/ HDL-c
et Apo A-1/ Apo B.

LotA | LotB | LotC

LDL-c/HDL-¢c | 0,68 1,13 0,68
ApoA-1/ApoB | 155 0,80 1,26

On signale toutefois, que chez les rats issus du lot C un effet protecteur de la
vitamine E (anti-oxydant naturel). Cependant, pour Jacotot (1994), un taux élevé de

HDL-c est synonyme d'une bonne €puration hépatique.

— Le rapport Apo A-1/ Apo B

Plus ce rapport est élevé (role anti-athérogéne de 1I’ApoA-I ) plus le risque
d’apparition de I’athérosclérose est bas.

[’analyse du tableau 24 montre un rapport bas chez les rats issus du lot B. On
constate par ailleurs, les effets bénéfiques de la vitamine E vis-a-vis de la survenue du

risque d'athérosclérose chez les rats issus du lot C.

[11.1.9 — Alpha- tocophérol sérique (vitamine E)

Les dosages en a-tocophérol sériques ont €té effectués sur les rats des différents
lots expérimentaux seulement a la fin de I'essai, a la 6°™ semaine (tableau 26).
Les valeurs mentionnées dans le tableau 26 est la moyenne de 3 déterminations.
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Tableau 25 : Teneur en a-tocophérol sérique (mg / 100 ml) chez les trois lots de rats
expérimentaux.

LotA | LotB. | LotC

Teneur en o-tocophérol (mg /100 ml) | 0,175 | 0,122 | 0,238

La vitamine E, plus précisément l'a-tocophérol, est un composé ubiquitaire.
Il entre dans la composition des cellules membranaires et des lipoprotéines (Wang et
Quinn, 1999).
Les régimes alimentaires sont impliqués dans les variations des taux de tocophérols
sériques. En effet, la baisse de la concentration sérique en vitamine E constatée chez les
rats issus du lot B peut s'expliquer par le role de la protéine de transfert de 1' a-tocophérol
(ATTP) qui participe a la charge en vitamine E des lipoprotéines excrétées par le foie et
qui peut subir une ou plusieurs mutations qui la rendent non-fonctionnelles (Leger,
2000).

Expérimentalement, il est bien prouvé que les antioxydants présentent des activités
anticancéreuses non seulement en piégeant les especes réactives de I’oxygéne mais aussi
en augmentant la réponse immunitaire, en diminuant 1’expression d’oncogeéne ou en
inhibant I’angiogenése des tumeurs (Shklar, 1998).

Par ailleurs, il est nécessaire de respecter un certain équilibre entre les acides gras
polyinsaturés et la vitamine E. (interaction vitamine E / acide linoléique) au sein des
régimes alimentaires. Ce rapport devrait étre supérieur ou égal a 0,6. Ce ratio est
considéré comme adéquat pour éviter des dommages oxydatifs (Arbolés et al., 2003).

III.2 — Teneurs en a—tocophérol sérique chez les différents lots de rats

expérimentaux au niveau des organes

Le tableau 27 récapitule les différentes teneurs en a- tocophérol au niveau des
homogénats tissulaires du foie, du cerveau, du cceur et des reins des rats ayant ingéré de
I'huile de tournesol oxydée en fonction du type de traitement aprés 6 semaines.
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Tableau 26 : Concentrations en a-tocophérol (nanomoi /g de tissu) des différents
homogénats tissulaires a la fin de I’essai.

 Lots exp. : 2 R
s : (Lot A) ~ (LotB) (Lot C)
Homogguat . i e

Homogénat du foie 44,53 +1,39" | 12,30+ 0,89" | 29,83+ 1,50°¢

30,53 + 0,54 | 09,42+0,17° | 2538+ 0,02°

25,59 +0,18* | 10,72+0,18° | 29,71 £0,01°

21,40 +£0,10* | 10,97 £0,04° | 20,14 +0,53"

génat des reins

Les valeurs (moyennes = SD ; n = 3) ne portant pas le méme exposant sont significativement différents a (P< 0.05).

Au niveau de tous les organes étudiés, a I'exception du cceur, 4 la 6°™ semaine de
traitement, on note une diminution de la teneur en a-tocophérol chez les rats des lots B

et C par rapport aux témoins(Tableau 27).
Nous observons une diminution notable surtout chez les rats ayant ingéré de I'huile de
tournesol thermooxydée au niveau du foie, du cerveau, du ceeur et des reins.

Cela s'explique par le fait que dans ce type de régime, la vitamine E dans ['huile a été
entiérement détruite par la chaleur au bout de 6 heures de chauffage seulement.

Cependant, la concentration des différents homogénats tissulaires refléte celle du plasma.
Ces résultats concordent avec ceux de plusieurs études (Sevanian, 1988 ; Corcos-
Benedetti et al., 1988 ; Hu et al., 1989 et Giani et al., 1985).

L'a-tocophérol est le paramétre le plus sensible aux composés oxydatifs alimentaires et
représente donc un indicateur de la capacité anti-oxydante de 'organisme.

Par ailleurs, la réduction de la teneur en vitamine E peut aussi s'expliquer par le fait
qu'elle peut-étre détruite dans le tractus gastro-intestinal par les radicaux libres présents
dans l'huile oxydée et par les produits de la décomposition des hydroperoxydes lipidiques

(Sevanian, 1988).
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Il a été révele que ic cuips uuiise 1a v aliilic L natutclic de prelterence a celle synthétique
ct la retient plus longtemps. Les 2 formes, synthétiques ci naturelles, de la vitamine E
sont toutes deux absorbées par l'organisme sans aucune discrimination, mais la
mobilisation dépend de la demi-vie de cette vitamine selon l'organe considéré (Lin et

Huang, 1996) (Tableau 27).

Tableau 27 : Demi-vie de I’a- tocophérol au niveau des organes (Lin et Huang, 1996).

