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Résumé

La prévention nutritionnelle de la stéatose hépatique non alcoolique (NASH), due a une
surconsommation d’aliments gras et sucrés, couplée a une diminution drastique de la
dépense énergétique, apparait comme un enjeu important de Santé publique. La découverte
récente des relations étroites entre I’insulinorésistance, signe majeur de la NASH et le
stress oxydant, nous a conduit & considérer les nutriments antioxydants, comme des
facteurs nutritionnels de choix dans la stratégie de prévention de la NASH.

Plusieurs études ont mis en évidence ’effet bénéfique de la tomate in vivo, mais aucune
étude n’a déterminé 1’effet-dose de la poudre des pelures de la tomate (PPT) sur la stéatose
hépatique et le métabolisme glucidique. Le but de ce travail consistait a étudier le réle de la
poudre de pelure de tomate (PPT) dans la modulation de I’homéostasie lipido-glucidique,
I’amélioration de la sensibilité a 1’insuline et la prévention de la stéatose, induite par un
régime riche en lipides saturés et en cholestérol (HSF/HC) chez la souris. 40 souris
BALB/c (18 + 2 g), agées de huit semaines ont été divisées en qutre groupes : 1) Régime
controle avec 15 % d’huile de tournesol (Ctrl ; n = 7 & 10), 2) Régime riche en lipides
saturés et en cholestérol avec 5 % de I’huile de coprah et 1.25 % de cholestérol (HSF/HC ;
n =7 a 10), 3) Regime riche en lipides saturés et en cholestérol, supplémenté avec 9% de
poudre de pelures de tomate (HSF/HC TP1 ; n =7 a 10), 4) Régime riche en lipides saturés
et en cholestérol, supplémenté avec 17 % de poudre de pelures de tomate (HSF/HC TP2 ; n
=7a10).

La PPT, riche en caroténoides, principalement le lycopéne, non seulement exerce une
protection antioxydante sur la peroxydation lipidique mais, est également de puissant
modulateur des métabolismes glucidiques et lipidiques, ce qui pourrait expliquer
I’amélioration de la glycémie sur notre modele de NASH. La modulation de
I’insulinorésistance confirme 1’effet anti-athérogene de la PPT.

Ces premiers résultats expérimentaux démontrent la pertinence de ’utilisation directe de la
PPT source de nutriments antioxydants dans la prévention de I’insulinorésistance et la
NASH. Cependant, les nombreuses limites dues aux conditions expérimentales imposent
de poursuivre ce travail par des études d’intervention chez ’homme, associant dans une

supplémentation combinée, PPT et les extraits de tomates (jus, vinaigre).

Mots-clés : Supplémentation - PPT - lycopéne - régime HSF/HC - NASH -

insulinorésistance - antioxydants - souris.



Summary

The incidence of the hepatic steatosis is increasing in world. The reasons for this are
numerous but remain incompletely understood. The evolution of our lifestyles, especially
our eating habits with the overconsumption of fatty and sugary foods, coupled with a
drastic decrease in energy expenditure undoubtedly plays a major role. Considering the
relationship between insulin resistance and oxidative stress, which are present in NASH,
we hypothesized that microconstituants, potentially antioxidant, could be of interest in
nutritional prevention of the NASH.

Many studies have investigated the effect of crude tomato in vivo, but no studies have
determined the dose-effect of dry tomato peel (PPT) on hepatic steatosis and glucose
metabolism in vivo. The aim of this study was to investigate the role of dry tomato peel to
improves lipid and glucose homeostasis, insulin sensitivity and hepatic steatosis in mice
fed a high-saturated-fat and cholesterol-rich diet for 12 weeks. BALB/c male mice (n=40)
(8 weeks old, weighing 22.2 + 1.0 g) were divided into 4 treatment groups (10
mice/group): 1) high-fat control diet (HF Ctrl), which contains sunflower oil as a sole
source of fat, 2) high-saturated-fat/high-cholesterol diet, 3) high-saturated-fat/high-
cholesterol diet supplemented with 9% PPT, and 4) high-saturated-fat/high-cholesterol diet
supplemented with 17% PPT.

Dry tomato peel, rich in caroténoide, principalment le lycopéne, act as antioxidant in
protecting lipid peroxydation, and modulate glucose and lipid metabolism. Among mice
fed the HSF/HC diet, PPT supplementation appears to have a beneficial effect on insulin
resistance, which confirms the anti-atherogenic effect of PPT.

These experimental data strongly suggest the interest of directly utilization of PPT, rich in
antioxidant nutrients, in the prevention of insulin resistance and hepatic steatosis.
However, with respect to the numerous experimental limits, further interventional trial in

man, associating PPT and tomato extract (juice and vinegar) are needed.

Key-words : Supplementation - PPT - lycopene - HSF/HC diet - NASH - insulin

resistance - antioxidant- mice.
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H.E : Hématéine-Eosine

HL-60 : Human leukemia

HMG-CoA : 3-hydroxy-3-méthylglutaryl-CoA synthase
HNF : Hepatocyte nuclear factor

HNE : Hydroxynonénal

HOMA: Homeostasis Model Assessment

HPLC : Chromathographie liquide a haute performance
HSF/HC : High Satured Fat / High Cholesterol



IHS : Indice hépato-somatique

IL : Interleukine

IST : Test de sensibilité a I’insuline

GPX : Glutathion peroxydase

LDL : Lipoprotéines de basse densité

LPL : Lipoprotéine lipase

LPS : Lipopolysaccharide

MDA : Malondialdéhyde

MMP : Matrix metalloproteinase

NASH: Non-alcoholic steatohepatitis (stéatose hépatique non alcoolique)
NAFLD: Non-alcoholic fatty liver disease (maladie du foie stéatosé non alcoolique)
NF-KkB : Nuclear factor-kappaB

Nrf2 : NF-E2-related factor 2

O GTT : Test oral de tolérance au glucose

PPT : Poudre de pelures de tomate

PPAR : Peroxisome-proliferator activated-receptor
PGC-1 : Peroxisome-proliferator activated-receptor 1
PDE : Phosphodiestérase

PKA : Protéine kinase A

ROS : Espéces réactives de 1’oxygene

RAR : Récepteur aux acides rétinoiques

SCD : Acyl-CoA desaturase

SREBP-1c : Sterol regulatory element-binding protein 1c
SOD : Superoxyde dismutase

SRB1 : Scavenger receptor B1

TBA : Acide 2- Thiobarbiturique 4.6-Dihydroxypyrimidine 2-thiol
TBARS : Thiols Barbituric Acide Reactive Species

TCA : Acide trichloroacétique

TG : Triglycérides

TNF-a: Facteur de nécrose tumorale alpha

VLDL: Very low density lipoprotein.
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Au cours des derniéres décennies, les maladies chroniques liées a 1’alimentation sont
devenues plus fréquentes dans le monde entier chez les personnes a tous les ages. En effet,
I’ingestion calorique est restée constante durant ce dernier si¢cle alors que notre activité
physique ne fait que diminuer. De plus notre alimentation est devenue trop riche en terme
calorique, trop riche en acides gras satures et en sucres tel le saccharose ou le fructose. La
balance énergétique, c’est-a-dire 1’équilibre entre 1’ingestion calorique et la dépense
énergeétique, est devenue positive, résultant en une augmentation de la masse grasse chez
les individus [1].

Ce surpoids entraine une augmentation des risques de plusieurs pathologies,
principalement les maladies du foie. Plusieurs études ont démontré que les personnes en
surcharge pondérale, ou atteintes d’obésité, peuvent développer une stéatose hépatique,
c’est-a-dire une accumulation de lipides, sous forme de triglycérides, au niveau du foie. Il a
été estimé en Amérique du nord que 60 a 95% des obeses et 21 a 55% des diabétiques
présentent une stéatose hépatique [2-5], alors que la prévalence de celle-ci n’est que de 15
a 25% dans la population générale [6]. Il est également important de noter que la stéatose
touche aussi un grand nombre d’enfants obéses (jusqu’a 55% d’aprés certaines études) [1,
7]. Mais la stéatose n’est qu’une secule des composantes observée lors d’atteintes
hépatiques chez les patients obeses et diabétiques. L’ensemble de ces désordres hépatiques
sont regroupés sous le terme de "Non Alcoholic Fatty Liver Disease» (maladie du foie
stéatosé non alcoolique) (NAFLD) [8].

La caractéristique physiopathologique classiquement observée dans la stéatose hépatique
non alcoolique est I’insulino-résistance [9], cause du déclenchement du diabete type 2. En
2008, la prévalence normalisée selon 1’dge du diabéte était 9,8 % chez les hommes et 9,2
% chez les femmes, contre 8,3 % et 7,5 % en 1980 [10]. Le diabéte de type 2, qui est lié au
régime alimentaire, représente 90% des diabetes rencontrés dans le monde [11]. Le stress
oxydant est considéré parmi les facteurs potentialisant ’apparition de maladies
plurifactorielles tel le diabéte, et il a été longtemps suggéré comme mécanisme unificateur
liant I’apport alimentaire excessif, la résistance a I’insuline, le syndrome métabolique et le
diabéte [12, 13]. Les causes du diabéte de type 2 sont nombreuses et, dans bien des cas,
c’est la combinaison de plusieurs facteurs qui déclenche 1’apparition de la maladie,

principalement, les habitudes alimentaires, le niveau de ’activité physique [12].



Introduction générale

La découverte récente des relations étroites entre I’insulinorésistance, signe majeur de la
NASH, et le stress oxydant  (déséquilibre de la balance des produits pro-
oxydants/antioxydants) devrait conduire a considérer les nutriments, a la fois antioxydants
et potentiellement insulinosensibilisateurs, comme des facteurs nutritionnels de choix dans

la stratégie de prévention de la NASH [14].

Les fruits et légumes constituent une source importante de phytonutriments tels que les
acides phenoliques, les flavonoides et les caroténoides, dotés d’une forte activité
antioxydante in vitro [15-19]. Ces phytonutriments ont attiré ’attention des chercheurs
depuis de nombreuses années en raison de leur fonction de protection potentielle contre les

dommages oxydatifs causés par les especes réactives de I’oxygeéne (ROS) [20, 21].

Parmi les nutriments a prendre en compte, les caroténoides, principalement le lycopéne,
occupent une place de choix. Le lycopéne est transporté par les lipoprotéines de basse
densité (LDL), ou il agit comme un antioxydant in vivo, ce qui indique peut-étre son
importance biologique potentielle dans le systeme de défense antioxydant humain [22].
Cependant, des essais in vivo montrent que la poudre de tomate a un effet bénéfique sur la
peroxydation lipidique et les triglycérides hépatiques plus important par rapport a celui de
I’extrait du lycopéne [23, 24]. 11 a été émis ’hypothése que la tomate contient une pléthore
de nutriments et de composés phytochimiques, y compris 1’acide folique, la vitamine C, les
caroténoides et les composés polyphénoliques, dotés des propriétés antioxydantes et, en

combinaison avec le lycopéne, leur efficacité augmente contre le stress oxydatif.

Les antioxydants d’origine alimentaire sont donc, dans la NASH, et de fagcon générale, des
facteurs importants de lutte et de prévention. Compte tenu de la diminution de la sensibilité
a I’insuline qui se développe également dans cette pathologie, les facteurs nutritionnels qui
améliorent la sensibilité a I’insuline et ont, de surcroit, un fort pouvoir antioxydant,
devraient agir efficacement et réduire les altérations métaboliques et I’incidence du diabéte
et des maladies NAFLD. Si cette hypothese se confirmait, une stratégie simple
d’identification de tels facteurs nutritionnels et de prévention nutritionnelle de la NASH

pourrait étre mise en ceuvre, et répondre ainsi a un probléme important de santé publique.

Les caroténoides de la tomate font partie des nutriments les plus étudiés ces derniéres
annees, en raison de leur pouvoir antioxydant [25] et leur effets bénéfiques sur le cancer de
prostate [26]. Cependant, malgré 1’évidence de leur intérét potentiel dans la prévention du

syndrome métabolique, peu de travaux a ce jour se sont intéressés a vérifier I’effet de leur
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consommation a la fois sur la modulation de I’intolérance au glucose, sur la sensibilité a
I’insuline et sur les marqueurs hépatiques dans la maladie du foie stéatosé non alcoolique
(NASH).

Parmi les approches étudiées pour contrecarrer le développement de la stéatose hépatique,
on peut citer celle qui a étudié I’effet d’un régime hyperlipidique/hypercholestérolémique
sur le métabolisme hépatique des souris supplémentées par le lycopéne de jus de tomate,
en mesurant les marqueurs antioxydants classiques [27].

Mais, a notre connaissance, aucune étude n’a traité 1’effet-dose de la poudre des pelures de
tomate sur 1’insulinorésistance, caractéristique physiopathologique classique observée dans
la stéatose hépatique non alcoolique NASH, et sur la dyslipidémie. Par conséquent, il serait
intéressant de voir quel est le r6le possible de la poudre des pelures de tomates dans la
prévention ou la diminution de la NASH.

Compte tenu de la forte consommation de lipides saturés dans la société moderne, notre
objectif est de simuler un environnement oxydatif élevé chez la souris en utilisant un
régime riche en lipides saturés et en cholestérol, ensuite, de mettre en évidence les effets
de différentes doses de la poudre de pelures de tomate (PPT) dans un modele expérimental

de NASH sur la tolérance au glucose, la résistance a I’insuline, et la stéatose hépatique.
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PREMIERE PARTIE : Etat des connaissances
Chapitre I : Pathogénése de la stéatose hépatique non alcoolique (NASH)
I.1. Stéatose hépatique non alcoolique

La stéatose hépatique consiste en une accumulation de lipides dans le foie, a la fois dans
les hépatocytes et dans les cellules de Kupffer. Généralement accompagné d’un
déréglement de la voie de signalisation de I’insuline, ce trouble métabolique peut se
transformer en NASH (Non a/coolie steatohepatitis) ou en fibrose du foie, favorisant
1’apparition de certains cancers. Plusieurs mécanismes peuvent mener a la stéatose
hépatique, dont une diminution de 1’exportation ou de la dégradation des lipides, une
augmentation de I’assimilation des acides gras ou une augmentation de la lipogenese. Le
tissu adipeux a également une forte influence sur le métabolisme lipidique hépatique.
Autant I’obésité que la lipodystrophie (absence totale ou partielle de tissus adipeux)
peuvent mener & une stéatose hépatique. Ceux-ci sont caractérisés par une augmentation
des lipides en circulation. Ces lipides sont facilement captés et accumulés dans le foie,

d’ou I’apparition d’une stéatose [1].

A ce jour, la pathogenése de la NASH n’est pas encore complétement établie. En 1998,
Day et James [2], ont proposé une théorie afin d’expliquer celle-ci, la théorie des deux
atteintes ou « two hit hypothesis ». D’aprés ces auteurs, la premiére atteinte ou « first hit »
correspond a une accumulation de lipides au niveau du foie, plus particulierement des
acides gras et des triglycérides. Une fois la stéatose établie, des adaptations cellulaires se
mettent en place. A ce stade, la cellule est devenue plus vulnérable face a son
environnement. Une exposition chronique croissante de la cellule a un stress oxydant
constitue le « second hit ». Cette deuxieéme atteinte peut étre d’origine environnementale
et/ou génétique, et entraine un phénoméne d’apoptose ou de nécrose cellulaire

accompagnée d’inflammation qui aboutit au développement d’une stéatohépatite [3].
1.2. First hit: De I’insulinorésistance a la stéatose hépatique

Comme I’ont suggéré Day et James [2], la premiere étape de la pathogenése de la NASH
serait ’apparition d’une stéatose, suite a une modification de I’homéostasie lipidique au
sein de I’organisme due au développement d’une insulinorésistance. En temps normal, en
condition « nourri », les acides gras observés au niveau du foie, proviennent a 25-40% de
I’absorption intestinale, 50% de la lipolyse adipocytaire, 10-13% de la lipogenese

hépatique (Figure 1). Les triglycérides hépatiques ont plusieurs sources, les triglycérides
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alimentaires, qui sont transportés, via des chylomicrons, de I’intestin vers le tissu adipeux
ou le foie, ou les triglycérides synthétisés a partir d’acides gras libres et de glycérol
présents au niveau du foie. Les acides gras nécessaires a la synthése de triglycérides
proviennent des acides gras non estérifiés plasmatiques et des acides gras néosynthétisés
au niveau du foie (lipogenese de novo). Les triglycérides ainsi formés peuvent étre stockés
sous forme de vésicules lipidiques au niveau du foie, ou sécrétés dans la circulation
sanguine sous forme de VLDL. lls peuvent également entrer dans la voie d’oxydation des

lipides.

Les triglycérides, synthétisés a partir de ces acides gras, sont ensuite exportés du foie vers
les tissus périphériques sous forme de VLDL (very low density lipoprotein).

__ Muscle
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A\ i.
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Lipogenéses

-“,

—
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AG: acides gras; AGNE: acide gras non estérifies; ApoB: apolipoprotéine B; DNL.:
lipogenése de novo; TAG: triacylglycérol; VLDL : very low density lipoprotein.

Figure 1: Sources des triglycérides hépatiques [2].

Une modification de I’équilibre entre les acides gras délivrés au foie, la synthése de
triglycérides, 1’exportation de ceux-ci ou leur oxydation, pourrait donc contribuer au

développement d’une stéatose. Plusieurs études ont montré qu’une alimentation riche en
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graisse pouvait entrainer une accumulation lipidique au niveau du foie, tant chez 1’animal
[4] que chez I’homme [5]. En plus des effets directs de I’alimentation sur 1’accumulation
de lipides au niveau du foie, I’augmentation de I’ingestion calorique peut provoquer une
obésité associée a une insulinorésistance. Lors d’une insulinorésistance, 1’action inhibitrice
de l’insuline sur la lipolyse adipocytaire n’est plus observée, aboutissant a une
augmentation de 1’apport d’acides gras libres au foie. Cette hypothese est appuyée par le
fait qu’une absence d’inhibition de la lipolyse par 1’insuline, ainsi qu’une concentration
élevée d’acides gras circulants ont été observées sur des patients atteints de NAFLD [6].
Une étude menée sur des patients ayant une NAFLD, recevant une alimentation contrdlée,
dont 30% des calories provenaient de lipides, a démontré qu’environ 60% des triglycérides
hépatiques provenaient des acides gras circulants, 26% de la lipogenése de novo et 15% de
I’alimentation. Ces résultats laissent suggérer, qu’en absence de régime hyper-lipidique, la
production excessive d’acides gras due a I’insulinorésistance du tissu adipeux serait la
source des triglycérides hépatiques. De plus, cette insulinorésistance pourrait également

induire une augmentation de la lipogenése de novo [7].
1.2.1. Principes du métabolisme lipidique hépatique

Afin de bien comprendre les mécanismes mis en jeu lors du développement d’une stéatose,
il faut tout d’abord ressituer les principes du métabolisme lipidique hépatique en condition
contréle. Les acides gras libres (AGL) qui arrivent au niveau du foie ont plusieurs origines
(Figure 1). Ils peuvent provenir de I’hydrolyse des lipides alimentaires, étre issus de la
lipolyse adipocytaire ou étre directement synthétisés au niveau des hépatocytes par
lipogenése de novo. Leur orientation au sein de la cellule hépatique dépend ensuite du
statut nutritionnel et hormonal. Les AGL vont soit i) entrer dans la mitochondrie et étre -
oxydés pour fournir de 1’énergie, soit ii) étre estérifiés en triglycérides (TG) (la forme de
stockage des AGL). Ces TG vont a leur tour soit étre stockés au niveau du cytoplasme des
hépatocytes et former des gouttelettes lipidiques, soit étre sécrétés sous forme de VLDL,
qui sont constitués par un groupement de triglycérides, entouré de phospholipides et d’une

protéine appelée apolipoprotéine B (apo B) [6].
1.2.2. Lipoprotéines, acides gras libres et stéatose hépatique

Toutes les cellules ont besoin de lipides pour leur bon fonctionnement. Leur
approvisionnement en lipides peut se faire via I’alimentation ou via les AG présents dans la

circulation sanguine. En effet, lorsque le contenu en lipide est trop élevé dans un tissu,
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I’exceés est envoyé sous forme de lipoprotéines dans la circulation sanguine (Figure 2). Ces
lipoprotéines pourront ensuite fournir les lipides nécessaires aux autres tissus. Les quatre
principaux types de lipoprotéines sont les chylomicrons, les VLDL, les LDL et les HDL.
Toutes les lipoprotéines ont la méme structure de base, c’est-a dire un cceur riche en
triglycérides (TG) et en esters de cholestérol, entouré d'une monocouche de
phospholipides, d'apolipoprotéines (apo) et de cholestérol non estérifié [8].

