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Introduction Générale

En 1997, l'obésité a été officiellement déclarée comme étant une maladie chronique par
I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS). Aujourd'hui elle représente un réel probléeme de
santé publique mondiale encore plus important que la malnutrition et les maladies infectieuses.
De ce fait, ’obésité est devenue la premicre maladie «inflammatoire» non infectieuse de
I’histoire de ’humanité qui frappe aussi bien les pays industrialises que les pays en voie de
développement. Elle est définie par une accumulation anormale ou excessive de graisse

corporelle et se caractérise par un indice de masse corporelle (IMC) supérieur a 30 (OMS, 2005).

Actuellement, cette épidémie est considérée comme [I’¢lément clef du syndrome
métabolique et un facteur de risque intervenant dans le développement de nombreuses maladies

chroniques tels que les maladies cardiovasculaires, le diabete et certains cancers.

Selon les derniéres estimations de I'OMS, 1,6 milliards d'adultes de plus de 15 ans
seraient en surpoids, et 400 millions seraient obeses (OMS, 2005). 11 est prévu qu’en 2015, ces
nombres passeront respectivement a 2,3 milliards et 700 millions (Touati, 2010), d’ici I’horizon
2020, trois quart des déces survenant dans les pays en développement seront dus aux maladies
chroniques (INSP, 2010). En Algérie la prévalence de 1’obésité est de 5,2% chez les hommes et
de 13,4% chez les femmes (Ndiaye, 2007).

Le développement de 1’obésité est un processus complexe impliquant a la fois des
facteurs génétiques et environnementaux. Elle résulte principalement du déséquilibre entre les
apports et les dépenses énergétiques. Une consommation excessive de lipide (alimentation
hyperlipidique) est le facteur nutritionnel le plus puissant pour générer des désordres
métaboliques (Cani, 2010). Il a été clairement démontré qu'un régime riche en lipides exacerbe
le tissu adipeux, siege de la genese des perturbations biologiques tels que, I’inflammation,

I’insulinorésistance étroitement associée a un déséquilibre oxydatif (Cani et al., 2008).

La prévention et la prise en charge de 1’obésité sont devenues une priorité et un enjeu
sanitaire et socio-économique primordial préoccupant les autorités de santé qui cherchent a
encourager toutes les mesures ayant comme objectif de réduire sa prévalence inquiétante. Par
ailleurs la communauté scientifique s’est attelée a I’identification des outils et des stratégies

préventifs et/ou thérapeutiques de 1’obésité et les conséquences qui en découlent.
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Les molécules bioactives, pourraient constituer une stratégie nutritionnelle rationnelle et
orientée dans la prévention de cette épidémie et ses désordres métaboliques. Parmi ces
molécules, les polyphénols du thé (Camellia sinensis), principalement 1’épigallocatéchine
gallate, occupent une place d’excellence et un choix a prendre en considération dans cette
approche. En effet le thé vert et ces composés phénoliques sont largement décrits pour leur role
antioxydant, leur effet potentialisateur de I’insuline, leur effet modulateur du microbiote
intestinal et pour leur activité anti-inflammatoire (Wiseman et al., 2000 ; Hartley et al., 2013).
IIs devraient, de ce fait, avoir un intérét potentiel dans la prévention nutritionnelle de 1’obésité et
les pathologies métaboliques qu’elle engendre. Cependant, malgré 1’évidence de leur intérét
potentiel dans la prévention de 1’obésité et des troubles qui lui sont associés, peu de travaux a ce
jour se sont intéressés a Vérifier ’effet du thé vert brut en poudre et a estimer I’impact
synergique in vivo de ses composés sur les désordres métaboliques impliqués au cours de cette
pathologie. Dans ce contexte 1’objectif de cette présente étude est d’induire chez le rat Wistar,
par le biais d’un régime riche en graisse d’origine ovine, 1’obésité¢ ainsi que les troubles
métaboliques qui lui sont associés afin d’évaluer I’effet préventif du thé vert (incorporé au

régime alimentaire des rats), vis-a-vis de 1I’émergence de cette obésité et ses complications.
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Chapitre 1 : Synthése bibliographique

1. L’obésité : un probléme majeur de santeé publique

L’obésité est devenue aujourd’hui un grand fléau qui frappe aussi bien les pays
développés que les pays en voie de développement. Elle est 1’¢lément déterminant dans
I’apparition du syndrome métabolique et elle est largement considérée comme un facteur de
risque intervenant dans le développement de nombreuses maladies chroniques, dont les
maladies cardiovasculaires (MCV), le diabéte de type II, I’hypertension et certains cancers
(OMS, 2003). Cette véritable épidémie est en perpétuelle augmentation dans tous les pays du
globe (Gouranton et Landrier, 2007). L’organisation mondiale de la santé (OMS) prédit qu’il
y aura 2,3 milliards d’adultes en surpoids dont 700 millions d’obéses en 2015. Les chiffres
étaient de 1,6 milliards d’adultes en surpoids dont 400 millions d’obéses en 2006 (Touati,
2010). A I’Union européenne, les derniéres estimations de L’IASO (International Association
for the Study of Obesity) montrent que la prévalence du surpoids et de 1’obésité est de 61,7%
chez les hommes et de 47,1% chez les femmes (IASO, 2007). Aux Etats-Unis, la prévalence
de I’obésité reste cependant nettement supérieure (32,2 % en 2003-2004), environ 60% de la
population présentant un surpoids. D’apres les données de I’OMS, il apparait que 1’obésité et
le surpoids sont un probléme de santé publique majeur qui menace non seulement les
sociétés développées mais aussi les sociétés émergentes comme les pays du Maghreb. Au
Maroc, la prévalence de 1’obésité atteint 3,7% chez les hommes et 20,5% chez les femmes. En
Tunisie, elle est respectivement de 7,7% et 30,2% et en 1’Algérie la prévalence de 1I’obésité

chez I’adulte est de 5,2% chez les hommes et 13,4% chez les femmes (Ndiaye, 2007).

1.1. Obésité, définitions et facteurs de causalité

L obésité est définie comme une accumulation anormale ou excessive de graisse
corporelle pouvant engendrer des effets indésirables sur la santé. Elle est caractérisée par un
trouble pondéral qui s’exprime par un Indice de Masse Corporelle (IMC) ou body mass index
(BMI) qui est égal au poids (en kilogramme) divisé par la taille (en métre au carre). L’IMC est la
mesure la plus utile du surpoids et de 1’obésité, elle s’applique aux deux sexes et a toutes les
tranches d’age adulte. Elle doit toutefois étre considérée comme une indication approximative
car elle ne correspond pas nécessairement a la méme masse graisseuse selon les individus (OMS,

2009). Si I’indice est compris entre 25 et 29,9, on parle de surpoids. Lorsqu’il est supérieur ou




Chapitre 1 : Synthese bibliographique.

égal & 30, I’individu est considéré comme obése. Au-dela de 40 Kg/m?, le patient présente une
obésité morbide (Frelut, 2001)

IL existe un autre indicateur de surpoids et de 1’obésité défini par une accumulation de
masse adipeuse, repartie de fagon généralisée dans diverses zones de 1’organisme (Basdevant,
2008), ou localisée au niveau abdominal et thoracique chez I’homme ou I’on parle d’obésité
androide ou abdominale (sous forme d’une pomme) tandis que la masse de graisse se repartit
préférentiellement sur les hanches et les cuisses chez les femmes qui présentent alors une obésité
gynoide ou sous cutanée (en forme de poire) (Cicolella et al., 2012). L’obésité est une maladie
multifactorielle, faisant intervenir des facteurs génétiques jouant un role le plus souvent
permissif sur le développement de 1’obésité, en interaction avec les facteurs environnementaux.
Son développement témoigne d’une mise en échec du systéme de régulation de I’homéostasie
énergétique par ces facteurs environnementaux et génétiques : il se produit un excés d’apport
alimentaire par rapport aux dépenses énergétiques, d’ou un stockage excessif de I’énergie dans le

tissu adipeux (Basdevant et Guy-Grand, 2004).

1.2. Tissu adipeux, acteur majeur de I’obésité

Récemment il est largement admis que I’obésité est une pathologie du tissu adipeux
(Hotamisligil et al., 1993 ; Basdevant et Guy-Grand, 2004). Deux tissus adipeux sont
distingués chez les mammiféres, le tissu adipeux brun intervenant essentiellement dans la
thermogenése, et le tissu adipeux blanc exercant une double fonction qui le place au cceur de
I’homéostasie énergétique (Himms-Hagen,1997), en effet c’est le seul tissu capable de stocker et
mobiliser les réserves énergétiques de 1’organisme sous forme de triglycérides dans des cellules
hautement spécialisées, les adipocytes (Guerre-Millo,2008). Ce tissu exerce egalement une
fonction sécrétrice des signaux a action paracrine ou endocrine. Cette propriété permet désormais
de considérer le tissu adipeux comme la plus volumineuse glande endocrine de 1’organisme
susceptible de sécréter une multitude de substances, nommées adipokines ou adipocytokines
telles que I’interleukine 6 (IL-6), le tumor necrosis factor- a (TNF-a), le plasminogen activator
inhibitor-1 (PAI-1), la protéine C réactive (CRP), l'adiponectine, la visfatine, la résistine, la
leptine, et I’omentine qui non seulement ont une capacité d’intervenir pratiquement a tous les
échelons du métabolisme, essentiellement la régulation du métabolisme énergétique mais aussi
ont des propriétés pro/anti-inflammatoires et pourraient soit contribuer a la résistance a
I’insuline ou au contraire faciliter ’action de I’insuline (Figure n°1) (Kershaw et Flier, 2004 ;

Fischer-Posovszky et al 2007 ; Clément et Vignes, 2009) .
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Le tissu adipeux est un organe d’une remarquable plasticité (Penicaud et al ,2000 ;
Basdevant, 2008). Tout au long de la vie, il reste capable de s’étendre en fonction des besoins
énergétiques, de la situation hormonale et des conditions environnementales. En effet le
déséquilibre alimentaire, en faveur d’un apport énergétique supérieur aux deépenses de
I’organisme, débouche sur un excés de masse grasse. Cet exces peut résulter d’une augmentation
de la taille des adipocytes par accumulation de triglycérides dans les vacuoles lipidiques en
créant 1’hypertrophie (Spiegelman et Flier ; 2001). Au-dela d’une certaine taille, la cellule
adipeuse ne grossit plus et I’augmentation des capacités de stockage nécessite une augmentation
du nombre des cellules donnant le phénotype de I’hyperplasie (Pénicaud et al., 2000). Dés lors,
il semble que les adipocytes matures envoient des signaux aux cellules multipotentes, lesquelles
se différencient en adipocytes prét a stocker les lipides en excés (Valet, 2009). Ainsi,
I’adipogenése implique un processus de prolifération des cellules souches et leur différenciation.
Cette différenciation est sous I’influence des effets combinés de différents facteurs de
transcription CAAT-enhancer binding proteins (CEBP), sterol regulatory element binding
protein 1 (SREBP1), récepteur activé par les proliférateurs de peroxysomes g (PPARQ) en
interaction avec des signaux cellulaires et un ensemble de stimuli hormonaux incluant les
catécholamines, I’hormone de croissance et I’IGF1, I’insuline (Capeau et al., 2006). Une fois
différenciées, les cellules ne retournent pas au stade de précurseurs et restent disponibles pour
stocker les lipides. Le nombre de cellules peut rester élevé, méme apres perte de poids. L’exceés
du tissu adipeux est associ¢ a des anomalies métaboliques incluant 1’inflammation et

I’insulinorésistance.

1.3. Obésité, tissu adipeux et inflammation

Un nouveau concept est apparu récemment : 1’existence au cours de 1’obésité, d’un état
inflammatoire dit de « bas grade ». En effet, il a été établi que le tissu adipeux lors de 1’obésité
était capable de produire des cytokines inflammatoires (TNFa, IL-1, IL-6, IL-10 et IL-8), et des
cytokines chimio-attractante ou chimiokines (monocyte chemotatic protein-1 ou MCP-
1,(Gerhardt et al 2001), cet effet est suivi d’une infiltration macrophagique (Clément et al.,
2004 ; Cottam et al., 2004 ; Ravanan et al., 2008). Les facteurs influengant I’activation
macrophagique au sein du tissu adipeux sont probablement multiples. Les signaux paracrines,
autocrines et endocrines ainsi que les modifications mécaniques (hypertrophie et hyperplasie

adipocytaire) semblent jouer un role dans ce phénomene. Des cytokines comme la protéine-1
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chimioattractive pour les monocytes MCP-1, colony stimulating factor 3 (CSF-3) et d’autres
cytokines spécialisées pourraient intervenir dans le recrutement des monocytes et leur

transformation en macrophages au sein du tissu adipeux (Cancello et Clément, 2006).
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Figure n°1 : Mécanismes d’infiltration des macrophages (Cancello et Clément, 2006)

Tres récemment, on a démontre que la flore intestinale participe de maniere intense dans
le développement de I’inflammation au cours de I’obésité. La prolifération du tissu adipeux
contribuerait a un changement important de la flore intestinale par I’augmentation des especes
gram négatifs (Lecerf, 2011). Le lipopolysaccharide (LPS) provenant de la lyse cellulaire de ces
bactéries, est absorbé, transporté sur les chylomicrons et libéré par la lipoprotéine lipase au
niveau du tissu adipeux, ce dernier est capable d’activer le récepteur TLR4 sur les adipocytes
(Knauf et al, 2008), la voie NFkB, I’expression d’IL-6 et de TNF-a au niveau de ces cellules
(Weisberg et al., 2003).

Les macrophages ainsi actives et infiltrés entretiennent un cercle vicieux de sécrétion de
chimiokines et de cytokines aggravant le processus inflammatoire et sont impliqués dans
Iinitiation d’un certain nombre de voies de stress, incluant ’inhibiteur du facteur nucléaire
(NF)-kappa B , (IkB) kinase-B-NFkB (IKKB-NFkB) et la protéine-1 activatrice de la Jun N-
terminal kinase (JNK-AP1), ce qui active la sécrétion du TNF-a par ces cellules qui participent

ainsi a leur tour a la mise en place d’un état inflammatoire. Le TNF-o réduit la synthése et le
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stockage des triglycérides (TG) et accroit la lipolyse dans les adipocytes, entrainant une
augmentation de la libération des acides gras libres. L’état pro-inflammatoire est en corrélation
avec la diminution de la sensibilité a I’insuline et méne a I’insulinorésistance (Patacky et al.,
2009 ; Lecerf, 2011).

1.4. Obésité et insulinorésistance

L’insulinorésistance est un état qui se caractérise par une réponse biologique diminuée
des tissus périphériques a la sécrétion d’insuline. Elle caractérise le syndrome métabolique,
précede le plus souvent le diabete de type 2. Bien que I’effet de I’insuline sur les cellules cibles
soit multiple, le terme d’insulinorésistance se référe presque exclusivement a 1’effet de 1’insuline
sur le maintien de I’homéostasie du glucose. Il est maintenant admis que 1’insulinorésistance a
une composante génétique, mais qu’elle peut étre acquise par des facteurs environnementaux. Le
mécanisme fortement incriminé dans I’installation de I’insulinorésiatance au cours de 1’obésité
est I’augmentation de la concentration en acides gras libres (AGL) associée a I’expansion de la
masse grasse. Ces acides contribuent a I’inhibition de 1’utilisation du glucose, de la synthese de
glycogene, de la glycolyse, et favorisent la synthése hépatique de glucose (De Ferranti et
Mozaffarian, 2009). Ils perturbent la phase initiale d’activation intracellulaire consécutive a la
liaison de I’insuline a son récepteur, notamment en agissant sur des protéines telles que les
insulin receptor substrates (IRS-1) ou PI3-kinase. Par ailleurs, 1’¢1évation des métabolites des
acides gras tels le diacylglycérol favorise 1’activation de nombreuses kinases, comme la protéine-
kinase C, a D'origine des boucles de rétrocontrole négatif sur les voies de transduction de

I’insuline (Bougle et Annane, 2009) (Figure n°2).

1.5. Obésité et stress oxydant

Le stress oxydatif se définit comme un déséquilibre de la balance oxydants/antioxydants
en faveur des oxydants, entrainant des dommages cellulaires (Atamer et al., 2008). Il se
développe lorsque les radicaux libres (molécules oxydantes) sont produits plus rapidement qu'ils
ne peuvent étre neutralisés par les systemes de défense antioxydant. Ce désequilibre peut avoir
diverses origines, telles que la surproduction endogéne d’agents pro-oxydants d’origine
inflammatoire (Picchi et al., 2006), un déficit nutritionnel en antioxydants ou méme une

exposition environnementale a des facteurs prooxydants (tabac, alcool, médicaments, rayons
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gamma, rayons ultraviolets, pollution atmosphérique, métaux toxiques) (Valko et al., 2005;
Valko et al, 2006).

Au cours de ’obésité, I’accumulation de graisse au niveau du tissu adipeux conduit a
I’induction d’un stress oxydant systémique (Gouranton et Landrier, 2007). Il correspond & une
perturbation du statut oxydatif intracellulaire, induite soit par production excessive de radicaux
libres, soit par diminution de la capacité de défense antioxydante (Favier, 2003). Plusieurs
hypothéses mécanistiques ont été¢ évoquées pour tenter d’expliquer comment le stress oxydant
est susceptible de participer a la pathogenése de 1’obésité, mais cette dernic¢re elle-méme pourrait
étre responsable de I’induction d’un état de stress oxydant. Le stress oxydant est donc a la fois
induit par 1’obésité, mais il favorise aussi I’accumulation des graisses, ce qui crée un cercle
vicieux. Le stress oxydant peut ainsi stimuler la différenciation des pré-adipocytes en adipocytes.
Au cours de I’obésité, 1’accumulation excessive de lipides stimule le développement du tissu
adipeux en activant la prolifération des pré-adipocytes, leur différenciation en adipocytes et en
augmentant la taille des adipocytes (Spiegelman et Flier 2001). Or, il a été montré que le stress
oxydant induit par le peroxyde d’hydrogéne favorise la différenciation des pré-adipocytes en
adipocytes, en régulant positivement les activateurs transcriptionnels intervenant dans le
programme de différenciation adipocytaire (Lee et al., 2009). Par ailleurs, la PK C protéine
sensible au stress oxydant, joue aussi un réle clé dans la régulation de la différenciation
adipocytaire (Fleming et al 1998) et participe ainsi au développement des maladies
cardiovasculaires et de 1’obésité (Giorgi et al., 2010). En outre un stress oxydant entraine une
dérégulation des cytokines pro-inflammatoires telles que le TNF-o, et un état
d’insulinorésistance, qui peut participer a la pathogenése des maladies cardiovasculaires et du
diabéte associés a I’obésité (Anderson et al., 2009).