Organes Demi-vie (jours)
Foie ' o S
Ceweau 55
Cor 13,3
Reins e
S s
\‘B.‘?‘i_mbns . T
-Gﬁisses de I'épiderme 34,8
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I11.3 — Composition en acides gras

I1.3.1 — Microsomes

Les résultats des profils en acides gras des microsomes du foie de rats des différents lots
expérimentaux sont consignés dans le tableau 28

Tableau 28 : Composition en acides gras (% AG totaux) des microsomes du foie de rats
adultes de différents lots expérimentaux.

Lots exp.| s

Acides Gras ~——— l’) 5o LOt 2 ; LotB - LotC i
14:0 207 00,30+0,17 | 00,55+0,13 | 00,35+0,04
16:0 16,60 +0,17 | 16,00+0,30 | 15,30+ 0,34
16:1 (n-9) 00,79 + 0,06* | 03,85+0,18" | 03,60+ 0,10°
16:1 (n-7) 00,90 + 0,05* | 00,30 +0,05° | 00,60 + 0,05°
17:0 00,28 + 0,03* | 00,35+0,05 | 00,50+ 0,08°
18:0 ] 19,79+0,21 | 20,00+0,10 | 20,58 +0,38
18:1(m-9) = | 029 +0,17" | 02,00+0,50" | 02,00 + 0,22b°
18:1 (n-7) 02,00+0,43 | 02,49+042 | 02,80+0,26
18:1 (n-9) trans - 00,82 + 0,02 00,90 + 0,05
18 :2 (n-6) 08,60 + 0,10* | 06,00 +0,20" | 05,50 + 0,50
20 :0 00,35 + 0,05* - 00,10 + 0,08
20 :1 (n-9) 00,30 + 0,05* - 00,10 + 0,08
20 :1 (n-7) 00,80+ 0,10 | 00,60 +0,10 | 00,65+ 0,04
20 :4 (n-6) 31,30+ 1,38 | 31,00+0,17 | 30,64 +0,39
20 :5 (n-3) 00,20 + 0,25 - -

22 :0 02,99+ 024 | 02,80+0,20 | 03,10+ 0,44
22 :1 (n-9) 01,50+ 0,13* | 01,95+0,30° | 01,75+0,20
22 :4 (n-6) 01,35+0,32 | 01,16 40,03 01,95+ 0,5
22 :5 (n-6) 00,70 + 0,08 - -

22 :6 (n-3) 06,50 +£ 0,05* | 08,20+0,30 | 07,00+ 0,27
24 :0 01,50 +0,05* | 01,35+0,40" | 01,65+ 0,05
24 :1 (n-9) 00,80 + 0,10* | 00,58 +0,09" | 00,65 + 0,05
Y AGS 41,81+0,58 | 41,05+0,56 | 41,58+ 1,08
> AGMI 09,54 +0,63* | 12,59+ 1,19” | 13,05+ 0,30
¥ (n-3) 06,70 + 0,30 | 08,20 +0,20° | 07,28 + 0,27
Y (n-6) 41,95+ 0,24 | 38,16 +0,38" | 38,09+0,53
> AGPI 48,65+ 0,16 | 46,36 +0,01° | 4437 +1,44
6 /03 623 =027 4,65+ 0,26 523 + 0,40
DBI 1,16 12 1,06
Les valeurs (moyennes = SD ; n = 3) ne portant pas le méme exposant sont significativement différents a (P< 0.05).
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Apres 6 semaines de traitement (ingestion de l'huile de tournesol thermooxydée)

nous avons relevé:

- Une baisse significative de la teneur en 18:1 (n-9) chez les rats ayant ingéré
de I'huile de tournesol thermooxydée ( lot B) ainsi que ceux du lot C (huile
oxydée + vitamine E).

Par ailleurs, on observe l'apparition de l'acide gras frans CI18 : 1 (n-9 f) appelé
aussi acide élaidique dans la composition en acides gras des microsomes du foie des rats
des lots B et C, alors qu'il est totalement absent chez les rats issus du lot A (huile fraiche).

L'acide linoléique (18:2 (n-6)), précurseur des acides gras essentiels, diminue de
maniére significative (P < 0,05) chez les rats issus des lots B et C, respectivement de
06,00 £ 0,20 % et 05,50 £ 0,50 % , contre 08,60 + 0,10 % chez les rats ayant consommé
d'huile fraiche (lot A).

La teneur en acide arachidonique, acide gras considéré comme produit majeur
dans la synthése des acides gras polyinsaturés du type (n-6), est relativement similaire
chez les 3 groupes de rats traités.

En revanche, il existe une différence significative (P < 0,05) entre les acides gras
polyinsaturés des microsomes du foie de rat du lot A avec 48,65 = 0,16 % contre
46,36 £ 0,01 % et 44,37 + 1,44 % chez les rats des lots B et C respectivement.

Ruiz-Gutierrez et Muriana (1992), dans une étude menée sur des rats ayant ingéré de
I'huile de tournesol thermooxydée, avec un taux de 12 % d'incorporation dans le régime,
pendant une période de 10 mois, ont constaté une chute de la teneur en 18 : 2 (n-6).
[Is attribuent cette diminution par la baisse de l'activité de la A-6-desaturase microsomale

obtenue in-vitro.

De plus, Mahfouz et al. (1981), cité par Ruiz-Guitierrez et Muriana (1992), ont
observé une baisse de l'activité de la A-5-desaturase et de la A-6-desaturase dans les
microsomes du foie de rats ayant ingéré un régime déficient en acides gras essentiels
contenant des isomeres de positions d'acides gras obtenus par hydrogénation.
[Is suggerent que ces types d'acides gras (frans) inhibent la desaturation microsomale des
18:2 (n-6) et 20:3 (n-6) qui sont des substrats de la A-5- et de la A-6-desaturases.
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I11.3.2 — Profil en acides gras des homogénats des organes de rats des différents lots

expérimentaux

Les données obtenues au niveau des homogénats de foie, de cerveau, de ceeur ct

des reins sont présentées dans les tableaux 29, 30, 31 et 32.

