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Résumé

L’intestin a été longtemps considéré comme une simple barri¢re passive douée d’une
grande capacité d’absorption des acides gras a longue chaine (AGLC), qui exercent des
fonctions primordiales au sein de 1’organisme. Il est bien connu qu’une alimentation riche en
lipides pourrait participer a la mise en place des dyslipidémies qui sont considérées comme
les facteurs de risque des maladies cardiovasculaires.L’ensemble des constats suggere que
I’intestin gréle pourrait jouer un rdle primordial dans I’étiologie du syndrome métabolique
causé par cette alimentation déséquilibré puisqu’il conditionne la biodisponibilité des lipides a
I’organisme et qu’il participe a la régulation de la triglycéridémie. A cet effet, nous nous
sommes intéressés aux répercussions d’un régime hyperlipidique sur la structure épithéliale
de I’intestin chez le rat. Pour cela, nous avons soumis des animaux (Rat Wistar) au régime

hyperlipdique a base de jaune d’ceuf pendant 2 mois.

A la fin de D’expérimentation, I’analyse du profil plasmatique a montré une
perturbation de la glycémie et du bilan lipidique marqués par I’augmentation du glucose, des
triglycérides, de cholestérol total et la diminution des lipoprotéines protectrices HDL-
cholestérol. De plus, 1’analyse histologique de la muqueuse intestinale a montré un
changement de son architecture marqué par la perte de la structure villositaire avec mise en
place d’un cedéme interstitiel, I’accumulation du tissu conjonctif au niveau du chorion et a la
base des glandes de Lieberkiihn, la présence des foyers hémorragiques. Ces altérations
structurelles sont compliquées par ’installation d’une réaction inflammatoire et I’infiltration

des gouttelettes lipidiques.

En définitive, I’administration d’un régime hyperlipidique a engendré des altérations
morphologiques, la mise en place de dépots lipidiques ainsi que de dépots conjonctifs. De
plus, I’installation d’une réaction inflammatoire. Ceci conduirait a la perte de la fonctionnalité

de ’intestin

Mots clés :Hyperlipidique,Jaune d’ceuf ,L’intestin,L'obésité ,Wistar.
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Abréviations 2 0 1 6

AG Acides gras

AGNE Acides gras non-estérifiés

CM Chylomicrons

CE Cholestérol estérifié

CNE Cholestérols non estérifié

EC Ester de cholestérol

GLP-1 Glucagon like peptide 1

HDL Lipoprotéines de haute densité

HL Régime hyperlipidique

HS Héparine sulfate

IDL Lipoprotéines de densité intermédiaires
IMC Indice de masse corporalle

LCAT Lécithine cholestérol acyl —transférase
LDL Lipoprotéines de faible densité

LPL Lipoprotéine lipase

LPS Lipopolysaccharides

LRP Le récepteur-LDL et la protéine apparentée au R-LDL
PL Phospholipides

R-LDL Récepteur-LDL
TAG Transport d’acides gras
TG Triglycérides

VLDL Lipoprotéines de tres faible densité
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Dans I’ensemble des pays développés et sous-développés, les habitudes alimentaires ont
beaucoup plus changé au cours de la deuxieme moiti¢ du 20¢éme siecle qu’au cours des siccles
précédents (Hercberg 1996). L’¢évolution de I’alimentation a accompagné les transformations
de notre société: modifications des modes de vie, évolutions sociologiques, développement
socio-économique, progres technologiques, changement des gotits des consommateurs et des
modes de consommation. De nouveaux aliments ont été introduits, d’autres ont pratiquement
disparu de la composition des repas. Manger beaucoup plus que ce qui est nécessaire pour
couvrir les besoins énergétiques, avoir une activité physique insuffisante, consommer trop de
lipides, notamment d’acides gras saturés, ou consommer trop peu de glucides complexes et de
fibres, de vitamines ou de minéraux, avoir une alimentation déséquilibrée... accroit le risque
de voir apparaitre des maladies métaboliques et nutritionnelles telle que le diabéte et 1’obésité.
Cette dernicre est considérée comme une épidémie par I’Organisation Mondiale de la Santé
(OMS) étant donné 1’augmentation rapide du nombre d’obéses : le nombre de cas a doublé
depuis 1980 (OMS, 2008). La contribution active de I’intestin dans 1’utilisation post prandiale
des lipides a été renforcée par les derniéres données de la littérature qui démontrent que le
métabolisme de synthése des lipoprotéines intestinales est trés régulable et en particulier par
les lipides alimentaires eux-mémes. Ces données démontrent que contrairement a ce qui était
admis jusque-1a, I’intestin n’est pas une simple barriére passive, capable d’absorber de
grandes quantités de lipides, mais qu’il est capable d’adapter ses capacités d’absorption et la
qualité des lipoprotéines sécrétées a la teneur en lipides du régime (Xiang et al., 1999). 11 est
de plus en plus admis que la teneur en lipides du régime s’accompagne de modifications des
fonctions intestinales, affectant I’intégrité de la barriére, le microbiote et I’'immunite locale.
Notre objectif est de préciser I’impact d’un régime hyperlipidique sur la morphologie de la
mugqueuse intestinale chez le rongeur. A cet effet, nous avons soumis des rats au régime

hyperlipidique pendant une durée deux mois. Au terme de laquelle nous avons analysé :

