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Résumé

Les lipides sont indispensables a I’organisme. Néanmoins, leur exces provoque la
dyslipidémie qui fait partie des facteurs de risque des maladies cardiovasculaires. Ces
dernieres sont une des premiéres causes de déces dans le monde et particuliérement en
Algérie. La dyslipidémie est caractérisée par des troubles métaboliques associés au stress
oxydant, un facteur de risque qui peut étre géré par les antioxydants naturels. Les vinaigres
sont 1’'un des plusicurs condiments traditionnels utilisés pour le traitement de plusieurs
pathologies notamment la dyslipidémie.

Dans cette étude, nous avons testé 1’effet de trois vinaigres préparés a base de trois
fruits: grenade [Punica granatum L. (Punicaceae)], figue de barbarie [Opuntia ficus- indica
(L.) Mill. (Cactaceae)], et pomme [Malus domestica Borkh. (Rosaceae)] Contre la
dyslipidémie et le stress oxydant qui en résulte. Pour cette raison, un screening de composés
phytochimiques a éte realisé. Les résultats ont montré la présence de différents composes : les
acides phénoliques, les acides organiques et les flavonoides. Une activité antioxydante élevée
est également retrouvée.

La dyslipidémie est induite par un régime hypergras (126,5 cal/jour) et les vinaigres
sont administrés de facon quotidienne par gavage intra-gastrique a la dose de 7ml/kg/jour
pendant sept mois. A la fin de I’expérimentation, des bilans biochimiques et les paramétres du
stress oxydant ont eté mesurés. En outre, 1’étude histologique a été réalisée au niveau
hépatique. Les résultats ont montré que le régime hypergras a augmenté significativement
(p<0,05) le profil lipidique et les TBARS au niveau sérique et hépatique tandis que les
enzymes antioxydantes ont été significativement (p<0,05) diminuées par rapport au groupe
controle. L’administration des vinaigres prouve un effet bénéfique en diminuant le profil
lipidique et en améliorant I’activité antioxydante. Le vinaigre de grenade a marqué 1’effet le
plus efficace.

Ces resultats suggerent les effets antihyperlipidémique et antioxydants des vinaigres
de fruit qui peuvent atténuer le stress oxydant et retarder le développement des maladies

cardiovasculaires.

Mots clés : Les vinaigres de fruit, stress oxydant, dyslipidémie, rat wistar.
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INTRODUCTION

INTRODUCTION

Les maladies cardiovasculaires (MCV) sont actuellement la premiére cause de
mortalit¢é dans le monde (Nehlig, 2012). Elles sont considérées par I’OMS comme une
épidémie et dont la prévalence a augmenté de fagcon tres importante au cours de ces dernieres
années (Aouba et al., 2011). Dix-sept millions de déces sont recensés, soit 29% de la mortalité
mondiale (OMS, 2007). 11 est prévu que d’ici 2030, ces pathologies atteindront prés de 23,6
millions de personnes (OMS, 2011). En Algérie, les affections cardiovasculaires occupent une
place prépondérante dans la morbi-mortalité avec un chiffre de 25 milles de personnes par an
(Berrouiguet et al., 2009).

Les MCV sont provoquées par le processus athéroscléreux, lui-méme causé par les
facteurs de risque. Selon I’OMS, ils sont regroupés en deux catégories : facteurs de risque
« non modifiables » qui incluent 1I’age, le sexe et I’hérédité qui demeurent incontrdlables et
ceux qui sont «modifiables » engendrés par le déséquilibre alimentaire, la sedentarite,
I’obésité, le tabagisme, la consommation de 1’alcool et la dyslipidémie (Capewell et al.,
2010).

Plusieurs travaux scientifiques révélent 1’existance d’une corrélation positive entre la
dyslipidémie et le risque cardiovasculaire. La relation entre le cholestérol total (CT) et le
risque coronaire est linéaire et sans seuil. Quel que soit le sexe, une baisse de 1 mmole/L de
CT amoindrit de moiti¢ la mortalité coronaire des sujets de 40 a 49 ans, d’un tiers ceux de 50
a 69 ans et d’un sixieme ceux de plus de 70 ans (Lewington et al., 2007). Cependant, il a été
établi que 1’augmentation du High density lipoprotein-cholesterol (HDL-c) de 0,3 mmole/L
diminue d’un tiers la mortalité par cardiopathie ischémique (Lewington et al., 2007).

Chez le modéle animal, de nombreuses études expérimentales déduisent que la
dyslipidémie peut étre induite par I’administration d’un régime hypergras (Subramanian et al.,
2008). En effet, chez les rongeurs (rat et lapin), le régime hypergras provoque de nombreuses
altérations métaboliques : une insulinorésistance, une hypercholestérolemie et/ou une
hypertriglycéridémie, une réponse inflammatoire (Dornas et al., 2010) et un stress oxydant
(Milagro et al.,, 2006). Ce dernier est caractérisé par un déséquilibre provoqué
essentiellement par une production exagérée des espeéces réactives a 1’oxygene (ERO)
(Berger, 2006). Ces especes jouent un role important dans la genese des complications
vasculaires, particulierement les effets des radicaux libres au niveau cérébral (Bourre, 1988).

De plus, il a était mentionné chez le lapin, que la prise d’un régime riche en

cholestérol provoque une forte production des ERO. Ces derniéres contribuent aux

-
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dysfonctionnements endothéliaux, a la réduction de la protection antioxydante et a
ladiminution du monoxyde d’azote (Miiller et al., 2004). D’une part, une étude sur des sujets
hypercholestérolémiques montre que 1’excés du cholestérol est lié a une élévation précoce de
la production des ERO, au niveau des érythrocytes et du foie et a I’augmentation des
marqueurs du stress oxydatif d’autres part (Nasar et al., 2009).

On constate de nos jours une utilisation abusive des traitements hypolipémiants
(statines et fibrates). Cette pratique est largement contestée de par ses effets secondaires par
I’ensemble du personnel de la santé. Est apparue alors, la notion de produits de
remplacements communément appelés : nutraceutiques. Partant de cet état de fait, nous avons
proposé une nouvelle alternative qui consiste a administrer des vinaigres de 3 fruits que sont
la grenade [Punica granatum L. (Punicaceae)], la figue de barbarie [Opuntia ficus-indica (L.)
Mill. (Cactaceae)]) et la pomme [Malus domestica Borkh. (Rosaceae)] connues par leur
richesse en composés phytochimiques bioactifs, tels que les composés phénoliques et les
flavonoides (Ozgen et al., 2008 ; Saenz et al., 2009; Shahidi, 2009) chez le rat wistar rendu
dyslipidémique.

Le but de ce travail est d’évaluer I’effet antioxydant de 3 vinaigres de fruits
notamment de grenades, de figues de barbarie et de pommes afin de prévenir les troubles du
métabolisme lipidique sur le foie provoqués par un régime hypergras, selon les objectifs

suivants:

- Etude phytochimique des vinaigres des 3 fruits (Grenade, Figue de barbarie et
Pomme).

- Etude in vitro, de I’activité antioxydante (le pouvoir du pié¢geage du radical DPPH et
le pouvoir réducteur) des 3 vinaigres étudiés.

- Etude des effets antihyperlipidémiques et antioxydants sur un modele animal (rat
wistar) rendu dyslipidémique.

- Evaluation des différents parametres biochimiques (profil lipidique, hépatique et
rénal) ainsi que les paramétres du stress oxydant (Activité des enzymes antioxydantes,
statut oligominéral et la peroxydation lipidique) au niveau sérique et tissulaire.

- Une étude histologique du foie pour observer I’effet existant entre la relation
dyslipidémie — stress oxydant d’une part et d’autre part, le réle des vinaigres comme

source d’antioxydants contre les dommages hépatiques.

-
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I. Physiopathologie des lipides et des lipoprotéines

1. Les lipides

Les lipides font partie des composants des membranes cellulaires et des organites
intracellulaires. Ils participent a la messagerie cellulaire, a la synthése des hormones

stéroidiennes et ils sont pourvoyeurs d’énergie (Moussard, 2002).

Les lipides étant hydrophobes ou amphiphiles, leur transport, qu’il soit intra ou
extracellulaire, s’effectuc sous la forme de complexes macromoléculaires appelés

lipoprotéines. Ces dernieres s’assemblent autour des protéines (apoprotéines).

2. Métabolisme des lipides

o Synthese des acides gras

La biosynthése des acides grass’effectue principalement dans les hépatocytes et dans
les adipocytes. Cette synthese permet a I’organisme de transformer les excédents nutritionnels
en formes de stockage énergétique. Les enzymes qui permettent la synthése d’acides gras sont

I’acétyl~CoA carboxylase et le complexe de I’acide gras synthase (AGS).

L’insuline et le citrate stimulent 1’acétyl~CoA carboxylase tandis que le glucagon,
I’adrénaline et les acyls~CoA I’inactivent (Luc et Lecerf, 2002 ; Grimaldi, 2004).

o Interconversion des acides gras

L’interconversion des acides gras permet d’introduire des modifications dans leur
structure. Elle peut allonger la chaine aliphatique et augmenter le nombre d’insaturations.
Cette interconversion permet de synthétiser des AGPI a partir des acides gras indispensables

apportés par I’alimentation (Luc et Lecerf, 2002 ; Grimaldi, 2004).

O Béta-oxydation ou hélice de Lynen

La béta-oxydation a pour but de fournir a 1’organisme 1’énergie sous forme d’ATP.
Elle se déroule dans la mitochondrie. Les acides gras sont activés par 1’acyl~CoA synthétase
en acyl~CoA. Puis, ils vont subir I’action de la carnitine acyl transférase | qui ajoute une
molécule de carnitine a 1’acyl~CoA pour faciliter son transport a travers la membrane externe
de la mitochondrie grace a une translocase. Cette derniére atteint la membrane interne

mitochondriale. Une fois dans la mitochondrie, 1’acyl-carnitine est transformé en carnitine et
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acyl~CoA grace a la carnitine acyl transférase Il (Luc et Lecerf, 2002 ; Grimaldi, 2004)
(Figure 1).

< Espace Matrice
Cytoplasme . P - ; :
i intermembranaire mitochondriale
P Acyl-CoA
Carnitine + Acyl-CoA AR ’ %
: Carnitine b /" Carnitine
aC)'I carninme \ /
Acyl carnitine itransferase [ : T {
~ L AN
o N\
Acyl ~~ Acyl
carnitine carnitine
Carnitine Carnitine <«——— Carnitine

i | Carnitine - Acylcarnitine
Membrane | Membrane translocase
mitochondriale : mitochondriale
externe interne

Figure 1: La béta oxydation des lipides (Nieman et al., 2013)

A partir de ’acyl~CoA présent dans la mitochondrie que peut commencer la béta-

oxydation ou hélice de Lynen qui s’effectue en quatre étapes :

» La premiére étape est une déshydrogénation sous [D’action de 1’acyl~CoA

déshydrogénase.

» La seconde est une hydratation sous I’action de 1’énoyl~CoA hydratase,
= Suivie d’une troisieme étape qui consiste en une déshydrogénation sous I’action de la 3-

hydroxyacyl~CoA déshydrogénase.

» Enfin, la quatrieme étape, 1’action de la B-cétoacylthiolase entraine un clivage de la
molécule aboutissant a la libération d’un acyl~CoA et d’un acétyl~CoA. A chaque
tour d’hélice de lynen, I’acyl~CoA se raccourcit de deux carbones. En période
postprandiale, cette sequence de dégradation est inhibée au profit de la syntheése,

tandis qu’en période de jelne, elle est activée (Luc et Lecerf, 2002 ; Grimaldi, 2004).
o Synthese du cholestérol et de ses dérivés isoprénoides

Le cholestérol est un précurseur des hormones stéroidiennes (le cortisol,
I’aldostérone, 1’cestrogéne, la progestérone et la testostérone) et de la vitamine Da3.
Lorsqu’une cellule a besoin de cholestérol, notamment pour son role structural, elle le

récupére en captant les lipoprotéines plasmiques mais si ce mécanisme devient insuffisant, la

\
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synthése endocellulaire au niveau hépatique du cholestérol s’active. La plupart des cellules
sont capables de capter, stocker et libérer le cholestérol. Au niveau cellulaire, la synthése
s’effectue dans le cytoplasme avec un passage par le réticulum endoplasmique lisse (Luc et
Lecerf, 2002 ; Grimaldi, 2004).

Deux molécules d’acétyl~CoA se condensent pour former 1’acétoacétyl~CoA. Sous
I’action de DI’HMG-CoA synthase, une molécule d’acétyl~CoA s’additionne a
I’acétoacétyl~CoA pour former ’HMG-CoA. Ce dernier est réduit en meévalonate sous
I’action de ’HMG-CoA réductase. Cette étape est importante dans la régulation du taux de
cholestérol intracellulaire (Luc et Lecerf, 2002 ; Grimaldi, 2004).

Lorsque le taux de cholestérol est suffisant, il y a une inhibition de ’'HMG-CoA
réductase. En revanche, quand le taux est insuffisant, "HMG-Co0A réductase est activée ainsi
que l’expression de son geéne. Puis, le mévalonate est transformé en isopentényl
pyrophosphate (IPP) ainsi qu’en diméthylallyl-pyrophosphate (DMAPP). L’isopentényl-

isomérase permet un état d’équilibre entre ces 2 composés.

La prényl transférase permet la polymérisation du DMAPP et de I’'IPPP pour dans un
premier temps aboutir au géranyl-pyrophosphate puis dans un second additionner une
nouvelle molécule d’IPPP au farnésyl pyrophosphate. La squaléne synthase permet la
dimérisation de 2 farnésyl-pyrophosphate en squaléne qui est ensuite cyclisé en lanostérol
seules une vingtaine de réactions permettent d’aboutir a la synthése du cholestérol (Luc et
Lecerf, 2002 ; Grimaldi, 2004) (Figure 2).

vl
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Figure 2: Synthése du cholestérol (Grimaldi, 2004)

3. Les lipoprotéines

Les lipoprotéines sont des complexes macro-moléculaires qui transportent les lipides

insolubles (le cholestérol et les triglycérides) dans le plasma (Luc, 2002). Ces molécules

possédent un cceur hydrophobe, composé d’esters de cholestérol et de triglycérides et une
surfaceconstituée de phospholipides, de cholestérol libre et d’apolipoprotéines (Figure 3).
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Figure 3: La structure des lipoprotéines (Luc, 2002)

4. Métabolisme des lipoprotéines

La formation des chylomicrons a lieu dans I’entérocyte, au sein de laquelle
I’association des composants lipidiques (triglycérides, esters de cholestérol et phospholipides)
a I’apoB48 est réalisée par la MTP (Microsomal transfer protein). Les chylomicrons sont
sécrétés dans la lymphe d’ou ils rejoignent la circulation sanguine.

Dans le plasma, les triglycérides des chylomicrons sont rapidement hydrolysés sous
I’effet de la lipoprotéine lipase donnant naissance a des particules résiduelles appauvries en
triglycérides appelées chylomicrons remnants. Ces derniers sont captés par le foie
principalement a ’aide du récepteur LRP. D’un autre c6té, les triglycérides des VLDL sont

hydrolysés sous 1’action de la lipoprotéine lipase.

Au cours de cette hydrolyse progressive des triglycérides, une partie de la surface des
VLDL (comprenant des phospholipides et des apolipoprotéines C et E) est transférée aux
HDL. Cette cascade métabolique donne naissance aux IDL. Ces derniéres vont étre soit
captées par le foie par I’intermédiaire des récepteurs B/E, voire des récepteurs LRP, soit subir
la poursuite de 1’hydrolyse des triglycérides aboutissant ainsi a la formation des LDL. Chaque
particule LDL comprend une molécule d’apolipoprotéine B-100, qui joue un rdle essentiel

dans le métabolisme des LDL.

En effet, la clairance des LDL se fait aprés leur fixation par 1’intermédiaire de
I’apolipoprotéine B-100, sur des récepteurs B/E spécifiques localisés sur les hépatocytes

(70%) et sur les autres cellules de I’organisme (30%). Les HDL vont capter du cholestérol
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libre au niveau des différentes cellules de I’organisme. Le transfert du cholestérol
intracellulaire vers les particules HDL fait intervenir un transporteur spécifique ABCA 1
(Oram et al., 2001).

Les particules HDL en se chargeant en cholésterol vont ainsi progressivement
augmenter de taille donnant naissance aux HDLj3, puis au HDL, (HDL de grande taille). Au
sein des HDL, la LCAT transforme le cholestérol libre en cholestérol estérifié qui migre au
centre de la lipoprotéine. Les HDL, chargées en cholestérol estérifié vont étre captées au

niveau du foie par I’intermédiaire d’un récepteur SR-B1 (Jian et al., 1998).

Le métabolisme des lipoprotéines est sous I’influence de protéines de transfert des

lipides. Parmi celles-ci, la CEPT et la PLTP jouent un r6le important.

La CEPT facilite le transfert des triglycérides des VLDL vers les LDL et HDL, et
celui du cholestérol estérifie des HDL et LDL vers les VLDL. La PLTP favorise les transferts
de phospholipides, du cholestérol libre et d’a-tocophérol entre les lipoprotéines. La PLTP

intervient également dans la détermination de la taille des particules HDL (Figure 4).
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Figure 4: Métabolisme des lipoprotéines (Verges, 2007).
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5. Régulation hormonale
5.1. Signalisation de I’insuline

L’insuline est une hormone secrétée par les cellules B pancréatiques en période post
prandiale (Koda et al., 1992; Fineman et al., 2002), jouant un r6le anabolique essentiel dans la
mise en réserve et ['utilisation des substrats énergétiques, en augmentant I’entrée de glucose
et des acides gras dans les cellules, en favorisant la glycogenogenese et la lipogenése et en
diminuant la glycogénolyse, néoglucogenése et la lipolyse. L’ensemble de ces effets résulte
de la liaison de I’insuline a son récepteur membranaire spécifique présent sur la surface des

cellules au niveau du foie, du tissu adipeux et des muscles squelettiques.

L’insuline libérée permet d’augmenter le captage du glucose par les adipocytes et les
cellules musculaires. Ce phénoméne est régulé par des mécanismes d’exocytose et
d’endocytose des récepteurs GLUT4 insulino-dépendant. Dans le foie et le muscle, le glucose
est stocké sous forme de glycogéne par le processus de la glycogénogenése et il est utilisé
dans la glycolyse par les myocytes pour produire de 1’énergie. De plus, au niveau du tissu

adipeux, elle induit un stockage des acides gras en favorisant la lipogenése.

La liaison de I’insuline a son récepteur IR induit son autophosphorylation sur
plusieurs résidus Tyr de ses sous unité . Plusieurs protéines dont Shc, Gab-1, le complexe
APS/Cbl1 et les protéines IRS, se fixent sur ces résidus phosphorylés afin d’étre eux-mémes
phosphorylés par le récepteur insulinique activé. Shc recrute Grb 2 et sa protéine associée
Sos, ce qui active la protéine Ras associée a Rafl pour activer les cascades de
phosphorylation par la MAP kinase (MAPK). Cette cascade régule 1I’expression des genes
impliqués dans la prolifération cellulaire et la différenciation.

La cascade PI3K conduit a des modifications de I’état de phosphorylation de
plusieurs enzymes dont Akt et mTOR, permettant de stimuler la synthése de glycogéne et de
protéines. La cascade PI3K, via PDK1, participe également au contréle de la translocation du
transporteur de glucose GLUT4 vers la surface de la cellule et donc a I’augmentation de la

vitesse d’entré du glucose dans la cellule (Figure 5).

-
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Figure 5: Principales voies de signalisation de 1’insuline (Combettes-Souverain et Issad,
1998).

5.2. L’insuline et I’homéostasie lipidique

L’insuline joue un rdéle fondamental dans la régulation de ’homéostasie lipidique.

Ses effets liporégulateurs s’exercent essentiellement sur le tissu adipeux et le foie.

o Le tissu adipeux

Une des fonctions du tissu adipeux est de stocker les acides gras et le glucose sous la
forme de TG. Dix pour cent en moyenne du glucose sanguin sont captés par les adipocytes et
convertis en acides gras. L’activation de la lipogenése et 1’inhibition de la lipolyse des

triglycérides sont contrdlées par I’insuline.
o Le foie

Le foie joue un role primordial dans 1’homéostasie énergétique. Il est le principal
organe responsable de la production endogene de glucose par la néoglucogenése et la
glycogénolyse. Les voies métaboligques y sont trés fortement régulées par le couple hormonal
d’action antagoniste, 1’insuline et le glucagon. L’insuline active la glycolyse et la lipogenese.

Le glucagon favorise la néoglucogenése, la glycogénolyse et la B — oxydation.

Le fonctionnement harmonieux de la synthese et de la dégradation des acides gras

hépatiques suppose I’existence de régulateurs nutritionnels (acides gras et glucose),
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hormonaux (insuline, glucagon, leptine et Adiponectine), transcriptionnels, enzymatiques et
allostériques capables d’activer la synthése et d’inhiber la dégradation en période post-

prandiale et I’inverse en période de jelne.

Le foie est responsable de la majorité (85%) de la production endogéne de glucose
par néoglucogenese et glycogénolyse. Le glucose en grande proportion absorbé par I’intestin,

est capturé par les hépatocytes ou il est converti en glycogéne.

Lorsque le foie est saturé en glycogéne (environ 5 % de sa masse), le glucose
additionnel pris par le foie est dirigé vers les voies de synthése d’acides gras qui seront
estérifiés en TG pour étre ensuite exportés aux tissus adipeux sous forme de VLDL. L’action
de I’insuline sur le foie active la glycogeneése, la glycolyse et la lipogenése en stimulant

I’expression de nombreux génes impliqués dans ces voies (Gonzalez — Baro et al., 2007).

5.3. L’insuline et le métabolisme des lipoprotéines

L’insuline joue un role essentiel dans la régulation du métabolisme des lipoprotéines

comme il est indiqué dans la figure 6.
o Le tissu adipeux

L’insuline inhibe la lipase hormonosensible. Elle a un effet antilipolytique favorisant
le stockage des triglycérides dans I’adipocyte et réduit le déversement d’acides gras libres

dans la circulation.
o Lefoie

L’effet inhibiteur de I’insuline sur la production hépatique de VLDL a été clairement
mis en évidence in vivo. Ce qui a été observé chez des sujets sains évaluant ainsi le VLDL-
triglycérides a —67 % et 1’apoB des VLDL a -52 % (Malmstrom et al., 1998 ;Lewis et al.,
2002).

L’insuline, par son action stimulatrice de la lipoprotéine lipase, favorise le
métabolisme des lipoprotéines riches en triglycérides (chylomicrons, chylomicron-remnants,
VLDL et IDL) (Taskinen et al., 1992).

Il a été observé que I’insuline augmente I’ARN messager de la lipoprotéine lipase

dans le tissu adipeux, témoignant 1’effet positif sur sa synthese (Fried et al., 1993).

.
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En outre, I’insuline favorise le catabolisme des LDL. Il a été prouvé que
I’insulineaugmente 1’activité des récepteurs des LDL (Chait et al., 1979 ; Mazzone et al.,
1984).Elle intervient dans le métabolisme des HDL. Elle active la LCAT, responsable de
I’estérification du cholestérol au sein des particules HDL, participant ainsi a la métamorphose
des HDL; et des HDL3. Elle apparait moduler I’activité de la lipase hépatique, enzyme clé
dans le catabolisme des HDL.

L’insuline semble intervenir dans 1’activité des protéines de transfert des lipides. Des
études in vivo, réalisées chez des sujets sains et des patients diabétiques de type 2, confirment
I’effet inhibiteur de I’insuline sur la PLTP (Riemens et al., 1999) et réduit P’activité
plasmatique de la CETP. Mais cette action passerait essentiellement par la réduction des

acides gras libres plutdt que par un effet direct de 1’insuline sur la CETP (Arii et al., 1997).
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Figure 6: Principaux sites d’action de I’insuline dans le métabolisme des lipoprotéines
(Verges, 2007).
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6. L’insulinorésistance
6.1. Mécanisme de P’insulinorésistance

L’insulinorésistance fait intervenir de hautes concentrations en acides gras qui sont
libérés par le tissu adipeux dans la circulation sanguine. Ces acides gras sont ensuite oxydeés
dans les tissus périphériques en acétyl~CoA, en diacylglycérol et en céramides. Entrainant
I’augmentation d’une isoforme d’une protéine kinase C. Cette kinase phosphoryle I’IRS-1 sur
les acides aminés sérines et thréonine inhibant ainsi la phosphorylation de la tyrosine qui est
requise pour libérer I’insuline. La translocation des vésicules renfermant le transporteur
GLUT 4 est inhibée, le glucose circulant ne peut donc pas entrer dans les cellules (Shulman,
2000).

6.2. Role des acides gras dans I’insulinorésistance

Le tissu adipeux atteint est incapable de stocker I’exceés de I’apport calorique. Ce
tissu « résiste » au signal insulinique de la lipogenése. De plus, I’effet anti—lipolytique de
I’insuline est bloqué, ce qui se traduit par une augmentation des AGL circulants (Verges,

2005).

En effet, le tissu adipeux viscéral est spontanément plus résistant a 1’action de
I’insuline que le tissu adipeux sous — cutané et donc moins sensible a I’action anti —
lipolytique de I’insuline. La production d’AGL a partir du tissu viscéral est par conséquent

plus prononcée qu’a partir des autres dépots adipeux (Zierath et al., 1998).

Les AGL en exces sont alors stockés dans d’autres sites ou leur dépdt est considéré
comme « ectopique ». Ces sites sont le muscle ou le foie mais également le tissu adipeux péri

—viscéral.

Les mécanismes nouvellement décrits sont fondés sur le fait qu’il existe une
accumulation intramusculaire importante de métabolites des AGL : acyl~CoA, céramides,
diacylglycerol (Krebs et Roden, 2005). Ces derniers activent toute une série de protéines de
type sérine/thréonine kinases ou PKC (Schinner et al., 2005) ; et ils favorisent également la
phosphorylation des IRS-1 et IRS-2 aux résidus sérines/thréonines, ce qui inhibe la voie
physiologique de la phosphorylation des tyrosines causant ainsi une diminution de la réponse

a I’insuline (Figure 7).