La teneur en acide arachidonique augmente au niveau de tous les organes a
I’exception des reins issus des rats des lots B et C.

Cette augmentation peut s'expliquer par l'effet exercé par la A-6-desaturase dont
I'activité est stimulée par la carence en acide linoléique (18 : 2 (n-6)): ce phénoméne est
dit compétition métabolique. (Blanc-Gondarmary, 1989 ; Ricour at al, 1996 ;
Broughton et Wade, 2002).

Ces mémes auteurs démontrent aussi qu'en cas de stress oxydatif, les radicaux
libres activent la phospholipase A2 qui provoque la libération préférentielle des acides
gras polyinsaturés particulierement le 20:4 (n-6) (Sevanian, 1988).

Cependant, si l'acide arachidonique est en exces, les lipooxygénases fonctionnent a
leur maximum (Moreau,1993) et I'activation des voies métaboliques de l'oxydation du
20:4 (n-6) aboutit a la formation de puissants pro-agrégants tels que : les prostaglandines
de classes G2 et H2, les thromboxanes A2 et les hydroperoxydes ( Ricour et al.,1996).

Ainsi, la large variété de produits d'oxydation comme les esters oxydés,
provoquent justement un blocage des enzymes de synthése des eicosanoides qui
perturbent l'utilisation du 20:4 (n-6) qui est le mécanisme de compensation utilisé par les
cellules pour maintenir le taux de cet acide gras constant au niveau des membranes de
cellules souffrant du stress oxydatif pour faciliter la réparation des membranes

(Sevanian, 1988).

L'ingestion d'acides gras cyclisés s'accompagne d'un accroissement de l'activité de
la B-oxydation peroxysomale et d'une retro-conversion apparente des acides gras
polyinsaturés (AGPI) a 22 atomes de carbones en acides gras polyinsaturés
a 20 atomes de carbones. Ces phénomenes se traduisent par des modifications des
propriétés membranaires des cellules et/ou une disponibilité accrue en acides gras
précurseurs des eicosanoides (20 : 5 (n-3) et 20 : 4 (n-6)) (Martin, 2002).

Pour Ledoux et al. (1999), 'augmentation de la teneur en 20:4 (n-6) n'est pas due a une
forte biosynthése par stimulation de la A-6-desaturase, car, l'activité de cette derniére est

inhibée par la présence d'acides gras "trans".
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adultes de différents lots expérimentaux.

Al G Lot A Lot B Lot C
14:0 - 00,75 + 0,05* | 01,45+ 0,13" | 00,75 +0,05"°
15:0 00,25 + 0,05* | 00,50 +0,05° | 00,45 + 0,05
16:0 22,75 + 0,65 22,30 +0,08%"| 21,00 +0,65"
16:1 (n-9) 00,15 +0,05" | 03,50 +0,30° [03,30+0,51*"
16:1 (n-7) 02,50+ 0,26 | 02,00+047 | 01,90+0,36
17:00640 00,40 + 0,08 | 00,40+0,05 | 00,50 + 0,08
18:0 A 18,65 +0,39° | 19,88 +0,54° | 20,00 +0,10°
18:1(m-9) 13,75+ 0,50° | 09,73 +0,62° | 09,50 +0,70°
18:1/(n=7) 03,30+ 0,34 | 04,86+0,15° | 04,70 +0,34°
18:1 (n-9) trans - 01,20 +0,30° | 02,00 +0,30°
18 :2 (n-6) : 08,20 + 0,57° | 04,60 +0,72° | 04,80 +0,51°
20:0 L 00,75 + 0,03 ! -
2051 (n-9) 00,80 +0,01* | 00,40 +0,04° | 00,61 +£0,10°
20:1(n-7) 01,50 +0,39* 01,30 £0,20*" | 00,50 + 0,05 **
20 :4 (n-6) 10,15 +0,15° | 15,20+ 0,30° | 19,90 +0,30°
20:5 (n-3) - 03,60+ 0,13 | 02,90+0,16 | 02,70+0,10
20000 00,65+ 0,15 | 00,52+0,10 | 00,80+0,16
22::1(h9) 00,75+ 0,04 | 01,30 +£0,10° | 01,45 +0,04"°
22 4 (n-6) 00,65 +0,03* | 01,02+0,01° | 01,00+ 0,01"°
22:5 (n-6) 00,25 + 0,05 - -
22 :6 (n-3) 00,75+ 0,05 | 00,85+0,05 | 00,70 + 0,08
24 :0 00,50 + 0,05% 00,50 +0,05*"| 00,80 + 0,08 °
24 :1 (n-9) 07,45+0,13% | 04,10£0,17° | 03,20+ 0,34°¢
24 :1 (n-7) 00,75+ 0,05 | 00,75+0,03 | 00,75+ 0,06
24 :4 (n-6) 00,75+0,03 | 00,70 +0,05 | 00,70 + 0,03
Y. AGS 4470+ 1,03 | 45,55+0,45 | 44,30+1,28
Y. AGMI 30,95+ 0,67 | 29,18 +1,49 | 27,90+ 1,86
Y (m-3) - 04,35+0,01% | 03,75+0,01° | 03,40+ 0,015°
Y. (n-6) 20,00 £ 0,10% | 21,52 +0,30° | 24,40+ 0,60 ¢
Y. AGPI 2435+285 | 2527+0,69 | 27,80+0,34
6 /o3 4,6 + 0,05 5.73+0,15 7,17+ 0,30
DBI 0,54 0,56 0,62

Les valeurs (moyennes = SD ; n = 3) ne portant pas le méme exposant sont significativement différents a (P< 0.05).
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Tableau 29 : Composition en acides gras (% AG totaux) des homogénats du foie de rats
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I a aussi été relevé que les hydroperoxydes issus de l'acide arachidonique jouent
un réle modulateur des enzymes participant a la biosynthése des prostaglandines et celles
des plaquettes (Capelle, 1989).