L’obésité joue un role capital dans I’apparition d’un syndrome métabolique (Matsuzawa
et al., 1999), en particulier via la dérégulation de la production d’adipokines. La production
d’ERO par le tissu adipeux peut se faire par activation de la NADPH oxydase, enzyme qui
catalyse la production de radical superoxyde a partir du dioxygeéne, et qui intervient dans la
signalisation redox impliquée dans 1’hypertension, 1’athérosclérose, 1’activation endothéliale,
I’angiogenese, le dysfonctionnement endothélial (Violi et al., 2009). Ceci pourrait perturber la
production d’adipokines telle que 1’adiponectine, mais aussi de ’inhibiteur de I’activateur du
plasminogéne (PAI-1), I’interleukine-6 (IL-6), le facteur chimiotactique des monocytes (MCP-
1), conduisant a une situation favorable au développement d’un syndrome métabolique, avec une

hyperglycémie, une dyslipidémie.
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Figure n°2 : Relation entre obésité, stress oxydant et syndrome métabolique
(D apres Furukawa et al, 2004 et De Marchi et al, 2013). ERO : especes réactives de | 'oxygene
; PAI-1 : inhibiteur de [’activateur du plasminogene ; IL-6 : interleukine-6 ; TNF-a : « tumor
necrosis factor-a » ; MCP-1 : facteur chimiotactique des monocytes ; PKCp : protéine kinase Cf

1.6. Obésité et stéatose hépatique

La stéatose hépatique correspond a 1’accumulation des triglycérides intra- hépatocytaire
résultant d'un déséquilibre entre les capacités de synthese des triglycérides et les capacités
d'oxydation des acides gras dans I'hépatocyte (Quilliot et al., 2011). D’aprés Bernsmeier (2011),
I’accumulation de graisses dans le foie sous la forme de triglycérides serait due a I’afflux élevé
d’acides gras libres, lié a I’apport alimentaire important (hypergras), a la libération accrue a
partir des tissus adipeux et a la synthése de novo renforcée au niveau des organes a partir du
métabolisme des glucides (Guénette, 2008 ; Quilliot et al., 2011). Chez le sujet obese, le flux
d’acides gras parvenant au foie est augmenté, en raison de I’augmentation de masse de tissu
adipeux mais également du fait d’une diminution de 1’effet antilipolytique de 1’insuline (Quilliot
et al., 2011). Walrand et al., (2010) rapportent qu’au niveau du foie, il y a une forte production
des triglycérides et de LDL (au détriment de HDL) induit par les AGL et I’oxydation des
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glucides non stockés et un défaut de sécrétion des lipoprotéines VLDL. Ceci évolue vers des
désordres métaboliques comme athérosclérose (risque de MCV), du foie gras (Cirrhose du foie

ou stéatose hépatique).
1.7. Approches thérapeutiques et stratégies préventives de I’obésité

L’obésité, telle que présentée précédemment, est une pathologie multifactorielle due a des
dysfonctionnements de médiateurs biologiques de la régulation du poids et a des influences
génétiques, socioculturelles et environnementales. Face a 1’évolution épidémique de cette
pathologie, 1’arsenal thérapeutique est pauvre, et le succés des molécules disponibles contre
I’obésité et ses complications (la sibutramine, 1’orlistat) sont plutdt limitées, en raison de leurs
effets secondaires (augmentation de la fréquence cardiaque et de la pression artérielle, troubles
gastro-intestinaux, carence vitaminique ...) limitant ainsi leur prescription. Face a cette
difficulté des stratégies nutritionnelles préventives peuvent étre largement envisagées, pour
combler I’arsenal thérapeutique existant. En effet les pré-biotiques (les fibres alimentaires) et les
polyphénols constituent les nouvelles approches en exploration, dans la prévention de 1’0bésité et
les conséquences métaboliques qu’elle engendre. Le thé vert de par sa richesse en polyphénols

est un nutriment d’intérét potentiel.
1.8. Thé vert

1.8.1. Historique, origine et production du thé

Le théier (Camellia sinensis) est originaire d’Asie, il fut, découvert par hasard par
I’empereur chinois Shen Nung (2737 ans avant Jésus-Christ). Lorsque certaines feuilles
tombaient dans 1’eau bouillante, elles produisaient un goQt et une odeur distincts. Il a été nommé
comme envoyé du ciel par cet empereur (Wheeler et Wheeler, 2004). Cependant, les premiers
documents attestant de [’utilisation du thé sous forme de potion médicinale, de boissons et

d’aliments, ne remontent qu’au VI® siécle de notre ére.

A T’heure actuelle et aprés 1’eau, le thé est la boisson la plus populaire dans le monde
(Zaveri , 2006). La consommation mondiale par habitant, du thé est de 40 L/année (Vinson et
al., 2004), environ 3 millions de tonnes de thé sont produites annuellement et augmentent a un
taux de 2.1% (Yang et Landu, 2000). En effet le thé est consommé en raison de sa saveur, ses
caractéristiques aromatiques et ses effets bénéfiques pour la santé. 1l existe trois catégories de
thé : le thé noir, le thé oolong, et le thé vert. Leurs compositions qualitatives et quantitatives

dépendent notamment du mode de fabrication, du type de culture, du type de cueillette et aussi
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de I’age des feuilles. Il occupe environ 2.7 millions d’hectares de terres cultivables du monde

(Mondal et al., 2004).

1.8.2. Description botanique

Le thé est une plante vivace, a feuilles persistantes et a pollinisation croisée portant des
fleurs blanches et des fruits verts avec 2 a 3 graines. Son lieu d’origine primaire est le Sud- Est
d’Asie (Wight, 1959). A 1’état sauvage, le théier (Camellia sinensis) est un arbuste de cing a dix
meétres de haut, mais dans la plupart des plantations, il est taillé a environ 1.20 m pour faciliter la
cueillette des feuilles. Les jeunes feuilles a I’extrémité des branches donnent les meilleurs thés,
alors que les quatre ou cing feuilles suivantes servent a la production courante. Les facteurs
environnementaux comme le climat, le type de sol et 1’altitude contribuent a la teneur en tanins
(responsable de la couleur et de la saveur) et en théine (la caféine du thé) (Xiao et Zhen-yu.,
2002).

1.8.3. Composition du thé vert

Le thé vert, par son mode de fabrication a presque la méme composition que les feuilles
fraiches. Lors de la conception du thé vert, les feuilles sont séchées et les polyphénols oxydases
désactivées, ce qui permet a ce produit de garder sa composition d’origine. Le thé vert contient
de la théine et de nombreuses substances antioxydantes de la famille des catéchines. Une feuille
de thé vert déshydratée contient de 0,5 % a 10 % de théine et de 30 a 40 % de catéchines parmi
lesquelles 50 % & 75 % d’EGCG (ANSES, 2012).

1.8.4. Polyphénols du thé vert

D’aprés Mancheix et al (2006) les polyphénols du thé vert appartiennent au groupe des
flavanols couramment appelés les tannins, et largement représentés par des catéchines dont le
plus important est 1’épigallocatéchine-3-gallate (EGCG). Les propriétés pharmacologiques du
thé vert sont dues principalement a la présence de ces polyphénols. On rencontre quatre
composés majeurs qui sont (-) épigallocatéchine-3-gallate (EGCG) (59%), (-) épigallocatéchine
(EGC) (19%), (-) épicatéchine-3-gallate (ECG) (13,6%) et (-) épicatéchine (EC) (2%), ainsi que
quatre composés minoritaires, (+) gallocatéchine-3-gallate (GCG), (+) gallocatéchine (GC), (+)
catéchine-3-gallate (CG) et (+) catéchine (C) (Figure n°3) (Cheynier, et al, 2006). Le thé vert

contient aussi une quantité significative d’acides phénoliques (acide gallique, acide coumarique).
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Figure n°3 : Structures des différentes catéchines du thé vert (Nkhili, 2009).

1.8.5. Thé vert et ses vertus

Les bienfaits du thé vert sont en grande partie attribués a sa grande richesse en
catéchines, en particulier a sa teneur en épigallocatéchine gallate (EGCG). L’EGCG possede une
capacité antioxydante remarquable ainsi que la propriété de chélater les ions du fer, de réduire le
taux de cholestérol (in vivo) et d’inhiber 1’oxydation des lipoprotéines de basse densité (LDL)
(in vitro) (Trevisanato, 2000). La consommation de thé vert pourrait avoir comme effets, une
augmentation de la dépense énergétique, une meilleure sensibilité a 1’insuline ainsi qu’une
diminution de la glycémie (Aubert, 2009), une modération de 1’état inflammatoire (Katiyar et
al., 1999), une modulation de la flore intestinale (Lee et al., 2006), une diminution de la tension
arterielle, un ralentissement du déclin cognitif (Weinreb et al ., 2004 ; Kuroda et Hara, 2004),
une prévention des maladies cardiovasculaires (Chen., 2002 ; Tankred et al., 2008) et une
activité préventive contre les maladies cancéreuses (Gupta et al., 2001 ; Ju et al., 2007) . Aussi
de nombreux travaux scientifiques ont rapporté que les catéchines du thé vert ont des propriétés
antimutagénique (Hung et al., 2005), antiviral (Hara, 2001), antiulcéreux (Kuroda et Hara,
2004) , inducteur de 1’apoptose, (Stuart et Rosengren, 2008), et un effet antimicrobien (Tao et
al., 2011).

12



Chapitre 1 : Synthese bibliographique.

1.8.6. Thé vert et activité antioxydantes

Les flavonoides du thé vert sont d’efficaces protecteurs des LDL et inhibent leur
oxydation. Ils sont capables de piéger les radicaux libres de la bicouche lipidique des liposomes.
Les extraits de thé ont montré un fort pouvoir antioxydant aussi bien dans le test anti-radicalaire
au DPPH que vis-a-vis de 1’oxydation de I’ADN induit par la réaction de Fenton (FeCl,/H,0,)
ou encore pour empécher I’hémolyse des érythrocytes (Berset, 2006). Les polyphénols du thé ont
la capacité d’inhiber le stress oxydant non seulement en piégeant les especes oxygenées réactives
(EOR) par transfert d’électron ou d’atome d’hydrogéne, mais aussi, en chélatant les ions des
métaux de transition sous des complexes inertes. Cet effet est dii a la présence des groupes
hydroxyles du noyau B des EC et EGC et aussi des hydroxyles du noyau B et D des CG et EGC
(figure n°4). La présence de 3.4.5- trihydroxyl sur le noyau B a montré une activité antioxydante
tres importante. 1l est capable de piéger et neutraliser les radicaux libres (Aubert et Carlin,
2006 ; Wiseman et al., 2000) . Les catéchines ont été classees en fonction de leur activité
chélatante sur les métaux : épigallocatéchine (EGC) > gallate d’épicatéchine (ECG) = gallate
d’épigallocatechine (EGCG) > épicatéchine (EC) (Van Acker et al., 1996).

3',4' OH arrangement

i :
/K]/OH = ’/OH
B | B |
NN 5% ~
R4 i Ry
X

C-4 carbonyl

Hydroxypyranone
structure

Flavan3-ols Flavonols

Figure n°4 : Activité antioxydante des flavonoides basée sur des propriétés structurales
(Wiseman et al., 2000).
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2. Matériel et Méthodes
2.1. Objectifs du travail

L’objectif de cette présente étude consiste dans un premier temps, d’induire chez le rat
Wistar par le biais d’un régime riche en gras, 1’obésité¢ ainsi que les troubles métaboliques qui
lui sont associés et dans un deuxieme temps d’évaluer 1’effet préventif du thé vert incorporé au
régime alimentaire des rats, vis-a-vis de I’émergence de cette obésité nutritionnellement induite

et les complications biochimiques et métaboliques qui la caractérisent.

2.2. Lieu et durée de travail

La démarche expérimentale relative a cette présente étude a été réalisée sur une période
allant du 05 Décembre 2013 au 15 Mai 2014, elle a été effectuée au sein des laboratoires

suivants :

Laboratoire d’autopsie clinique de I’Institut des Sciences Vétérinaires, «Université lbn

Khaldoun -Tiaret».

Laboratoire de Biochimie, Technologie Alimentaire, Physiologie Animale et
Biotechnologie Végétale de la Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie «Université Ibn

Khaldoun - Tiaret».

Laboratoire de Chimie de la Faculté des Sciences Appliquées «Université Ibn Khaldoun
- Tiaret »

Laboratoire de Pharmacotoxicologie de la filiale ANTIBIOTICAL (SATDAL) de Médéa.

2.3. Matériel et produits chimiques

Le matériel et les produits chimiques nécessaires a I’accomplissement de ce travail sont

cités dans le tableau suivant:
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Tableau n°1 : Matériel et produits chimiques utilisés.

Materiel, Verrerie et Appareillage

Produits Chimiques

Agitateur
(Stuart).
Bain marie
Balance analytique (Akern Als).
Béchers

Broyeur (ultraturax),

Centrifugeuse (ZUZI)

Chronométre

Eprouvettes graduées

Etuve (Memmert)

Fioles a jaugée

fioles déshydrogeénes et dépyrogenes
Gants chirurgicaux,

Lames et lamelles

Micropipettes

Microscope photonique

Microtome

pH metre

Pince métallique

Pipettes
Porte tubes
Seringues
apyrogenes
Spectrophotomeétre
Hitachi)

Tubes a essai
Tubes en verre dépyrogénés

magnétique  thermique

jetables  stériles et

(Jobin  Yvon

Acétate de sodium (C,H3NaO,)

Acide ascorbique (Vitamine C) (CsHgOg)
Acide acétique glacial (CH3;COOH)
Ammonium aluminium sulfate (NH, ", AI**,50,)
Baume du Canada (C1oH16)

Chloroforme (CHCl,),

Eau physiologique NaCl (0,9%)

Eau pour Réactif LAL (ERL)

Eosine,

Ethanol absolu C;H¢O,

Ferric Chloride (FeCls)

Formol a 10% (CH0),

HCL (chlorure d’hydrogene)

Hématoxyline,

Isopropanol (C3HgO),

Lyophilisat d’endotoxines purifi¢ d’E.coli
Lysat d’Amoebocytes Limulus (LAL)
Méthanol 99,9% (CH,0),

Sodium iodé (Nal)

Solution d’hydroxyde de sodium (Na*, OH")
Tampon acétate pH 3, 6 (C,H30;)

Tampon phosphate PBS (NaCl, Na;HPO,4, KH,POy,
KCI)

Tampon tris-chloride (HCl)3

Tartrate double de sodium (Na,POy)
Tartrate double de potassium (KH,POy,)
Tripyridyl-s- Triazyne (TPTZ)

Xyléne (CgHao),

2.4. Hébergement, traitement et suivi des animaux

Les animaux utilisés au cours de cette expérimentation sont des rats adultes de souche
Wistar et d’un poids initial de (215,38 +
males ont été choisis préférenticllement afin d’éviter les variabilités inter-sexe et toutes
perturbations du métabolisme induites par des changements hormonaux. Deés leur réception, les
rats ont été répartis aléatoirement en 4 groupes différents (6 rats par groupe), installés dans des
cages individuelles et héberges au sein de I’animalerie du laboratoire d’autopsie clinique de
I’Institut des Sciences Vétérinaires (Université Ibn khaldoun Tiaret), ou regne une température

constante (24+/-2°C) et un éclairage qui varie selon un rythme circadien (cycle de

3,28 g), fournis par I’Institut Pasteur d’Alger. Des rats

lumiere/obscurité de 12h/12h). lls ont eu acceés a volonté a la nourriture et a la boisson. Apres

une durée d’acclimatation de deux semaines, ces rats ont été nourris pendant 16 semaines et ad

15




Chapitre 2 : Matériel et Méthodes

libitum, avec un régime standard ou un régime hyper-gras, supplémentés ou non en thé vert.
Ainsi quatre lots expérimentaux ont été constitués :

Les animaux du premier lot (RS) ont recu un régime standard a base d’amidon (42,12%)

Les animaux du second (RST) ont recu le méme régime supplémenté en thé vert a 2%

(sous forme de poudre incorporée au régime)

Les animaux du troisiéme lot (RHG) ont été soumis & un régime hyper-gras « High Fat »,

régime enrichi en graisse animale d’origine ovine (48%)

Les animaux du quatrieme lot (RHGT) ont recu le régime cité précédemment, hyper-gras
supplémenté en thé vert a 2% (sous forme de poudre incorporée au régime).

Durant le traitement (16 semaines), les poids des rats ainsi que la quantité de nourriture
ingérée ont été pesés une fois par semaine (Figure n°5).