La capacité des hépatocytes a capter des AG dépend de deux facteurs : la disponibilité des
AG et la possibilité de les faire entrer dans la cellule (disponibilité des transporteurs d’AG)
(Figure 2) [9].

0©
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Figure 2 : Principales molécules impliquées dans le métabolisme des lipoprotéines qui

peuvent causer une stéatose hépatique [9].

Les AG alimentaires sont la plus grande source d’AG libres. Puisque le réle du tissu
adipeux est de stocker les lipides, il s’agit du premier tissu a étre affecté par une
augmentation de la quantité d’AG ou de sucre alimentaires, d’ou 1’apparition de 1’obeésité
chez des souris déficientes en leptine ou nourries avec une diéte riche en gras ou en sucre
[10, 11]. Pour ce qui est du foie, il y a une plus grande assimilation d’AG et de sucre tout
au long de ce mécanisme, puisqu’une partie des AG alimentaires vont directement au foie
et que les chylomicrons non métabolisés retourneront eux aussi au foie. 1l y aura donc

’apparition d’une stéatose hépatique [10, 11].

Un autre déréglement qui peut causer une augmentation de 1’assimilation des AG au

niveau hépatique concerne les lipases et les transporteurs d’AG. Une diminution de

9
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I’activité des lipases, causée par une mutation dans le géne de la LPL (lipoprotéine lipase)
ou dans le gene de I’ApoC-Il (Apolipoprotéine), son coactivateur, peut entrainer une

chylomicronémie.

Ce syndrome est caractériseé par une forte concentration plasmatique de lipoprotéines
riches en TG (VLDL et chylomicrons) et une faible concentration de HDL et de LDL [12].
Puisque les chylomicrons ne sont pas dégradés par les lipases, ils seront éventuellement
captés par le foie. Cette forte accumulation de TG hépatique amene donc une stéatose

hépatique.

A 1’opposé, une augmentation de I’activité des lipases perturbe aussi les niveaux lipidiques
sériques. L hydrolyse accélérée des lipoprotéines riches en TG cause une augmentation des
AG libres qui seront captés par les différents tissus, dont le foie. Une surexpression ou une
activation de la LPL ou de la HL, localisée au niveau du foie, peut assurément causer la
stéatose hépatique, puisque les AG libérés seront plus rapidement assimilés par le foie
[13].

Pour ce qui est du transport des AG, CD36 (fatty acid transporter), qui est responsable de
la captation des AG au niveau hépatique, semble avoir une grande importance dans la
régulation du métabolisme des lipides. En effet, une augmentation de son niveau
d’expression peut entrainer I’apparition de troubles métaboliques, telles que la stéatose
hépatique, 1’obésité, la résistance a 1’insuline et I’inflammation [14]. Une diminution de
son expression, quant a elle, peut causer d’autres troubles métaboliques telles qu’une
hypertriglycéridémie et une hyperglycémie [14-16]. Une surexpression de CD36 au niveau
hépatique aura un effet local. Une plus grande assimilation d’AG libres circulants

provoquera une accumulation de TG et éventuellement une stéatose hépatique.

Finalement, la formation des VLDL est tres importante pour le foie puisqu’elle permet
d'exporter les lipides synthétisés de nouveau dans la circulation sanguine. Une diminution
du taux d'expression de 1’apoB ou de la MTP provoque une diminution du taux de
formation et de sécrétion de VLDL, pouvant ainsi causer une stéatose hépatique, puisque

les AG ne seront pas eliminés assez rapidement et donc s’accumuleront [17].
1.2.3. p-oxydation et stéatose hépatique

La p-oxydation est un mécanisme indispensable pour les hépatocytes. En plus de son réle
primaire qui est de fournir de 1’énergie aux cellules, elle permet de diminuer la quantité de

lipides stockés en surplus dans le foie, lorsque 1’apport en AG est trop important.
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Plusieurs facteurs peuvent mener & une diminution de 1’oxydation des AG et causer une
stéatose hépatique. La cause la plus fréquente provient d’une augmentation de la quantité
de malonyl-CoA au niveau de la mitochondrie, ayant pour effet d’inhiber CPT1 (Carnitine
palmitoyltransférase 1 hépatique) et donc de causer un ralentissement de 1’entrée des AG
dans la mitochondrie [18, 19]. Une diminution du niveau d’expression ou de I’activité
d'enzymes impliqués dans l'oxydation des AG peut également mener a la stéatose
hépatique. C’est ce qui a été rapporté par Ibdah et al [20] lorsqu’ ils ont étudié des souris
hétérozygotes pour une perte de fonction de la protéine mitochondriale trifonctionnelle,

qui est impliquée dans 1’oxydation mitochondriale des AG.

La p-oxydation a lieu dans la matrice mitochondriale. L’entrée des AGL a I’intérieur de
celle-ci se fait de deux maniéres. Lorsque les AGL ont une chaine carbonée de courte ou
moyenne taille (C<10-12), ils passent directement a travers la membrane [21]. Par contre
lorsque les AGL ont une chaine longue (C>12), ils nécessitent un transporteur pour
pénétrer a I’intérieur de la mitochondrie. La protéine permettant ce transport est la carnitine
palmitoyltransférase 1 (CPT1). Elle se situe sur la membrane externe mitochondriale, et

son activité est inhibée par le malonyl-CoA (Figure 3).

Glucose AGCL

-{ Y«

AGCL

T FAS

Malonyl-

/.\ M-CoA DlT ACC
/ \Y
I

Acétyl-CoA

Figure 3 : Importance de la relation CPT1/Malonyl-CoA dans la régulation de la [3-
oxydation mitochondriale des AGCL [22].
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Le malonyl-CoA est formé par 1’acétyl-CoA carboxylase (ACC) et constitue la premiere
étape de la voie de synthese des acides gras. Ce mécanisme de régulation permet au foie
d’utiliser le glucose ou les AGCL (acide gras a chaine longue) en fonction de leur
disponibilité : en peériode postprandiale le foie utilise préférentiellement le glucose et
stocke les AGCL, mais lors d’un jetine les quantités de glucose disponible diminuent et les

AGCL servent alors de substrats énergétiques [6].

L’augmentation de la B-oxydation hépatique ainsi que de la cétogenese résulte eégalement
en partie de I’activation d’un facteur de transcription par les AGL, le peroxysome
proliferator-activated receptor a(PPAR-a) (Peroxisome-proliferator activated-receptor).
L’activation de PPARo augmente la transcription de nombreux geénes d’enzymes
mitochondriales, comme la CPT-1, 1’acyl-CoA déhydrogénase (impliquées dans la -
oxydation) et la 3-hydroxy-3-méthylglutaryl-CoA synthase (HMG-CoA) (impliquée dans
la cétogenese) [23, 24]. En plus de I’activation de PPARa, 1’augmentation de la sécrétion
de glucagon pendant le je(ne joue également un réle important dans ’activation de la -
oxydation. En effet, en inhibant la phosphodiestérase (PDE), le glucagon augmente la
concentration d’AMPc cytoplasmique, ce qui active la protéine kinase A (PKA). Cette
PKA va a son tour phosphoryler et activer un facteur de transcription, le cAMP-response
element-binding protein (CREB), qui en combinaison avec deux autres facteurs de
transcription, I’hepatocyte nuclear factor 4a (HNF4o) et PPAR-y coactivator 1 (PGC-1)

[25], va augmenter 1’expression de la CPT-1.

A D’opposé, en situation postprandiale, la forte concentration de glucose plasmatique et
d’insuline oriente plut6t le métabolisme vers une synthése lipidique [26]. Le glucose capté
est oxydé et forme du pyruvate (glycolyse), qui sera transformé en acétyl-CoA et en citrate
par la mitochondrie. Ce dernier est ensuite régénéré en acétyl-CoA au niveau du cytosol,
puis utilisé pour la synthése de malonyl-CoA et d’AG par la fatty acid synthase (FAS). Ce
haut niveau de malonyl-CoA induit une inhibition de la CPT-1, et donc diminue 1’entrée
des acides gras dans les mitochondries et les capacités de B-oxydation hépatiques [26]. Les
AGL néo-synthétisés ne sont pas dégradés et sont orientés vers la formation de
triglycérides qui seront sécrétés sous forme de VLDL [26]. De plus, la stimulation de la
glycolyse et de la synthese lipidique hépatique par le glucose et I’insuline est médiée par
I’action synergique de deux facteurs de transcription : sterol regulatory element-binding
protein 1c (SREBP-1c) et carbohydrate responsive element-binding protein (ChREBP) [27,

28]. En effet, la transcription de ces deux facteurs augmente 1’expression d’enzymes clés
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de la glycolyse comme la glucokinase, la pyruvate kinase, et de la lipogenése comme
I’acétyl-CoA carboxylase et la FAS.

En résumé, I'insuline tient une place prépondérante dans la régulation du métabolisme
lipidique. Il a donc été suggére que le développement d’une insulinorésistance, notamment
au niveau du tissu adipeux, induirait un apport excessif d’acides gras au niveau du foie,
provoquant ainsi une stéatose hépatique. La premiere étape dans la pathogenese de la
NASH serait donc le développement d’une résistance a [’insuline des tissus périphériques.
Bien que les mécanismes responsables de la stéatose ne soient pas encore complétement
élucideés, [’augmentation de ['arrivée des AGNE au niveau du foie, ainsi que

["augmentation de la synthese hépatique d’acides gras semblent jouer un role primordial.
1.3. Second hit: De la stéatose hépatique a la NASH

Certaines conditions physiologiques ou pathologiques conduisent a une accumulation
anormale et excessive de TG dans le foie : stéatose hépatique. Ainsi, I’augmentation de la
lipolyse du tissu adipeux, I’augmentation d’apports alimentaires en lipides, la diminution
de I’oxydation des acides gras libres et/ou 1’augmentation de la lipogenése hépatique
constituent des facteurs susceptibles d’induire une stéatose hépatique [29] (Figure 4).

La stéatose (« premier hit ») en elle-méme n’est pas délétére mais c’est la persistance de
cet état qui sensibilise le foie a des facteurs secondaires (« deuxiéme hit ») dont les
peroxydes lipidiques, le stress oxydant. Ce « deuxieme hit » conduit au développement de
I’inflammation du foie et aboutit & la stéatohépatite non alcoolique (NASH) (Figure 4). La
stéatose et la NASH sont communément regroupées sous un terme plus général appelé :
maladie du foie stéatosé non alcoolique (NAFLD).

Le stress oxydant en tant que « deuxieme hit » dans le développement de la NASH est
supporté par plusieurs études [30]. En effet, il a été démontré dans des études cliniques
chez des patients ayant un foie stéatosé une augmentation de CYP2el et CYP4a (oxydases
microsomales, facteurs pro-oxydants) et une diminution de 1’expression des génes de la
superoxyde dismutase (SOD) et de la catalase (CAT) : enzymes anti-oxydantes impliquées
dans la défense cellulaire contre les radicaux libres [31].

Le stress oxydant apparait dans une cellule quand I’équilibre entre les espéces pro
oxydantes et anti-oxydantes est rompu en faveur de 1’état pro-oxydant. Dans les systémes
vivants, une production physiologique d’espéces réactives de 1’oxygéne (ERO) se fait de
maniere continue. Dans des conditions pathologiques ou provoquées par des facteurs

exogenes, une surproduction de ces espéces réactives est possible. Les défenses
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antioxydantes, dont une partie est dépendante de 1’alimentation, peuvent étre insuffisantes

pour empécher les dégats cellulaires que peuvent causer les radicaux libres oxygéneés [32].

Apports excessifs en
aliments riches en
lipides

. .
« 2°™ hit »
Stress oxydant
Peroxydes lipidiques

ecrutement et activation des
macrophages/lymphocytes
Cytokines pro-inflammatoires (TNF-a, IL-
6..)

Figure 4 : Role possible du stress oxydant dans la progression d’une simple stéatose a une
NASH [22]

AGNE : Acides gras non estérifies
NASH : Stéatohépatite non-alcoolique
IL-6 : Interleukine 6

TNF-a : Tumor necrosis factor-a

TG : Triglycérides

Les conséquences d’un stress oxydant sur une cellule sont multiples. 11 induit une
peroxydation des lipides de la membrane cellulaire, une dégénérescence cellulaire et une
nécrose, ainsi qu'une mort cellulaire par apoptose. Mais si les conséquences d’un stress

oxydant sont multiples, les facteurs le déclenchant ne le sont pas moins.
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Le facteur le plus important impliqué dans les dysfonctions mitochondriales observé lors
de NASH est une production accrue de radicaux libres de 1’oxygeéne (ROS) par les
mitochondries. Des études antérieures ont en effet montré que la production de ROS
pouvait étre augmentée lorsque 1’apport d’électrons a la chaine respiratoire était lui aussi
augmenté, pendant 1’oxydation de lipides ou de glucose, ou lorsque le flux d’électrons

était partiellement bloqué au niveau de la chaine respiratoire [6].

Les mécanismes impliqués dans 1’induction d’un stress oxydant sont multiples. Ils résultent
principalement des différentes voies d’oxydation des lipides (mitochondrie, peroxysome,
microsome), qui sont stimulées lors de la NASH. La stimulation de ces voies d’oxydation
induit une augmentation de la production de radicaux libres de I’oxygeéne (ROS). Ces ROS
vont interagirent avec les acides gras présents en grande quantité au niveau du foie et
provoquer la formation d’aldéhydes trés réactifs (MDA et 4-HNE) par un processus de
peroxydation lipidique (Figure 5).

p-oxydation
mitochondriale \\/’ oxydant
# apport en £ Dommages
acides gras - membranaire
p-oxydation * protéique
peroxisomale * ADN

MDA

peroxidation 4- HNE
-HNE

lipidique

Figure 5 : Schéma simplifié des voies d’induction du stress oxydant par les acides gras
dans des hépatocytes [33].

Ainsi, ’augmentation de la production de ROS et de composés peroxydés est responsable

de linduction d’un stress oxydant au niveau hépatique, provoquant les 1ésions
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caractéristiques observées chez des patients atteints de NASH. La production accrue de
ROS, associée a une insulinorésistance et a un taux de TNF-a élevé, sont les composantes
majeures du stress oxydant déclenchant le « second hit » entrainant I’évolution de la

stéatose en stéatohépatite.

En augmentant la production de ROS les mitochondries hépatiques contribuent a
l’induction de lésions associées a une NASH. En effet, les ROS stimulent [’expression de
plusieurs cytokines comme les TNF-a. Les ROS participent également a [’'induction de la
peroxydation lipidique qui libere des composés aldéhydes biologiquement trés réactifs,
comme le MDA. L association des cytokines et des produits de la peroxydation lipidique
pourrait donc déclencher les diverses Iésions observées dans les cas de NASH.

1.3.1. Stress oxydant et insulinorésistance

Les espéces reactives oxygénées (ERO), ou radicaux libres (RL), sont des atomes ou
molécules possédant un ou plusieurs électrons célibataires, ce qui les rend tres instables.
Elles tendent, ainsi, a réagir avec de nombreux composés, et notamment les
macromolécules situées a proximité de leur site de génération. Les RL sont générés au sein
de la cellule, via des mécanismes multiples et variés, la source principale d’anions
superoxyde étant la mitochondrie a travers la chaine de transport des électrons [34]. Les
facteurs pro-oxydants sont neutralisés par des systemes antioxydants endogénes
enzymatiques, telles que la superoxyde dismutase (SOD), la catalase (CAT) et la glutathion
peroxidase (Gpx), ou des systémes non-enzymatiques, comme le glutathion, 1’acide urique,
le nicotinamide adénine dinucléotide phosphate (forme réduite) (NADPH), le coenzyme Q,
I’albumine et la bilirubine. A ces antioxydants endogénes, s’ajoutent des molécules
réductrices exogeénes provenant de I’alimentation et englobant les vitamines C et E, les

caroténoides et les polyphénols [35].

- Le stress oxydant provient d’un déséquilibre entre la production de RL et les capacités
antioxydantes cellulaires. Produits en excés, les RL vont altérer les macromolécules,
favorisant ainsi la fragmentation de I’ADN, la peroxydation lipidique ou la carbonylation
des protéines. Cependant, les RL, bien connus pour leur implication dans le stress oxydant,
sont également des molécules indispensables pour de nombreuses réactions biologiques, au
nombre desquelles on compte la transduction du signal de I’insuline. lls ne doivent donc

pas étre uniquement percus comme des molécules toxiques, et 1’on entrevoit toute la
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difficulté qui peut exister a essayer de les moduler, un exces de neutralisation pouvant

conduire a des effets délétéres pour la santé [35].

- L’insulinorésistance (IR) est définie comme une diminution de 1’action de 1’insuline,
d’une part sur la capture cellulaire du glucose par le muscle et le tissu adipeux et, d’autre
part, sur I’inhibition de la production hépatique du glucose. De déterminisme génétique,
elle est trés largement favorisée par la prise de poids et 1’obésité ; elle est au cceur de la
physiopathologie du syndrome métabolique et du diabete type 2 (DT2) [36] (Figue 6),
mais elle est également rencontrée dans des situations aussi diverses que le stress aigu, la
grossesse, 1’hépatite C, ’acromégalie, les traitements antirétroviraux de type inhibiteur de
protéase, les traitements corticoides ou anti-inflammatoires non stéroidiens. Ces
mécanismes restent, a ce jour, trés incompletement compris. La voie de signalisation de
I’insuline est hautement complexe, constituant un veéritable réseau, chaque étape étant
interconnectée avec une autre. L’interruption d’une voie peut étre compensée par une
autre, permettant ainsi la propagation du signal a I’étape suivante. Par conséquent,
I’atteinte de plusieurs voies est nécessaire avant que I’IR ne devienne cliniqguement
manifeste [35].

Le stress oxydant est un dénominateur commun rencontré dans les multiples formes d’IR.
Il a fait I’objet de beaucoup d’intérét ces derniéres années [37, 38] et des études suggeérent
que la production mitochondriale d’anions superoxyde pourrait constituer un mécanisme
central dans la physiopathologie de I’IR et faire le lien entre surconsommation alimentaire
et I'IR [39].

1.3.2. Alimentation et stress oxydant

Chez I’homme, le stress oxydant est augmenté en présence d’une obésité, surtout en cas de
répartition androide des graisses (obésité abdominale), et il diminue en cas de perte de
poids [35]. La surcharge énergétique, 1’augmentation de 1’oxydation mitochondriale,
I’inflammation de bas grade, le stress du réticulum endoplasmique et les perturbations
endocriniennes (dont, notamment, I’hyperinsulinémie), sont en cause dans 1’augmentation
du stress oxydant associé a 1’obésité. Les perturbations métaboliques observées en phase
postprandiale pourraient jouer un réle particulierement important, les marqueurs de stress
oxydant étant augmentés apres la consommation d’un seul repas hyperlipidique,
hyperglucidique [40]. Ainsi, le contrdle de la glycémie post-prandiale, mais également de

la lipémie, par I’exénatide, analogue du glucagon-like peptide- 1 (GLP-1), induit une
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amélioration des marqueurs de stress oxydant apres un an de traitement chez des DT2, en

comparaison a I’insuline glargine dont les effets sont plus marqués sur la glycémie

plasmatique a jeun [41].

Facteurs environnementaux

- Sédentarité

- Régime riche en graisses/sucres
et pauvre en fruits et légumes

v

A

Balance énergétique positive

Facteurs génétiques

Expansion de la masse grasse

/

Inflammation

AN

AN

Augmentation de la production
mitochondriale d’ERO

e

Stress oxydant

NASH

Dommages tissulaires

| Antioxydants

- Diminution de la captation du glucose par les tissus

Atteinte de la voie de signalisation de I’insuline : I Antioxydants

insulino-sensibles (tissu adipeux & muscles)
- Augmentation de la production hépatique du glucose

Développement de I’insulinorésistance

Atteinte des cellules B-pancréatiques
= diminution de la sécrétion d’insuline

Diabéte de type 2

Figure 6 : Facteurs environnementaux et génétiques favorisant la stéatose et le stress

oxydant et mécanismes impliqués dans I’induction de la NASH, I’insulinorésistance et du

diabéte de type 2 par le stress oxydant [36](avec qlg modifications).
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Tous les macronutriments, lorsqu’ils sont apportés en excés, sont capables d’activer la
production de radicaux libres et, éventuellement, de conduire a un stress oxydant. Les
études expérimentales montrent, cependant, que les acides gras (AG) saturés jouent un role
particulierement délétere a ce niveau, alors que les AG insaturés, et notamment les AG

mono-insatures, comme I’acide oléique, ont un effet beaucoup plus neutre [42].
1.3.3. Antioxydants alimentaires et métabolisme du glucose

Bien qu’une consommation énergétique excessive puisse étre source de stress oxydant,
I’alimentation peut également étre une importante source d’antioxydants naturels. Les
aliments d’origine végétale sont particulierement riches en composés phytochimiques aux
propriétés antioxydantes, comme I’acide ascorbique, les tocophérols, les caroténoides, les

acides phénoliques et les flavonoides.