Par ailleurs. on a remarqué que les rapports acide palmitoléique / acide palmitique
obtenus sont élevés au niveau de tous les homogénats tissulaires des organes étudiés chez
les rats traités (lots B et C) a I'exception de ceux des reins et du ceeur. Ruiz-Gutierrez et
Muriana (1992) imputent cette augmentation a l'évolution de l'activité de la A-9-

désaturase au niveau des microsomes du foie.

La DBI ou l'indice des doubles liaisons, évalué par le rapport de la somme des
AGPI sur celle des acides gras saturés ne montrent aucune différence significative
(P <0,05) entre les différents homogénats tissulaires des rats issus de différents lots (A ,B
et C). Ces résultats corroborent ceux trouvés par Ruiz-Gutierrez et Muriana (1992),
lors d'une étude menée sur des rats ayant ingéré de I'huile de tournesol oxydée pendant
une période de 10 mois avec un taux d'incorporation del2 % dans le régime alimentaire.
Ils concluent que ce type de rapport ne peut étre utilis€ pour déterminer le degré de

fluidité de la membrane.

Notons enfin que la teneur en acide linoléique 18:2 (n-6) diminue de maniére
significative (P< 0,05) au niveau de tous les homogénats tissulaires: foie, cerveau, reins

mais pas sur celui du ceeur.

Haag (2003), rapporte dans son étude que la composition en acides gras des
phospholipides des cellules neuronales détermine sa structure tridimensionnelle, la

fluidité et la fonction des membranes.

Le ratio des acides gras polyinsaturés o-3 et o -6 influence les divers aspects de la

neurotransmission sérotoninergique et catécholaminérgique.

Haag (2003), ajoute que la phospholipase A2 hydrolyse les acides gras des
phospholipides de la membrane. Les acides gras polyinsaturés -6 libérés sont
métabolisés en prostaglandines, avec un potentiel inflammatoire accru, comparativement

a ceux générés par la famille oméga-3.
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Tableau 30 : Composition en acides gras (% AG totaux) des homogénats du cerveau de

rats adultes des différents lots expérimentaux.

Totslexpal it e 0 il ] oo R ] SRR i U

Acides Gras . % o TotA il CLotB gl nLet Gl
14:0 00,17 + 0,01 ® - 00,80 + 0,10°
15:0 00,50+ 0,10 | 00,51+0,10 | 00,30+ 0,09
16:0 21,25+0,87 | 22,10+095 | 22,50 +0,34
16:1 (n-9) 00,25+ 0,05 | 00,80+ 0,05° | 00,55+ 0,13°
16:1 (n-7) 01,65+0,05* | 02,00+0,10° | 01,80 + 0,08 *°
17:0 | 00,80+0,17* | 01.45+0,30° |01,10+£0,20™"
18:0 25,00+ 0,17 | 24,80 +0,20°° | 23,50+ 0,30°
18:1 (n-9) 16,30 £0,36" | 12,25+0,52" | 12,00 £0,10"°
18:1 (n-7) i 03,00 +0,62° | 03,50+ 0,17°° | 04,20 +0,10°
18:1 (n-9) trans - 02,00 + 0,10 | 02,20 +0,26
18 :2 (n-6) 01,02 +0,07° | 00,65+0,13° | 00,60 +0,05°°
20 :0 00,35+ 0,07* | 00,60+0,10° | 00,58 + 0,02 **
20 :1 (n-9) 1 00,30+0,05* | 00,55+ 0,05° | 00,60+ 0,20°¢
20 :1 (n-7) 00,50 + 0,06 | 00,55+ 0,05 | 00,50 +0,07
20 :4 (n-6) 1] 05,60+0,70 | 06,25+0,32 | 06,50+ 0,10
20 :5 (n-3) 00,66 +0,06* | 00,10+0,08° | 00,20 +0,10°¢
2250 1 00,35+0,02% | 00,40 +0,05*° | 00,70 +0,06°
22 :1 (n-9) 00,60 +0,05% | 00,50+0,01 | 00,25+0,10°
22 :4 (n-6) 04,85+0,18 | 0520+0,55 | 05,20+0,62
22 :5 (n-6) 00,50 £ 0,05 - a
22 :6 (n-3) 11,50+ 021 | 11,70+026 | 11,30+0,18
24 :0 00,90 + 0,06 | 00,95+0,04 | 00,90 +0,05
24 :1 (n-9) 03,10+0,17 | 02,90+045 | 03,20+0,36
24 :1 (n-7) 00,40 £ 0,05 | 00,20 +0,08° | 00,58 +0,02°¢
24 :4 (n-6) 00,40 + 0,05 - -
Y. AGS 49,37+0,90 | 50,85+0,87 | 5035+0,41
> AGMI 26,10 +0,46 | 2525+1,14 | 2585+0,97
Y. (n-3) 12,16 £0,15* | 10,85+0,30° | 11,50 +0,13°
Y. (n-6) 12,37+0,30 | 13,05+0,80 | 12,30+0,10
> AGPI 2453+0,52 | 23,90+0,57 | 23,80+ 0,85
6 /03 1,01 0,22 12+055 1,06 = 0,11
DBI 0,49 0,94 0,92

Les valeurs (moyennes = SD ; n = 3) ne portant pas le méme exposant sont significativement différents 4 (P< 0.05).
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Tableau 31 : Composition en acides gras (% AG totaux) des homogénats du cceur de

rats adultes de différents lots expérimentaux.