Régime standard (RS) Sacrifice a
Rat wistar
3
N=24 Régime standard +
Thé vert (RST)
Régime Hyper Gras
(RH)
Régime
d"entretien Régime Hyper Gras +
Thé vert (RHT)
) 0 Semaines 16

Figure n°5 : Protocole du suivi des rats durant I’étude.
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La procédure expérimentale regroupant les différentes étapes réalisées au cours de cette

étude est résumée dans la figure suivante :

[ 4 lots de six rats Wistar & ]

S / 2 semaines d’acclimatation >

\
Lot soumis au RS Lot soumis au RST Lot soumis au RHG Lot soumis au RHGT
pendant16semaines pendant 16semaines pendant 16semaines pendant 16semaines
( - -
Pesée des poids et de la prise Surveillance du comportement
L alimentaire (perte de poils, anxiété, agitation)
Sacrifice

|
i \’

[ Prélevement sanguin ]

Prélévement d’organes

(Foie et Tissu Adipeux)

Vi
v v

[ Analyses biochimiques ] [ Analyses biochimiques ][ Coupe histologique ]

J

/ \ Etude de la stéatose
Teneur en Glucose, hépatique

Teneur en Cholestérol,

Teneur en Triglycérides,
Teneur en Vitamine C
Pouvoir Réducteur total (FRAP)

Détection des LPS plasmatiques

\_

Figure n°6 : Diagramme récapitulatif de la démarche expérimentale.
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2.5. Composition des régimes expérimentaux

La composition du régime inducteur de 1’obésité chez le rat Wistar a été déterminée en se
basant sur des données bibliographiques qui stipulent que les régimes alimentaires contenant
plus de 30% des apports énergétiques sous forme de lipides (acides gras saturés) entrainent le
développement d'une obésité associée a des désordres métaboliques dus a une augmentation de la
prise calorique (Garait, 2006).

Pour évaluer la prévention nutritionnelle vis-a-vis de la prise de poids anormal et les
troubles métaboliques qui lui sont associés, 2 % de thé vert sous forme de poudre a été
incorporé au régime standard et au régime hypergras. L’utilisation du thé vert dans cette étude
est due a sa richesse en polyphénols (35-40%) qui lui confere un effet bénéfiques pour la santé,
en effet la consommation du thé vert est souvent associée a une diminution du risque de
développer des maladies cardiovasculaires (Rietveld et Wisseman, 2003 ; Jurgens et al., 2012).
Aussi le choix de la concentration du thé incorporé dans les régimes repose sur le fait que cette
dose influence le métabolisme lipidique et la composition de la flore intestinale des rats et des
souris soumis a un régime hyperlipidique (Yang et al., 2013).

La préparation des différents régimes (voir annexe 11), au cours de cette
expérimentation, a été réalisée une fois par semaine au sein du laboratoire de physiologie
animale. Les ingrédients utilisés pour préparer chaque régime ont été fournis gracieusement par
I’Office Nationale d’Aliment de Bétail (ONAB) et ont été répartis de telle sorte que les
pourcentages des protéines, de la cellulose, des vitamines et des sels minéraux varient peu d’un
régime a I’autre. La composition des régimes standard et hypergras ainsi que la constitution en
acides gras saturés de la matiére grasse utilisée dans la conception de ce régime figurent dans le
tableau ci-dessous.

Tableau n°2 : Composition et profil lipidique du régime hypergras.

Standard (%) Hypergras (%)
a) Composition des régimes standard et Amidon 42,12 2,59
hypergras (Sauvant et al ., 2004) Cellulose 3,34 3,17
Protéines 14,406 15,94
Matiére grasse | 0 48
Energie 409,615 679,92
(kcal/100g)
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Acide gras Composition Pourcentage(%)
Lauric C12:0 0,1
Myristic C14:0 3,3
Palmitic C16:0 25,3
b) Profil lipidique de la graisse ovine palmtoleic C16:1 3.4
(Sauvant et al ., 2004). stearic C18:0 19,2
Oleic C18:1 37,5
Linolenic Cl8:2 w-6 2,8
Linolenic ALA Cl8:3w3 0,6

2.6. Prélévement et préparation du matériel biologique

2.6.1. Prélévement sanguin

Les animaux, maintenus a jeun depuis 24 heures en vue de leur sacrifice le lendemain,
ont été anesthésiés a 1’éther de pétrole par inhalation. Le thorax a été ouvert, le sang a été préleve
par ponction intracardiaque et recueilli dans des tubes contenant de 1’héparine. Aprés une légere
agitation, les tubes ont été incubés dans la glace pendant 45 min avant d’étre centrifugés a 3000
tr/mn pendant 10 min. Le plasma obtenu aprés centrifugation a été recueilli, aliquoté dans des
tubes et conserve a -20°C pour les analyses ultérieures : Glycémie, Cholestérolemie,
Triglycéridémie, la vitamine C, I’évaluation du pouvoir antioxydant total et le test qualitatif des

Lipopolysaccarides (LPS).

2.6.2. Prélévement d’organes

Apreés le prélévement sanguin, le foie, le cceur, les reins, le muscle (quadriceps fémoral)
et les différents tissus adipeux sont soigneusement préleveés, rincés avec du Na CI a 9%o, pesés et

conservés a -80°C pour d’éventuelles explorations.

2.6.3. Prélévement du foie pour I’étude histologique

Avant la conservation du foie a -80°C, le lobe gauche a été prélevé et directement fixé
dans de formol & 10 %. La fixation a pour but essentiel d’assurer une immobilisation des
constituants cellulaires ou tissulaires dans un état aussi voisin que possible de 1’état vivant. Donc
la fixation doit étre immédiate aprés le prélevement, pour empécher une putréfaction (par
altération microbienne) et une autolyse (destructions tissulaire par les enzymes qu’il contient).
Les fragments du foie doivent étre totalement immergés dans la solution du fixateur, aucun

fragment ne doit flotter au-dessus de cette solution.
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2.6.4. Préparation de ’homogénat d’organe pour la détermination des parametres

biochimiques

Trois types d’homogénats d’organe ont été préparés selon les tests et les paramétres a
déterminer, soient les parameétres biochimiques plasmatiques et tissulaires, ou la détermination

du statut antioxydant total.

A-Préparation de I’homogénat d’organe pour la détermination des parametres

biochimiques :

5 ml de tampon PBS 1X a pH 7,4, (la composition et la préparation du tampon PBS sont
décrites dans I’annexe n° V), ont été additionnés a 0,5g d’organe. Aprés broyage a 1’ultraturax et
centrifugationa 3000tr/min pendant 10 min, le surnageant a été récupéré dans un tube sec,
ensuite un volume de SDS a 1% (Sodium Dedocyl Sulfate) a été additionné au surnageant
récupéré de sorte que le volume de SDS soit égal au volume du surnageant. L’homogénat a été

incubé pendant une heure dans la glace et conservé a -20°C.

B-Préparation de [I’homogénat d’organe pour la détermination des

parameétres du stress oxydant

0,5g d’organe a été placé dans 5 ml de PBS 1X, puis broy¢ a I’ultraturax. L’ensemble a
été centrifugé a 3000tr/min pendant 10 min. Le surnageant, qui constitue 1’homogénat d’organe,
a été récupéré et incubé pendant 1 heure dans la glace et conservé a -20°C en vue des différents

dosages.

C-Préparation de I’homogénat du tissu adipeux pour le dosage des

triglycérides dans les adipocytes

0,1g d’organe a été placé dans 2 ml de I’isopropanol, puis broyé a [’ultraturax.
L’ensemble a été centrifugé a 3000tr/min pendant 10 min. Le surnageant, qui constitue

I’homogénat du tissu, a €té récupére et incubé pendant 1 heure dans la glace et conservé a -20°C.
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2.7. Etude des parametres biochimiques

2.7.1. Détermination de la teneur en glucose

Principe :

La teneur en glucose est déterminée par la méthode enzymatique et colorimétrique en
présence du glucose oxydase (GOD). Le glucose est oxydé en acide gluconique et peroxyde
d’hydrogene, ce dernier, en présence de peroxydase et de phénol, oxyde un chromogene (Le 4-
amino-antipyrine) incolore en couleur rose & structure quinone. La coloration obtenue est
proportionnelle a la concentration en glucose présente dans 1’échantillon. La lecture se fait a une
longueur d’onde de 505 nm, ce dosage a été réalisé a 1’aide du kit (Biomaghreb) (Dingeon et al.,
1975).

Glucose oxydase

B-D-Glucose +0,+H,0 @ ——> Acide gluconique + H,0,

Peroxydase

H202 + Phénol + 4-Amino-Antipyrine —> Quinone rose + Hz0

Mode opératoire :

10 pl de chaque échantillon ont été prélevés et ensuite ajoutés a 1ml de la solution de
travail obtenue par mélange des deux réactifs 1 et 2, fournis par le kit (voir annexe n°VI),
ensuite I’ensemble a subit une homogénéisation a 1’aide d’un vortex, le mélange ainsi obtenu a
été incubé pendant 10 minutes a 37°C. L’absorbance a été ensuite mesurée au spectrophotomeétre
a 505 nm contre un blanc sans glucose. Au cours de cette analyse un étalon a subi le méme
traitement que 1’échantillon et ce afin d’étre utilisé comme une référence pour la quantification
des taux de glucose dans le plasma ou ’homogénat d’organe, cet étalon a une concentration
précise de glucose égale a (1g/L). La concentration du glucose dans les échantillons est calculée

selon la formule ci-apres. Les résultats sont exprimés en g/l de glucose.

Glucose (g/1) = (Densité optique de I’échantillon/densité optique de I’étalon) X 1g/L.
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2.7.2. Détermination des teneurs en cholestérol total
Principe :

Le cholestérol total est dosé par une méthode colorimétrique enzymatique en utilisant le
kit Biomaghreb et ce au niveau du plasma et des homogénats d’organe. Les esters de cholestérol
sont hydrolysés par la cholestérol estérase en cholestérol libre et en acides gras. Ce cholestérol
libre produit et celui préexistant est oxydé par une enzyme cholestérol oxydase en A,
cholesterone et peroxyde d’hydrogéne. Ce dernier en présence de peroxydase, oxyde le
chromogene en un composé coloré en rouge. La densité optique du quinoneimine coloré mesurée
a 505 nm est directement proportionnelle a la quantité de cholestérol contenu dans 1’échantillon,
et est exprimée en g/l. (Fasce et al ., 1982)

Cholestérol estérase

Esters de Cholestérol + H,0 —> Acides gras+ Cholesterol estérase

Cholestérol oxydase

Cholestérol + O, —> Cholesténe-4-one-3+ H,0,

Peroxydase

B-D-Glucose +O,+H,0 ——> Quinone imine rouge

Mode opératoire :

La solution de travail a été préparée par le mélange des réactifs 1 et 2 fournis par le kit
(voir annexe n°VII). Pour la réalisation de ce test, 10 ul de chaque échantillon (plasma ou
homogénat d’organe) et de 1’étalon ont été prélevés et ensuite ajoutés a 1ml de la solution de
travail, I’ensemble a subi une homogénéisation a 1’aide d’un vortex, le mélange ainsi obtenu a
été incubé pendant 10 minutes a 37°C. L’absorbance a été ensuite mesurée au spectrophotometre
a 505 nm contre un blanc ne contenant que de ’eau distillée. Notons que 1’étalon a été utilisé
afin de quantifier le taux du cholestérol dans les échantillons, cet étalon contient une quantité
précise de cholestérol qui est de 2 g/l, ce dernier a subi les mémes conditions expérimentales que
I’échantillon. Les résultats sont exprimés en g/l de cholestérol et calculés selon la formule

suivante :

Cholestérol (g/1)= (Densité optique de 1’échantillon / Densité optique de 1’étalon) x 2 g/L.
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2.7.3. Détermination des teneurs en Triglycérides
Principe :

Le dosage des triglycérides sériques et tissulaires se fait par le biais d’une méthode
colorimétrique enzymatique et est réalisé via le kit Biomaghreb. Les triglycérides sont
hydrolysés en glycérol et en acides gras grace a des lipases. Une suite de réactions aboutit a la
formation du peroxyde d’hydrogéne qui en présence de la peroxydase et d’'un chromogene donne
un composé coloré. La concentration en quinone est proportionnelle a la concentration totale en
triglycérides présents dans I’échantillon. La concentration en triglycérides est déterminée a une
longueur d’onde de 505 nm (Fossati et al., 1982).

Lipoprotéine

Triglycérides —_— Glycérol + acides gras
Glycérol
Glycérol +ATP —> Glycérol-3-phosphate + ADP
Glycérol

Glycérol-3-phosphate +0;, ———> phospho dihydroxyacétone +H,0,

Peroxydase

H,0,+ phénol+ 4-Amino-Antipyrine ——> Quinone rose + 4H20

Mode opératoire :

Comme pour le dosage du cholestérol, 10 pul de chaque échantillon ou de I’étalon
(concentration de 2g/l) ont éte préleveés et ensuite ajoutés a 1ml de la solution de travail, préparée
en mélangeant les réactifs 1 et 2 fournis par le kit (voir annexe n°VIIIl), ensuite une
homogénéisation a été appliquée a I’ensemble a 1’aide d’un vortex, le mélange a subi une
incubation de 10 minutes et a 37°C. L’absorbance a été ensuite mesurée au spectrophotometre a
505 nm contre un blanc les résultats sont exprimés en g/l. de triglycérides et calculés selon la

formule suivante :

Triglycérides (g/1) = (Densité optique de I’échantillon/Densité optique de I’étalon) X 2g/1
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2.7.4. Détermination du pouvoir antioxydant total par la technique FRAP « Ferric

Reducing Antioxydant Power »

Principe :

La méthode FRAP développée par Benzie et Strain (1996) est basée sur la réduction d‘un
complexe tripyridyltriazine ferrique [(Fe(ll1)-TPTZ),] en un complexe tripyridyltriazine ferreux
[(Fe(IDN-TPTZ),] par un antioxydant (AH), a un pH de 3,6 pour maintenir la solubilité du fer
(voir Figure n°7). Lors de la réduction du complexe ferrique en complexe ferreux une coloration
bleue intense apparait trés rapidement avec un maximum d‘absorption a 593 nm. Le

pouvoir réducteur est proportionnel a la formation de la couleur bleue, plus la couleur bleue est

intense, plus 1‘échantillon peut étre considéré comme un bon réducteur.

———
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Fe(I11)- Fe(1)-TPTZ
Figure n°7 : Mécanisme réactionnel intervenant lors du test FRAP entre le complexe

tripyridyltriazine ferrique Fe(l11)-TPTZ et un antioxydant (AH).
Mode opératoire :

Ce test peut étre utilisé comme un index du pouvoir antioxydant des défenses non
enzymatiques. Il est basé sur la mesure de la réduction par le plasma ou I’homogénat d’organe et
dans des conditions d’acidit¢ (pH 3,6), d’une solution comprenant du tampon acétate, une
solution a base de 2,4,6 Tripyridyl-s-triasine (TPTZ), et un sel ferrique (FeCls, 6H,0), ce qui
provoque la formation du complexe TPTZ Fe*", de couleur bleue. Une gamme étalon est obtenue
a partir d’une solution mére de FeSO4, 7H,O a 1mM (31,25 uM a 500 uM) (la courbe de la
gamme d’étalonnage figure en annexe n°IX). La solution FRAP est préparée a partir des trois
solutions initiales : tampon acétate (C,H3NaO,, 3H20 et C,H,0,) a pH 3,6, TPTZ a 10 mM et
FeCl3, 6H,0 a 20mM) et placée a 37°C pendant toute la durée de I’analyse. 100 ul d’échantillons
ou de la solution-gamme sont ajoutés a 900 pl de la solution FRAP. La lecture des échantillons

se fait aprés 30 minutes d’incubation par spectrométrie a 593 nm.
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2.7.5. Dosage de la vitamine C
Principe :

Le dosage de la vitamine C, développé par Jacota et Dana (1982), est base sur la
réduction de la vitamine C présente dans le plasma ou dans les tissus par le réactif de Folin
ciocalteu en donnant une coloration bleue dont 1’intensité de la coloration est proportionnelle a la
concentration en vitamine C. L’absorbance de la coloration est maximale a une longueur d’onde
de 760nm.

Mode opératoire :

Ce test peut étre utilisé comme un index du pouvoir antioxydant des défenses non
enzymatiques.

Afin de précipiter les protéines, 0,8 ml d’acide trichloroacétique a 10% ont été ajoutés a
0,2 ml d'homogénat de tissu ou au plasma sanguin. Apreés agitation vigoureuse et une incubation
de 5 minutes dans un bain de glace, les tubes ont été centrifugés a 3000trs/min pendant 5
minutes, ensuite 0,5 ml du surnageant ont été incubés en présence de 0,2 ml de réactif de Folin
ciocalteu (1M) pendant 10 min a 37°C, apres cette durée la mesure de I’absorbance, de la couleur
bleue développée, a été reéalisee a une longueur d'onde de 769 nm. L'intensité de la coloration
obtenue est proportionnelle a la teneur en vitamine C présente dans [’échantillon. La
concentration est exprimée en pg/ml et a ét¢ déterminée a 1’aide d’une courbe d’étalonnage

obtenue grace a une solution meére d’acide ascorbique 100p/ml (1,5625ug/ml a 50ug/ml). (La

courbe de la gamme d’étalonnage figure en annexe n°X).

2.8. Test qualitatif des LPS plasmatiques

Principe

Les endotoxines bactériennes sont des complexes de lipopolysacharides produites par
des bactéries Gram-, détectées ou quantifiées au moyen d’un lysat d’amoebocytes de limule
(LAL) (Negab, 2012).

Le LAL (Lysat d’Amebocyte de Limule) est un réactif extrait du sang du limule,
employé dans le domaine pharmaceutique pour tester la présence ou 1’absence des endotoxines.
La particularité du limule est fondée sur la coloration bleue du sang, provenant du cuivre présent
dans I’hémocyanine une protéine qui transporte 1’oxygéne comparable a 1’hémoglobine. Grace

aux protéines de ses cellules qui fonctionnent comme un systéme immunitaire, le sang du limule
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coagule instantanément quand il entre en contact avec des agents pathogenes comme Escherichia

coli et Salmonelle.
Mode opératoire

Ce mode opératoire s’applique dans la recherche des endotoxines bactériennes par la méthode
GEL CAILLOT, en testant en série deux dilutions de I’échantillon jusqu'a ce qu’un point final

soit déterminé (la concentration la plus faible qui donne une réponse positive ; formation de gel).