-
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Figure 7: Acides gras et la voie de signalisation de I’insuline (Magnan, 2006)

6.3. Conséquences de ’insulinorésistance

L’insulinorésistance se manifeste par [I’incapacité de [’insuline a inhiber la
néoglucogenése au niveau hépatique. Cette incapacité est provoquée par le flux portal des
acides gras libres provenant de 1’alimentation ou d’une lipolyse accrue de la part du tissu
adipeux qui présente aussi une perte progressive de I’insulinosensibilité. Au niveau
musculaire, il existe une véritable compétition entre les acides gras libres et le glucose pour
étre oxydes : les acides gras libres sont oxydés en priorite, entrainant une production accrue
d’acetyl~CoA qui inhibe en retour les enzymes de la glycolyse. Par ailleurs, le
fonctionnement du pancréas serait également altéré par 1’excés d’AG. L’ensemble de ces

phénoménes compense I’IR dans le premier stade du diabéte de type I1.
6.4. L’insulinorésistance et la dyslipidémie

Au cours de I’insulinorésistance, deux événements contribuent au développement de
la dyslipidémie:1’¢élévation de I’afflux des AGNE au niveau hépatique associée a I’assemblage

et a la sécrétion des VLDL.
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Au niveau du tissu adipeux, I’insuline inhibe la lipolyse et favorise le transfert des
AGL des lipoproteines circulantes aux tissus. Lors d’une IR, les AGL augmentent dans la
circulation en raison de ’incapacité de I’insuline a inhiber la lipolyse et par la diminution de
I’élimination périphérique des AGL (Kissebah et Peiris 1989). Cette augmentation des taux
d’AGL augmente la concentration des TG circulants (Golay et al., 1987) induisant des
conséquences dramatiques dans différents tissus. Le tissu adipeux est un tissu particulier car il

est & la fois victime et coupable de I’IR.

Au niveau hépatique, 1’insulinorésistance augmente la biodisponibilité d’apoB et
assemble la sécrétion des lipoprotéines. L’élévation de la production hépatique des VLDL est

I’événement clé dans le développement de la dyslipidémie.

La distribution du tissu adipeux a des conséquences différentes sur I’IR, le tissu
adipeux viscéral étant le principal responsable de I’IR. Son accumulation augmente la
libération d’AGL dans la veine porte et diminue la production d’adiponectine induisant une

diminution de la sensibilité a I’insuline (Boden et Shulman, 2002).

A Tl’inverse, le tissu adipeux sous-cutanéest métaboliquement moins actif (lipolyse
moins prononcée) que le tissu adipeux viscéral en raison de sa plus faible densité en
récepteurp- adrénergiques et sa plus forte densité en récepteura-adrénergique (Carlson et al.,
1969) (Figure 8).
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Figure 8: Relation entre 1’insulinorésistance et la dyslipidémie (Hawkins et al., 1997)
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6.5. L’insulinorésistance et la stéatose hépatique

L’hypertriglycéridémie résulte d’une synthése hépatique accrue et d’une clairance
ralentie des triglycérides qui peut se majorer plus en période post prandiale. La baisse de
I’activité de la lipoprotéine lipase épuratrice des triglycérides est observée dans les états

d’insulinorésistance.

L’épuration ralentie s’associe a une production hépatique accrue sous I’influence
d’un flux élevé d’acides gras libres en provenant du tissu adipeux périviscéral drainé par la

veine porte d’ou résulte le mécanisme de la stéatose hépatique.

La baisse du HDL-c et ’augmentation des particules LDL petites et denses sont aussi
secondaires au flux élevé d’AGL et a I’intense activité de la triglycéride-lipase hépatique
(Vague, 2001). Ces derniéres peuvent alors s’infiltrer de mani¢re diffuse dans le foie en
formant des gouttelettes lipidiques ou excrétées dans le sang sous forme de lipoprotéines de
tres faible densité ou VLDL.
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Figure 9: Etapes métaboliques conduisant & la formation de la stéatose hépatique (Robichon
et al., 2008).
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7. Physiopathologie de la dyslipidémie
7.1. Le cholestérol

Selon I’étude de Framingham (Dawber et al., 1962) il existe une relation entre
I’élévation du taux de cholestérol et 1’augmentation du risque cardio-vasculaire.
L’athérosclérose n’est pas uniquement le dépot de lipides au niveau de I’intima, il s’agit d’un

processus dynamique faisant intervenir de nombreux acteurs (Tedgui et Chapman, 2004).

Les lipides tout comme les microthrombis, ’HTA et les substances toxiques comme
le tabac initient ce processus. En effet, ces agressions de I’intima déclenchent la phase
d’initiation suivie d’une phase de progression qui aboutit a la formation d’une plaque
d’athérome. Cette plaque peut devenir stable ou évoluer vers la rupture provoquant le plus

souvent une ischémie (Tedgui et Chapman, 2004).
O L’initiation
Elle fait suite a une accumulation de lipides, si elle est associée a un autre facteur de
risque comme le tabac ou I’HTA. Elle s’effectue principalement la ou les contraintes de

pression sont les plus fortes, c’est-a-dire a la jonction des grosses artéres et au niveau des

courbures (Tedgui et Chapman, 2004).

Les LDL en exces dans le torrent circulatoire, stagnent puis subissent des
modifications oxydatives. Elles ne sont alors plus reconnues par leurs récepteurs. Au niveau
vasculaire, il y a infiltration et rétention des lipoprotéines athérogénes puis une réaction
inflammatoire se met en route avec le recrutement des macrophages quicaptent les LDL
oxydés par leurs récepteurs scavenger ou éboueurs. Ces macrophages gonflés par ’excés de
cholestérol deviennent des cellules spumeuses. C’est 1’accumulation de ces cellules qui est

responsables de I’apparition des premiéres stries lipidiques (Tedgui et Chapman, 2004).
v' La progression

Elle résulte de la mort des cellules spumeuses par apoptose. Cette mort entraine une
accumulation de débris cellulaires et lipidiques. Le cholestérol présent va donc s’accumuler.

C’est a partir de ce stade que les symptomes peuvent commencer (Tedgui et Chapman, 2004).
v' Remodelage vasculaire et formation de la chape fibro-musculaire

Les conséquences de la plaque ne sont pas dues a sa taille mais plutét a sa stabilité et
donc a son stade d’évolution. La taille de la plaque évolue quand 40% de I’intima sont altérés.

La croissance se fait alors vers la lumiére de ’artére. Les plaques stables sont riches en

.
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cellules musculaires lisses et en collagénes. Ces éléments proviennent principalement de la
média. Les plaques sont constituées d’une chape fibro-musculaire, organisée en unités
lamellaires. Ce tissu, de type cicatriciel, remplace la media originelle atrophiée par les

métalloprotéases sécrétées par les macrophages (Tedgui et Chapman, 2004).
v" Rupture de la plague

Jusqu’au stade V les plaques sont normalement stables, ¢’est au stade ultime VI qu’il
y a risque de rupture. Il y a 2 processus : la rupture de la plaque fibreuse ou 1’érosion de
I’endothélium (Tedgui et Chapman, 2004).

7.2. Les triglycérides

La relation entre les triglycérides et les maladies cardiovasculaires reste toujours un
sujet de controverse. De nombreuses études épidémiologiques ont mis en évidence la
corrélation entre une augmentation des concentrations sériques de triglycérides et le risque
coronarien. Cependant, il s’agit d’un facteur de risque parmi les autres, il est donc difficile de
trouver une étude fiable qui isole ce risque des autres. Il apparait cependant selon certaines
¢tudes que ce risque serait plus €levé chez la femme que chez I’homme (Grimaldi, 2004;

Sarwar et al., 2007).

Le risque principal d’un excés de TG est la pancréatite. Un risque de pancréatite
aigué apparait avec un taux de TG > 10 g/L. La physiopathologie de cette pancréatite est
cependant, mal définie (Grimaldi, 2004; Bec-Roche, 2008).

8. La dyslipidémie et la lipotoxicité

Les acides gras et le glucose constituent les principales sources d’énergie utilisées par
lemuscle squelettique. L’hypothése selon laquelle une importante oxydation des AG inhiberait
la glycolyse et I’oxydation du glucose a d’abord été¢ formulée par Rodbell en 1964 sous le

terme de «cycle glucose-acide gras».

Les travaux de Rodbell, (1964) ont pu mettre en évidence que lorsque 1’organisme
était exposé a de fortes concentrations de lipides (AG et cétones) comme c’est le cas dans les
situations d'obésité, I’oxydation des AG se faisait en priorité. Par conséquent, le métabolisme
glucidique était ralenti voir inhibé.

Au niveau moléculaire, ces études ont montré que les lipides pouvaient inhiber
I’activité de certaines enzymes impliquées dans le métabolisme, diminue le contenu en TG du

pancréas et simultanément restaure une sécrétion glucidique comme I’hexokinase, la
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phosphofructokinase et la pyruvate déshydrogénase mais pouvaient également induire

I’expression de différents isoformes des PKC I’insulinorésistance.

Physiologiquement, ces acides gras libres sont la principale source d’énergie chez les

sujets a jeun. Avec I’obésité, le flux circulant excede les besoins des différents tissus.

L’importance du role des acides gras dans la résistance a I’insuline explique en grande partie

la relation entre 1’obésité abdominale et le risque de diabéte (Figure 10).

HGP
- Diminution d= la ndozlucozenéss
- Auzmentation d= la lipogenés= d= novo

| - Avzmentation dzs FFA re-astrifis ot des VLDL
- Accumulation dzs TG au niveans hépatique
- Diminution d= la clérance 3 l'insuline

- lipotoxicité
.
\" -
INSULIN . Adipose
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=X FF . |/ - Hypertrophie adipocytaire
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b macrophagique
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6LUCOSE™ J oo
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- Dommag= mitochondrial
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Figure 10: Effets de la lipotoxicité au cours de la dyslipidémie (Rodbell, 1964)

9. Traitement de la dyslipidémie

9.1. Les statines (Inhibiteurs de PHMG-CoA réductase)

Les statines inhibent la HMG-CoA réductase, enzyme assurant la transformation

intracellulaire du HMG-CoA en mévalonate (Allain, 2000). Le schéma du mécanisme

d’action est représenté dans la Figure 11.
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[ Inhibiteur de 'HMG-CoA réductase ]

[ HMG-CoA réductase J

X

{ Acétyl-CoA J_.,[ HMG-CoA ] 5> [ Mévalonate ]_.,.[ Cholestérol ]

Figure 11: Mécanisme d’action des statines (Allain, 2000)

Cette inhibition entraine une augmentation des récepteurs a LDL hépatiques,
confirmée par I’augmentation de I’ARN messager correspondant. Elle induit en conséquence
une captation majorée des LDL dont la concentration plasmatique s’abaisse. L’augmentation
des récepteurs LDL hépatiques entraine également une diminution, a un degré moindre, des
IDL et des VLDL.

Par ce mecanisme, les inhibiteurs de la HMG-CoA reductase entrainent un
abaissement dose-dépendant du cholestérol de type LDL allant de 20 a 50%. Il y a également
une diminution des triglycérides, mais de moindre importance, de 15 a 30%, et une
augmentation légere des HDL de 5 a 12% (Dievart, 2005).

En plus de leur effet direct sur les taux de lipoprotéines circulantes, les inhibiteurs de
la HMG-CoA reductase semblent avoir des effets pléiotropes, leur permettant de diminuer le

taux d’événements ischémiques (Calop et al., 2008).
9.2. Les fibrates

Le mécanisme d’action des fibrates s’effectue dans le noyau des cellules. Les fibrates
sont des ligands des PPAR appartennant a la superfamille des récepteurs nucléaires. Ce sont
des facteurs de transcription activés par des ligands qui peuvent étre également activeés par les
acides gras. Il existe trois isoformes de récepteurs PPAR : les PPARa, les PPARB-6 et les
PPARy. IlIs possédent tous comme ligand les acides gras. Leurs localisations tissulaires sont

différentes. Les PPARa sont principalement retrouvés dans le foie, les muscles squelettiques
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et le cceur. Ils jouent un réle dans la régulation du métabolisme des lipides et des lipoprotéines

et dans la régulation de la réponse inflammatoire (Luc, 2002).

Les fibrates agissent principalement sur les PPARa, certains d’entre eux activeraient
¢galement les PPARy. La stimulation de ces récepteurs entraine le développement des
peroxysomes au sein de la cellule. Le taux d’acides gras présents dans les cellules dépend de
differents parametres. Il s’agit notamment de transporteurs comme la FATP (fatty acid
transport protein) et la FAT (fatty acid translocase). Les fibrates augmentent I’expression des
genes aboutissant a la formation de ces 2 transporteurs. C’est ainsi que les fibrates augmentent
la concentration des acides gras dans les cellules hépatiques. Les fibrates en se fixant au

PPARa« induisent une réponse au niveau nucléaire (Michalik et al., 2006).

Ils agissent au niveau transcriptionnel de deux facons. Il y a un phénomeéne de
transactivation via la dimérisation des PPARa aux récepteurs RXR ainsi qu’un phénoméne de
trans-répression n’impliquant que le récepteur PPARo. La transactivation induira le
métabolisme des lipides tandis que la trans-répression induira des propriétés anti-
inflammatoires. Les PPARo modulent I’expression de génes impliqués dans le transport des
acides gras. Ils augmentent I’expression de 1’acétyl~CoA synthétase et 1’estérification des AG
en Acyl~CoA (Luc, 2002 ; Michalik et al., 2006).

Les AG estérifiés restent au sein de la cellule. Les PPARa en augmentant
I’expression des génes CPT-I et Il, permettent la pénétration des AG dans les mitochondries.
La dégradation oxydative des AG est donc augmentée, ce qui diminue la quantité d’acides
gras libres et la synthese de VLDL. Le catabolisme intravasculaire des triglycérides est élevé
par les fibrates (Luc, 2002 ; Michalik et al., 2006).

Les fibrates ont également un effet sur la voie inverse du cholestérol produisant ainsi
des apolipoproteines Al et All ce qui a pour effet la production d’HDL (Luc, 2002 ; Michalik
et al., 2006).

IIs diminuent I’expression de la LPL et de la LCAT. De plus les fibrates élevent la
taille des HDL. Le retour du cholestérol des tissus vers le foie est facilité (Luc, 2002 ;
Michalik et al., 2006).

Les fibrates réduisent la réponse inflammatoire en agissant sur les récepteurs PPARa.
Les LTB4 s’auto-degradent en activant les récepteurs PPARa. Il y aurait une diminution de la

CRP. Tout comme les statines, les fibrates auraient un role sur les plaques d’athérome. Ce

.
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role serait la réduction de la progression de la plaque. Les fibrates abaissent le taux de
triglycérides et améliorent celui de ’HDL-c (Luc, 2002 ; Michalik et al., 2006).

I1. Le stress oxydatif
1. Définition

Lorsque 1’un des systémes protectifs de 1’organisme contre la toxicité des radicaux
libres (RL) montre un échec, 1’action des radicaux libres devient incontrdlable, ce qui conduit

a des dommages au niveau des molécules, des cellules et méme des organes (Durackova et
al., 2008) (Figure 12).

Les effets des radicaux libres sont proportionnels a I’intensité et a la durée de leur
production :

v" Une production transitoire et modérée de ces molécules correspond a un mécanisme
de défense de la cellule lui permettant de détruire des cellules cancéreuses ou des
microorganismes pathogénes (Morel et Barouki, 1999).

v Lorsque cette production est récurrente ou chronique mais reste modérée dans son
intensité, la balance entre production de radicaux libres et systémes de détoxication de
la cellule est perturbée de maniere continue (Baskin et al., 1994 ; Barouki, 2006 ;
Jenkins et al., 2007 ; Jones, 2006). On parle alors de stress oxydatif (figure n° 19).

v' Si la production de radicaux libres est suffisamment importante pour altérer de
maniere irréversible des processus cellulaires vitaux, elle déclenche 1’apoptose. Quand
les radicaux libres sont générés en quantités massives, ils entrainent la nécrose
cellulaire (Morel et Barouki, 1999).

Péroxyrédoxines upregulation Prooxydants
Meétabolisme de Iacide Systéme nutritionnels
arachidonique glutathion/glutathion (polyphénols)
peroxydase
upregulation I
Polyphénols
SOD Catalase l
Phagocytose autres sources Antioxydants
Antioxydants nutritionnels

(polyphénols)
02% autres ROS
' Composés sanguins
L. Albumine
Respiration Chélateurs du Ceruloplasmine
mitochondriale fer Transférrirne

Xanthine oxydase 02°

Figure 12: Déséquilibre de la balance entre les antioxydants et les ROS in vivo (Halliwell,
2009).
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2. Le systeme prooxydant

Le systéme prooxydant est constitué par les oxydants radicalaires connus sous le nom
les radicaux libres capables d’exister avec un radical non apparié et les oxydants non
radicalaires ayant une configuration électronique stable (Halliwell et Gutteridge, 1996). Ces

deux classes d’oxydants sont regroupées sous la catégorie des EROet des ERN (Tableau I).

Les radicaux libres sont des atomes ou des molécules, porteurs d’un ou de plusieurs
électrons non appariés (Halliwell, 2006) sur leur orbitale externe (Bell et al., 2007). La
présence d’un électron célibataire rend ces molécules plus réactives puisque ces derniéres
vont interagir avec les différentes molécules présentes a proximité de leur site de formation

(lipides, protéines et acides nucléiques) induisant des réactions en chaine (Bertrand, 2008).

Tableau I: Principales espéces réactives de I’oxygene et de I’azote

Radicaux libres Especes non — radicalaires
ERO ERN ERO ERN
O, : anion superoxyde | NO : monoxide ONOOQO': anion ONOO': anion
"H,0 : radical d’azote péroxynitrite péroxynitrite
hydroperoxyle NO, : dioxide d’azote | OONOO': anion OONOO : anion
"OH : hydroxyl NO; : nitrate péroxynitrate péroxynitrate
RO’ : radical alkoxyl H,0, : peroxyde ONOOH : acide
ROO’: radical d’hydrogéne péroxynitreux
alkoperoxyl O, : oxygene singulet ROONO : alkyl
ROOH’: radical 0O5: azone péroxynitrate
hydroxyperoxyl HOCI : acide HNO, : acide nitreux
hypocloreux NO": cation nitrosyl
ROOH: 25eroxide NO™ anion nitrosyl
organique

Source: (Delattre, 2005)

L’appellation ERO inclut les radicaux libres de 1’0xygene dont le précurseur est
I’anion superoxyde (O ), & I’origine du radical hydroxyl (OH ) mais aussi certains dérivés
oxygénés non radicalaires tels que le péroxyde d’hydrogeéne (H,0,) et 1’acide hypochloreux
(HOCI) qui peuvent devenir toxiques via d’autres réactions chimiques (Delattre et al., 2005).
Le radical OH" est formé principalement au cours de la réaction de Fenton et du cycle de
Haber — Weiss :

0, +Fe? > O,+Fe?*
H,0, + Fe* » OH + OH + Fe*" Réaction de Fenton
0, + H,0, » OH" + OH + O, Réaction d’Haber — Weiss

.
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Le radical hydroxyle (OH") est extrémement réactif et implique des effets délétéres
vis-a-vis des molécules avoisinantes. Il est parmi les radicaux libres les plus toxiques. Le
radical hydroxyle serait d’ailleurs le principal initiateur du processus de peroxydation

lipidique au niveau des acides gras polyinsaturés et des lipoprotéines.

3. L’origine du stress oxydatif

Le métabolisme de 1’oxygene est effectué principalement au niveau de la chaine
respiratoire mitochondriale (Figure 13) et il aboutit a la formation de deux molécules d’cau

avec une considérable production d’énergie sous forme d’ATP (Balaban et al., 2005).

Cette chaine respiratoire est formée de 4 complexes (I & 1V) permettant le transport
des ¢électrons et le pompage des protons a I’intérieur de la mitochondrie. Environ 0,4 a 4% de
I’oxygeéne ne sont pas enti¢rement transformés dans la mitochondrie et donnent naissance aux
espéces réactives de I’oxygéne (EROs), comprenant le H,O,, 1’0, et 1I"OH. Ainsi, la
phosphorylation oxydative du NADH ou du FADH, nécessaire pour générer le gradient de
protons de part et d’autre de la membrane mitochondriale, entraine la production d’EROs. Au
long des différents sites de la chaine des cytochromes constitutifs de la chaine respiratoire, les
¢lectrons dérivés du NADH ou du FADH peuvent directement réagir avec 1’oxygene ou

d’autres accepteurs d’électrons pour générer les radicaux libres.
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Figure 13: La chaine respiratoire mitochondriale (Cadenas et Davies, 2000).
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4. Mécanisme de production des ERO

La principale source de la production des ERO est la chaine réspiratoire
mitochondriale (Pal Yu, 1994; Pattwell et Jackson, 2004 ; Andreyev et al., 2005) dont le taux
est estimé a 90% selon Rolfe et Brown, (1997). A laquelle, s’ajoutent  les petites molécules
auto-oxydées, la xanthine oxydase, la NADPH oxydase, le réticulum endoplasmique lisse, les
peroxysomes et la biosynthese des prostaglandinesde différentes hormones (Sahnoun et al.,
1998).

L’oxygeéne est indispensable aux organismes aérobies, il participe a la synthese
d’ATP pendant la respiration. Durant ce processus, 2 a 5 % des électrons ne sont pas réduits
en eau par réduction tétravalente, ils fuient en différents niveaux de la chaine (CoQ) (Figure
14).

L’anion superoxyde est le premier radical libre formé. En présence d’ions H”, il subit
une réaction de dissimulation aboutissant a la formation de peroxyde d’hydrogeéne (H,0;). Ce
denier, en présence de fer ferreux (Fe?*), se décompose et aboutit & la formation du radical
hydroxyle °OH, le plus réactif et le plus toxique qui crée de nouveaux radicaux par
arrachement d’un atome d’hydrogéne ou par le transfert de son électron célibataire. En

présence des AGPI, peut générer des radicaux alkoxyles (RO®) ou peroxyles (ROQ®).

Espace
intermembranaire //’

Succinate
H2()2 (FADH;)  H,0  1/20, +2H"
10 nm
Complexe | Complexe lll Complexe |l Complexe IV
NADH-UQ c U%:—iz' Succinate-UQ Cytochrome ¢
Oxydoréductase ytochrome ¢ o,y qoréductase Oxydase
oxydoreductase

Figure 14: Mécanisme de production des ROS (Turrens, 1997).
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5. Les dommages liés au stress oxydant

Toutes les macromolécules cellulaires (lipides, protéines et acides nucléiques) sont
des cibles potentielles des ERO (Barouki, 2006 ; Valko et al., 2007). Ces altérations peuvent
conduire a des pertes de fonction et d’intégrité, dans ce travail nous nous sommes intéressés

par la peroxydation lipidique et I’oxydation des lipoprotéines.
5.1. Peroxydation lipidique

Le stress oxydant attaque tous les constituants cellulaires etles lipides sont les plus
touchés. La peroxydation lipidique concerne les acides gras polyinsaturés ou estérifiés des
membranes cellulaires, tels que les esters de cholestérol, les phospholipides et les
triglycérides. Ce phénomeéne de peroxydation lipidique peut se produire dans des conditions
physiologiques et il se trouve exacerbé dans des conditions pathologiques comme

[’athérosclérose.

La peroxydation lipidique débute par une phase d’initiation qui implique 1’attaque
des especes réactives (hydroxyles, alcoxyles, peroxyles, oxygéne singulier et peroxynitrite)
entrainant 1’arrachement d’un hydrogéne du PUFA (LH). Ceci aboutit a la formation d’un
radical pentandiényl qui aprés addition avec O, donne le LOO°®. Ensuite, ce radical peut réagir
avec un autre PUFA et former un LOOH, c’est la phase de propagation. Ces hydroperoxydes
appartiennent a la famille des peroxydes lipidiques.

La réaction en chaine de la peroxydation lipidique peut étre prévenue par la vitamine
E (a-tocophérol) intercalée dans la bicouche lipidique des membranes qui joue le réle de
donneur d’hydrogéne. La vitamine E transforme les radicaux peroxyles en hydroperoxydes et
met fin a la réaction en chaine de peroxydation des PUFAs. Cette derniére étape est alors
désignée comme phase de terminaison (Figure 15).

Les LPO sont susceptibles de se décomposer en produits secondaires ¢’est-a-dire en
aldéhydes trés réactifs pouvant étre considérés comme des messagers secondaires toxigques qui
augmentent les dommages initiaux dus aux radicaux libres. Les plus réactifs vis a vis des
bases de I’ADN sont représentés par le malondialdehyde (MDA) et le 4-HNE. Ces derniers
peuvent former des adduits avec I’ADN. Ils réagissent d’autre part avec des antioxydants
comme le GSH conduisant & une diminution de la concentration de ce dernier, se traduisant

par une diminution des défenses cellulaires.

.
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Figure 15: Réaction de la peroxydation lipidique (Tim, 2009)

5.2. Oxydation des lipoprotéines

Le dommage oxydatif provoque des changements dans la structure des lipoprotéines
de faibles densités (LDL) riches en acides gras polyinsaturés. La peroxydation induite des
LDL par les ERO provoque in situ la formation des aldéhydes (MDA et HNE) qui peuvent a
leur tour oxyder les LDL.

v Dans le premier cas, ces LDL modifiées sont reconnues par les macrophages au sein
desquels, elles s’accumulent en formant des cellules spumeuses dans 1’espace
interstitiel. Ces cellules contribuent au développement de 1’athérosclérose (Estarbaner,

1992).

v Dans le second cas, I’attaque des phospholipides membranaires modifie la fluidité de
la membrane et perturbe le fonctionnement des récepteurs et des transporteurs se

trouvant a leur surface (Favier, 2003).

-
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6. Les pathologies liées au stress oxydant

Le stress oxydant est impliqué dans de trés nombreuses maladies comme facteur
déclenchant ou associé a I'évolution des complications. La multiplicité des conséquences
médicales de ce stress n'a rien de surprenant car, selon les maladies, celui-ci se localisera a un
tissu et a des types cellulaires particuliers, mettra en jeu des especes radicalaires différentes et
sera associé a d'autres facteurs variables et a des anomalies génétiques spécifiques a chaque
individu.

La plupart des maladies causées par le stress oxydant apparaissent avec l'age car le
vieillissement diminue les défenses antioxydantes et augmente la production mitochondriale
des radicaux libres (Ferrari, 2001). Le stress oxydant joue également un réle dans I'apparition
des facteurs athérogenes: augmentation de la résistance a l'insuline, activation des cellules
endothéliales libérant des médiateurs prooxydants (cytokine, superoxyde, NO...etc)
(Montagnier et al., 1998).

De nombreuses affections humaines ou animales incluent un stress oxydant, local ou
général, dans leur pathogenese au méme titre que I’inflammation a laquelle il est souvent

associée. Dans plusieurs maladies graves, le stress oxydant est le facteur déclenchant originel.

