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Introduction générale

L'obésité, un mal mondial en hausse, est consid@@mme le résultat 'uh
déséquilibre entre les apports et les dépenses égétiques.Ce déséquilibre aboutit a une
inflation des réserves stockées dans le tissu sgas qui entraine @e nombreuses
complications L’'obésité pose actuellement un véritable probleme de sanbégoe et de
plus en plus de preuves scientifiques suggérentayfréquence de cette épidémie augmente
de maniére dramatique dans la plupart des paystinalisés et s’étend aussi aux pays en voie
de développemenfWho, 2011). Désormais elle n’est plus le triste apanage de®tss
occidentales, il s’agit d'un phénoméne global éraetgjui menace les cing continents de la
planete. Elle touche toute les tranches d’agewesoles professionshaque année, l'obésité
et les pathologies qu'elle génére gagnent du teetatausent la mort d’au moins 2,8 millions
de personnes dans le monde, et pourtant le nodebpersonnes obéses dans les sociétés ne
cesse d’augmenter. Selon la derniere estimatiofGadganisation Mondiale de la Santé, 1,6
milliards d’adultes sont en surpoids ou obesese arniere a prévu que au cours de cette
année, ce nombre passera a 2,3 milligwleo, 2011).L'Algérie, comme les autre pays du
Maghreb, en plein essor économique, n'est pas gpargar ce fléau des temps modernes. En
effet, une étude réalisée dans la capitale Algale que pres de la moitié de la population
présentée un exces pondérale, 1/3 accuse un ssydd&d % ont une obésité et 1,2% une
obésité morbide avec une prédominance fémir(ildemali, 2003). Les résultats d’une
enquéte nationale de santé menée en Algérie, en2005, ont montré que 55,9% des
personnes agées de 35 a 70 ans sont atteintegpadélsy I'obésité en toucherait 21,24%, elle
est plus fréquentes chez les femmes (30,08 %) fee ks hommes (9,07%Enquéte
Nationale de Santé, 2005).L’'étude récente de I'équipe d’Atek confirme upeivalence
d’obésité de 30,1% chez les femmes algérierfdésk et al., 2013). Cependant, I'obésité
n'est pas uniquement un probleme de poids, cellesti une constellation d’anomalies
meétaboliques tels que la résistance a l'insulitgpkrinsulinémie, l'intolérance au glucose,
I'hyperglycémie, I'hypertriglycéridémie, concenirat élevée en ApoB, I'excés de LDL, le
niveau bas de HDL cholestérol, I'état inflammatoé@k |'état oxydatif caractérisé par un
déséquilibre entre la production des radicaueslet la défense antioxydan{8avini et al.,
2013).

L'augmentation de la formation des radicaux litaescours de I'obésité contribue au
développement de plusieurs complications chronidgisant de I'obésité un facteur de risque
important dans la survenue des pathologies a stestatif exacerbé tels que les maladies

cardio-vasculaires, diabéte et certains canfeagkshmi et al.,2009).
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A I'heure actuelle, la prévention et la prise emrge de I'obésité sont devenues une
priorité et un enjeu sanitaire, socio-économiquingrdial préoccupant les instances de santé
publigue. De ce fait, I'étude des perturbations du métabolisme at sdtatut
oxydant/antioxydant chez la personne obése permetothprendre la physiopathologie du
développement de l'obésité et de mettre en placgaeticulier une prévention d'ordre
nutritionnel basée sur la modulation de la voiedative, les molécules bioactives, pourraient
constituer une stratégie nutritionnelle rationnelieorientée dans cette prévention. Parmi ces
molécules, les polyphénols de thé vert et se<loaigs, occupent une place d’excellence et
un choix a prendre en considération dans cetteoappr; Ces derniers de par leur activité
antioxydante puissante pourraient prendre uneelpagt a la prévention nutritionnelle de
'obésité et ces complications oxydativeBans ce contexte, I'objectif de ce présent travail
est de déterminer les effets de l'obésité induéte @ régimehigh fat sur le métabolisme
lipidique et le statut oxydant / antioxydant chezatWistar et d’évaluer 'effet préventif du
thé vert, incorporé au régime alimentaire de ces v@s-a-vis cette obésité ainsi induite et ses

complications oxydatives.
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I.  Obésité, une préoccupation mondiale de santé puldiq

L’obésité est la premiere maladie non contagieugtré qualifiee d'épidémie. Elle
n'est plus le triste apanage des seules sociétédeatales ou vivent deux obéses sur trois, il
s'agit désormais d'un phénomene global, présentesucing continents de la planéte. Si
actuellement I'obésité se présente en premier ¢@mme un enjeu médical et de santé
publigue émergent, elle pose également des probleme touchent la société par ses
déterminants et ses conséquences socioéconomisaeantribution au développement des
maladies chroniques, parfois mortelles, tels qudidbéte, les maladies cardiorespiratoires et
les cancers, se traduit par un impact medico-écanancroissant.

L’obésité résulte d’'une accumulation progressive dgeiisses, ou de tissus adipeux
(TA) sous cutanés ou viscéraux, due a un mauvasseanent entre les apports et les dépenses
énergétiques. L'organisation mondiale de la san®V{) la définit comme wne
accumulation anormale ou excessive de graisse cellpajui peut nuire a la sante Elle est
caractérisée par un trouble pondéral qui s’expgaeun Indice de Masse Corporelle (IMC)
ou body mass indefBMI) qui est le ratio du poids (en kilogrammey da taille (en métre au
carré). L'IMC est la mesure la plus utile du sugsoet de I'obésité, elle s'applique aux deux
sexes et a toutes les tranches d’age. Elle ddi¢fims étre considérée comme une indication
approximative car elle ne correspond pas nécesgsamea la méme masse graisseuse selon
les individus(OMS, 2009) Si lindice est compris entre 25 et 29,9, on palesurpoids.
Lorsqu’il est supérieur ou égal a 30ndividu est considéré comme obese. Au-dela de 40
Kg/m?, le patient présente une obésité morlfirelut, 2001).

L’'origine de I'obésité est multifactorielle, comlimt des facteurs étiologiques
complexes tels que le facteur héréditaire, psydhglee ou social, I'aspect qualitatif et
quantitatif de l'alimentation, la sédentarité, lesteurs métaboliques, I'age, les troubles
endocriniens et médicamente{Bavini et al.,2013).

Les différentes études de ces derniéres annéesenieth évidence que des
dysfonctions du tissu adipeux, au fur et & mesuee lgpbésité se développe, participent au
développement des complications de I'obésité dorgulinorésistance et le diabéte de type 2
(Ziegler, 2007).Le développement des complications de I'obésiséltérait donc en partie
de la pathologie d’'un organe : le tissu adipeumieiux comprendre les mécanismes de cette

dysfonction est un enjeu majeur.
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I.1-  Implication du tissu adipeux dans la genese lt#beésité et ses complications

Il existe trois types de tissus adipeux différésgbar leur localisation, leur structure
ainsi que par leurs fonctions : le tissu adipewnbie tissu adipeux médullaire et le tissu
adipeux blanc. Le tissu adipeux blanc est le phandant chez 'hnomme adulte, il représente
15 a 25 % du poids d'un individu. Il est la pluspontante réserve énergétique de
'organisme, et son rdle essentiel est d'assuremdentien de I'équilibre énergétique. Ce
dernier étant décrit pour avoir une implication importante dans le développement de
l'insulinorésistance(Hauner, 2004) et étre l'acteur majeur du syndrome métabolique
(Ziegler, 2007%. Initialement considéré comme un tissu de résereggétique, ce tissu est
actuellement reconnu comme un véritable organettorau méme titre que le pancréas, |l
produit de nombreuse hormones protéiques appelfipskines, ainsi que des cytokines
inflammatoires activem situou a distance sur des organes cifEpeauet al.,2006).
I.1.1- ROéle des adipokines

Les adipokines sont des hormones fabriquées pa@wreen particulier abdominal.
Elles sont capables de modifier la sensibilité iasliline, I'activité métabolique, le tonus
sympathique et I'appétit. Elles peuvent aussi auoie action pro- ou anti-inflammatoire et
thrombogendCapeauet al.,2006).Parmi elles, la leptine agit sur la régulationtcae de la
balance énergétique en diminuant la prise alimentai en augmentant la consommation
énergétique; sa secrétion s’éleve avec I'excesarasse grasse, mais avec une résistance a
son action. A I'opposé, I'adiponectine, dont lesxtaanguins sont diminués chez I'obése, a
un effet protecteur ; elle sensibilise I'organisad’insuline, intervient dans I’'homéostasie
glucidique et lipidique, et exerce une action amflammatoire et immunosuppressiyieeve
et Bastard, 2007) D’autres adipokines, comme la visfatine, 'omeati I'apeline ou la
vaspine sont potentiellement impliquées dans Iasippathologie du syndrome métabolique,
mais leurs roles sont moins clairement étaflidien, 2008) Le tissu adipeux de l'obéese
produit aussi des cytokines pro inflammatoires, w@nhe facteur de nécrose tumorale (BINF
et les interleukines 1 et 6 (IL-1, IL-6), qui augment la résistance a l'insuline et modulent la
production d’autres adipokind€apeauet al.,2006; Feve et Bastard, 2007; Julien, 2008);
(Voir figure n°01).
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Cellules
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Figure n°01: R6le métabolique et endocrine de I'adicyte(Capeauet al.,2006)

[.1.2- Tissu adipeux et inflammation

L'inflammation est un élément clé de l'obésité, ldesulinorésistance, et du diabéte
de type Il. En situation d’exces énergétique chqoej les adipocytes produisent plusieurs
facteurs chimiotactiques responsables d’'un impoit#iitrat macrophagique qui confere un
profil inflammatoire au TA. Les macrophages recsuéhtretiennent un cercle vicieux de
sécrétion de chimiokines et de cytokines pro-inffatoires, aggravant le processus
d’'inflammation de bas grade. Les cytokines proaminatoires et le TNEsécrétés induisent
une phosphorylation antagoniste du récepteur &suline, avec atténuation du signal
insulinique(Guerre-Millo, 2008; Poitou et Clément, 2007).

1.1.3- Tissu adipeux et insulinorésistance

L’insulinorésistance s’accompagne d’un hyperimggine compensateur. L'arrét du
signal insulinique met en jeu plusieurs mécanisntes)t le plus étudié implique une
phosphorylation antagoniste du récepteur a I'imgylibloquant la transmission du signal
insulinique et en particulier la voie métaboliqui Rinase. La cellule musculaire devient
résistante a I'insuline pour I'entrée du glucogel'tepatocyte produit du glucose en exces.
Plusieurs molécules métaboliques ou de signalisaont capables d’induire cette
phosphorylation, notamment les acides gras norrifegg&t€(AGNE) et les cytokines pro-
inflammatoires comme le TNFou I'lL-1 (Capeauet al.,2006; Azgaou et al.,2015).

[.1.4- Obeésité et syndrome métabolique
Un syndrome meétabolique est caractérisé par lgoootion de troubles, souvent

modéres, d’'origine glucidique, lipidique, des anbesavasculaireset un état inflammatoire
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et pro thrombotique associés a une surcharge paledér un exces de graisse viscérale, qui
vont agir en synergie, provoquer un diabete de ®ypeprédisposer a I'athérosclérose et a ses
événements cliniquggdunquero et Rival, 2005;Azgaou et al.,2015).Sa physiopathologie
privilégie le réle causal du tissu adipeux dansiglurs de ces anomalies. Ce tissu, outre ses
fonctions importantes dans le métabolisme lipidjgoee un réle endocrine majeur et est
impliqué, en particulier, dans le controle de lasseilité a I'insuline et le métabolisme
hépatique et musculaire. En situation d’hypertreptiés adipocytes, la sécrétion locale de
chimiokines et de cytokines pro-inflammatoires imdwn recrutement de cellules
macrophagiques qui vont amplifier leur sécrétioNffa, IL-6, IL-1b en particulier). Le tissu
adipeux présente alors un état inflammatoire clgumiqui va induire une résistance a
l'insuline des adipocytes, diminuer la sécrétioadiponectine et augmenter la production
d’acides gras libres. Ces modifications se répertuau niveau hépatique, conduisant a une
stéatose, favorisant I'évolution vers une stéatatitgp(NASH) et au niveau du muscle une
accumulation intramyocytaire de triglycérides e¢ wésistance a l'insuline. Ces modifications
favorisent également une hyperproduction hépatilgu€LDL, des modifications du HDL- et
LDL-cholestérol dans le cadre d'une dyslipidémikéabgene. Dans la paroi artérielle, les
anomalies lipidiques et des cytokines, soit cinotda, soit produites localement par le tissu
adipeux péri vasculaire, participent aux atteintasculaires et au processus d'athérogenese
(Capeauet al.,2006).

l.2-  Stress oxydant, origine et conséquences :

A Theure actuelle la notion de «radicaux libresde « stress oxydant» et
« d’antioxydants » est de plus en plus souvenisaél pour expliquer différentes atteintes
pathologiques et leurs approches thérapeutiquesappelle radical libre toute molécule qui
contient un ou plusieurs électrons libres (célitbes la rendant trés réactive. A I'état naturel,
I'oxygene, qui comporte naturellement deux électroélibataires sur la couche périphérique,
est trés instable avec une forte tendance a oxgdsrles composants qu’il rencontre en leur
arrachant un électron pour l'apparier a l'un de $#sctrons célibataires. L'oxygene
moléculaire c’est un carburant indispensable aidades cellules aérobies. Celui-ci, en tant
gue récepteur final d’électrons dans I'organisneetransforme en molécule d’eau au niveau
de la chaine respiratoire mitochondriale. Cettetréa est importante puisqu’elle est associée
a la production énergétique mais tous les orgarssm@eobies paient le prix de ces avantages
métaboliques. En effet, les cellules convertissen®% de la quantité totale d’oxygene

consommeée en espéces réactives de I'oxygéne (nBRRE§ ou reactive oxygen species
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(ROS) (Haleng et al., 2007), particulierement toxique pour l'intégrité cellukai (lipides,
protéines, ADN, glucose,).. Au niveau moléculaire, les ERO peuvent aussi agmme
messagers secondaires et activer différents facteaur genes impliqués dans le
développement de diverses patholod®avini et al.,2013; Halenget al.,2007). Les ERO
sont produites de maniere majoritaires, mais dégaux soufrés, nitrogénés, phosphoreés ou
carbonés sont également formés. Ces ERO qui peéentadicalaires ou non, sont aussi
produites en permanence par différents systemegretimjues dont les plus importants sont
les NAD(P)H-oxydase et les NO synthase. Il exisgjonitairement trois grandes familles
d’especes réactives :

* Les especes réactives de l'oxygéne ERO issues dediaction incompléte de
'oxygéne, dont le précurseur est I'anion superexyd . Il est a l'origine de la
formation d’autre ERO tels que le peroxyde d’hyanog HO: et le radical hydroxyle
OH°. L’oxygeéne singuletO; est également une entité oxydante.