- Des études réalisées in vitro et chez I’animal, montrent qu’un large spectre
d’antioxydants alimentaires, pris sous forme d’extraits ou en tant qu’aliment, ont des effets
bénéfiques sur le métabolisme du glucose et la prévention du DT2 :

Les polyphénols, comme la quercétine ou I’hespéridine, faisant partie des antioxydants les
plus étudiés, ont donné de nombreux résultats intéressants. Ces composés limitent
I’inflammation due au tumor necrosis factor-a (TNF-a) et améliorent la sensibilité a
I’insuline ;

Le resvératrol, un composé phénolique de la famille des stilbenes, améliore la balance
énergétique et augmente I’activité mitochondriale, tout en protégeant les souris contre
I’obésité et I’IR induits par I’alimentation. Ses effets bénéfiques sur le métabolisme du
glucose ne sont pas simplement dus a ses propriétés antioxydantes, mais également a sa
régulation d’histones déacétylases, comme sirtuine 1 (Sirtl), et donc a son activité de

régulation de I’expression des genes [43, 44].

- Les études chez I’homme sont beaucoup plus rares. Elles utilisent peu souvent le clamp
hyperinsulinémique  euglycémique, technique de  reférence  pour  mesurer
I’insulinosensibilité. Des supplémentations en acide a-lipoique, en vitamine C et en
vitamine E, seules ou en association a d’autres antioxydants, ont été étudiées par cette
technique, et ont pu montrer des effets positifs sur la sensibilité a I’insuline [45]. Ces

résultats positifs doivent, cependant, &tre pondérés par d’autres études moins favorables :

- Yfanti et al. n’ont retrouvé aucun effet complémentaire d’une supplémentation par une

association d’antioxydants, sous forme d’un mélange de vitamines C (500 mg/jour) et E
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(400 Ul/jour), sur ’amélioration de la sensibilité a I’insuline en réponse a un entrainement

en endurance [46];

- Ces observations sont renforcées par celles de Ristow et al., démontrant qu’une
supplémentation par une combinaison de ces mémes vitamines a doses élevées (1 000 mg
et 400 Ul/jour, respectivement) pourrait limiter les bienfaits de I’exercice physique sur la
sensibilité & I’insuline [47].

Quant aux polyphénols, une étude a montré qu’une consommation de cacao, pendant 2

semaines, n’avait aucun impact sur la sensibilité a I’insuline de patients hypertendus [48].

Récemment, les effets métaboliques du resveratrol ont été confirmés chez I’homme, dans
une population de sujets obeses [49]. Dans cette étude, une amélioration de la sensibilité a
I’insuline évaluée par la méthode du Homeostasis model assessment (HOMA) a été
retrouvée. Pour notre part, nous avons pu montrer que des extraits naturels de raisins
rouges, pris pour une durée de 8 semaines a la dose de 2 grammes par jour, permettent de

protéger contre une insulinorésistance induite par une suralimentation en fructose [50].
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Chapitre 11 : Effets protecteurs du lycopene de la tomate
11.1. Tomate et lycopene

Comme la plupart des Iégumes, la tomate est un aliment trés peu énergétique, puisqu’elle
apporte crue environ 22 Kcalories/100 g et cuite 26 Kcalories/100 g (Tableau 1). On dit
qu’elle a une tres basse densité énergétique, ce qui est un ¢lément majeur dans le controle
du poids, puisque pour un poids et un volume élevés grace a sa forte teneur en eau, elle
apporte tres peu de calories, ce qui joue indéniablement un réle favorable dans le
rassasiement. En effet, notre prise alimentaire quantitative correspond & un poids ingéré
fixe [1] .

Tableau 1 : Tomate : composition et nutriments [1] .

Constituant Tomate crue (Teneur /100 g) | Tomate cuite (Teneur /100 g)
Eau (g) 93.5 92.4
Calories (Kcal) 22 26
Protéines (Q) 1.1 1.3
Lipides (g) 0.2 0.2
Glucides (Q) 4.2 4.9
Fibre totales (g) 1.5 0.9
Calcium (mg) 13 15
Sodium (mg) 3 4
Magnésium (mg) 14 12
Potassium (mg) 297 186
Cuivre (mg) 0.1a0.9
Zinc (mg) 13224
Manganése (mg) lalb
Vitamine C (mg 11236 -
Vitamine E (mg) 5a20 -
Vitamine B9 (ug) 20 -

A Tinverse, la tomate comme la plupart des légumes, a une trés bonne densité
nutritionnelle (quantité d’un nutriment non énergétique fourni par 100 Kcalories de cet
aliment). C’est le cas notamment de la vitamine C et de la vitamine E puisqu’elle peut
fournir respectivement pour ces deux vitamines respectivement 50 a 160 mg de vitamine C

pour 100 Kcalories et 22,5 a 90 mg de vitamine E pour 100 Kcalories [1].

C’est aussi une source non négligeable de fibres puisque 100 Kcalories de tomate peuvent
fournir 7 g de fibres, soit le quart des apports nutritionnels conseillés. Elle contient aussi de

nombreux minéraux et oligoéléments et, comme la plupart des fruits et légumes, elle
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apporte beaucoup de potassium dont on connait le réle dans la prévention de 1’élévation de

la pression artérielle [2].

Parmi les phytoconstituants qu’elle contient, il faut retenir les polyphénols et les
caroténoides, en particulier le lycopene. Les polyphénols de la tomate comprennent des
acides phénoliques tels que I’acide férulique, 1’acide chlorogénique, 1’acide caféique et des
flavonoides tels que la quercitine, le kaempferol, la rutine, la naringénine [2].

11.1.1. Description du lycopene de la tomate

Fontaine de Jouvence? Jeunesse éternelle? Les antioxydants peuvent-ils tenir toutes ces
promesses? Surement pas, mais ils valent certainement la peine qu’on s’y intéresse, car
leur effet préventif contre certaines maladies dégénératives chroniques se confirme au fur
et a mesure que la recherche sur le sujet progresse.

Le lycopene, membre de la famille des caroténoides, est le petit dernier de la famille. Le
petit dernier, mais certainement pas le moindre, puisqu’il est 'un des plus puissants

antioxydants naturels connus a ce jour [3-5].

Le lycopéne appartient a la famille des caroténoides non pro-vitaminiques A. C’est le
pigment responsable de la couleur rouge, orange de certains végétaux. Il est synthétisé par
les plantes et des micro-organismes mais pas par ’homme ou les animaux. Il posséde une
structure non cyclique dont la formule moléculaire est C4oHss et de poids moléculaire de
536,85 Da. Sa structure est linéaire et comprend 11 doubles liaisons conjuguées et 2 non

conjuguées [4] (Figure 7).

Figure 7 : Structure du lycopéne [4].

Le lycopéne est un composé lipophile donc insoluble dans 1’eau. Il existe plusieurs
isoméres dont les deux formes majoritaires sont le all-trans et le 5-cis lycopéne. Le all-
trans est la forme majoritaire présente dans les végétaux. Le 5-cis est quant a lui la forme

majoritaire retrouvée dans le plasma et dans certains tissus cibles [6].
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Le lycopéne est présent dans certains fruits et légumes dont les teneurs pour quelques

exemples sont représentées sur les tableaux 2 et 3 [7].

Tableau 2 : Teneur des fruits et Iégumes en lycopéne [7].

Fruits et légumes

Lycopene (ug/ g de matiére fraiche)

Tomate crue 8,7-42,0

Pasteque 23,0-72,0

Papaye 20,0-53,0
Abricot <0,1
Goyave 54,0
Pamplemousse 33.6

Tableau 3 : Teneur en lycopéne de produits issus de la transformation des tomates [7].

Aliments Teneur en lycopéne (mg/100g de matiére fraiche)
Purée de tomate 16.7
Sauce de tomate 15.9
Soupe de tomate 10.9
Jus de tomate 9.3
Tomate cuite 4.4

11.1.2. Absorption, transport du lycopéne

Le lycopéne, une fois ingéré, va étre intégré dans les micelles mixtes et absorbé dans les
entérocytes par diffusion passive mais également via un processus actif. En effet, Moussa
et al ont montré que le récepteur scavenger receptor B1 (SRB1) était impliqué dans
I’absorption du lycopéne par les cellules intestinales humaines mais aussi chez la souris
[8]. Il est ensuite incorporé dans les chylomicrons qui vont gagner le systeme lymphatique
pour étre transportés dans le foie. Le lycopene est ensuite transporté par des lipoprotéines
(VLDL) dans le plasma pour étre redistribué vers les organes utilisateurs et/ou de stockage.
Parmi ces organes, les testicules accumulent une grande quantité de lycopene (Tableau 4).
Récemment, il a été montré que le tissu adipeux est également un organe qui accumule une

grande quantite de lycopene [9].

L’absorption, la distribution, le métabolisme et I’excrétion du lycopene différent beaucoup

selon les substances caroténoides. La plupart des connaissances actuelles dans ce domaine
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dérivent des recherches effectuées avec la bétacaroténe. Les substances caroténoides sont

fortement liées aux macromolécules dans les aliments.

Tableau 4 : Quantité de lycopéne en fonction des tissus [9].

Tissus Moyenne de lycopéne (en nmol/g)
Testicules 4,34-21,36
Foie 1,28-5,72
Prostate 0,8
Glande surrénale 1,9-21,6
Pancréas 0,7
Rein 0,15-0,62
Colon 0,31
Peau 0,42

Plusieurs facteurs inhérents aux substances caroténoides peuvent rendre difficile leur
dissolution dans les gouttelettes de lipide a partir des aliments, dans I’estomac et le
duodénum. Les lipides alimentaires jouent un rdle important dans la dissolution des
substances caroténoides et leur absorption subséquente [10]. Les chylomicrons sont
responsables du transport des substances caroténoides, de la muqueuse intestinale vers le
sang, par le systeme lymphatique. Dans le plasma, les substances caroténoides sont
transportées exclusivement par les lipoprotéines. Le lycopene, substance caroténoide
dominante dans le plasma humain, possede une demi-vie de deux a trois jours dans
I’organisme. Dans le plasma humain, le lycopene est présent sous forme d’un mélange
contenant 50 % de forme cis et 50 % de forme trans [11]. L’isomére cis présente une
meilleure biodisponibilité que le trans, probablement parce qu’il est plus facilement

solubilisé par les sels biliaires et ainsi plus facilement incorporé aux chylomicrons [12].

Le lycopéne naturellement présent dans la tomate sous la forme trans est peu absorbé. De
récentes études ont démontré que la cuisson et la transformation de la tomate induisaient
I’isomérisation du lycopene sous sa forme cis, ce qui augmente sa biodisponibilité. La
biodisponibilité¢ du lycopéne des tomates est augmentée significativement avec une
ingestion concomitante d’huile. L’ingestion de jus de tomate cuit avec de 1’huile provoque
une augmentation de lycopéne sérique de deux a trois fois, tandis que la consommation de
la méme quantité de jus de tomate sans cuisson avec de I’huile ne cause aucune
augmentation [11]. Les fibres alimentaires diminuent la biodisponibilité du lycopéne [13].

L’absorption du lycopéne semble plus importante lorsqu’il est ingéré a petite dose,
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toutefois la présence de béta caroténe augmente son absorption [14]. Le contenu en
lycopéne des aliments constitue un renseignement utile, mais encore faut-il bien connaitre
sa biodisponibilité et son absorption chez I’humain. L’absorption du lycopéne peut étre
affectée par plusieurs facteurs et propriétés des aliments. Parmi ces facteurs, mentionnons
le lien avec d’autres molécules, la quantité de lycopéne ingérée dans un repas, le type
d’aliment dans lequel se trouve le lycopéne, I’ingestion simultanée de fibres alimentaires,
I’interaction du lycopéne avec d’autres substances caroténoides ou nutriments, la présence
de protéines ou de lipides, la grosseur des particules alimentaires et les facteurs génétiques
[12].

La concentration sérique du lycopéne varie de 50 nmol/L a 900 nmol/L. La concentration
chez un individu et une population a I’autre varie beaucoup. La concentration sérique
moyenne d’une population refléte la consommation de tomates ou de produits a base de
tomates [10]. Les déterminants qui influencent la concentration sérique du lycopéne ont été
peu étudiés par rapport a bétacaroténe. Les données limitées suggérent que les
déterminants du lycopene sont différents de ceux de la bétacarotene. Par exemple,
plusieurs études ont rapporté que les fumeurs avaient des concentrations seriques de
bétacaroténe inférieures a celle des non-fumeurs, ce qui ne semble pas étre le cas pour le
lycopene [15]. Par contre, une autre étude indique que 1’exposition du plasma a la fumée
de cigarette méne a une déplétion de plusieurs antioxydants et il semble que ce soit le
lycopéne le plus sensible [10]. D’aprés certaines études, la consommation d’alcool est
inversement associée au taux sérique de bétacarotene [15]. Les femmes ont généralement
une plus grande concentration de plusieurs substances caroténoides, notamment les
caroténes alpha et béta, mais cette relation n’est pas constamment observée avec le
lycopene. Plusieurs études ont suggéré que la concentration de lycopéne est inversement
proportionnelle a 1’age et qu’elle est positivement associée au cholestérol sanguin [15].
Mayne et ses collaborateurs ont trouvé que le taux de cholestérol, 1’état civil et I’apport en
lycopene sont les déterminants les plus importants du taux de lycopene [15]. Comme on le
présumait, I’apport alimentaire est significativement associé a la concentration du lycopéne
dans le plasma. Plusieurs études rapportent une forte association du lycopéne avec le
cholestérol sanguin ce qui est probablement dii au fait que le lycopéne est principalement
transporté dans les lipoproteines de basse densité, celles-ci étant le transporteur principal
du cholestérol [15].
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Dans le sérum et les tissus humains, plus de 50 % du lycopéne se retrouve sous la
configuration cis. Ce changement de structure implique également un changement de
I’activité biologique [12]. Cependant, certains indices laissent croire que 1’isomérisation
peut avoir lieu dans le corps. De fortes concentrations d’isomeéres cis ont été observées
dans le sérum et dans des tissus prostatiques suggérant que 1’isomérisation du lycopéne de
sa forme cis a trans puisse se faire in vivo au niveau des tissus. Il a été récemment
démontré que la concentration du lycopene au niveau du sérum et des tissus de la prostate
était significativement plus basse chez les patients atteints de cancer de la prostate que chez
des patients de méme &ge en santé. Les auteurs suggéraient donc que les patients souffrant
d’un cancer de la prostate ont un trouble d’isomérisation du lycopéne alimentaire, ce qui

diminue son absorption [5].
11.1.3. Métabolisation du lycopéne, ses métabolites

Deux enzymes semblent impliquées dans la métabolisation in vitro et in vivo du lycopene,
la béta-carotene 15,15-monooxygenase 1 (BCMO1) et la béta-carotene 15,15
monooxygenase 2 (BCMQ?2). La contribution relative de chacune et leur activité respective
sur le lycopéne restent cependant a préciser. Ces deux enzymes sont surtout bien connues
pour cliver respectivement de fagcon symétrique et asymétrique le -caroténe, aboutissant a
la formation d’acide rétinoique et d’apo-caroténals [16].

Il existe trés peu de données a ce jour concernant BCMOL et son activité sur le lycopéne
semble tres réduite. 1l a été montré chez E. Coli qu’une expression de BCMO1 (ou de
BCMO2) conduisait a une perte de la coloration du lycopene, suggérant sa dégradation,
mais que ce changement était beaucoup moins important qu’en présence de [-caroténe
[17]. Lindqvist et Andersson ont mit en évidence que cette enzyme catalysait le clivage du
[B-carotene et de la B-cryptoxanthine au niveau de la double liaison centrale 15, 15° mais
que cette activité n’a pas été du tout reproduite avec le lycopéne, remettant ainsi fortement
en cause la contribution de BCMO1. Des études plus approfondies révelent 1’existence
d’une activité catalytique sur le lycopéne par BCMO?2 [18]. Ainsi, Hu et al ont montré
qu’une surexpression de BCMO2 chez le furet permettait la détection de métabolites dont
I’apo 10’ lycopenal et du 13 cis apo 10” lycopenal apres incubation avec le 5-cis lycopéne
mais pas avec le all-trans lycopene [19]. Sur la base de ces resultats, les auteurs ont
proposé une voie métabolique possible du lycopéne (Figure 8). Les résultats sur la
conversion du 5-cis lycopene en apo-lycopénal ont été confirmés in vivo chez le furet, un

animal chez qui le métabolisme des caroténoides est proche de celui de I’Homme.
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Figure 8 : Schéma de la possible voie métabolique du lycopéne [19].

La présence d’autres métabolites, 1’apo-8’-lycopenal et 1’apo-12’-lycopénal, a été
démontrée dans le foie de rat suite a un régime riche en lycopéne [20].

L’identification de ces métabolites a ensuite débouché sur des études portant sur leurs
effets biologiques. Parmi celles ci, I’étude de Lian et Wang a montré que 1’acide apo 10’
lycopénoique permet 1’accumulation du facteur de transcription NF-E2-related factor-2
(Nrf2) dans le noyau de fagon dose et temps dépendants, aboutissant a 1’induction de la
phase Il de détoxification [21]. Ces effets sur Nrf2 suggérent des fonctions
anticarcinogénes de ce métabolite. Précédemment, la méme équipe en 2007 avait mis en
évidence des effets inhibiteurs de ce composé sur la croissance de cellules cancéreuses de
poumon in vitro mais aussi une diminution de la tumorogenése dans un modéle de souris in
vivo [22]. Ces effets sont médiés par une inhibition du cycle cellulaire mais aussi d’une
transactivation du récepteur aux acides rétinoiques (RAR). Enfin, un autre métabolite du
lycopéne, le (E,E,E)-4-methyl-8-0x0-2,4,6-nonatrienal peut induire I’apoptose de cellules
HL- 60 [23].

Ainsi, si la voie de la métabolisation du lycopéne n’est pas encore complétement connue,
ces études ont montré qu’il existait de nombreux métabolites actifs. Ces derniers sont
capables d’influencer plusieurs processus cellulaires et présentent des effets bénéfiques sur

certaines pathologies.
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11.2. Effets bénéfiques du lycopéne sur les maladies du foie et autres pathologie

Les effets bénéfiques du lycopéne ont été rapportés vis-a-vis de plusieurs pathologies,
principalement les maladies du foie (NAFLD), soit par I’intermédiaire d’études

épidémiologiques, soit par I’intermédiaire d’études in vivo et/ou in vitro.
11.2.1. Lycopéne et la stéatose hépatique non alcoolique

Plusieurs études épidémiologiques ont suggéré qu’un régime riche en variété¢ de fruits et
Iégumes, source d’antioxydants, permettait une diminution des maladies du foie (NAFLD)
[24]. Plus précisément, il existe un lien entre une forte consommation de tomates (ou en
produit dérivés de la tomate) et une réduction significative de I’intensité de la stéatose
hépatique non alcoolique [25]. Ces résultats ont servi de base a d’autres études cherchant a
expliquer ce lien. Ainsi, des études in vitro ont permis de mettre en évidence plusieurs
mécanismes. Kim et al ont montré en 2012 que 1’alcool de la tomate riche en lycopéne a
diminué la stéatose hépatique par I’augmentation de la B-oxydation hépatique [25]. Il a
également été montré que le lycopéne du jus de tomate et son accumulation dans le foie
semble avoir un effet protecteur sur la stéatose hépatique induite par un régime

hypercholestérolémique et hyperlipidique chez les rats [26, 27].

D’autres auteurs, ont montré que 1’administration du vinaigre de la tomate a diminu¢ d’une
maniére significative le taux des triglycérides et du cholestérol chez les rats avec un régime
hyperlipidique [28]. Aussi, le vinaigre de la tomate a diminué I’accumulation des
gouttelettes lipidiques hépatiques chez les mémes rats. Ces résultats sont en accord avec

ceux trouveés chez des rats supplémentés par la poudre de tomate [29].