7. Le stress oxydant et I’insulinorésistance

De plus en plus de données expérimentales et cliniques démontrent que le stress

oxydant, joue un rdle dans la physiopathologie des étapes précoces de 1’insulinorésistance

(Ceriello, 2003).

En effet, lors de I’insulinorésistance, une augmentation de la concentration en AGL
s’accompagne d’une élévation de la fourniture en électrons a la chaine respiratoire, cette
derniére est responsable de 1’augmentation de la production des especes réactives de
I’oxygeéne en activant leurs voies métaboliques genératrices, ce qui en retour aggrave a la fois

I’action et la sécrétion de I’insuline.

Une inhibition par H,O; de la transduction du signal de I’insuline passant par un
blocage de I’activation de son récepteur, ou de IRS ou du PI13-K a été décrite dans des études
animales (Evans et al., 2005). Par ailleurs, dans des modeles expérimentaux

d’insulinorésistance au niveau hépatique et périphérique, des modifications du statut redox




SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

sont observées (Kawasaki et al., 2005)accompagnées d’une perte importante de réactivité de

la voie de signalisation de I’insuline (Bezerra et al., 2000).

8. Le stress oxydant et la lipotoxicité

La lipotoxicité se définie par les effets toxiques des acides gras sur la survie des
cellules B pancréatiques (Lee et al., 2013). L’accumulation intracellulaire des lipides sous
forme de vésicules constituées par les TG est considérée comme la premiere étape du
développement d’une NASH. Des données récentes montrent que la formation de gouttelettes
lipidiques au niveau hépatocytaire peut représenter une réponse protectrice pour limiter les
effets toxiques des AGL (Choi et Diehl, 2008).

L’accumulation des TG n’est probablement pas complétement bénigne: les TG
peuvent altérer le flux sanguin hépatique par compression des sinusoides au cours de la
nécrose hépatocytaire (Wanless et Shiota, 2004). L’accumulation de veésicules lipidiques a été
associée a une augmentation des marqueurs du stress du réticulum endoplasmique lisse, qui

peut induire une mort cellulaire par apoptose (Puri et al., 2008).

Selon ce modéle pathogéne de NASH, des métabolites lipotoxiques des acides gras
sont génerésen parallele a la formation des gouttelettes de triglycérides, donnant lieu au
phénotype reconnu de NASH, dans lequel la stéatose et les lésions cellulaires coexistent.
L’accumulation de triglycérides pouvant étre protectrice, elle ne serait plus considérée comme

nécessaire pour ledéveloppement de la NASH (Neuschwander-Tetri, 2010).

Les anomalies métaboliques prédisposant aux lésions lipotoxiques comprennent une

augmentation du stockage ou une eliminationdes acides gras.

Les mécanismes toxiques peuvent comprendre une augmentation de 1’oxydation des
acides gras et du stress oxydant, une altération de la composition en acides gras et en
phospholipides des membranes cellulaires, du contenu cellulaire de cholestérol, une
perturbation de la signalisation des céramides et méme une toxicité directe des AGL (Malhi et
Gores, 2008).

-
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9. Stress oxydant et la dyslipidémie

Le stress oxydant a été impliqué dans la pathogénie des maladies cardiovasculaires et
I’apparition de 1’athérosclérose, le cancer et d’autres maladies chroniques et joue un rdle
important dans le processus de vieillissement (Stocker et Keaney, 2004 ; Madamanchi et al.,
2005; Grassi et al., 2009). Il provoque la vasodilatation des vaisseaux en altérant
I’endothélium (Kearney et al., 2005 ; Higashi et al., 2009).

Plusieurs études ont montré qu’un régime riche en lipides conduit a des états
hyperlipidiques, en augmentant la génération des radicaux libres (Zhang et al., 2005) et
I’oxydation des protéines dans le cerveau. Il a été rapporté que I’hypercholestérolémie
augmente le niveau des ERO (Aytan et al.,, 2008). Des expériences realiséeschez des
lapinsnourris au régime hypercholestérolémique ont montréune augmentation deplusieurs

marqueursde stress oxydatif (Aytan et al., 2008).

Les désordres de la glycorégulation sont reconnus par leur origine dans les défauts de
la liporégulation (Smith et al., 2002; Klein et al., 2004).

Il a été suggéré que I’hypertriglycéridémie et 1I’hyperglycémie sont responsables de
la production des ERO, qui vont conduire a I’activation du facteur nucléaire kappa B
(Nitenberg, 2006). Ce facteur de transcription contribue a I’immunité, 1’inflammation, la
régulation de la prolifération cellulaire, la croissance et I’apoptose en contrélant I’expression
de nombreux génes (Baldwin, 1996). Tous ces mécanismes peuvent participer a la

progression de 1’athérosclérose (Nitenberg, 2006).

10. Source des radicaux libres dans les dyslipidémies

Selon des pronostiques les trois enzymes suivantes NADPH oxydase, la xanthine
oxydase et oxydenitrique synthase sont la source potentielle des radicaux libres dans les
dyslipidémies. Leur augmentation dans 1’activité vasculaire a ¢été démontrée dans
I’athérosclérose expérimentale et clinique. Desétudes récentes suggerent que la production des

ERO intracellulaire peut également étredérivée de la mitochondrie.

La production des radicaux superoxydes mitochondrial se faitprincipalement en deux
points distincts de la chaine de transport des électrons au complexe 1 (NADH
déshydrogénase) et au complexe Ill (ubiquinone cytochrome c réductase) qui peuvent jouer

un réle dans I’athérosclérose et I’hyperglycémie.

-
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I11. Les antioxydants

Les radicaux libres sont produits spontanément et de maniére continue au sein de
notre organisme. Le maintien d’un niveau non cytotoxique des ERO est assuré par des
systemes antioxydants (Halliwell, 2006).Un déficit ou un dysfonctionnement de ces systemes

engendre une augmentation des dommages tissulaires.

Les systémes antioxydants sont deux types, soit des molécules qui captent
rapidement les ERO (antioxydants proprement dits), soit des  systemes
enzymatiquescatalysant la conversion des molécules prooxydantes (Salvayre et Salvayre,
2005). Selon leurs structures variées et la taille de leurs molécules antioxydantes, ils sont

classés en :

1. Antioxydants a poids moléculaire élevé (H.M.W)

Ce sont des antioxydants endogeénes, classés a leur tour en deux catégories : des

antioxydants enzymatiques et des antioxydants non enzymatiques (Pincemail et al., 2002).
1.1. Les antioxydants enzymatiques

Les enzymes antioxydants (Tableau IlI) ont une signification négligeable dans
I’espace extracellulaire alors qu’ils jouent un role tres significatif dans 1’espace intracellulaire

(Durackova, 2008). On note principalement:

v’ Les enzymes responsables de la dismutation de 1I’ion superoxyde sont les superoxydes
dismutases,

v Les enzymes agissant sur les peroxydes sont la catalase et les glutathion peroxydases,

v' Les enzymes intervenant dans la protection des protéines a fonction thiol est la
thiorédoxine (Goudable et Favier, 1997).

.
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Tableau I1: Les antioxydants enzymatiques et leurs caractéristiques

Antioxydants enzymatiques

Caractéristiques et réaction catalysée

Superoxyde dismutase SOD:

Appartient a la famille des metalloenzymes, posséde trois

- Cu. Zn SOD1 isoenzymes: SOD1, SOD2 intracellulaires et SOD 3
- Mn SOD2 extracellulaire. Catalyse la dismutation de I’ion
- Cu. Zn SOD3 superoxyde. .
02"+ 0" —*H20:+ 02
La catalase C’est une enzyme héminique capable de transférer le

peroxyde d’hydrogéne en eau et en 0Xygene.
2H:20; — 2H:0 + Oz

Les glutathions peroxydases:
- GPx sélénium indépendant (GST):
- GPx sélénium-dépendant

- La GST catalyse les réactions de détoxification des
Xénobiotiques.

- Présente sous forme de 5 isoenzymes tétramériques,
agissant sur les peroxydes d’hydrogéne et les
hydroperoxydes lipidiques par I’intermédiaire de GSH.

La thiorédoxine TRX

- Sélénoprotéine, a activité oxydoréductase, protectrice des
protéines a fonction thiol:

Trx-S2 + NADPH H* I=Rl, Trx-(SH): + NADP*
Protéine-S: + Trx-(SH): — Protéine-SHz + Trx-S

Source : Beaudeux et al., 2000

1.2. Les antioxydants non enzymatiques

Les principaux systémes antioxydants non enzymatiques protéiques présents dans

I’organisme humain comprennent la transferrine, 1’apotransferrine, la ceruloplasmine et

I’albumine (Tableau III).

Tableau I11: Principaux systemes antioxydants non enzymatiques protéiques

Antioxydants non enzymatiques

Role antioxydant

La transferrine

Capte les ions Fe** et bloque les réactions de la
peroxydation lipidique.

L’apotransferrine Capte les ions Fe* et inhibe la formation du
radical HO® et les réactions de la peroxydation
lipidique.

La ceruloplasmine Capte les ions Cu® et prévient leur effet
prooxydant.

L’albumine

Intégration des ions Cu®* a I’héme en évitant les
dommages oxydatifs des autres molécules de la
matrice extracellulaire.

Source : Beaudeux et al., 2000; Durackova et al., 2008

-
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2. Antioxydants a faible poids moléculaires (L.M.W)

Nous évoquons dans cette partie les propriétés antioxydantes de certains composés a
V).

Cependant, nous devons garder a I’esprit que ces composés ont d’autres roles biochimiques

faibles poids moléculaires (micronutriments et dérivés métaboliques) (Tableau

qui s’étendent bien au-dela de leurs propriétés antioxydantes.

Tableau IV: Propriétés antioxydantes de certains composés a faibles poids moléculaires

Antioxydants

Activités antioxydantes

La vitamine E

Prévention de I’oxydation des LDL, I’athérosclérose (Nicolosis, 1999) et
d’autres maladies cardiovasculaires (Thomas et al., 1999 ; Vivekananthan,
2003).

La vitamine C

recyclage de la vitamine E et le glutathion (Baskin et Salem,1994).

L’acide lipoique

Inhibiteur de la glycooxydation (Cilard et Cilard, 2006), prévention de la
lipodystrophie et la neuropathie mendiées par les ROS (Schmitt et al., 2006).

L’acide urique

Piégeur puissant des radiaux: O,°", °OH, RO,°(Durackova, 2008).

Le sélénium Nécessaire a I’activité de nombreuses sélénoenzymes antioxydantes : GPX,
TRX...etc (Baskin et Salem, 1994).
Coenzyme Q Piégeur puissant des radiaux superoxyle et inhibiteur de la peroxydation

lipidique (Kehrer,1993). GSH+R —* GS +RH

Le glutathion

Participant a Dactivit¢ des enzymes antioxydantes. Capture des especes
radicalaires (Durackova, 2008; Beaudeux, 2005).

Le zinc La prévention des effets toxiques dus aux radicaux libres est primordiale.
Le maintien de la SOD qui est un piégeur capital des ions superoxydes
(Baskin et Salem, 1994).

La bilirubine Protection des acides gras libres et de I’albumine contre 1’attaque radicalaire.

(Beaudeux, 2005).

B-carotenes

Controlent efficacement la génération de radicaux libres notamment en
captant I’oxygene singulet (Beaudeux, 2005):
03! + B-caroténes — P-caroténes + Oz

3. Les antioxydants naturels

Les antioxydants naturels extraits de plantes,

utilises tels quels ou aprés

modifications chimiques, imitant les enzymes, chélatant le fer ou piégeant les radicaux,
appartiennent a de nombreuses familles chimiques tels que les glucosides or, ceux des
composés phénoliques ont donné le plus de molécules en regroupant un vaste ensemble de
substances chimiques comprenant au moins un noyau aromatique ainsi que d’autres
constituants (Salunkhe, 1990) qui leur conferent la propriété antioxydante (Ursini et al.,1999).
Les polyphénols naturels sont les acides phénoliques et les composés hautement polymérisés
comme les tanins (Figure 16).

-
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Les polyphénols

Acides phénoliques Flavonoides
Acide Dérivés acide Flavones Flavonols Isoflavones Stilbénes Tannins Anthocyanidines
cinnamique benzoique

—

Polyméres de
flavonoides

Tannins
condensés

Figure 16: Les différentes classes des composes phénoliques (Macheix et al., 2005)

En plus de leur activité antioxydante, ils sont doués de plusieurs autres activités

biologiques importantes (Tableau V).

Tableau V: Quelques activités biologiques des polyphénols

Polyphénols

Activités

Auteurs

Acides phénols (cinnamiques
et benzoiques)

Antibactériennes
Antifongiques
Antioxydantes

Didry et al., 1982
Raeven et al., 1988
Hayase et Kato., 1984

Coumarines Protectrices vasculaires et Mabry et Ulubelen, 1980
anticedémateuses
Flavonoides Antitumorales Stavric et Matula., 1992
Anticarcinogenes Das et al., 1994
Bidet et al., 1987
Bruneton, 1993
Aruoma et al., 1995
Meddleton et Kardasnami.,
1993.
Anthocyanes Protectrices capillaro-veineux Bruneton., 1993

Proanthocyanidines

Antioxydantes
Antitumorales
Antifongiques
Anti-inflammatoires

Bahorun, 1997

De Oliveira et al., 1972
Brownlee et al., 1992
Kreofsky et al., 1992

Tannins galliques et
catéchiques

Antioxydantes
Antimicrobiennes

Okuda et al., 1983
Okamura et al., 1993
Milal et al., 1996.

-
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V. Importance des vinaigres

Il existe une variété de vinaigres naturels retrouvés dans le monde entier. Plusieurs

études ont été réalisées sur les effets thérapeutiques des vinaigres et les composants bioactifs

inhérents y compris l'acide acétique, l'acide gallique, la catéchine, ephicatechin, l'acide

chlorogenique, acide caféique,

I'acide p-coumarique etacide féruliqueet leurs effets

antioxydant, antidiabétique, antimicrobien, anti-tumoraleet anti-obésite.

Les bactéries acétiques produisent divers acides organiques notamment acétique qui

est le plus prédominant, tartarique, lactique, malique, citrique (Sengun et Karabiyikli, 2011).

Les acides organiques contenus dans les différents types de vinaigres sont présentés dans le

tableau VI.

Tableau VI: Les acides organiques dans les différents types de vinaigres

Vinaigres

Acides organiques

Références

Vinaigre d’alcool

Acide acétique

Saiz-Abjo et al., 2005

Vinaigre de
pomme

Acide acétique, citrique,
malique, succinique.

formique, lactique,

Caligiani et al., 2007 ;
Budak, 2010

Vinaigre de malt

Acide acétique, citrique, lactique, et succinique.

Saiz-Abajo et al., 2005

Vinaigre de prune

Acide acétique, tartarique, et lactique.

Liu et He, 2009

Vinaigre de xéres

Acide acétique, tartarique, lactique, malique, et
citrique.

Morales et al., 1998

Vinaigre de
tomate

Acide acétique, citrique,
malique, et succinique.

formique, lactique,

Caligiani et al., 2007

Vinaigre
balsamique

Acide malique, tartarique, citrique, et succinique.

Cocchi et al., 2006

Vinaigre du vin
blanc

Acide acétique, citrique, formique,
malique, succinique, et tartarique.

lactique,

Caligiani et al., 2007 ;
Budak et al., 2014

1. Vertus des vinaigres

1.1. Effets antioxydants

Les vinaigres ont un pouvoir antioxydant trés éleve grace a leurs richesses en

substances bioactives tels que les polyphénols, le tableau VII montre les composés

phenoliques contenus dans les différents types de ce produit.

g
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Tableau VII : Les composés phénoliques dans différents types du vinaigre

Types des Composés phénoliques Indice des Références
vinaigres polyphénols totaux
(mg/ L GAE)
Vinaigre de | Acide gallique, catechine, epicatechine, 400 a 1000 Budak et al.,
pomme acide chlorogénique, acide cafféique, and 2011

acide p-coumarique.

Vinaigre de | Acide gallique, catechine, epicatechine, 2000 a 3000 Budak et Guzel-

raisin acide chlorogénique et acide cafféique. Seydim, 2014

Vinaigre de | Acide gallique, acide protocatechique, 200 a 1000 Alonso et al.,

XEres . . 2004
tyrosol, acide 4-hydroxybenzoique,

catechine, vanilline, acide cis-p-coumarique.

Vinaigre Acide 4-hydroxybenzoique, acide vanillique, Plessi et al.,
balsamique | acide protocatechique, acide syringique, 2006
acide isoferulique, acide p-coumarique,

acide gallique, acide ferulique et acide

cafféique.

1.2. Effets antidiabétiques

Johnston et al., (2004) ont rapporté que le vinaigre améliore la sensibilité a I'insuline
dans 19% des personnes atteintes de diabete de type 2 et 34% des personnes ayant un

prédiabete.

Des études récentes chez I’humain et I'animal ont montré que le vinaigre peut étre
utilisé pour le traitement du diabéte (Salbe et al., 2009). Chez le rat, il a été rapporté que le
vinaigre diminue la glycémie par rapport a un régime alimentaire normal apres l'ingestion
d'une charge d'amidon co-administrée a une solution d'acide acétique a 2% (Ebihara et
Nakajima, 1988).

1.3. Effets contre les maladies cardiovasculaires

Des enquetes montrent que les aliments riches en polyphénols ont un effet protecteur
en reduisant la mortalité par les maladies cardio-vasculaires (Giugliano, 2000). L’acide
chloregenique est un acide présent dans les vinaigres de cidre peut inhiber I’oxydation des
LDL-c (Laranjinha et al., 1994).

-
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Fushimi et al., (2006) ont rapporté que 0,3% d’acide acétique réduit le taux de
cholestérol et des triglycérides sériques (TG) chez les rats nourris avec un régime riche en
gras. In vivo, I’acide acétique renforcé 1’homéostasie lipidique (Yamashita et al., 2007). De
plus, les travaux de Budak et al., (2011) ont déterminé 1’effet hypocholestérolémiant des
vinaigres de pommes chez des rats nourris par un régime hypergras avec des aliments riches

en cholestérol.

V. Etude des fruits sélectionnés dans cette étude

1. La grenade
1.1. Présentation et taxonomie

C’est une espéce originaire d'Asie occidentale (Turquie, Iran, Irak, Azerbaidjan,
Afghanistan, Pakistan, Arménie), et probablement de la péninsule Arabique, ainsi que le nord
de I'Afrique. Elle est cultivée dans tous les continents a climat tempéré chaud : bassin
méditerranéen, Proche-Orient, Chine, Sud-Est des Etats-Unis, Chili, Argentine. La ville de
Grenade en Espagne doit son nom au grenadier. Nous présentons si dessous sa classification
selon APG III.

Régne : Plantae

Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Ordre : Myrtales
Famille : Punicaceae
Genre : Punica

Espéce : Punica granatumL.

1.2. Usage thérapeutique

Les principaux effets du jus de grenade est de diminuer la pression artérielle
systolique, provoquant ainsi un effet globalement  positif sur la progression de
I’athérosclérose et le développement potentiel des maladies coronariennes. D’autres études
sur les rats ont montré I’effet antioxydant de grenade, il protége la muqueuse gastrique contre
la toxicité de 1’éthanol et I’aspirine (Khennouf et al., 1998; Ajaikumar et al., 2005). Il réduit

la peroxydation lipidique, en améliorant I’activité des enzymes antioxydantes glutathion

.


http://fr.wikipedia.org/wiki/Turquie
http://fr.wikipedia.org/wiki/Iran
http://fr.wikipedia.org/wiki/Irak
http://fr.wikipedia.org/wiki/Azerba%C3%AFdjan
http://fr.wikipedia.org/wiki/Afghanistan
http://fr.wikipedia.org/wiki/Pakistan
http://fr.wikipedia.org/wiki/Arm%C3%A9nie
http://fr.wikipedia.org/wiki/P%C3%A9ninsule_Arabique
http://fr.wikipedia.org/wiki/Afrique
http://fr.wikipedia.org/wiki/Proche-Orient
http://fr.wikipedia.org/wiki/R%C3%A9publique_populaire_de_Chine
http://fr.wikipedia.org/wiki/%C3%89tats-Unis
http://fr.wikipedia.org/wiki/Chili
http://fr.wikipedia.org/wiki/Argentine
http://fr.wikipedia.org/wiki/Grenade_%28Espagne%29
http://fr.wikipedia.org/wiki/Espagne

SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

(GSH), la catalase (CAT), la glutathion peroxydase (GPx), la glutathion réductase (GRX) et la
glutathion -S- transférase (GST).

2. La figue de barbarie
2.1. Présentation et taxonomie

C’est une espéce originaire du Mexique, qui s'est naturalisée dans d'autres continents,
notamment le pourtour africain. Il produit un fruit comestible appelé figue de Barbarie. Nous

décrivons si dessous sa classification selon APG IlI.

Regne: Plantae
Sous-regne:Tracheobionta
Division: Magnoliophyta
Classe: Magnoliopsida
Sous-classe:Caryophyllidae
Ordre: Caryophyllales
Famille: Cactaceae

Genre: Opuntia

Espéce:Opuntia ficus-indica

2.2. Usage thérapeutique

Elle est utilisée comme reméde en raison de ses propriétés bénéfiques multiples:
hypocholestérolémiante, anti-inflammatoire, antioxydante (Feugang et al., 2006) et dans le
traitement du diabete de type Il (Reynoso-Camacho et al., 2008) ; grace a son contenu en
composeés bioactifs tels que isorhamnétine (Arcoleo et al., 1961), flavonols, dihydroflavonols
et flavonones (Galati et al., 2003; Kuti, 2004; Tesoriere et al., 2005). Ils ont trouvé que ’effet

de I’extrait de fruit est mieux que I’extrait de tige (Choi et al., 2002).
3. La pomme
3.1. Présentation et taxonomie

C’est une espece d'arbres fruitiers appartenant a la famille des Rosaceae, largement
cultivé. Il en existe environ 20 000 variétés (sous-especes et cultivars) dont la moitié d'origine
américaine, environ 2000 anglaises et 2 000 chinoises. Nous décrivons ci-dessous sa

classification selon APG lII.

.
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Regne: Plantae
Sous-regne:Tracheobionta
Division: Magnoliophyta
Classe: Magnoliopsida
Sous-classe:Rosidae
Ordre: Rosales

Famille: Rosaceae
Sous-famille:Maloideae
Genre: Malus

Espéce:Malus domestica Borkh

3.3. Usage thérapeutique

La pomme est I'un des principaux contributeurs de composés phytochimiques
nutritionnels dans 1’alimentation humaine (Wolfe et al., 2003; Colin-Henrion et al., 2009). En
général, les propriétés biologiques de pommes sont attribuées aux flavonoides et leurs effets
anti-cancéreux, antioxydants et antibactériens (Hertog et al., 1993; Karaman et al., 2010). Les
pommes contiennent un large éventail de composés phénoliques tels que les flavonols
(quercétine et kaempférol), les glycosides de flavonol, flavonones, chalcones (naringénine et
eriodictyol) et les catéchines (épicatéchine) (Lachman et al., 2000a).

Le constituant antioxydant le plus significatif de pommes est 1’acide ascorbique
(Lachman et al., 2000b). Recemment, il a été découvert dans une étude réalisée sur des souris
que les polyphénols de pommes ont un effet hépato-protéctif (Yang et al., 2010). Leurs
polysaccharides assurent un réle dans le piégeage des radicaux libres et la protection contre
les dommages oxydatifs (Colin-Henrion et al., 2009) et contre la peroxydation lipidique
(Wolfe et al., 2003).

.
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[1 Ce travail a été effectué au laboratoire de biologie et physiologie des organismes
(LBPO), équipe de recherche Bioénergétique et Métabolisme Intermédiaire (BMI)
dirigee par le Professeur KOCEIR Elhadj Ahmed, et a I’animalerie de la faculté des
sciences biologiques, Université des sciences et de la technologie HOUARI
BOUMEDIENE — Alger. Durant la période allant de Mai 2012 a Décembre 2014.

[1 Les vinaigres sont obtenus chez I'Office National Algérien de Commercialisation des
Produits Vitivinicoles (ONCV), il s’agit de :
* Vinaigre de grenade [Punica granatum L. (Punicaceae)]

= Vinaigre de figue de barbarie [Opuntia ficus-indica (L.) Mill. (Cactaceae)]

= Vinaigre de pomme [Malus domestica Borkh. (Rosaceae)]

I. La méthode de production des vinaigres

Le vinaigre est produit a partir d’une double fermentation d’un extrait de fruits; sous
I’action sélective de certains micro-organismes tels que les levures et les bactéries. La
fabrication du vinaigre comprend, apres extraction du jus de fruits (modt), deux étapes

principales:

v/ La fermentation alcoolique qui se déroule en anaérobiose sous l'action des
levuresSaccharomyces cerevisiae ou Saccharomycesellipsoideus, laquelle transforme

les sucres fermentescibles des fruits en alcool éthylique;

v La fermentation acétique qui se déroule a l'air libre sous I'action de la bactérie acétique
(Mycoderma aceti), laquelle transforme I'alcool éthylique obtenu a la phase précédente

en acide acétique. La figure 17 illustre la méthode générale de cette fabrication.

.
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Figure 17 : Méthode générale de la production des vinaigres (Budak et al., 2014)

I1. Screening phytochimique
L’¢tude phytochimique regroupe des tests qualitatif et quantitatif qui permettent de

caractériser les différents groupes chimiques contenus dans les trois vinaigres étudiés.

1. Tests qualitatifs
IIs ont porté sur la mise en évidence des principaux groupes chimiques (tannins,
flavonoides, saponosides, triterpénes, composés réducteurs, quinones et les anthocyanes) en

utilisant des réactions décrites par Trease et Evans (1989) et Harborne (1998).
v Les composés polyphénoliques
o Mise en évidence des tannins

Dans un tube a essai, 5 mL du vinaigre de chaque fruits ont été introduits et ajouter 2
a 3 gouttes de FeCls a 5%. Un test positif est révélé par 1’apparition d’une coloration bleue-

noire et un précipité (laisser reposer quelques minutes).

-
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o Mise en évidence des flavonoides

A 5 mL duvinaigre de fruits, ajouter quelques gouttes d’HCI concentré et quantité de
tournures de magnésium. La présence des flavones aglycones est confirmée par 1’apparition

d’une couleur rouge ou orange.

v" Mise en évidence des alcaloides

Les tests sont réalisés par des réactions de précipitation avec les réactifs de Mayer et

de Wagner (Annexe 1).