* Les espeéces réactives de I'azote ou RR&(tive nitrogen speclesjui donnent entre
autre des péroxynitrites (ONOO°?°), du monoxyde dl@2dO° et le radical peroxyde
(ROO®).

* Les especes reactives du chlore R&®active chlorine speciesgomme l'acide
hypochlorique HOCI.

I.2.1- Facteurs coopérants au débarguement du strezsydant

Divers facteurs sont susceptibles de rompre langal pro-oxydant/antioxydant, ainsi

on distingue :

* Les facteurs endogenes : la chaine respiratoir@chuindrial, NO synthétase, la
NADPH oxydase, la xanthine oxydase/ xanthine désigghasd€lLay et al.,2014).

* Les facteurs environnementaux : pollution, tabagisexposition prolongée au soleil
et aux radiations UV, contacts avec des agentsécig@enes, prise de médicaments,
consommation excessive d'alcool.

* L’inflammation.

» L’activité physique trop intense ou un sport maiegé

» Le déficit nutritionnel en antioxydants.
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Figure n°02: Causes et conséquences du déséquildmda balance oxydative
(Durackova, 2008)

I.3-  Obésité et stress oxydatif

Dans les circonstances quotidiennes normalesER® sont produites en faible
guantité comme des médiateurs tissulaires ou degdusedes réactions énergétiques ou de
défense, et cela sous le contrle de systémesfdesdéadaptatifs par rapport au niveau de
radicaux présentgFavier, 2003) Dans ces conditions, on dit que la balance pro-
oxydants/antioxydants est en équilibre. Cette éeerpeut étre brisée pour diverses raisons en
faveur du systéme pro-oxydant ce qui est a I'odgiie I'altération de 'homéostasie redox
cellulaire(Savini et al.,2013).

Chez les sujets obéses, le stress oxydatif exaestlEbnsidéré comme un élément clé
contribuant aux altérations biologiques fréquentidarées lors de I'obésité chronique telles
gue l'insulinorésistance, l'inflammation et la dtisse hépatiquéCapeauet al.,2006).

Plusieurs hypothéses mécanistiques ont été évagumuésenter d’expliquer comment
le stress oxydant est susceptible de participampathogenese de I'obésité, mais cette derniére
elle-méme pourrait étre responsable de linductitum état de stress oxydant. Le stress
oxydant est donc a la fois induit par I'obésité,isné favorise aussi I'accumulation des
graisses, ce qui crée un cercle vicieux. Le sioggdant peut ainsi stimuler la différenciation
des pré-adipocytes en adipocytes. Au cours de dithd’accumulation excessive de lipides
stimule le développement du tissu adipeux en autilaprolifération des pré-adipocytes, leur
différenciation en adipocytes et en augmentardileetdes adipocytes. Or, il a été montré que
le stress oxydant induit par le peroxyde d’hydregéavorise la différenciation des pré-
adipocytes en adipocytes, en régulant positiverdestactivateurs transcriptionnels tels que
le « CCAATEnhancer Binding Proteyt (C/EBP$) et le « Peroxisomal Proliferator
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Activated Receptor- » (PPARy), intervenant dans le programme de différenciation
adipocytaire. Parallélement les ERO ont un rélesdancontréle du poids par le systéeme
nerveux central; plus spécifiquement, elles poantagir au niveau de I'hypothalamus, zone
ou sont localisés de nombreux neurones permetandritréle de la satiété ou de la faim. Ces
nouvelles données permettraient de mieux compreladdifficulté de perte de poids avec
I'age ainsi que la longévité induite par la resinic calorigugBonnefont-Rousselot, 2014).

l.4-  Obésité et stress oxydant, acteurs troublaas analadies cardiovasculaires

L'obésité est un facteur de risque dramatique rdaekadies cardiovasculaires, en
perturbant la fonction vasculaire, et en augmeraassi le risque d'athéroscléerdsmver et
al., 2014;Poirier et Després, 2003)En effet, Le surcroit du stress oxydatif dans kiiééest
probablement d0 a la présence abusive de tissewadipi-méme. Ce dernier est considére
comme une source tragique des cytokines pro-inflatoimes qui stimulent la production
exagéree des ER@Bonnefont-Rousselot, 2014 Le tissu adipeux sécrete également
I'angiotensine Il qui stimule 'activité de NADPHydase, la principale source de production
excédentaire des ERO dans les adipody#esseglia et al.,2015)

Ces radicaux libres oxydent le cholestérol LDIp@protéines de faible densité), qui
sera capté par des macrophages, ces derniers garsiormés en cellules spumeudesrf
cells); ces cellules formeront le dépot lipidique deplaque d’athérome, et initient ainsi le
processus d'athérosclérose.

Aussi l'attaque des phospholipides membranairexc@aERO modifie la fluidité de la
membrane et donc le fonctionnement de nombreuwyptéges, transporteurs et la transduction
des signaux ce qui engendre des Iésions tisssiigiesres PeMarchi et al.,2013.

D’autre part, la biodisponibilité du monoxyde die (NO) est un facteur capital pour
le maintien des fonctions protectrices cardiovasoes, telles que la vasodilatation et la
prévention des thromboses. En cas de stress ofydathonoxyde d’azote est inactivé par
réaction avec l'anion superoxyd®2-) et se transforme en peroxynitrif®NOO). Il en
résulte des lésions fonctionnelles cellulaires etegulaires. En effet, le peroxynitrite cause
des Iésions des membranes cellulaires, des pertoygales lipides, des Iésions de 'ADN et
il accélere l'apoptose. L’inactivation du monoxydEazote et la diminution de sa
biodisponibilitéinfere par’athérosclérose, donnant naissance aux maladreégwgasculaires
(Lakshmi et al.,2009; Defraigne et Pincemail, 20085rassiet al.,2008).
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Figure n°03 : Modifications oxydatives des LDL, une des cause$atbérosclérose
(Saile et Taki, 200Y. Les LDL sont piégées dans I'espace subendothélialles subissent
des modifications oxydatives par les cellules vias@s présentes (cellules musculaires
lisses, cellules endothéliales et macrophages)uindes LDL ainsi oxydées stimulent
I'attraction des monocytes (A) empéchent la saléie monocytes (B) et maintiennent la
formation des cellules spumeuses (C). Une foiséesyles LDL oxydées amenent également
la dysfonction endothéliale (D) et les cellulesmapuses deviennent nécrotiques a cause
d’'une accumulation de LDL oxydées (E).
I.5-  Stress oxydatif, dommage rénal et obésité

L’excés des nutriments contribue au développendst complications rénales en
provoguant I'oxydation et géneére les espéces réectle I'oxygené€Pierine et al.,2015).

Le stress oxydatif joue un role crucial dans lggpbpathologie de plusieurs maladies
rénales(Ozbec, 2012),y compris AKI @cute kidney desegset CKD (hronic kidney
desease (Sureshbabuet al., 2015) L’augmentation de la teneur du glucose dans le sang
favorise la glycation des protéines circulatoiresadlulaires qui peut déclencher une cascade
de réactions d’auto-oxydation en aboutissant afadtion et I'accumulation des produits de
glycation avancé¢AdvancedGlycation End productsu AGE) dans le tissiOzbec, 2012).
Les AGE peuvent se lier a des récepteurs spéc#idREGE (eceptors of glycation end
products)qui sont exprimés au niveau des tissus rénauxiaison des AGE aux RAGE
induit l'activation de IKKR / NFkB, facteurs nuciéss responsables de la production de
cytokines pro-inflammatoires. En outre, cette baisstimule la cellule mésangiale

glomérulaire pour synthétiser des composants aealzice de collagene de type IV, ce qui
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entraine un épaississement de la membrane basaleerglaire et la perte de fonction
(Pierine et al.,2015.

Les ERO et les espéces réactives de l'azote (ERMN)ssent le processus
autophagiqudLee et al.,2012) En ligne avec cela, quelques études ont démajieéles
ERO agissent comme des inducteurs de l'autophagiepport a une carence en nutriments.
Ce processus agit comme un mécanisme de ménagemeuer des macromolécules ou des
organelles endommagées a long terme. La relatiowtitmnelle entre l'autophagie et
'apoptose dans la physiopathologie rénale estog@epeu controversée. Jusqu'a présent, la
majorité des preuves suggerent que les fonctionsl'aigophagie étant un processus
néphroprotecteur, mais certaines données suggquent'autophagie contribue a la mort
cellulaire(Sureshbabuet al.,2015); (oir figure n°04).

Ohésité _ e - Dvsfonction du tissu adipenx
. Facteurs génétiques " . Production élevée des adipokines
. Facteurs environnementaux ] _' . Inflammation & bas grade
(alimentation, pollution) . . . |-ILL, ILs
Insulinorésistance - Diminution des adiponectines

Hypertension

Leptine /_' 5 o x

ILLILG g § 7 —
; Aldostérone Stress oxydatif

: : .Angiotensine I

. NADPH Oxydase

. Production des ERO

1 No — Noo-

CERP

1‘ Activation systémigue

= s
etrénale des ERO / '\ _“f
T Fibrose LY )
1. Hyper filtration glomérulaire
“ 2. expansion de la matrice fibrose
3. Maladie rénale chronigque

Syndrome métaholique
Maladies cardiovasculaires

Réduit la production de NO
Dysfonction endothéliale

Figure n°04: Relation entre obésité, stress oxyflatidommages rénauSowers, 2007).
1.6-  Antioxydants

Les radicaux libres se produisent spontanémentuaednaniére continue au sein de
notre organisme. Face aux pro-oxydants, I'organiamas en place les antioxydants pour le
maintien de la vieOn peut envisager sous le titre d'antioxydantsess large, I'ensemble des
molécules susceptibles d'inhiber directement lalpection, de limiter la propagation ou de
détruire les espéeces actives de l'oxyge@ette définition peut étre élargie et le terme
"antioxydant” englobe ainsi toutes les substanagispgotégent les systemes biologiques

contre les effets déléteres potentiels des prosesswéactions qui engendrent une oxydation
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excessivgDefraigne etPincemail, 2007)On distingue deux sources d’antioxydants : I'une
est apportée par l'alimentation sous forme de dreit IEgumes riches en vitamines C, E,
caroténoides, flavonoides ou glutathion; l'autré esdogene et se compose d’enzymes
(superoxyde dismutase, glutathion peroxydase, as#gl de protéines (ferritine, transferrine,
albumine) et de systémes de réparation des domroagédatifs comme les endonucléases. A
cela s’ajoutent quelques oligoéléments comme kéngéh, le cuivre et le zinc qui sont des
cofacteurs d’enzymes antioxydani@efraigne etPincemail, 2007). Les polyphénolsgui
occupent une place d’excellence, font ['objet @upartie de cette présente étude, sont

apportégpar notre alimentatiormont I'activité antioxydante est plus importante.
Il- Thé vert et ses catéchines, véritable sourcgalevence

Des son apparition en Asie, le thé fut considém@roe un aliment bienfaisant pour
'organisme. Les références les plus anciennetesiné dont disposent les historiens mettent
en avant ses propriétés médicinales: le thé étdiséua I'origine sous forme de pate, en
cataplasme pour combattre les rhumatismes. AF™XXiécle, la science médicale nous
permet de comprendre scientifiquement de nombreanfdits percus empiriquement par les
buveurs de thé depuis plus de 2000 ans. La graadiearité de la production de thé vert
réside dans sa fabrication, qui ne nécessite audemaentation. Les feuilles de thé
fraichement cueillies sont brievement chaufféessdame cuve ou la vapeur, sans aucun
additif, préserve ainsi les principales vertusalplantgDufour, 2011).

[I.L1- Composés du thé vert

Les feuilles du thé vert Gamellia sinensjs contiennent essentiellement des
flavonoides et des méthylxantines (caféine et ttadnlme). Les principales classes des
flavonoides présentent dans le thé sont des flawatfiavonols qui représentent 30 - 42 %
de la masse seche des feui(l€backo et al.,2010; Brown, 1999).