14:07 0 g 1 01,50+0,06* | 01,70 +0,08° | 01,25+0,05°
15:0 "l e s 00,50 +0,03° | 00,75+0,06° | 00,70 +0,10°®
16:0 /i it 22,00+ 0,45% | 21,50 +0,50*° | 20,00+ 1,13°
16:1 (n-9) 02,50 +0,17° | 02,00+ 0,10° | 02,20 +0,10*®
16:1 (n-7) 0" 00,50 + 0,07* | 00,40 +0,05*" | 00,20 + 0,13 *®
17:0%6 0 it 00,90 +0,03® | 00,35+0,03° | 00,45 +0,05°¢
18:0 2l 0 e 17,90+ 0,40 | 18,40+0,36° | 18,60+ 0,43
18:1(m-9) 15,55+ 0,53% | 12,00 £0,40° | 09,35+ 0,30°
18:1 (n-7) 08,50 +0,32% | 10,70+ 0,18 | 14,63 +0,15°¢
18:1 (n-9) trans . 02,60 + 0,06° | 02,20 +0,22°
18:2(m6) ] 0550+0,34" | 04,10+0,18° | 03,20 +0,10°
2030 it h 01,60 + 0,31 - .
20:1(n9) 01,40 £ 0,07 | 00,40 +0,02° | 01,00+ 0,10°
20:1(n-7) - 00,55 +0,02° | 00,40 +0,04° | 00,20+ 0,10°
20:4(n-6) 08,50 +0,13% | 15,30 +0,14° | 16,00 +0,20°
20 :5 (n-3) 02,50+ 0,06 | 01,50 +0,20° | 01,70 + 0,13 °*
22080 00,60 + 0,05 | 00,40 +0,05" | 00,80 +0,05°¢
22 :1 (n-9) 00,70+ 0,05 | 01,33 +0,35° | 01,50+ 0,11
22 :4 (n-6) 02,50+ 0,05 | 02,20+0,50 | 02,20 +0,60
22 :5 (n-6) 01,50 + 0,04 : .
22 :6 (n-3) 01,80 +0,06 | 01,90+0,07° | 01,70 +0,04°¢
24 :0 00,60+ 0,10 | 00,50+ 0,08 | 00,70 0,10
24 :1 (n-9) 01,20+ 0,08 | 01,00 +0,10*" | 00,30 +0,17**
24 :1 (n-7) 01,00+025 | 00.80+0,16 | 00,90 +0,08
24 :4 (n-6) 00,20 +0,05® | 00,10 +0,01° | 00,30 + 0,04 *°
> AGS 45,60 +0,53 | 43,60+224 | 42,50 +2,86
Y, AGMI 31,90+ 0,85% | 31,30+0,65 | 32,40 +0,54
Y. (n-3) 04,30 £0,16° | 03,40 +0,32° | 03,40 + 0,08 "¢
Y. (n-6) 18,20+ 0,36* | 21,70 +0,15° | 21,70 £ 0,13 "¢
Y. AGPI 22,50 +227 | 25,10+£0,27 | 25,10+0,22
6 /03 423 +0,26 6,38 + 0,23 6,38 = 0.10
DBI 0,49 0,57 0,59

Les valeurs (moyennes = 3D ; n = 3) ne portant pas le méme exposant sont significativement différents a (P< 0.05).
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Tableau 32 : Composition en acides gras (% AG totaux) des homogénats des reins de

rats adultes des différents lots expérimentaux.

‘ Lots exp. w7 ey
Acides Gras ; LotA LotB Lot C

14:0 02,50 + 0,02* | 03,80+0,51° | 02,30 +0.17"
150055 00,80 +0,02* | 01,10+0,34 | 00,91 +0,01°
16:05% 8 23,50 +0,02° | 22,75 +0,27° | 22,50 £0,05"
16:1.(n-9) 04,40 £ 0,06 | 04,35+0,15 | 05,10+0,52
16:1 (n-7) 01,97 +0,01* | 01,10+ 0,34° | 00,90 +0,04"°
17:0 8 00,50+ 0,02 | 00,50+0,05 | 00,55+ 0,05
18:08 50 15,90 £0,05% | 17,15+1,00 | 17,50+0,20°¢
18:1 (n-9) 11,80 + 0,05° | 09,25+ 0,18° | 07,50 £0,20°
18:1:(n-7) 02,50 + 0,04 | 03,90+0,45° | 04,20+0,17"¢
18:1 (n-9) trans - - 04,90 + 0,45° | 04,00 +0,10°
18 :2 (n-6) 07,50 +0,50° | 04,40+0,15° | 05,50 +0,34°
20 80500 01,70 + 0,05 - N
20:1(n-9) 01,60 +0,34% | 01,30+0,10*"| 01,10+0,18°
20:1(n-7) - 00,50+ 0,03 | 00,30+£0,05 | 00,20+0,10
20:4 (n-6) 14,80+0,78 | 14,90+0,90 | 14,99+ 0,90
20 :5(n-3) 03,40 +£ 0,06 | 02,70 +0,17° | 02,90 + 0,25"¢
22405 1 00,70 + 0,04* | 00,55+0,13° | 00,90+ 0,13°
22 :1 (n-9) 00,60 +0,04* | 01,90 +0,52° | 02,50 +0,26°
22 :4 (n-6) 01,75+0,03% | 02,55+0,05° | 02,50+ 0,05
22 :5 (n-6) 00,45 + 0,01 - -

22 :6 (n-3) 01,58+0,04 | 01,60+0,05 | 01,50+0,17 |
24:0 00,75+ 0,02% | 00,70 £ 0,10%° | 00,90 + 0,05°
24 :1 (n-9) 00,50 £ 0,01* | 00,10 +0,04° :

24 :1 (n-7) 00,30+ 0,01* | 00,40 +0,07° | 01,15+0,22°¢
24 :4 (n-6) . 00,30+ 0,05 | 00,40 +0,13
> AGS 46,35+0,06 | 46,55+0,78 | 45,56 +0,44
Y AGMI 24,17 +0,33% | 27,00+ 0,41° | 26,65+ 0,74"¢
Y. (n-3) 04,98 +0,15% | 04,30+0,32° | 04,40 +0,08°¢
Y (n-6) 2450 +0,40° | 22,15+0,84° | 23,39 +0,66*"
3 AGPI 29,48 +030% | 26,45+ 1,16" |27.79+0,61°¢

®6 /&3 4,91 0,27 5,15+ 0,58 531+ 0,37
DBI 0,63 0,56 0,61

Les valeurs (moyennes = SD ; n = 3) ne portant pas le méme exposant sont significativement différents a (P< 0.03).
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— Apparition des acides gras "frans"

Les acides gras trans apparaissent généralement au cours de I'hydrogénation des
huiles végétales et aussi par hydrogénation bactérienne dans le rumen des ruminants
(Stender et Dyerberg, 2004).