1 mL de chaque vinaigre est mis dans 3 tubes a essai. Dans le premier, on met 5
gouttes de réactifs de Mayer; dans le deuxieme, on ajoute 5 gouttes de réactif de Wagner.

L’apparition d’un précipité blanc et brun, révele la présence des alcaloides.

v Les saponosides

Dans un tube a essai, on mélange 5 mL de vinaigre de fruit avec 10 ml d’eau distillée
pendant 2 min. La formation d’une mousse persistante, apres 15 min, confirme la présence

des saponosides.

v’ Les triterpénes hétérosides

On mélange dans un tube a essai contenant 5 mL de vinaigre de fruits avec 2 mL de
chloroforme et 3 mL d’acide sulfurique concentré. Une couleur rouge-marron de la couche

d’interface indique la présence des triterpenes hetérosidiques.

v Les composés réducteurs

2 mL du vinaigre de fruits sont mis avec 2 mL de liqueur de Fehling (Annexe 1) dans
un tube a essai, le tout est incubé dans un bain marie bouillant. L’apparition d’un précipité

rouge brique indique la présence des composés réducteurs.

.



MATERIEL ET METHODES

v Les quinones

1,5 mL du vinaigre de fruit est versé dans 3 tubes a essai, dans lequel on y ajoute
quelques gouttes de solution de soude a 4%. Apres agitation, I’apparition d’une teinte rouge a

violette indique la présence des quinones.

v Les anthocyanes

Quelques gouttes d’ammoniaque (dilué au demi) sont ajoutées a 5 mL du vinaigre.

La réaction donne une coloration bleue en présence d’anthocyanes.

2. Les tests quantitatifs
2.1. Dosage des polyphénols totaux
o Principe

La teneur en polyphénols totaux des vinaigres est déterminée au moyen du réactif de
Folin-Ciocatleu. Ce dernier est constitué d’un mélange d’acide phosphotungstique et d’acide
phosphomolybdique qui est réduit, lors de 1’oxydation des phénols en mélange d’oxydes bleus

de tungstene et de molybdene.

La coloration bleue produite posséde une absorption maximale aux environs de 750
nm. L’absorbance, par référence a une gamme ¢€talon obtenue avec 1’acide gallique, permet de
déterminer la quantité de polyphénols totaux présente dans le vinaigre. Elle est exprimée en

mg équivalent d’acide gallique par millilitre du vinaigre.

o Mode opératoire

Les polyphénols totaux ont été dosés selon la méthode de Folin-Ciocatleu décrite par
Lee et al., (2005).

- Dans un tube a essai, 25 puL de vinaigre est complété a 4 mL par I’eau distillée. Ensuite,
250 pL de réactif Folin-Ciocatleu sont rajoutés.

- Juste apres un moment (3 min), 750 pL de carbonate de sodium a 20% sont additionnés.

- Les tubes a essai sont maintenus dans un bain-marie a 40°C pendant 40 min,

[’absorbance est mesurée a 685 nm.

.
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- Un blanc est préparé dans les mémes conditions en remplagant le vinaigre par 1’eau
distillée.
- Les polyphénols totaux sont quantifiés a I’aide d’une courbe d’étalonnage obtenue par la
mesure des absorbances des concentrations connues de solutions étalons de I’acide
gallique (10-100 pg/mL).
Les résultats sont exprimés en équivalent acide gallique par rapport a 100 mL du
vinaigre (mg EAG/100 mL du vinaigre).

2.1. Dosage des flavonoides
o Principe

Le dosage des flavonoides a été déterminé selon la méthode de trichlorure
d’aluminium (AICI3) de Lee et al., (2005).

o Mode opératoire

- Dans un tube a essai, Iml de vinaigre a été ajouté a 1 mL de la solution d’AlCls, 6H,0
a 2% (20 g/L).

- Apres 30 min d’incubation, I’absorbance est lue a 510 nm contre le blanc (L’eau
distillée).

- Les flavonoides sont quantifiés a 1’aide d’une courbe d’étalonnage obtenue par la
mesure des absorbances des concentrations connues de solutions étalons de la
quercétine (1-20 pg/mL).

Les résultats sont exprimés en microgramme d’équivalent de quercétine par 100

millilitre du vinaigre (mg EQ/100 mL du vinaigre).

3. Etude in vitro du pouvoir antioxydant
3.1. Le pouvoir de piégeage du radical DPPH
o Principe

L’activité antiradicalaire des composés phénoliques du vinaigre est évaluée en
mesurant leurs capacités de piégeage le radical libre DPPH. Ce composé chimique posséde un
¢lectron non apparié¢ sur un atome du pont d’azote. Du fait de cette délocalisation, les

molécules du radical ne forment pas des diméres et restent dans leur forme monomere

-
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relativement stable a température ordinaire. La délocalisation provoque aussi la couleur bleue

violette bien caractéristique de la solution de DPPH® (Figure 18).

NO, NO,
o <> 52“02 Q
Q N— NG, AHT\ T HN—N NG,

DPPH DPPH-H

. jaunatre
Violet

Figure 18: Réaction du radical DPPH°® avec un antioxydant AH.

La mesure de I’efficacité d’un antioxydant se fait en mesurant la diminution de la
coloration violette due a une recombinaison des radicaux DPPH, mesurable par
spectrophotométrie a 515-518 nm (Popovici et al., 2009). En présence des piégeurs de
radicaux libres, le DPPH (2.2 diphényl- 1- picryl hydrazyle) de couleur violette se réduit en
DPPH-H de couleur jaune (Maataoui et al ., 2006).

o Mode opératoire

Dans notre étude, le test utilisant le DPPHe est basé sur la méthode décrite par Burits et
Bucar, (2000) and Sahin et al., (2005).

- 25 uL de chacune des dilutions du vinaigre testé et 0.975 mL de la solution de DPPH
(0.0024 ¢/100 mL) sont ajoutés dans une cuvette aprés incubation a 1’obscurité

pendant 30 min et I’absorbance a été mesurée a 517 nm.

- Le dosage est répété 3 fois pour chaque concentration de I’échantillon testé. Le BHT

et I’acide ascorbique a différentes concentrations sont utilisés comme standards.

L’activité antiradicalaire (AA) est estimée selon la formule suivante :

19 (Ablanc —A ech.) 00
= *
0 A blanc

Acch.. Absorbance de I’échantillon testé

Aplanc: Représente 1’absorbance du DPPH au temps zéro avant addition de 1’échantillon ou du

standard.

.
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3.2. Pouvoir réducteur
o Principe

Le pouvoir réducteur des vinaigres a été déterminé selon la méthode décrite par

Oyaizu (1986), dont le principe de ce test est base sur la réaction suivante :

Fes" -ferricyanide ———————> Fe," -ferricyanide

o Mode opératoire

- 0.125 mL du vinaigre sont mixés avec 2.5 mL de tampon phosphate (0.2 M, pH 6.6) et
2.5 mL de hexacyanoferrate de potassium [K3 Fe(CN)g] a 1 %.

- Le mélange est incubé a 50°C pendant 20 min. Aprés, 25 mL de I’acide
trichloracétique a 10 % sont ajoutés.

- Prélever 2.5 mLde la solution et ajouter 2.5 mL de I’H,O distillée et 0.5 mL de
Chlorure de fer (FeCl3) a 0.1 %.

- L’absorbance est mesurée a 700 nm. Le dosage est répété 3 fois pour chaque
concentration de 1’échantillon testé.

- Le BHT et I’acide ascorbique a différentes concentrations sont utilisés comme

standards.

L’absorbance élevée indique un pouvoir réducteur élevé. La concentration en

vinaigre fournissant 0.5 d’absorbance a 700 nm (Ferreira et al., 2007).

4. Détermination du pH
o Principe

Détermination en unité pH de la différence de potentiel existant entre deux électrodes
en verre plongées dans une solution du vinaigre. La lecture est faite directement par le pH
métre (HANNA instruments, HI 2211 pH/ORP meter).

o Mode opératoire

- Rincer les ¢électrodes de pH metre avec de 1’eau distillée;

- Calibrer le pH metre avec les étalons (pH 4,7 et 14);

.
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- Rincer a nouveau avec de 1’eau distillée;
- Plonger les électrodes dans la solution;
- Rincer a nouveau les électrodes, les mettre dans une solution de KOH.

5. Détermination de ’acidité titrable
Principe

Il consiste a déterminer la concentration d’une solution acide (acide éthanoique ou
acide acétique, contenu dans le vinaigre), sur la base du résultat d’un titrage acide-base
(Aguiar et al., 2005). L’agent titrant est une solution d’hydroxyde de sodium, de

concentration connue en présence de phénolphtaléine comme indicateur de couleur.

o Mode opératoire

- Prélever 10 mL de vinaigre, les introduit dans une fiole jaugée de 100 mL et effectuer
la mise au trait par addition d’eau distillée.

- Prélever 20 mL de cette nouvelle solution, et la verser dans un Erlenmeyer de 250 mL.
Ajouter quelques gouttes de phénolphtaléine.

- Cependant, remplir une burette de Mohr avec une solution d’hydroxyde de sodium
0.09 M.

- Le titrage est terminé lorsque I’indicateur change de couleur (point d’équivalence).

- Le test est répété trois fois.

o Expression des résultats

. . G, .. L CaxVb
- Calculer la concentration de la solution diluée (vinaigre titré): Ca = va
Dont :
Cyp: concentration d’hydroxyde de sodium = 9.43*102 mol. L™
Vp : volume en millilitres de la solution d’hydroxyde de sodium utilisé.
V,: volume en millilitres de la prise d’essai.
Cax10x100xMm
Le titre en degrés correspondant a la masse d’acide acétique /100 g = P

.
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Dont :

C,: concentration de la solution dilué en mol/L.
10 : facteur de dilution du vinaigre avant d’étre titré.

100 : degrés dans 100 g de vinaigre.

p : masse volumique du vinaigre, en gramme par litre.

6. Identification des acides organiques et des acides phénoliques dans les vinaigres
par HPLC

Parmi les différentes méthodes chromatographiques existantes, HPLC est la méthode
la plus utilisée pour la séparation des acides organiques et des acides phénoliques dans les

vinaigres.

Matériel chromatographique utilisé est constitué par :
v" Une pompe LC-20 AD.
v" Un dégazeur DGU- 20 A5.
v' Un détecteur SPD — 20A couplé a un ordinateur digital PC muni d’un logiciel

spécialisé de référence LC Real Time Analysis.

Nous avons utilisé¢ pour I’identification des acides organiques dans les vinaigres la
méthode validée par Wodecki, 1991 dont les conditions chromatographiques sont présentées

dans le tableau VIII.

Tableau VI11: Conditions chromatographiques des acides organiques

Conditions chromatographiques

Colonne Hypersil BDS- C18, 4.0x250
Phase mobile Acide phosphorique (0.1%)
Longueur d’onde 210 nm
Débit 1 mL/min
Température de la colonne 55°C
Volume injecté 35 pL

o Préparation des solutions

v Préparation des vinaigres

1 ml de chaque vinaigre est dilu¢ dans 10 mL d’eau distillée.
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v Préparation des solutions standards

Dans des fioles de 200 mL, nous avons dissout 10.3, 11, 10.3, 11.5, 32.91 et 28.06
mg d’acide oxalique, d’acide malique, d’acide ascorbique, d’acide citrique, d’acide acétique
et d’acide formique; respectivement. Les solutions obtenues sont filtrées a travers des filtres

millipore de porosité 0.25 pm.

Pour I’identification des acides phénoliques, nous avons utilisé¢ la méthode validée
par Garcdaa Parrilla et al., 1999, dont les conditions chromatographiques sont présentées dans
le tableau 1X.

Tableau IX : Conditions chromatographiques des acides phénoliques

Conditions chromatographiques

Colonne Hypersil BDS- C18, 4.0x250 mm
Phase mobile acide acétique, eau et acetonitrile
Longueur d’onde 280 nm
Débit 0.5 mL/min
Température de la colonne 35°C
Volume injecté 100

o Phase mobile

La phase mobile est constituée de trois solutions:
v' A Acide acétique et I’eau dont les proportions (1 :99).
v" B : Acide acétique et I’eau dont les proportions (6 :94).
v C: Acide acétique, 1’eau, et acetonitrile dont les proportions (5 :65 :30).

Tableau X : Différents gradients de la phase mobile

Temps (minutes) A (%) B (%) C (%)
00 95 5
20 90 10
50 70 30
55 50 50
60 100
100 50 50
110 100
120
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o Préparation des solutions

v Préparation des vinaigres
1 ml de chaque vinaigre est dilué dans 10 mL d’eau distillée.
v Préparation des solutions standards

Dans des fioles de 200 ml, nous avons dissout 11.20, 10.27, 11.06, 10.54, et 11.60
mg d’acide gallique, caffeique, vanilline, benzoique, et salicylique; respectivement. Les

solutions obtenues sont filtrées a travers des filtres millipore de porosité 0.25 pum.

o Expression des résultats

Les concentrations des acides organiques et des acides phénoliques sont calculées a
partir des chromatogrammes obtenus (Annexe 3 et 4), selon la formule suivante :

Cs *Ss

Ce =
¢ Se

Dont :

C.: Concentration de 1’échantillon (mg/mL);
Cs: Concentration des standards (mg/mL);
Se: Surface du pic de I’échantillon;

Ss: Surface du pic des standards.

I1. Expérimentation animale

Elle a été effectuée au niveau de I’animalerie de la faculté des sciences biologiques
de I’Université des Sciences et de la Technologie — Houari Boumediene, Alger. Cette partie
est consacrée a tester I’effet préventif de 3 types du vinaigres de fruits (grenade, figue de

barbarieet pomme) sélectionnés sur un modele de rat rendu dyslipidémique.

1. Les animaux

L’étude a été réalisée sur 50 rats wistar (Rattus norvigicus), provenant de I’Institut

Pasteur d’Algérie (Centre d’élevage, annexe de kouba) — Alger.

Afin d’éviter la variabilité intersexe, nous avons utilisé que des males. A leur arrivée,

les rats pesaient entre 120 - 170 g. Les conseils généraux pour I’utilisation des animaux de

.
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laboratoire sont suivis par le comité de protection des animaux de I’enseignement supérieur et

de la recherche scientifique agréé le 22 Aout 1998, sous le numéro d’éthique : 98-11.

Les animaux sont maintenus & une température ambiante (22°C + 2) avec une
humidité relative =~ 50%, le cycle jour-nuit est de 12 heures (une lampe minuterie) avec acces
libre en eau et en nourriture. La litiere est changée chaque 2 jour. Avant I’expérimentation, ils
ont été soumis a une période d’adaptation (15 jours). Aprés cette période, les rats sont

répartis d’'une maniére aléatoire en cinq groupes de 10; a raison d’un rat par cage.

Lot 1: Contrdle (C) : Les rats sont mis sous un régime standard (46.5 cal/jour);

Lot2: Dyslipidémique (HFD) : Les rats sont mis sous un régime hypergras (126.5 cal/jour);
Lot3: Traité (G) : Les rats sont mis sous un régime hypergras (126.5 cal/jour) et traité par le
vinaigre de grenade (7 mL/kg/jour);

Lot4: Traité (FB) : Les rats sont mis sous un régime hypergras (126.5 cal/jour) et traité par

vinaigre de figue de barbarie (7 mL/kg/jour);

Lot5: Traité (P) : Les rats sont mis sous un régime hypergras (126.5 cal/jour) et traité par le
vinaigre de pomme (7 mL/kg/jour).

2. Les régimes alimentaires

Le régime standard est un aliment complet donné sous forme de bouchons, fourni par
une station privée la production locale de Bouzareah et le régime hypergras est représenté par
un jaune d’ceuf bouilli (~ 20 g = 80 Cal/jour) en plus de 15g d’aliment standard (46,5 Cal) soit
une diéte journaliere de 126,5 Cal durant 7 mois. Le tableau XI résume la composition des

régimes alimentaires des différents lots des rats expérimentaux (%).

Tableau XI : La composition des régimes alimentaires des différents lots expérimentaux (%)

Composants Lot 1 Lot 2 (n=10) Lot 3 (n=10) Lot 4 (n=10) Lot 3 (n=10)
(n=10) traité par le traité par le traité par le
(%) Controle | Dyslipidémique VG VFB VP
(7TmL/kg/jour) | (7mL/kg/jour) | (7TmL/kg/jour)

Eau 16.07 40-46 40-46 40-46 40-46
Lipides 09 30-34 30-34 30-34 30-34
Protéines 23.03 13.5-17.5 13.5-17.5 13.5-17.5 13.5-17.5
Carbohydrates 48 0.15-0.25 0.15-0.25 0.15-0.25 0.15-0.25
Minéraux et 0.3 16-20 16-20 16-20 16-20
vitamines
Call/jour 46.5 126.5 126.5 126.5 126.5
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3. Les techniques de mesures et de dosages

Durant I’expérimentation et pour les différents groupes, 1’évolution du poids est

mesurée chaque semaine dés le premier jour jusqu’au sacrifice.

Afin de procéder aux différents dosages métaboliques, des prélevements sanguins ont
été effectués a jeun a partir des ponctions au niveau du sinus rétro — orbital de I’ceil; a I’aide
de pipettes pasteurs courtes préalablement héparinées ou contenant de ’EDTA (selon le
parametre étudié). Le sang récupéré est centrifuge a 3000 trs/min pendant 20 min. les
érythrocytes sont lavés 4 fois par le NaCl a 0.9 % et centrifugés pendant 10 min a 3000
trs/min apres chaque lavage (dosage de la SOD). Le plasma et les érythrocytes sont lavés et
sont stockés a — 20°C pour le dosage des parameétres biochimiques.

A la fin de ’expérimentation (7 mois), les animaux sont mis a jeun pendant une nuit
puis sacrifiés. Tous les organes (foie, reins, cceur, rate et pancréas) sont rapidement préleves

et peses.

L’indice organo-somatique (10S) est calculé selon la formule suivante :

poids de l'organe
10§ = - - * 100
poids de l'animal

Si IOS est ¢élevé par rapport a celui du lot controle, cela montré qu’il existe une

hypertrophie de I’organe en question.

La moitié du foie est plongé dans de I’azote liquide et stocké a — 80 °C pour le
dosage du MDA, un morceau de foie est utilisé pour le dosage du profil lipidique et le reste

est fixé dans le liquide de bouin pour I’étude histologique.

3.1. Les parametres biochimiques

Le dosage des paramétres biochimiques plasmatiques et tissulaire (profil lipidique,
hépatique et rénal) et fer sérique a été réalisé sur I’automate Roche Hitachi 911 (Roche
Molecular Systems, Branchburg, NJ). Tous les réactifs sont de marque Roche Diagnostics
(Gmbh, Allemagne).

.
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> Dosage de la glycémie
v Principe

La détermination enzymatique du glucose s’est effectuée selon les réactions

suivantes :

Glucose oxydase
Glucose + O, + H,0 Acide gluconique + H,0,

Peroxydase
2 H,0, + Phénol + 4-Amino-antipyrine Quinoneimine + 4H,0

> Dosage de I’insuline
v Principe

Le dosage de I’insuline s’effectue selon une technique immuno-enzymatique (Figure
19) (EIA kit, DRG International, Inc., USA). Elle est basée sur la technique sandwich dans
laquelle deux anticorps monoclonaux sont dirigés contre des déterminants antigéniques
distincts sur la molécule de I’insuline. Au cours de I’incubation, 1’échantillon réagit avec
I’anticorps anti-insuline conjugué a la peroxydase et des anticorps anti-insuline fixés sur les
puits. La plaque est ensuite lavée avec le tampon de lavage. Le réactif 3, 3, 5, 5'-
tetramethylbenzidine est ajouté aux puits. La réaction est arrétée par I’addition de 1’acide
sulfurique en induisant la formation d’un composé coloré. L’intensité de cette coloration est

déterminée par spectrophotométrie a A= 450 nm.

(1) (2) (3) (4] (3]
2%
o W
KA
A Al PN
= T = L
\f H( N/ S S

Figure 19 : Le principe de la méthode immuno-enzymatique ELISA

(1) La plaque est recouverte avec un anticorps de capture ; (2) I'échantillon est ajouté, et tout antigéne présent se
lie a l'anticorps de capture ; (3) l'anticorps de détection est ajouté, et se lie a l'antigéne ; (4) L'anticorps
secondaire lié a I'enzyme est ajouté, et se lie a l'anticorps de détection ; (5) Le substrat est ajouté et est converti
par I'enzyme en une forme détectable (colorée).

.
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o L’insulinorésistance a été évaluée par le calcul de I’indice de homeostasis model
assessment (HOMA) en tenant compte des valeurs de la glycémie et du taux de
I’insuline selon la formule suivante (Cacho et al., 2008).

Insuline (”TUI) * Glycémie (%)

HOMA — IR = 2430

» Dosage du profil lipidique
o Cholesteérol total

Dans notre étude, le cholestérol a été déterminé suivant une méthode enzymatique
colorimétrique.
v’ Principe

Aprés hydrolyse enzymatique puis oxydation, I’indicateur quinoneimine formé a
partir du peroxyde d’hydrogene et d’amino 4 antipyrine en présence du phénol et de

peroxydase permet la quantification du cholestérol selon la réaction suivante :

Cholestérol estérase
Esters de cholestérol + H,0O Cholestérol + acide gras.

Cholestérol oxydase
Cholestérol + O, > Cholesténe -4- one- 3 + H202.

H,0O, + phénol + amino 4 antipyrine > Peroxydase Quinoneimine
(rose).

o Dosage des triglycérides
v" Principe

Le dosage des triglycérides a été effectué suivant une méthode enzymatique
colorimétrique quantifiant le glycérol libéré aprés action de la lipase selon les réactions
suivantes :

Lipoproteine lipase
Triglycerides > Glycerol + acides gras

Glycerol Kinase, Mg*™
Glycerol + ATP Glycerol 3 phosphate + ADP

-
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Glycerol -3- phosphate
oxydase
Glycerol 3phosphate Dihydroxyacétone phosphate +

H20;

) ) o Peroxydase _
H,0, + Chloro-4-Phénol + amino 4 antipyrine Quinone rose +

H,O

o Dosage du HDL-c
v Principe

Le dosage du HDL-c s’effectuc aprés précipitation grace au réactif
phosphotungstique associé au chlorure de magnésium (ref.T01-2801-56, 6x5ml) qui consiste
a preécipiter les LDL et les VLDL. Le HDL cholestérol est alors dosé dans le surnageant
résultant de la centrifugation du précipité par la méme technique enzymatique que le

cholestérol total.

o Evaluation du LDL-c et VLDL-c
La formule de Friedewald (1972) permet de calculer le LDL-C a condition que les
TG soient inférieurs a 3,5 g/L (4 mmol/L) et VLDL-c.

TG
VLDL — ¢ =5

LDL —c¢=CT— (HDL —c+VLDL —c)

o Evaluation du risque cardiovasculaire

Le risque cardiovasculaire a été évalue, en utilisant les formules suivantes :

¢ Indice cardiaque (CI) ou Ratio du risque cardiague (CRR) (Kang et al., 2004;
Ikewuchi et Ikewuchi, 2009) :

B Cholesterol total
B HDL — ¢

e Indice d’athérogénicité (Al) (Ikewuchi et Ikewuchi, 2009) :

_ Cholesterol total — HDL — ¢
B HDL — ¢
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e Indice d’artére coronaire (CAI) (Kayamori et Igarashi, 1994) :

LDL —c
HDL — ¢

CAI =
> Détermination des lipides totaux

Pour la quantification des lipides totaux, des portions de foie pré-pesées sont

immergées dans le mélange d’extraction (chloroforme/méthanol: 2V/ 1V) selon la méthode de
Folch et al., (1957).

Aprés homogeénéisation, filtration, lavage et centrifugation, les lipides sont récupérés
par élimination de la phase hydrosoluble. Dans des flacons en verre pré-pesés sont mis a
évaporation a sec dans I’étuve. Les lipides totaux sont appréciés par la différence de pesée de

la tare.

» Détermination des lipides hépatiques

Un fragment de foie (100 mg/ mL) est homogénéisé dans 50 mM tampon phosphate
(pH 7.4). L’homogénat est centrifugé a 10.000 trs/min pendant 15 min & 4° C. Sur le
surnageant, le cholestérol total, triglycéride et HDL-c ont été analysés par les méthodes

colorimétriques enzymatiques décrites précédemment.

» Dosage de la fonction hépatique
o Dosage de TGO et TGP sérique
v" Principe

Les transaminases sont déterminées par une méthode colorimetrique, selon les

réactions suivantes :

TGO .
Aspatate + a cétoglutarate ————> oxaloacétate + glutamate

TGP
Alanine + o cétoglutarate —— > pyruvate + glutamate

.
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Le pyruvate et I'oxaloacétate formés réagissent avec 2,4 DNPH pour former leur
dérivé 2,4 dinitrophénylhydrazones, qui donne en milieu alcalin une coloration lisible & 505

nm et proportionnelle & I'activité TGO et TGP dans le milieu réactionnel.

o Phosphatase alcaline (Alk-p)
v Principe

Détermination cinétique de l'activité phosphatase alcaline est réalisée, selon la

réaction suivante :
Alk-p
nitro-4 phénylphosphate H,O ———> nitro 4 phénol + phosphate

En milieu alcalin, les phosphatases alcalines catalysent I'hydrolyse du p-
nitrophénylphosphate en p- nitrophénol et phosphate. La vitesse d'apparition du p-nitrophénol,
suivie par la variation de l'absorbance a 405 nm, est proportionnelle a I'activité Alk-p dans

I'échantillon.

> Le Bilan rénal
o Dosage de I’urée
v Principe

L’urée est dosée en cinétique par une méthode enzymatique (Berthelot, 1998) selon

la réaction suivante :

Uréase
Urée + H,0 2NH; + CO»,

Les ions ammonium, en présence de sallcylate et d’hypochlorite de sodium
réagissent en formant un composé de couleur verte (Dicarboxylindophenol) dont 1’intensité

est proportionnelle a la concentration en urée.

> Dosage de la créatinine
v" Principe

La créatinine est dosée selon une methode cinétique colorimétrique, elle forme en
milieu alcalin un complexe coloré avec I’acide picrique. La vitesse de formation de ce

complexe est proportionnelle a la concentration de la créatinine.