L’activité antioxydante du thé pourrait étre dudaaprésence des catéchines. On
rencontre quatre composés majeurs qui sont (-pipigtéchine-3-gallate (EGCG) (68-69%)
qui dénote l'activité antioxyante la plus impressiante parmi toutes les catéchines, (-)
épigallocatéechine (EGC) (15-28%), (-) épicatéctBrgallate (ECG) (5-6%) et (-)
épicatéchine (EC) (2-5%), ainsi que quatre compaséwritaires, (+) gallocatéchine-3-
gallate (GCG), (+) gallocatéchine (GC), (+) catéehB-gallate (CG) et (+) catéchine (C). Le
thé vert contient aussi une quantité significatik@cides phénoliques (acide gallique, acide
coumariquelWang et al.,2014; Chackoet al, 2010).
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A) Polyphénols Théine
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Figure n°05: Les composeés du thé vert (A) et structure de peacipaux catéchines
(B); (Gladstone, 2015

II.2- Vertus antioxydantes du thé vert

Le thé vert regorge des polyphénols en particidisrcatéchines qui neutralisent les
ERO. lls peuvent également chélater les ions nigdal$ libres en particulier le fer et le
cuivre, grace au groupement catéchol hydroxyle ayian B des catéchines non gallate (EC)
et (EGC) et aussi des hydroxyles du noyau B ee®aatéchines gallate (ECG) et (EGCG),
ce qui réduit la production des ERO catalyséeslgmmeétaux. La présence de 3, 4, 5-
trinydroxyl sur le noyau B a montré un effet anjidant trés important. LEGCG et 'lECG
sont des bons piégeurs du radical peroxyde géngérélepsystéme hypoxantine-xantine
oxydase. Les catéchines ont été classées en fordaideur activité chélatante des métaux :
épigallocatéchine gallate (EGCG)> épigallocatécHiB&C)> épicatéchine gallate (ECG)>
épicatéchine (ECQ)Forester et Lambert, 2011; Lambert et Elias, 2010)
[1.3- Thé vert, un atout irremplacable pour la sa@t

L’activité avantageuse du thé vert sur la sastéfendamentalement attribuée aux
propriétés antioxydantes de ses polyphénols qubkgrprévenir I'apparition de nombreuses
pathologies tels que : diabéte IlI, dyslipidémidiéabsclérose et maladies cardiovasculaires,
cancer, Alzheimer, aussi l'insuffisance rénale stéatose hépatique, modération de I'état
inflammatoire, ayant aussi comme effet modulatierlaflore intestinale et diminution de la
tension artérielldAhmed et al.,2015; Gad et Zaghloul, 2013;Boseet al, 2008) D'autres
bénéfices du thé vert sont en train d'émerger \&eisades recherches comme la propriété
antimutagénique anticancéreuse, antiulcéreuse, inducteur de [|'apgept effet
neuroprotecteur, potentialisateur de linsuline, neddulateur de I'expression des genes.
Cependant la propriété la plus exploitée est stimit® antioxydant€Forester et Lambert,
2011).
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PARTIE EXPERIMENTALE
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Chapitre II:

Matériel et Méthodes
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II.1- Objectifs

Ce présent travail s'intéresse a évaluer I'effetgrteur du thé vert vis-a-vis du stress

oxydatif associé a une obésité nutritionnellemieiuite. Cette étude vise a :

» Induire, chez le ratVistar, I'obésité ainsi que les troubles métaboliquesigusont

associés et ce par un régihigh fat
> Evaluer la corrélation de la masse adipeuse ehs&gueurs oxydatifs.
> Etudier 'impact de ce régime sur le statut redox.

> Evaluer I'effet préventif du thé vert, incorporé gime alimentaire des rats, vis-a-vis

de I'obésité et ces complications oxydatives.

[1.2- Lieu et durée de travail

hY

La démarche expérimentale relative a cette présénide a été réalisée sur une
période allant du 27 janvier 2015 au 23 Avril 20Hlle a été effectuée au sein des
laboratoires suivants:

- Laboratoires de Biochimie, Technologie AlimengairPhysiologie Animale et
Biotechnologie Végétale de la Faculté des Sciededa Nature et de la Vidkiversité Ibn
Khaldoun - Tiaret.

- Laboratoire de santé animale de I'Institut @egences VétérinairesUaiversité 1bn

Khaldoun -Tiarets.

I1.3- Matériel et produits chimiques
L’achevement de ce travail demande le matéride®tproduits chimiques qui sont

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

Matériel

Produits chimiques

Agitateur magnétique thermique

(Stuart).

Bain marie

Balance analytique (Akern Als).

Verreries

Broyeur (ultraturax),
Centrifugeuse (ZUZI)
Chronometre

Etuve (Memmert)
Gants chirurgicaux,
Micropipettes

pH métre

Spatule

Spectrophotomeétre (biochrom
Libra S6)

Tubes et Porte tubes

Acétate de sodium (B3NaQO,), PM=82.03g/mol, sigma.

Acide acétique glacial (C3}€OOH), PM=60.07g/mol,
sigma.

Acide Ethylénediamine-TétraAcétique (EDTA),
PM= 292,24 g/mol, sigma.

Acide phosphorique a 85% £PiOs), PM=98 g/mol,
sigma.

Bleu de Coomassie G250, PN8585,028g/mol, sigma.
Albumine de Sérum Bovin (BSA), PM= 66.430 kDa.

5'5-dithio-bis (acide 2-nitrobenzoique) (DTNB),
PM=396.34 g/mol, sigma.

Acide ascorbique (§HsOg), PM=176.12 g/mol, sigma.
Ethanol & 95% (eHeO), PM=46.06844 g/mol, sigma.

Chlorure de fer Il (Fed,6H20), PM=270,31g/mol,
sigma.

HCL (chlorure d’hydrogene), PM36,461g/mol, sigma.
N-acetyl-L cyctéine (NAC) sigma, PM=163.2g/molnsig
Sodium Dédocyl Sulfate (SDS), PM= 288,379g/sigma.
Sulfate de fer (FeS) PM=278,0157 g/mole, sigma.
Chlorure de sodium (NaCl), PM=58.44g/mol, sigma.

Hydrogénophosphate de sodium §NBOa),

PM= 141,96 g/mol, sigma.
Phosphate de potassium monobasique fbi),
PM= 136,086 g/mol, sigma.

Tripyridyl-s-Triazyne (TPTZ), PM=334.8 g/mol, sigma
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Il.4- Heébergement, traitement et suivi des animaux

Les animaux utilisés au cours de cette expérimentabnt des rats adultes de souche
Wistar et d’un poids initial deZ15,38 + 3,28 j fournis par I'Institut Pasteur d’Alger. Des
rats méales ont été choisis préférentiellement d#&viter les variabilités inter-sexe et toutes
perturbations du métabolisme induites par des araegts hormonaux. Dés leur réception,
les rats ont été répartis aléatoirement en 4 godpirents (6 rats par groupe), installés dans
des cages individuelles et hébergés au sein deniéderie du laboratoire d’autopsie clinique
de lInstitut des Sciences Vétérinairegniversité Ibn khaldoun Tiargt ou régne une
température constante (24+/-2°C) et un éclairagevayie selon un rythme circadien (cycle
de lumiére/obscurité de 12h/12h). lls ont eu acc&slonté a la nourriture et a la boisson.

Apres une durée d’acclimatation de deux semagessrats ont été nourris pendant 16
semaines eadlibitum, avec un régime standard ou un régime hyper-gigslémentés ou

non en thé vert. Ainsi quatre lots expérimentauxéb@ constitués :
Les animaux du premier lot (S) ont recu un régataedard a base d’amidon (42,12%)

Les animaux du second lot (ST) ont recu le mérgene supplémenté en thé vert a

2% (sous forme de poudre incorporée au regime)

Les animaux du troisieme lot (HG) ont été soumism aé€gime hyper-gragkgh Fat»,

régime enrichi en graisse animale d’origine ovid&2¢)

Les animaux du quatrieme lot (HGT) ont recu leimé&ghyper-gras supplémenté en

thé vert a 2% (sous forme de poudre incorporé&gime).

Durant le traitement (16 semaines), les poids i@s ainsi que la quantité de

nourriture ingérée ont été pesés une fois par sefagure n°06).

Toutes les procédures d’hébergement, traitementj st sacrifice des rats ont été
réalisées. Apres le sacrifice, le sang et les agdfoie, coeur, rein et tissu adipeux) ont été
prélevés et conserver soigneusement dans desioosditdéquates par une autre équipe dans
une période allant du 05 Décembre 2013 au 15 MB4 20
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Sacrifice a
jeun

Régime standard (RS)

Rat wistar

Régime standard +
The vert (RST)

Régime Hyper Gras
(RH)

Régime
d’entretien Régime Hyper Gras +
Thé vert (RHT)

N

2 0 Semaines 16

>

Figure n°06: Protocole du suivi des rats durant tige.
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La procédure expérimentale regroupant les diff@eritapes réalisées au cours de

cette étude est résumée dans la figure suivante :

[ 4 lots de six rats Wistar & ]

2 semaines
d’acclimatatiol

\ \\/] \ 1’

Lot squmis au Lot soumis au Lot soumis au Lot soumis au
régime ¢ régime T régime HC régime HG™
1‘ 1‘ Pendant 16 semair 1‘ 1‘

~ I 7

Pesées des poids et de la pris

alimentair
1
[ Sacrifice :I
v ¥
Prélévement sanguin Prélevement d’organes
(cceur. foie. reir
A\
Analyses Analyses
biochimiques oxydatives

4 ) 4

e Teneurs en Triglycérides, e Pouvoir réducteur total
« Teneurs en Cholestérol, (FRAP),
* Teneurs en Glucose, e Oxydation des protéines
« Teneur en Protéine (SH).
N\ J N\ J

Figure n°07: Diagramme récapitulatif de la démarche expérimental
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[I.5- Composition des régimes expérimentaux

La composition du régime inducteur de I'obésitézle ratWistara été déterminé en
se basant sur des données bibliographiques quilestip que les régimes alimentaires
contenant plus de 30% des apports énergétiquesfaious de lipides (acides gras saturés)
entrainent le développement d'une obésité assacdss désordres métaboliques dus a une

augmentation de la prise caloriqu&afait, 2006).

Pour évaluer la prévention nutritionnelle vis-a-die la prise de poids anormal et les
troubles métaboliques qui lui sont associées, 2 %hdevert sous forme de poudre a été
incorporé au régime standard et au régime hyperphadisation du thé vert dans cette étude
est due a sa richesse en polyphénols (35-40%ugcdhfere un effet bénéfique pour la santé,
en effet la consommation du thé vert est souvesbcSe a une diminution du risque de
développer des maladies cardiovasculaifRetyeld et Wisseman, 2003; Jurgengt al.,
2012).Aussi le choix de la concentration du thé incorpdaés les régimes repose sur le fait
gue cette dose influence le métabolisme lipidiquie eomposition de la flore intestinale des

rats et des souris soumis a un régime hyperlipe{sang et al.,2013.

La préparation des différents régimes, au coursette expérimentatiorvgir annexe
1), a été réalisée une fois par semaine au seiralghrdtoire de physiologie animale. Les
ingrédients utilisés pour préparer chaque réginteétd fournis gracieusement par I'Office
Nationale d’Aliment de Bétail (ONAB) et ont été egps de telle sorte que les pourcentages
des protéines, de la cellulose, des vitamines ®tsédés minéraux varient peu d’'un régime a
lautre. La composition des régimes standard eelygas ainsi que la constitution en acides
gras saturés de la matiére grasse utilisée daosnieeption de ce régime figurent dans le

tableau suivant.
Tableau n°2: Composition et profil lipidique du gime hypergras.

c) Composition des régimes standard et hypergi@auvantet al, 2004)

Standard (%) Hypergras (%)
Amidon 42.12 2.59
Cellulose 3.34 3.17
Protéines 14.406 15.94
Matiere grasse 0 48
Energie (Kcal/100g) 409.615 679.92
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d) Profil lipidique de la graisse ovine (Sauvant et,£2004).

Acide gras composition Pourcentage (%)
Lauric C12: 0 0.1
Myristic Cl14: 0 3.3
Palmitic C16: 0 25.3
Palmtoleic Cl6:1 3.4
Stearic C18:0 19.2
Oleic C18:1 37.5
Linoleic C18: 2w-6 2.8
Linolenic ALA C18: 3w 3 0.6

I1.6- Prélévement et préparation du matériel bioliogie
11.6.1- Prélévement sanguin

Les animaux, maintenus a jeun depuis 24 heuresienle leur sacrifice le lendemain,
ont été anesthésiés a I'éther de pétrole par inbala_e thorax a été ouvert, le sang a été
prélevé par ponction intracardiaque et recueilligddes tubes contenant de I'héparine. Aprés
une légére agitation, les tubes ont été incubés tamglace pendant 45 min avant d'étre
centrifugés a 3000 tr/mn pendant 10 min. Le plasshtenu apres centrifugation a été
recueilli, aliquoté dans des tubes et conserv®ZCpour les analyses ultérieures: Glycémie,
Cholestérolémie, Triglycéridémie, I'évaluation daupoir réducteur total et de I'oxydation
des protéines.

I1.6-2- Prélevement d’organes

Apres le prélévement sanguin, le foie, le coeurrédéss et le tissu adipeux ont été
soigneusement prélevés, rincés avec du Na Cl a 98&es et conservés a -80°C pour

d’éventuelles explorations

11.6-3- Préparation de I'homogénat d’organe pour ladétermination des parametres

oxydants et biochimiques

Deux types d’homogénats ont été préparés: homogema déterminer le statut

antioxydant, et homogénat pour la déterminationpd@ametres biochimiques.
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A- Préparation de I'homogénat d'organe pour la détermmation des parametres

biochimiques

5 ml de tampon PBS 1X a pH 7,4, (la composi@bria préparation du tampon PBS
sont décrites dankannexe n° Il, ont été additionnés a 0,5g d'organe. Apres breyag
l'ultraturax et centrifugation a 3000tr/min pendaf min, le surnageant a été récupéré dans
un tube sec, ensuite un volume de SDS a 1% (BoDiedocyl Sulfate) a été additionné au
surnageant récupéré de sorte que le volume de S8idSgal au volume du surnageant.

L’homogénat a été incubé pendant une heure daglade et conservé a -20°C.

B- Préparation de 'homogénat d’'organe pour la détemaition des paramétres du
stress oxydant

0,5g d’organe a été placé dans 5 ml de PBS 1iX,ljpayé a l'ultraturax. L’ensemble
a été centrifugé a 3000tr/min pendant 10 min. sumageant, qui constitue 'hnomogénat
d’'organe, a été récupéré et incubé pendant Efdans la glace et conservé a -20°C en vue

des différents dosages.

1.7- Etude des paramétres biochimiques
11.7.1- Détermination de la teneur en glucose

Principe :

La teneur en glucose est déterminée par la méthozigmatique et colorimétrique en
présence du glucose oxydase (GOD). Le glucosexgsgicen acide gluconique et peroxyde
d’hydrogéne, ce dernier, en présence de peroxyetade phénol, oxyde un chromogéne (Le
4- amino-antipyrine) incolore en couleur rose actrre quinone. La coloration obtenue est
proportionnelle a la concentration en glucose priesdans I'échantillon. La lecture se fait a
une longueur d’'onde de 505 nm, ce dosage a éié&éal’aide du kit Biomaghreld{ngeon
et al.,1979.