D’autres études sur des modeles cellulaires, ont permis la mise en évidence d’une voie
d’action du lycopéne, ne reposant pas sur son pouvoir anti-oxydant, mais sur sa capacité a
réguler ’expression génique. Ce caroténoide est capable de diminuer 1’expression des
métalloprotéinase 2 et 9 (MMP-2, MMP-9), des protéines jouant un rdle dans la
dissémination métastasique dans un modéle de carcinome hépatique ou encore
d’augmenter 1’expression du gene suppresseur de tumeur Nm23-H1 [30, 31]. Aucune étude

n’a vraiment expliqué les mécanismes mis en cause en relation avec ces effets.
11.2.2. Lycopéne et inflammation

L’impact du lycopéne sur ces pathologies a permis d’élargir le champ d’investigation.
Ainsi, outre sa capacité a réguler un certain nombre de géenes, recemment, des études ont

mis en évidence la capacité du lycopéene a prévenir le phénoméne inflammatoire. Ces effets
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ont été mis en évidence dans plusieurs types cellulaires, aussi bien in vitro [32] qu’in vivo
[33, 34]. Il est intéressant de noter que les macrophages, qui sont des contributeurs majeurs
au processus inflammatoire, voient leurs capacités sécrétoires modulées par ce caroténoide
en condition de stress inflammatoire. En effet, I’augmentation de marqueurs de
I’inflammation comme 1’T1-6 apres une incubation de LPS est diminuée par un traitement

au lycopene [35].

Dans cette méme étude, les auteurs ont démontré que certaines voies de signalisation
majeures de I’inflammation dont NF-kB étaient impliquées dans cet effet. Une autre étude
sur des cellules endothéliales stimulées par du TNF-a. a montré un effet similaire sur la
voie NF-kB [36]. Cette capacité anti inflammatoire a permis d’ouvrir d’autres pistes

explicatives en rapport avec les effets connus du lycopéne.
11.2.3. Effets du lycopéne sur le tissu adipeux

A ce jour, trés peu d’études ont été menées sur I’effet du lycopéne sur le tissu adipeux. Il
s’agit pourtant du caroténoide quantitativement le plus important dans le tissu adipeux
humain [37]. Seules quelques études épidémiologiques évaluant 1’effet de la concentration
en lycopéne dans ce tissu sur différents paramétres ou pathologie ont été décrites dans la
littérature, parmi lesquelles une étude a montré qu’il existait une corrélation inverse entre
la concentration en lycopene et le risque de maladie cardiovasculaire [38]. Récemment, il a
été montré que la quantité de lycopene était associée avec un plus faible tour de taille mais

aussi avec une plus faible masse grasse viscérale et sous cutanée [39].

Ces résultats suggerent que le lycopéne pourrait avoir un impact non négligeable sur le
métabolisme du tissu adipeux. Cependant, toutes ces études n’en sont restées qu’au niveau
de I’observation. Aucune étude n’a vraiment expliqué les mécanismes mis en cause en

relation avec ces effets.
11.2.4. Prévenir les dommages oxydatifs

Plusieurs effets biologiques imputés aux substances caroténoides se rapportent a leurs
capacités de protéger contre les dommages oxydatifs. Tout au long de I’évolution, les
mammiféres ont acquis des mécanismes de défense contre I’oxydation, la plupart étant
génétiqguement  programmeés, comme la  production d’enzymes SOD et
glutathionperoxydase (GPX). Par contre, d’autres mécanismes proviennent de COMpPOSES
alimentaires comme la vitamine C, la vitamine E et le sélénium et probablement de

substances caroténoides [10]. La capacité du lycopene a neutraliser les radicaux libres

33



ETAT DES CONNAISSACES

provenant de I’oxygene moléculaire se fait physiquement et chimiquement. Le transfert de
I’énergie d’excitation de 1’ion d’oxygene vers la molécule de lycopene produit une
molécule d’oxygéne plus stable et une molécule de lycopéne en état d’excitation qui
dissipera son excédent d’énergie sous forme de chaleur. Le lycopene est hautement
hydrophobique et est principalement situé dans les membranes; pour cette raison, les
réactions du lycopene avec les radicaux libres sont probablement limitées a cet endroit,
sauf s’il est associ¢ a des protéines spécifiques, ce qui lui permettrait d’interagir avec le

milieu aqueux [10].
11.2.5. Répartition tissulaire

La capacité du lycopene a neutraliser des radicaux libres est le double de celle de
bétacarotene et elle est de 10 fois supéricure a celle de 1’alpha-tocophérol, ce qui rend sa

présence tres désirable dans la diéte [12].

Les radicaux-oxygene libres et les processus oxydatifs sont impliqués dans la
physiopathologie de plusieurs maladies chroniques. Le lycopéne serait 1'un des
antioxydants les plus puissants parmi toutes les substances caroténoides, lui conférant ainsi
un role dans la prévention des cancers et de 1’athérosclérose en diminuant les dommages
causés par 1’oxydation tant au niveau des lipides et des lipoprotéines que des protéines et
de P’acide désoxyribonucléique (ADN). Il serait également la substance caroténoide
prédominante dans le plasma humain. Le lycopéne étant liposoluble, il se retrouve
généralement a I’intérieur des membranes cellulaires et dans diverses composantes
lipidiques telles que les lipoprotéines de basse densité (LDL) et les lipoprotéines de tres
basse densité (VLDL). Il serait donc logique de penser que son pouvoir de captation des

radicaux libres est optimal dans un environnement lipidique [2].

Ces differentes études expliquent quelques effets bénéfiques du lycopéne sur différents

types cellulaires ou organes, mais les mécanismes expliquant ces effets restent a décryptés.

11.3. Syntheses des travaux sur le mécanisme d’action du lycopene

Les caroténoides sont des antioxydants qui captent et neutralisent 1’0xygene singulet et
radicaux peroxyls par transfert direct de 1’énergie entre ces molécules [40]. Cette énergie
peut étre absorbée dans le milieu sous forme de chaleur ou par autodestruction de la
molécule de caroténoide elle-méme. Pour se faire, leurs concentrations et leurs
orientations, doivent étre appropri€es et spécifiques a I’endroit des radicaux libres ou ils

sont produits [40]. Plusieurs études épidémiologiques ont suggéré, qu’une consommation
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accrue de lycopéne via les produits de tomates, engendre une élévation des taux sériques
en lycopéne. Celle-ci est inversement liée a l'incidence des maladies cardiovasculaires et

cancer de prostate [9, 41, 42].

En ce qui concerne I’effet antioxydant du lycopéne, Il y a un certain nombre d'études in
Vivo qui démontrent un retard du temps de latence de 1’oxydation de LDL, chimiquement
induite dans le sang obtenu des sujets humains alimentés par les produits et extraits de
tomate [43]. Une supplémentation en lycopéne, a des taux de 10, 15, et 30 mg, n’a pas eu
d’effet sur la peroxydation des lipides du sérum ni une protection des LDL encore moins
sur le marqueur MDA. Il s’avére donc, qu’une interaction avec d'autres composés de la
tomate peut se produire. Par exemple, la combinaison synergique du lycopéne, autres
caroténoides et les polyphénols de tomate, qui semble améliorer le statut antioxydant [44].
Beaucoup d'extraits de lycopéne, utilisés dans les études (souvent de tomates), qui peuvent
contenir d’autres composés, ont été comparés a 1’utilisation du lycopéne pur. Le lycopene
donné en supplément chez des femmes post ménopausées n’a pas empéché les dommages

dans I’ADN, méme s’il a diminué les dommages des lymphocytes [45].

Il'y a accord presque universel que le lycopéne est un excellent antioxydant in vitro,
particuliérement face a 1’oxygeéne singulet, et peut étre la meilleure molécule diététique a
cet égard. Il demeure tout de méme une question relative a la concentration optimale qui
peut réellement avoir un impact sur I’incidence des pathologies étudiées. On sait que les
caroténoides, méme s’ils sont présents a forte concentration dans plusieurs aliments, ils ne
sont pas tous absorbés et ne s’accumulent qu’a des concentrations faibles (entre 0.01 et
0.05 micro molle/m/dL) dans le sang et les tissus [46]. Ceci apparait dans une étude, ou il a
été trouvé 11,6 molécules d’a-tocophérol par molécule de LDL, mais seulement 0,9 et 0,5
molécules de lycopéne, et de [ caroténe, respectivement [47]. Il semble donc, peu
probable qu’une molécule de lycopéne dans la particule de LDL aurait un impact sur
I’oxydation de LDL [48]. Bien que le lycopene soit le caroténoide majeur (80%) dans le
sérum et les différents tissus chez I’homme [49], il n’en demeure pas moins que la
concentration en a-tocophérol est bien plus importante que la concentration en lycopéne

dans la prostate humaine [50].

Un autre mécanisme d’action du lycopéne, celui d’induire et de favoriser 1’action des
enzymes de détoxification. Les conclusions des différentes études sont partagées entre des

résultats qui suggerent que le lycopene favorise 1’activité des enzymes hépatiques de la
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phase Il chez le rat [51], et d’autres conclusions sur I’inexistence d’un effet du lycopéne
sur les enzymes de détoxication [52]. Entre autres, le fait de la diminution de 1’absorption
des autres caroténoides, suite au métabolisme préférentiel, il ne faudrait pas perdre de vue

I’effet pro-oxydant a forte dose [53].

Il a été également suggére, que le lycopene peut empécher 1’athérosclérose, en diminuant
I’expression des molécules d’adhérence a la surface de cellules et dans I’intima [54].
Aussi, sur I’effet hypocholestérolémiant du lycopéne, seule une étude humaine a révélé une
diminution du taux de cholestérol sérique en présence de lycopéne [55], une autre étude
n’indiquait aucun effet sur les LDL et HDL cholestérol du sérum [56]. En conclusion, il y a
peu d’évidence in vivo pour affirmer que le lycopéne diminue les risques de maladie
cardiovasculaire en améliorant le profil du cholestérol dans le sérum. 1l ne faudrait pas
perdre de vue, ’effet dose, car il y a risque de saturation des mécanismes absorbants. Cet

état de fait, peut avoir une implication pour les épreuves cliniques.
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DEUXIEME PARTIE : PARTIE EXPERIMENTALE

Chapitre 111 : Mateériel et méthodes
111.1. Modéle animal et régime alimentaire
111.1.1. Introduction

Certaines études laissent supposer que si I’incidence de la stéatohépatite non alcoolique
(NASH : non alcoholic steatohepatitis) a augmenté au cours des derniéres années,
parallélement a 1’obésité et au diabete de type II, cela est dii @ un changement de mceurs.
En effet, avec la «modernisation» et la sédentarisation, I’homme a changé son mode de vie
et d’alimentation. Il est devenu moins actif et a changé son alimentation riche en fruits et
en légumes par une alimentation riche (trop) en lipides. Cela est appuyé par une étude
menée sur I’alimentation de patients atteints de NASH (régime hyperlipidique riche en

acides gras saturés (AGS)) [1].

A ce jour, I’étude de la NASH, que se soit au niveau des mécanismes de mise en place ou
une fois la pathologie bien établie, reste relativement limitée de par la difficulté de
détection de la maladie, méme si d’énormes progres ont été réalisés au cours des derniéres
années, et par un manque de modeles d’étude. Il est trés difficile de se procurer du tissu
hépatique frais humain en quantité suffisante pour réaliser des études approfondies. Les
mode¢les animaux, et notamment murins, nous permettent donc d’avancer dans 1’étude de la
NASH. Cependant, beaucoup sont des modeles de la pathologie une fois celle-ci établie,
mais peu, permet une étude de la pathogenése de la NASH et donc des modifications
impliquées dans le développement de celle-ci. Plusieurs équipes ont travaillé sur des
régimes alimentaires enrichis en lipides de durées plus ou moins longues. Certains régimes
induisent une stéatose sans autres complications, d’autres une NASH mais développent
simultanément les autres caractéristiques du syndrome métabolique qui sont une obésité

abdominale, une hyperlipidémie, une insulino-résistance etc.

Le premier objectif de cette étude a été de mettre au point un régime alimentaire enrichi en
lipides saturés et en cholestérol, dans le but d’induire une NASH « physiologique » chez
les souris BALB/C. Pour cela, deux types d’huiles ont été utilisées. L huile de coco (86%
AGS) et du cholestérol a 96% (produit par Alfa Aesar GMBH Allemagne).
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Le deuxiéme objectif était d’étudier le réle de la poudre de pelure de tomate (PPT) dans la
modulation de I’homéostasie lipido-glucidique, 1’amélioration de la sensibilité a 1’insuline

et la prévention de la stéatose.
111.1.2. Composition des régimes alimentaires

La NASH a été induite par un régime riche en acides gras saturés et en cholestérol. Ce
régime a été déja validé chez ’homme I’équipe de Musso [1]. Pour cela, nous avons

élaboré quatre régimes alimentaires (Tableau 5).

Tableau 5: Composition, valeurs nutritionnelle et énergétique des différents régimes

alimentaires (% matiére séche)

Régime alimentaire
Contents (g / 1009)
Ctrl' | HSF/HC? | HSF/HC + TP1® | HSF/HC + TP2*

Poudre de lait dégraissée 46.5 46.6 42.3 38.8
Amidon de mais 28.2 27.0 24.5 22.5
Huile de tournesol 15.0 5.2 4.7 4.3
Huile de Coprah 0 9.7 8.8 8.1
Cholestérol 0 1.2 11 1.0
Minéraux ° 4.0 4.0 3.6 3.3
Vitamines ° 1.0 1.0 0.9 0.8
Fibres (agar) 5.0 5.0 4.6 4.2
DL-Méthionine 0.3 0.3 0.3 0.3
Poudre de pelures de tomate (PPT) ’ 0 0 9.1 16.7
Valeur énergétique (Kcal / 100 g) 419.2 427.0 388.1 355.7

Dctrl: Régime controle

@HSF/HC: Régime Hyperlipidique/Hypercholestérolémique
®HSF/HC + TP1: Régime riche en lipides saturés et en cholestérol supplémenté avec 9.1% PPT

“WHSF/HC + TP2: Régime riche en lipides saturés et en cholestérol supplémenté avec 16.7% PPT

®par kg: Ca, 13.5 g; P, 9.5 g; Mg, 3.5 mg; K, 9.8 g; Na, 3.35 g; Fe, 154 mg; Al, 27.0 mg; Cu, 10.3 mg; Mn,
80 mg; Co, 2.0 mg; I, 1.0 mg; Zn, 75.7 mg.
©par kg: vitamine A, 57200 IU; vitamine D3, 8135 IU; vitamin E, 236 mg; vitamin K3, 2.6 mg; inasitole,
8.3 g; vitamin B1, 74.8 mg; vitamin B2, 45.0 mg; vitamin C, 150 mg; , vitamin B6, 18.1 mg; vitamin
B12,150 mg; biotine, 242 mg; niacine, 207.4 mg; choline,0.55 g; acide folique,4.5 mg.
(Sachant que notre poudre de pelure de tomate (PPT) contient en moyen 0.5 mg lycopéne /g de poudre de
pelures de tomate, les régimes supplémentés avec le poudre de pelures de tomate fournissent 46 et 84 mg de
lycopéne/ Kg d’aliment pour le régime HL/HC TP1 et le régime HL/HC TP2 respectivement [2, 3].
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Les pelures de tomate fraiches sont séparées de la pulpe et des graines, pour étre emballées
dans des sachets alimentaires et placer au congélateur (-18° C). Par la suite nous avons
procédé a la lyophilisation des pelures de tomate dans un lyophilisateur (type Croyodos
avec une pression du vide de 0.33 mbar et une température de - 49°C). Les pelures de
tomate sont immédiatement broyées dans un mixeur, solubilisées dans I’huile de tournesol

et enfin stockées dans des flacons aseptiques hermétiquement fermés a 4°C [4].

La confection des régimes hyperlipidiques consiste en une solubilisation du cholestérol (a
96% produit par Alfa Aesar GMBH Allemagne), dans de I’huile de tournesol (a 1.25% ou
1.25 g de cholestérol/100 g d’aliment, ce qui fait 12.5 g de cholestérol/Kg d’aliment) [5],
ensuite le tout est mélangé avec 1’huile de coprah. Ainsi, les autres ingrédients (Tableau 5)
sont mixés dans un broyeur pendant 30 minutes, avant d’étre mélangés avec la PPT et le

cholestérol (Figure 9).

Les régimes (HSF/HC) ont été préparés en substituant 2/3 de I’huile de tournesol par
I’huile de coprah (9.7, 8.8, et 8.1 g/100 g pour les régimes HSF/HC, HSF/HC TP1, et
HSF/HC TP2, respectivement) et par le cholestérol (1.2, 1.1 et 1.0 g/100 g pour les régimes
HSF/HC, HSF/HC TP1, et HSF/HC TP2, respectivement). Les diétes préparées sont
stockées & 4°C.

Figure 9 : Régimes expérimentaux : (a) Régime Ctrl, (b) Régime HSF/HC, (c) Régime
HSF/HC TP1, (d) Régime HSF/HC TP2, préparés au niveau des laboratoires de
département technologie alimentaire, université de Boumerdes, Algérie.
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111.1.3. Animaux et conditions d’élevage

Ces travaux ont été réalisés sur la souche de souris BALB/c (18 + 2 ), agées de huit
semaines et élevées dans 1’animalerie de laboratoires CRD-Saidal (Elharrach, Algérie) a
partir de géniteurs provenant de la société Charles Rivers France. Afin d’éviter la
variabilité inter sexe, nous n’avons utilisé que des souris males. Les souris sont séparés en
4 lots expérimentaux et stabulés en cage polystyréne thermoformée, en accord avec les
standards accrédités par les laboratoires Charles Rivers (Les Oncins, France), dans une
piece éclairée 12/24. La température est controlée a 21 + 1 °C avec une humidité relative

de 60 %. Les animaux ont accés a volonté a la nourriture et a 1’eau.

Les souris (8 semaines d’age avec une semaine d’adaptation sur le régime contrdle) sont
mises sur un régime contrdle (Ctrl), un régime riche en lipides saturés et en cholestérol
(HSF/HC) ou un régime (HSF/HC) supplémenté par la poudre de poudre de pelures de
tomates (PPT) (HSF/HC TP) pour une durée de 12 semaines.

Ainsi, 4 groupes de souris sont constitués pour chaque durée de mise sur régime :

1) Régime controle avec 15 % d’huile de tournesol (Ctrl; n = 7 & 10), 2) Régime
hyperlipidique/hypercholestérolémique avec 5 % de I’huile de coprah et 1.25 % de
cholestérol (HSF/HC: n = 7 a 10), 3) Régime hyperlipidique/hypercholestérolémique
supplémenté avec 9% de poudre de pelures de tomate (HSF/HC TP1 ; n = 7 a 10), 4)
Régime hyperlipidique/hypercholestérolémique supplémenté avec 17% de poudre de
pelures de tomate (HSF/HC TP2 ; n =7 a 10).

111.1.4. Problemes rencontrés

Plusieurs problémes ont été rencontrés au cours de cette étude, notamment au niveau de la
préparation et de la stabilité des régimes, mais également vis-a-vis de I’appétence de ces
aliments pour les souris. Le premier probleme auquel nous nous sommes heurtés a été la
température de liquéfaction de notre huile de coco (23°C). Au dessus de cette température
I’huile devenait liquide et les granules se répandaient dans la cage. Nous avons donc du
réaliser toute notre étude a une température de 22-23°C.

Le deuxiéme probléme rencontré se situait au niveau de 1’état de conservation de la
nourriture une fois déposée dans la cage, en particulier pour le régime enrichi en lipides.
Nous avons remarqué une oxydation des lipides aprés deux jours passés dans les cages

avec dégagement d’une odeur apre ayant pour conséquence une diminution de la prise
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alimentaire de nos souris. Pour pallier a tout cela, nos deux régimes étaient préparés
chaque début de semaine, emballés dans des boites hermétiquement fermés, et congelés
afin d’avoir une forme, une taille et une texture dure identique a celles du contréle. Les

aliments étaient changés tous les jours a 18h juste avant I’extinction des lumigres.

Enfin, le dernier probléme auquel nous avons du faire face a été un refus de s’alimenter de
la part des rats lorsqu’on ne leur présentait que le régime enrichi en lipides. En effet, nous
avons constaté la nécessité de maintenir une certaine quantité de granules standards dans
nos cages, en plus de nos granules enrichies en lipides, sans quoi les souris ne se
nourrissaient pas. Cependant nous avons observé une préférence croissante de nos animaux
envers les régimes enrichis durant les 12 semaines de 1’étude. Pour chaque groupe, la

quantité de chaque régime ingéreé est calculée par une pesée quotidienne de la nourriture.

L’évolution du poids corporel et la prise alimentaire des souris est relevée chaque semaine
pendant 12 semaines. Le gain du poids (en gramme) est calculé par la différence entre le
poids final (a 12 semaines) et le poids initial. La prise journaliére alimentaire (en gramme)
est calculée par la différence entre I’aliment non consommé et la quantité donnée au cours
de la méme semaine divisée par le nombre de jours et le nombre des souris par lot, Les

résultats sont exprimés en grammes par jour et par rat (g/j/rat).