.
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» Dosage de I’acide urique
v Principe

L’acide urique est dosé par une méthode enzymatique colorimétrique (Schultz, 1984),

selon les réactions suivantes :

Uricase
Acide urique + 2 H,0, + O, Allantoine + CO; + H,0,

Peroxydase .
H,O, + 4 AAP + DHBS Quinone + H,0, + HCI

3.2. Parameétres du stress oxydant

La concentration de la superoxyde dismutase (SOD) (McCord et al., 1969), de la
glutathion peroxydase (GPx) (Paglia et Valentine, 1967), la glutathion réductase (Goldberg et
Spooner, 1983) et le statut antioxydant total (TAS) (Miller et al., 1983) a été évaluée par

spectrophotométrie UV/visibles (réactifs Randox).

» Lasuperoxyde dismutase (SOD)

v Principe
Le role de la SOD est d’accélérer la dismutation du radical superoxyde toxique (Oy),
produit durant les processus énergétiques oxydatifs, en peroxyde d’hydrogéne (H,0,) et en

oxygene moléculaire.

SOD
. . +
O, +0_ +2H »O_+H O
2 2 2 272

La méthode du dosage de la SOD utilise la xanthine et la xanthine oxydase (XOD)
pour générer les radicaux superoxydes qui reagissent avec 2-(4-iodophenyl)-3-(4-
nitrophenol)-5-phenyltetrazolium chloride (I.N.T.) pour former une structure de couleur rouge
qui est le formazan. L’activité de la SOD est mesurée par le degré de I’inhibition de la

réaction.
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XOD
Xanthine » Acide urique + 02'

I.N.T. » Formazan (colration rouge)

» Dosage de la glutathion peroxydase (GPx)
v Principe

Le dosage de la GPx est basé sur une méthode colorimétrique enzymatique décrite
par Paglia et Valentine, (1967). La GPx catalyse 1’oxydation du glutathion (GSH) par Cumene
hydroperoxyde. Dans la présence du glutathion reductase et NADPH, glutathion oxydé (GSSG)
est convertie immédiatement en glutathion réduit et NADPH est oxydé en NADP™. Selon les

réactions suivantes:

2GSH+ROOH —CPX S ROH+GSSG +H,0

GR
GSSG + NADPH + H* NADP* + 2GSH

» Dosage de la glutathion réductase (GRXx)
v" Principe

La glutathion reductase catalyse la réduction du glutathion (GSSG) en présence de
NADPH, qui va s’ oxyder en NADP". Selon la réaction suivante:

GRx
NADPH + H" + GSSG ———> NADP" + 2 GSH (GSH = Glutathion réduit)

» Le Statut Total des Antioxydants (TAS)
v Principe

Le dosage du TAS est basé sur une méthode colorimétrique enzymatique décrite par
Miller et al., (1993). Le TAS est déterminé selon les réactions suivantes :
ABTS® (2,2'-Azino-di-[3-ethylbenzthiazoline sulphonate]) est incubé avec la

peroxydase (metmyoglobin) et I’'H,O, pour produire le cation radical ABTS® ™. Cette

réaction conduit a 1’apparition d’une couleur finale stable bleue-verte, qui est mesurée a 600
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nm. Les antioxydants contenus dans 1’échantillon provoquent la suppression de la couleur

finale, & un degré proportionnel a leur concentration.

11 v
HX-Fe +HO_ X-[Fe =0]+HO

® v ®*+

11
ABTS +X-[Fe =0] ABTS  +HX -Fe

Dont :
HX-Fe'': Metmyoglobine.
X - [Fe" = 0]: Ferrylmyoglobine.

> Dosage des lipides peroxydés par la méthode TBARS au niveau sérique et hépatique
v Préparation de I’homogénat hépatique

200 mg de foie sont additionnés a 1 ml du tampon (50 mM NaCl, 20 mM NaH,PO,.
2 H,0, 20 mM Na;HPOQO,. 12 H,0, pH 4) en présence de 1’acide perchlorique (5 pl). Puis,
broyer. L’homogénat est centrifugé a 10.000 trs/min pendant 15 min a 4° C. Le surnageant

est utilisé pour le dosage du MDA.

v Principe
Le malondialdéhyde (MDA) est un produit de peroxydation lipidique, au cours de
laquelle sont formées d’autres entités radicalaires connues sous le nom TBARS (Figure 20).
En milieu acide et chaud (pH 2 a 3, 95 °C) une molécule de MDA est condensée
avec deux molécules de thiobarbiturique (TBA) pour former un complexe coloré en rose qui
peut étre mesuré par spectrophotométrie. La quantité de lipides peroxydés d’un échantillon est
déterminée a 1’aide d’une courbe étalon de MDA. Cette technique permet de mesurer la

peroxydation lipidique de fagon globale.
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©a 2 ,"’f
hiako ndialdé hyde oH
(MDA [H] - .
Acide thiobarbitungue
(FaNy (TEA)

SYN o H H N\‘/SH
M .-P"'/N

H oH

Dénwe DADA CITBA]z

coloréd en rose

Figure 20 : Principe du dosage du malondialdéhyde

v" Mode opératoire
Le dosage du MDA dans le plasma et dans I’homogénat de foie est réalisé selon la
méthode de Quintanilha et al., (1982).
Les échantillons sont incubés en présence d’un mélange de TBA 4 0.37 %, TCA a 15
% et HCI a 0.25 N a 80°C pendant 30 mn. Les fonctions aldéhydes du MDA, libérées par
I’hydrolyse acide a chaud, réagissent avec le TBA pour obtenir un complexe de couleur rose
(MDA-TBA). Aprés refroidissement et centrifugation, la quantification du complexe est

effectuée par spectrophotométrie a 540 nm.

La concentration de MDA est déduite a partir d’'une gamme ¢étalon établie dans les
mémes conditions avec 1, 1, 3,3 tétraétoxypropane (0 a 10 uM) qui est donné aprés son
hydrolyse en solution (figure 60, Annexe 5). Les résultats du dosage sont exprimés en

nmol/gramme de foie et nmol/gramme de protéines.

» Dosage des oligoélements

Le dosage des oligoélements ou minéraux de traces a été réalisé sur un automate de
type PERKIN ELMER 300 au four & graphite (Perkin Elmer Analyst 800®) sur sang total
préalablement minéralisé a 1’acide nitrique 69%, selon la méthode décrite par Arnaud et al.,

(1986).

.
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L’analyseur mesure la concentration des oligoélements par la méthode de
spectrophotométric SAA. Ce dernier se base sur I’absorption de radiations atomiques en phase
vapeur (Figure 21). En utilisant un spectrophotométre d’AA qui passe par les étapes
suivantes :

- Source lumineuse (lampe a cathode creuse) qui émet une lumiére continue
(sélectivement des raies) correspondant a 1’élément a doser.

- Atomiseur (source de vapeur atomique) qui peut étre une flamme (cuivre) ou un four en
graphite « électrothermique » (manganése). Au cours de I’atomisation 1’échantillon a
analyser est nébulisé dans la partie réductrice d’une flamme large. Les molécules
organiques sont détruites et les éléments minéraux sont en partie réduits a 1’état
d’atomes. Ces ¢éléments excités absorbent les photons de la raie de résonance
spécifique choisie.

- Monochromateur (fixé sur A) qui amplifie le signal d’absorption en éliminant le signal
électrique d0 aux radiations émises par la flamme.

- Détecteur atomique.

L h _ I .
() ' | ()

sOUICE fourou  monochromatenr  detecteur
flamme

Figure 21 : Le principe de dosage des oligoélements

o Cuivre (Cu)
v" Principe

Le cuivre est dosé par la SAA-flamme. Les échantillons passent directement dans la
flamme a travers le nébuliseur aprés les avoir dilués a un demi. L’analyseur type PERKIN
ELMER 300utilise une lampe a cuivre de type HCL (Hollow Cathode Lamp), une fente de 0.7
nm, une longueur d’onde de 324.8 nm ainsi qu’un mode de lecture type absorbance. Une
gamme étalon est préparée manuellement avant leur aspiration par le nébuliseur (Tableau
X11).

-
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Tableau XI1 : Solutions étalon di dosage du cuivre par SAA

Standard blanc 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7
(mg/L) | (mg/L) | (mg/L) | (mg/L) | (mg/L)
Solution de cuivre a 100 (mg/L) 0 300 400 500 600 700

Eau désionisée+glycéron a 10% 100 | 99.70 | 99.60 | 99.50 99.40 99.30

o Manganése (Mn)

v Principe
Le manganése est dosé par la SAA-four. Les échantillons sont injectés dans le four
d’atomisation suite a une minéralisation. L’analyseur type PERKIN ELMER 800utilise une
lampe a cathode de Manganese avec une fente de 2 nm, une longueur d’onde de 313.9 nm
ainsi qu’un mode de lecture type absorbance. L’analyseur établit les concentrations
plasmatiques du manganése a partir de 5yl du modificateur de matrice de nitrate de
magnésium Mg(NO3), [0.008 mg de Ni+0.012 mg de (NOg3),] et 20 yuL a chaque point de la

gamme étalon (4, 10, 20 ppm).

o Chrome (Cr)
v" Principe

Le chrome est dosé par la SAA-four. Les échantillons sont injectés dans le four
d’atomisation suite a une minéralisation. L’analyseur type PERKIN ELMER 800utilise une
lampe a cathode de chrome avec une fente de 2 nm, une longueur d’onde de 196 nm ainsi
qu’un mode de lecture type absorbance. L’analyseur établie les concentrations plasmatiques
du chrome a partir de 5 pl du modificateur de matrice de nitrate de Magnésium Mg(NO3),
[0.008 mg de Ni+0.012 mg de (NOs).] et 20 pl a chaque point de la gamme étalon (2, 5, 10
ppm). L’analyseur type PERKIN ELMER 800é&tablie automatiquement les concentrations du

chrome des echantillons et donne les résultats lus sur écran et qui sont exprimés en (ug/mL).
3.3. Statut martial

I1 est important d’évaluer le statut martial dans le stress oxydant car ce dernier peut
résulter d’une libération de fer libre a partir des protéines chélatrices (la ferritine et la

transferrine) (Atta et EI-Kady, 2010).
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o Dosage du Fer sérique
v Principe
Le fer sérique a été mesuré par colorimétrie a la ferrozine (automate Roche Hitachi).

A pH 4.8 le fer ferrique (Fe**) est libéré instantanément de la transferrine. Selon la réaction

suivante :

) citrate (pH<2,0) ) 2
Transferrine-Fe-complexe > apotransferrine + Fe

Aprés, l'acide ascorbique réduit le Fe®* en fer ferreux (Fe?*). La ferrozine forme avec

le fer ferreux, un complexe coloré, mesurable a 570 nm.

Acide ascorbique
Fe** > Fe**

Ferrozine + Fe?* > complexe coloré

o Dosage de la ferritine

v" Principe

La ferritine a été évaluée par immunoturbidimétrie, selon la réaction suivante (Figure

22) :
@ - Extinction

\ @ /’P_-h""‘x
/I + incubation & 37°C

S R Co i

Ferritine _ ~ o Conc.
+ Anticorps anti-ferritine fixés sur des Complexe antigéne-anticorps Mesure turbidimétrique

Tampen (R1) particules de latex (R2) 4 700 nm

Figure 22 : le principe de dosage de la méthode immunoturbidimétrie




MATERIEL ET METHODES

3.4. Dosage des protéines

Les protéines totales sont dosées par la méthode de Lowry et al., 1951. Cette
technique couple les réactions impliquées dans la méthode de Biuret avec une 2°™ réaction

redox (couleur).

- Complexation d'ions Cu2+ avec les atomes d'azote des liens peptidiques de la protéine
dans des conditions de pH alcalin. Le Cu®" est ainsi réduit au Cu* :

Cu® JOH + protéine =~ ———> complexe (Cu®’ - protéine)

Cu® + (acides aminés polaires, Trp, Tyr) (g ——> Cu’ + (acides aminés) ox

- Les ions Cu® et les radicaux du Trp, Tyr et Cys réduisent le complexe acide
phosphotungstique/acide phosphomolybdique (couleur jaune) contenu dans le réactif

Folin-Ciocatleu (Na,MoO,4 + Na,WQ, + H3PO,), produisant ainsi une couleur bleue.

CU+ + (F'C) oX % CU2+ + (F'C) red

La concentration des protéines est déduite a partir d’'une gamme étalon établie dans

les mémes conditions avec BSA (0 a 10 uM) (Figure 59, Annexe 5).

4. Etude histologique

Les coupes histologiques ont été réalisées au service d’anatomopathologie au niveau
de I’hopital Mustapha Pacha, Alger. La technique utilisée est celle décrite par Martoja et
Martoja, (1967), qui comporte les étapes suivantes :

v Fixation
Elle a pour but d’immobiliser les structures cellulaires tout en conservant leurs
morphologies. Le temps de la fixation est essentiel pour la reéussite de la technique
histologique. Elle doit étre réalisée rapidement aprés décapitation des rats et préléevement des
organes. Des fragments de foie ont été mis dans le fixateur (réactif du Bouin), il permet de

durcir I’échantillon sans I’abimer. Aprés 07 jours de fixation, les piéces sont retirées du Bouin

-



MATERIEL ET METHODES

puis rincées a I’cau courante (48 heures). Les échantillons sont places dans des cassettes

speciales a parois trouées.

v' Déshydratation

Comme la paraffine n’est pas miscible a I’eau, les échantillons doivent étre alors
complétement déshydratés avant I’inclusion dans la paraffine. Cette derniére n'est pas non
plus soluble dans I'alcool utilisé pour la déshydratation. On assiste donc a une substitution par
le xylene. La déshydratation se fait grace a un automate qui fait immerger les échantillons
dans des bains d’éthanol a concentration croissante (70, 90 et 100 %), puis dans des bains de

xyléne qui constitue un agent éclaircissant donnant au tissu une certaine transparence.

Le xyléne s’évapore a partir des piéces anatomiques préalablement mises dans 1’étuve

a 60°C, pendant 12 heures.

v" Inclusion et réalisation des blocs

Elle ne peut étre satisfaisante que si 1’échantillon est complétement déshydraté et ne
contient plus de solvant intermédiaire (alcool). Les piéces sont plongées (2 heures) dans des
bains de paraffine liquide fondue a 60°C. Les échantillons étant imbibes de paraffine sont
placés dans des moules spécifiques, puis sont remplis de paraffine. Cette opération fait appel a
des appareils « dits a inclusion > renfermant un réservoir de paraffine maintenu a I’état
liquide par un systéme de chauffage. Un petit robinet et une plaque métallique réfrigérée pour
aboutir a la solidification rapide (10 a 15 min) du bloc de paraffine contenant le tissu.

v' Confection des coupes

Les blocs de paraffine sont préalablement taillés avant de subir des coupes au
microtome de 4 a 5 um. Les rubans de paraffine obtenus sont étalés sur des lames porte-objet,
puis déplissés et fixes par une eau gélatineuse chauffée a 40 °C. Les lames sont séchées dans

une étuve a 100 °C pendant 1 heure.

&
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v Coloration au trichrome de masson
Elle permit de mettre en évidence les structures tissulaires et cellulaires. Les coupes sont

colorées par: Le trichrome de masson. Les coupes sont observées au microscope optique
(Leica) a différents grossissements (Obj. x10, Obj. x40 et Obj. x100).

5. Analyse statistique
Les résultats sont exprimés sous forme de moyenne + SEM (standard error of the
mean). L’évaluation statistique est effectuée en utilisant le test t de Student. La valeur trouvée

par le calcul du t peut affirmer que les populations sont différentes avec un risque d’erreur p :

* p<0.05, HFD vs C;

** p<0.01, HFD vs C;

+ p<0.05, traités vs HFD;
++ p<0.01, traités vs HFD.

Le calcul statistique est réalisé par IBM SPSS Statistics 20.

.
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RESULTATS

Les résultats obtenus sont consignés dans cette partie.

I. Screening phytochimique

1. Les tests qualitatifs

Les résultats de 1’analyse qualitative préliminaire des différents vinaigres (Grenade,

Figue de barbarie et Pomme) sont indiqués dans le tableau XIII.

Tableau X111 : Composition phytochimique des 3 vinaigres de fruits

Meétabolites Les réactifs Le vinaigre de | Levinaigrede | Le vinaigre de
secondaires grenade figue de pomme
barbarie
Tannins FeCls +++ ND +
Flavonoides Mg +++ + ++
Alcaloides Mayer + ND +
Wagner + ND +
Saponosides +++ ++ +++
Triterpénes Chloroforme +++ ++ +++
acide sulfurique
Composés Liqueur de +++ ND ++
réducteurs Fehling
Quinones NaOH ND ND ND
Anthocyanes Ammoniaque ND ND +

+++ ; Fortement positif; ++ : Moyennement positif; + : Faiblement positif; ND : non déterminé.

Les tests phytochimiques qualitatifs ont montré que le vinaigre de grenade est tres riche
en tannins, flavonoides, alcaloides, saponosides, triterpenes et les composés réducteurs. De
méme, nous avons enregistré que le vinaigre de pomme est riche en saponosides, triterpénes,
flavonoides, les tannins, les alcaloides et les composés réducteurs. Par contre, le vinaigre de

figue de barbarie ne contient que les tannins, les saponosides et les triterpénes.

2. Les tests quantitatifs

2.1. Dosage des polyphénols totaux
La teneur des composés phénoliques des différents types de vinaigres ont été calculés a
partir de la courbe d’étalonnage r>= 0.99 (Figure 41, Annexe 2) et exprimée en milligrammes
équivalent acide gallique par millilitre du vinaigre (mg EAG/mL), les résultats sont illustrés dans
le tableau XIV.

-
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Tableau XIV: Teneurs en polyphénols totaux des 3 vinaigres

Vinaigres de fruits Polyphénols totaux (mgeEAG/mL)
Vinaigre de grenade 37,90 £ 0,33
Vinaigre de figue de barbarie 28,76+ 0,14
Vinaigre de pomme 33,06+ 0,06

Chaque valeur représente la moyenne + SEM (n=3).

Les résultats du dosage de polyphénols révelent que le vinaigre de grenade contient la
teneur la plus élevée de 37,90+0.33 mg EAG/mL, suivie par le vinaigre de pomme et le vinaigre
de figue de barbarie avec 33,06+ 0,06 et 28,76+ 0,14 mg EAG /mL, respectivement.

2.2. Dosage des flavonoides

L’évaluation quantitative des flavonoides (la quercétine comme standard) montre une
corrélation positive entre la variation de ce flavonoide (1 a 20 pg/mL) et I’absorbance avec un
coefficient de corrélation r2= 0.99 (Figure 42, Annexe 2). Le tableau XVI représente les

différentes concentrations des vinaires en flavonoides.

Tableau XVI: Teneurs en flavonoides des 3 vinaigres

Vinaigres de fruits Flavonoides (mg EQ/mL)
Vinaigre de grenade 6,86+ 0,03
Vinaigre de figue de barbarie 3,87 £0,02
Vinaigre de pomme 4,60+ 0,36

Chaque valeur représente la moyenne + SEM (n=3).

Selon le tableau XV, les teneurs en flavonoides varient dans les mémes proportions que
celles des polyphénols : le vinaigre de grenade est le plus riche en flavonoides (6,68+0,03 mg
EQ/mL) suivie du vinaigre de pomme (4,60 £ 0,36 mg EQ/mL) et enfin le vinaigre de figue de
barbarie avec 3,87 + 0,02 mg EQ/mL.
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3. Mesure du pH et de I’acidité titrable

Les résultats de pH et de 1’acidité titrable sont présentés dans le tableau XVII.

Tableau XVII: Les valeurs du pH et du pourcentage de I’acidité titrable

pH Acidité titrable (%)
Vinaigre de grenade 2,95+ 0,0033 0,98+ 0,01
Vinaigre de figue de barbarie 3,24 £ 0,0033 0,31 +0,02
Vinaigre de pomme 3,28+0,0066 0,73+ 0,06

Chaque valeur représente la moyenne + SEM (n=3).

Le vinaigre de grenade a le pH et I’acidité titrable les plus élevés (2,95+ 0,0033 et 0,98+
0,01%, respectivement) par rapport au vinaigre de pomme (3,28 + 0,0066 et 0.73+0.06%,
respectivement) et le vinaigre de figue de barbarie (3.24+0.0033 et 0.31+0.02%, respectivement).

4. ldentification des acides organiques par HPLC

L’identification des acides organiques par HPLC se caractérise par 6 principaux pics
dans le vinaigre de grenade (figure 49, Annexe 3), 4 pics dans le vinaigre de figue de barbarie
(figure 50, Annexe 3) et dans le vinaigre de pomme (figure 51, Annexe 3). Le tableau XVIII
illustre les différents acides organiques présentent dans les trois types des vinaigres.

Table XVIII : Identification des acides organiques par HPLC

Acides organiques | Vinaigre de grenade | Vinaigre de figue de | Vinaigre de pomme
(mg/mL) barbarie
Acide oxalique 1,13 2,21 0,51
Acide formique 0,56 n.d. n.d.
Acide ascorbique 0,52 0,19 0,14
Acide acetique 0,031 0,15 0,05
Acide citrique 4,55 0,84 0,13
Acide malique 0,02 n.d. n.d.

Les résultats présentés dans le tableau XVII montrent que tous les vinaigres contiennent
I’acide oxalique, 1’acide ascorbique, 1’acide acétique, et I’acide citrique. La concentration la plus
élevée en acide acétique est détectée dans le vinaigre de figue de barbarie (0,15 mg/mL), celle du
vinaigre de pomme est de 0,05 mg/mL et puis celle du vinaigre de grenade est de 0,031 mg/mL.
Les acides formique et malique sont identifiés uniquement dans le vinaigre de grenade. Les
concentrations les plus élevées des acides ascorbique et citrique sont notées dans le vinaigre de

grenade (0,52 mg/mL et 4,55 mg/mL, respectivement) suivie par, celles du vinaigre de figue de
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barbarie (0.19 mg/mL et 0.84 mg/mL, respectivement) et le vinaigre de pomme (0,14 mg/mL et

0,13 mg/mL, respectivement) (Tableau XVII1I).

5. Identification des acides phénoliques par HPLC

Le tableau XIX illustre les différents acides phénoliques contenants dans les différents
types du vinaigre. L’identification des acides phénoliques se caractérise par 4 pics dans le

vinaigre de grenade (figure 57, Annexe 4) et de pomme (figure 59, Annexe 4), 3 pics dans le

vinaigre de figue de barbarie (figure 58, Annexe 4).

Tableau XIX: Identification des acides phénoliques dans les vinaigres

Acides phénoliques | Vinaigre de grenade | Vinaigre de figue de | Vinaigre de pomme
(mg/mL) barbarie

Acide gallique 12,00 2,27 8,52

Acide caffeique 20,64 17,46 4,67

Vanilline 20,74 n.d. 53,562

Acide benzoique 97,59 13,20 n.d.

Acide salicylique n.d. n.d. 2,37

Le tableau XIXmontre que la concentration la plus élevée en acide gallique est détectée
dans le vinaigre de grenade (12 mg/mL) suivie par celle du vinaigre de pomme (8,52 mg/mL) et
le vinaigre de figue de barbarie (2,27 mg/mL) seul. L’acide salicylique est identifié que dans le
vinaigre de pomme. La teneur la plus levée de I’acide caffeique est notée dans le vinaigre de
grenade (20,64 mg/mL) suivie par celle du vinaigre de figue de barbarie (17,64 mg/mL) et le

vinaigre de pomme (4,67 mg/mL).

6. Evaluation de I’activité biologique des vinaigres

6.1. Activité de piégeage du radical DPPH

La comparaison entre les valeurs ECsy et ’activité antioxydante exprimées comme la
TEAC, le FRAP et ’ORAC, prouve que la méthode de DPPH refléte les résultats obtenus avec
les différentes approches expérimentales (Romani et al., 2012).

Les différentes teneurs de I’activité de piégeage du radical libre des vinaigres étudiés

comparés a ceux du BHT et la vitamine C sont reportées dans la figure 23.
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VG : vinaigre de grenade, VFB: vinaigre de figue de barbarie, VP: vinaigre de pomme, BHT : But}:ibydroxy toluene, Vit C: vitamine C.
Chaque valeur représente la moyenne + SEM (n=03). * p<0.05, ** p<0.01,  p<0.001; vs vitamine C.

Figure 23: Activite de piégeage du radical libre par les vinaigres, du BHT, et de la vitamine C

La vitamine C montre le pouvoir de piégeage le plus élevé parmi les autres
antioxydants. A une concentration de 100 pg/mL, il inhibe complétement le radical stable DPPH
(85,15%). Cependant, le BHT montre un pouvoir de piégeage le plus faible par rapport au
vinaigre de grenade. Quant aux autres vinaigres (figue de barbarie et pomme), ils sont
caractérisés par un pouvoir de piégeage faible : 14,05% d’inhibition pour le vinaigre de figue de
barbarie et 13,43% d’inhibition pour le vinaigre de pomme a une concentration de 100pg/mL.
L’activité de piégeage du radical DPPH des vinaigres et des standards suit 1’ordre suivant :

Acide ascorbique > vinaigre de grenade > BHT > vinaigre de figue de barbarie >
vinaigre de pomme (Figure 23).

Le tableau XX montre les concentrations d’inhibition a 50% des vinaigres de fruits, du

BHT et de la vitamine C.

Tableau XX : IC 50 de trois vinaigres de fruits, du BHT et de la vitamine C

IC50 (ug/ml)
Le vinaigre de grenade 23,5
Le vinaigre de figue de barbarie
Le vinaigre de pomme
Le BHT 43,5
La vitamine C 15

-
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Les résultats obtenus révelent que ’activité de piégeage du radical libre DPPH de
vinaigre de grenade est importante ; elle est supérieure a celle du BHT et inférieure a celle de la
vitamine C (Tableau XX).

6.2. Le pouvoir réducteur

Le pouvoir réducteur d’un composé sert d’indicateur significatif de son activité
antioxydante potentielle (Deepa et al., 2009; Kanatt et al., 2010). 1l est utilisé pour déterminer la
capacité¢ des antioxydants a donner 1’¢lectron et il est 1’une des caractéristiques principales des
composés phénoliques (Velioglu etal., 1998; Dorman et al., 2003). Les résultats du pouvoir
réducteur exprimes en absorbances en fonction de la concentration sont indiqués dans la figure
24,

6 -
Le pouvoir réducteur des vinaigres
5 .
=
4 .
025 pg/ml
3 .
* * 050 pg/ml
7 - * * 00100 pg/ml
* * * * *x * * *
1 * . * % * * *
* *
* * * *x * *
0 e e ot B s e M |
VG VFB VP BHT Vit C

VG : vinaigre de grenade, VFB: vinaigre de figue de barbarie, VVP: vinaigre de pomme, BHT :, Vit C: vitamine C.