Glucose oxydase
B-D-Glucose +@+H20 » Acide gluconique +®b

Peroxydase

H20. + Phénol + 4-Amino-Antipyrine ——  Quinoneseo+ RO

Mode opératoire :
10 ul de chaque échantillon ont été prélevés et engjoigtés a 1ml de la solution de
travail obtenue par mélange des deux réactifs2, &urnis par le kit\oir annexe n° Ill),
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ensuite 'ensemble a subi une homogénéisationdel@un vortex, le mélange ainsi obtenu a
été incubé pendant 10 minutes a 37°C. L’absorbaacetté ensuite mesurée au

spectrophotomeétre a 505 nm contre un blanc sasggu Au cours de cette analyse un étalon
a subi le méme traitement que I'’échantillon etfoe diétre utilisé comme une référence pour

la quantification des taux de glucose dans le pdasm I'homogénat d’organe, cet étalon a
une concentration précise de glucose égale a (lbé.)oncentration du glucose dans les
échantillons est calculée selon la formule ci-aptéss résultats sont exprimés en g/l de
glucose.

Glucose (g/1) (Densité optique de I'échantillon&lenoptique de I'étalon) X 1g/L.
11.7.2- Détermination des teneurs en Triglycérides
Principe :

Le dosage des triglycérides seériques et tissulaeetait par le biais d'une méthode
colorimétrique enzymatique et est réalisé via le Biomaghreb. Les triglycérides sont
hydrolysés en glycérol et en acides gras graces diphesses. Une suite de réactions a abouti &
la formation du peroxyde d’hydrogéne qui en présaie la peroxydase et d’'un chromogéne
donne un composé coloré. La concentration en geiegh proportionnelle a la concentration
totale en triglycérides présents dans I'échantillba concentration en triglycérides est

déterminée a une longueur d’'onde de 505 Rasgatiet al.,1982.

Lipoprotéine

Triglycérides > Glycérol + acides gras
Glycérol
Glycérol +ATP > Glycérol-3-phosphate + ADP
lyGerol
Glycérol-3-phosphate +O 5>  Phospho dihydrag§tone +:O;
Peroxydase

H2O2 + phénol+ 4-Amino-Antipyrine————>  Quine rose + 440

Mode opératoire :

10 ul de chaque échantillon ou de I'étalon (concerdratie 2g/l) ont été prélevés et
ensuite ajoutés a 1ml de la solution de travaiépprée en mélangeant les réactifs 1 et 2

fournis par le kit yoir annexe n° I\), ensuite une homogénéisation a été appliquée a
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'ensemble a l'aide d’'un vortex, le mélange a sué incubation de 10 minutes et a 37°C.
L’'absorbance a été mesurés au spectrophotome@® arb contre un blanc, les résultats sont
exprimés en g/l. de triglycérides et calculés sédiormule suivante :

Triglycérides (g/1) (Densité optique de I'échantillDensité optique de I'étalon) X 2g/1.
I1.7.3- Détermination des teneurs en cholestérotab
Principe :

Le cholestérol total est dosé par une méthodeiomdtrique enzymatique en utilisant
le kit Biomaghreb et ce au niveau du plasma ethierogénats d’'organe. Les esters de
cholestérol sont hydrolysés par la cholestérolraseéen cholestérol libre et en acides gras. Ce
cholestérol libre produit et celui préexistant@sgdé par une enzyme cholestérol oxydase en
A4 cholesterone et peroxyde d’hydrogene. Ce demsmieprésence de peroxydase, oxyde le
chromogéne en un composé coloré en rouge. La deaptique du quinoneimine coloré
mesurée a 505 nm est directement proportionneiecuantité de cholestérol contenu dans

I'échantillon, et est exprimée en gAgsceet al.,1982.
Mode opératoire :

La solution de travail a été préparée par le ngdates réactifs 1 et 2 fournis par le kit
(voir annexe n° V). Pour la réalisation de ce test, ll0de chaque échantillon (plasma ou
homogénat d’organe) et de I'étalon ont été prél@ténsuite ajoutés a 1ml de la solution de
travail, 'ensemble a subi une homogénéisatiomi@dd d’'un vortex, le mélange ainsi obtenu a
été incubé pendant 10 minutes a 37°C. L’absorbaaceité ensuite mesurée au
spectrophotometre a 505 nm contre un blanc ne canteue de I'eau distillée. Notons que
I'étalon a été utilisé afin de quantifier le taux cholestérol dans les échantillons, cet étalon
contient une quantité précise de cholestérol quides2 g/l, ce dernier a subi les mémes
conditions expérimentales que I'échantillon. Lesuttats sont exprimés en g/l de cholestérol

et calculés selon la formule suivante :

Cholestérol estérase

Esters de Cholestérol +8 —» Acides gras+ Cholestérol esté
Cholestérol oxydase
Cholestérol + @ » Cholesténe-4-one-3+0
Peroxydase
B-D-Glucose +Q+H20 —» Quinone imine rouge
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Cholestérol (g/l) (Densité optique de I'échantillobensité optique de I'étalon) x 2 g/L.

[1.7.4- Dosage des protéines totales par la méthdéeBradford(Bradford, 1976)

Principe

Le dosage des protéines par la méthode de Bradfiisk le réactif éponyme, dont le
constituant principal est le bleu de Coomassie.sSsa forme cationique libre, ce réactif
absorbe la lumiere a une longueur d’onde de 46%mmsqu’il est mis en contact avec une
solution protéique a doser, il se lie avec les rmdmilatérales des acides aminés basiques
(lysine, arginine, histidine) et sur les foncticasines libres de la chaine polypeptidique en
formant un complexe chromogéne présentant un mawiciabsorption a 595nm. Il y a donc
une corrélation entre la quantité du colorant foiaés une solution et la concentration en
protéines.

Mode opératoire

Ce test peut étre utilisé comme un index de lauieee protéines totales. Le protocole
préconise d’insérer 100uL d’homogénat d’organe’afpdter 5 ml de réactif de Bradford
(voir annexe n° VI pour la préparatioh

Dans les mémes conditions expérimentales, unebeode calibration a été réalisée
pour étalonner le systéme. Elle a été préparéerta paine solution de BSA a 2mg/ml
(Bovin Sérum Albuminesur une gamme de 0,025 a 0,8 mg/ml diluée dari®du distillée
pour obtenir un volume final de 2 ml, (la courbel@gamme d’étalonnage figure emnexe

n° VII). La lecture des échantillons a été réalisée imnémient par spectrométrie a 595 nm.

1.8- Etude des paramétres oxydatives

11.8.1- Détermination du pouvoir antioxydant totapar la technigue FRAP « Ferric

Reducing Antioxydant Power »
Principe

La méthode FRAP développée [Banzie et Strain (1996@st basée sur la réduction
d‘'un complexe tripyridyltriazine ferrique [(Fe(IINTPTZ)] en un complexe tripyridyltriazine
ferreux [(Fe(Il)-TPTZ)] par un antioxydant (AH), a un pH de 3,6 pour nteiir la solubilité
du fer {oir Figure n°08). Lors de la réduction du complexe ferrique en plaxe ferreux une
coloration bleue intense apparait tres rapidemeat an maximum d‘absorption a 593 nm.
Le pouvoir réducteur est proportionnel a la formatde la couleur bleue, plus la couleur

bleue est intense, plus I'échantillon peut étresadré comme un bon réducteur.
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Fe(Il)-TPTZ

Figure n° 08: Mécanisme réactionnel intervenant kidu test FRAP entre le complexe
tripyridyltriazine ferrique Fe(lll)-TPTZ et un antioxydant (AH).
Mode opératoire

Ce test peut étre utilisé comme un index du pousnifoxydant des défenses non
enzymatiques. Il est basé sur la mesure de latiédyzar le plasma ou 'homogénat d’organe
et dans des conditions d’acidité (pH 3,6), d’'unkitsan comprenant du tampon acétate, une
solution a base de 2,4,6 Tripyridyl -s-triasine TEP, et un sel ferrique (FegI6H0), ce qui
provoque la formation du complexe TPF&*, de couleur bleue. Une gamme étalon est
obtenue a partir d’'une solution meére de FESBLO a 1mM (31,25M a 500uM) (la
courbe de la gamme d’étalonnage figureaamexe n° VIII.

La solution FRAP est préparée a partir des troistisms initiales : tampon acétate
(CoH3NaO, 3H0 et GH40O2) a pH 3,6, TPTZ a 10 mM et FeC6H0O a 20mM) et placée a
37°C pendant toute la durée de l'analyse. gl0fléchantillons ou de la solution-gamme sont
ajoutés a 90Qu de la solution FRAP. La lecture des échantillgesfait apres 30 minutes
d’incubation par spectrométrie a 593 nm.

11.8.2- Oxydation des Protéines (dosage des groupeta Thiols) (Bulaj et al., 1998;
Ellman, 1959)

Principe

Lors de l'oxydation des protéines, les groupem@&ttssont oxydés et forment des
ponts disulfures S-S. la méthode utilisée dans opé&semt travail est une méthode

colorimétrique qui repose sur les propriétés rathes des groupements thiols (SH). En
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présence des groupements thiols de I'échantillenpdnt disulfure (S-S) contenu dans le
réactif d’Ellman ou DTNB [5'5-dithio-bis (acide 2trobenzoique)] va étre réduit et donner
des dérivés thiols aromatiques [RNB (acide 5-t@imifrobenzoique))] colorés et possédant
une absorbance entre 412 et 415 nm. La vitessa déattion sera différente selon que le
DTNB se trouve en présence de SH protéiques owpraigiques. Cette différence peut, dans
certaines conditions de pH et de forme ionique &tcentuée et permettre ainsi la mesure des
SH protéiques et celle des SH totaux (Ellman 19568%. groupements thiols protéiques sont
tres sensibles a I'oxydation, y compris par I'oxygemoléculaire. Il convient de manipuler
rapidement les échantillons a 4°C (glace), d'wilisles centrifugeuses réfrigérées. Il est
possible de conserver les échantillons a - 80°C.

Mode opératoire

375 ul de tampon phosphate (0.05M) ont été ajo&ksul du point de gamme
(préparée a partir d’'une solution de N-Acetyl-@ys¢ a 1 mM, (la courbe de la gamme
d’étalonnage figure erannexe n° 1X),ou d’échantillon, aprés une légére agitation [1R2&e
réactif d’Ellman ont été ajoutés, le mélange aoigenu a été vortexé et incubé pendant 15

min a température ambiante et a labri de la lumigaelecture des DO a éte effectuée a 412

nm.
NO,
HOOC
© : o
S NO,
/ | |
‘ S HOOC AN
S . |
| . SR o ~ . P
C |
COOH S
R
| NO,
HOOC” N
NO
DTNB modified TNB
thiol compound

Figure n°09: Mécanisme réactionnel entre le DTNB eh groupement thiol (SH).
11.8.3- Dosage de la vitamine C
Principe :

Le dosage de la vitamine C, développé jparota et Dana (1983, est basé sur la
réduction de la vitamine C présente dans le plasmdans les tissus par le réactif de Folin

ciocalteu en donnant une coloration bleue dontdisité de la coloration est proportionnelle

32



Matériel et méthodes

a la concentration en vitamine C. L’absorbanceadeoloration est maximale a une longueur
d’onde de 760nm.

Mode opératoire :

Ce test peut étre utilisé comme un index du pouantioxydant des défenses non
enzymatiques. Afin de précipiter les protéines,rd|&’acide trichloroacétique a 10% ont été
ajoutés a 0,2 ml d'homogénat de tissu ou au plasmguin. Apres agitation vigoureuse et
une incubation de 5 minutes dans un bain de glesaubes ont été centrifugés a 3000trs/min
pendant 5 minutes, ensuite 0,5 ml du surnageanéténincubés en présence de 0,2 ml de
réactif de Folin ciocalteu (1M) pendant 10 min &£@G7apres cette durée la mesure de
I'absorbance, de la couleur bleue développée, eéétisée a une longueur d'onde de 769 nm.
L'intensité de la coloration obtenue est proportale a la teneur en vitamine C présente dans
'échantillon. La concentration est exprimée gg/ml et a été déterminée a l'aide d’'une
courbe d’étalonnage obtenue grace a une solutiore ndéacide ascorbique 1Q0nl
(1,5625ug/ml & 5Qug/ml). (La courbe de la gamme d’étalonnage figuramexe n°X.

[1.9- Traitement statistique

L’ensemble des résultats obtenus sont présenig¢s feome de moyenne + SEM
(Standard error of the meanl)’analyse statistique des données a été conduitgtilisant le
logiciel STATISTICA (version 6, Statsoft). La compeson des moyennes (comparaison
entre les quatre groupes de rats) a été réaliséle vest ANOVA a un facteur. Ce dernier a
été complété par le test LSD afin de classer etpeoen les moyennes deux a deux.
L'association entre les variables a été évaluéedgagssion linéaire. Une valeur pl& 0,05a

été retenue comme seuil de signification. On nate:q

v" Pour un P<0,05 ldifférence est significative
v' Pour un p<0,01 la différence est trés significative

v" Pour un p<0,001 la différence est hautement sigaiive
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Chapitre IlI:

Résultats et Discussion
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l1l.1- Impact des régimes expérimentaux sur le psides différents organes prélevés

Lors du sacrifice, différents organes ont été pdea savoir le tissu adipeux (TA), le
foie, le coeur et les reins, pesés et conservé ddas conditions adéquates pour des
éventuelles investigations. Au cours de cette éwrtdpour l'interprétation des résultats, le
poids de ces organes a été rapporté a la maskandeal (poids relatif), le rapport est
exprimé en pourcentageoir tableau n°03).

Nos résultats révelent que les rats soumis au egigpergras (HG) possédent une
masse de tissu adipeux qui représente?% + 11,98du poids corporel final, elle est
supérieure a celle des rats nourris par le régteawedard (S) et celle des rats nourris par le
régime hypergras supplémenté en thé vert (HGTY awe différence hautement significative
(p < 0.0001) Toutefois, et malgré que la masse graisseuseatieslu groupe HGTL(47 +
0,179 est trés significativement supérieure a cellerdés des groupes 9,06 + 0,14% et
ST (1,33 £ 0.11% cette derniere reste significativemembins importante a celle des rats du

groupe HG.