I11.2. Les analyses biologiques
111.2.1. Evaluation de la résistance a I’insuline

Nous avons induit une stéatose hépatique non alcoolique chez les souris en leurs
administrant un régime riche en lipides et en cholestérol (1.25 %). Nous avons validé ce
régime en mesurant un des marqueurs biologiques de la stéatose hépatique non alcoolique
(Test oral de tolérance au glucose (O GTT), test de sensibilité a I’insuline (IST)) dans les
quatre lots (Ctrl, HSF/HC, HSF/HC TP1 et HSF/HC TP2).

Pour cela, des prélevements de sang sont effectués a partir de la queue des souris apres 4, 8

et 12 semaines de mise sur les régimes expérimentaux.
111.2.1.1. Test oral de tolérance au glucose (O GTT)

Les souris sont mises a jeun la veille pendant toute la nuit (environs 15 h de jelne). Il se
fait en changeant les cages des souris, le retrait de la nourriture et en laissant I’acces a I’eau
libre. Ensuite une solution de glucose (0.2 g D-glucose/ml) est administrée par gavage oral

(2 mg glucose/ g du poids corporel) (a I’aide d’une seringue graduée de 1 ml munie d’une
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canule) au milieu de la phase nocturne du cycle circadien des souris, pour une solution de
glucose a 2 g de glucose /10 ml d’eau, si on a une souris de 20 g et a raison de 2 mg
glucose /g souris, on préparera une seringue avec 0,2 ml a donner par gavage. Le test est
effectué dans un endroit calme sans bruit pour ne pas stresser les souris et fausser les

résultats de la glycémie.

La glycémie est mesurée a I’aide d’un glucométre (Accu-Chek, Roche Diagnostics,
Germany) avant gavage du glucose a 0 mn et aprés le gavage, a 15 min, 30 min, 60 min,
90 min et 120 min [6, 7].

111.2.1.2. Test de sensibilité a I’insuline (IST)

Les souris sont mises a jeun pendant quatre heures. Il se fait en changeant les cages des
souris, le retrait de la nourriture et en laissant 1’accés a ’eau libre. Ensuite une solution
d’insuline (0.05 Ul /ml) est injectée par voie intrapéritonéale (0,5 pU d’insuline/g du
poids corporel) au milieu de la phase nocturne du cycle circadien des souris. Pour une
solution d’insuline a 5 pU /10 ml, si on a une souris de 20 g et a raison de 0,5 pU /g
souris, on préparera une seringue avec 0,2 ml a injecter par voie intrapéritonéale. Le test
est effectué dans un endroit calme sans bruit pour ne pas stresser les souris et fausser les

résultats de la glycémie.

La glycémie est mesurée a 1’aide d’un glucométre (Accu-Chek, Roche Diagnostics,
Germany) avant injection de I’insuline a 0 mn et aprés injection, & 15 min, 30 min, 60
min, 90 min et 120 min [6, 7].

111.2.2. Sacrifice et prélévements biologiques

A la fin de la durée de temps fixée, les souris sont mises & jeun pendant 12 h puis
anesthésiées par inhalation (a 1’éther) et sacrifiées. La technique de prélévement du sang se
fait par ponction du sinus rétro- orbitale en utilisant des micro-hématocrites. Le sang est
récupéré dans des tubes héparines, apres centrifugation (1200 g, 50 min a 4 °C) le plasma
est récupéré dans des tubes eppendorf (a raison de 100 pL/tube) et conservéa -80°C jusqu’a
I’analyse biochimique. Le foie et le tissue adipeux sont prélevés immédiatement, laves
dans une solution de NaCl 9 %o et pesés. Le foie est enveloppé dans du papier aluminium
puis plongé dans 1’azote liquide puis conservé a - 80 °C. Deux fragments du foie (du lobe
droit du foie pour toutes les souris) sont fixés dans une solution tampon neutre

(Formaldéhyde a 4% (p/v), tampon phosphate 0.1M, pH 7.2) pour 1’étude histologique.
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111.2.3. Analyses et dosages sériques

Le dosage de I’insuline est réalisé par la technique Elisa (BioLis, Boeki Machinery, Tokyo,
Japan). La concentration du glucose, des triglycérides (Tg), du cholestérol total (total-C),
des lipoprotéines high-density cholestérol (HDL-C), des lipoprotéines low-density
cholestérol (LDL-C) et des acides gras non estérifiés (AGNE) a été mesurée par méthode
colorimétrique et enzymatique sur automate (Col. automate BioLis 24i, Boeki Machinery,

Tokyo, Japan).

La méthode d’évaluation du modele d’homéostasie de la résistance a 1’insuline (HOMA-
IR) a été utilisée pour évaluer la sensibilité a 1’insuline (Taux d’insuline & jeun (uU/ml) x

glycémie a jeun (mmol /L)/22.5) [8].
111.2.4. Dosage des marqueurs hépatiques

Le dosage de I’alanine aminotransférase (ALAT), aspartate aminotransférase (ASAT) et de
la phosphatase alkaline (ALP) est réalisé par une méthode enzymatique sur automate
(BioLis, Boeki Machinery, Tokyo, Japan). Le rapport ALAT/ASAT refléte la cytolyse

hépatocytaire.

111.2.5. Marqueurs de peroxydation lipidique (Mesure des TBARS) (Thiols Barbituric
Acide Reactive Species)

Limites et intérét de la méthode : Malgré sa non-spécificité, 1’utilisation de la réactivité du
malondialdéhyde avec [’acide thiobarbiturique reste encore aujourd’hui un des tests
«classiques» dans 1’évaluation du stress oxydant. Si le dosage des TBARS présente
d’excellentes qualités sur le plan de la sensibilité, et si sa mise en ceuvre est simple, son
absence de spécificité analytique liée a la fois aux interférences de cette méthode et aux
conditions drastiques nécessaires a la formation du dérivé MDA-(TBA), coloré, limite
cependant son intérét. Cependant a ce jour, ce marqueur reste le plus utilisé pour
déterminer le stress oxydant et la détermination des TBARS reste un test donnant un
résultat global, permettant une premiére approche de la lipoperoxidation et du stress

oxydant.

Dans notre travail, cette analyse est realisee sur le plasma. Pour cela, 0.5 ml du plasma est
combiné avec 2 ml d’un mélange (2/1 v:v) d’acide thiobarbiturique (TBA 0.67%) (Acide 2-
Thiobarbiturique 4.6-Dihydroxypyrimidine 2-thiol ; Pureté: 98% ; C4Hi;N,0,S; FW: 144.1;
Produit : Sigma USA) et d’acide trichloroacétique (TCA 30%) en présence d du butylated
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hydroxytoluene (BHT a 0.25%). Apres agitation (vortexer vigoureusement pendant 2min),
le mélange est incubé au bain marie a 95°C pendant 1 heure. Durant cette étape, les
fonctions aldéhydiques du dialdéhyde malonique (MDA) sont libérées par 1’hydrolyse
acide a 95°C. Elles réagissent avec le TBA en formant un complexe coloré en rose (MDA-
TBA). Pour arréter la réaction, les tubes sont placés dans la glace. Le complexe ainsi formé
est extrait par le butanol pendant 2 minutes. Aprés centrifugation, la quantification du
complexe est effectuée sur un spectrophotométre UV-Vis (Shimadzu Spectrophotometer
1880, Tokyo, Japan) a une longueur d’onde d’excitation de 535 nm. TBARS est quantifié
en utilisant le coefficient d’extinction (Eszs = 1.53 X 10° m? Cm'l) et la concentration est

exprimée en nmol de malondialdéhyde par ml plasma [9].

111.2.6. Extraction et dosage du lycopéne sérique

Le lycopéne sérique est extrait et analysé par HPLC selon Froescheis [10]. A cet effet, 0.8
ml d’eau pur, 1.6 ml éthanol, 3.2 ml d’hexane (0.025% BHT) sont mélangés a 0.8 ml du
plasma. Le mélange ainsi obtenu est passé au vortex pendant 2 mn a une vitesse rapide
suivi d’une centrifugation, a 1800 tr/mn, a température ambiante, pendant 10mn. La phase
hexanique est transférée dans un erlenmeyer, la phase aqueuse est extraite une deuxiéme
fois par 3.2 ml d’hexane comme mentionné précédemment. Les phases hexaniques sont
évaporées a sec sous azote a 30 °C. Le résidu sec est repris dans 3 x 300 ul hexane—CH,Cl,
(1:1, v/v), aprés évaporation a sec sous azote, le résidu est récupéré dans 250 pl du
méthanol-acétonitrile (1:1, v/v). L’extrait du lycopéne sérique est injecté manuellement
dans le chromatographe liquide a haute pression (HPLC) (Alliance 2695 Waters
Corporation, Milford, MI, USA) équipé avec un mod. 2996 photodiode détecteur array
(Waters) et une colonne (5 um C18 Vydac 201TP54 (250x 18 4.6mm, i.d; Esperia, CA,
USA). La phase mobile est constituée du mélange méthanol- acétonitrile (1:1, v/v) avec un
débit de 1 mL/min. Le lycopéne est identifié¢ a une longueur d’onde de 472nm et quantifié
par Empower workstation (Waters Corporation) en comparaison avec un étalon externe

(LycoMato : 0 & 1.5 e mg/ml) préparé et analysé dans les mémes conditions.
111.2.7. Etude histologique du foie

Cette partie est réalisée au niveau du laboratoire de Biopathologie et génétique de 1’Institut
Pasteur Algérie (IPA).
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111.2.7.1. Préparation du tissu hépatique

Les coupes des tissus hépatiques examinées par microscope optique sont le fruit de
procédures techniques qui requiérent plusieurs étapes successives : fixation, inclusion,

coupe, coloration, montage.

La fixation est utilisée pour la conservation des structures et le durcissement des pieces.
Elle est réalisée immédiatement aprés le prélevement, par immersion des fragments du foie
dans un grand volume d’une solution tampon neutre (Formaldéhyde a 4% (p/v), tampon
phosphate 0.1M, pH 7.2) pendant un mois. L inclusion permet la réalisation de coupes
fines et réguli¢res. Le milieu d’inclusion utilisé est la paraffine. Comme la paraffine est
hydrophobe, les fragments du foie sont deshydratés (par immersion dans des bains
d’éthanol de degré croissant (Alcool 75° : 1 bain de 20 a 30 mn, alcool 90° : 2 bains de 20
a 30 mn, alcool 100° : 3 bains de 20 a 30 mn) puis dans des bains de toluéne) avant d’étre
coulé dans un moule contenant de la paraffine fondue par chauffage et devenue liquide, qui
infiltre alors toute la piéce (deux bains de paraffine de deux heures chacun). Apres
refroidissement, on se trouve en présence d’un bloc de paraffine, dur, a I’intérieur duquel
le foie est inclus. Les coupes du bloc de paraffine sont faites avec un microtome permettant
de réaliser des tranches de section (coupes) de 2 a 5 um d’épaisseur. Les coupes (4 um
d’épaisseur) sont recueillies sur des lames de verre. Les colorations réalisées sur lames,
accentuent les contrastes pour mieux reconnaitre les différents eléments des tissus
hépatiques. Comme les colorants sont en solution aqueuse, les coupes sont rehydratées.
Celle-ci est effectuée apres déparaffinage des coupes (par la chaleur et des bains de xyléne)
en immergeant les lames dans des bains d’alcool de degré décroissant puis dans 1’eau
distillée. La coloration histologique est effectuée par 1’Hématéine-Eosine (H.E.) qui
associe 1’hématéine qui colore les noyaux en violet et 1’éosine les cytoplasmes en rose.
Aprés avoir subi une déshydratation, les coupes colorées sont montées entre lame et
lamelle avec une résine synthétique dont I’indice de réfraction est voisin de celui du verre.
On dispose alors d’une « préparation microscopique » (simplement appelée « lame » dans

le langage courant) préte a étre observée au microscope optique (Axioscope, Germany).

La NASH est caractérisée par la présence d’une stéatose macrovésiculaire > 5% dans des
hépatocytes. La définition histologique de la NASH est basée sur une combinaison de trois
lésions (stéatose, inflammation, ballonisation) dans une distribution topographique

caractéristique (principalement centrolobulaire) [11].
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Les lésions de la gravité de la NASH (stéatose, inflammation lobulaire et portale et la
ballonisation hépatocellulaire) étaient évaluées de fagcon semi-quantitative. Le score Brunt
[12] représente la somme de valeurs attribuées: stéatose (0-3), inflammation lobulaire (0-3)

et la ballonisation (0-2); allant donc de 0 a 8.
111.2.8. Analyses statistiques

Les données sont analysées par ANOVA, en utilisant le modéle général linéaire (GLM)
pour the outcomes at the endpoint, la procédure MIXED de SAS pour traiter des données
répétées (BWG, OGTT, IST). Le traitement du groupe est considéré comme un effet fixe
pour le GLM. Le temps, le traitement de groupe et 1’intégration entre ces deux facteurs
sont considérés comme des effets fixes pour le modele mixte. Les résultats du tableau 2
sont présentés sous forme de moyenne + I’erreur type de la moyenne (SEM). L’analyse
statistique est réalisée par le logiciel SAS (version 9.3, SAS Institute Inc., Cary, NC). Les
moyennes des différents groupes sont comparées post-hoc en utilisant le test de Tukey-
Kramer. Les différences sont considérées comme significatives lorsque le niveau d’erreur
est inférieur a5 % (p < 0,05).
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RESULTATS ET DISSCUSSION

Chapitre 1V : Résultats et discussion

IV.1. Effet de la supplémentation en poudre de pelures de tomate sur la prise

alimentaire, poids des souris, poids du foie et du tissu adipeux

Les quatre groupes de souris présentent une augmentation de leur prise alimentaire au
cours des trois premieres semaines de régime. A partir de la quatrieme semaine on observe
que les souris contréles stabilisent leur prise alimentaire a environ 3.0 g/j/souris alors que
les groupes HSF/HC, HSF/HC TP1, HSF/HC TP2, présentent une diminution
significative de la quantité de nourriture ingérée qui va se stabiliser a environ 2.5 g/j/souris

et rester stable jusqu’a la fin de 1’élevage (Tableau 6).

Tableau 6: Caractéristiques physiologiques des souris supplémentées par les différents
régimes expérimentaux aprés 12 semaines d’élevage.

Ctrl HSF/HC HSF/HC + TP1 | HSF/HC + TP2 | P-value
N (final/initiale) 7/10 7/10 7/10 7110 -
Prise alimentaire | 3 4 ¢ 32 25+0.1° 25+0.1° 26+0.1° <0.001
(g/jour/souris)

Poids final (g) 324+1.0° 43.0 + 2.0° 42.3+05° 37.9+2.2% <0.001
Gain du poids (g) | 10.7+0. 9" 21.0+2.0° 19.9 0.7 15.4 +1.9% <0.001
Poids du foie (g) | 1.8+0.3" 2.7+0.4° 2.4+03% 2.1+04° 0.001

IHS 0.06 £ 0.004 0.06 £ 0.002 0.06 £ 0.002 0.05 £ 0.003 0.290
Poids du tissu
adipeux (g)/ 0.04 +0.003" | 0.06 + 0.003° 0.04 + 0.002° 0.04 + 0.003" <0.001
poids corporel ()

Les résultats obtenus sont présentés sous forme de moyenne + SEM (I’erreur type de la moyenne),
n=7. Les valeurs de la méme ligne avec des lettres différentes sont significativement différentes.
Les différences sont considérées comme significatives lorsque le niveau d’erreur est inférieur a 5
% (p < 0,05).

IHS : Indice hépato-somatique.

Nous pouvons supposer qu’en conditions « normales », la prise alimentaire des groupes

HSF/HC serait restée stable aux environs de 3.0 g/j/souris. Il faut tout de méme remarquer
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que la prise alimentaire des souris Ctrl est significativement supérieure a celle des souris

du groupe HSF/HC au cours des 4 dernieres semaines (p<0,001).

De maniere générale, lorsque l'on compare les évolutions des prises alimentaires de
chaque groupe, il apparait que les souris du groupe contréle ont une prise alimentaire

superieure aux souris recevant un régime enrichi en lipides.

Nous avons ensuite étudi€ les conséquences du régime HSF/HC sur I’organisme des souris.
Un suivi de la masse corporelle des quatre groupes de souris a donc été effectué au cours
des 12 semaines de régime. Au début de I’étude, les souris (méme age et méme masse
corporelle) sont réparties aléatoirement en quatre groupes, recevant chacun un régime

alimentaire différent.

Au terme des 12 semaines de régime, les souris ont pris entre 32 et 42 g. D’aprés les
résultats obtenus, la masse moyenne des quatre groupes de souris est significativement
différente. On constate une forte augmentation du poids des souris du groupe HSF/HC
(43.0 £ 2.0 g), ce qui correspond a une augmentation de 96 % en comparaison avec les
souris du groupe Ctrl (32.4 + 1.0 g). A noter tout de méme, une tendance non significative,
a I’augmentation chez les souris ayant recu le régime enrichi en PPT. Cependant, il
apparait clairement que le régime HSF/HC induit une augmentation significative du poids
corporel des souris a partir de la huitieme semaine (31,1 + 2,5 g pour le groupe Ctrl contre
38,8 + 4,6 g pour le groupe HSF/HC). Toutefois, le régime HSF/HC avec 9 % de poudre
de pelures de tomate (PPT) n’a pas d’effet significatif sur le gain du poids apres douze
semaines de supplémentation. Par contre, le régime HSF/HC avec 17% de PPT induit une
réduction significative du poids corporel des souris en comparaison avec le groupe Ctrl et
le groupe HSF/HC (15.4 £ 1,9 g pour le groupe HSF/HC TP2 contre 21,0 £ 2,0 g pour le
groupe HSF/HC), cela peut étre expliquer par I’effet de la densité du régime.

Lors de I’expérimentation, différents organes ont été préleves et pesés. Les masses du foie,

du tissu adipeux sont évaluées et exprimées par gramme de masse corporelle.

Une augmentation significative de la masse du tissu adipeux est observée chez le groupe
HSF/HC en comparaison aux souris contréles (2,7 = 0,3 g contre 1,4 + 0,1 g dans le Ctrl,
(p<0,05). Les régimes enrichis en lipides et en cholestérol entrainent donc une
augmentation de la masse des tissus de stockage des lipides chez les souris HSF/HC. Par
contre, la supplémentation des souris avec 9 % et 17 % de PPT réduit significativement le
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poids moyen du tissu adipeux (1.7 £ 0.1 g and 1.4 £ 0.1 g pour le groupe HSF/HC TP1 et
HSF/HC TP2, respectivement).

En général, lorsqu’une masse adipeuse est augmentée en raison d’une accumulation de
lipides, cela est di soit a une augmentation du nombre de cellule (hyperplasie) soit a une
augmentation de la taille des cellules (hypertrophie), soit les deux. Dans cette étude,
I’augmentation du tissu adipeux des souris recevant un régime enrichi en huile de coprah et
en cholestérol est due, au moins en partie, a une hypertrophie des adipocytes. Cela est en
accord avec une étude menée sur trois especes différentes, et qui a montré qu’une

augmentation du tissu adipeux est due a une hypertrophie chez le rat et le hamster [1].

Le poids du foie des souris du groupe HL/HC est supérieur a celui des souris du groupe
Ctrl (> 28%) et du groupe HSF/HC TP2 (> 29%). Cependant, le régime HSF/HC et la
supplémentation avec la PPT n’ont pas d’effet significatif sur I’indice hépatosomatique

(IHS, rapport du poids du foie au poids corporel) pour les souris des quatre groupes.

Ces modifications de répartition tissulaire en réponse a une alimentation enrichie en lipides
ne sont pas surprenantes et sont en accord avec des études antérieures. En effet, il a été
démontré une réaction immédiate des rongeurs en réponse a une alimentation enrichie en
lipides, qui se traduit par une augmentation de I’ingestion calorique, de la dépense
énergétique et de la répartition tissulaire [2, 3]. De nombreuses autres études ont également
décrit une augmentation du tissu adipeux blanc de leurs animaux en réponse a un régime
supplémenté avec diverses huiles (huile de coco, huile d’olive etc.) [4]. Cette augmentation
du stockage des lipides a été associ¢e a une augmentation des capacités d’exportation des
lipides hépatiques vers le tissu adipeux. En effet, une étude menéee avec des rongeurs
nourris avec un régime contenant 20% d’huile de coco montre une augmentation des
VLDL et des LDL de 44% chez la souris, cela est accompagné par une augmentation des

Apo E et B au niveau plasmatique [5].
IV.2. Effet de la supplémentation en PPT sur la teneur en lycopéne sérique

Le dosage du lycopéne sérique par HPLC apres douze semaines d’¢levage montre que la
supplémentation par la PPT augmente la teneur en lycopéne chez les souris (0.01 = 0.003
pg/mL et 0.03 = 0.006 pg/mL pour le groupe HSF/HC TPl et HSF/HC TP2,

respectivement) (Figure 10), d’une fagon dose-dépendante.
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Figure 10: Teneur en lycopéne sérique des souris aprés 12 semaines d’élevage. Les

résultats obtenus sont présentés sous forme de moyenne + SEM, n=10/groupe.