Tableau n°3 : procédure pour la qualification des LPS.

. L . ERL 4 A CES | Produita MVD /4 Lysat Nombre de
solution | Description de la solution e
(ml) (ml) (ml) (ml) répétition
A Controdle négatif du produit 0.05 - 0.05 0.1 2
B Contréle positif du produit _ 0.05 0.05 0.1 2
C Controle positif de ’eau 0.05 0.05 - 0.1 2
D Controle négatif de I’eau 0.1 - - 0.1 2

ERL : Eau du Réactif LAL, 4). CES : Contréle d’Endotoxine Standard, MVD : Dilution maximale valide

Le prélevement de 0,1mL de chaque échantillon dilué (1/10) a éte effectué et par la
suite mis dans deux tubes différents (répétition=2), ensuite 0,AmL du réactif LAL a été ajouté

pour chaque échantillon testé.

Parallélement un témoin positif est préparé en ajoutant 0,05mL d’endotoxine et 0,05mL

de I’échantillon dilué (1/5), a cette solution, 0,1mL du réactif LAL a été additionné.

Dans chaque tube, le principe gel-caillot est interprété comme positif ou négatif, le test
est qualifié comme positif, lorsqu’il y a formation d’un gel ferme capable de maintenir son
intégrité lorsque le tube est retourné a 180°. Cependant, un résultat négatif est caractérisé par
I’absence de gel, ou par la formation d’une masse visqueuse qui ne tient pas lorsque le tube est

retourné a 180° (voir annexe n°XIl).

2.9. Etude de la Stéatose Hépatique

Cette étude a pour but d’évaluer I’accumulation des lipides sous forme de triglycérides au

niveau hépatique en réponse a I’ingestion du régime hyper-gras.

Les fragments du tissu hépatique ont été lavés a I’ecau du robinet pour éliminer 1’acide

picrique, puis une déshydratation a été obtenue par passage dans une série de bains d’alcool
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(éthanol) aux gradients ascendants: 70°, 96°et 100° avec une durée de 7h, 17h et 4h
respectivement. Les échantillons ont été ensuite clarifiés par passage dans deux bains de
chloroforme (1* bain : 50% chloroforme + 50% alcool pendant 4h, 2°™ bain : chloroforme pur
pendant 4h). Cette clarification consiste en un remplacement du déshydratant par une substance

miscible avec la paraffine ce qui rend les échantillons plus transparents.

Les spécimens ont été mis dans des cassettes pour étre imprégnés a chaud par une
paraffine de routine (dont le point de fusion est de I’ordre de 54 a 56 °C), ensuite, la paraffine a
été coulée au quart dans les moules en acier inoxydable chauffés a 60°C et les fragments de
tissus y ont été déposes. Apres solidification de la paraffine, les blocs formeés ont été congelés a -
20°C pour étre réduits en coupe microscopiques d’épaisseur de 5 um grice a un microtome.

Les coupes ont été ensuite étalées dans un bain marie d’histologie (& 50°C) puis collées
sur des lames et sechées a température ambiante jusqu’au moment de la coloration. La paraffine
est hydrophobe tandis que les colorants sont hydrophiles. C'est pourquoi la coloration des coupes
comporte une étape de déparaffinage et de réhydratation. Cette étape a eté assurée par une
succession de bains, d’abord dans deux bains d’un solvant permettant I’élimination de la
paraffine (toluéne ou xyléne) et ceci durant 15 minutes a chaque bain puis une réhydratation par
passage dans des bains d’alcools de titre décroissant, de 100° jusqu’a 70° durant 5 minutes pour
chaque bain. Apres cette réhydratation, les coupes ont subi une coloration, le but est de renforcer
le contraste et de rendre plus évidents les différents constituants cellulaires et tissulaires. Au
cours de cette coloration, on a fait agir successivement un colorant nucléaire, I’hématoxyline et
un colorant cytoplasmique 1’éosine (la composition des deux colorants et leur préparation figure

en annexe n°XI), le processus de la coloration a suivi les étapes suivantes :

v Coloration avec I’hématoxyline de Harris pendant 25 minutes ;

v Ringage dans I’eau du robinet pendant 15 minutes ; réduction de la coloration du noyau
par trempage rapide (1-2secondes) dans 1’acide chlorhydrique a 1% ;

Lavage rapide a I’eau pour éliminer I’excés d’acide ;

Coloration a I’éosine pendant 15 minutes ;

Lavage a I’eau pour éliminer 1’excés de colorant ;

D N N NI N

Déshydratation dans I’alcool a 70% pendant 10 minutes puis dans 1’alcool absolu pendant

3 minutes ;

<

Séchage des lames dans du papier buvard ;

v’ Clarification dans le xylene pendant 15 minutes ;
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Apres la coloration une goutte de résine de montage (Baume de Canada) a été déposée
sur la coupe, une lamelle a été appliquée de facon a ce que la résine recouvre I’ensemble de la
coupe. Lors de la manipulation, aucune bulle d’air ne doit s’ insérer entre la lame et la lamelle. La
lecture a été réalisée a 1’aide d’un microscope photonique tri-oculaire (Zeiss Primo Star) couplé
a une caméra de type AXIOCOMER C5S.

2.10. Analyse statistique

L’ensemble des résultats obtenus sont présentés sous forme de moyenne + SEM
(Standard error of the mean). L’analyse statistique des données a été conduite en utilisant le
logiciel STATISTICA (version 6.1, Statsoft, Tulsa. OK). La comparaison des moyennes
(comparaison entre les quatre groupes de rats) a été réalisée via le test ANOVA a un facteur. Ce
dernier a été complété par le test LSD afin de classer et comparer les moyennes deux a deux.

Une valeur de p < 0,05 a été retenue comme seuil de signification. On note que :

» Pour un P<0,05 la différence est significative
» Pour un p<0,01 la différence est trés significative

» Pour un p<0,001 la différence est hautement significative
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Chapitre 3 : Résultats et Discussions

3. Résultats et discussions

3.1. Impact des régimes expérimentaux sur I’évolution de la masse corporelle,

nourriture ingérée et apport énergétique

Les rats utilisés dans cette étude ont un poids initial homogene de 215,38 + 3,28 g et
recoivent pendant 16 semaines soit le régime standard, soit le régime hyper-gras, supplémentés
ou non en thé vert. En effet quarte régimes ont été élaborés : le régime standard (RS), le régime
standard + The vert (RST), le régime hyper-gras (RHG) et le régime hyper-gras + Thé vert
(RHGT), ainsi quatre groupes de rats ont été constitués selon le régime recu. Au terme de
I’étude, les quatre groupes atteignent un poids corporel de 324,33 + 13,48, de 313,8 + 25,19q,
de 386,66 + 11,989 et 323,83 £ 10,649 respectivement. On note un gain de poids de 79,33 +
14,889 pour les rats témoins (RS), 73,8 + 11,859 pour les rats sous régime standard incorporé de
poudre de thé vert (RST), 149,16 + 22,77g pour les rats soumis au régime hyper-gras et 81,17

+15,20g pour les rats nourris au régime hyper-gras supplémenté en poudre de thé vert.

3.1.1. Evolution du poids corporel des différents groupes expérimentaux

L’évolution des poids corporels, au cours de I’étude, chez les quatre lots de rats, est
représentée dans la figure n°8. Les résultats obtenus indiquent que les rats nourris au régime
hyper-gras (RHG) présentent des différences significatives entre le groupe témoin (RS) et le
groupe de rat ayant recus le régime RHGT. En effet, au terme de 1’étude la prise de poids
constatée chez les rats recevant le RHG (386,66 + 11,98g) est significativement supérieure, a
celle des rats recevant le régime RHGT (323,83 + 10,64q) et a celle du groupe témoin RS
(324,33 £ 13,48g). La supplémentation en thé vert réduit de maniére significative la prise de
poids provoquée par le régime hyper-gras. En effet le poids corporel du groupe RHGT (323,83
+11,980) est approximativement égal au poids du groupe standard (324,33 +13,24q), aucune

variation significative entre ces deux groupes n’est constaté (p=0,98) ; en outre, 1’apport du thé

dans le régime standard n’affecte pas le poids corporel des rats soumis a ce régime (324,33

+13,83g versus 313,80 +25,19g), voir Figure n°10.
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Figure n°8: Evolution de la masse corporelle chez les rats recevant les différents
régimes durant les 16 semaines de traitement.

Les résultats sont exprimés sous la forme de moyennes + SEM avec n=6

* différence significative RS vs RHG
RS : rats du groupe standard, RST : rats du groupe standard + Thé, RHG : rats du groupe hyper gras,
RHGT : rats du groupe hyper gras + Thé.

3.1.2. Evaluation de la nourriture ingérée et de I’apport calorique des différents

groupes expérimentaux

Au cours de la présente expérimentation, les deux groupes de rats sous régime RHG ou
sous régime RHGT ont un apport énergétique, (508,54 +15,11 kcal/semaine, 507,99 +16,02
kcal/semaine respectivement), nettement supérieur a celui des rats soumis au régime standard
supplémenté ou non en thé vert (458,87 +18,62 kcal/semaine, 471,94 +23,21 kcal/semaine
respectivement), voir figure n°9. Cependant, une réduction significative de la prise alimentaire
chez le groupe de rats recevant le régime RHG et le groupe RHGT a été constatée. Ces derniers
présentent une quantité de nourriture ingérée significativement inférieure en comparaison aux
rats nourris au régime standard supplémenté ou non en thé (74,795 * 2,22 g/semaine, 76,83 +
2,42 gl/semaine vs 112,03 + 4,54 g/semaine, 121,26 + 3,48 g/semaine). Malgré cette réduction
de prise alimentaire remarquée dans les groupes RHG, RHGT, le nombre de calorie ingéré par
les rats de ces deux groupes reste hautement significativement supérieur versus le nombre de
calorie ingeré par les rats des groupes RS et RST. Cette augmentation est liée au fait que

I’aliment hyper-gras est plus calorifique qu’un aliment riche en glucide ou hyperprotéiné. En
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effet un régime hyperlipidique apporte 9 Kcal/g alors qu’un régime hyper glucidique ou
protéique n’apporte que 4 Kcal/g (Lecerf, 2011). Néanmoins, I’incorporation du thé vert ne
provoque aucune variation sur ’apport €énergétique des rats, en effet aucune différence
significative est observée entre 1’apport énergétique ingéré des rats sous régime RHG et les rat
soumis au régime RHGT (508,54 +15,11kcal/semaine vs 507,99 +16,02kcal/semaine avec
p=0,98), il va de méme pour les deux groupes de rats : RS et RST (458,87 £18,62kcal/semaine
vs 471,94 £23,21kcal/semaine avec p=0,61), voir figure n°9.
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Figure n° 9: Nourriture (a) (g/semaine) et énergie (b) (kcal/semaine) ingérées par les
différents groupes pendant les 16 semaines d’expérimentation.
Les résultats sont exprimés sous la forme de moyennes + SEM avec n=6

***différence hautement significative RS vs RHG et RS vs RHGT
*différence significative RS vs RHG, et RS vs RHGT.
RS : rats du groupe standard, RST : rats du groupe standard + Thé, RHG : rats du groupe hyper gras,
RHGT : rats du groupe hyper gras + Thé.

Il est largement démontré que le déséquilibre alimentaire en faveur d’un apport
énergétique supérieur aux dépenses de 1’organisme, débouche sur un excés de masse grasse et
sur le développement de 1’obésité (Cani et al., 2008). Un régime hyper-lipidique et
hypercalorique est associé a une accumulation de tissu adipeux et une surcharge pondérale
pouvant aller jusqu’a I’obésité chez I’homme et chez 1’animal (Golay et al., 1998). Les rongeurs
nourris a base d’un régime alimentaire contenant plus de 30% d’apport énergétique sous forme
de lipide développent en effet une obésité due a une augmentation de la prise calorique
(Norazmir et Ayub, 2010). Ainsi, des rats Wistar soumis pendant 4 semaines a un régime
composé de lipides comptant pour 60% des calories totales, ont une masse corporelle de 20%
superieure a celle des rats soumis & un régime standard (12% de lipides) (Bartness et al., 1992).
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Ceci est en concordance avec nos résultats, en effet le régime hyper-gras élaboré au cours de
cette étude contenant 48 % de lipides, représentant 66% des calories totales suscite 1’apparition
d’une obésité (suite a un apport énergétique augmenté) constatée par une augmentation de la
masse corporelle évaluée a 19,27% en comparaison aux rats témoins sous régime standard.
D’autres auteurs ont démontré, au cours de leurs travaux, que le traitement des souris pendant 5
semaines par un régime hyper-gras (40 % de lipides) est suffisant pour induire un important gain
de poids (Veyrat-Durebex et al., 2011). Wit et ses collaborateurs (2012) ont induit une obésité
apres 8 semaines de traitement par un régime contenant (45% de lipides). Toutefois, I'obésité
n'est pas uniquement un probleme de poids; elle est également a l'origine de nombreux troubles
métaboliques (Wit et al., 2012) a l'origine de nombreuses pathologies, notamment le diabéte de
type 2 (Saltiel, 2000).

Durant cette présente étude, la supplémentation en thé vert n’a pas influencé la prise
alimentaire des rats. Sayama et al., (2000) et Yang et al., (2013) ont attesté que la
supplémentation de la poudre de thé ou I’extrait du thé vert a 2%, n’a eu aucun effet sur la
consommation quotidienne de nourriture chez les rats. En revanche, ils ont constaté que la dose

de 4% de thé vert, sous forme de poudre ou d’extrait diminue la prise alimentaire.

La supplémentation de 2 % thé vert favorise une réduction significative de gain de masse
chez les rats RHGT évaluée a 16%, en comparaison avec le groupe de rats RHG (Figure n°10).
Ces résultats sont en concordance avec les travaux menés par Sayama et al. (2000) et Yang et
al., 2013. En effet une diminution de 16,91% a été constaté chez des souris soumises a un régime
enrichi en extrait de thé durant 8 semaines de traitement, (Cunha et al., 2013). Ces auteurs
affirment que cette propriété de réduction de la masse corporelle du thé est attribuée
certainement a la présence des catéchines plus particulierement ’EGCG. Bose (2007) a
démontré que I’EGCG du thé vert a provoqué une réduction de 10% du poids corporel chez des
rats exposés a une concentration de 0,32% d’EGCG pur. Dans le méme sens, les études menées
par Yang et al. (2013) indiquent une diminution significative de 22 % du poids corporel des
souris soumises a 2 % d’extrait de thé vert riche en EGCG, par rapport a des souris sous régime
contenant 21% graisse. Par ailleurs Byun et al., (2014) et Park et al., (2013) ont révélé que

I’EGCG réduit le gain de poids indépendamment de la prise alimentaire.
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Figure n°10: Masse corporelle finale (a), et Gain de poids (b) chez les rats ayant recu les
différents régimes durant les 16 semaines de traitement.
Les résultats sont exprimés sous la forme de moyennes + SEM avec n=6
*différence significative RS vs RHG
# différence significative RHG vs RHGT.
RS : rats du groupe standard, RST : rats du groupe standard + Thé, RHG : rats du groupe hyper gras,
RHGT : rats du groupe hyper gras + Thé.

3.2. Impact des régimes experimentaux sur le poids des différents organes prélevés

Lors du sacrifice, différents organes ont été prélevés et pesés, a savoir le tissu adipeux

(TA), le foie, le cceur, les reins (voir tableau n°4).

Apres sacrifice, les résultats révelent que les rats soumis au RHG possedent une masse
de tissu adipeux (TA = 9,74 + 0,52g) supérieure a celle des rats des groupes RS, RST et RHGT,
avec une différence hautement significative. Toutefois, la masse graisseuse des rats du groupe
RHGT (5,01 £ 0,29) est tres significativement supérieure a celle des rats des groupes RS (3,76 £
0,2g) et RST (3,68 £ 0,169).

Le poids du foie est trés significativement inférieur chez les rats du groupe RHGT (6,89 +
0,07 g) a celui des rats du groupe RS (7,92 + 0,31g), et hautement significativement inférieur
par rapport au poids des rats RHG (8,61 £ 0,07g). Bien que les rats du groupe RST possedent un
foie de taille supérieure a celui des rats RHG et RS, cette différence demeure non significative.
De plus, le poids de foie du groupe RS est significativement moins important par rapport au
poids du foie du groupe RHG et trés significativement moindre a celui du groupe RST. Par

ailleurs, le poids du foie du groupe RST et RHG ne sont pas significativement differents.
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Quant a la masse des reins, aucune différence significative n’est observée entre les
groupes, a ’exception des rats RHGT (1,65 + 0,04 g) qui se different significativement des rats
RST (1,96 + 0,11 g) et tres significativement des rats RHG (2,03 + 0,08 g). Aucune différence de
la taille des reins entre les rats RHGT (1,65 £ 0,04 g) et RS (1,83 £ 0,09 g) n’est constatée.

Les résultats de la taille du ceeur indiquent une différence trés significative chez les rats
RHG (1,06 + 0,02 g) comparés aux rats témoins sous régime standard contenant ou non du thé
(RS=0,81+0,07g; RST =0,83 £ 0,02 g). Aussi une comparaison faite entre les groupes
témoins (RS et RST) et RHGT (0,91 = 0,05 g) ne présente aucune différence concernant la
masse du ceeur. Les rats nourris au régime riche en gras (RHG) ainsi que ceux nourris au méme
régime supplémenté en thé (RHGT) ne présentent aucune différence significative en termes de

poids cardiaque.

Tableau n°4: Poids des différents organes préleves (en g).