Le poids du foie chez les rats du groupe28lZ + 0,08%)est inferieur et ce de
maniere hautement significativze celui des rats du groupe H@&,90 + 0,23%, cependant,
aucune différence significative n’est observéeectds groupes HGT, S, ST. Bien que les rats
du groupe ST possedent un foie de taille supéri@uaelui des rats S, cette différence
demeure non significative. De plus, et malgré tpeoids de foie du groupe HGT et
supérieur a celui des rats du groupe S et ST ceetleeste, néanmoins, tres significativement

moins important par rapport au poids du foie dwgeoHG.

Quant a la masse des reins, une différence sigtificest observée entre les groupes,
des rats HGT et ST0(56 + 0,03%vs0,52 + 0,04%. Aussi une différence trés significative est
constatée lorsqu’on oppose les rats HG aux rats @2 + 0,03% vs 0,56 + 0,03)%
Cependant aucune différence de la taille des meiest notée entre les rats sous régime
hypergras incorporé de thé ve@,56 + 0,03% et les rats sous régime standédbl +
0,01%)

En paralléle, les résultats concernant le poiddiaque rapporté au poids de I'animal,

n’indiquent aucune différence significative enes tifférents groupes expérimentaux.
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Tableau n°03:Gain de poids et poids des différents organes préterapportés a la masse

de 'animal.
Poids (en %) HG HGT S ST
Gain de poids 38,57 +5,88* 25,21 +4,69# 24 45 +5 56 26,38 +3,77
Coeur 0,28 +0,03 0,27 +£0,96 0,25 +0,02 0,26 +0,02
Foie 2,90 £0,23*** 2,44 +0,06## 2,12 +0,08 2,20,08
Rein 0,62 +0,03** 0,56 +0,03# 0,51 +0,01 0,504
TA 2,52 +11,98*** | 1,47 +0,17*## 0,96 £0,14 1,380,11

Les résultats sont exprimés sous la forme de megehB8EM avec n=6
*** différence hautement significative, (**) diffénce trés significative, (*) différence signifie@t S vs HG et S
vs HGT
# # différence trés significative, (#) différenagndficative HG vs HGT.
S : rats du groupe standard, ST : rats du groupedard + Thé, HG : rats du groupe hyper gras,
HGT : rats du groupe hyper gras + Thé.

Les résultats de la masse adipeuse réevélenawgmentation hautement significative
chez les rats H@ersusle groupe S et tres significative par rapport deceéll groupe HGT,
ceci confirme une adiposité. Ces résultats vonpaleavec ceux indiqués pZaman et al.,
(2017 dont le régime a haute teneur en grai®4) a provoqué, chez des rats traités
pendant 10 semaines, une augmentation de la mas3é é¢n comparaison aux témoins.
Cependant, d’'autres études démontrent que I'extealtEGCG inhibe la différenciation et la
prolifération des adipocytes, diminue I'absorptd®s gras, les carbohydrate aprés I'ingestion
d’un régime hypercaloriqu@ hielecke et Boschmann, 2009; Bakr et Header, 2014

Le tissu adipeux n’est pas le seul organe affeatde régimehigh fathigh fat thé vert
élaboré au cours de cette étude, il s’embleraitlguaoids hépatique subit également une
évolution. Comme indiqué antérieurement, le poids fbie du groupe HG est
significativement supérie{P<0,001)a celui des rats du groupe HGT, ce qui indiqueftet
protecteur du thé vert contre I'hypertrophie de @afane qui est due a une accumulation
excessive de graisse. Ceci est affirmer par urdeénhenée sur des souris C57BL/BAge et
al., 2008) en effet ces souris soumises a un regmg fat (60% de lipides) pendant 16
semaines, exhibent une augmentation du poids lo@gadin comparaison aux souris recevant
un régimelLow fat Cette étude montre également que le traitemenE@G&LG (3,2 g/kg de
régime)durant la méme période, induit une diminution @é2du poids hépatique des souris

traitées par cet extraifp<0,05)versus le poids de foie issus des souris traitées pegdane
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high fat seul, aussi cette étude démontre que le traitep@nEGCG diminue la stéatose
hépatique induite par le régirh@h fat.Ces résultats sont en conformité avec d’autre trava
indiquant que le traitement par EGG&2g/ 2Kg de régimeprotége les souris C57BL/6J et
les sourisob /oy ayant recu le régimaigh fat pendant 17 semaines, contre la stéatose

hépatique en limitant I'accumulation lipidique aueau hépatiqueGhen et al.,2011).

Parallelement, le régimaigh fatn’a aucune influence sur la masse du cceur, eh effe
aucune différence significative n'a été soulignbezcles 4 groupes de rats HG, HGT, S, ST.

Ces résultats sont en accord avec ceuxaisy et al.,(2001) cette équipe au cours
de leur étude on répartit des r&grague-Dawleymales de 200 g en 5 groupes: le premier
groupe ayant recu le régime de controle, le sezgnolupe le régime riche en sucrose (SRD),
le troisieme a regu le régime SRD supplémenté énvént, le quatrieme le régime SRD
supplémenté en thé rouge et en fin le cinquiematqudui a recu le régime SRD supplémenté
en thé noir. Apres 25 jours de traitement, leugsultats indiquent que malgré une
hyperlipidémie induite par le régime sucrose, lepau coeur n’a subi aucune modification,

enregistrant des différences significatives chesblgroupes.

Toutefois au cours de notre étude et comme ltilkuke tableau n°03 le poids des
reins chez le groupe HG est significativement sepéra celui des groupes HGT et S
(p=0,049 et p=0,002 respectivemerfes données vont dans le méme sens que les travaux
montrant I'existence d’une relation entre la suppmétation en extrait de thé vert (20mg/kg et

30 mg/kg) et la diminution des poids des reinsrdesobesefBakr et Header, 2014).
[ll.2- Impact des régimes expérimentaux sur le gaie poids

Les résultats concernant le gain de poids obteapres 16 semaines de traitement des
ratsWistar, révelent que les rats du groupe HG présententaimdg poids, estimé 28,57 +
5,88 % ce gain est significativement supérieur au gainpdiels des rats constituant les
groupes (24,45 + 5,56 %) ST (26,38 + 3,77)et HGT (25,21 + 4,69).En effet, il est
largement démontré que le déséquilibre alimentamefaveur d’'un apport énergétique
supérieur aux dépenses de l'organisme, déboucherswxceés de masse grasse et sur le
développement de 'obési{€ani et al.,2008).Un régime hyperlipidique et hypercalorique
est associé a une accumulation de tissu adipeuxestsurcharge pondérale pouvant aller

jusqu’a I'obésité chez I’'homme et chez 'anim@lbfay et al.,1998.

37



Résultats et discussion

Ainsi des ratsWistar soumis pendant 4 semaines a un régime composeidesli
comptant poub0% des calories totales, ont une masse corporelRDéle supérieure a celle
des rats soumis a un régime standard (12% de dip{Bartness et al., 1992). En effet le
régime hyper-gras élaboré au cours de cette étomierant48 % de lipides, représentant
66% des calories totales engendre I'apparition d’'ubésdé (suite a un apport énergétique
augmenté) constatée par une augmentation de Ilsencagporelle évaluée3s,57 + 5,88 %
en comparaison aux rats témoins sous régime sthn@as résultats corroborent ceux de
Noeman et ses collaborateurs, (201,19es chercheurs indiquent une augmentation dis po
des rats soumis a une ingestion du régtigh fatpendant 16 semaines et ce en comparaison
avec le poids obtenu chez les rats sous régimdatén

Durant cette présente étude, la supplémentationhénvert influence de maniére
significative la prise de poids des rats, en affetonstate que cette supplémentation a 2 % de
thé vert, favorise une réduction significative dengde masse chez les rats HGT évaluée a
13,36 %, versus le groupe de rats HG, ces résultats sont en acad ceux d8ose et al
(2008) Durant leur investigation, ces auteurs indiquguiaprés 16 semaines de traitement
par 'lEGCG (5-10 g/kg de régime), le gain de poéds$ réduit chez les souris ingérant le
régimehigh fat Cette réduction a été évaluéelde02 + 2,67 g a 19,21 + 2,06 fussi, une
étude clinique indique la capacité des catéchinethé vert a entrainer une diminution2id
% du poids corporel des femmes obeses ayant un IMGOge Kg Kaur et al., 2015).
Plusieurs investigations affirment I'effet anti-slgene des polyphénols de thé yeldidari
et al., 2012; Boseet al., 2008) Cette activité pourrait étre due a l'effet régela des
catéchines, essentiellement 'EGCG, sur I'exprassie certains génes. En effai et ses
collaborateurs, (2012)démontrent que, les polyphénols du thé vert rédtiise poids
corporel des rats femelles obeses. Cette actiogfigée est assurée via la régulation des
genes associés a l'obésité tels quoenylate cyclase activating polypeptidel (pityijar
récepteur 1 (Adcyaplrlkt adrenergique beta-1-receptor (Adrbl)effet préventif du thé
vert et ses polyphénols contre I'obésité est fotemaent da & leur capacité d’augmenter la
thermogénese, de mobiliser et d’oxyder les grajsseséduire la peroxydation lipidique, de
diminuer l'appétit et d’augmenter la dépense érneygé
[11.3- Impact des régimes expérimentaux sur les &ms hépatiques et cardiaques en

glucose, triglycérides et cholestérol.

Les résultats d’évaluation des teneurs hépatiques geicose, cholestérol et
triglycérides indiquent une diminution au niveapéique de31,19%en glucose48,73%en
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triglycérides et42,12%en cholestérol remarquée chez les rats HGT en aaispa avec les
résultats obtenus chez les rats HG. Par contrenautifférence significative de la glycémie et
du cholestérol au niveau cardiaque n’est notée éesrrats consommant le régime hypergras
supplémenté en poudre de thé et le groupe deaasis au régime hypergras. Néanmoins on
note une diminution hautement significativex838%en triglycérides chez les rats recevant
le régime hypergras supplémenté en poudre dedistisle groupe de rats recevant le régime

hypergragvoir tableau n°04).

Tableaux n°04: Teneurs hépatiques et cardiaguescholestérol, triglycérides et en glucose

chez les groupes de rats HG et HGT.

Coeur Foie
HG HGT HG HGT
Glycémie 3,95 +0,37 3,21+£0,11 17,56 £0,84 1240892 ##
Cholestérol 0,58 £0,16 0,41 +£0,04 6,88 £0,98 890,43 ##
Triglycérides| 5,9+0,20| 3,15+0,18 ### 68,53 18| 35,13 +4,32 ##

Les résultats sont exprimés sous la forme de megehB8EM avec n=6
# # # différence hautement significative, (# #jédénce trés significative, HG vs HGT
HG : rats du groupe hyper gras, HGT : rats du greugyper gras + Thé

Comme indiqué précédemment, la teneur hépatiqueglecose, triglycérides et
cholestérol chez les groupes HG est tres signifieatent supérieure en comparaison a celle
du groupe HGT, ces résultats sont en accord avecd®Yang et al.,(2001)qui ont montré
gue le régime riche en sucrose (régime obésogemelapt 5 semaines chez des &jsague-
Dawley, augmente la teneur hépatique en triglycéridenethemlestérql cette élévation est

diminuée chez le groupe recevant I'extrait de tind a1%.

Au cours de notre étude, le taux du glucose ethalestérol au niveau cardiaque ne
représente aucune différence significative. Cepatnda taux de TG chez le groupe HG est

hautement supérieur et de maniére significdpw®,001)a celui du groupe HGT.

Plusieurs études menées chez 'lhomme et I'animgainaentent I'effet antidiabétique
et anti-obésogene de thé vert et ses catéchinesff&rHuang et al., (2014) ont démontré
gue 'EGCG réduit la teneur plasmatique en glucetsd’insulinoresistance chez les souris

ingérant le régiméigh fat Les résultats deHaidari et al.,(2012)indiguent que I'extrait de
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thé vert agit comme un anti-hyperglycémiant et l&ve que I'EGCG abaisse le
développement de I'obésité, I'hyperglycémie, lilisarésistance, I'hypercholestérolémie et
la stéatose hépatique chez les souris soumises r@gime high fat. Actuellemnt, il est

largement admis que les catéchines du thé vertctaffe le métabolisme lipidique en

diminuant I'absorption des triglycérides et du &svérol Bakr et Header, 2014).
I11.4- Teneurs tissulaires en protéines totales

Nos résultats signalent que la teneur en protdotates (ng/g de tissudes différents
organes (foie, coeur et rein) chez les rats S, $l1, Elst significativement supérieure<Q,09
gue celle des rats HG, et ce en comparant lespianigiques des rats sous régime HG aux rats
sous régime hypergras supplémenté en thgwartfigure n°10).

mg/g
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Figure n°10: Teneurs tissulaires en protéines tatal en mg/g de tissu.

Les résultats sont exprimés sous la forme de megehB8EM avec n=6
*** différence hautement significative, (**) diffénce tres significative, (*) différence significetj S vs HG, S
vs HGT
# # # différence hautement significative, HG vs HGT
S : rats du groupe standard, ST : rats du groupedard + Thé, HG : rats du groupe hyper gras, HGats du

groupe hyper gras + Thé

l11.5- Evaluation du pouvoir réducteur total au nigau plasmatique et tissulaire
Les résultats du pouvoir réducteur sont représetaasla figure n°11, cette derniere
montre que le régime hypergras influence de mamigaficative le pouvoir réducteur (PR)

évalué par la technique FRAP et ce au niveau @gsuét plasmatique. En effet, les résultats
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obtenus indiquent que les rats recevant le régiypergras présentent un pouvoir réducteur,
plasmatique et tissulaire, significativement irééri <0,09 a celui des rats témoins. Cette
variation est marquée par une diminution5805%du pouvoir réducteur plasmatique, de
37,83%du pouvoir réducteur hépatique, 54 58%du pouvoir réducteur cardiaque7®,53%

du pouvoir réducteur rénal. Aucune différence niestiee en opposant les groupes S, ST et
HGT pour le pouvoir réducteur au niveau plasmatigiehépatique Cependant, il est
intéressant de noter que le PR des rats HGT esfifisalivement rehaussé d&4,82%au
niveau plasmatique, et @&9,42%au niveau hépatique, et ce en comparaison aveR lgeB
rats HG. Au niveau rénale et cardiaque, le pouwducteur des rats HGT est hautement
significatif inférieur £<0,00) au pouvoir réducteur des rats S et ST. Malgrte abfférence

le pouvoir réducteur des rats soumis au régimeclenen graisse incorporé de thé vert
semble augmenter significativement par rapportratscingérant un régime enrichi en graisse
seul, cette augmentation est décelée aux niveanal (41,39%; p=0,026)et cardiaque
(68,75% (p<0,001).
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Figure n° 11: Pouvoir Réducteur tissulaireu(nol/g de tissu) (A), et plasmatiqugriol/l)
(B).