Dans notre étude, l'analyse chromatographique révéle la présence d'un acide gras
particulier au niveau de tous les homogénats tissulaires et microsomales des rats ayant
ingérés de I'huile de tournesol thermooxydée, avec ou sans ajout de la vitamine E.

Alors qu'il est absent chez les rats ayant consommé de 1'huile de tournesol fraiche.

Le méme phénomene a été constaté par Ledoux et al (1999), qui ont montré que les acides
gras trans sont incorporés dans pratiquement tous les tissus, y compris le cerveau.

Par ailleurs, l'acide oléique (18:1 (n-9)) en s'incorporant dans les membranes déplace
essentiellement les acides gras saturés (Klein, 2002), c’est ainsi que certains auteurs estiment
que les acides gras "frans" ne modifient pas les propriétés des phospholipides membranaires
si le sujet n'est pas carencé en acides gras essentiels (Wolf et al., 1984).

Pour d'autres auteurs, les acides gras "trans" des phospholipides induisent des troubles de la
fluidité membranaire qui provoque des désordres enzymatiques et réactionnels dans la
cellule. Cette derniére observation découlerait de la température de fusion élevée des acides
gras "trans" (Ledoux et al., 1999 ; Ammouche et al., 2002).

Ainsi, les acides gras "frans" causent la suppression partielle de l'activité des enzymes qui
permettent I'élongation et la désaturation des acides gras essentiels menant a la formation des
prostaglandines et des thromboxanes perturbant ainsi leur fonctions au niveau de
'endothélium vasculaire et des plaquettes sanguines. La suppression survient méme si

l'apport en acides gras est adéquat en acide linoléique (Sugarno et Ikeda, 1996).

En raison de leurs propriétés physiques, la présence des acides gras tramns dans les
phospholipides altérent le micro — environnement des enzymes membranaires (Carlson et

al., 1997).

Les perturbations provoquées par les formes frans se traduisent par la présence des
inhibitions enzymatiques comme l'acide élaidique qui inhibe la A-6-désaturase (Ledoux et
al.,1999) et affecte la A-4-désaturase ainsi que les étapes de I'élongation, ce qui affecte la
biosynthése d'acides gras polyinsaturés (Karlskind, 1992).

L’étude menée par youyou(1986) sur des fractions myéliniques du cerveau de rats soumis au
régime a base de tournesol (riche en acides gras (n-6) ) et au régimes a base d’huile
de « soja » (riche en acides gras (n-3) ) montre que le régime a base de tournesol carencé en
acide linolénique entraine une chute significative (p<0.01) de I’acide cervonique(22 :6(n-3) ).

chute qui est compensée par une augmentation trés significative du 22 :5 (n-6).
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Toujours dans la méme étude, en régime tournesol, la somme des acides gras (n-6) reste

constante avec l'age, tandis qu’elle augmente de 25.3 & 18.5% des acides gras en régime
soja.

Ce mécanisme de compensation entre acides gras de la série (n-6) et (n-3) fait que la somme
des acides gras (n-3)+(n-6) reste constante d’un régime a un autre quelque soit 1’ age.

L’hypothése d’une compétition métabolique pour la -4- désaturase serait plus active en
présence d’acides gras (n-3). Elle se.traduirait alors par une élévation du 22 :6 (n-3) et une
baisse du 22 :5 (n-6) avec accumulation du 22 :4 (n-6).

La raison probable est qu’en régime «tournesol », une réduction du 22 :6 (n-3) est équilibrée
par une augmentation du 22 :5 (n-6) et vice versa en régime »soja ».

IT1.4 — Examens anatomo-pathologiques de coupes histologiques du foie de rats

Les préparations histologiques des foies de rats ayant ingéré de I'huile de tournesol
fraiche montrent un parenchyme hépatique d’architecture générale conservé. Ce parenchyme
est constitué¢ de travées cellulaires anastomosées a dispositions radiaires et séparées par des
capillaires sinusoides.

Les cellules hépatiques ou hépatocytes ont un noyau arrondi régulier parfois nucléolé
et un cytoplasme abondant d’aspect granuleux (micrographie (a) : Grossissement x 40 et x
100).

Pour les cellules hépatiques de foies de rats ayant ingéré de l'huile de tc mnesol
thermooxydée (lot B) et celles issues de rats ayant consommé l'huile thermooxydé. avec

ajout de la vitamine E (lot C), leur examen des micrographies (b) et (c) (Grossissement x 40
et x 100) montre:

- Des signes de dysplasies: présence de petits noyaux
( polymorphismes nucléaires);

, basophiles

- Désorganisation architecturale, thrombus biliaires intra — hépatocytaires;
- Présence d'adénomes bien différenciés;
- Travées anarchiques ;
- Cellules binucléees ( regénération).
Ce constat a déja été signalé par Lopez-Vaela et al. (1995), en incorporant

15 %, de l'huile de tournesol oxydée par des fritures répétées a des rats pendant 27
jours. Ils imputent la présence de cellules binucléées du foie a un procéssus de régénération
concurrentielle.
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Micrographie a Gr 10 x 40 Micrographie a Grl0x]00

Micrographie ¢ Gri0 x 40 Micrographie ¢ Gr 10x 100
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CONCLUSION GENERALE

Il est maintenant bien établi que le chauffage de l'huile peut entrainer une
dégradation des acides gras essentiels et en méme temps la formation d'acides gras
atypiques a potentialités toxiques. Cette formation est d'autant plus importante que ces
conditions de chauffages sont plus sévéres. Les acides gras atypiques se forment surtout a
partir des AGPI en particulier de l'acide linolénique ( C18: 3 , ®3 ) et de l'acide
linoléique( C18:2 , w6).