Organes RS RST RHG RHGT

TA (eng) 3,76 £0,2 3,68 £0,16 9,74 £ 0,52*** 5,01 + 0,2**##
Foie (en g) 7,92 +£0,31 9,02+0,2 8,61+ 0,07* 6,89 + 0,07**##
Reins (en g) 1,83 +£0,09 1,96 £0,11 2,03 +£0,08 1,65 + 0,044#
Ceeur (en g) 0,81 + 0,07 0,83 + 0,02## 1,06 £ 0,02** 0,918 + 0,05

Les résultats sont exprimés sous la forme de moyennes + SEM avec n=6
*=**différence hautement significative RS vs RHG
**différence trés significative RS vs RHG et RS vs RHGT
# #différence tres significative RHG vs RHGT et RHG vs RST.
RS : rats du groupe standard, RST : rats du groupe standard + Thé, RHG : rats du groupe hyper gras,
RHGT : rats du groupe hyper gras + Thé

Les résultats obtenus du poids du tissu adipeux dévoilent une augmentation hautement
significative (159%) de ce tissu chez les rats RHG versus le groupe RS, ceci confirme une
adiposité. Ces résultats vont de pair avec ceux indiqués par Zaman et al., (2011) dont le régime a
haute teneur en graisse (65%0) a provoqué, chez des rats traités pendant 10 semaines, une
augmentation de la masse du TA évaluée a 393% en comparaison aux témoins. Coppack (2005)
et Veyrat-Durebex et al., (2011) démontrérent que I’excés d’énergie provenant des aliments sous
la forme d’acides gras (AG) induit une obésité conduisant a I’accumulation des lipides dans le
tissu adipeux ceci entraine, sous ’effet de I’activation par les AG de certains facteurs de

transcription, une augmentation en nombre et en taille des adipocytes créant ainsi une
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hyperplasie du tissu adipeux, donnant le phénotype d’hypertrophie. Les AG n’apparaissent pas
équipotent pour stimuler le développement du tissu adipeux et I’induction des désordres
métaboliques impliqués dans la survenue de certaines pathologies (Ailhaud et al, 2002). En
effet, lorsque des rattes gestantes sont nourries avec un régime hyperlipidique riche soit en acides
gras saturés, soit en acide linoléique (série n-6), les ratons présentent au sevrage un
développement du tissu adipeux blanc de type hyperplasique et hypertrophique. A 1’opposé, un
régime enrichi en huile de poisson riche en acides pentaénoique (EPA) et docosahexaénoique
(DHA), AGPI de la série n-3, n’entraine pas d’obésité chez le rat (Parrish et al , 1990). Ainsi,
alors que certains AG semblent dépourvus d’effets, d’autres comme 1’acide palmitique, jouent un
role important dans le développement des anomalies métaboliques puisqu’ils altérent notamment
la sensibilité a ’insuline et la réponse inflammatoire au sein de différents tissus essentiellement
le tissu adipeux, ce dernier est largement impliqué dans la genese du syndrome métabolique, une
constellation d’anomalie tels que 1’insulinorésistance, 1’hypertension, la dyslipidémie et un état
inflammatoire faible mais chronique, caractérisée par la production de cytokines pro-
inflammatoires (TNF-a), provoquant une insuffisance hépatique (stéatose) (Samaan et Klip,
2008 ; Feldstein et al , 2004). 1l est a noter que le régime élaboré durant notre étude est un
régime riche en acide gras saturés, constitu¢ en grande partie d’acide palmitique 25,3% et
d’acide stéarique 19,2%.

Nos résultats révelent que le thé vert administré simultanément avec un régime a haute
teneur en graisses est associé a la réduction de la masse du tissu adipeux. En effet le traitement
induit une réduction significative de 48,56% du TA chez les rats RHGT en comparaison avec les
rats du groupe RHG. Ce résultat corrobore ceux indiqués par Cunha et al., (2013) et met en
exergue la propriété lipolytique du thé vert, soutenu par Yang et al., 2013. Dans leurs résultats,
ces auteurs attestent que le thé vert augmente la voie lipolytique en réduisant la masse du TA
chez les souris exposées au régime hyper-gars enrichi en extraits du thé vert. En effet les extraits
a forte teneur en EGCG induit la réduction de la masse graisseuse. Ce dernier a la capacité
d'élever la thermogénese et 1’oxydation des graisses (Cunha et al., 2013 ; Park et al., 2013).
Cunha et al., (2013) suggerent que la supplémentation de thé vert réduit la masse graisseuse, en
régulant les genes impliqués dans la lipolyse ; de tels changements auront comme consequence
I’abaissement de la production de cytokine (TNF-a) et des protéines pro-inflammatoires qui

avantageraient la réduction de la masse corporelle et du TA.
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3.3. Impact des régimes expérimentaux sur les teneurs plasmatiques en glucose,

triglycérides et cholestérol

Les données sur I’évaluation de I’impact des régimes sur les parametres biochimiques du
rat Wistar, exhibent une augmentation des teneurs plasmatiques en glucose chez les rats recevant
le régime hypergras comparés aux rats témoins (0,640 + 0,04 g/l versus 0,397 + 0,02 g/l). Par
contre aucune différence significative de la glycémie n’est notée entre les rats consommant le
régime hypergras supplémenté en poudre de thé et le groupe de rats soumis au régime standard
contenant ou non du thé vert (0,418 + 0,02 g/l versus 0,397 £+ 0,02 g/l, 0,413 + 0,02 g/l).
Néanmoins on note une diminution hautement significative de ces teneurs chez les rats recevant
le régime hypergras supplémenté en poudre de thé (0,418 + 0,02 g/l) comparées aux rats

recevant le régime hypergras (0,640 + 0,04 g/l) voir figure n°11.

Parallélement, une augmentation hautement significative des taux plasmatiques des
triglycérides et du cholestérol est observée chez les rats ayant ingéré un régime hypergras, on
note respectivement TG= 0,153 +0,005 g/l ; Chl : 0,205 * 0,008 g/l) vis-a-vis des rats soumis au
RS (TG= 0,120 + 0,002 g/l ; Chl= 0,141 + 0,003 g/l). De méme nos résultats indiquent une
différence tres significative des teneurs en triglycérides et en cholestérol plasmatiques entre le
groupe RHGT (TG= 0,136 + 0,003 g/I, Chl= 0,162 + 0,004 g/l) et le groupe RS (TG= 0,118 *
0,003 g/l, Chl= 0,172 £0,006 g/l). Les taux plasmatiques des triglycérides et du cholestérol sont
diminués chez les rats du groupe RHGT (TG= 0,136 +0,003 g/l, Chl= 0,162 + 0,004 g/l) en
comparaison aux rats du groupe RHG (TG= 0,153 £0,005 g/lI, Chl= 0,205 = 0,008 g/l) voir
figure n°11.

Comme évoqué auparavant, un taux supérieur de glucose chez les rats recevant le
régime hyper-gras a été constaté en comparaison avec les quatre autres groupes. Ces résultats
(figure n°11) sont en accord avec ceux trouvés par Zaman et al., (2011). L’installation
progressive de I’obésité est associée a une résistance a I’insuline (Samaan et Klip, 2008). En
effet ’action intracellulaire de cette hormone semble étre inhibée par une accumulation de
dérivés lipidiques tels que les diacyl-glycérols ou les céramides suite a un régime enrichi en
Acides Gras Saturés (AGS). Les mécanismes moléculaires de cette inhibition commencent a étre
bien connus. lls mettraient en jeu la voie de signalisation de I’insuline permettant la translocation
a la membrane des transporteurs de glucose (GLUT-4) et un certain nombre d’enzymes

importants dans le métabolisme intracellulaire des glucides (ex : glycogéne synthase).
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L’inhibition de ces facteurs va réduire la sensibilité du tissu a I’insuline et diminuer les capacités

d’utilisation du glucose (Wu et al., 2004b).
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Figure n°11: Teneurs plasmatiques en cholestérol, triglycérides et en glucose chez les
différents groupes de rats apres 16 semaines de traitements en g/l.

Les résultats sont exprimés sous la forme de moyennes + SEM avec n=6
***différence hautement significative RS vs RHG
**différence tres significative RS vs RHGT
*différence significative RS vs RHGT
## différence tres significative, (###)différence hautement significative RHG vs RHGT.
RS : rats du groupe standard, RST : rats du groupe standard + Thé, RHG : rats du groupe hyper gras,
RHGT : rats du groupe hyper gras + Thé
Chl. : cholestérol total; TG. : Triglycérides ; Gly. : Glycémie

Une réduction de la glycémie (34,68%o) est notée chez le groupe de rats nourris au régime
hypergras supplémenté en thé vert (RHGT) comparés aux rats RHG. Ces résultats sont analogues
aux études menées par Auberval et al., (2011) ; Ros et al., (2011) ; Abaidi et al., (2013) ; Park et
al., (2013), qui estiment que le thé vert exerce un effet hypoglycémiant, régulateur de glucose en
ralentissant I'absorption des graisses. Plusieurs études réalisées sur modéle animal démontrent
que les extraits de thé vert et ’EGCG ont une importante activité insuline-like. Le thé vert
améliore la sensibilité a 1’insuline chez le rat (Wu et al., 2004a) et active le transporteur du
glucose GLUT-4 (Wu et al., 2004b), ainsi que 1’homéostasie glucidique et lipidique chez le
hamster dont I’insulinorésistance a été induite par un régime riche en fructose (régime inducteur
du syndrome métabolique et les troubles associés) (Li et al., 2006) ; chez la souris, des extraits

fermentés de thé montrent un effet hypoglycémiant (Shenoy, 2000). Sur un modeéle expérimental
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de diabete, des extraits de thé vert réduisent le stress oxydant et régulent la glycémie des
animaux (Sabu et Kuttan, 2002). La consommation des polyphénols extraits du thé vert est
capable d’augmenter 1’expression des transporteurs du glucose GLUT-4, ce qui laisse suggérer
un mécanisme moléculaire des polyphénols du thé vert, en effet ces derniers provoquent une
augmentation de 1’expression des ARNm du géne codant pour la protéine transporteur du
glucose GLUT-4 aussi bien au niveau musculaire qu’au niveau hépatique. La quantité de
GLUT-4 est diminuée en cas d’obésité (Garvey et al., 1991), tout élément pouvant contribuer a
son augmentation pourrait étre bénéfique a la régulation de la voie de signalisation a I’insuline et
prévenir ainsi I’installation de I’insulinorésistance et 1’état inflammatoire de bas grade, deux
éléments clefs tres fortement impliqués dans la genése des pathologies associées a I’obésité.

Le régime hypergras élaboré au cours de cette étude augmente significativement les
teneurs plasmatiques en cholestérol total et en triglycérides par rapport au régime témoin. Cette
augmentation refléte les perturbations du métabolisme lipidique dues a I’état inflammatoire
chronique provoqué par I’exces du poids. Ces données vont dans le méme sens que les travaux
montrant I’existence d’une relation entre le régime alimentaire et les trouble biochimique associé
a I’obésité (Zaman et al., 2011). La supplémentation en poudre de thé entraine une diminution
des taux sériques de cholestérols et des triglycérides, ceci confirme les travaux menés par Liu et
al., (2014). Plusieurs études affirment que le thé vert améliore le profil lipidique du plasma,
réduit de maniére significative le taux des triglycérides, augmente le HDL-cholestérol, abaisse
sensiblement le cholestérol total, et le LDL-cholestérol (Byun et al., 2014 ; Yang et al., 2013).
D’autres études réalisés chez ’animal suggérent que la consommation des catéchines, diminuait
les taux sériques du cholestérol chez des souris et des rats nourris avec un régime athérogéne
(Halliwell, 1990 ; Rice-Evans et al., 1997). Les catéchines alimentaires a des taux de 1 et 2
g/100 g d’aliment inhibent 1’absorption du cholestérol alimentaire (Halliwell, 1990 ; Ratty et
Das, 1988).

L’hypertriglycéridémie et ’hypercholestérolémie constatées chez les rats obeses sont
probablement dues a une augmentation de synthése et de sécrétion des lipoprotéines,
conséquence de I’hyperinsulinimie et de I’hyperlipogénése hépatique. Les modifications du
profil lipidique, une des conséquences classiques de 1’obésité résulte, soit d’une augmentation
de la production hépatique des VLDL, soit d’une réduction du catabolisme de ces lipoprotéines

(Calligaris et al., 2013).
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3.4. Impact des régimes expérimentaux sur les teneurs hépatiques en glucose,

triglycérides et cholestérol.

Les résultats d’évaluation des teneurs hépatiques en glucose, cholestérol et triglycérides
indiquent une variation significative du groupe hypergras avec une augmentation de 71,88% du
taux de glucose, 421,83% des triglycérides et 69,95% du taux de cholestérol total,
comparativement au groupe de rats témoins sous régime standard. Suivant les mémes
observations, les rats ayant ingérés le régime hypergras supplémenté en the ne présentent aucune
différence significative pour les taux de cholestérol et de glucose en comparaison avec les
groupes RS et RST. Par contre une diminution de 31,19% en glucose hépatique, 48,73% en
triglycérides et 42,12% en cholestérol est remarquée chez les rats RHGT en comparaison avec
les résultats obtenus chez les rats RHG. Néanmoins une augmentation des triglycérides évaluée
a 167,51% est constatée chez les rats RHGT comparativement aux rats du groupe standard. Les
analyses statistiques n’ont révélé aucune différence significative entre les rats du groupe standard
et standard contenant du thé, cependant on observe, une diminution de 47,90% du taux de
cholestérol et de 12,79% du taux de triglycérides chez les rats ayant ingéré le régime standard

supplémenté en thé (Figure n°12).
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Figure n°12: Teneurs hépatiques en cholestérol, triglycerides et en glucose chez les différents
groupes de rats apres 16 semaines de traitement, en g/g de tissu.

Les résultats sont exprimés sous la forme de moyennes + SEM avec n=6
**différence trés significative, (***)différence hautement significative RS vs RHG
*différence significative RS vs RHGT
##différence trés significative, RHG vs RHGT
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Nos résultats concernant les teneurs hépatiques en lipides et glucose montrent que le
régime hypergras provoque une augmentation significative des teneurs en glucose, cholestérol
total et triglycérides chez les rats (RHG) par rapport au régime témoin (RS) (Figure n°12). Une
étude récente montre que le régime hyperlipidique induit une stéatose hépatique avec une
augmentation du cholestérol hépatique et multiplie par 5 la teneur en triglycérides hépatique par
rapport aux rats témoins (Djaouti et al., 2012). Le foie agit comme un régulateur de la
production de substrats énergétiques, le tissu adipeux comme lieu de réserve des graisses. Un
régime riche en graisses saturées entraine une augmentation du taux de triglycérides
plasmatiques ainsi que leur accumulation dans le foie (Ailhaud, 2002). L'accumulation de
triglycérides intra-hépatocytaires résulte d'un déséquilibre entre les capacités de synthese des
triglycérides (soit a partir du glucose par la voie de lipogenese, soit a partir des lipoprotéines

circulantes) et les capacités d'oxydation des acides gras dans I'hépatocyte (Bastard et al., 2006).

Une réduction des taux hépatiques en glucose, triglycérides et cholestérol est observée en
comparant les rats RHGT au RHG, cependant ces concentrations restent significativement
supérieures aux taux des rats témoins. Le thé vert a donc induit une diminution, néanmoins il n’a
pas permis une restauration de ces paraméetres. L’effet hypolipémiant et hypoglycémiant du thé
sur le foie a été démontré par des études récentes (Sayama et al,. 2000 ; Park et al., 2013 ; Yang
et al. 2013). Selon Bose (2007), la supplémentation en thé vert dans un régime hypercalorique
atténue de maniére significative les pathologies du foie indiqué par la diminution du contenu de

triglycérides de ce dernier.

3.5. Impact des régimes expérimentaux sur la teneur en triglycérides au niveau du tissu

adipeux

En ce qui concerne le tissu adipeux, il y a une élévation trés significative des triglycérides
chez les rats RHG par rapport aux trois autres lots de rats (Voir tableau n°5). Toutefolis,

I’analyse statistique ne révele aucune différence significative entre les lots RS, RST, RHGT.
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Tableau n°5 : Teneur en Triglycérides du tissu adipeux en gramme par gramme de tissu.

RS RST RHG RHGT

TG (9/9) 60,866 + 5,45 56,933 + 3,81 78,2 +2,98** 62,233 + 2,01##

Les résultats sont exprimés sous la forme de moyennes + SEM avec n=6
**différence trés significative RS vs RHG
#idifférence trés significative, RHG vs RHGT
RS : rats du groupe standard, RST : rats du groupe standard + Thé, RHG : rats du groupe hyper gras,
RHGT : rats du groupe hyper gras + Thé
TG. : Triglycérides.

Dans notre étude, le régime hypergras a favorisé une forte accumulation des triglycérides
au niveau du tissu adipeux ceci est en corrélation avec 1’augmentation de la masse de ce tissu.
Dans les adipocytes, la synthese des triglycérides résulte d’estérifications successives du
glycérol-3 phosphate par I’intermédiaire de plusicurs enzymes, respectivement, les glycérol-3P
acyltransférases (GPATSs) (Bell et Coleman, 1980), 1-acylglycérol acyltransférases (AGPATS)
(Leung, 2001) et les diacylglycérol-transférases (DAGTSs) (Cases et al., 1998 ; Cases et al.,
2001). La régulation du stockage des lipides est trés importante pour I’homéostasie de
I’organisme. La quantité de triglycérides stockée dans le tissu adipeux dépend de la mise en
réserve mais également de la mobilisation des triglycérides pour la production d’énergie. Cette
mobilisation nécessite un processus appelé « lipolyse » ou une molécule de glycérol et trois
acides gras sont libérés suite a I’hydrolyse d’une molécule de triglycérides. Les acides gras sont
libérées dans la circulation, capturés et métabolisés par d’autres tissus (foie par exemple)
(Zarrouki, 2007).