Les valeurs trouvées sont faibles compte tenu de la quantité de PPT ingérée par les souris
(9 % et 17 % de PPT, pour le groupe HSF/HC TP1 et HSF/HC TP2, respectivement).
Cependant, I’analyse montre que la teneur en lycopéne sérique des groupes Ctrl et HSF/HC

est inférieure a la limite de détection de I’'HPLC (0.3 ng /ml).

IV.3. Effet de la supplémentation en PPT sur la tolérance au glucose (OGTT) et la

sensibilité a I’insuline (IST)

Ces tests sont réalisés par I’administration de différentes doses du glucose par voie orale
chaque mois pendant trois mois pour les souris des quatre groupes (Ctrl, HSF/HC,
HSF/HC TP1 avec 46 mg de lycopene/ 100 g d’aliment et le groupe HSF/HC TP2 avec 84
mg de lycopéne/ 100 g d’aliment).

Pour cela la glycémie est mesurée a différents intervalles sur 120 mn. Les résultats
montrent une augmentation de la glycémie aprés 15 mn a la quatrieme, huitiéme et la
douziéme semaine pour les souris des quatre groupes (Figure 11). En revanche, apres la
quatrieme semaine, cette augmentation est significativement plus importante chez les
souris des groupes Ctrl et HSF/HC que les souris supplémentées par la poudre des pelures
de tomate (HSF/HC TP1 et HSF/HC TP2), mais aucune différence significative n’est
observée entre les souris Ctrl et HSF/HC a différents temps de 1’analyse.
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Apreés huit semaines d’élevage, les résultats du taux du glucose plasmatique a 15 mn
montrent qu’il n’y a pas une différence significative entre les souris HSF/HC et les souris

supplémentées par la PPT.
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Figure 11 : Impact des différents régimes sur ’OGTT des souris aprés 12 semaines

d’¢élevage. Les résultats obtenus sont présentés sous forme de moyenne + SEM, n=10/groupe.

L’abaissement de la glycémie au cours du temps est faible chez les souris Ctrl et HSF/HC
en comparaison avec les souris supplémentees avec la PPT, mais celle-ci reste élevée
jusqu’a la fin de I’analyse dans les groupes HSF/HC. Apres 120 mn, le taux sanguin de
glucose a est significativement plus élevé chez les souris HSF/HC que les souris Ctrl. Par
la suite, I’abaissement de la glycémie des souris HSF/HC est retardé de 30 mn en

comparaison avec les souris Ctrl.

56



RESULTATS ET DISSCUSSION

A la fin de I’¢élevage (12 semaines), on constate que la glycémie a été rétablie chez les
souris supplémentée par la PPT aprés 120 mn, mais elle reste tres élevée chez les souris
HSF/HC. Ces dernieres présentent une glycémie orale de 220 g/dL aprés deux heures de
prise du glucose. Cette valeur est supérieure a 150 g/dL et elle est associée a une

hypertriglycéridémie : triglycérides > 1,50 1,7 mmol/I.

Pour mieux évaluer I’intolérance au glucose des souris, on a calculé 1’aire sous la courbe
de ’OGTT, plus I’aire sous la courbe est importante plus la souris est intolérante au
glucose. Les résultats montrent une différence significative de 1’aire sous la courbe entre le

groupe HSF/HC et les groupes Ctrl et HSF/HC TP (Figure 12).
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Figure 12 : Présentation des aires sous les courbes de I’OGTT des souris apres 12

semaines d’¢levage. Les résultats obtenus sont présentés sous forme de moyenne, n=10/groupe.
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L’administration de régimes enrichis en lycopene de la PPT régule la glycémie et améliore
la tolérance au glucose chez des souris dont I’intolérance est induite par un régime
HSF/HC. Plusieurs auteurs ont démontré I’effet hypoglycémiant des produits de la tomate.
Tsitsimpikou [6] a trouvé que la supplémentation des patients a syndrome métabolique par
le jus de tomate rétablit le taux plasmatique du glucose. Chez le rat, un traitement
chronique par le lycopéne montre un effet hypoglycémiant [7]. Sur un modeéle
expérimental de diabéte, différentes concentrations de lycopéne régulent la glycémie des
animaux [8]. En ce qui concerne I’IST, et aprés quatre semaines d’élevage, les résultats de
ce test montrent que le taux du glucose plasmatique diminue rapidement & 15mn, apres

injection intrapéritonéale de 1’insuline dans les quatre groupes (Figure 13).
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Figure 13: Impact des différents régimes sur I’'IST des souris aprés 12 semaines d’élevage.

Les résultats obtenus sont présentés sous forme de moyenne = SEM, n=10/groupe.
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Aprés 120 mn, les résultats montrent que les taux plasmatiques de glucose diminuent de
facon significative chez les souris HSF/HC (p< 0.05), par rapport au Ctrl. Par contre, les

souris supplémentées par la PPT présentent une glycémie normale.

Aprés huit semaines, le test IST a démontré une diminution significative de la glycémie

chez les souris HSF/HC aprés 30 mn et les souris HSF/HC TP2 aprés 60 mn.

Aprés douze semaines, on constate une forte augmentation de la glycémie des souris

HFS/HC aprés 30 mn. Cette ¢lévation persiste jusqu’a la fin de 1’analyse (120 mn).

L’augmentation de la glycémie chez les souris HSF/HC méme apres injection de I’insuline
indique un début de développement d’une résistance a I’insuline. Ainsi, chez nos souris
HSF/HC, la forte concentration d’insuline plasmatique (voir ci-apres) est due a la forte
glycémie des animaux. Cela est confirmé par le fait que, dans le début de 1’¢levage et
méme apres huit semaines sous le régime HSF/HC, le test IST montre que I’injection de
I’insuline (augmentation de I’insuline) est accompagnée d’une diminution de glucose
plasmatique des souris HSF/HC. Un défaut de sécrétion d’insuline n’est donc pas
responsable de la forte glycémie observée chez les souris HSF/HC, puisque celle-ci est
stimulable en présence du glucose « état post-prandiale » a la quatrieme et la huitieme

semaine.

L’insulinorésistance est un état qui se caractérise par une réponse biologique diminuée des
tissus périphériques a la sécrétion d’insuline. Bien que 1’effet de 1’insuline sur les cellules
cibles soit multiple, le terme d’insulinorésistance se réfeére presque exclusivement a I’effet
de I’'insuline sur le maintien de I’homéostasie du glucose. L’insulinorésistance qui
caractérise le syndrome métabolique, précéde le plus souvent le diabéte de type 2. Il est
maintenant admis que I’insulinorésistance a une composante génétique, mais qu’elle peut
étre acquise par des facteurs environnementaux. Au début, la résistance est compensée par
un hyperinsulinisme, ce qui permet de préserver la tolérance au glucose. La détérioration
de la tolérance au glucose intervient quand la résistance a 1’insuline augmente, ou que la
réponse compensatoire de la sécrétion diminue, ou bien quand les deux phénomenes se
produisent simultanément. Une augmentation de la concentration en insuline et en glucides
augmente la production des ERO, induit un stress oxydant, et active les voies métaboliques
génératrices d’ERO, ce qui en retour aggrave a la fois I’action et la sécrétion d’insuline, et,

de ce fait, accélere I’installation du diabéte de type 2.
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La supplémentation des souris HSF/HC par la PPT a permis le rétablissement de la
glycémie des souris. Cela est expliqué par I’amélioration de la sensibilité¢ a I’insuline des

souris alimentées par un régime HSF/HC TP.

IV.4. Impact des différents régimes sur la glycémie, ’insulinémie et le taux des

triglycérides plasmatiques des souris apreés 12 semaines d’élevage

Le sang provient des souris a jeun depuis 24 h. Cependant, I’heure de la derniére prise de
nourriture n’a pas était déterminée avec exactitude. Les souris sont euthanasiées vers 9h du
matin, elles sont donc dans un état entre le post-prandial et le post-absorptif sachant que la

lumiére de I’animalerie s’allume a 7h le matin.

Les souris HSF/HC ont une glycémie a jeun et une insulinémie élevee (8.6 + 0.3 mM et
10.8 £ 0.3 pU/ml, respectivement) en comparaison a 6.1 £ 0.1 mM et 5.6 pU/ml pour les
souris Ctrl (Tableau 7, Figure 14 a et b). Plusieurs facteurs pourraient étre impliqués : i)
une augmentation de la stimulation de la production de glucose (glucagon, catécholamines
corticostéroides) ou ii) une augmentation de la néoglucogenese hépatique.

Tableau 7 : Caractéristiques plasmatiques des souris supplémentées par les différents

régimes experimentaux aprés 12 semaines d’élevage.

Ctrl HSF/HC | HSF/HC + TP1 | HSF/HC + TP2 | P-value
N (final/initiale) 7/10 7/10 7/10 7110 -
(mM/L) 3+0. 6+0. 0+0. 4+0.
Glycémie (mM) 6.1+0.1° | 8.6+0.3 4.0+0.1° 5.0+0.1° <0.001
Insulinémie b a a ab
(U/mL) 6.0+1.0 10.8+2.0 3.0+05 6.0+22 <0.001
HOMA IR (a.u) | 18+0.9° | 40+20° 0.5+0.7° 1.7+19° <0.001

Les résultats obtenus sont présentés sous forme de moyenne = SEM (I’erreur type de la moyenne),
n=7. Les valeurs de la méme ligne avec des lettres différentes sont significativement différentes.

Les différences sont considérées comme significatives lorsque le niveau d’erreur est inférieur a 5

% (p < 0,05).

Cette augmentation de la glycémie chez les souris HSF/HC, méme a une forte insulinémie,

peut étre expliquée par une diminution de la sensibilité a I’insuline. Cela est confirmé par
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le fait que le principal facteur contrélant la sécrétion d’insuline est la concentration
plasmatique de glucose. Son augmentation, comme aprés un repas, agit sur les cellules-f3
des 1lots de Langerhans pour stimuler la sécrétion d’insuline, alors que sa diminution lors

du jetine inhibe la sécrétion d’insuline.
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Figure 14: Impact des différents régimes sur la glycémie (a) et I’insulinémie (b) des souris
aprés 12 semaines d’élevage. Les résultats obtenus sont présentés sous forme de moyenne +
SEM, n=10/groupe. Les lettres différentes sont significativement différentes, (p < 0,05).

L’index HOMA-IR (Figure 15), qui est le reflet de la résistance a 1’insuline est nettement
augmenté chez les souris HSF/HC en comparaison aux souris contréles (4.12 + 2.0 vs. 1.8
+ 1,68), indiquant un développement de la résistance a I’insuline de ces souris. Cela est en
accord avec les données de la littérature. Des souris C57BL/6 nourris avec un régime

hyperlipidique pendant 16 semaines ont développé une résistance a 1’insuline [9].

La supplémentation par la PPT a amélioré d’une maniére significative la sensibilité a
I’insuline des souris (baisse de 1’insulinémie de plus de 50 % et retour a des valeurs
physiologiques comparables a celle des souris Ctrl), surtout celles du groupe HSF/HC TP1
qui présentent un HOMA-IR le plus faible (p<0.001).
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Figure 15: Indice HOMA IR calculé a partir de plasma des souris aprés 12 semaines
d’élevage. Les résultats obtenus sont présentés sous forme de moyenne + SEM, n=10/groupe
(HOMA IR = Taux d’insuline a jeun (uU/ml) x glycémie a jeun (mmol /L)/22.5).

Aussi, ’alimentation HSF/HC induit une hypertriglycéridémie (Figure 16), conséquence
d’une activation de la lipogénese, d’une surproduction de VLDL, et de la diminution de la
clearance des TG [9]. Nous avons Vérifié que, conformément a la littérature [10, 11], le
régime riche en lipides saturés et en cholestérol induisait une augmentation du taux des
triglycérides, de la glycémie et de I’insuline a jeun.

Les deux doses de la PPT diminuent significativement le niveau des Tg plasmatiques en
comparaison avec le régime HSF/HC, mais cet abaissement est plus marqué avec le régime
HSF/HC TP (1.1 £ 0.02 mMol/L pour HSF/HC TP1 vs. 1.6 + 0.02 mMol/L pour le groupe
Ctrl) (Figure 16).
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Figure 16 : Impact des différents régimes sur la triglycéridémie des souris apres 12
semaines d’¢levage. Les résultats obtenus sont présentés sous forme de moyenne + SEM,

n=10/groupe. Les lettres différentes sont significativement différentes, (p < 0,05).
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Les régimes riches en PPT ont significativement modifié ces parameétres. Apres 12
semaines de régime enrichi en PPT, nous observons une diminution significative des taux

plasmatiques de glucose, de triglycérides, et d’insuline chez les souris (Figues 14 et 16).

En termes de prévention nutritionnelle, ces résultats permettent d’envisager un role
bénéfique de la PPT dans la prévention des dyslipidémies et de I’insulinorésistance et
démontrent 1’effet insulinosensibilisateur de la PPT. Cependant, nous n’observons pas
d’effet dose-dépendant de la teneur en PPT du régime sur ces métabolismes. Au contraire,
il semble que le régime a 9 % de PPT ait un effet plus marqué que le regime a 17 % de
PPT.

IVV.5. Profil lipidique plasmatique

Le profil lipidique plasmatique a également été réalisé, avec le dosage du Total-C, LDL-C,
HDL-C et des acides gras non estérifiés (AGNE).

L’effet des régimes ingérés s’est traduit par 1’augmentation des concentrations du
cholestérol-T (Figure 17a) et du LDL-C (Figure 17b), particulierement chez les souris
HSF/HC en comparaison avec les souris Ctrl et les souris HSF/HC TP. Les taux enregistrés
sont de 2.8 — 4.1 — 3.1 et 3.2 mM/L pour le cholestérol et de 0.8 — 2.5 - 1.5 et 1.2 mM/L
pour LDL-C pour les souris Ctrl, HSF/HC, HSF/HC TP1 et HSF/HC TP2 successivement.
L’augmentation des taux de LDL-C, peut résulter d’un défaut de catabolisme, en raison
d’une anomalie des récepteurs LDL-C, ou alors suite a la mutation de I’Apo B (une
protéine qui entoure des groupements de triglycérides formant les VLDL), caractérisée par
des hypercholestérolémies. En condition normale I’insuline diminue la synthése et la
stabilit¢ d’ApoB, il est donc tout a fait possible que I’hyperinsulinémie observée chez les
souris HSF/HC est impliquée dans la diminution d’ApoB qui sont essentielles a

I’assemblage des lipoprotéines riches en triglycérides dans le foie.

Les taux des HDL-C enregistrés chez les souris HSF/HC sont relativement faibles
comparativement a ceux des souris Ctrl. Par contre, les souris HSF/HC TP2 présentent des
fortes concentrations, soit une augmentation de 15 % et de 39 % par rapport aux souris Ctrl

et aux souris HSF/HC successivement (Figure 17c).

Il est connu que, le taux des HDL-C sériques est étroitement et inversement corrélé au
risque cardiovasculaire. Les dosages permettent de calculer I’indice d’athérogénicité

(rapports Total-C/HDL-C ou LDL-C/ HDL-C) constituent un indice révélateur du risque
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artériel. Si le rapport Total-C/HDL-C est >4,85 et le rapport LDL/HDL > 3,55 le risque

athérogéne est statistiquement important.

(a)
57 a
|
= 4 b b L1 ctrl
i B HSF/HC
S 37 e B HSF/HC TP2
+ - | m .
2
° 2
(5]
@
2 l.l.l.
2 1 e
O N
0
b c
34 (b) 50 (c)
m ° 4 ;
~ ~ ——
= 2 154 23b b o
E 4 E - -
- b —_— :l:l
o o o
= \L o
% c % 1.0+ ::
() - .l
— -_— |
2,1 :.:.:% = e
<T> T I:l:l ‘;’ .
1 1 | 0.5 ::
a) o a) o
- I:l:l% T o |
0 = 0.0 =2

Figure 17 : Impact des différents régimes sur le cholestérol total (a) et les lipoprotéines
sériques LDL-C (b) et HDL-C (c) des souris aprés 12 semaines d’élevage. Les résultats
obtenus sont présentés sous forme de moyenne + SEM, n=10/groupe. Les lettres différentes sont

significativement différentes, (p < 0,05).

L’index athérogéne du plasma, prenant en compte le Total-C et les HDL-C cholesteérol, est
réduit apres la supplémentation par la PPT (source de lycopene), suggérant un effet
protecteur contre la maladie cardiovasculaire. Cela peut étre expliqué par 1’effet
stimulateur du lycopeéne sur le métabolisme lipidique en augmentant 1’activité des

récepteurs LDL.
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Cependant, nous n’observons pas d’effet dose-dépendant de la teneur en PPT du régime
sur les taux de cholestérol des souris HSF/HC TP1 et HSF/HC TP2.

En ce qui concerne le taux des AGNE, il apparait que les souris Ctrl et les souris HSF/HC
TP présentent des fortes concentrations plasmatiques d’acides gras non estérifiés (AGNE)
par rapport aux souris HSF/HC (150.6 £ 3.9 umol/L pour les souris HSF/HC TP2 vs.
132.942.4 umol/L in HSF/HC) (Figure 18). Ce résultat est surprenant, on s’attendait a une
diminution aprés I’administration d’un régime HSF/HC enrichi en PPT. En effet, en
condition post-prandiale, les lipides provenant de 1’alimentation et de la lipogenése
hépatique, vont étre transportés dans le sang sous forme de TG pour étre stockés au niveau
du tissu adipeux blanc. En parallele, la sécrétion d’insuline, consécutive au repas, va
inhiber la lipolyse du tissu adipeux blanc, diminuant la libération d’AGNE et de glycérol

dans le sang.

L’augmentation de la concentration plasmatique d’AGNE chez les souris HSF/HC TP
peut étre due a une stimulation de la lipolyse adipocytaire et a une diminution de la

lipogenése hépatique.
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Figure 18: Impact des différents régimes sur les concentrations plasmatiques d’acides gras
non estérifiés des souris apres 12 semaines d’élevage. Les résultats obtenus sont présentés
sous forme de moyenne + SEM, n=10/groupe. Les lettres différentes sont significativement
différentes, (p < 0,05).

Au vu de ces résultats on peut donc se poser la question de la validité de ceux-ci. La raison
pourrait étre la non intégrité du plasma. En effet, on peut supposer que les
congélations/décongélations successives des échantillons pourraient provoquer la

dégradation des TG, faussant ainsi les résultats. Les mesures obtenues sur plasma des
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souris HSF/HC ayant été réalisées en méme temps que celles des souris Ctrl et des souris
HSF/HC TP, la validité de celles-ci est donc également discutable.

Cependant, si on se base sur les résultats préliminaires de ’OGTT et e I’IST, on aurait pu
s’attendre a observer un taux d’AGNE supérieur chez les souris HSF/HC en raison de
I’insulinorésistance développée. Des dosages a partir de plasma frais seraient tout de méme

nécessaires afin de vérifier cela !l.
IV.6. Evaluation des TBARS (Thiols Barbituric Acide Reactive Species)

L’augmentation de I’accumulation de TG lors d’une stéatose favoriserait une peroxydation
des lipides avec par la suite le recrutement de médiateurs de I’inflammation et contribuerait
ainsi a I’évolution vers une NASH [12]. C’est pourquoi nous avons décidé par la suite
d’étudier I’effet de la PPT sur cette peroxydation lipidique.

Le niveau de peroxydes lipidiques est déterminé par un dosage des substances réagissant
avec I’acide thiobarbiturique (TBARS).

Apres 12 semaines (Figure 19), le régime HSF/HC induit une augmentation significative
des TBARS en comparaison avec les souris Ctrl (1.52 + 0.09 mM/ml pour HSF/HC vs.
0.07 £ 0.01 mM/ml pour les souris Ctrl).
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Figure 19 : Impact des différents régimes sur les concentrations plasmatiques en
peroxydes lipidiques des souris apres 12 semaines d’¢levage. Les résultats obtenus sont
présentés sous forme de moyenne = SEM, n=10/groupe. Les lettres différentes sont

significativement différentes, (p < 0,05).