Nous avons voulu, dans un premier temps savoir qu'elle serait I'impact de I'ingestion de
cette huile sur certains parameétres.

Nous avons présenté toutes les modifications physico-chimiques de notre huile de
tournesol avant et aprés chauffage. Les résultats montrent que:

- L'huile thermooxydée est fortement oxydée avec une baisse de la teneur en
acides gras essentiels principalement le 18:2 (n-6) et le 18:3 (n-3) qui sont
des précurseurs de métabolites supérieurs. Ce méme résultat a ét€¢ obtenu
par Liu et Hung (1995), ot ils retrouvent dans une huile oxydée une baisse
significative en acides gras polyinsaturés ainsi qué la disparition de
I'a-tocophérol ;

- Un indice de peroxyde de l'ordre de 337,6 meq d'O, / kg , avec plus de

30 % de composés polaires ;

- Un retard de croissance constaté chez les rats ayant ingéré de I'huile oxydée
(lot B) et aussi chez les rats issus du lot C (huile oxydée avec ajout de la
vitamine E) avec respectivement 23,04 % et 14,57 % ; des taux similaires
avec ceux retrouvés par Rouaki (2000), dans les mémes conditions que les
notres. Elle retrouve chez des rats ayant ingéré 5 % d'huile de tournesol
thermooxydée et des rats ayant ingéré 5 % d'huile oxydée mais carencée en
vitamine E des retards de croissance de Il'ordre de 20 et 23 %

consécutivement.
De méme, un retard de croissance a été enregistré avec respectivement

23,4 et 10,53 % chez des rats ayant ingéré de I'huile de tournesol oxydée incorporé dans
le régime avec un taux de 10 % et des rats ayant ingéré de I'huile oxydée associée a de la

vitamine E,

Par ailleurs, nous avons aussi constaté une augmentation de l'indice hépato-
somatique (IHS), notamment chez les rats ayant ingéré¢ de l'huile oxydée. Le méme
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phénomeéne a ¢té constaté par Rouaki (2000) et Benakmoum (2002). L'augmentation de
I'HS témoigne d'une hypertrophie du foie.

Yoshida et Kajimoto cités par Skufca et al. (2003), ont relevé un déficit de la prise
alimentaire, une réduction de la digestibilité des graisses chez des rats ayant ingéré de
['huile de tournesol chauffée a 55°C pendant 5 semaines.

Les analyses biochimiques montrent une augmentation de la concentration en cholestérol
sérique chez les rats ayant ingéré de I’huile oxydée avec ou sans ajout de la vitamine E
qui est de 1,92 + 0,56 g/l chez les rats contrdles (lot A) contre 0,63 + 0,05 g/l
et 1,14 + 0,32 g/l chez les rats issus des lots B et C respectivement.

Une diminution de la concentration en triglycérides sériques est signalée chez les rats

issus des lots expérimentaux passant de 0,93 + 0,14 g/l chez les rats controles (lot A ) a
0,77+ 0,21 g/l et 1,42 £+ 0,27 g/l respectivement chez les rats des lots B et C.

Les phospholipides sériques augmentent de maniére non significatives chez les rats ayant
ingéré de I’huile de tournesol oxydée associée a de la vitamine E ( 1,70 + 0,29 g/l )
comparativement aux rats témoins (1,43 £ 0,43 g/l ).

I1 faut noter l'existence d'une relation directe entre la supplémentation en vitamine
E et l'enrichissement en celle-ci des LDL et I'augmentation de la protection anti-oxydante
(Leger, 2000).

I1 a été aussi démontré que I'dge pouvait avoir une influence sur le transport post-
prandial de la vitamine E. Cette influence provenait principalement de la modification
affectant le métabolisme des lipoprotéines (Leger, 2000).

Jialal cité par Mendy (1996), a montré au cours d'une étude qu'une dose minimum
de 400 UI d'a-tocophérol est susceptible de diminuer I'oxydation des LDL.

En effet, au cours d'essais cliniques, la supplémentation en vitamine E semble
avoir un effet immunostimulant de résistance a l'infection.

Par ailleurs, une teneur élevée en protéines (cas de notre €tude) de 16 % et un
apport équilibré en vitamines et sels minéraux ne semblent pas avoir d'effets nutritionnels
défavorables (Perkins, 1976).

Notre travail a porté sur les modifications de la composition en acides gras au
niveau des homogénats des différents organes, d'une part, et d’autres part, la teneur en
a-tocophérol sur ces mémes homogénats.

Il en ressort que les taux d'acides gras saturés n'ont pas été fortement modifiés

quelque soit le type de régime administré aux rats.
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Il est a signaler qu'au niveau de tous les profils en acides gras des différents homogénats
tissulaires étudiés (foie, cerveau, cceur et reins), il y apparition d'un type d'acides gras
particulier: acide gras frans retrouvé uniquement chez les rats ayant ingéré de I'huile de
tournesol thermooxydée ( lot B et lot C) ( Bitam et al. (2004) ).

La littérature récente associe la consommation des acides gras trans (AGT) a plusieurs
pathologies:

- Bakker et al. (1997) et Kohlmeier et al. (1997) cités par Stender et Dyerberg (2004),
trouvent une corrélation positive entre la présence des AGT dans les tissus adipeux et
l'incidence des cancers du sein, du colon mais pas de la prostate.

- Salmeron et al. (2000) cité par Stender et Dyerberg (2004), ont démontré qu'il existe
une corrélation positive entre la consommation des AGT et I'apparition du diabéte de type
2 lors d'une étude menée sur des infirmiéres sur une période de 14 ans.