Par ailleurs, dans notre étude, le traitement par le thé vert a conduit a une diminution de la
teneur en triglycérides chez les rats RHGT. Ce phénomeéne est di a la propriété lipolytique des
polyphénols du thé. Lee et al., (2009) ont démontré dans une étude in vitro que 'EGCG module
l'augmentation de la lipolyse en augmentant directement I'expression de géne de HSL (hormone-

sensitive lipase), démontrant son role important dans le métabolisme des lipides.
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3.6. Impact des régimes expérimentaux sur la teneur en Acide ascorbique (vitamine C)

plasmatique et tissulaire

Les teneurs plasmatiques en vitamine C ne varient pas énormément entre les quatre lots
de rats. Par contre il y a une différence tres significative entre RHG et RST dont les plus faibles

valeurs sont observées chez les rats ingérant un régime hypergras.

Nos résultats signalent que les concentrations en vitamine C dans le foie chez les rats RS,
RST, RHGT sont significativement supérieures que celles des rats RHG. Cette concentration en
vitamine est plus importante chez les groupes de rats dont le régime est supplémenté en poudre

de thé. (Voir tableau ci-dessous).

Les résultats du dosage de la vitamine C dans le tissu adipeux (voir tableau n°6), montre
un amoindrissement chez les rats ingérant le régime riche en graisse. La concentration en
vitamine C chez les rats RHG (181,8 + 28,19 ug/g) est tres significativement inférieure a celle
des rats standards (418,983 * 40,33 ug/g). Quant aux rats RHGT (250,066 + 33,61 ug/g), la
teneur en vitamine C est tres significativement inférieure a la dose de la vitamine C des rats RST
(455,216 + 64,53 pg/g).

Bien que la concentration de la vitamine C soit rehaussée chez les rats RST, elle ne
differe pas significativement de celle des rats RS. Aussi les rats RHGT présentent une
augmentation de 37,55% de la teneur en vitamine C mais reste cependant statistiguement non

significative par rapport aux rats RHG.

Tableau n°6 : Teneur en Vitamine C Plasmatique (ug/ml), Hépatiques et du Tissu Adipeux

(ug/g de tissu) chez les différents groupes de rats aprés 16 semaines de traitement.

RS RST RHG RHGT
Vitamine C
olasmatioue  15:086 1,04 19,819 + 3,94## 11,164 0,25 15,547 0,28
Vitamine C -y /7 34 1715 155,133 + 9,59 108,355 + 10,45* 156,093 + 2,904
hépatique
V'ISS“'TT C 418983+ 4033 455,216 + 64,53 181,8 + 28,19%* 250,066 + 33,61%*

Les résultats sont exprimés sous la forme de moyennes + SEM avec n=6
**différence tres significative RS vs RHG
*différence significative RS vs RHGT
#idifférence trés significative, RHG vs RHGT, RHG vs RST
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La vitamine C est un systeme de défense antioxydant non enzymatique, un réducteur
susceptible d’influence la peroxydation lipidique (Quilliot et al., 2011). Elle peut par conséquent
étre utilisée comme un indicateur du pouvoir antioxydant de 1’organisme. Nos résultats révelent
une diminution des taux plasmatiques et tissulaires de la vitamine C chez les rats RHG.
Perticone et al., (2001) indiquent une diminution de la vitamine C au cours de 1’obésité. Le
régime hypergras induit un stress oxydant qui accentue le désequilibre de la balance
oxydante/antioxydante. Plusieurs études chez I’animal et I’homme ont montré que la vitamine C
remplissait son réle de protection en étant largement consommée lors de situations caractérisées
par un stress oxydatif important. La vitamine C est un excellent piégeur des espéces réactives de
I’oxygene (ERO) qui peut protéger divers substrats biologiques (protéines, acides gras, ADN) de
I’oxydation. Aux concentrations physiologiques, la vitamine C est également capable
d’empécher 1’oxydation des LDL produite par différents systemes générateurs d’ERO
(Pincemail et al., 1998). Chez les rats RHGT, ces taux sont réévalués par rapport au groupe
RHG. Ce taux élevé chez ces rats est di au renforcement du pouvoir antioxydant par la
supplémentation en thé. En effet, les polyphénols du thé constituent un systéme de défense
antioxydant non enzymatique qui agit en synergie avec la vitamine C, dans 1’élimination des
ERO. Soussi et al., (2006) mettent en évidence le réle protecteur des composés du thé vis-a-vis

des especes réactives de 1’oxygene.

3.7. Evaluation du pouvoir réducteur total au niveau plasmatique et tissulaire

Les résultats du pouvoir réducteur sont représentés dans le tableau n°7, ces derniers
montrent que le régime hypergras influence de maniére significative le pouvoir réducteur (PR)
évalué par la technique FRAP. Dans cette étude, les rats recevant le régime hypergras présentent
un pouvoir réducteur, plasmatique ou tissulaire, significativement inférieur a celui des rats
témoins. Cette variation est marquée par une diminution de 53,05% du PRP, de 37,83% du PRH
et de 37,16% du PR du tissu adipeux. Aucune différence n’est a noter en opposant les groupes
RS, RST et RHGT pour le pouvoir réducteur au niveau plasmatique et hépatique. Cependant le
PR des rats RHGT est significativement rehaussé de 84,82% au niveau plasmatique, et de

39,42% au niveau hépatique, et ce en comparaison avec le PR des rats RHG.

Dans le TA, le pouvoir réducteur des rats RHGT est trés significativement inférieur au
pouvoir réducteur des rats RS et RST. Malgré cette différence le pouvoir réducteur de ce dernier
semble augmenter significativement par rapport aux rats ingérant un régime enrichi en graisse
(augmentation de 27,20%b).
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Tableau n°7 : Pouvoir Réducteur Plasmatique (umol/l), Hépatique et du Tissu Adipeux

(umol/g de tissu) chez les différents groupes de rats aprés 16 semaines de traitement.

RS RST RHG RHGT

PRP 538,57 + 94,87 510,13 + 72,84 257,06 + 25,27** 475,10 £ 32,77#

PRH 1225 + 88,34 1179,2 + 134,85 761,483 £ 67,95**  1061,833 + 45,34#

PRdAuTA  772,1+12,04 794,666 + 13,56 485,183 + 38,74***  617,2 + 15,58**##

Les résultats sont exprimés sous la forme de moyennes + SEM avec n=6
***différence hautement significative RS vs RHG
**différence tres significative RS vs RHG, RS vs RHGT
#différence significative, (##)différence tres significative, RHG vs RHGT.
RS : rats du groupe standard, RST : rats du groupe standard + Thé, RHG : rats du groupe hyper gras,
RHGT : rats du groupe hyper gras + Thé
PRP : pouvoir réducteur plasmatique. PRH : pouvoir réducteur hépatique. PR du TA : pouvoir réducteur du Tissu

adipeux

Nos résultats montrent que le régime hyper-gras a réduit le pouvoir réducteur au niveau
plasmatique et tissulaire. En effet ’obésité induite par un régime hypergras provoque non
seulement la production excessive de radicaux libres, mais aussi la diminution des capacités de
défense antioxydantes par la baisse de certaines activités des enzymes antioxydantes. Il a été
démontré qu’un régime riche en lipides, est capable d’induire des dégats cellulaires comparables
a ceux provoqués par les radicaux libres, a savoir une augmentation de la peroxydation lipidique,
de l'oxydation des protéines et des dommages de I'ADN (Evans et al, 2003 ; Lee et Chung, 1999
; Nourooz-Zadeh et al, 1997 ; Paolisso et al, 1996 ; Roberts et al, 2006 ; Sreekumar et al,
2002). Ces modifications notables de la balance oxydante/antioxydante au cours de
I’augmentation de la masse grasse, place le stress oxydatif dans les acteurs majeurs des

complications métaboliques associées a 1’obésité (Pou et al., 2007 ; Walczewska et al., 2010).

Par ailleurs, 1’évaluation du pouvoir réducteur indique que celui-ci semble étre amélioré
chez les rats RHGT, due a la présence du thé vert. Ces résultats sont en accord avec les travaux
de Ros et al., (2011) qui ont démontré que le thé vert prévient I’apparition du stress oxydant.

Ceci a été confirmé par Rice-Evans et ses collaborateurs, ces derniers attestent que 1’addition de

44



Chapitre 3 : Résultats et Discussion

catéchines (1% de I’apport alimentaire) dans une alimentation riche en graisse polyinsaturées
(30% d’huile de périlla) diminue le niveau des Iésions oxydatives lipidiques, évalué par la
mesure des substances réactives de 1’acide Thiobarbiturique (TBARS) dans le plasma et les
érythrocytes de rat et a un effet d’épargne de 1’a. —tocophérol plasmatique (Rice-Evans et al.,
1997) ; une induction des enzymes antioxydantes comme la glutathion peroxydase (GPx), la
catalase, la superoxyde dismutase (SOD) représente également un effet antioxydant. En effet des
rats soumis a un régime contenant 2,5% de feuille de thé vert pendant 63 semaines favorise une
augmentation de I’activité de la SOD au niveau sérique et de la catalase au niveau hépatique
(Higdon et Frei, 2003). L’activité antioxydante du thé vert est basée aussi sur la capacité de
neutralisation et de piégeage des radicaux peroxyde et hydroxyle, déterminée par des tests
d’absorption de radicaux oxygéne in vitro (méthode ORAC) (Wiseman et al., 2000). Cette
activité antioxydante pourrait étre due a la présence des catéchines essentiellement ’EGCG qui
neutralise les espéces réactives de 1’oxygene (Middleton et al., 2000 , Auberval et al., 2011).
Cette molécule a un caractére plus acide, elle perd facilement un proton H* pour former 1’ion
phénoxyl. La perte d’un hydrogéne (proton + électron) engendre la formation d’un radical
fortement stabilisé¢ par mésomérie. C’est cette réactivité qui confére aux compos€s phénoliques
leur caractére antioxydant. En cédant un hydrogéne aux peroxydes lipides LOO", ils les
stabilisent sous forme d’hydro-peroxyde LOOH et bloque les réactions de propagation de la
chaine d’oxydation. Les polyphénols peuvent aussi inhiber I’oxydation de fagon indirecte, en
désactivant 1’oxygéne singulet (O, ), oxydant trés puissant des acides gras insaturés, ou en
chélatant les métaux de transitions (Fe**, Cu*) fortement impliqués dans I’oxydation des lipides

et protege ainsi efficacement les lipoprotéines (Berset, 2006).

3.8. Détection des lipopolysaccharides dans le plasma des rats

La figure n°13 ci-dessous présente le taux de détection des lipopolysaccharides (LPS)
dans le plasma de trois (RST, RHG, RHGT) lots de rats, exprimé en pourcentage. Ceci montre
que les rats ingérant le régime hyperlipidique ont une forte présence des LPS dans leur sang avec
une représentation de 100%. Il est a souligné que les groupes de rats dont 1’alimentation riche en
graisse est supplémentée de poudre de thé présentent une diminution de leur proportion

d’endotoxémie estimée a 66%.

D’apres Lecerf, (2011), une alimentation hyperlipidique induit une cascade d’événements
biochimiques conduisant a 1’augmentation d’une large gamme de médiateurs de 1’inflammation.

Un des candidats a cette cascade est un facteur bactérien : le lipopolysaccharide (LPS) un
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puissant antigene inflammatoire issu des bactéries intestinales a gram négatif. Son augmentation
dans le sang (endotoxémie) est due au passage d’une petite quantité des LPS commensaux dans
les chylomicrons avec les lipides alimentaires. En effet, un régime gras est responsable de
I’augmentation du rapport Firmicutes/Bacteroidetes entrainant des dérégulations de la
perméabilité intestinale aboutissant a I’augmentation de 1’endotoxémie métabolique (Burcelin et

al., 2009 ; Cani et Delzenne, 2010).

Pourcentage %
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RST RHG RHGT

Figure n°13 : Détection des Lipopolysaccharides dans le plasma des rats.
Les résultats sont exprimés sous la forme de pourcentage (%) avec n=6
RST : rats du groupe standard/Thé, RHG : rats du groupe hypergras, RHGT : rats du groupe
hypergras/Thé

Les changements du microbiote intestinal induits par une alimentation hyper grasse
augmentent 1’endotoxémie, corrélé avec l'intolérance au glucose, le gain de poids corporel, le
développement de la masse grasse, l'inflammation de bas grade. Cani et ses collaborateurs
(2008) ont démontré que le régime gras est responsable du déséquilibre de la flore intestinale,
avec un rapport des bactéries gram négatifs supérieur a celui des bactéries gram positif.
L’endotoxémie initie une inflammation au niveau du foie, tissu adipeux, muscle contribuant au

développement des maladies métaboliques (Burcelin et al., 2009).

L’infusion des LPS mime les effets d’un régime hyperlipidique et induit le recrutement
de petits adipocytes (Lecerf, 2011). Ces LPS circulants déclenchent les altérations métaboliques
classiques liées a 1’obésité (inflammation, insulino-résistance, stéatose hépatique) (Cani, 2011).
En effet I’endotoxémie métabolique est un facteur capable de cibler directement le tissu adipeux,
déclenchant alors une réaction inflammatoire et une plasticité du tissu qui sont associées a des
perturbations métaboliques du tissu adipeux (Luche et al, 2011). Ainsi, le LPS ferait le lien entre

apports alimentaires (riche en gras), flore colique, inflammation bas grade et obesite.
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La faible proportion des LPS observée au niveau des groupes dont le régime est
supplémenté de thé est probablement due a la modulation de la flore intestinale par le thé vert.
C’est principalement I’EGCG qui est soupgonné d’étre le modulateur de cette flore intestinale.
Lee et al., (2006) ont démontré que les polyphénols du thé vert et leurs métabolites ont des effets
inhibiteurs sur la croissance d' Escherichia coli pathogéne et du S. typhimurium des
entérobactériacées ainsi que Escherichia coli commensal. Aussi la croissance des bactéries
appartenant aux genres de Clostridium et de Bacteroide qui représentent la majorité de la flore
microbienne intestinale humaine a été également affectée par des composés phénoliques de thé
et leurs métabolites aromatiques. En revanche la croissance des especes bénéfiques
(Bifidobacteria, Lactobacille) a été stimulée par le thé et ses extraits (Axling et al., 2012 ;
Tabsco et al., 2011).

Par ailleurs, des études ont démontré que la restauration de la flore intestinale conduit a
une modération de I’endotoxémie métabolique. Aussi, la diminution de la taille et du nombre des
adipocytes, limiterait I’altération de la fonction barriére de D’intestin et restreindre ainsi le
passage des LPS dans le sang (Delzenne et al., 2012). Romier et al, en 2009 ont démontré que
les polyphénols exercent un effet anti-inflammatoire en modulant la flore intestinale. Selon
Menat (2006) ’EGCG agit sur I’équilibre de la flore intestinale en stimulant la production de
certains peptides par les cellules endocrines de I’intestin, tels que le glucagon-like peptide-1
(GLP-1). Cette hormone responsable de la régulation de 1’appétit, est également capable de
promouvoir la sécrétion d’insuline par le pancréas et d’exercer un effet favorable sur la réponse a
I’insuline (Delzenne et Cani, 2009). Selon Byun et al., (2014) ’EGCG, réduit I’infiltration des
macrophages dans le TA, inhibe la sécrétion des marqueurs de 1’inflammation participant ainsi a

la modération de cette derniere au cours de 1’obésité.

3.9. Régime gras, thé vert et stéatose hépatique

Des foies des rats nourris aux différents régimes ont été analysés histologiquement. Les
rats du groupe RS et RST montrent une coupe histologique de foies normaux figure n°14 a) et
b). Par contre les foies des rats RHG indiquent un grand nombre de gouttelettes circulaires de
lipide dans les hépatocytes (figure n°14 c). Ces inclusions lipidiques sont réduites en taille et en

nombre chez les rats soumis au régime hyperlipidique supplémenté de thé vert (figure n°14 d).

Nos résultats évoquent que le régime hyperlipidique a induit une accumulation
d’inclusions lipidiques au niveau des hépatocytes (figure n°14c). Cette accumulation lipidique

résulte d’une forte production hépatique de triglycérides (augmentation de la lipogenese de
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novo) et d’une importante libération par le tissu adipeux (TA). Les molécules d’AG libérées au
niveau du TA représentent une source d’énergie trés importante qui est stockée sous forme de
triglycérides contenu dans les gouttelettes lipidique dans les vacuoles des hépatocytes (Figure
n°15) (Bernsmeier et Heim, 2011).

Figure n°14 : Observation microscopique (X40) des coupes histologiques des foies de rats

aprés 16 semaines de traitements.

a) foie des rats du groupe standard ; b) foie des rats du groupe standard thé ; c) foies des rats
nourris au régime hyper-gras ; d) foies des rats ayant ingéré le régime hyper gras supplémenté
de thé.

Les triglycérides proviennent aussi de 1’alimentation, en effet au cours de la digestion, le
foie capte une partie des chylomicrons circulant a partir de l'intestin gréle (Cohen et al., 2011).
Les cytokines (TNFa, IL-6), marqueurs de I’inflammation conduisent également a une
dégénérescence graisseuse des hépatocytes. Ces facteurs et la lipotoxicité associée aux acides
gras libres peuvent non seulement étre a 1’origine d’une stéatose hépatique, mais egalement
d’une insulinorésistance et d’une hyperglycémie. L’insulino-résistance pourrait étre le lien entre

la stéatose hépatique et ces troubles métaboliques et expliquerait le lien entre la Non Alcoholic
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Fatty Liver Disease (NAFLD), I’hypertriglycéridémie, la baisse du HDL-cholestérol également
associees au syndrome d’insulino-résistance. (Quilliot et al., 2011). Djaouti et al., (2012) en
étudiant les conséquences du régime hyper gras sur le métabolisme hépatique, affirment que ce
régime induit une stéatose hépatique accompagné d’une augmentation des teneurs des TG

hépatiques.