Le régime HSF/HC augmente le niveau des lipides hépatiques. Cette accumulation

excessive de lipides dépasserait la capacité de la mitochondrie a les oxyder, et la voie de
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I’oxydation microsomale des acides gras a chaine longue (AGCL), normalement mineure,
prendrait alors le relais pour oxyder les lipides en excés [13]. L’oxydation microsomale des
AGCL génere de grandes quantités de ROS, cela provoque des dommages au niveau de la
chaine respiratoire. Ces modifications vont a leur tour induire une augmentation de la
production de ROS formant ainsi un cercle vicieux entre peroxydation lipidique et
production de ROS [10]. Ceux-ci entrainent une augmentation des peroxydes lipidiques
(TBARS) contribuant a une cytolyse hépatocytaire (ALAT/ASAT) et une inflammation,
reflets d’une NASH [14, 15]. De plus, la peroxydation des lipides entraine 1’oxydation des
protéines, connue pour étre délétére pour la cellule [16]. En accord avec ce qui est déja
rapporté [11, 17-19], nos résultats montrent que les souris HSF/HC développent une
stéatose apres 12 semaines de régime HSF/HC puis une NASH. Ceci se traduit par une
augmentation du niveau des TG, une cytolyse hépatocytaire (augmentation du rapport

ALAT/ASAT) et la présence d’un stress oxydant (augmentation des TBARS).

La supplémentation des souris par la PPT, permet d’empécher la peroxydation lipidique
d’une fagon dose-dépendante de la concentration en PPT (Figure 19). Les résultats
obtenus montrent que des doses plus faibles de PPT (9 g/kg de régime) étaient efficaces et
diminuaient la peroxydation lipidique, mais cette réeduction augmente avec les fortes doses
de PPT (0.06 = 0.01 mM/ml pour HSF/HC TP2 vs. 0.75 £ 0.06 mM/ml pour les souris
HSF/HC TP1). Ces résultats confirmaient la bio-activité de la poudre de tomate sur la

peroxydation lipidique précédemment publiée [20, 21].
IV.7. Etude hépatique

IV.7.1. Bilan hépatique

Les activités des enzymes plasmatiques des quatre groupes de souris ont également été
mesurées. Les transaminases (I’aspartate aminotransférase ou ASAT et [’alanine
aminotransférase ou ALAT) sont des indicateurs sensibles d’atteintes hépatocytaires. Ce
sont des enzymes normalement présentes dans le sérum a une faible concentration, mais
lors de cytolyse, elles se retrouvent en grande quantité dans le sérum. Le niveau des
aminotransférases (ALAT et ASAT) a augmenté de fagon significative aprés 12 semaines
chez les souris HSF/HC (Figure 20). Aussi, il apparait clairement que le régime HSF/HC
induit une cytolyse hepatocytaire traduite par une augmentation du rapport ALAT/ASAT
chez les souris HSF/HC.
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Figure 20 : Impact des différents régimes sur I’activité des aminotransférases (ALAT (a)
et ASAT (b) des souris aprés 12 semaines d’¢levage. Les résultats obtenus sont présentés sous
forme de moyenne + SEM, n=10/groupe. Les lettres différentes sont significativement différentes,
(p < 0,05).

L’activité de ’ASAT a été diminué d’une maniere significative chez les souris HSF/HC
TP2 en comparaison avec les souris HSF/HC et les souris Ctrl (134.0 = 6.6 U/L pour les
souris HSF/HC TP2 vs. 233.1 + 5.0 U/L pour les souris HSF/HC et 153.7 = 5.1 U/L pour
les souris Ctrl). Cette ¢élévation de I’activité¢ des aminotransférases est expliquée par

I’augmentation de la perméabilité de la membrane des hépatocytes.

Il est connu que I’ASAT est retrouvée a des concentrations élevées dans les cellules du
foie. L’ALAT est localisée uniquement dans le cytosol, sa concentration dans les tissus
non hepatiques est tres faible, elle est dans ces cas confinée au cytoplasme. La forte
¢lévation de sa concentration sérique est relativement spécifique d’une atteinte de
I’hépatocyte. ALAT et ASAT sont deux enzymes libérées en cas de lésions cellulaires en
rapport avec une augmentation de la perméabilité de la membrane cellulaire ou d’une
nécrose cellulaire. L’ALAT tend a augmenter ou chuter de facon parallele a I’ASAT, mais
la libération de I’ASAT mitochondriale a partir de I’hépatocyte est supposée impliquée

dans des Iésions cellulaires plus séveres que la libération de I’ALAT.

L’activité de la phosphatase alkaline (ALK) a été significativement élevée chez les souris
HSF/HC en comparaison avec les souris Ctrl (140.0 + 6.6 U/L pour les souris HSF/HC vs.
80.1 + 5.0 U/L pour les souris Ctrl) (Figure 21). La supplémentation par la PPT a réduit
d’une maniére significative ’activité de I’ALK Ctrl (45.0 + 1.6 U/L pour les souris
HSF/HC TP1 et 35.1 £ 1.0 U/L pour les souris HSF/HC TP2).

68



RESULTATS ET DISSCUSSION

150 - a
L1 ctrl
Bl HSF/HC
—~ 100+ ) Il HSF/HC TP1
S B HSF/HC TP2
) T
¥
-
C
< 4
50 .
=
.l.l

Figure 21 : Impact des différents régimes sur 1’activité de 1’alkaline phosphatase (ALK)
des souris apres 12 semaines d’élevage. Les résultats obtenus sont présentés sous forme de

moyenne = SEM, n=10/groupe. Les lettres différentes sont significativement différentes, (p < 0,05).

La ALK, est un marqueur de la toxicité, et exprime une éventuelle défaillance biliaire, ses
taux augmentent, dans le cas de dommages subis par le foie [22]. L’effet de la PPT sur les
activités des enzymes plasmatiques (ALAT, ASAT et ALK) laisse apparaitre une réduction
conséquente des activités, et plus particulierement chez les souris HSF/HC TP2, ce qui
laisse supposer que le régime enrichi en PPT a protégé les membranes hépatocellulaires ce

qui permet de rétablir I’activité des enzymes plasmatiques.

Les dosages de bilirubine servent surtout au diagnostic de maladies hépatiques. Les souris
HSF/HC présentent des fortes teneurs en bilirubine en comparaison avec les souris Ctrl
(18.0 = 0.6 uM/L pour les souris HSF/HC vs. 4.1 + 0.5 uM/L pour les souris Ctrl) (Figure
22).

La supplémentation des souris HSF/HC par la PPT a montré une nette diminution de la
concentration de bilirubine, avec des concentrations 10 fois plus faible que les souris
HSF/HC. L’augmentation de la bilirubine non conjuguée est expliquée par un défaut de

conjugaison au niveau du foie, cela bloque la voie normale d’excrétion.

Les nombreuses études réalisées avec des rats et souris recevant un régime hyperlipidique
enrichi par le vinaigre et le jus de la tomate ont montré une nette amélioration de la

concentration sérique des enzymes plasmatiques [11, 19].
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Figure 22 : Impact des différents régimes sur la bilirubine libre des souris aprés 12
semaines d’élevage. Les résultats obtenus sont présentés sous forme de moyenne + SEM,

n=10/groupe. Les lettres différentes sont significativement différentes, (p < 0,05).

Dans notre étude 1’augmentation de Dactivité des enzymes plasmatiques et de la
concentration en bilirubine, nous confirme la présence de dommages cellulaires hépatiques
dus au régime HSF/HC. Ces dommages en association avec la stéatose et les facteurs

d’inflammation, nous confirment la présence de NASH dans le foie des souris HSF/HC.

IVV.7.2. Analyse histologique

Lors de chaque expérience des petits morceaux de foie sont prélevés pour étre fixés dans
du formol a 4%. Une analyse histologique est réalisée afin de mettre en évidence la
présence de stéatose sur les foies des différents groupes de souris et de Vérifier si le régime
HSF/HC induit ou non une NASH.

Apres fixation dans du formol, les coupes de foie des souris Ctrl (a), HSF/HC (b), HSF/HC
TP1 (c) et HSF/HC TP2 (d) sont colorées avec de I’hématoxyline & €osine et observées a
un grossissement de 10X. Les alvéoles blanc indiquent la présence de microveésicules
lipidiques. Le seuil inférieur de présence de stéatose a été fixé a 5% des hépatocytes
touchés. L’analyse histologique montre la présence de plusieurs gouttelettes lipidiques
chez les souris HSF/HC (indiquées par les fleches rouges sur la figure 23), avec des

proportions largement supérieures a 5%.
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Figure 23 : Observation macroscopique et microscopique des foies des souris Ctrl (a),
HSF/HC (b), HSF/HC TPI1 (c) et HSF/HC TP2 (d) aprés 12 semaines d’élevage. Les
échantillons de foie sont marqués avec de I’hématoxyline et de 1’éosine (Grossissement
X10). Les résultats obtenus sont présentés sous forme de moyenne + SEM, n=10/groupe. Les

lettres différentes sont significativement différentes, (p < 0,05).
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Lors d’une premiére observation, a 1’échelle macroscopique, le foie des souris HSF/HC
apparait pale et gras en comparaison avec les rats controles. L’examen histopathologique a
mis en évidence des lesions de stéatose, le plus souvent microvacuolaire, sur la quasi-
totalité des animaux. La répartition de la stéatose était le plus souvent centro-lobulaire a
portante (pontage entre les veines centro-lobulaires) plus marquée dans les hépatocytes des
souris HSF/HC en comparaison avec les souris HSF/HC (Figures 23a et 23b).

En ce qui concerne I’inflammation, elle était le plus souvent de nature lympho-
plasmocytaire a localisation sinusoidale essentiellement plus marquée chez les souris
HSF/HC.

L’analyse histologique nous confirme la forte accumulation de lipides hépatiques
(stéatose). Cette stéatose massive en présence des foyers inflammatoires, nous confirment
la présence de NASH dans le foie des souris HSF/HC.

La supplémentation des souris HSF/HC par la PPT semble diminuer I’intensité de la
stéatose hépatique et de I’inflammation, cependant certaines exceptions ont été observées,
elles sont a mettre en relation avec la réponse individuelle de 1’héte (Figures 23c et 23d).
Plusieurs études ont montré la capacité du jus de tomate et de vin de tomate de diminuer la
stéatose hépatique des souris alimentées par un régime riche en lipide et en cholestérol [11,
23].

La question se pose donc du devenir des lipides ingérés, puisque ceux-ci ne sont pas
stockeés au niveau du foie. Plusieurs hypothéses peuvent étre proposées afin d’expliquer
cela. Tout d’abord, si les lipides ne sont pas stockés au niveau du foie, ils sont peut étre
exportés et stockés au sein d’un autre tissu. Une deuxiéme hypothése peut également étre
proposée pour expliguer la diminution de la stéatose. Si les lipides ne sont pas stockés, ils
pourraient étre utilisés et 3-oxydés de maniere accrue au niveau du foie. Il est connu que la
CPT1A constitue I’étape cruciale et limitante de ’entrée des AGCL dans la matrice
mitochondriale via son inhibition par le malonyl-CoA. De ce fait, la CPT1 constitue un site
majeur de régulation de la B-oxydation mitochondriale des AGCL. Donc on peut suggérer
que la PPT stimule I’activité de la CPT1 (Figure 24).

Enfin la diminution de la stéatose peut étre expliquée par la capacité de la PPT a neutraliser

les especes réactives générées par la peroxydation lipidique.
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1\V.7.3. Effets de la PPT dans le foie

Une des approches proposées pour contrecarrer ou atténuer la stéatose hépatique
consisterait a utiliser des produits antioxydants naturels. Dans ce contexte, on a choisi

d’étudier I’effet de la poudre de pelures de tomate.

Nos résultats montrent que les souris HSF/HC supplémentées par la PPT semblent étre en
mesure d’atténuer le développement de la stéatose aprés 12 semaines sur régime. Cela
pourrait s’expliquer par 1’augmentation de la capacité mitochondriale a oxyder les TG via
la supplémentation par la PPT, qui semble avoir la capacité a atténuer leurs niveaux apres
12 semaines de régime HSF/HC TP. Ainsi la diminution de la peroxydation lipidique, la
cytolyse hépatocytaire (ALAT/ASAT) et de I’inflammation, reflétant une diminution de
1’état de NASH.

Les souris HSF/HC TP2 accumulent moins de peroxydes, cela peut étre expliqué par une
diminution du niveau d’oxydation microsomale des AGCL et une stimulation de la B-
oxydation (Figure 24). Ceci contribuerait a diminuer les peroxydes générés par les

microsomes.
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Figure 24 : Roéles possibles de la PPT dans I’inhibition de la progression d’une simple
stéatose a une NASH au niveau des hépatocytes. (a) Etat post-prandial, (b) Effet de la PPT

sur I’oxydation mitochondriale.
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Cependant, I’absence d’effet significatif de la PPT sur la stéatose peut étre due a une
surcharge en TG dépassant la capacité du foie a oxyder les AGCL. Par ailleurs, des études
ont déterminé ’effet de produits antioxydants naturels dans un mod¢le de NASH [17, 19,
24]. Ces études ont montré des résultats similaires aux notres : une diminution des ALAT
et du stress oxydant en présence de ces composés antioxydants. Ces études ont donc mis en
¢évidence qu’en diminuant le stress oxydant par apport d’antioxydants naturels, 1’état de
NASH est atténué. Ceci renforce 1’hypothése selon laquelle le stress oxydant serait le
précurseur de 1’évolution de la stéatose en NASH [25].

Pour récapituler, 1’augmentation de la capacité mitochondriale a oxyder les AGCL, via la
supplémentation par la PPT, chez des souris mises sur régime HSF/HC, permet non
seulement de limiter I’induction de la voie microsomale de 1’oxydation de AGCL,

génératrice de ROS, mais aussi de diminuer la cytolyse hépatocytaire et I’inflammation.

Ainsi, ces résultats suggérent que la stimulation de I’oxydation mitochondriale hépatiques
des AGCL chez les souris supplémentées par la PPT permet de contrecarrer le

développement d’une stéatose hépatique en NASH.
IVV.8. Discussion générale et perspectives
IV.8.1. Principaux résultats

Depuis plusieurs années, la maladie de foie stéatosé non alcoolique (NAFLD) est reconnue
comme étant une complication hépatique majeure dont la prévalence est de plus en plus
importante dans le monde suite aux changements du mode d’alimentation, a la baisse
d’activité physique et a I’augmentation de I’obésité. Sous cette dénomination de NAFLD
sont regroupées la simple stéatose, résultant d’une accumulation excessive de lipides au
niveau du foie, et sa forme progressive et délétere impliquant une inflammation du foie : la
stéatohépatite non alcoolique (NASH) [26, 27].

Dans cette étude nous avons réalisé un régime qui reflete les habitudes alimentaires des
patients atteints de NASH décrites par Musso [28]. Nous avons donc réalisé un régime
enrichi en acides gras saturés (AGS) et de cholestérol de maniére a tenter d’induire une
stéatohépatite non alcoolique chez la souris. Ce régime a été donné ad libitum aux animaux

des leur sevrage, et pendant 12 semaines.

Aprés 12 semaines sous régime HSF/HC, les souris de ce groupe présentent une glycémie
orale de 220 mg/dL aprés deux heures de prise du glucose. Cette valeur est supérieure a

150 mg/dL, elle est associée a une hypertriglycéridémie : triglycérides > 1,7 mmol/l, et une
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peroxydation lipidique élevee. Ces augmentations sont considérées comme des marqueurs
de développement d’une insulinorésistance. Selon Alberti [29], une insulinorésistance est
identifiée par une hyperglycémie orale provoquée (glycémie > 1,40 g/l deux heures apres
la prise d’une solution de glucose associée a une hypertriglycéridémie : triglycérides > 1,7

mmol/l).

Le lycopéne de la PPT peut moduler la glycémie a travers plusieurs mécanismes incluant la
modification de la production hépatique de glucose ou I’augmentation de sa captation par

les tissus periphériques [30].

L’étude histologique montre que les foies des souris traités présentent des 1ésions typiques
d’une NASH établie, incluant une stéatose microvacuolaire et de I’inflammation. Ces
observations sont en accord avec des données récentes obtenues pour d’autres groupes
d’animaux, qui traitent les conséquences d’un régime riche en lipides et en cholestérol sur
le métabolisme lipidique et hépatique [9, 19, 24, 31]. Chez ces souris recevant un régime
riche en lipides et/ou en cholestérol, la stéatohépatite est associée a un niveau de
triglycérides circulants extrémement élevé. Comme cela a également été décrit
précédemment, le régime HSF/HC induit une trés massive stéatose, qui s’accompagne de
phénomeénes inflammatoires. Cette inflammation est mise en évidence par la présence de
loci inflammatoires sur les coupes histologiques. Elle est la conséquence de la détérioration
du systeme antioxydant, induite par la surcharge lipidique hépatique. Ces atteintes
provoquent de sérieux dommages hépatiques, provoquant une augmentation des
transaminases sériques (ALAT et ASAT) indiquant ainsi une dégénérescence cellulaire

hépatique.

La découverte récente des relations étroites entre I’insulinorésistance, signe majeur de la
NASH, et le stress oxydant  (déséquilibre de la balance des produits pro-
oxydants/antioxydants) devrait conduire a considérer les nutriments, a la fois antioxydants
et potentiellement insulinosensibilisateurs, comme des facteurs nutritionnels de choix dans

la stratégie de prévention de la NASH [32].

Le stress oxydant est en partie expliqué par I’hyperglycémie, source de production d’ERO,
I’hyperinsulinisme et la diminution des défenses antioxydantes. L’altération de la
sensibilité a I’insuline conduit a I’installation d’une insulinorésistance qui participe a une
élévation chronique de la glycémie, donc un taux d’oxydation du glucose plus élevé et une

augmentation de la production des OH® [33].
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De ce fait, considérant que 1’association entre insulinorésistance et stress oxydant est
impliquée dans la sévérité de la NASH. Augmenter les apports nutritionnels antioxydants
pourrait étre un des moyens de prévention nutritionnelle contre les altérations
métaboliques. Parmi les antioxydants nutritionnels, le lycopéne de la PPT semble

particulierement intéressant, en raison de son fort pouvoir antioxydant [34].

Notre étude montre que la supplémentation des souris HSF/HC par la PPT augmente le
taux du lycopéne sérique, rétablisse les parameétres sériques biochimiques et améliore la
sensibilité a I’insuline et la tolérance au glucose des souris. Cela conforte donc notre
hypothése selon laquelle une prévention efficace de la NASH doit s’appuyer sur des
apports en antioxydants qui modulent également 1’insulinorésistance. Cette constatation
s’accorde avec des résultats similaires observés avec la Metformine, puissant régulateur de
I’insulinorésistance dont 1’effet antioxydant a été également décrit [35] ou avec la vitamine
E, puissant antioxydant dont I’effet insulinosensibilisateur a également été décrit chez

I’animal en syndrome métabolique [36] et avec le lycopéne de I’extrait de la tomate [17].

La supplémentation par la poudre de pelures de tomate avec une concentration de 46 et 84
mg de lycopene/ 100 g d’aliment augmente le taux du lycopene plasmatique de 10 a 30
Mg/l pour les souris HSL/HC TP1 et HSL/HC TP2 respectivement. Ce taux est
relativement supérieur a celui trouvé par Alshatoui [20] chez des rats supplémentés par la
poudre de tomate et les bandlets de lycopene pendant 5 semaines. Avec une concentration
de 0.62 g de lycopéne /Kg de diéte. Les concentrations plasmatiques du lycopéne varient
entre 20 et 60 pg/L. Cette différence peut étre due a la quantité élevée des lipides utilisés
dans notre étude en comparaison avec le régime AIN93M utilisé dans I’étude précédente.
En plus, dans la présente étude, on a utilisé 1’huile de coprah riche en acides gras a

moyenne chaine, cela favorise la diffusivité des caroténoides et du lycopene [37].

A T’inverse, une étude récente semble montrer que la quantité des lipides dans le régime
alimentaire n’a aucun effet sur le niveau du lycopéne sérique [38]. D’autres études ont
montré que la concentration du lycopéne sériques chez des volontaires humains en bonne
santé a augmenté apres une semaine de consommation de sauce tomate (39 mg de
lycopene), du jus de tomate (50 mg de lycopene), ou oléorésine de tomate (75 ou 150 mg

de lycopéne), en comparaison avec le placebo [39, 40].