Chaque valeur représente la moyenne + SEM (n=03). * p<0.05, ** p<0.001, - p<0.0001; vs vitamine C.

Figure 24 : Pouvoir réducteur des différents vinaigres étudiés, BHT et de la vitamine C

Il est relevé que tous les composés (vitamine C, BHT et les trois vinaigres de fruits)
montrent un certain degré de pouvoir réducteur. Cependant, le pouvoir réducteur des vinaigres et
du BHT est inférieur a celui de la vitamine C, qui est connu pour étre un fort agent réducteur
(Zou et al., 2006). A 25 pg/ml, le vinaigre de grenade a un pouvoir reducteur plus élevé (0,52)
que le BHT (0,47) et les deux autres vinaigres (figue de barbarie et pomme). Puis, aux
concentrations (50 a 100 pg/mL), le BHT a un pouvoir réducteur plus grand que celui des
vinaigres (Figure 24).
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Il. Expérimentation animale

1. Evolution pondérale
1.1. Influence des vinaigres de fruits sur la croissance corporelle

Cette étude est consacrée a évaluer I’effet préventif de trois vinaigres de fruits (riches en
polyphénols) chez les rats wistar rendus dyslipidémiques par le régime hypergras. La figure 25
montre la variation du poids corporel des rats contréles, dyslipidémiques et traités pendant 7

mois.
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5

100
50
0
1 4 7 10 13 16 19 22 25 28
Semaines

C : Contrdle; HFD: Dyslipidémique; VG: Traité par le vinaigre de grenade; VFB: Traité par le vinaigre de figue de barbarie; VP: Traité par le vinaigre de pomme.

Chaque point représente la moyenne = SEM (n=10). * p<0.05, HFD vs C; ** p<0.01, HFD vs C; + p<0.05, traités Vs
HFD; ++ p<0.01, traités vs HFD.

Figure 25: Evolution du poids corporel des rats controles, dyslipidémiques, et traités durant 28
semaines de traitement.

La variation du poids des rats constitue un parameétre trés important. Le suivie régulier
des animaux nous a amené a obtenir les valeurs relatives a la figure 27. On note une
augmentation significative (p<0.05) du poids corporel des rats issus du lot 2 (HFD) par rapport
au lot 1 (contréle) (270,56 = 5,81 v s224,63 + 25,84). Cependant, le vinaigre de grenade a
empéché une prise de poids excessive comparativement au lot expérimental. Distinctement, une
différence entre la croissance des rats dyslipidémiques, ceux du contrdle et des traités est notée.

Nous observons une augmentation du poids corporel des rats dyslipidémiques, alors que ce gain
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est prévenu chez les rats contrle et traités. Le vinaigre de grenade et de figue de barbarie ont

diminué significativement (p<0.05) le poids corporel.

1.2. Influence des vinaigres de fruit sur les indices organo-somatiques (10S)

La figure 26 illustre les différentes indices organo-somatiques des différents lots.

A | Rapport hépato-somatique B | Rapport réno-somatique
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3 .\ I 0,3 I I
2 0,2
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0,2 by I g
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0,5
0,4 *%x
03
++ ++
0,2 I ++
' I
"L
0
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C : Controle; HFD: Dyslipidémique; VG: Traité par le vinaigre de grenade; VFB: Traité par le vinaigre de figue de barbarie; VVP: Traité par le vinaigre de pomme.

Chaque valeur représente la moyenne = SEM (n=10). * p<0.05, HFD vs C; ** p<0.001, HFD vs C; +
p<0.05, traités vs HFD; ++ p<0.001, traités vs HFD.

Figure 26 : Les variations des indices organo-somatiques chez les rats contréle, dyslipidémique
et traités pendant 07 mois.
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Les I0S sont influencées par le régime hypergras dont ceux du foie (28,51%), du
pancréas (98,5%), de la rate (71,43%), des reins (17%) en comparant avec ceux du lot contrdle.
Cependant, le vinaigre de grenade et de pomme ont diminué significativement (p<0.05) ces
indices. En outre, les trois types du vinaigre ont prévenue tres significativement (p<0.01) I’indice

pancréato-somatique.

2. Effet des vinaigres sur les parametres biochimiques
2.1. Effet des vinaigres sur la glycemie

La figure 27 montre la glycémie des différents lots contréle et expérimentaux a 1’issue

de I’essai 28 semaines.

Glycémie (mg/dL)
160 -
140 - *
120 -
100 - +
80 - I
60 - ++ T
40 -

C HFD VG VFB VP

C : Contrdle; HFD: Dyslipidémique; VG: Traité par le vinaigre de grenade; VFB: Traité par le vinaigre de figue de barbarie; VVP: Traité par le vinaigre de pomme.
Chaque valeur représente la moyenne + SEM (n=10). * p<0,05, HFD vs C, + p<0,05, traités vs HFD; ++ p<0,01,
traités vs HFD.

Figure 27 : la glycémie des différents lots contrdle et expérimentaux durant 28 semaines.

Le groupe de rat dit dyslipidémique (HFD) montre une augmentation de la glycemie en
moyenne de 110,26 + 25,21 mg/dL par rapport au groupe contrdle (86,07 = 2,49 mg/dL), en
déclenchant le début de I’installation du diabete type II. Pour le groupe traité avec le vinaigre de
grenade, les résultats montrent une glycémie stable qui atteint des valeurs normales (51,39 +
3,59 mg/dL). Il en est de méme, pour les rats traités par le vinaigre de pomme et de figue de
barbarie (61,73 + 3,08 et 82,69 £ 3,81 mg/dL, respectivement).

&
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2.2. Effet des vinaigres sur I’insulinémie et I’insulinorésistance

Les taux de I’insuline et de I’insulinorésistance sont illustrés dans la figure 28.

Al Insuline (MUI/L) B HOMA-IR
1,6 N *%
35 -+ *% 1,4 i
30 - + 1,2
25 A ++ 1 -
20 A ++ 0,8 - 1+
15 - 0,6 - { ++
10 - 04 - + {
5 4 0,2 - -
0 - T T T T ) 0 A T T T T )
C HFD VG VFB VP C HFD VG VFB VP

C : Contréle; HFD: Dyslipidémique; VG: Traité par le vinaigre de grenade; VFB: Traité par le vinaigre de figue de barbarie; VP: Traité par le vinaigre de pomme.

Chaque valeur représente la moyenne = SEM (n=10). ** p<0,01, HFD vs C,++ p<0,01, traités vs HFD.

Figure 28 : Variations de I’insulinémie et de I’insulinorésistance chez les rats controles,
dyslipidémiques et traités pendant 07 mois.

Le taux de I’insulinémie des rats dyslipidémiques sont significativement plus élevés
(p<0.05) comparés aux rats controle. La valeur moyenne de I’insulinorésistance est calculée par
homeostasis model assessment (HOMA) est significativement (p<0.05) supéricure chez les rats
dyslipidémiques (1,32 + 0,14) comparés au groupe contrdle (0,35 + 0,16), et approximativement
2 a 4 fois supérieure a celle observée chez les rats traités par les vinaigres de grenade (p<0.05),
de figue de barbarie et de pomme. Les trois vinaigres de fruits agissent de facon similaire par

leur action sur les taux de I’insuline et I’insulinorésistance.

2.3. Effet des vinaigres sur le profil lipidique au niveau sérique

La dyslipidémie constitue un facteur de risque majeur dans le développement des
maladies cardiovasculaires. Pour cette raison, le profil lipidique a été évalué au niveau sérique et

hépatique (La figure 29).
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C : Controle; HFD: Dyslipidémique; VG: Traité par le vinaigre de grenade; VFB: Traité par le vinaigre de figue de barbarie; VP: Traité par le vinaigre de pomme.

Chaque valeur représente la moyenne + SEM (n=10). ** p<0,01, HFD vs C; + p<0,05, traités vs HFD; ++ p<0,01,

traités vs HFD.

Figure 29 : Variations du bilan lipidique au niveau sérique chez les rats controles,
dyslipidémiques et traités pendant 07 mois.
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Les résultats présentés dans cette figure montrent que les concentrations plasmatiques
du cholesterol total, triglycéride, et LDL-c sont significativement (p<0,05) élevées chez le
groupe dyslipidémique avec des pourcentages allant jusqu’a (84,84%, 37,62%, et 23,47%;
respectivement) alors que le taux de HDL-c était plus bas (32,82%). Le traitement avec les
vinaigres a significativement (p<0,05) amelioré le profil lipidique en diminuant les
concentrations de cholestérol total, triglycéride, et LDL-c. Tandis qu’on note une augmentation
de HDL-c (30,33%) pour le vinaigre de grenade, (26%) pour le vinaigre de figue de barbarie, et

(2%) pour le vinaigre de pomme.

2.4. Effet des vinaigres sur le profil lipidique au niveau hépatique

La figure 30 montre le profil lipidique au niveau hépatique. Nous remarquons que le
régime hypergras a augmenté trés significativement (p<0,01) le cholestérol total et les
triglycérides, et significativement (p<0,05) LDL-c et les lipides totaux. En revanche, les
vinaigres ont amélioré significativement (p<0,05) le taux du cholestérol total, triglycérides, LDL-

c, et les lipides totaux. Le vinaigre de figue de barbarie a augmenté le taux du HDL-c de 73%.

.
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C : Controle; HFD: Dyslipidémique; VG: Traité par le vinaigre de grenade; VFB: Traité par le vinaigre de figue de barbarie; VVP: Traité par le vinaigre de pomme.

Chaque valeur représente la moyenne + SEM (n=10). * p<0.05, HFD vs C; ** p<0.01, HFD vs C; + p<0.05, traités
vs HFD; ++ p<0.01, traités vs HFD.

Figure 30 : Les variations du bilan lipidique au niveau hépatique chez les rats contréle,
dyslipidémique et traités pendant 7 mois.
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2.5. Evaluation du risque cardiovasculaire
Le lien entre dyslipidémie et les maladies cardiovasculaires est particulierement bien
établi. L'élévation du Cholestérol Total et du LDL-c est associée a une augmentation du risque
cardiovasculaire de fagon curvilinéaire. Une faible concentration de HDL-c peut étre considérée
comme un facteur de risque supplémentaire, alors qu’une concentration élevée de HDL-C est un
facteur de protection (EHJ, 2006).

Du fait de cette relation inverse entre le risque cardiovasculaire et le LDL-c d'une part et
le HDL-c d'autre part, il a été proposé d'utiliser plusieurs indices en tant que prédicateur de
risque cardiovasculaire. Le tableau XX montre une estimation du risque cardiovasculaire des

différents groupes.

Tableau XX : Estimation du risque cardiovasculaire des différents groupes apres 28 semaines
d’expérimentation.

Cl Al CAl
C 0,94 + 0,16 0,55 + 0,13 0,16 + 0,03
HFD 1,58 £ 0,25 1,60 +0,16" 0,71+0,12
VG 0,74 + 0,24*F 0,32 +0,02** 0,16 +0,07°
VFB 1,33+ 0,42 0,41 +0,09** 0,23 +0,11°
VP 1,32 + 0,56 0,60 + 0,24 0,22 +0,13*

C : Contrdle; HFD: Dyslipidémique; VG: Traité par le vinaigre de grenade; VFB: Traité par le vinaigre de figue de barbarie; VVP: Traité par le vinaigre de pomme.

Chaque valeur représente la moyenne = SEM (n=10). * p<0.05, HFD vs C; ** p<0.01, HFD vs C; + p<0.05, traités
vs HFD; ++ p<0.01, traités vs HFD.

Le régime hypergras a élevé tres significativement (p<0,01) le risque cardiovasculaire
(Indice cardiaque, indice d’athérogénicité, et ratio du risque cardiovasculaire) vs controle.

Cependant, le traitement par les vinaigres a corrigé significativement (p<0,05) ces indices.

2.6. Effet des vinaigres sur la fonction hépatique

Les concentrations de la fonction hépatique (AST, ALT et Alk-p) sont présentées dans la
figure 31. Le groupe dyslipidémique (HFD) présente une augmentation significative (p<0.05)
d’AST, ALT, et Alk-p avec 1,79, 1,73, et 3 fois respectivement. Cependant, les vinaigres de fruit

ont amélioré significativement (p<0,05) I’activité de ces enzymes.

-
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C : Contrdle; HFD: Dyslipidémique; VG: Traité par le vinaigre de grenade; VFB: Traité par le vinaigre de figue de barbarie; VVP: Traité par le vinaigre de pomme.
Chagque valeur représente la moyenne = SEM (n=10). * p<0,05, HFD vs C; + p<0,05, traités vs HFD; ++ p<0,01,
traités vs HFD.

Figure 31 : Evaluation de la fonction hépatique des différents groupes aprés 28 semaines
d’expérimentation.

2.7. Effet des vinaigres sur le bilan rénal

La figure 32 montre les taux plasmatiques de 1’urée, la créatinine, et de 1’acide urique
des différents groupes. Les valeurs plasmatiques de 1’urée, la créatinine, et de 1’acide urique sont
altérées chez le groupe dyslipidémique (HFD) (+ 100%, + 37% et + 41% ; respectivement). Chez
les lots traités par les vinaigres, on note que ces parameétres gardent leurs taux presque normaux

avec une différence non significative par rapport au groupe dyslipidémique.
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C : Controle; HFD: Dyslipidémique; VG: Traité par le vinaigre de grenade; VFB: Traité par le vinaigre de figue de barbarie; VVP: Traité par le vinaigre de pomme.

Chaque valeur représente la moyenne + SEM (n=10). * p<0.05, HFD vs C

Figure 32 : Bilan rénal des rats controles, dyslipidémiques, et traités durant 28 semaines
d’expérimentation.

3. Etude des parametres du stress oxydant

Il est admis que les vinaigres constituent une source importante des antioxydants naturels
en particulier les polyphénols, raison pour laquelle plusieurs études d’éventuel effet antioxydant
des vinaigres constituent un facteur crucial pour 1’évaluation de leurs effets et pour la
compréhension de leurs mécanismes d’action.

Les vinaigres de fruit ont était evalués pour son effet sur les parametres du stress
oxydant associé a la dyslipidémie au niveau sérique et hépatique qui constitue un siége de tous

les métabolismes.
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3.1. Effet des vinaigres sur P’activité des enzymes antioxydantes et sur le statut

antioxydant total (TAS)

La figure 33 présente ’effet des vinaigres sur I’activité des enzymes antioxydantes et

sur le statut antioxydant total chez les cing groupes étudiés.
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C : Controle; HFD: Dyslipidémique; VG: Traité par le vinaigre de grenade; VFB: Traité par le vinaigre de figue de barbarie; VVP: Traité par le vinaigre de pomme.

Chaque valeur représente la moyenne + SEM (n=10). * p<0.05, HFD vs C; ** p<0.001, HFD vs C; + p<0.05, traités
vs HFD; ++ p<0.001, traités vs HFD.

Figure 33 : Effet des vinaigres de fruit sur I’activité des enzymes antioxydantes et le statut
antioxydant total
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L’activité de la SOD, la GPx, et la GRx sont altérée avec (- 76%, - 72% et - 19%;
respectivement) chez les rats dyslipidémiques par rapport aux rats du groupe controle. Cette
altération est réduite significativement (p<0,05) par la supplémentation en vinaigres de fruit. Par
ailleurs, le TAS est reduit (- 48%) chez le groupe dyslipidémique par rapport au groupecontrole.
En revanche, les vinaigres de grenade et de figue de barbarie ont prévenu tres significativement

(p<0,01) cette réduction.

3.2. Effet des vinaigres sur la peroxydation lipidique

La figure 34 montre les taux plasmatiques et hépatiques du MDA. Le régime hypergras a
augmenté significativement (p<0,05) le taux du MDA au niveau sérique et au niveau hépatique
par (+ 90%, + 50% ; respectivement) chez le groupe dyslipidémique par rapport au groupe
contrble. Le traitement avec les vinaigres de grenade et de pomme a significativement baissé le
taux du MDA au niveau sérique (- 61%, - 55%; respectivement) et au niveau hépatique (- 59%, -

44%; respectivement).
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C : Contrdle; HFD: Dyslipidémique; VG: Traité par le vinaigre de grenade; VFB: Traité par le vinaigre de figue de barbarie; VVP: Traité par le vinaigre de pomme.

Chaque valeur représente la moyenne = SEM (n=10). * p<0.05, HFD vs C; ** p<0.001, HFD vs C; + p<0.05, traités
vs HFD; ++ p<0.001, traités vs HFD.

Figure 34 : Dosage du MDA au niveau sérique et hépatique au niveau des différents lots
expérimentaux
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3.3. Effet des vinaigres sur les oligoélements

Les oligoélements ou bien les éléments traces, classés comme micronutriments, jouent

un role majeur dans I’hémostasie énergétique. Le manganese et le cuivre sont des cofacteurs

indispensables aux réactions métaboliques d’enzymes antioxydantes, principalement la SOD. La

figure 37 montre les taux plasmiques de quelques oligoéléments (Cu, Mn et Cr).

20%, - 43% et 96%; respectivement) chez les rats dyslipidémiques par rapport au groupe

On note une diminution significative (p<0,05) de cuivre, manganése et chrome avec (-

contrOle. Le traitement avec le vinaigre de grenade semble avoir un effet significatif dont on a

remarqué une augmentation importante du taux du cuivre, de (+ 45%), du manganése de (+ 52%)

et de chrome (+ 152%) (Figure 35).

C : Contréle; HFD: Dyslipidémique; VVG: Traité par le vinaigre de grenade; \VFB: Traité par le vinaigre de figue de barbarie; VVP: Traité par le

Chagque valeur représente la moyenne = SEM (n=10). * p<0,05, HFD vs C; + p<0,05, traités vs HFD; ++ p<0,01,

Figure 35 : Les taux plasmatiques des oligoélements chez les différents groupes.

vinaigre de pomme.

traités vs HFD.
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3.4. Effet des vinaigres sur le statut martial

Dans cette étude le statut martial a été évalué par le dosage de deux parametres
notamment le fer sérique et la ferritine. Les données mentionnées dans le tableau XXII montrent
une diminution significative (p<0,05) du fer sérique avec -57% et une hypoferritinémie (- 35%)
chez les rats dyslipidémiques (HFD) par rapport au groupe contréle. Le traitement par le vinaigre
de figue de barbarie semble avoir un effet significatif dont on a remarqué une augmentation
importante du fer (+ 77%) et de la ferritine (162%).

Tableau XXII : Effet des vinaigres de fruit sur le statut martial

Fer sérique (pg/mL) Ferritine (ug/mL)
C 110 + 3,51 68,25+ 6,9
HFD 47+ 8,02" 44,1 +541
VG 65,33 + 11,35 79,6 £9,5
VFB 203+ 6,00 115,63 + 16,02™"
VP 136,33 + 39,30" 84,63 + 25,32"

C : Contréle; HFD: Dyslipidémique; VG: Traité par le vinaigre de grenade; VFB: Traité par le vinaigre de figue de barbarie; VP: Traité par le vinaigre de pomme.

Chaque valeur représente la moyenne + SEM (n=10). ** p<0.001, HFD vs C; + p<0.03, traités vs HFD;
++ p<0.001, traités vs HFD.

4. Analyse des coupes histologiques

L’histologie du foie des groupes controle montre une architecture normale des cellules

hépatiques en travées séparéees les unes des autres par les capillaires sinusoides, un cytoplasme
granuleux et préservé avec une veine centro-lobulaire clairement visible.
Chez le groupe dyslipidémique, on remarque une désorganisation des travées hépatocytaires qui
présentent un cytoplasme clair avec la présence des micro et des macro-vésicules lipidiques qui
entoure la veine centro-lobulaire, séparées les unes des autres par des capillaires sinusoides qui
sont dilatés. On remarque la présence de plusieurs types de celles immunitaires notamment les
monocytes et les lymphocytes.

L’étude histologique du parenchyme hépatique des rats traités par les vinaigres de fruit a
montré une réparation remarquable de ces dommages avec la présence de quelques capillaires

sinusoides dilatés.

.
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Figure A

Cette figure montre une partie d’un lobule hépatique constitué d’une veine centro-lobulaire ou
médiolobulaire (VCL) entourée par des hépatocytes en travées (travées de Remak) séparées les
unes des autres par les capillaires sinusoides (fleches). Ces capillaires sont séparés les

hépatocytes par un espace appelé espace de Disse.

Coloration : Trichrome de masson.

Figure B
Cette image est centrée sur un espace porte qui contient une branche de la veine porte (VP)

bordée de cellules endothéliales aplaties, de 1’artére hépatique (*) et un canal biliaire (+).

Coloration : Trichrome de masson.

Figure C
Au plus fort grossissement, les hépatocytes (H) de forme polygonale qui apparaissent rouge avec

un noyau central (violet).

Coloration : Trichrome de masson.
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Figure 36 : Etude histologique du parenchyme hépatique chez le groupe contréle (A, B : Scale
bar : 5 um et C : Scale bar : 0,02 um)
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Figure A
On remarque une désorganisation de travées hépatocytaires qui entoure la veine centro-lobulaire

(VCL) sépareées les unes des autres par les capillaires sinusoides (fleches) qui sont dilatés.

Coloration : Trichrome de masson.

Figure B

La présence d’une infiltration de cellules immunitaires au niveau des espaces portes (fleches).

Coloration : Trichrome de masson.

Figure C

Au fort grossissement, les hépatocytes présentent un cytoplasme clair avec la présence des micro
et des macro-vésicules lipidiques, on parle alors de la stéatose hépatique (les fleches). On note la
présence des cellules de Kupffer (CK), appartenant aux cellules microphagies mononucléées.

Coloration : Trichrome de masson.

FiguresD et E

Au tour de la veine porte, des neutrophiles (N) et un monocyte (M) sont visibles.

Coloration : Trichrome de masson.

.
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Figure 37 : Etude histologique du parenchyme hépatique chez le groupe dyslipidémique (A :

Scale bar : 20 um, B : Scale bar : 50 um et C, D, E : Scale bar : 0,1 um)
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Figure Aet B

Ces deux figures montrent une partie de lobule hépatique des rats traités par le vinaigre de
grenade, 1’architecture du lobule hépatique est conservée avec des travées hépatocytaires bien

délimitées.

Coloration : Trichrome de masson.

FigureCetD

On note la présence des vacuoles lipidiques (adipocyte) au niveau de la veine porte (VP) chez les
rats traités par le vinaigre de figue de barbarie. On remarque des capillaires sinusoides qui sont
dilatés (fleche).

Coloration : Trichrome de masson.

Figure EetF

Ces deux images présentent un espace porte (Figure E) qui contient une veine porte (VP) remplie
de cellules sanguines chez le groupe traité par le vinaigre de pomme. On remarque des

hépatocytes bien délimitées avec des capillaires sinusoides qui dont dilatés (fleches).

Coloration : Trichrome de masson.
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Figure 38 : Etude histologique du parenchyme hépatique chez les groupes traités (A, B, C, D et
F : Scale bar : 5 um et E : Scale bar : 20 um)




RESULTATS ET DISCUSSION

DISCUSSION

Les maladies cardiovasculaires sont la premiére cause de mortalité dans le monde, on
note plus de 16,7 millions de déces dans le monde en 2002 (Mackay et Mensah, 2004).

En effet, depuis les années 1990, plus de 85 millions de personnes sont décidés dans le
monde entier a cause des maladies coronariennes et des accidents vasculaires cérébraux. Ce
chiffre peut atteindre jusqu’a 143 millions de décés d’ici I’année 2020 (Mackay et Mensah,
2004; Fon Tacer et al., 2007).

La cause principale de ces maladies est la dyslipidémie, par conséquent la stratégie clé
dans le traitement de ces pathologies est de maintenir le bilan lipidique notamment une
diminution du CT, TG, et LDL-c et I’augmentation du HDL-c.

L hypercholestérolémie et I’hypertriglycéridémie sont responsables d’un stress oxydant
associé¢ a un état d’insulinorésistance. L’activité des ROS peut induire la peroxydation lipidique
qui, par la suite, stimule la glycation des protéines, I’inactivation des enzymes et I’altération de
la structure et la fonction des biomembranes, jouant ainsi un réle crucial dans les complications a
long terme de la dyslipidémie (Baynes, 1991). Dans ce cas, le stress oxydant coexiste avec la
réduction du statut antioxydant ce qui peut augmenter I’effet délétére des radicaux libres (Collier
et al., 1990).

Le modeéle animal dyslipidemique expérimental a montré un niveau élevé du stress
oxydant dG a [D’état chronique et persistant de I’hypercholestérolémie et/ou
I’hypertriglycéridémie. Ces dernieres, sont les caractéristiques de la dyslipidémie, qui
augmentent la production des especes réactives de l’oxygeéne et affectent les réactions
antioxydantes catalysées par les enzymes scavengers des ERO (Uchimura et al., 1999).

La stratégie thérapeutique de dyslipidémies telles que les fibrates et les statines indique
une action modeste avec une efficacité limitée (Rosenblat et al., 2013). En outre, elle a
généralement des effets secondaires, une diminution de I’efficacité, contre 1’athérosclérose et les
complications coronariennes a long terme et un faible rapport codt-efficacité (Davignon, 2012).
Cependant, la découverte et le developpement de nouvelles thérapies naturelles est encore plus
qu’indispensable.

La médecine traditionnelle pratiquée par ’homme a travers le monde est basée
essentiellement sur 1’utilisation des condiments comme sources de substances naturelles actives.
Parmi ces condiments, les vinaigres qui occupent une place importante dans le traitement de
nombreuses pathologies entre autres 1’obésité, 1’insulinorésistance et la dyslipidémie (Qui et al.,

2010).

.



RESULTATS ET DISCUSSION

L’intérét de ce travail est d’étudier 1’effet antioxydant du vinaigre de 3 fruits riches en
composés bioactifs notamment la grenade, la figue de barbarie et la pomme chez le rat Wistar
rendu dyslipidémique.

Les vinaigres de fruits ont subi un screening phytochimique qualitatif et quantitatif. Les
teneurs en polyphenols totaux et en flavonoides peuvent servir comme des indicateurs importants
de la capacité antioxydante et étre utilisés comme une sélection préliminaire pour n’importe quel
produit quand il est destiné comme source naturelle des antioxydants dans les aliments
fonctionnels (Viuda-Martos et al., 2011).

Les tests qualitatifs ontrévélé la présence de certains composes bioactifs: les tannins, les
saponosides, les triterpénes et les flavonoides.