Dans notre étude, il en découle une diminution des inclusions lipidiques chez les rats
nourris au régime hyper-gras supplémenté en thé, ce qui confirme la réduction des taux des TG
hépatiques, discutés dans les analyses biochimiques. La supplémentation en poudre de thé vert
est sans doute le facteur causal de la réduction de I'hépatomégalie due a la stéatose. Ces résultats
corroborent ceux trouvés par Sayama et al., (2000), Auberval et al., (2011) et Yang et ses
collaborateurs (2013). Ces derniers en étudiant 1’effet du thé vert sur les dyslipidémies induites
par un régime hyperlipidique ont démontré d’une part que 1’alimentation a haute teneur en
graisse induit une augmentation de lipides hépatiques marqués par des foies stéatosés, et d’autre
part que l’incorporation de la poudre de thé a I’alimentation est associée a une réduction
significative du contenu hépatique total en lipide. Cet effet est attribué aux composants
polyphénoliques du thé (catéchines) qui jouent un réle a la fois antioxydant et potentialisateur de
I’insuline. C’est principalement I’EGCG, 1’'un des plus puissants antioxydants, qui abaissent les
TG hépatiques (Yang et al., 2013). Par ailleurs, le thé vert augmente la lipolyse en stimulant la
sécrétion d’adrénaline, ce qui va favoriser I'évacuation des graisses hors des adipocytes par
activation enzymatique : les triglycérides de réserve sont mobilisés sous la forme d'acides gras
libres éliminés par I'organisme (Scalbert et al. 2005). Pour Park et al., (2013) ’'EGCG du thé
améliore la pathologie du foie par la réduction des TG hépatiques. L'insulinorésistance du tissu
adipeux a été suggérée comme étant a l'origine du développement de la stéatose hépatique. En
effet, la lipolyse accrue au niveau du tissu adipeux en état d'insulinorésistance entraine une
augmentation de I'apport d'acides gras au niveau hépatique. En paralléle, I'nyperinsulinémie et

I'nyperglycémie induites par l'insulinorésistance pourraient favoriser la lipogenése hépatique.
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Figure n°15 : Aspect macroscopique (a) d’un foie normal (rats RS) et (b) d’un foie stéatosé
(rats RHG).
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L’obésité, constellation d’anomalies métaboliques, est considérée aujourd’hui comme un
veritable fléau de plus en plus inquiétant et une importante question de santé publique de par les
pathologies qu’elle engendre. La lutte contre l'obésité et la réduction de sa progression, est
devenue une priorité pour I’Organisation Mondiale de la Santé et un sujet préoccupant.

Récemment, plusieurs études évoquent que les molécules bioactives, pourraient
constituer des facteurs nutritionnels prometteurs, largement utilisées dans les stratégies
préventives de 1’obésité et ses désordres métaboliques. Parmi ces facteurs nutritionnels le thé
vert et ses catéchines constituent les nouveaux nutriments en exploration. Dans cette optique
cette étude s’intéresse a I’évaluation de I’effet préventif du thé vert vis-a-vis de 1’émergence de
I’obésité et ses altérations métaboliques chez le rat Wistar.

Nos résultats obtenus aprés 16 semaines de traitement montrent que le régime hypergras
contenant 48% de graisse riche en acides gras saturés, induit une obésité chez les rats RHG en
comparaison avec les rats témoins sous régime standard. Ceci est évalué par une élévation
significative du poids corporel (386,66 +11,98g vs 324,33+13,48¢), cette augmentation du
poids est associée a une hypertrophie et une hyperplasie du tissu adipeux (9,74+0.52g vs 3,76
+0,29). Aussi les dosages biochimiques effectués sur les rat RHG indiquent que ce régime induit
une augmentation significative des teneurs en glucose plasmatique (0,640 £+ 0,04¢g/l vs 0,397 £
0,02g/1) et en teneurs des triglycérides plasmatiques (0,153g/l £0,005g/l vs 0,120 + 0,002¢/1),
hépatiques (68,533 + 10,78 g/g de tissu vs 13,133 + 0,97 g/g de tissu) et adipocytaires (78,2 +
2,98 g/g de tissu vs 60,866 + 5,45g/g de tissu). Il favorise I’installation d’une stéatose hépatique.
Il influence le statut antioxydant des rats en provoquant une déplétion de la vitamine C tissulaire
(108,355 + 10,45 pg/g vs 147,03 £ 17,12 ug/g) et une diminution significative du pouvoir
réducteur plasmatique, (53,05%) en comparaison avec les rats témoins. Parallelement les rats
nourris par le régime hyperlipidique présentent un taux plasmatique des LPS supérieur a ceux
nourris par un régime standard, ce qui laisse suggérer que ce régime a un impact sur le profil
microbien de la flore intestinale et particulierement sur les bactéries a gram négatif. En revanche
la supplémentation en 2 % de thé vert, restaure I’ensemble de ces altérations. En effet le groupe
des rats sous régime hyper-gras/thé présente une réduction significative de leur poids corporel
(16,34%0) et de la masse adipeuse (48,56%) en comparaison avec les rats sous régime hyper-
gras. Le thé rétablit de maniére significative les taux de la glycemie (0,418 + 0,029/l vs 0,640 +
0,04g/1), des triglycérides (0,136 + 0,003g/ vs 0,153 *0,005g/l) et induit une diminution

significative des LPS plasmatiques (66%). Il exerce un effet antioxydant en augmentant
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significativement le pouvoir réducteur plasmatique (475,10 £ 32,77 umol/l vs 257,06 + 25,27
umol/l) et hépatique (1061,833 umol/g de tissu + 45,34 vs 761,483 + 67,95 umol/g de tissu) et
restaure le taux tissulaire de la vitamine C. Il influence le profil lipidique tissulaire en diminuant
les taux des TG hépatique (48,73%) et adipocytaire (20,40%) et préserve ainsi le foie d’une
stéatose hépatique. Cette étude démontre que le thé vert a des effets bénéfiques sur la réduction
du développement excessif de 1’obésité avec des répercussions favorables sur le poids corporel,
I’hyperplasie du tissu adipeux, les parametres métaboliques et la balance redox. Le thé et ses
composes phénoliques sont donc des facteurs essentiels de lutte et de prévention de 1’obésité
via une approche nutritionnelle ciblant a la fois la restauration des désordres biochimiques et la
modulation de la flore intestinale. Dans la continuité de ce présent travail plusieurs perspectives

peuvent étre envisagées. Il est fort intéressant :

» D’estimer I’effet protecteur du thé vert brut vis-a-vis des altérations oxydatives
(induites par le régime hypergras) des lipides, des protéines et de I’ADN.

» D’étudier le statut inflammatoire associé a la consommation de ce régime et
I’influence du thé sur les marqueurs pro-inflammatoires (IL6, TNFa...) impliqué
dans la genése de 1’obésité et ses complications

» D’évaluer I'impact de la supplémentation en thé vert sur la Corrélation
Endotoxemie/Bifidobacterium chez des modeles expérimentaux d’obésité : rats
ob/ob, rat Wistar obése.

» D’évaluer I’effet du thé vert sur I’induction des génes de la défense antioxydante
(Catalase, Superoxyde dismutase, Glutathion peroxydase...), chez le rat Wistar
Obese.

» D’¢étudier le mécanisme moléculaire impliqué dans ’effet potentialisateur de
I’insuline du thé vert et ses composés phénoliques, via la détermination de leur
impact sur I’expression des génes impliqués dans la voie de signalisation de
I’insuline du rat Wistar obése.

» D’approfondir I’étude de I’influence du thé vert sur le microbiote intestinal, chez
le rat Wistar obese, via les techniques de biologie moléculaire (la métagénomique
intestinale.

» Comparer I’effet du thé vert administré sous forme de boisson et le thé vert
incorporé au régime alimentaire des rats Wistar vis-a-vis des désordres
métaboliques associés a I’obésité.
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ANNEXE | : Les rats Wistar
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Figure n°3 : Rats du groupe Hyper gras + thé vert (2%) apres 16 semaines de traitement
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ANNEXE | : Les rats Wistar
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Figure n°5 : Rats du groupe Standard + thé vert 2%
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ANNEXE II : Régimes alimentaires des rats au cours de [’étude.

II.1. Composition de régime d’entretien

0/100g de poids sec

mais

tourteau de soja
son de blé
calcaire

Phosphate bicalcique

45.9
31
20
1.5
0.6

Selon I’ONAB production recueil de formule divers 1994.

11.2. Régimes de I’étude

Régime standard

Régime Hyper gras

Régime standard + thé vert 2%

Régime Hyper gras + The vert 2%

Figure n°6 : Aspect des régimes expérimentaux
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ANNEXE I : Tables de valeurs nutritives pours les composants des régimes.

111.1. Valeurs nutritives du son de blé (Sauvant et al., 2004)

Son de blé dur

Coproduit de la transformation de grains de blé dur (Triticum durum L.), constitué
principalement de fragments d'enveloppes et de particules de grains dont la plus
grande partie de I'albumen a été enlevée (N = 142).

Toutes les valeurs sont exprimées par rapport au produit brut sauf indication contraire.

Composition élémentaire Acides gras
Moy ET AG totaux /

Matiére séche (%) 86,6 11 matiéres grasses (%) 80
Protéines brutes (%) 14,6 1471

Cellulose brute (%) 10,1 i

Matieres grasses brutes (%) 4,4 0,4

Cendres brutes (%) 4,9 0,4

Cendres insolubles (%) 0,1

NDF (%) 43,2

ADF (%) 13,0

ADL (%) 3,7

Parois végétales (%) 41,8

Amidon (%) 19,9 3.3

Sucres totaux (%) 6,6

Energie brute (kcal/kg) 3970

Minéraux
Moy ET
Calcium (g/kg) 1,4
Phosphore (g/kg) 9,7
Magnésium (g/kg) 2,7
Potassium (g/kg) 11,9
Sodium (g/kg) 0,1
Chlore (g/kg) 0,8

Bilan électrolytique (mEq/kg) 290
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ANNEXE 111 : Tables de valeurs nutritives pours les composants des régimes.

111.2. Valeurs nutritives de mais (Sauvant et al., 2004).

Mais
Grain de mais (Zea mays L.) (N = 2634).

Mais expansé, mais extrudé, mais floconné, mais humide, mais pellets et mais toasté
pour les ruminants : voir page 279.

Toutes les valeurs sont exprimées par rapport au produit brut sauf indication contraire.

Wm

Composition élémentaire Acides gras

Moy ET % AG g/’kg
Matiére seche (%) 86,4 150 Acide myristique C14:0 0,1 0,0
Protéines brutes (%) 8,1 0,7 Acide palmitique C16:0 11,1 3,5
Cellulose brute (%) 2,2 0,4 Acide palmitoléique C16:1 0,4 0,1
Matiéres grasses brutes (%) 3.7 0,4 Acide stéarique C18:0 1,8 0,6
Cendres brutes (%) 1,2 0,1 Acide oléique C18:1 26,9 8,5
Cendres insolubles (%) 0,0 0,1 Acide linoléique C18:2 56,5 17,8
NDF (%) 10,4 1,5 Acide linolénique C18:3 1,0 0,3
ADF (%) 2,6 0,4 AG totaux /
ADL (%) 0,5 0,2 matiéres grasses (%) 85
Parois végétales (%) 9,1 2,7
Amidon (%) 64,1 1,9
Sucres totaux (%) 1,6 0.5
Energie brute (kcal/kg) 3860 70

MW

Minéraux Vitamines
Moy ET Moy

Calcium (g/kg) 0,4 0,3 Vitamine A (1000 Ul/kg) 2,3}

Phosphore (g/kg) 2,6 0,3 Vitamine E (mg/kg) 17

P phytique / P total (%) 75 Vitamine K (mg/kg) 0,31

Magnésium (g/kg) 1,0 0,2 Vitamine B1 - Thiamine (mg/kg) 4

Potassium (g/kg) 3,2 0,4 Vitamine B2 - Riboflavine (mg/kg) 1,4

Sodium (g/kg) 0,04 0,03 Vitamine B6 - Pyridoxine (mg/kg) 5

Chlore (g/kg) 0,5 0,2 Vitamine B12 (ug/kg) (¢}

Soufre (g/kg) T4 Niacine (mg/kg) 21

Bilan cations-anions (mEqg/kg) 6] Acide pantothénique (mg/kg) 6

Bilan électrolytique (mEqg/kg) 68 Acide folique (mg/kg) 0,25

Manganeése (mg/kg) 8 7 Biotine (mg/kg) 0,06

Zinc (mg/kg) 19 6 Choline (mg/kg) 533

Cuivre (mg/kg) 2 1

Fer (mg/kg) 32 11

Sélénium (mg/kg) 0,10 B e

Cobalt (mg/kg) 0,05 Autres

Molybdeéne (mg/kg) 0,41

lode (mg/kg) 0,09 Moy
Viscosité utile réelle (ml/g) 0,6
Activité phytasique (Ul/kg) 20
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ANNEXE 111 : Tables de valeurs nutritives pours les composants des régimes.

111.3. Valeurs nutritives du tourteau de soja (Sauvant et al., 2004).

Tourteau de soja 48

Coproduit d'huilerie obtenu par pression, extraction au solvant et traitement thermique de grai-

nes de soja (Glycine max (L.) Merr.) avec réincorporation partielle des coques. « 48 » indique

que la teneur garantie en protéines + matiéres grasses est de 48 % sur brut (N = 10409).
Tourteaux de soja extrudé et de soja tanné pour les ruminants : voir page 281.

Toutes les valeurs sont exprimées par rapport au produit brut sauf indication contraire.

MM

Composition élémentaire Acides gras

Moy ET % AG  g/kg
Matiere seche (%) 87,8 0,6 Acide myristique C14:0 0,1 0,0
Protéines brutes (%) 45,3 1,0 Acide palmitique C16:0 10,5 135
Cellulose brute (%) 6,0 0,5 Acide palmitoléique C16:1 0,2 0,0
Matieres grasses brutes (%) 1,9 0,4 Acide stéarique C18:0 3,8 0,5
Cendres brutes (%) 6,4 0,5 Acide oléique C18:1 2057 3,0
Cendres insolubles (%) 0,3 a3 Acide linoléique C18:2 53.1 7,4
NDF (%) 12,2 17 Acide linolénique C18:3 7,4 1,0
ADF (%) 7,3 1,9 AG totaux /
ADL (%) 0,7 0,4 matiéres grasses (%) 75
Parois végétales (%) 19,1 2,3
Amidon (%) 0,0
Sucres totaux (%) 8,3 1,1
Energie brute (kcal/kg) 4130 130

Mm

Minéraux Vitamines
Moy ET Moy
Calcium (g/kg) 3,4 0,9 Vitamine E (mg/kg) 4
Phosphore (g/kg) 6,2 0,5 Vitamine B1 - Thiamine (mg/kg) 6
P phytique / P total (%) 60 Vitamine B2 - Riboflavine (mg/kg) 3
Magnésium (g/kg) 2,9 0,3 Vitamine B6 - Pyridoxine (mg/kg) 6
Potassium (g/kg) 21,1 1,5 Niacine (mg/kg) 39
Sodium (g/kg) 0,3 0,5 Acide pantothénique (mg/kg) 16
Chlore (g/kg) 0,5 0,9 Acide folique (mg/kg) 0,59
Soufre (g/kg) 4,0 Biotine (mg/kg) 0,27
Bilan cations-anions (mEq/kg) 289 Choline (mg/kg) 2545
Bilan électrolytique (mEq/kg) 539
Manganése (mg/kg) 38 11
Zinc (mg/kg) 47 8
Cuivre (mg/kg) 18 7
Fer (mg/kg) 283 145
Sélénium (mg/kg) 0,20
Cobalt (mg/kg) 0,26 e e s e T
Molybdéne (mg/kg) 4 Autres
lode (mg/kg) 0,15
Moy
Activité phytasique (Ul/kg) 20
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ANNEXE I : Tables de valeurs nutritives pours les composants des régimes.

1.4, Valeurs nutritives de I’huile végétale (Sauvant et al., 2004).

Huiles végétales

Colza Coprah Palme Soja Tournesol
Acides gras (% AG totaux)
C6+C8+C10 13,1
C12:0 0,2 46,4 0,3 0,2
C14:0 0,1 17,7 0,6 0,1 0,2
C16:0 4,2 8,9 43,0 10,5 6,3
¢16:1 0,4 0,4 0,2 0,2 0,4
C18:0 1,8 3,0 4,4 3,8 4,3
c18:1 58,0 6,5 37,1 21,7 20,3
C18:2 w-6 20,5 1,8 9,9 53,1 64,9
C18:3 -3 9,8 0,1 0,3 7,4 0,3
C20:0 0,5 0,4 0,3
C20:1 0,2
€22:1 0,4 0,3
Vitamines
A (1000 Ul/kg) 18 145 19 0,3
D (1000 Ul/kg) 0 0
E (mg/kg) 219 21 95 170 625
K (mg/kg) 2 0 0 0 0
Energie brute Valeurs communes aux huiles végétales

EB (kcal/kg) 9380
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ANNEXE IV : Sacrifice.
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Figure n°7 : Portoir de sacrifice Figure n°8 : Tubes (sang) et boites

(oraanes) de prélévements
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Tissu adipeux normal Tissu adipeux non hypertrophié Tissu adipeux hypertrophié
(rats RS) (rats RHGT) (rats RHG

Figure n°9 : Aspect macroscopique du tissu adipeux des rats apres traitement
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ANNEXE IV : Sacrifice.

Dép6t de lipides

Figure n°11 : Aspect macroscopique d’un foie normal (RS)
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ANNEXE V : Composition du PBS.

Préparation de 1litre de solution de PBS (1X) :
NACT ..ot e et e e et e e e ee e et ee eee s e ees s e e 1,30

NagHPOL (10MM) wov e ooe v 1,6 G

La solution est ajustée a pH 7,4 avec la solution de HCI (1N)
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ANNEXE VI :

Fiche technique du dosage de glucose.