- Selon Bray et al. (2002) et Alstrup et al. (1999) cités par Stender et Dyerberg (2004),
il est suggéré que la composition en acides gras du muscle et des acides gras d'origine
alimentaire modulent l'action de l'insuline. Dans ces études, les AGT apparaissent
augmenter la résistance a l'insuline. Cela pourrait étre due a l'effet des AGT sur les
canaux ioniques présents au niveau des membranes cellulaires.

- Dans une étude menée par Letter report on dietary reference intakes for trans fatty acids
en l'an 2002 citée par Stender et Dyerberg (2004) il a été suggéré que les AGT produits
industriellement favorisent l'apparition des risques cardio-vasculaires.

A 1'échelle tissulaire, les coupes histologiques réalisées montrent des cellules avec
de probables altérations : adénocarcinomes qui est un signe de toxicité due a l'ingestion
de I'huile thermooxydée .

- Lors d'une autre étude réalisé par Skufca et al. (2003) portant sur des rats ayant
consommé un régime semi-synthétique avec un taux d'incorporation de 100 % d'huile de
tournesol chauffée a 55° C sur une période de 5 semaines, I'examen histologique de la
glande thyroidienne, montre une taille des cellules épithéliales thyroidiennes plus grandes
comparativement a celles des rats ayant ingéré de I'huile de tournesol fraiche, des angles
de lumieres dits lumen plus petits que ceux observés chez les rats ayant consommé de
['huile fraiche.

Cependant, d'autres études similaires doivent étre conduites afin de savoir effectivement
si on aboutit 4 la formation d'adénomes lors d'une consommation exagérée de I'huile
fortement oxydée a long terme.
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- Carlos et al. (1989), montrent que les produits de la peroxydation lipidique
interagissent avec la chromatine a l'intérieur du noyau cellulaire et constitue un potentiel

menagant l'intégrité génétique
PERSPECTIVES :

- S’orienter vers des recherches a court, moyen ou long terme sur les
différents types de composés, obtenus par purification poussée de fractions
provenant des graisses chauffées et administrées a différentes doses. Ces
investigations permettraient d’étayer plus solidement qu’aujourd’hui les
jugements toxicologiques

- Il serait plus judicieux d'utiliser des différentes concentrations

d'a-tocophérol afin de déterminer la dose la plus appropriée qui préserve
l'organisme des éventuels effets toxiques sans provoquer un effet pro-
oxydant. Car, selon Berset (1996), les tocophérols peuvent présenter aux

fortes concentrations un caractére pro-oxydant.

- De démontrer, parmi les enzymes de protection, si l'activité de la
Cytochrome Pys¢ a-t-elle été modifiée?

- De suivre le comportement des enzymes de protection contre les oxydations

lors du processus de vieillissement.
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Rat WISTAR rattus norvegicus
Rat non consanguin
Dénomination: ICO : WI (iops)
Caractéristique:
- Rat Albinos
- Petite taille

Systéme d’élevage: (en couple) avec paramétres physique contractes

Performances zootechniques :

Nombre de petits nés par portée =12,28
Nombre de petits sevrés par portée = 11,59
Poids moyen au sevrage Q =43 g+4

3 =43 g+ 4

physiologie :

Age moyen & la puberté 3 =27j+1

Q =34j%2
Poids moyen a la pubert¢ & =63,3+6,8

Q =101 g+ 12,7

domaines d’utilisation :
- Souche polyvalente
- Compte tenu qu’il s’agit de la plus ancienne souche utilisée au laboratoire toutes les
disciplines de la recherche médical 1’ont incluse dans leur protocole.
- Rat intéressant dans les études de tres long terme.

ANNEXE 1 : caractéristiques du rat de la souche WISTAR




FICHE TECHNIQUE U.A.R n°205b

Mise & jour : mai 1997

MELANGE MINERAL COMPLET

Présentation : poudre

Garanties au kg de mélange :

Calcium 100 g/kg
Potassium 60 g/kg
Sodium 40  glkg
Magnésium 10 g/kg
Fer 3 gkg
Phosphore 77,5 g/kg
Manganése 0,8 gkg
Cuivre 0,125 g/kg
Cobalt 0,0009 g/kg
Zinc 0,45 g/kg
lode 0,0049 g/kg
gs : amidon

Incorporation conseillée : 7% des formules Rats/Souris, Cobayes, Lapins

Apport en minéraux/kg de régime :

Calcium 7000 mg/kg de régime
Potassium 4200 mg/kg
Sodium 2800 mg/kg
Magnésium 700 mg/kg
Fer 210 mg/kg
Phosphore 5420 mg/kg
Manganese 60 mg/kg
Culvre 87,5 mg/kg
Cobalt 0,63 mg/kg
Zinc 315 mg/kg
lode 3,43 mg/kg

ANNEXE 2: Mélange minéral fournis par ’'UAR.




FICHE TECHNIQUE U.A.R n°200

Mise a jour : mai 1997
MELANGE VITAMINES SPECIAL REGIME

Présentation : poudre

Garanties au kg de mélange : )
Vitamine A 2 000 000 Ul/kg

Vitamine D3 250 000 Ul/kg
Vitamine B1 2000 mg/kg
Vitamine B2 1 500 mg/kg
Vitamine B3 7 000 mg/kg
Vitamine B6 1 000 mg/kg
Vitamine B7 15 000 mg/kg
Vitamine B12 5 mg/kg
Vitamine C 80 000 mg/kg
Vitamine E (acetate de dl-a tocophérol) 17 000 mg/kg
Vitamine K3 4 000 mg/kg
Vitamine PP 10 000 mg/kg
Choline (chlorure de choline) 136 000 mg/kg
Acide folique 500 mg/kg
Acide APAB 5000 mg/kg
Biotique (d.biotine) 30 mg/kg

gs : cellulose

Incorporation conseillée : 1% de la formule Rat/Souris
1,5% de la formule Cobayes
0,75% de la formule Lapins

ANNEXE 3 : Mélange vitaminique selon 'UAR .




Annexe L Dispositf expérimental de loxydation de Fhuile.