Le screening phytochimique quantitatif a montré que les vinaigres de grenade, de figue
de barbarie, et de pomme contiennent 37,90 £ 0.33 ; 28,76 + 0,14 et 33,06 £ 0.06 mgEAG/mL,
respectivement, de polyphénols totaux parmi lesquels 6,86 + 0,03 ; 3,87 = 0,02 et 4,60 £+ 0.36
mgEQ/mL, respectivementde flavonoides. D’aprés ces résultats, le vinaigre de grenade est le
vinaigre le plus riche en composés phénoliques (polyphénols et flavonoides).

Le contenu en acides phénoliques et en flavonoides des vinaigres est variable, il dépend
de la nature du fruit, la méthode de préparation, la durée de fermentation et les conditions de
stockage (Ubeda et al., 2011 ; Lee et al., 2013). Ces composés sont connus par leurs propriétés
de piégeage des radicaux libres et pour inhiber 1’oxydation des lipides in vitro (Noda et al.,
2007).

L’évaluation de I’effet des vinaigres contre le stress oxydant est un objectif principal
dans notre étude, raison pour laquelle il était indispensable de 1’étudier in vitro avant de passer a
I’in vivo. Pour cela deux tests ont été réalisés : L’effet scavenger par le test de DPPH (Burits et
Bucar, 2000; Sahin et al., 2004) et la capacité a réduire du fer (FRAP) (Oyaizu, 1986).

Par définition, D’activité antioxydante est la capacit¢ d’un composé a inhiber la
dégradation oxydante (la peroxydation lipidique) (Roginsky et Lissi, 2005). Elle est corrélée
positivement (R?> 0.87) avec les polyphénols totaux incluant les flavonoides (Alzoreky et
Nakahara, 2001 ; Negi et Jayaprakasha, 2003; Li et al., 2006; Madrigal-Carballo et al., 2009).

Le test DPPH, in vitro, a pour but d’évaluer préliminairement les mécanismes qui
devraient se produire a l’intérieur des systemes biologiques, est soutenue par les résultats
obtenus a partir des études antérieures (Baratto et al., 2003; Heimler et al., 2006). Selon ces
études, la capacité de piégeage des composeés testés contre le radical DPPH suit une tendance qui
refléte celle de I’activité antioxydante contre le radical superoxyde (O2°), le radical hydroxyle

(OH°®), la capacité inhibitrice contre 1’oxydation des lipoprotéines basse densité (LDL) induite

.
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chimiquement, ce test peut étre utilisé comme modeéle biologiquement approprié (Romani et al.,
2012).

La teneur élevée en composés phénoliques contenue dans le vinaigre de grenade peut
expliquer sa forte activité antioxydante. L’activité de piégeage du DPPH comme une réaction
d’oxydoréduction, elle est directement liée aux composés phénoliques du vinaigre de grenade
(Reddy et al., 2007).

Reddy et al., (2007) ont montré que le fuit brut de grenade riche en tannins (acide
ellagique et punicalagines) possede une activité antioxydante forte en inhibant la génération des
ROS avec ICsp de 0.33 & 11 pg/mL. Selon la composition polyphénolique, 1’activité de balayage
DPPH variait avec les produits de fruits de grenade, de 74 a 4485 uM/g (Madrigal-Carballo et
al., 2009).

Wang et al., (2011) ont étudié les corrélations entre 1’activité antioxydante et la teneur
en composés phénoliques de grenade et les résultats obtenus indiquent une forte corrélation entre
le DPPH et les composés phénoliques totaux (R2=0.98).

Les résultats du piégeage du radical libre DPPH® suggerent que les composés qui se
trouvent dans le vinaigre sont capables de piéger les radicaux libres par I’intermédiaire de
mécanismes de donation d’électrons ou d’hydrogene et pourrait donc étre en mesure d’empécher
I’initiation des réactions en chaine des radicaux libres délétéres induites dans les membranes
cellulaires.

Ceci montre également la capacité des vinaigres a piéger les différents radicaux libres
dans les différents systémes. Ils peuvent étre des agents thérapeutiques utiles pour le traitement
des dommages pathologiques liés aux radicaux libres (Abdelazim et al., 2011).

Le pouvoir réducteur d’un composé sert d’indicateur significatif de son activité
antioxydante potentielle (Deepa et al., 2009; Kanatt et al., 2010; Zheng et al., 2011).

D’aprés les résultats présentés dans la figure 26, on observe que la concentration a un
effet significatif (p<0.05) sur le pouvoir réducteur. Ces résultats sont en accord avec ceux trouves
par Zheng et al., (2011) qui ont signalé que le pouvoir réducteur de grenade augmente
linéairement avec 1’augmentation de sa concentration avec un coefficient de corrélation R?=
0.9992.

Aux concentrations 25 et 50 pg/mL, le BHT et le vinaigre de grenade ont le méme
pouvoir reducteur. A la concentration 100 pg/mL le BHT a un pouvoir réducteur plus élevé que
celui du vinaigre de grenade. Duh et al., (1999) a rapporté que les propriétés de réduction sont

généralement associées a la présence des réductones. Ces derniers sont des terminateurs des
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réactions enchaine de radicaux libres (Negi et Jayaprakasha, 2003;Huang et al., 2005; Xiao-Juan
Duan et al., 2006; Zhang et al., 2010).

Gordon (1990) et Shimida et al., (1992) ont rapporté que I’action antioxydante des
réductones est basée sur la rupture des chaines de radicaux libres par donation d’atome
d’hydrogéne. 11 a été également rapporté que les réductones réagissent avec certains précurseurs
de peroxydes. Ainsi, ils empéchent la formation de ces derniers.

Les composés a pouvoir réducteur indiquent qu’ils sont des donneurs d’électrons et
peuvent réduire les intermediaires oxydés des processus de peroxydation des lipides, de sorte
qu’ils puissent agir en tant qu’antioxydants primaires et secondaires (Chanda et Dave, 2009).
L’analyse des vinaigres par ’HPLC montre que les trois vinaigres sont riches en acide acétique,
acide ascorbique, acide citrique, acide gallique et acide caffeique. Ces composés ont une un effet
antioxydant, antiobésité et anti-hypercholestérolémique (Sugiyama et al., 2003).

La vitamine C est une vitamine hydrosoluble, se trouve dans le cytosol et dans le milieu
extracellulaire ; elle peut capter directement 1’0,°" et I’OH® (Packer et al, 1997 ; Evans, 2000).

Cependant, 1’acide ascorbique n’est pas seulement un antioxydant efficace pour piéger
les radicaux libres mais aussi il joue en synergie avec les composés phénoliques (Shigeoka et al.,
2002). 1l régénere les antioxydants et améliore leur capacité antioxydante lorsqu’ils sont
ensemble (Ozcelik et al., 2003).

Dans cette ¢tude, la concentration de 1’acide gallique dans le vinaigre de grenade est
plus élevée que le vinaigre de figue de barbarie et de pomme. Toutefois, le teneur de 1’acide
acetique dans le vinaigre de grenade est plus faible que le vinaigre de pomme et de figue de
barbarie.

En outre, dans les vinaigres de xéres et le vin, acide gallique, caféique, chlorogénique,
protocatéchique, p-coumarique, acide férulique et vanillique étaient étroitement corrélés avec
I’activité antioxydante (Budak et al., 2014).

Enfin les résultats obtenus par le screening phytochimique, nous ont permis de conclure
que les vinaigres de fruits sont riches en composés phénoliques doués d’activités biologiques tres
importantes.

En plus, la capacité puissante des vinaigres vis-a-vis les radicaux libres et 1’oxydation
donne un grand espoir concernant son effet contre le stress oxydant in vivo.

Les vinaigres, connus longtemps par ses effets antidiabétique et antihyperlipidémique
dans la médecine traditionnelle (Kondo et al., 2009b; Setorki et al., 2010; Budak et al., 2014;
Beheshti et al., 2012).
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Cependant, le vinaigre de figue de barbarie n’a jamais était valorise dans le monde.
Notre étude constitue une nouvelle approche non seulement pour 1’évaluation in vivo de son effet
antihyperlipidémique mais aussi pour la révélation de son effet contre le stress oxydant associé a
la dyslipidémie et les complications qui en résultent voire les maladies cardiovasculaires et les
dommages hépatiques.

Afin de tester les effets antihyperlipidémique, antioxydant et hepatoprotectif des
vinaigres de fruit, une dose de 7mL/kg/jour a était choisie en se basant sur des études qui ont été
faites par les vinaigres de 1’avoine et de la tomate (Qiu et al., 2012 ; Lee et al., 2013).

La partie principale de notre étude était consacrée a 1’évaluation de Dactivité
antihyperlipidémique et antioxydante in vivo en utilisant un modéle animal le rat wistar.

Les rats sont rendus dyslipidémiquespar le régime hypergras soit une prise journaliére
de 126.5 cal durant sept (07) mois, provoquant une production accrue des radicaux libres qui
nous servira par la suite d’étudier I’effet antioxydant des vinaigres.

Aprés sept mois d’expérimentation, le régime hypergras provoque un gain de poids de
147,50 £ 14,67 g chez le groupe dyslipidémique par rapport au groupe contrdle.

La premiere conséquence visible d'un régime hypergras est une surcharge pondérale
pouvant aller jusqu'a l'obésité. Les régimes alimentaires contenant plus de 30% des apports
énergétiques sous formes de lipides entrainent, en effet, le développement d'une obésité chez les
rats et les souris, di @ une augmentation de la prise calorique (West et York, 1998 ; Hill et al,
2000).

Ainsi, des rats Wistar soumis pendant 4 semaines a un régime riche en lipides comptant
de 60% des calories totales, ont une masse corporelle 20% supérieure a celle des rats soumis a un
régime standard (12% de lipides) (Bartness et al., 1992).

En revanche, ces animaux soumis a un régime contenant peu de lipides (< 20%)
deviennent rarement obéses, méme lorsqu'ils sont maintenus dans une petite cage limitant toute
activité physique (Hill et al., 2000).

Toutefois, I'obesité n'est pas uniquement un probléme de poids ; elle est également a
l'origine de nombreuses pathologies, notamment le diabete de type 2 (Saltiel, 2000).
L'accumulation des triglycérides dans le tissu adipeux stimule la lipolyse par un effet de masse et
augmente ainsi la concentration en acides gras libres plasmatiques (Nurjhan et al., 1992 ; Lewis
etal., 2002).

Ce flux d'acides gras libres provoque alors de nombreux désordres métaboliques dont:
Une dyslipidémie et une stéatose hépatique, une détérioration du métabolisme du glucose et de la

sensibilité a I'insuline dans le muscle squelettique et le foie, conduisant a la mise en place d'une
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résistance a cette hormone et un dysfonctionnement des cellule B-pancréatiques (Reaven, 1988 ;
Lewis et al., 2002).

Les vinaigres de fruit dont ceux de grenade et de pomme diminuent significativement
(p<0.05) le gain du poids (Soltan et Shehata, 2012). Yamashita et al., (2007) ont rapporté que
I’acide acétique inhibe 1’expression des genes lipogéniques des acides gras synthase (FAS) et
acetyl-CoA (ACC) via AMP-activated protein kinase (AMPK)/carbohydrate responsive element-
binding protein, qui diminue le poids corporel chez les rats obéses.

De plus, nos résultats indiquent que I’indice hépato-somatique, qui renseigne sur
I’évolution du poids de 1’organe par rapport a celui de I’organisme entier, est significativement
(p<0.05) ¢levé chez le groupe dyslipidémique. L’ingestion du vinaigre de grenade et de pomme
diminue significativement (p<0.05) ce paramétre avec (- 69% et — 18.75%, respectivement).

La glycémie a été augmentée chez le groupe dyslipidémique (110,26 + 25,21 mg/dL)
par rapport au groupe contréle (86,07 + 2,49 mg/dL) (figure 29). Les vinaigres de grenade, de
figue de barbarie et de pomme ont réduit la concentration de glucose par 114%, 25% et 44% ;
respectivement. Tous ces types de vinaigres ont montré une diminution importante de la
glycémie par rapport au groupe dyslipidémique.

Cela pourrait étre d0 a la présence des composeés bioactifs (I’acide acétique et les acides
organiques) dans les vinaigres. Plusieurs mécanismes ont €té proposés sur 1’effet des vinaigres
sur la diminution de la glycémie.

Parmi ces mécanismes, 1’acide acétique interfére dans la digestion de I’amidon en
réduisant la quantité de glucose absorbé dans la circulation sanguine apres un repas (Ogawa et
al., 2000). Une étude suggere que le vinaigre ralentit la vitesse de vidange gastrique et donc
retarde 1I’absorption des glucides et améliore la satiété (O’Keefe et al., 2008).

L’acide acétique améliore [’absorption de glucose dans le sang par les tissus
périphériques (Fushimi et al., 2001). Une autre étude montre que le vinaigre de pomme diminue
la glycémie apres un petit-déjeuner riche en glucides (Johnston et al., 2004).

A D’état physiologique, la sécrétion de I’insuline permet de maintenir un taux constant
de la glycémie qui reflete la sensibilité des organes (tissu adipeux, muscle squelettique et le foie)
a D'insuline. A D’état pathologique, on remarque une hyperinsulinosécrétion associée a une
hypoinsulinosensibilité (insulinorésistance).

I a en effet ét¢é montré que I'insulinémie a jeun est un bon marqueur de
I’insulinorésistance (Haffner et al., 1996). De plus, a partir de la glycémie et de I’insulinémie on
peut calculer le score de HOMA-IR qui nous permet de prédire I’insulinorésistance (Cacho et al.,
2008).
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Une personne ayant une sensibilité a 1’insuline normale aura un score de HOMA-IR égal
a 1, et plus ce score sera ¢levé, plus I’insulinorésistance sera établie.

Le score de HOMA-IR est un bon marqueur pour évaluer I’insulinorésistance chez des
personnes ayant une intolérance au glucose ou un diabete modéré. En revanche, il est inapproprié
pour les personnes présentant un dysfonctionnement du pancréas.

En outre, I’insulinorésistance est associée a une augmentation de sécrétion des LRT
hépatiques et intestinaux, qui conduit a une hypertriglycéridémie, une augmentation de 1’ApoB
et une diminution du cholestérol HDL (Avramoglu et al.,, 2006; Duezet al., 2006).
L’insulinorésistance est aussi associée a une ¢élévation de la lipidémie post-prandiale (Harbis et
al., 2004).

Le bilan lipidiqgue au niveau hépatique est important pour 1’évaluation de la
dyslipidémie. Plusieurs études ont rapporté que les complications cardiovasculaires sont dues
aux perturbations du métabolisme lipidique (El-hilaly et al., 2006; Akuyam et al., 2007 ; Gupta
et al., 2008 ; Qi et al., 2008).

Une consommation excessive de lipides induit un déséquilibre du contenu plasmatique
en acides gras libres et favoriser I'nyperglycémie, dans des conditions étant a l'origine d'une
augmentation du stress oxydant (Bakker et al., 2000 ; Evans et al., 2002).

Une quantité importante d'acides gras libres plasmatiques s'accompagne d'une
accumulation d'acyl-CoA a chaine longue (LC-CoA) dans les tissus due a une altération de
I'oxydation des lipides (Ellis et al., 2000 ; Perez-Carreras et al., 2003).

Différents études montrent que les LC-CoA inhibent I'ANT, entravant I'entrée d’ADP
dans la mitochondrie (Paulson et al., 1984). Une faible concentration en ADP
intramitochondriale ralentit alors le processus d'oxydation phosphorylante avec pour
conséquence une diminution de la respiration mitochondriale, une augmentation du potentiel de
membrane (Ay) et de la production de ROS (Barja, 2002).

Dans le muscle squelettique et le foie de rats soumis a un régime hypergras, la
respiration mitochondriale (état 4 et 3) est ainsi diminué comparativement a celle de rats soumis
a un régime standard (lossa et al., 2000 ; lossa et al., 2003). Cette diminution de la capacité
d'oxydation phosphorylante est également révélée par la réduction de I'expression de génes des
différents complexes de la chaine respiratoire mitochondriale (complexe I, 11, I1I et 1V) ainsi que
de leur activité (Perez-Carreras et al, 2003 ; Sparks et al, 2005).

Les résultats de notre étude ont montré une augmentation significative (p<0.05) du CT
(+ 84,33%), TG (+ 76,22%) et LDL-c (+ 97,79%) associée a une diminution remarquable de

HDL-c (- 32,82%). L’administration du vinaigre de grenade diminue de maniere significative
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(p<0.05) le CT (- 165%), TG (- 68%) et LDL-c (- 76%) et augmente le HDL-c par (+ 30%). La
pomme est un fruit trés riche en composés bioactifs et phytochimiques (Leontowicz et al., 2002).

Les glycosides de quercétine sont les principaux flavonoides dans les pommes (Boyer et
Liu, 2004). lls sont connus comme piegeurs de radicaux libres et de chélateurs des ions de
métaux de transition (Kamada et al., 2005). Les triterpenes sont la plus grande classe et la plus
répandue classe de métabolites secondaires des pommes (Zhang et al., 2006) et le groupe
important de composés bioactifs des pommes (He et Liu, 2008).

Des études ont demontré que les triterpénes possedent des propriétés anti-athérogenes
(Zhang et al., 2006).

Le vinaigre de grenade a le taux de I’acidité titrable le plus élevé par rapport aux autres
vinaigres. Plusieurs études ont montré que I’acide acétique (composant actif dans tous les
vinaigres) régule I’ATP citrate lyase (ATP-CL), acide gras synthase et ACC via SREBP-1, ce
qui diminue les triglycérides chez les rats hyperlipidémiques (Fushimi et al., 2006).

Plusieurs études réalisées chez les souris, les rats et les lapins ont prouvé 1’amélioration
du profil lipidique par les vinaigres (Shishehbor et al., 2008; Setorki et al., 2010; Soltan et
Shehata, 2012; Park et al., 2014).

Fushimi et al. (2006) ont rapporté que le taux du cholestérol total est diminué au niveau
sérique lorsque 1’acide acétique (0,3 p/p) est administré avec un régime contenant 1% du
cholestérol pendant 19 jours. Moon et al., (2010) ont rapporté des résultats similaires en
observant que le vinaigre de persimmon diminue la concentration sérique du cholestérol chez les
souris. Shishehbor et al., (2008) ont rapporté que le vinaigre de cidre améliore le profil lipidique
au niveau sérique chez des rats contréles et diabétiques en réduisant LDL-c et TG et en
augmentant le HDL-c.

Les résultats obtenus dans ce travail, suggérent que ces vinaigres possedent une activité
hypolipémiant et pourraient avoir un réle majeur dans le maintien de I'homéostasie du
cholestérol. L'augmentation du HDL-c et la diminution du CT de plasma, empéchent le
développement de I'atherosclérose (Setorki et al., 2010).

La triglycéridémie a jeun refléte fidelement la production hépatique des VLDL et leur
régulation par I’activité de la lipoprotéine lipase. La cholestérolémie est synonyme a la fois de
production et de I’épuration hépatique du cholestérol.

Nous rappelons que la valeur des triglycérides circulants a été retenue comme étant des
facteurs de risque dans le développement de 1’athérosclérose. A la base de ces données, il
apparait que le groupe dyslipidémique présente un trouble lipidique majeur caractérisé par une
dyslipidémie a lipoprotéines VLDL d’origine hépatique.
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Nous rappelons que le dosage des triglycérides a été effectué a jeun et par conséquent,
ces triglycérides ne peuvent provenir que du foie et non pas de I’intestin (les chylomicrons ne
sont pas impliqués dans ce statut). Les triglycérides sous 1’action des hormones lipolytiques,
libérent des quantités importantes d’AGL et glycérol. Ces métabolites a leur tour, stimulent la
néoglucogenése hépatique et I’hyperglycémic via la voie de signalisation qu’emprunte la
protéine kinase PKC (Jaulin-Bastard et al., 2001).

Dans cette étude, on note 149,2 mg/dL du triglycéride sérique et 198,44 mg/g au niveau
hépatique, ceci semble étre 1ié au processus d’épuration des VLDL sous 1’action de la
lipoprotéine lipase (LPL) et leur utilisation par les tissus périphériques. Cette enzyme
endothéliale est insulinodépendante.

Le CT dosé dans le sang a deux origines : endogéne (dégradation des lipoprotéines et
catabolisme des hormones) et exogéne (alimentaire). Dans notre situation nutritionnelle, le jeun,
le CT semble ne provenir que du métabolisme des hormones stéroides (cortisol, cestrogene,
testostérone, aldostérone, et androgenes) et celui des lipoprotéines VLDL-c en IDL-c et LDL-c.

Le HDL-c est une fraction du cholestérol total. Certains travaux mettent 1’accent sur le
LDL-c comme facteur de risque majeur aux complications vasculaires (Dejager, 1998), car cette
lipoprotéine est la plus exposée a 1’oxydation, d’ou la théorie du stress oxydatif dans la genése de
1’athérosclérose (Pentikainen et al., 2000).

Chez les groupes traités, on note principalement 1’augmentation du taux des HDL-C
connus sous le nom du bon cholestérol, qui joue un réle bénéfique contre les complications
cardiovasculaires principalement 1’athérosclérose (Delattre, 2005) et une diminution du taux des
LDL-c dits mauvais cholestérol parce que leur taux élevé et persistant au niveau du sang
augmente leur susceptibilité a 1’oxydation par les radicaux libres (Delattre, 2005) en produisant
ainsi des LDL oxydées qui entrent dans la formation des lésions athéromateuses doués de
propriétés proathérogéniques tres élevées (Staprans et al., 2005).

La diminution du cholestérol total peut resulter de la modification du métabolisme des
lipoprotéines en augmentant 1’activité de la Lécithin Cholestérol Acyl Transférase (LCAT)
(Hogue et al., 2004) ou en augmentant I’absorption des LDL par augmentation de leurs
récepteurs (Slater, 1980). Cette derniére interprétation semble étre la plus proche surtout qu’on a
noté une diminution significative des LDL-c.

Par ailleurs, il est important de souligner que méme si les valeurs des taux des HDL-c et
de LDL sont normales, les lipoprotéines LDL peuvent présenter des anomalies structurales qui

favorisent D’athérogénes. Parmi celles-ci on peut citer la glycosylation, 1’adjonction de
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triglycérides et I’oxydation de la fraction protéique qui aboutit a la constitution de particules
libres protéiques moins volumineuses et plus denses.

On estime que les particules LDL modifiés (small dense LDL) sont particulierement
actives au niveau des vaisseaux et se caractérisent par un pouvoir athérogene éleve (Dejager et
al., 1995). Ces LDL-c denses et de petites tailles (SDS-LDL) traversent facilement 1’endothélium
pour activer les macrophages au sein de la paroi vasculaire qui donnent alors naissance aux
cellules spumeuses. Elles favorisent également la prolifération des cellules musculaires lisses et
peuvent ainsi activer les facteurs de la coagulation.

Il existe donc chez le patient diabétique une majoration du risque athérogene. Les LDL
denses et de petites tailles apparaissent a partir d’un taux de triglycérides supérieur a 1,5 g/L.

Le lien entre la dyslipidémie et maladies cardiovasculaires est particuliérement bien
établi. L'élévation du Cholestérol Total et du LDL-c est associée a une augmentation du risque
cardiovasculaire de facon linéaire. Une faible concentration de HDL-c peut étre considérée
comme un facteur de risque supplémentaire, alors qu’une concentration élevée de HDL-c est un
facteur protecteur.

Dans notre étude on a enregistré un ratio de [C Total / HDL-C] = 2,58 chez les rats
dyslipidémique, seuil prédisposé au risque. Les rats traités par les vinaigres ont montré une
diminution significative (p<0.05). La réduction de ces indices est due a la présence des composes
phénoliques et flavonoides dans les vinaigres (Farmer, 2007).

Ce resultat vient confirmer nos conclusions précédentes concernant le role préventif des
vinaigres de fruit contre les complications cardiovasculaires.

Les transaminases ALAT, ASAT et Alk-p sont des enzymes hépatocytaires dont la
fonction est de catalyser des réactions de transfert d’un groupe aminé d’un acide alpha-aminé a
un acide alphacétonique.

Le dosage sanguin des transaminases est prescrit dans deux principales pathologies : les
maladies hépatiques (cytolyse qui peut étre en rapport avec le métabolisme des lipoprotéines,
telle que la stéatose) et 1’infarctus du myocarde (IDM) (Ioanno, 2006). Plusieurs études ont
montré une corrélation positive entre les transaminases et le syndrome métabolique, une
augmentation du ratio ALAT / ASAT est un prédicateur de 1’athérosclérose (Setorki et al.,
2010).

Dans ce travail, le régime hypergras augmente significativement (p<0.05) de ASAT,
ALAT, et Alk-p par 1,79 ; 1,73 ; et 3 fois, respectivement chez le groupe dyslipidémique,
comparé au groupe controle. Le vinaigre de grenade améliore significativement (p<0.05) la

fonction hépatique. Ce résultat peut étre du soit a 1’activité antioxydante remarquable de vinaigre
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de grenade et qui a été révélée in vitro (Soltan &Shehata, 2012), soit a son action bénéfique au
niveau hépatique qui sera discutée dans la partie histologique.

Les constituants azotés ou non azotés sont au nombre d’une quinzaine environ dans le
sérum, mais en pratique courante, seuls trois d’entre eux sont d’une importance capitale en
néphrologie : I'urée, la créatinine, et 1’acide urique (Boubchir, 2002). Pour la présente étude,
nous sommes intéressés aux ces trois parametres.

L’urée est le produit final ultime du catabolisme des protéines dans le corps (Boubchir,
2002). Dans la présente étude, une augmentation de l'urée a été notée chez le groupe
dyslipidémique de 100% par rapport au groupe contrble, cela peut étre expliqué par la
dégradation accélérée des protéines hépatiques et plasmatiques (Sugden et Fuller, 1991) ou par
I’altération de I’homéostasie de 1’azote qui conduit a I’augmentation de 1’élimination hépatique
de celui-ci sous forme d’urée.

La balance négative observée de 1’azote peut étre partiellement causeée par les
changements qu’ont subis les hépatocytes (Almdal et al.,, 1986). D’une autre part,
I’augmentation de I’'urémie a jeun peut refléter un dysfonctionnement des reins, surtout qu’elle a
¢été utilisée pendant longtemps pour apprécier ’intensité d’une insuffisance rénale (Boubchir,
2002).