PRESENTATION

PR 02, (000 Teesked WP IAN 2d, OO0 Teatsl P 2002T, (050 T

FH o2 xSl Al CExSmm Fi: 22103

2 17 Macors (hoeh] 2 : ENMasors (hopd| R 4 e [ o
HciwEml i w1l RE-1mEmi

R 20T A0S Tests) Fal' 200 26 11000 Tianw)

F : 3 x 1000 il M 5=

FE2 © 3 Masons (e I ;5 s Chyopd|

R il M. Zxam

PRINCIPE

Clerminaiion encymatiques du glucoee s=kon es

raachans sunvaries :
G o

Ghicose + O +HaD

Acicka glucoaicue + He g

Pl roored orea
2 Hﬁmm—mﬁ‘ﬁ'ﬁ —_— mmm-ﬁﬂﬂﬁ

REACTIFS

Fadaci’ 1 Ear g Tris pH= T 1340 ekl
Solpton umpon Fhanal 0,3 el
PeSacwr 2 Chprrsse: oo pee L= =T ]
Enoymas Phirioeysd sy 1500 LK
.-...Er.;q - AT =6 wrsa bl

Faspcnr Chzzmns T gl
Eiareisnd Al
.50 mamakl

PREPARATIOMN ET STABILITE
Cisscudre k= lyophilisat A2 dams le tampon B
Protegar de k& lumiéra.
Stabhiieé du méscal de tresseal
- B pemaines & 20 - 2570
-Bmois a2 -8

GLUCOSE

Mathode ensyrmatiqus (GO0 - PAP)

CALCUL
D0 Echantilbhon
Gluoasa = —_—En
0.0 Ssandand

mgtdl = 1M
e n=1
il n= 556
LINEARITE

La mélhoda &5l indaire jusqua 5 4/ (5060 mgidl-
27.B mumol'l].

Si la comncentretson en glucose est supsnsure & 5 g/l
racomynencar le dosages sur Pachamlilkan dilss ag 152
aves une sclution de Macl 4 9 ol. Muliplier k2 résulal

par =

VALEURS USUELLES

SaEum, plasma 7O - 105 mghdl
o7n - 1,08 gi
3,62 - 5,54 mamolil
Liquicle: caphale rechicien 53 - 70 ]|
0D - 0,70 gl
275 - 3,69 mamolil

NOTES
Las substancas suivarsles ninlerddrenl  poas
Hemoglobine (usgua 4 gil), Bilnobine (uEgua 200

ECHANTILLONS magill, endalinina (jusgu’'s 100 mg/), Galacioss
Sdrurn (nen hirmohesda) [usou’'a 1 o'l et EDTA [jus=gu'a 2 gl
Flz=ma recuesill sur flucnure-heparme ou heSparme-isda-
cetae [non hamolysd) BIELIOGRAPHIE
Liquide: Gephalo-rachidien. Dingecn B_ dAnn. Bl Clin. 33,3 (1975
MODE OPERATOIRE Lott JLA. Cline Cheaen. 21 1 754 (10975]
L o a B0S nem (£92-550) Trindes Fon Ann, Cline Biochem 6,24 (1963}
Temoerahare @ — 37" G (30-367C)
SR - e e 1 e o paaksssanir
Ajustar le paro du spacinephelormblre sur la blans niacdil
Elanc Standard | Bdhandilkon

Slardard - 1ol ==

Echartilian - -- 10 pil

Reactd de travad | 1 mi 1 ml 1 mi

Kalanger, lire bas DD aprés une incubalion de 10

minubas & 37 “C ou 530 mn a8 20-325 “C.

La coloralicn est stabie 30 miries.
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ANNEXE VII : Fiche technique du dosage de cholestérol.
PRESENTATION CHOLESTEROL
S el S 0T s 0l Test enzymatic colorimetrique
frxem o mmoxem o Ram o Raoeem (CHOD- PAP)

PRINCIPE

Le cholesterol est mesuré aprés hydrolyse enzymatique Blanc |Standard |Echantilion

puis oxydation. Lindicateur quinoneimine est formé a

partir du peroxyde d’hydrogéne et du amino 4 antipyrine Standard -- iopl --

en présence de phenol et de peroxydase. Echantillon -- -- 0ul
Réactif de travail 1ml 1ml 1ml

Détermination enzymatique selon les réactions

suivantes :
Cholestérol estérase
Esters de cholestérol + H,O >Cholestérol+Acides gras

Cholestérol oxydase
Cholesteérol + O, ->Cholesténe- 4-one - 3 + Hy0,
Péroxydase

H-0, + Phénol + Amino- 4 - antipyrine—> Quinoneimine rose

La quantité de qguinoneimine formée est proprotionnelle

a la concentration de cholesterol.
REACTIFS

Réactif 1 Pipes pH 6.9 90 mmol/l
Solution tampon  Phenol 26 mmol/l
Réactif 2 Cholesterol oxydase 300 Un
Peroxydase 1250 UM
Cholesterol esterase 300 uA
Amino-4-antipyrine 0.4 mmoll
Réactif 3 200 mgydi
Standard 291
5.1 7 mmol/

PREPARATION ET STABILITE
Dissoudre le contenu d’'un flacon de R2 avec un flacon

de tampon R1.

Le reactif de travail est stable : 1 mois a 20 - 25°C
4moisa2-8°C

ECHANTILLONS

Sérum

Plasma recueilli sur héparine

MODE OPERATOIRE

1 cm d'épaisseur
Ajuster le zéro du spectrophotométre sur le blanc réactif.

Mélanger, lire les densités optiques aprés une incu
bation de 5 min. 2 37° C.
La coloration est stable 30 minutes.

CALCUL
D.O. Echantillon
Cholesterol = ————xn
D.O. Standard
mg/dl : n =200
a/l : n=2
mmol/l : n=517
LINEARITE

La méthode est linéaire jusqu'a 6 g/1 (600 mg/dl - 15.4 mmold).
Si la concentration en cholesterol est supérieure a 6 g/l,
diluer I'échantillon au 1/2 avec une solution de NaCl
a 9 g/l et refaire le test. Multiplier le résultat par 2.

VALEURS USUELLES

3,6 45,7 mmol/l
142229/
140 a 220 mg/d!

Sérum, plasma

BIBLIOGRAPHIE

Trinder P., Ann. Clin. Biochem. 6, 24 (1969)
Richmond, Clin. Chem. 19, 1350 (1973)
Fasce C.F,, Clin. Chem. 18901 (1982)
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ANNEXE VIII : Fiche technique du dosage des Triglycérides.
PRESENTATION
Ref20131, (240 Tests)  R&f 20132, (120 Tests) TR I G LYC E R I D ES
R1:2x120ml R1:4x30ml , e . .
R2 : 2 flacons (lyoph) R2 : 4 flacons (Iyoph) Méthode colorimétrique enzymatique
R3:1 x4 ml R3:1x3ml GPO' PAP)
Reéf : 20138, (600 Tests) (
R1:5x 120 mi
R2 : 5 flacons (lyoph)
R3:2x5ml
BLanc | Standard | Echantillon
PRINCIPE
Les triglycérides sont déterminés selon les réactions Standard - 10 pl -
suivantes : Echantillon - - 10 pl
Lipoprotéine lipase A .
Triglycérides > Glycérol + Acides gras Reéactif de travail | 1 ml 1ml imi

Glycérokinase, Mg~

Gylcérol + ATP > Glycérol -3-P + ADP

Glycérol-3- Phosphate oxydase
Glycérol-3-Phosphate + O, —> H,O,+ Dihydroxyacétone-P

Péroxydase
Ho05 + Amino-4-Antipyrine + chloro-4-phénol—> Quinone rose +H20

REACTIFS

Réactif 1 Tampon pipes pH 7,2 50 mmol/
Solution tampon Chloro-4-phénol 2 mmol/l
Réactif 2 Lipoproteine lipase 150000 U/
enzymes Glycérokinase 800 UA
Glycérol 3-P-Oxydase 4000 U/

Péroxydase 440 UA
Amino-4-antipyrine 0,7 mmo/l

ATP 0,3 mmol/

Réactif 3 Standard glycérol 200 mg/di
Standard (en trioléine) 2gl
2,28 mmol/l

PREPARATION ET STABILITE
Dissoudre le lyophilisat R2 avec un flacon de tampon R1.
Stabilité du réactif de travail : 1 semaine a 20-25°C

4 semaines a 2-8°C.

ECHANTILLONS
Sérum, plasma recueilli sur héparine.

MODE OPERATOIRE

Longueurdonde :........coooeiiiiiineen. 505 nm (490-550)
...37°C

1 cm d'épaisseur
Ajuster le zéro du spectrophotométre sur le blanc
réactif.

Mélanger et lire les DO aprés incubation de 5 min a
37°C ou de 10 min a 20-25°C. La coloration est
stable 30 minutes.

CALCUL
D.O. Echantillon
Triglycérides = XN
D.O. Standard

mg/dl : n =200
g/l : n=2
mmol/ll : n=2,28

LINEARITE

La méthode est linéaire jusqu’a 10 g/I (1000 mg/dl -11,4
mmol/l). Si la concentration est plus importante, diluer
I’échantillon au 1/10 avec une solution de NaCl a 9 g/l
et refaire le dosage. Multiplier le résultat par 10.

VALEURS USUELLES

Femmes 40 - 140 mg/dl
0,40 - 1,40 g/l
0,46 - 1,60 mmol/l
Hommes 60 - 165 mg/dl
0,60 - 1,65 g/l
0,68 - 1,88 mmol/l
NOTE

Les triglycérides sont stables dans le sérum 3 jours
a 2-8cC

BIBLIOGRAPHIE
Fossati P., Prencipe I., Clin. Chem. 28, 2077 (1982)
Young D., Pestaner L., Clin. Chem., 21,5 (1975)
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ANNEXE | : Courbe de la gamme d’étalonnage pour l’évaluation du pouvoir réducteur par la
technique FRAP.

IX.1. Gamme d’étalonnage FRAP plasma

DO, y = 0,0043x + 0,0232
A=593nm 2_
5> R2 = 0,9941
05 -
04 -
¢ DO
03 -
02 -

0,1 -

0 T I 1

0 50 100 150
Concentration en pmol/Il

Figure n° 12 : Courbe d’étalonnage de FeSO,

IX.2.Gamme d’étalonnage FRAP foie

DO, y = 0,0048x - 0,002
A=593nm R2 =0,9978

0,7 -
0,6 -
05 -
04 -
03 - ® DO
02 -

0,1 -

0 I I 1
0 50 100 150

Concentration en pmol/l

Figure n°13 : Courbe d’étalonnage de FeSO,
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ANNEXE | : Courbe de la gamme d’étalonnage pour l’évaluation du pouvoir réducteur par la
technique FRAP.

IX.3. Gamme d’étalonnage FRAP tissu adipeux

DO, y = 0,0051x + 0,0002
A=593 R2 =0,9963
07 -

0,6 -
05 -
04 - ¢ DO
03 -
02 -

01 -

0 T I 1

0 50 100 150
Concentration en pmol/l

Figure n°14 : Courbe d’étalonnage de FeSO,
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ANNEXE X : Courbe de la gamme d’étalonnage pour le dosage de la vitamine C.

X.1. Courbe de la gamme d’étalonnage pour le dosage de la vitamine C dans le sang et le foie.

DO,
A=760nm y =0,0181x + 0,0193

1 - R2=0,9986
0,9 -
0,8 -
0,7 -
0,6 -
05 - ¢ DO
04 -
0,3 -
02 -
0,1 -

0 T T \

0 20 40 60

Concentration en Vitamine C en pg/ml

Figure n°15 : Courbe d’étalonnage de la vitamine C

X.2. Courbe de la gamme d’étalonnage pour le dosage de la vitamine C dans le tissu adipeux.

DO, y = 0,0104x + 0,0097
6\2760nm R2=0,9911

05 -
04 - ¢ DO
03 - \/

0,2 -
0,1 -

0 I I 1
0 20 40 60

Concentration en vitamine C pg/ml

Figure n°16 : Courbe d’étalonnage de la vitamine C
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ANNEXE XI :

Composition de la solution de I’hématoxyline et de [’éosine.

XI1.1. Préparation de llitre de I’hématoxyline -
Poudre d’hématoxyline................c.cccv v v v e e
AlCOoOl (Bthanol)............ccooevvveies e et e e et e
Ammonium aluminium sulfate ...................cc.cc... ...
Sodium iodure .....................co vt e
X1.2. Préparation de llitre de I’éosine :

EOSINe ... oo oo e
Ethanol ...........c.cooooiii it it e e e
MELhanol ... ..........coooiiiiiii it et e e

Acide acétique glacial...................cccccccocovee .

10g
99°
...100¢g

...0,37g

10g
70°
99°

20 ml
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ANNEXE XII : Détection des lipopolysaccarides dans le sang.

Figure n°17 : endotoxines et réactif LAL.

a) Absence de gel caillot (test négatif)

b) Formation de gel caillot (test positif)

Figure n°18 : Résultats du test de coagulation
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Résumé

Abstract

Obesity, as a metabolic syndrome key element, is currently regarded as the first non-infectious disease in history
because of its prevalence and chronic diseases it causes. It is the object of attention from the scientific community in
recent years suggests that the bioactive molecules may be rational strategy oriented nutrition in the prevention of
obesity and metabolic disorders. Among these molecules, green tea polyphenols occupy a place of excellence and
choice to consider this approach. The aim of the present study was to evaluate the preventive effect of green tea
"Camellia sinensis" incorporated into the diet of rats, according to the emergence of nutritionally induced obesity
and its complications. The results show that the high fat diet, proche in this study, induced after 16 weeks of
treatment in rats hyper-fat diet in a highly significant increase in body weight (19.21%b6) and the weight of tissue fat
(159%0), it also induces a significant increase in plasma glucose (53.11%), TG (27.50%) and LPS (100%). This
plan affects the antioxidant status, it induced a significant decrease in plasma reducing power (47.82%) and liver
(37.83%0). It promotes lipid accumulation in the liver thereby generating steatosis. All these metabolic imbalances
appear to be restored by the supplementation green tea which confirms the beneficial effect of the preventive and tea
as stated in its biochemical disorders and obesity. Indeed, tea group of rats under high fat tea regime has a
significant reduction in body weight (16.24%) and adipose tissue mass (48.56%0). Tea significantly restores blood
sugar levels (34, 68%o), triglycerides (11.11%) and plasma LPS (34%b). It exerts an antioxidant effect by increasing
the plasma reducing power (84.82%) and liver (39.42%), and inhibits the formation of lipid vacuoles, itself
correlated with decreased levels of tissue adipose and hepatic TG. All our results indicate that green tea by its
biological activities has a beneficial preventive action against the nutritionally induced obesity effect and can
modulate metabolic disorders associated with it, this leaves suggest a strong possibility of using this matrix plant
and/or the phenolic compounds in the nutritional prevention of obesity and its complications.

Keywords: Obesity, green tea (Camellia sinensis), polyphenols, high fat diet, metabolic syndrome.



Résumé

Résume :

L’obésité, élément clé du syndrome métabolique, est actuellement considérée comme la premiére maladie
non infecticuse de I’histoire de par sa prévalence et les pathologies chroniques qu’elle engendre. Elle est 1’objet de
toutes les attentions de la part de la communauté scientifique qui évoque depuis quelques années que les molécules
bioactives, pourraient constituer une stratégie nutritionnelle rationnelle et orientée dans la prévention de 1’obésité et
ses désordres métaboliques. Parmi ces molécules, les polyphénols de thé vert occupent une place d’excellence et un
choix a prendre en considération dans cette approche. L’objectif de cette présente étude est d’évaluer I’effet
préventif du thé vert «Camellia sinensis », incorporé au régime alimentaire des rats, vis-a-vis de 1’émergence de
I’obésité et ses complications nutritionnellement induite. Les résultats obtenus révelent que le régime hyper-gras,
congu au cours de cette étude, induit aprés 16 semaines de traitement chez les rats RHG une augmentation
hautement significative du poids corporel (19,21%) et du poids de tissus adipeux (159%), il induit également une
augmentation significative des taux plasmatiques de la glycémie (53,11%), des TG (27,50%) et des LPS (100%).
Ce régime affecte le statut antioxydant, il induit une diminution significative du pouvoir réducteur plasmatique
(47,82%) et hépatique (37,83%). Il favorise 1’accumulation lipidique au niveau hépatique en engendrant ainsi une
stéatose. L’ensemble de ces déséquilibres métaboliques semble étre restauré par la supplémentation en thé vert ce
qui confirme Peffet préventif et bénéfique du thé vis-a-vis de I’obésité et ses troubles biochimiques. En effet le
groupe de rats sous régime hyper-gras/thé présente une réduction significative de leur poids corporel (16 ,24%b) et
de la masse du tissu adipeux (48,56%b). Le thé restaure de maniere significative les taux de la glycémie (34 ,68%)
des triglycérides (11,11%0) et des LPS plasmatiques (34%6). Il exerce un effet antioxydant en augmentant le pouvoir
réducteur plasmatique (84,82%) et hépatique (39,42%0), et inhibe la formation des vacuoles lipidiques, elle-méme
en corrélation avec la diminution des taux des TG hépatique et du tissu adipeux. L’ensemble de nos résultats
indiquent que le thé vert de par ses activités biologiques a un effet bénéfique et préventif contre 1’obésité
nutritionnellement induite et peut moduler les désordres métaboliques qui lui sont associés, ceci laisse suggérer une
forte possibilité d’exploiter cette matrice végétale et/ou ses composés phénoliques dans la prévention nutritionnelle
de I’obésité et ses complications.

Mots clefs : Obésité, the vert (Camellia sinensis), polyphénols, régime hyper-gras, syndrome métabolique.
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