Les résultats sont exprimés sous la forme de megeh8EM avec n=6
*** différence hautement significative, (**) diffénce tres significative S vs HG, S vs HGT

# # # différence hautement significative, (#) déifice significative, HG vs HGT.
S : rats du groupe standard, ST : rats du groupedard + Thé, HG : rats du groupe hyper gras, HGats du

groupe hyper gras + Thé
L’ensemble des résultats montre que les rats soamin régime HG possedent un
pouvoir réducteur significativement inferieyr<Q,05 par rapport aux autres lots des rats au
niveau tissulaire et plasmatique. Il ressort qudésité engendrée par le régime (HG) incite
la production abusive des ERO d'une part et 'amogsement de I'aptitude de défense

41



Résultats et discussion

antioxydante d’autre parten effet, I'altération de la balance oxydant/axydant au cours de
'obésité provoque des dommages cellulaires, sduigsant par une augmentation de la
peroxydation lipidique, I'oxydation des protéinésiles dommages de I'ADN, I'ensemble de
ces altérations conduit a l'induction d’'un streggdant systéemiquéBonnefont-Rousselot,
2014; Luoet al., 2015; Saviniet al.,2013; Marsegliaet al.,2015; DeMarchiet al., 2013;
Vincent et Taylor, 2006).En outre, un récent travail expérimental menédasr rats rendus
obeéses par sevrage précoce a apporté une preyérseptaire du lien entre obésité et stress
oxydant(Franco et al, 2013).En effet, ces rats, comparativement a des anirt@anagins, ont
développé une obésité viscérale accompagnée dieyyseon et de dyslipidémie,
hypertriglycéridémie et augmentation du cholestél, avec une concentration abaissée du
cholestérol lié aux lipoprotéines de haute dengitbolestérol-HDL). Les animaux
présentaient également une stéatose hépatiqueeefoue concentration de triglycérides
hépatiques, auxquelles s’ajoutait un état de siagdant au niveau du plasma et du foie,
reflété par I'augmentation d'un marqueur de peraignh lipidique (TBARS, substances
réagissantes avec l'acide thiobarbiturique) et wiminution des activités d’enzymes
antioxydantes (SOD, GSH-P{jranco et al.,2013)

Les résultats obtenus au cours de cette étudquexi que le thé vert incorporé au
régime hypergras a une capacité d’améliorer le poukéducteur, et restaure ainsi le
déséquilibre oxydatif. Ce résultat est en accoetaelui obtenu pacCichello et al.,(2013)
et Mehra et al.,(2013),ces auteurgtablissent que le thé vert prévient I'apparitienstress
oxydant. L’administration par voie orale de flavises du thé a des rongeurs protége les
tissus pulmonaire et hépatique contre les attagugdatives induites par des pro-oxydants
chimiques (Xu et al.,, 1992). Une autre étude a permis de mettre en évidence une
augmentation significative de l'activité antioxydartotale du plasma chez des volontaires
humaines entre 30 et 60 min apres consommatior0@de® de thé vert ou noir préparé par
infusion de 2 g de feuille de thé dans 200 ml d'€&erafini et al.,1996).SelonShenet al.,
(2015) 'EGCG améliore la fibrose hépatique, induitezhes souris par voie biliaire ligature
(BDL), via la modulation du stress oxydatif et dmflammation, impliquant ainsi des
mécanismes divers : réduction des especes réadtiaeste / oxygene, les cytokine pro-
inflammatoire (TNFa, IL1pB...) et la réduction de l'activité NdB (nuclear factor kappa B
aussi cette molécule inhibe la mort cellulaire, gamtre, il améliore 'activité des enzymes de
défense antioxydante tels que le glutathion peraggdet la superoxyde dismutase (SOD). De

mémeChacko et ces collaborateurs @01Q ont illustré que le thé vert augmente l'actidg
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SOD au niveau sérique et l'expression de la cataldasns l'aorte, ces enzymes sont
impliquées dans la protection cellulaire contre ERO, de plus lTEGCG augmente la
concentration de la vitamine E impliquée dans tgmtion contre la peroxydation des LDL
(low-density lipoprotein

Ainsi, les travaux d8oseet al.,(2008) montrent que le traitement des souris pendant
16 semaines par 3,2 g EGCG/kg de reghigh fat réduit le développement de I'obésité,
linsulinorésistance, I'hypercholestérolémie et d&atose hépatique, via des mécanismes
différents tels que l'abaissement de I'absorpti@s graisses, I'effet anti-inflammatoire, la
diminution de la synthése des acide gras libressdaction significative du cholestérol LDL,

et I'inhibition de leur oxydation et leur absomtidans l'intestin.

En effet, I'activité antioxydante des polyphéndisthé vert est due au caractére acide
de la fonction phénol (c’est a dire donneur d’hygnoe), et sa possibilité d’établir des liaisons
hydrogenes. Cela lui confére la capacité de corepldes métaux, chélater les ions
métalliques libres en particulier le fer et le eaivgrace au groupement catéchol présent sur le
cycle B, ce qui diminue la production des ERO, etoenséquence, la diminution des
réactions d’oxydoréductions. De plus, les polyphemtu thé vert caractérisés par leur
pouvoir anti-radicalaire(ROS Scavengerpiégeagy piegent les especes réactives de
l'oxygene, en générant des radicaux phénoligues gthbles. La capacité d'EGCG de piéger
les radicaux, était un objet de nombreuses étudesason de leurs concentrations
relativement élevées dans le thé vert, et de lsepe du groupe galloyle sur le cycle B et D
(Juan et al.,2012; Forester et Lambert, 201).

Par ailleurskim et al.,(2014)ont éclairci un des mécanismes moléculaires déidia
antioxydante de I'EGCG, ce dernier stimule I'élématde calcium (CH) cytosolique,
contribuant a la production de NO impliqué danpriatection des maladies cardiovasculaires.

L’EGCG inhibe le DNMT (DNA methyltransferase), qoonduit a l'altération de la
physiologie cellulairgLee et al.,2005) En outre, cette molécule peut révéler une aétivit
pro-oxydante contre les cellules cancéreusesestleapable de promouvoir la cytotoxicité, et
l'activité anti-tumorale par deux manieres, l'uné&redte par production de peroxyde
d’hydrogene, et l'autre par la réduction de comel&e (I1l) en Fe (ll), ce qui déclenche la

réaction de fenton et la production des ERO puatss&ls que le radical hydroxyle.
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l11.6- Evaluation de I'oxydation protéique (groupesemts thiols) aux niveaux plasmatique
et tissulaire

Les teneurs plasmatiques en protéines (SH) nentgpas énormément entre les trois
lots de rats S, ST et HGT. Par contre, il y a ufférénce hautement significatip=0,0001)
entre HG et S dont la plus faible valeur est ob&serehez les rats ingérant un régime
hypergras. Parallelement, les rats HGT présenteret augmentation trés significative
(p=0,0042)de la teneur en protéines (SH) par rapport awxH& (voir figure n°12).

Concernant le dosage des groupements (SH) au unitissulaire, nos résultats
signalent que les concentrations en protéines (faH3 le foie, le coeur et le rein chez les rats
S, ST, HGT sont significativement supérieures @lles des rats HG.

En effet la concentration des protéines (SH) esaussée chez les rats HGT, elle se
differe significativement (p=0,028) de celle des rats HG au niveau rénal et tres
significativemen{p=0,0058)au niveau cardiaque. Similairement, les rats H&BEgntent une
augmentation del8,06% de la teneur en protéines (SH) au niveau hépatigaes reste

cependant statistiguement non significative papo#paux rats HG.
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Figure n°12: Effet des régimes expérimentaux sur les marqueuxyaatifs protéiques (SH)
plasmatiques (mmol/l) (A) et tissulaires (mmol/gtiesu) (B).

Les résultats sont exprimés sous la forme de megehB8EM avec n=6
*** différence hautement significative, (*) différee significative S vs HG, S vs HGT
# # différence tres significative, (#) différenagngicative, HG vs HGT.
S : rats du groupe standard, ST : rats du groupedard + Thé, HG : rats du groupe hyper gras, HGats du
groupe hyper gras + Thé
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Les protéines cellulaires sont une des cibleslggiées des radicaux libres induits par
le stress oxydatifNoemanet al.,2011) Cependant, les protéines thiols (SH) sont uregyst
de défense antioxydant non enzymatique qui posdédepropriétés réductrices et piégent
facilement les espéces oxygénées actiyidateng et al.,2007).

Nos résultats révelent une diminution des taugmkiques et tissulaires des protéines
(SH) chez les rats HG. Ces résultats corroboramt deNoemanet al., (2011) cette équipe
a induit une obésité par un régime high fat chezrdes albinos blancs pendant 16 semaines,
apres ce traitement, les protéines carbonyléesn@angueur d’oxydation protéique) du foie,
coeur et reins sont augmentées de facon signifecatiez les rats obéeses par rapport aux rats
normaux. L'utilisation des protéines carbonyléesm@ un marqueur pour la mesure des
protéines endommagées par les ERO peut avoir mertaiantages sur d'autres marqueurs
telle que les protéines a groupement SH, en raledeur formation relativement précoce, de
leur grande stabilité, leur fiabilité ainsi queideplus longue durée de vidlgemanet al.,
2011) Cependant la mesure des protéines a groupemelt #st un biomarqueur utile au
cours d'un stress oxydatif accrdl{Shafeyet al.,2011)

Le stress oxydant généré au cours de l'obésitéopgue une accumulation des
protéines oxydées ce qui pourraient nuire aux fonnements cellulaires et engendrer des
complications chroniquesdimmelfarb et al., en (2000) montrent que les patients atteints
d’insuffisance rénale chronique possedent des uniweadevés des protéines oxydées qui
contribuent a la pathogenese des maladies cardwea®s. Parallelement I'oxydation
protéigue a été signalée comme un facteur de ridgseomplications oxydatives comme les
néphropathies et les glomérulopathies dans le tdigbavier et al.,2009)

Dans notre étude, I'augmentation des groupes Shiigaaux plasmatique et tissulaire
des rats sous régime hypergras additionné de tthéndéque I'effet protecteur de ce dernier
contre les radicaux libres. Ces données sont eoréh@vec l'activité protectrice du thé vert
contre l'oxydation et la glycation des protéineseffet protecteur contre I'oxydation
protéique observée au cours de cette étude coeaetui trouvé paFavier et al.,(2009).
Ces auteurs ont étudié l'effet de I'extrait du thest a 1 et 2% sur I'insulinorésistance et le
stress oxydant, induits par un régime riche ermtéiee chez des raMistar, aprés 16
semaines de traitement, ils ombnstaté une diminution de stress oxydatif via la
consommation de thé avec une réduction de la pdabion lipidique au niveau plasmatique,
de I'oxydation des groupes sulfhydriles (SH), et dgéats oxydatifs de I'ADN. Cet effet est

attribué aux composants polyphénoliques du thé&fgstiement TEGCG) qui jouent un réle
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a la fois antioxydant et potentialisateur de l'ims&. En fin, plusieurs études cliniques et
animalesThangapazhamet al., (2007); Lambert et Elias (2010); Saviniet al., (2013);
Babu et al., (2006) ont montré que les catéchines du thé vert essentieht 'EGCG,
exercent un effet protecteur général par multipsanismes entre autres par la modulation
de la voie oxydative, anti-inflammatoire, antithloogénique, anticancéreuse ainsi par la
modulation de I'expression des genes de la défantiexydante et de la signalisation de
l'insuline.
[ll.7- Corrélation du poids corporel, des triglycétes et des parametres oxydatifs
plasmatiques avec le poids du tissu adipeux

Les triglycérides plasmatiques et le poids corpeomt corrélés positivemerit =
0,7640etr = 0,7431) (p <0,0001aux poids du tissu adipeusigure n° 13: A, B). Cependant
on constate que les parametres oxydatifs refl@esapvitamine Cr(= - 0,4719, p = 0,0199),
le pouvoir réducteur totat € - 0,5588, p = 0,0045tI'oxydation protéiqudr = - 0,6564, p =
0,0009) sont négativement corrélés a la masse adipéigsee(n° 13: C, D et B.
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Figure n°13: Corrélation du poids corporel, des triglycérides des parametres

oxydatifs plasmatiques avec le poids du tissu adipe

Dans la présente étude, nous avons démontré gzelehrats obéses, I'accumulation
de graisse est étroitement corrélée avec les mangjde stress oxydatif systémique. En outre,
les niveaux des triglycérides plasmatiques présentee corrélation positive a I'évolution de
la masse adipeuse elle-méme corrélée au poidsretrjfgm effet il est largement démontré
gue la consommation accrue de glucose et de graisgmente la production des especes
réactives de I'oxygenéMohanty et al., 2000; Talior et al., 2003). Ce stress au cours de
I'obésité peut étre générer par une hypoxie danadigocytegTrayhurn et Wood, 2004)ou
par de I'oxydation accrue de glucose et desdggiialior et al,2003; Noemaret al.,2011).

De méme, des études récentes suggerent que $s sixgdatif systémique est en
corrélation avec I'lMQKeaneyet al.,2003; olusi, 2002)A l'inverse, une relation négative a
été montrée entre adiposité et capacité anti-oxgd@@hrysohoouet al.,2007).