L’administration des vinaigres aux rats a diminué les taux de l’urée sanguine par
92.85% pour le vinaigre de grenade, 27,77% pour le vinaigre de figue de barbarie, et 33,33%
pour le vinaigre de pomme. Ces résultats nous ont permis de suggérer le réle prophylactique des
vinaigres sur le métabolisme des protéines et son effet préventif contre les dommages hépatiques
et le dysfonctionnement rénal.

La créatinine est un dérivé de la dégradation de la créatine et du phosphocréatine qui
sont considérées comme des composés de stockage de [’énergie dans les muscles. La
concentration de la créatinine dans le sérum peut varier selon un certain nombre de facteurs
incluant le régime alimentaire, la masse musculaire et le sexe.

Elle dépend aussi de la capacité des reins a éliminer la créatinine d’ou son utilisation
aussi comme indicateur de I’insuffisance rénal (Boubchir et al., 2002).

Généralement une augmentation de créatinine apparait simultanément avec
I’augmentation de 1’azote urique sanguin. La concentration de la créatinine est considérée
souvent comme un parametre clinique pour détecter les effets toxiques reliés au traitement par
des composées sur les reins chez les animaux expérimentaux (Travlos et al., 1996).

Ces données peuvent expliquer 1’augmentation de la créatinine chez les rats

dyslipidémiques dans notre étude. Une réduction significative de ce taux en créatinine chez les
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rats traités oralement par les vinaigres de grenade et de pomme pendant sept mois nous a
conduit a penser soit a ’amélioration de la fonction rénale chez les rats dyslipidémiques, soit a la
diminution du catabolisme de la créatine et la phosphocréatine au niveau des muscles par le biais
des flavonoides contenant les vinaigres.

Nos resultats sont en accord avec ceux de (Palsamy et Subramanian, 2008) ou ils ont

noté un effet semblable avec le resveratrol en tant que flavonoide chez les rats.
L’acide urique, produit ultime du catabolisme des bases puriques (Boubchir, 2002), et I’'un des
antioxydants hydrosolubles endogénes majeurs de 1’organisme (Delattre et al., 2005). Dans notre
étude, nous avons constaté I’augmentation significative (p<0.05) du taux de 1’acide urique chez
le groupe dyslipidémique.

Modan et al., (1987) ont expliqué cette augmentation soit par la production accélérée de
I’acide urique, soit par la diminution de sa sécrétion. Autrement, le taux élevé de 1’acide urique
circulant, peut étre un indicateur de défense de 1’organisme contre les effets déléteres des
radicaux libres, dont il augmente la production des antioxydants endogénes parmi lesquels
I’acide urique qui prévient les modifications oxydatives des enzymes endothéliales et préserve la
capacité de I’endothélium a médier des dilatations vasculaires pour faire face au stress oxydant
(Becker et al., 1993).

Dans la biologie clinique, une concentration sanguine élevée de ’acide urique est
considérée comme indicateur pathologique reflétant une insuffisance rénale (Boubchir et al.,
2002). Le traitement des rats par le vinaigre de grenade diminue la concentration de I’acide
urique par 14,66 %.

Plusieurs travaux ont indiqué une augmentation des marqueurs du stress oxydant au
cours de la dyslipidémie (Poirier et al., 2000 ; Saengsirisuwan et al., 2001) soit par la réduction
du systéme de défense et/ ou par I’augmentation de la peroxydation lipidique (Vijayaraj et al.,
2013). Le but principal de notre étude est d’évaluer ’effet des vinaigres de fruits sur la
péroxydation lipidique et le statut antioxydant (les enzymes antioxydantes et le statut
oligominéral) affectés par le stress oxydant associé a la dyslipidémie.

Dans la présente étude, nous avons évalué la peroxydation lipidique au niveau sérique et
au niveau hépatique qui représente un site principal de tous les métabolismes énergétiques
(Hamelet et al., 2007).

La production des ERO et la peroxydation lipidique sont rapportées d’étre augmentées
chez les rats dyslipidemiques, en suggérant que la dyslipidémie provoque un déséquilibre de la

balance redox, di a I’altération du métabolisme des lipides (Vincent et al., 2010), surtout qu’un
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traitement associé aux antioxydants (la vitamine E et la vitamine C) a montré une amélioration
significative et une prévention contre les complications cardiovasculaires (Nicolosis, 1999).

De nombreuses études mettent en exergue une relation entre I'augmentation du stress
oxydant et le développement de la résistance a I'insuline (Ceriello, 2000 ; Maddux et al., 2001).
Ceci se caractérise par des altérations au niveau : Des récepteurs a l'insuline et de ses substrats
(IRS), des transporteurs du glucose stimulés par I'insuline (notamment GLUT-4 dans le muscle)
et des fonctions des cellules B-pancréatiques. Plus précisément, l'activation de la PKC entraine
une phosphorylation de résidus sérine/thréonine des IRS qui conduit a l'inactivation des
récepteurs hormonaux (Shulman, 2000 ; Yu et al., 2002), en inhibant ainsi la transmission du
signal insulinémique et la capture cellulaire du glucose qui en découle (Shulman, 2000 ; Yu et
al., 2002).

Ceci est conforté par Maddux et al. (2001) qui ont observé sur des myotubes L6
surexprimant GLUT-4 une inhibition du transport du glucose stimulé par l'insuline apreés
exposition de ces cellules a un stress oxydant. Enfin, dans les cellules B-pancréatiques,
l'augmentation de la production d’ERO induite par I'hyperglycémie est associée a une diminution
de la sécrétion de I'insuline (Maechler et al., 1999 ; Sakai et al., 2003).

Par ailleurs, les cellules B-pancréatiques ont un faible pouvoir antioxydant avec des
enzymes antioxydantes dont les activités sont de 70% a 95% inférieures a celles du foie, ce qui
les rend plus vulnérables aux ROS (Robertson et al., 2004 ; Tiedge et al., 1997).

De plus, la diminution de GSH observée chez les sujets diabétiques peut contribuer a
l'altération de la sécrétion de l'insuline. En effet, la modification du rapport GSH/GSSG
plasmatique affecte la réponse des cellules-B (Ammon et al., 1989). Ainsi, une concentration
plasmatique élevée en acides gras libres et en glucose peut entrainer la destruction des cellules [3-
pancréatiques (Evans et al., 2002).

Des altérations de la fonction hépatique affectent clairement le métabolisme de
I’organisme en développant des maladies métaboliques, notamment I’insulinorésistance et le
syndrome meétabolique.Ainsi, la compréhension des mécanismes de régulation du métabolisme
énergétique hépatique est une condition préalable pour le développement de nouvelles stratégies
pharmacologiques visant a traiter ces maladies.

Lors de cette étude, la peroxydation lipidique est évaluée par ’analyse des substances
réactives a I’acide thiobarbiturique (TBARS) qui sont les marqueurs les plus utilisés (Camara et
al., 2006). Nos résultats montrent une augmentation significative (p<0.05) des TBARS au niveau

sérique et hépatique chez les rats dyslipidémiques.
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L’augmentation du taux des TBARS indique 1’augmentation de la peroxydation lipidique
et ledegré des dommages au niveau du foie. Le traitement des rats par le vinaigre de grenade a
diminué significativement (p<0.05) la formation des TBARS au niveau sérique et hépatique.
Ces résultats sont clairement indicatifs de 1’effet modulateur des vinaigres sur le stress oxydant.
Initialement, nous avons démontré I’effet scavenger, 1’activité antioxydante et anti-peroxydation
lipidique des vinaigres.

Le statut antioxydant total (TAS) regroupe I’ensemble des mécanismes impliqués dans
la défense anti-stress oxydant, mais aussi sans préciser la part de chacune des composantes anti-
antioxydantes qui présente une défaillance. Toutefois, 1’évaluation du TAS dans la dyslipidémie
permet de déceler la vulnérabilité de la pathologie devant 1’agression des ERO et desERN pour
prendre des mesures thérapeutiques ou nutritionnelles. 11 s’agit de la péroxydation lipidique, les
dérivés d’oxydation des protéines et de ’ADN.

Les données obtenues par le TAS indiquent clairement que la dyslipidémie altére la
protection antioxydante. En effet, le régime hypergras diminue le TAS de 48,21 %, alors que les
vinaigres de grenade et de pomme ont augmenté hautement significativement (p<0.01) ce statut
de 96,55 % et de 82,75 %, respectivement.

Cette défaillance de la protection antioxydante chez le groupe dyslipidémique est due
principalement aux troubles métaboliques (cholestérol et acides gras). Nos résultats concordent
avec ceux de la littérature ou une partie de la TAS est expliquée par les taux élevés de
Malondialdéhyde (MDA) (Carmiel-Aggee et al., 2005).

En outre, 1’élévation accrue des acides gras libres favorise la synthése de céramides qui
vont activer la NO synthase (Bonnefont-Rousselot, 2002). L’excés de NO formé accentue la
formation du radical du monoxyde d’azote, ce qui va inhibe la cytochrome C oxydase, entrainant
I’ouverture du Pore de transition de Perméabilité (PTP) de la membrane interne mitochondrial.
Sous I’effet des radicaux libres, cette bréche du PTP conduit a la fuite de protons et entraine a
son tour un gonflement mitochondrial, la sortie du cytochrome C dans le cytosol et I’activation
des caspases, phénomeéne relié a la mort des cellules.

Cependant, Les polyphénols possédent des propriétés anti-oxydantes. Effectivement, il a
été démontré qu’ils inhiberaient ou préviendraient la peroxydation lipidique et notamment la
formation des Low Density Lipoprotein (LDL) oxydés (Osakabe et al. 2001 ; Schroeter et al.
2002 ; Valko et al. 2006 ; Wu et al. 2009 ; Yoshihara et al. 2010).

Les polyphenols présentent également un effet protecteur vis-a-vis de certaines
pathologies cardiovasculaires ou de cancers (Damianaki et al. 2000 ; Ding et al. 2013 ; Valko et
al. 2006 ; Yoshihara et al. 2010).

111



RESULTATS ET DISCUSSION

Nous venons de caractériser le stress oxydant comme étant le facteur majeur dans les
effets deléteres lies aux désordres nutritionnels. Afin de rétablir la balance stress
oxydant/défenses antioxydantes, il parait judicieux de renforcer les défenses naturelles de
I’organisme par des apports en antioxydants exogenes, dans cette étude les vinaigres de fruits.

Les enzymes antioxydantes (SOD, GPx et GRx) et les oligoéléments (Mn, Cu et Cr)
jouent un réle clé dans la protection des cellules (Choi et al., 2007). Les ERO peuvent étre
évaluées indirectement en mesurant les activités de ces enzymes (Chang-Quan et Gui-Qin,
2010).

Dans cette investigation, nous avons évalué la défense antioxydante enzymatique par la
SOD, GPx et la GRx. Les résultats ont montré que le régime hypergras a altéré significativement
(p<0.05) I’activité antioxydante enzymatique.

L’implication de la SOD dans la pathogénie de la dyslipidémie a été incriminée dans
différents travaux ou il a été observée une chute tres significative (p<0.01) de son activité
(Bouzidi et al., 2010). Le vinaigre de grenade améliore I’activité de la SOD (7-fois), GPx (4,81
fois), et GRx (1,66 fois).

L’effondrement de ’activité antioxydante peut résulter non seulement de 1’agression des
produits du stress oxydant, mais aussi de I’intensification de la peroxydation lipidique, comme
nous 1’avons montré avec les taux de TAS effondrés.

La supplémentation avec les vinaigres réduit le stress oxydant au niveau sérique en
augmentant 1’activité de la SOD, GPx et GRx, et en diminuant les concentrations du MDA au
niveau hépatique. Cela serait probablement dii a I’influence des composés bioactifs présents dans
les fruits, tels que les flavonoides et leurs pouvoirs antioxydant.

D’autre part, les composés phénoliques sont connus par leurs capacités de recycler la
vitamine E et de piéger les radicaux libres, ceci peut donc participer directement a une réduction
de I’utilisation du GSH (Babu et al., 2006).

Sudheeh et Vijayalakshmi, (1999) ont observé que les flavonoides de la grenade. sont
efficaces dans la réduction du profil lipidique au niveau sérique et tissulaire. Dans la méme
étude, ils ont remarqué que les fractions riches en flavonoides obtenue & partir de I’extrait des
fruits de Punica granatum L., administré oralement aux rats a la dose 10 mg/kg/jour, ont montré
un effet antiperoxydatif potentiel.

Les concentrations du malondialdéhyde, des hydroperoxydes et des diénes conjugués
ont été sensiblement diminuées dans le foie tandis que les activités enzymatiques de la catalase,
de la superoxyde dismutase (SOD), de la glutathion peroxydase (GPx) et la glutathion réductase
(GRx) ont montré une augmentation significative (p<0.05) (Sudheeh et Vijayalakshmi, 1999).
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Qiu et al., (2010) ont montré que le traitement par le vinaigre de I’avoine (Avena sativa
L.) stimule I’activité enzymatique de la SOD et de la GPx au niveau sérique et hépatique chez
des souris exposés a *°Co y-irradiation.

De plus, des études realisees chez des rats rendus dyslipidémiques et traités par le
vinaigre de Shixiao San par Wang et al., (2014) ont montré une augmentation de 1’activité de la
SOD avec 40.7% et une diminution du MDA avec 81.8% au niveau sérique.

Les vinaigres de fruit sont riches en acide organiques et en composés phénoliques
(Aykin et al., 2015) qui ont une activité antioxydante élevée. Thilakrathna et al., (2012) et
Shiban et al., (2012) ont montré dans des études in vitro la capacité des triterpénes et des
flavonoides de grenade et de pomme a capturer les radicaux libres de 1’anion superoxyde et la
chélation du fer (Fe®"). Par conséquent, I’effet antioxydant de vinaigre de pomme et de grenade
peut étre d0 a la présence de ces molécules.

Ashoush et al., (2013) ont trouvé que le fruit du grenade a un effet hépatoprotecteur et
suggerent que cet effet pourrait, au moins en partie, étre causé par une augmentation de la
glutathion réduit (GSH) et une réduction de la peroxydation lipidique.

Par ailleurs, les travaux de Tesoriere et al., (2004) ; Tesoriere et al., (2005) ; Pimienta-
Barrios et al., (2008) ont montré que le traitement avec 1’extrait du jus de fruit de figue de
barbarie entraine un effet positif dans la balance redox principalement dans la réduction des LDL
oxydés.

De méme, une autre étude suggere que la défense antioxydante et la réduction des
dommages de la molécule d’ADN sont augmentées avec 1’augmentation de la consommation de
figue de barbarie, cela montre 1’efficacité des constituants de ce fruit (Siriwrdhana et al., 2006).

Le stress oxydant peut résulter d’une libération de fer libre a partir des protéines
chélatrices (la ferritine et la transferrine). De nombreuses études ont montré que la production
d’°OH dépend largement de la présence de fer susceptible d’agir en tant que catalyseur des
réactions radicalaires.

Toutefois, il est un élément constitutif essentiel de I’hémoglobine et de divers enzymes
tels que : cytochrome oxydase, catalase, ribonucléotide réductase, xanthine oxydase. Dans le
plasma, le fer est transporté par la transferrine grace a son interaction avec un récepteur
membranaire spécifique (TfR).

Le statut martial a eté exploré dans ce travail par le fer sérique, la ferritine et la
transferrine. On note une diminution significative (p<0.05) du fer sérique et de la ferritine chez le
groupe hyperlipidémique. Plusieurs études montrent les anomalies du statut martial qui sont

décrites sous la définition d’hépatosidérose dysmétabolique (SHDM), se trouve dans la stéatose
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hépatique non alcoolique, 1’obésité, et les dyslipidémies (Georges et al., 1999 ; Younossi et al.,
1999).

Les oligoélements tels que le manganése (Mn), le cuivre (Cu), le chrome, le zinc (Zn) et
le sélénium (Se) sont des cofacteurs indispensables aux réactions métaboliques d’enzymes
antioxydantes, principalement la superoxyde dismutase (SOD), la glutathion peroxydase (GPx).
Ces enzymes sont présentes dans tous les tissus.

Toutefois, leur localisation dans les compartiments cellulaires est différente. La SOD-
Mn est mitochondriale, la SOD-Cu/Zn est cytosolique et GPx-Se se trouve dans les deux
compartiments.

Dans cette étude, le régime hypergras maintien stables les concentrations en cuivre et en
manganese vs groupe controle. Cette donnée peut s’expliquer par un effet compétitif entre le
manganese et le fer sur la transferrine ou sidérophiline, puisqu’ils sont transportés par la méme
protéine. Ce qui explique la mobilisation du fer qui en se fixant a la transferrine, maintient le Mn
a I’état libre (Fitsanakis et al., 2010).

Cependant, le fer est prooxydant quand il est sous forme libre et réduit, alors que le Mn
est antioxydant. Le Mn s’incorpore dans I’arginine synthase, favorise la production du NO est
devient un modulateur de la fonction endothéliale vasculaire (Klimis-Zacas et Kalea, 2008).

De méme, le manque de la biodisponibilit¢ de Mn dans les tissus riches en
mitochondries, rend la SOD-Mn inactive, ce qui peut aggraver les effets du stress oxydant.

Le cuivre est impliqué dans 1’inhibition du stress oxydant, intégré dans la Cu-SOD pour
la protection du cytosol. Dans cette étude le cuivre maintien le méme niveau entre le groupe
contrdle, dyslipidémique et traité par le vinaigre de grenade.

Le chrome agit comme facteur de tolérance glucidique sur la glucorégulation),
enfavorisant 1’insulinosensibilité, particuliérement au niveau du muscle squelettique. En effet, le
chrome trivalent est un potentialisateur de I’insuline. Son mode d’action passe par une
augmentation du nombre de récepteurs de I’insuline, une modification de la liaison
insuline/récepteur, une augmentation de I’internalisation de I’insuline et une activation de la
translocation des transporteurs du glucose Glut4 et Glutl (Qiao et al., 2009).

La liaison de I’insuline a la sous-unité a de son récepteur est induite par une cascade de
réactions de phosphorylation catalysées par la tyrosine kinase qui est activée par le Cr, alors que
la phosphotyrosine phosphatase, qui inactive le récepteur de I’insuline, est inhibée par le Cr
(Vladeva et al., 2005).
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Certains travaux ont montré ont montré que la déficience en Cr est associé a une
hyperglycémie et une insulinorésistance, a une dyslipidémie (diminution du HDL-c,
augmentation des triglycérides et de la Lp(a)).

Une étude a montré que Mn amelioré la synthése du cholestérol dans le foie et une
I'hypercholestérolémie a été rapportée dans le cas d’une carence en Mn (Tajik et Nazifi, 2010).

L’étude histologique du parenchyme hépatique a montré differents aspects de
dommages et a différents degrés chez le groupe dyslipidémique par la présence d’une stéatose
micro et macrovésiculaires et un recrutement adipocytaire au niveau des vaisseaux sanguins mais
également un dépbt de collagéne qui confirme une fibrose et une infiltration de cellules
immunitaires.

Ces résultats sont en accord avec eux obtenus dans le dosage de la focntion hépatique et
les valeurs de TBARS au niveau hépatique. Une étude menée chez le rat Wistar soumis a un
régime hypergras a montré la présence d’une stéatose hépatique associé a une péroxydation
lipidique (Feillet-Coudray et al., 2009).

Chez les rats traités, les vinaigres de grenade et de pomme préviennent la stéatose
hépatique. Nos résultats concordent avec ceux d’une étude de Ashoush et al., (2013) qui ont
démontré que le traitement avec I’extrait de la grenade (10mL/kg) réduit la stéatose hépatique
associé a une amélioration de I’inflammation, chez un modéle animal de NASH.

Néanmoins, le traitement avec le vinaigre de figue de barbarie n’a pas réussi a prévenir
toutes les lésions puisque quelques foyers inflammatoires demeurent au sein du foie des rats

VFB, en rapport probablement avec la dose ou la préparation du vinaigre.
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Notre étude vise a évaluer d’une part le potentiel néfaste d’un régime hypergras et

d’autre part montrer les effets bénéfiques des vinaigres de fruit. Pour mener a terme notre

investigation une étude phytochimique a été réalisée sur les vinaigres et une étude biologique

a eté faite sur un modele animal rendu dyslipidémique durant 7 mois. L’exploitation des

parametres biochimiques, marqueurs de stress oxydant et 1’étude histologique du foie ont été

évalués. Les résultats obtenus peuvent étre résumeés dans les points suivants :

v

Les vinaigres de fruits sont tres riches en acides organiques et en composes bioactifs
notamment les acides phénoliques, les tannins, les saponosides, les flavonoides et les
triterpenes.

Les rats soumis & un régime hypergras montrent une augmentation significative du
poids corporel et I’indice hépato-somatique. En revanche, le traitement par les
vinaigres de grenade et de pomme a stabilisé ces deux parametres étudiés par rapport
au groupe controle.

Sur le plan biochimique, le régime hypergras s’est manifesté par un déséquilibre
métabolique  essentiellement marqué par une hypercholestérolémie, une
hypertriglycéridémie et une augmentation significative du bilan hépatique et rénal.
Cependant, 1’administration des vinaigres de fruit a restauré les parametres
biologiques a leur valeur normale, par rapport aux rats controles.

Les rats soumis au régime hypergras développent une augmentation du taux sérique et
tissulaire de MDA et diminution de 1’activité enzymatique antioxydante (SOD, GPx et
GRXx) avec un effondrement du statut antioxydant total (TAS). Ces paramétres ont été
corrigés par la supplémentation des vinaigres.

Les coupes histologiques réalisées sur le foie, permettent de confirmer I’effet

cytoprotecteur des vinaigres de fruit par la regéneration des hépatocytes.

Le régime hypergras a altéré plusieurs parametres incluant biochimiques et en particulier

les marqueurs du stress oxydant. Ce dernier est un syndrome qu’il convient mettre en

évidence vue son implication dans plusieurs pathologies. Les antioxydants naturels sont

considérés comme une thérapie idéale pour faire face au stress oxydant.

Le vinaigre de fruit est 'un des condiments utilisés par I’humain pour ses propriétés

culinaires et médicinales et sa richesse en composés actifs capables de piéger les radicaux
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libres et d’inhiber les processus d’oxydation, mais aussi la présence des ¢léments minéraux

indispensables pour le fonctionnement des enzymes antioxydantes.

Pour conclure, I’effet des vinaigres de fruit est bénéfique pour I’organisme si une

utilisation rationnelle est préconisée. Un apport adéquat du vinaigre dans notre régime

alimentaire serait avantageux sur notre santé.

11 serait souhaitable d’approfondir cette étude en concevant un aliment fonctionnel ou

nutraceutique permettant de prévenir ce type de pathologie en n’ayant pas recours a

I’utilisation des médicaments qui ont des effets plus néfastes que bénéfiques.

Sur le plan nutraceutique et biomédical

Extraire des huiles essentielles a partir des graines de la figue de barbarie et de grenade,

riches en acides gras polyinsaturés de la série oméga 3 et oméga 6.

Identifier les biomolécules a principe actif antioxydant et antiagrégant contenus dans les
huiles essentielles de la figue de barbarie et de grenades pour les incorporer dans les

milieux nutritifs et pour les supplémentations nutritionnelles.

Sur le plan expérimental

Tester sur des modeles expérimentaux (rat du sable ou gerbilles désertiques), du diabete
de type 2, d’athérosclérose et de pathologies rhumatoides les extraits bioactifs contenus
dans les huiles essentielles de figue de barbarie et de grenade. L hypothése est de tester si
les huiles de ces 02 fruits peuvent étre préventifs de 1’hyperglycémie patente du sujet

prédisposé au diabéte (obese, familles de diabétiques) et a I’hypertension artérielle.

Tester les extraits bioactifs contenus dans les vinaigres de figue de barbarie et de grenade
sur I’agrégation plaquettaire, les ischémies, les sténoses et les thromboses (action sur le

retour veineux).

Sur le plan cellulaire et moléculaire

Tester les extraits bioactifs contenus dans les huiles essentielles de figue de barbarie et de

grenade sur le stress oxydatif au niveau mitochondrial (chaine respiratoire) vasculaire.

Tester les extraits bioactifs sur la relaxation endothéliale, en particulier les effets sur le

métabolisme du monoxyde d’azote et la NADPH oxydase.
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ANNEXES

ANNEXES

Annexe 1 : Préparation des réactifs des tests phytochimiques

1. Réactif de Mayer

» Solution A : 1.358g de chlorure de mercure HgCl, sont dissous dans 60 ml
d’eaudistillée ;

» Solution B : 5g d’iodure de potassium KI sont dissous dans 10ml d’eau distillée ;

Les solutions A et B sont mélangées extemporanément et le volume final est ajusté

al100ml avec d’eau distillée.

2. Réactif de Wagner
2g de KI et 1,27g de I sont dissous dans 75ml d’eau distillée, puis ajustés a 100 ml avec
d’eau distillée.
3. Liqueur de Fehling
» Solution A : solution de sulfate de cuivre a 40 g/l ;
» Solution B : 200 g de tartrate de potassium-sodium et 150 de NaOH pour 1 litre
d'eaudistillée ;

Mélanger les deux solutions a volumes égaux (A mélanger juste avant I'emploi).
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ANNEXES

Annexe 2 : Les courbes d’étalonnage de I’étude phytochimique
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Figure 39 : Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique
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Figure 40 : Courbe d’étalonnage de la quercétine




ANNEXES

Annexe 3 : Les chromatogrammes de I’identification des acides organiques
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Figure 42 : Chromatogramme de 1’acide ascorbique (standard)
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ANNEXES

Figure 43 :

Chromatogramme de 1’acide citrique (standard)
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: Chromatogramme de 1’acide malique (standard)
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Figure 48

: Chromatogramme de 1’acide oxalique (standard)
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ANNEXES

Figure 51 : Chromatogramme de vinaigre de pomme

Annexe 4 : Les chromatogrammes de I’identification des acides phénoliques
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Figure 52 : Chromatogramme de ’acide gallique (standard)
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ANNEXES

Figure 54 : Chromatogramme de 1’acide benzoique (standard)
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Figure 55 : Chromatogramme de ’acide salicylique (standard)
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Figure 56 : Chromatogramme de vanilline (standard)
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Figure 57 : Chromatogramme de vinaigre de grenade

1000000
750000
500000-]

250000

min

Figure 58 : Chromatogramme de vinaigre de figue de barbarie
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: Chromatogramme de vinaigre de pomme
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ANNEXES

Annexe 5 : Les courbes d’étalonnage du stress oxydant
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Figure 60 : Courbe d’étalonnage du MDA
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Figure 61 : Courbe d’étalonnage du BSA
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