La supplémentation par la PPT n’a pas réduit de maniére significative I’augmentation du

gain de poids corporel des souris HSF / HC aprés 12 semaines d’¢élevage, mais elle a
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ralenti I’accumulation de tissu adipeux. Les études de I’effet des produits de la tomate sur
le gain de poids sont contradictoires. Certaines rapportent une diminution du gain de poids
corporel chez les rats nourris avec un régime riche en lipides et supplémenté par différentes
concentrations de lycopene du vin de tomate pendant 6 semaines [31]. Cependant, aucun
effet n’a été observé chez les hamsters supplémentés avec 3% et 9% de pate de tomate,
aprés 8 semaines sous un régime riche en lipides athérogéne [41], ou supplémentés par le
lycopene pur pendant 6 semaines a 10 mg/kg de poids corporel/ jour [41]. Les
méthodologies des différentes études telles que la transformation de la tomate, la
composition de 1’alimentation, 1’origine des lipides et la durée du traitement, peuvent en
partie expliqué les différences en terme du gain de poids corporel. L’effet du lycopéne sur
I’adiposité est incertain. Des résultats récents indiquent que le lycopeéne n’a pas un effet
anti-adiposité [42]. Les résultats de notre étude suggérent que la PPT peut avoir un effet
anti-adiposité, cela peut étre dii a I’action des composants présents dans la PPT autre que le
lycopéne. Aussi, cela peut étre expliqué par la quantité de lipides des régimes enrichis par

la PPT, Iégerement plus faible, par rapport a la diete HSF / HC.

La supplémentation par la PPT permet également d’augmenter la sensibilité a I’insuline et
de diminuer I’intolérance au glucose d’une fagon dose-dépendante. Ces effets bénéfiques
sont prouvés par la concentration de I’insuline, le taux du glucose plasmatique, et HOMA-
IR qui a été significativement plus élevée chez les souris HSF/HC TP1 (9% de PPT) que
les souris HSF/HC TP2 (17% PPT). Plusieurs études ont prouvé que la résistance a
I’insuline et I’intolérance au glucose sont associées au stress oxydatif [9, 43-45]; par
conséquent, 1’effet bénéfique de la PPT sur la sensibilité a ’insuline peut étre expliqué par
I’activité antioxydante du lycopéne [46, 47]. Toutefois, I’effet du lycopéne sur la
sensibilité a I’insuline n’est pas consistent. Luvizotto, n’a pas constaté cet effet sur des rats
supplémentés par le lycopene-oléorésine apres 6 semaines d’¢élevage [42]. L’effet positif
obtenu dans notre étude peut étre due a 1’utilisation directe de la poudre des pelures de
tomate, qui est riche en composés bioactifs autres que le lycopéne et de fibres.
L’Association canadienne du diabeéte a rapporté que les fibres alimentaires ralentissent la
vidange gastrique et I’absorption du glucose, ce qui conduit a améliorer le controle
postprandiale du glucose dans le sang [48]. Cependant, nous estimons que la quantité de
fibres de la PPT dans le régime alimentaire global n’a pas été suffisamment importante

pour provoquer 1’effet constaté dans cette étude.
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Contrairement a la relation établie entre les concentrations élevées des AGNE et la
résistance a ’insuline [49], les résultats de notre étude suggeére qu’il n’y a pas une
association entre I’accumulation de tissu adipeux, la concentration plasmatique des AGNE
et la résistance a 1’insuline. En effet, les souris HSF/HC avec des faibles concentrations
plasmatiques en FFA, ont développé une résistance a I’insuline. A I’inverse, la sensibilité a
I’insuline n’a pas été affectée chez les souris Ctrl et les souris supplémentées par la PPT,
qui présentent des concentrations plasmatiques élevées en AGNE. En effet, des études
récentes n’ont pas mis en évidence une relation entre la concentration plasmatique

d’AGNE et I’intolérance au glucose et d’autres caractéristiques du syndrome métabolique

[50, 51].

Pour le profil plasmatique des souris, le traitement par la PPT s’est traduit par une
diminution significative des concentrations plasmatiques du cholestérol, LDL-C, Tg et des
enzymes hépatiques (AST, ALT, et ALK) d’une manicre dose-dépendante, a I’exception
de la concentration en Tg, qui a été significativement réduite par la supplémentation de 9%
de PPT. La supplémentation en PPT permet également d’augmenter les HDL-C, d’une
facon dose-dépendante de la concentration en PPT. En effet, plusieurs études ont montré
I’effet bénéfique du lycopéne et des produits de la tomate sur le profil lipidique en
augmentant la concentration plasmatique des HDL-C [41], et en diminuant les
concentrations plasmatiques de Tg [20, 38, 52] et du cholestérol [41, 53] chez 1’animal ou
chez I’homme [54]. Cependant, une autre étude n’a observé aune amélioration significative
de la concentration plasmatique en cholestérol chez les rats supplémentés par le vin de
tomate [31]. Dans I’étude précédente, il a été prouvé que I’augmentation du taux de HDL-c
inhibe le développement de 1’athérosclérose. Les résultats de notre étude suggerent que 1a
PPT a favorisé le transport inverse du cholestérol et donc elle est douée de propriétés
antiathérogénes (ralentissement de 1’oxydation des LDL-c, un phénomeéne a I’origine de la
formation de la plaque d’athérome). Cependant, le mécanisme reste a élucider. La
réduction du taux de LDL-c est devenu un objectif important de nombreuses études
épidémiologiques qui ont étudié la relations entre le taux élevé de LDL-c et le risque
cardio-vasculaire [55, 56]. Plusieurs études ont prouvé qu’une faible oxydation de LDL-c
augmente les niveaux de cytokines pro-inflammatoires, ce qui stimule [’activité
inflammatoire proathérogene [57, 58]. L’effet préventif de la PPT vis-a-vis de I’oxydation
des LDL-c peut étre expliqué par le caractére lipophile du lycopéne des autres

caroténoides, qui sont transportés par les lipoprotéines de faible densité [38]. De plus,
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selon une autre étude, le lycopéne peut inhiber I’activité du 3-méthyl glutaryl coenzyme A
réductase, qui est impliquée dans la synthese du cholestérol [41, 59]. Il a été démontré que
les produits a base de tomates augmentent la résistance intrinséque de LDL-c a I’oxydation

induite par des ions de cuivre in vitro [60].

La supplémentation par la PPT a grandement amélioré le trouble métabolique provoqué par
le régime riche en acides gras saturés et en cholestérol HSF/HC. Des résultats similaires
ont également été trouvés chez des rats stéatosé nourris par un régime athérogéne et
supplémentés par le jus de tomate [19]. L’augmentation de 1’activité sérique de I’ALAT et
ASAT, est un marqueur primaire du développement de la NASH [19]. Egalement, d’autres
auteurs ont établi une relation étroite entre 1’¢1évation de I’activité des enzymes hépatiques,

le diabéte et la résistance a I’insuline [61, 62].

Les résultats de I’étude histologique montrent I’absence d’effet significatif de la PPT sur la
stéatose et I’inflammation chez les souris HSF/HC. Nous avons donc émis 1’hypothése que
les souris HSF/HC posséderaient des capacités d’exportation tres efficaces au niveau du
foie, afin d’orienter les lipides vers leur lieu de stockage périphérique via une
augmentation des formes de transport des triglycérides (VLDL). En effet, une étude in vivo
a démontré qu’un régime contenant 20% d’huile de coco hydrogénée augmente de 15-17%
les VLDL et les LDL-c chez les rats [5]. Les souris HSF/HC présentent une masse de tissu
adipeux blanc augmentée, ce qui est en accord avec une exportation accrue des

triglycérides du foie vers cet organe de stockage qu’est le tissu adipeux.

Outre I’augmentation des systémes d’exportation et de stockage, une autre possibilité peut
expliquer la diminution de I’intensit¢é de la stéatose hépatique chez les souris
supplémentées par la PPT malgré la surcharge lipidique : une augmentation de la B-
oxydation mitochondriale, la diminution de I’oxydation microsomale et la neutralisation
des ROS par les substances antioxydantes de la PPT. Des études menées chez les rats ont
donné des résultats prometteurs. Dans 'une, le traitement par 1’extrait de tomate et le
lycopéne de rats atteints de NASH, a induit une diminution de 1’inflammation (réduction
>40%) et de I’expression de I’ARNm de plusieurs cytokines pro-inflammatoires [24]. Une
autre étude sur rats nourris par un régime riche en lipides et en éthanol, a montré une
amélioration de la stéatose hépatique, en réduisant la taille des gouttelettes de lipides dans
les adipocytes blancs aprés supplémentation par le vin de tomate riche en lycopene [38].

En outre, la supplémentation par le jus de tomate riche en lycopéne inhibe le
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développement de la NASH chez de rats athérogene, par 1’accumulation du lycopeéne dans

le foie et la réduction de taux de Tg plasmatiques [17, 63].
IVV.8.2. Avantages et limites du modéle animal

Nous avons travaillé sur modeéle animal (souris BALB/c) développant une NASH induite
par un régime hyperlipidique saturés/ hypercholestérolémique. Les études sur modele
animal offrent de nombreux avantages, mais présentent également des limites a prendre en

compte dans I’interprétation des résultats.

Alors que les études cliniques sont réalisées chez des patients de différents ages, sexes,
poids et habitudes alimentaires, le mode¢le animal permet d’étudier une population
homogéne et une consommation alimentaire dont un seul paramétre varie. De plus, le
modele animal permet de multiplier les prélévements, d’accéder aux parametres tissulaires,

et d’obtenir ainsi des informations non accessibles chez les patients.
Ce modele présente plusieurs limites :

- Sur le plan métabolique, il est connu que le métabolisme lipidique de la souris est
trés différent de celui de I’homme, ce qui ne permet pas d’étudier I’effet des
régimes sur le métabolisme du cholestérol et des lipoprotéines.

- La part du stress émotionnel dans le développement de 1’insulinorésistance chez
I’homme est bien décrite [64, 65]. Chez le rat, il a été rapporté des "répondeurs" et
des "non répondeurs” au régime induisant la NASH, et la part de la réponse

émotionnelle est donc difficilement quantifiable.

IVV.8.3. Limites des parametres mesures

Pour des raisons logistiques, nous n’avons pas pu mesurer tous les parametres souhaités au
cours de nos expériences. En particulier, étant donné I’indisponibilité des kits murins de
dosage des marqueurs d’inflammation, nous n’avons pas dosé les cytokines inflammatoires
(11-6, TNF-alpha et MCP-1). Aussi, la mesure de I’expression ARNm des enzymes
lipogéniques (FAS, ACC et SCD), afin d’éclaircir les raisons de I’augmentation des AGNE
plasmatiques chez les souris supplémentées par la PPT.

En ce qui concerne les relations stress oxydant/insulinorésistance, nous n’avons pas pu
réaliser I’étude de I’expression des génes et de la signalisation de I’insuline dans le foie et

le muscle des souris recevant la PPT. La prise en compte de ces différentes approches
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permettraient d’améliorer les connaissances sur le risque du stress oxydant dans les

mécanismes inflammatoires au cours des maladies.
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Dans cette étude nous avons réalisé un régime qui reflete les habitudes alimentaires des
patients atteints de NASH. Nous avons donc réalisé un régime enrichi en acides gras
saturés (AGS) et de cholestérol de maniére a tenter d’induire une stéatohépatite non
alcoolique chez la souris. Ce régime a été donné ad libitum aux animaux dés leur sevrage,

et pendant 12 semaines.

Au terme des 12 semaines de régime HSF/HC (régime riche en acides gras saturés et en
cholestérol), les souris développent une stéatose hépatique, avec mise en place d’une
stéatose et de foyers inflammatoires au niveau du foie. L’analyse histologique nous
confirme la forte accumulation de lipides hépatiques (stéatose). Cette stéatose massive en
présence des foyers inflammatoires, nous confirment la présence de NASH dans le foie des
souris HSF/HC. Le facteur clé impliqué dans le développement d’une stéatose associée a
des phénomeénes inflammatoires, soit I’induction de peroxydation lipidique et d’un exces
ou d’un défaut d’exportation des triglycérides en développant des stigmates de NASH
(hyperlipidémie, insulinorésistance). Cependant, 1’augmentation de 1’activité des enzymes
plasmatiques et de la concentration en bilirubine, nous confirme la présence de dommages
cellulaires hépatiques dus au régime HSF/HC. Donc le régime HSF/HC semble étre un

modele idéal pour induire une stéatose hépatique non alcoolique chez la souris.

La supplémentation des souris HSF/HC par la PPT (poudre des pelures de tomate) semble
diminuer D’intensit¢ de la stéatose hépatique et de I’inflammation, cependant certaines
exceptions ont été observées, elles sont a mettre en relation avec la réponse individuelle de
I’hote.

La supplémentation par la PPT n’a pas réduit de maniére significative 1’augmentation du
gain de poids corporel des souris HSF / HC aprés 12 semaines d’¢levage, mais elle a
ralenti I’accumulation de tissu adipeux. Les résultats de notre étude suggerent que la PPT

peut avoir un effet anti-adiposité, cela peut étre di a 1’action des composants présents dans
la PPT.

Les résultats de notre étude montrent que la supplémentation des souris HSF/HC par la
PPT augmente le taux du lycopene sérique, rétablisse les parametres sériques biochimiques
et améliore la sensibilité a I’insuline et la tolérance au glucose des souris. Pour la premiére

fois dans la stéatose hépatique non alcoolique, les bénéfices d’une supplémentation chez la
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souris par la PPT sont démontrés a la fois sur la régulation de la glycémie et sur la
peroxydation lipidique. L’application de ces résultats a la prévention de la NASH place la
PPT parmi les facteurs de prévention nutritionnelle du diabéte et de ses complications

oxydatives a prendre en considération.

En ce qui concerne I’augmentation de la concentration plasmatique d’AGNE chez les
souris HSF/HC supplémentées par la PPT, ce résultat surprenant peut étre expliqué par la

stimulation de la lipolyse adipocytaire et la diminution de la lipogenese hépatique.

Les résultats de notre étude suggérent qu’il n’y a pas une association entre I’accumulation
de tissu adipeux, la concentration plasmatique des FFA et la résistance a ’insuline. En
effet, les souris HSF/HC, avec des faibles concentrations plasmatiques en FFA, ont

développé une résistance a I’insuline.

Enfin, le rdle de la PPT dans le rétablissement de I’homéostasie lipido-glucidique et
I’amélioration de la sensibilit¢ a [D’insuline est frappant. Expérimentalement, les
antioxydants de la PPT ont modulé les indicateurs associés a la NASH et au diabéte de

type 2 sans effet-dose dépendant.

L’association de tous nos résultats et de la littérature, nous laisse penser que la modulation
des désordres métaboliques hépatiques par les antioxydants de la tomate donne des
résultats positifs, mais ces études ne suffisent pas, pour le moment, a démontrer 1’intérét
d’une supplémentation par les antioxydants de la tomate dans le cadre de la prévention du
diabete type 2. Cela est expliqué par le fait que les radicaux libres sont indispensables a la
transduction des signaux cellulaires, dont la voie de signalisation de I’insuline, rendant leur
neutralisation excessive délétere. Cependant, la capacité antioxydante des aliments est
sensible aux conditions environnementales, tels le pH, la présence et la concentration

d’ions métalliques.

Ces premiers résultats sont expérimentaux. Ils démontrent la pertinence d’une association
de nutriments antioxydants dans la prévention des facteurs associés a la NASH. Cependant,
les nombreuses limites dues aux conditions expérimentales imposent de poursuivre ce
travail par des études d’intervention chez 1’homme, associant, dans une supplémentation
combinée, la poudre des pelures de tomates et les extraits de tomates (jus, vinaigre). 1l est
tentant d’envisager une étude du mécanisme d’action moléculaire basée non seulement sur

la PCR quantitative en temps réel, mais sur la mise au point d’une biopuce associant a la
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fois les génes du signalisation, de I’inflammation, et du stress oxydant, ainsi que qu’une
étude de la réponse protéomique aux facteurs nutritionnels.

Un autre axe de recherche, celui des effets des antioxydants de la tomate sur le diabéte
type2, mériterait d’étre développé pour une meilleure compréhension du mécanisme de
protection par lequel les caroténoides, principalement le lycopene et les autres molécules
de la poudre des pelures de tomate, préviennent I’insulinorésistance et le diabete type 2. 1l
serait, en effet, intéressant d’étudier leur effet sur la production des adipokines et des
cytokines produites par le tissu graisseux (dont le facteur de nécrose tumorale o (TNF o),
I’interleukine 6 et, plus récemment, la résistine), facteurs qui induisent une
insulinorésistance quand ils sont produits en excés. Ces molécules interagissent
directement sur les voies de signalisation de I’insuline, modulant de ce fait,

I’insulinorésistance.
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Expérimentation animale : (photos)

2. Sacrifice et préléevements biologiques




3. Prélévement du foie

Foie Ctrl Foie HSF/HC Foie HSF/HC TP1 Foie HSF/HC TP2

4. Etude histologique du foie






Ministére de la Santé, de la Population et de 1a Réforme Hospitaliére

INSTITUT PASTEUR D' ALGERIE
Laboratoire de Bicpathologie
Pr. A Bouhadef
N°TIPA : V86 a V120
Espéce : souriz Age - 12 semaines

Nature du prélavement :prélévements 4’ autopsie

Siége du prélévement : foie

Vétérinaire traitant : CRD SAIDAL. ZIDANI SOFAINE

Date de réception :19/12/12 Diate : 29/01/12

COMPTE RENDU

IL nous a té adressé des prélévements hépatiques issus de souris gées de 12 semaines
utilisées dans le cadre d’une étude portant sur I"évaluation de la capacité des pelures de
tomate 2 contre carrer ou a corriger la stéatohépatite non alcoolique induite par un régime
hyperlipidigue hypercholesterolémique.

Les animanx sont répartis en 05 groupes :

- Groupe control (G1)

Groupe hyperlipidigue / hypercholesterolémigue (G2)

- Groupe lycopene 5% (G3)

- Groupe lycopéne 10%(G4)

- Groupe gavage(lycopéne 10%) (G5)
Une étude macroscopique a été réalisée, elle ne met en évidence des lésions de stéatose
heépatiques chez les animanx du groupe 2 {(G2).

Une etude histopathologique a été réalisée apréz coupe et coloration en HE et au frichome de
Maszon, elle met en évidence ce qui suit :

- groupe hyperlipidique / hypercholesterolémique

N7 animal/ Iésion | VE7 Vuh Vo3 Vil Viod Vii7 Viid
08/F0 11F0 | 13F0 12FO 10F0 9F0 14F0

Stéatoze 3 1 0% 25 . 1 1

Inflammation i 1 3 i 7 i 1

Fibroze 0 0 1] 0 1] 0 [i]

0 : absence de lésions 2 : lésion modérée

1 : I2sion minime 3 : lésion marquée

4 : lésion sévére.




- Groupe lycopéne 5%

N® animal/ lésion | V28 Voo vioz Vigo Vi1l vii4 V120
18F0 21F0 | 17F0 19F0 16F0 20F0 15F0°
stéatose 1 2 1 3 it 1 1
inflammation [i] 1 i 1 0 il 2
fibross [y [y [} 0 1 0 0
- Groupe lycopene 10%
N” animal  lesion [ VES Vol Vo5 VioZ VIIio Vi3 VIig
270 22F0 | 24F0 28F0 23F0 26F0 25F0
steatose i 2 0 1 1 1 1
inflammation i i 3 1 1 i i
fibrose 1] 0 [1] 4] 0 0 [i]
- Groupe gavage.
N animal/ lesion [ V04 VOB V105 Vila VI0iE Vill Vii3
29F0 33F0 | 35F0 34F0 30F0 32F0 31F0
stafoze 1 7 4 2 i I i
inflammation 1 ik 1 i 1 0 (]
fihrose [ [i] [i] 0 1] 1] [1]
Conclusion :

L’examen histopathologique a mis en évidence des lésions de stéatose (e plus souvent
micre vacuolaire) sur la quasi-totalité des animaux. La répartition dela stéatose étaitle
plus souvent centro-lobulaire 3 portante (pontage entreles veines centro lobulaires) plus
marquée pour le groupe ayant requ une diéte hyperlipidique hypercholesteralémique,
quant 3 'inflammation dle était le plus souvent de nature lympho plasmocytaire 3
localisation sinusoidale essentiddlementet le plus souvent plus marquée chez le groupe
hyperlipidique hypercholesterolémique. (G2)

La fibrosen’ a été ohservée que sur un seul animal (16F0).
L’addition du lycopéne i 1a diéte semble diminuer de intensité de 1a stéatose et de

Pinflammation cependant certaines exceptions ont été observées, elles sont 3 metire en
relation avec la réponse individuelle de Phate.
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