Plusieurs corrélations ont été constatées cheadt@sscentes en surcharge pondérale
présentant une altération modérée de la balaneepamti-oxydante, un état inflammatoire et
une insulinorésistance. Ainsi, des corrélationsifigatives ont été notées entre le rapport
insuline/glucose et vitamine C (r=0,42 ; p < 0,05), le rapport leptine/adiponectine et LDL
oxydés (r = 0,4; p < 0,05), aussi qu'une corrétatipositive entre un parametre
d’inflammation (IL-6) et la peroxydation lipidiqug = 0,56; p < 0,05). Réciproquement, il
existe une corrélation positive entre 'augmémtatdu poids corporel et les taux hépatiques
en Malondialdéhyde (MDA), marqueur de I'oxydatigidique (Milagro et al.,2006).
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L'obésité est une maladie chronique associée a protessus inflammatoire
provoquant un stress oxydatif, médiateur de nonde®ualtérations tissulaires. La
neutralisation du stress oxydatif peut prévenisigurs anomalies métaboliques associées a
'obésité. Aujourd’hui de nombreuses études révéleEnpouvoir antioxydant des molécules
bioactives comme une stratégie de protection wisa&le 'obésité et ses troubles oxydatifs.

Le thé vert riche en catéchines essentiellem&@CG, un puissant antioxydant, est
un facteur nutritionnel a exploiter. Dans ceteate, notre étude s’intéresse a I'évaluation
de l'effet protecteur du thé vert vis-a-vis de®@tions oxydatives tissulaires induites par
'obésité chez le ratVistar. Nos résultats obtenus aprés 16 semaines dentiexit montrent
gue le régime hypergras contend82o de graisse riche en acides gras saturés, indait un
obésité chez les rats sous régime (HG) en congmaravec les rats témoins sous régime
standard (S). Ceci est évalué par une élévatiamfisigtive du poids corporel 386 ,66 *
11,989 vs 324,33 + 13,4Bgcette augmentation du poids est associée aymertrophie et
une hyperplasie du tissu adipeu®, 74 + 0,52 g vs 3,76 = 0,RgParallelement, Une
corrélation significative statistiguement est détmém ©<0.000) entre le poids corporel, les
triglycérides plasmatiques et le poids du tissupeak ¢ = 0,7640 et r = 0,7431
respectivement)En revanche, une corrélation inversement sgatife est observée entre la
masse du tissus adipeux et les parametres oxy/qddiEmatiques représentés par I'oxydation
protéique, = 0,6564, p = 0,0009)a vitamine C 1( = 0,4719, p = 0,0199%t le pouvoir
réducteur total r( = 0,5588, p = 0,0045)Aussi, ce régime riche en graisse favorise
l'installation d’un stress oxydatif tissulaire, eriluencant les taux des protéines a groupement
SH (198,32 £ 9.79 vs 499,42 + 71.72 mmol/ g de tigga)r le Coeyr (694,16 + 57.22 vs
1187,36 + 123.44 mmol/g de tisspdur les reinget une diminution significative du pouvoir
réducteur tissulair€761,48 + 67.95 vs 1225 + 88.34 umol/g de tigsolir foie; (2500,53 +
351.71 vs 6774,73 £ 446.48 umol/g de tispour rein et(3962,89 + 232.57 vs 8723,64 £
176.41 umol/g de tissy)our le cceur et ce en comparaison avec leséasins. En outre
'incorporation de 2% de poudre de thé vert dansrégime rétablit 'ensemble de ces
altérations induites, en effet, le groupe des Eemss régime hypergras/thé présente une
réduction significative de leur poids corpo(8R3,83 vs 386,66 (gt de la masse adipeuse
(4.76 vs 9.74 g)ces réductions de poids sont les conséquences dédlection de
I'accumulation des graisses dans le corps et hitibn de la différenciation et la prolifération
des adipocytes. Le thé vert incorporé au régime ékKerce un effet antioxydant en

augmentant les concentrations en protéines (SHhjveaau cardiaque99,16mg/g de tissu vs
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149,64mg/y et rénal 847,56 mg/g de tissu vs 469,73 mg/g de Jissu comparaison aux
rats sous régime hypergras. Aussi, les rats retévaégime hypergras supplémenté en thé,
présentent un pouvoir réducteur trés important pposant ces rats aux rats du groupe
hypergas et ce au niveau cardiag866@,89umol/g de tissu vs 5997,83umol/g de fissu
hépatique 761,48 pmol/g de tissu vs 1061,83 pmol/g de fissturénal 2500,53 pumol/g de
tissu vs 3909,13umol/g de tigsuCe travail démontre que le thé vert possedeettets
bénéfiques sur la réduction du développement eXcdssl'obésité et ces complications
oxydatives avec des répercussions favorables spoilts corporel, I'hyperplasie du tissu
adipeux, les parameétres métaboliques et la baleett®x et ceux-ci probablement grace a
leurs catéchines spécifiquement 'EGCe ce fait le thé vert est un nutriment d’intérét
potentiel et & prendre en considération afin debtem'arsenal thérapeutique de I'obésité.
Dans la continuité de ce présent travail plusiq@esspectives peuvent étre envisagees, il
serait intéressant:

% D’estimer l'effet protecteur du thé vert vis-a-wdss altérations oxydatives (induites

par le régime hypergras) des lipides, et de ’'ADN.

« D’étudier I'influence du thé vert et les catéchises la relation statut inflammatoire

[statut redox.

« D’évaluer l'effet du thé vert sur l'induction deres de la défense antioxydante

(Catalase, Superoxyde dismutase, Glutathion peeseyd), chez le raVistarObese.

% D’évaluer I'impact de la supplémentation en thét wtrses catechines sur la relation
LPS/stress oxydatifsystémiquechez des modeles expérimentaux d’obésité : rats

ob/oh ratWistarobese
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Annexe | Régimes alimentaires des ratscars de I'étude et valeurs nutritives de ses
composants

I.1- Composition de régime d’entretien

g/100g de poids sec

Mais 45.9
Tourteau de soja 31
Son de blé 20
Calcaire 15
Phosphate bicalcique 0.6

Selon 'ONAB production recueil de formule diveg94.



Annexe | Régimes alimentaires des ratscars de I'étude et valeurs nutritives de ses
composants

I.2-  Valeurs nutritives du son de blé (Sauvant &t 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 /

Matiere seche (%) 86,6 1,1 matieres grasses (%) 80
Protéines brutes (%) 14,6 11

Cellulose brute (%) 10,1 1,1

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

Cendres brutes (%) 4,9 0,4

Cendres insolubles (%) a1

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



Annexe | Régimes alimentaires des ratsaaurs de I'étude et valeurs nutritives de ses

composants

I.3- Valeurs nutritives de mais (Sauvant et al, Z00

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.
w

R S S O B RN A PO ISR

Composition élémentaire Acides gras

Moy ET % AG g/kg
Matiére seéche (%) 86,4 1. Acide myristique C14:0 0,1 0,0
Protéines brutes (%) 8,1 0,7 Acide palmitique C16:0 71,4 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 ACh ]
ADL (%) 0,5 0,2 matiéres grasses (%) 85
Parois végétales (%) 9,1 2.7
Amidon (%) 64,1 159
Sucres totaux (%) 1,6 9.5
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) 32 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 (pg/kg) [¢]

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

Bilan cations-anions (mEqg/kg) 0 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 R S R e P B S e

Cobalt (mg/kg) 0,05 Autres

Molybdéne (mg/kg) 0,41

lode (mg/kg) 0,09 Moy
Viscosité utile réelle (ml/g) 0,6
Activité phytasique (Ul/kg) 20



Annexe |

composants

Régimes alimentaires des ratsaaurs de I'étude et valeurs nutritives de ses

I.4-  Valeurs nutritives du tourteau de soja (Sauviaet 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.

B R S S T B D NS

Composition élémentaire

Matiere séche (%)
Protéines brutes (%)
Cellulose brute (%)
Matieres grasses brutes (%)
Cendres brutes (%)
Cendres insolubles (%)
NDF (%)

ADF (%)

ADL (%)

Parois végétales (%)
Amidon (%)

Sucres totaux (%)
Energie brute (kcal/kg)

B I T TS

Moy
87,8
45,3
6,0
1,9
6,4
0,3
122
7,3
0,7
19,1
0,0
8,3

4130

Minéraux

Moy
Calcium (g/kg) 3,4
Phosphore (g/kg) 6,2
P phytique / P total (%) 60
Magnésium (g/kg) 2,9
Potassium (g/kg) 21,1
Sodium (g/kg) 0,3
Chlore (g/kg) 0,5
Soufre (g/kg) 4,0
Bilan cations-anions (mEq/kg) 289
Bilan électrolytique (mEq/kg) 539
Manganése (mg/kg) 38
Zinc (mg/kg) 47
Cuivre (mg/kg) 18
Fer (mg/kg) 283
Sélénium (mg/kg) 0,20
Cobalt (mg/kg) 0,26
Molybdéne (mg/kg) 4
lode (mg/kg) 0,15

ET
0,6
1.0
0,5
0,4
0,5
0,3
1,7
1,9
0,4
2,3

11
130

ET
0,9
0,5

0,3
15

0,5
0,9

11

145

fe S e
Acides gras
% AG  g/kg
Acide myristique C14:0 0,1 0,0

Acide palmitique C16:0 10,5 1,5
Acide palmitoléique C16:1 0,2 0,0

Acide stéarique C18:0 3,8 05
Acide oléique C18:1 21,7 3,0
Acide linoléique C18:2 53,1 7,4
Acide linolénique C18:3 7,4 1,0
AG totaux /
matiéres grasses (%) 73
S O S S A S e oo
Vitamines

Moy
Vitamine E (mg/kg) 4
Vitamine B1 - Thiamine (mg/kg) 6

Vitamine B2 - Riboflavine (mg/kg) 3
Vitamine B6 - Pyridoxine (mg/kg) 6

Niacine (mg/kg) 39
Acide pantothénique (mg/kg) 16
Acide folique (mg/kg) 0,59
Biotine (mg/kg) 0,27
Choline (mg/kg) 2545

R R S e S R

Autres

Moy
Activité phytasique (Ul/kg) 20



Annexe | Régimes alimentaires des ratsaaurs de I'étude et valeurs nutritives de ses
composants

I.5-  Valeurs nutritives de I'huile végétale (Sauvhat al, 2004).

Huiles végétales

Colza Coprah Palme Soja Tournesol
Acides gras (% AG totaux)
C6+C8+C10 13,1
G120 0,2 46,4 0,3 0,2
C14:0 0,1 T2 7 0,6 0,1 0,2
C16:0 4,2 8,9 43,0 10,5 6,3
CGl6:l 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 6,5 371 21,7 20,3
C18:2 m-6 20,5 1,8 9,9 5351 64,9
C18:3 o-3 9,8 0,1 0,3 7,4 0,3
C20:0 0,5 0,4 0,3
C20:1 0,2
(2241 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



Annexe Il Préparation des tampons

[I.1- Préparation de llitre de solution de PBS (1X)

S 7 0,51¢g
NaC o 7,39
NaHPOs (LOMM) ..t e e e e e e e 169

La solution est ajustée a pH 7,4 avec la solutierH€| (1N).

I.2- Préparation des tampons phosphate a 0.2 M et 0.05 M

a- TP phosphate a 0.2 M :

13.61gde KHPOs ..oovvvviiiii i 500 ml eau distillé

14.19g de N&POs......cvvvvviviiiinnnn. 500 ml eau distillé

Mélanger 5.5 ml de kiPOs et 94.5 ml de N&IPOq, la solution est ajustée a pH 8.
b- TP phosphate a 0.05 M :

3.49gde KHPOs....covovviiiiii . 500 ml eau distillé

3.54gde NEHPOs......ccvvvvi i, 500 ml eau distillé

Mélanger 5.5 ml de kiPOs et 94.5 ml de N&lP Oy, la solution est ajustée a pH 8.

+ Conserveé les deux solutions a 4 C°.



Annexe lll

PRESENTATION

Pt 2OM2Y, (1000 Tk | P 2012, (3000 Tosli Rl 2017, (400 Tz
R -8z 500mi Ri:ExSN0m R4 xi0m

P2 - I Racong [Tyaph| R - & Bamore [Fyaph R & Manors {ryaiph]
R:2zEm FE:ixlim Fi:1z25m

il 20172 (3000 Tasly) X 20435, 1000 Tesls]

At 2324000 m RE:S e 2N =

P2 - 5 facons {ioph] F2 - & Baoons [ioplt

F3:33imi RI:Zxiim

PRINCIPE

Dterminaton enzymabges du gucoes selon ke
réacfions suivaniss

Glicose oxydase
Glucoes + Oy <40 —= Acide glconique + Ha Oy
Pemaydaso
2 FigDp PhONG 4 AminD ankryene . ——se DUNDNGTING 60 & -0
REACTIFS
Raactd 1 Tampan Tre pH= T 100 mmai]
Solation tampaon Proiareck 0,3 mmi
Aaactd 2 Chuross oy 10 000 LE
E Parorydass 1000 LK
2 sioe Aming 4 -Anlipymne 2,8 mmad]
Raactf 3 Ehiccea 100 mgddl
Standard 1
E.EEmrncﬂ

cke technique de glucose

GLUCOSE
Méthode enzymatique (0D - PAP)

CALCUL

0.0 Echantillon
Gluggsse= _____________xn

0.0 Standand

mg/dl n= 100

gd fi="1

memold n=556

LINEARITE

La méthode est lindaire jusqu'a & g/l (500 mg/dl-
27.4 mmaoll).

Si la concentration en glucoss esl supérisure & 5 gl
recommencer le dosage sur 'échanilion dlué au 1/2
avec une solution de MaCl & 9 gl. Multpier ke résultal

par 2.

PREPARATION ET STABILITE

Dhgzoudre |e Ivophiizat A2 dans k= tampon R
Protéger de fa lumiére.
Stabdie du réech de travail
- B earmames 3 20 - 25"C
- B maig & 2 - 8°C
ECHANTILLONS
Sénam (non hémolyss)
Pleama recueilli sur fluomre-hépanne ou hépanns-iode-
cétete (mon hémolyes]

Liguids Céphalo-rachidien.

MODE OPERATOIRE

Longuswr donde & -——————— 505 nm (482-550)
Températens ©.___________ 37" C {20-257C)
Cuwe - 1 cm d épaisseur

Ajuster le zém du spectrophotométre sur le blanc réactif.
Bianc | Siendand | Echantillon

Standard < 0pl %
Echantilon 2% i 10
Réactf de travail | 1 ml tm | im

Medanger, lire l=s 0K aprés une incubation de 10
minatea & 37 "C ou 30 mn 2 20-25 "C.
La coloration est sisble 30 mimstes,

VALEURS USUELLES
Sénum, plasma ¥ - 405 moid|
0,70 -1,05 gl
3,80 - 5,84 mmoll
Liquide: céphalo rachidien 50 - 70 madl
0,50 - D.!f'?lg.ﬂ
2,78 - 3,80 mmotl

NOTES

Lez sybstances swmventes nlinterférent pas -
Hemoglobine (usqua 4 gl), Bilinubine (usqu'a 200
mpf}, crégimine (jusqu'a {00 mgl), Galaciose
{jusqua 1 @) =t EOTA (jusqu'a 2 o).

BIBLIOGRAPHIE

Dingeon B., Ann, Bicd. Clin. 33,3 (1975)
Lot J.A. Clin. Chem. 24. 1754 {1075)
Trinder P:n Ann. Clin. Biochem B,24 (1960)




Annexe IV

Fiche technigles Triglycérides

PRESENTATION

il 200 21, peoTocs)  Fih 20123, 120 Toue) TRIGLYCERIDES

Fik 5 R % -3 R Méthode colorimétrigue enzymatique
Bz - 2 faoons [k Rz:4fa i

FE:12|4.-rl ll,q:h:l m:];:l‘lmph:l GFD thp I}. qu
Rl - 20132, {500 Tests) ( : )

Ri :6x 120 m

Pz - & flacans {hyagh)

R3:2xsm

Elanc | Standard | Echaniiflon
PRINCIPE
Les trighycanides sont datermings selon les réactions Standard - 10 pl -
F”P"ﬂ”te‘slj o Echantilion . 5 10 gl
IJFH'DIEII'I-E- ipase

Tngry'cérhie:l Glycérol + Acides gras Réactt de travail imil 1mi imi

Glycérokinass, Mg~
Gylcérol + ATP = Glycérol -3-P + ADF
Glycérol-3- Phosphate oxydasa
Glycerol-3-Phosphate + O, —»> H O+ Dihydroxyacétona-P

Péroaydase
HoOa + Amino-4-Antipyrine + chiono-4-phénot—> Cusnone ross +H20
REACTIFS
Reactif 1 Tampon pipes pH 7.2 50 mmodd
Solution tampon Chioro-4-phéncl 2 mmaold
Réactif 2 Lipoproieine fipase 150000 UA
BNTYMES Glycérokinass BOO LA
Glycerol 3-P-Oxydasa 4000 LA
Péronydase 440 LW
Amino-4- antipyrine 0,7 mimaoy]
ATP 0,3 mmoi]
Reactif 3 Standard ghycenl 200 mgidl
Slandard [en tricksine) 2g
228 mmol

Mélanger of lira los DO aprée incubation da 5 min &
37°C ouw de 10 min 4 20-25°C. La coloration est
stable 30 minutes.

CALCUL
D.0. Echandillon
Trghyctérides = —___xn
D.0. Standard

mgid - m=200
al: n=2
mmolll - n=2248

LINEARITE

La méthode est Indaire jusgu’a 10 gl (1000 mg'd! -11.4
mmoll). Si la concentration est plus importante, diluer
I'échantilion au 110 avec une solution de NaCl 4 9 g
et rafaire le dosage. Multiplier le résultat par 10

PREPARATION ET STABILITE
Dissoudre I Iyophilisat B2 avec un flacon da tampon R1.
Siabiité du réackif de travail - 1 samaina & 20-25°C

4 gamaines 4 2-8°C.

ECHANTILLONS

Sérum, plasma recusilli sur héparine.

MODE CPERATOIRE

Longueur d'onda = ....._............505 nm {(490-550)
Tempéraiure ©....... ATC

Cuwve s i oMo dGpaiSROUT
Ajuster le zéro du specirophciometre sur le blanc
réactif.

VALEURS USUELLES
Femmes 40 - 140 mg/dl
0,40 - 1,40 g1
0,46 - 1,80 mmol'
Hommes 60 - 165 mg/dl
0,60 - 1,85 g/l
0.68 - 1,88 mmocd'|

NOTE

Les triglycérides sont slables dans le sérum 2 jours
4:2-8°C

BIBLIOGRAPHIE
Foseati P.. Prancipe ., Clin, Chem. 28, 2077 (1882)
Yourig D, Pestaner L, Clin. Cham., 21,5 (1875)



Annexe V Fichehamue de Cholestérol
PRESENTATION CHOLESTEROL
e st il e e Test enzymatic colorimetrique
o s e g g gl et (CHOD- PAP)

PRINCIPE

La cholesterol est mesuré aprés hydrolyse enzymatique
puis oxydation. Lindicatewr quinoneiming act formé 4
parnir du percxyde dhydrogéne et du aming 4 antipyrine
on présence de phanol et do perooydace.

Détermination onzymaligee selon les réactions
suvantas :
Chiolestércd estérase
Esiers de cholestérol + H,O =Cholestérol+Acides gras
Cholestérol oxydase
Cholestérol + O »>Cholesténe- 4-ona - 3 + H O,
Pérooydass
Hy0; = Phénol + Aming- 4 - anbpynne—s- Quinonsiming rose

La guantité de quinonaimine formaa et proprotionnalle
4 fa conceniration de chofesierol.

REACTIFS

Reactif 1 Pipes pH 6.9 20 mmolbl
Solution tampon Phenol 26 mmaold
Reactif 2 Cholesterol oxydase 300 un
Peroxydesa 1250 UA

Cholestercl esterase 300 UA

Amino-4-antipyTine 0.4 mmiold

Réactif 3 200 mgidl
Standard 2o
5.1 7 mmoll

Blanc |Standand | Echanfillon

Standard .- £0 pl --
Echantillon -- -- 10pl
Réactf de travail 1mi iml 1imi

Mélanger, lirs les densités opbgues aprés une incu
bation de & min. 2 37" C.
La coloration eet stable 30 minutes.

CALCUL
D.C. Echanfiflon
Cholestarol= —— i n
D0, Standard

mgid - n=200
gl - n=2
mmod] - n=517
LINEARITE

La méthode est lindair jsgua 6 gl (600 mg/d - 15.4 mmoit).
Sila conceniration an cholesterol aet supériaure 5 6 g/,

diluer I'échantilion au 1/2 avec une solution de NaCl
a o g/l et refaire le test. Multiplier le résultat par 2.

VALEURS USUELLES

PREPARATION ET STABILITE
Digsoudre ke contenu d'un flacon de R2 avac un flacon

de tampon Ri.

La réactif de travail est etable : 1 mois 8 20 - 25°C
4 moig & 2 -8°C

ECHANTILLONS

Sanum

Piziama recusilli- sur héparina

MODE OPERATOIRE

Longueur d'onde -..._.._.._.._... 505 fumr {500 - 550)

Température @370

Cowa—.. .. ceziimaze1 om P épaAiSSOUr

Ajusier e zéro du ;j;I;E.IELI'ClphDh]{n'EIIE sur le blanc réacti,

3,64 5.7 mmobl
14az22g1
140 & 220 ma'dl

Sérum, plasma

BIBLICGRAPHIE

Trinder P, Ann. Cfin. Biochem. &, 24 (1563)
Richmond, Clin. Chem. 19, 1350 (1873)
Facce C.F, Clin. Chem. 18301 (1382)




Annexe VI Préparatianrdactif Bradford

Préparation de réactif Bradford

Dissoudre 100 mg de bleu de Coomassie G250 (PM=088§/mol) dans 50 ml
d’éthanol a 95% (eHsO, PM= 46.06844 g/mol).

Rajouter 100 ml d’acide phosphoriques@Ds, PM= 98 g/mol) a 85%.
Compléter a 1 L avec de I'eau distillée.

Filtrer et Conserver la solution a I'obscurité, ks la température de laboratoire.



Annexe VII Courbe de la gamme d’étalorepgur le dosage des protéines totales par
la méthode de Bradford.

1. Gamme d’étalonnage Bradford (Cceur)

y =1,0034x - 0,006p
D O R2=0,999
A=595nm

0,9 -
0,8 -
0,7 -
0,6 -
0,5 -
0,4 -
DO
0,3 -
0,2 -

0,1 -

O T T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1

Concentration en mg/g de tissu

2. Gamme d’étalonnage Bradford (Rein)

DO y = 1,1088x + 0,0926
%=593nm Rz =0,9944

1,2 -

0,6 -

DO
0,4 -

0,2

0 T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1

Concentration en mg/g de tissu




Annexe VII Courbe de la gamme d’étalorepgur le dosage des protéines totales par
la méthode de Bradford.

3. Gamme d’étalonnage Bradford (Foie)

DO y = 1,0802x - 0,0214

A=595nm R2=0,991
0,9 -

0,8 -
0,7 -
0,6
0,5 -
0,4 -
DO
0,3 -

0,2 -

0,1 -

O 1 T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1

Concentration en mg/g de tissu




Annexe VIII Courbe de la gamme d’étalagmaour I'évaluation du pouvoir réducteur
par la techniqgue FRAP.

VIIl.1-Gamme d’étalonnage FRAP (Cceur)

y =0,0062x + 0,0063
DO R2=0,99
A=593nm

0,9 -
0,8 -
0,7 -
0,6 -
0,5 -
0,4 1 * DO
03 -
0,2 -

0,1 -

0 T T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140 160

Concentration ennmol/a de tissi

VIIl.2-Gamme d’étalonnage FRAP (Plasma)

DO, v =0,0043x +0,0232
A=593nm R?=0,9941

¢ DO

O I l |

0 50 100 150
Concentration en pmol/l




Annexe VIl

Courbe de la gamme d’étalagmaour I'évaluation du pouvoir réducteur

par la techniqgue FRAP.

VIII.3-Gamme d’étalonnage FRAP (Rein)

DO

A=593nm
1,6 -

14 -
1,2 -

1
038 -
06 -
04 -

0,2 -

0

y =0,0206x + 0,105
R2 =0,9995

DO

20 30 40 50 60 70

Concentration enpmol/g de tissu

VIIl.4-Gamme d’étalonnage FRAP (Foie)

~
0,7 -

0,6 -

DO,
A=593nm

y = 0,0048x - 0,002
R2=0,9978

50 100 150




Annexe IX Courbe de la gamme d’étalonnamer I'évaluation de I'oxydation
protéique (SH)

1. Gamme d’étalonnage Thiols (Plasma)

DO y = 0,0257x + 0,0599
)=412nm R2 = 0,9979

2_
1,8 A
1,6 -
1,4 A
1,2 A

1_
0,8 -
0,6 -
0,4 -
0,2 -

0 T T . . . T !

eDO

Concentration enumol/Il

2. Gamme d’étalonnage Thiols (Cceur, foie, rein)

DO y = 0,0206x + 0,105
A=412nm R2 =0,9995

1,6 -
1,4 -
1,2 -

1
0,8 -
0,6 - eDO
04 -

0,2 -

O T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70

Concentration enumol/g de tissu




Annexe X Courbe de la gamme d’étalonmame le dosage de la vitamine C

Courbe de la gamme d’étalonnage pour le dosageadétamine C au niveau plasmatique

DO,
A=760nm y = 0,0181x + 0,0193
1 - R2=0,9986
0,9 -
0,8 -
0,7 -
0,6 -
0,5 ¢ DO
0,4 -
0,3 -
0,2 -
0,1 -
0 : | |

0 20 40 60

Concentration en Vitamine C en pg/ml




Résumé

Lutter contre I'obésité représente un enjeu sagit@t socioéconomique qui permet de limiter
I'évolution vers de nombreuses maladies liées aéqlélibre de la balance oxydative. Actuellement,
les recherches scientifiques tentent de manipegedifférentes voies métaboliques impliquées dans |
développement de cette épidémie, la modulation tdess oxydant par le biais des molécules
naturelles tels que les polyphénols, constituenmerelle approche en exploration dans la prévention
de l'obésité et ces conséquences métaboliques.héevert de par sa richesse en catéchines
essentiellement 'TEGCG est un nutriment d’'intéréteptiel. Dans ce contexte, notre étude vise plus
particulierement a estimer l'effet protecteur e vert«Camellia sinensis pincorporé au régime
alimentaire (riche en graisses) des rats, vis-adeid’émergence de l'obésité et ses complications
oxydatives. Les résultats obtenus confirment quesdgme high fat congu au cours de cette étude,
induit chez les rats, apres 16 semaines de traitenuge, augmentation hautement significative du
poids corporel(36,61 %), du tissu adipeux61,91%) du foie (26,9 %) et des reing17,75%).
Similairement, ce régime influence le statut redaxune diminution d&3,05%du pouvoir réducteur
plasmatique, d87,83%hépatique, d&4,58%cardiaque etle 73,53%rénal. Ainsi, les protéines thiols
sont réduites de maniére significative au niveawalré41,54%) cardiaqueg(60.29%)et plasmatique
(58,41%).En paralléle, le thé vert rétablit certains désesangendrés par le régitmigh fat En effet,
celui-ci induit une diminution hautement signifivat du poids corpore34,49%),du tissu adipeux
(41,67%),de la masse rénal®,68%) et hépatiqug15,87 %).Aussi, une baisse de la teneur des
triglycérides aux niveaux cardiaq(#6,61%)et hépatiqu€48,73%)est également constatéke thé
et ses catéchines rétablissent de manier sigtinécke statut redox des rats sous réghigh fat En
effet, une augmentation du pouvoir réducteur aweaux rénal(36,03%) hépatique 48,28%),
cardiaqug33,92%),et plasmatiqu€37,27%),ainsi que, le taux des groupements thiols ré3@Bo)
cardiaque 34,18%)et plasmatiqué€50,14%)sont constatéd.’ensemble de ces résultats indiquent
que le thé vert émerge comme un antioxydant puissgm peut étre envisagé dans les nouvelles
approches nutritionnelles préventives a exploitisgnt la modulation de la voie oxydative au cales
I'obésité.
Mots clés : Obésité, Syndrome métabolique, Stregslant, Radicaux libres, Thé vert, Rat Wistar
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