- Le profil plasmatique par le dosage de certains paramétres plasmatique tel que les
triglycérides, le cholestérol total et les HDL- cholestérol
- Une analyse morphologique par une étude histologique dans le but de voir les

différentes altérations de la muqueuse intestinale provoqué par ce régime.
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Ce travail est organisé en deux parties :

La premiére partie, sectionnée en trois chapitres, un premier abordant 1’état de

connaissances sur les lipides, suivi d’un deuxiéme chapitre dans lequel on décrit
I’intestin et le 3¥™¢ chapitre, s’est consacré sur la physiopathologie de I’intestin,

La deuxiéme partie est consacrée a I’exploration de ’ensemble des expériences
faites sur le rat Wistar regroupant le matériels et les différents procédés
méthodologique, les résultats et la discussion suivie d’une conclusion et des

perspectives.
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Chapitre I. les lipides et leur métabolisme
I.Les lipides et leur métabolisme
1.Définition

Le terme de lipide ou matiere grasse est une appellation générale qui regroupe toutes
les molécules insolubles dans 1’eau et solubles dans les solvants organiques (Mathieu et
Fonteneau,2008).Les lipides sont des constitutifs de dépdts lipidiques dans la cellule qui
peuvent avoir deux origines : exogene (provenant de 1’alimentation) ou endogéne (synthétisés
par la lipogenése). Les lipides alimentaires nouvellement synthétisés sont véhiculés dans la
circulation sanguine, sous forme de lipoprotéines jusqu’aux différents tissus. L’entrée des
lipides dans les tissus est possible grace a une enzyme, la lipoprotéine lipase (LPL), qui libére
les acides gras contenus dans les lipides et permet ainsi leur diffusion dans les tissus

(Hillgartner et al.,1995).

Les graisses absorbées dans 1’alimentation et les lipides synthétisés par le foie et les
tissus adipeux doivent étre véhicules entre les différents tissus pour leurs utilisations ou leur
stockage. Les lipides étant insolubles dans 1’eau, leur transport dans un environnement aqueux
comme le plasma sanguin est problématique. L’association de lipides non polaires, de lipides
amphipathiques avec des protéines pour former des lipoprotéines miscibles dans 1’eau permet
de résoudre le probléme du transport des graisses dans le sang (Emmerich et al.,2000).Un
role fonctionnel dans la synthése des eicosanoides et hormone stéroides(Guimont, 1992).Les
lipides structuraux, entrant en particulier dans la composition des membranes cellulaires et les
lipides de réserves, ayant pour role de fournir de I’énergie en cas de besoin (Borel et.,

al1997).
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Tableau I: classification générale des lipides (Mcardleet al.,2004).

Types de lipides Exemples
1. Lipides simples :
- QGraisse neutre - Triacylglycérol
2. Lipides composés :
- Phospholipides - Lécithine
- Glucolipides - Cérébroside
- Lipoprotéine - Chylomicrons
3. dérivés lipidique :
- Acides gras - Acide palmitique
- stéroides - Cholestérol

2.Les lipoprotéines : structure et définition

Leslipides circulent dans le sang en association avec des protéines spécifiques sous
forme de complexes appelés lipoprotéines qui sont généralement connues comme des
agrégats micellaires avec des lipides hydrophobes situés dans le noyau et les molécules
amphipathiques dans la surface (Kumpulaetal.,2008). Les lipoprotéinessont généralement
une structure sphérique dans laquelle le noyau est constitué¢ de lipides trés hydrophobes : les
triglycérides (TG) et cholestérol estérifi¢ (CE)(Figure 1). L’enveloppe est constituée de
phospholipides  (PL) choliniques, de cholestérols non estérifié (CNE) et
d’apolipoprotéines(Legrand, 1997).Ces derni¢res ont une double fonction de structure et de
régulation métabolique. Elles assurent la cohésion du complexe lipidique et sa solubilisation
et agissent également comme activateurs des enzymes du métabolisme des lipides a la surface
de ces lipoprotéines et aussi en tant que ligands pour des récepteurs a la surface cellulaire

(Saile et Taki,2007).
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nolestercl hore

Esters
de choleslérol

Figure 1. Structure générale des lipoprotéines (Rouffyetal.,1983)
3.Les déférentes lipoprotéines et leur constituants

Les lipoprotéines peuvent donc étre divisées selon leurs propriétés physiques (taille et
densité), mais aussi selon leur composition en lipides et protéines et selon leur fonction et sont

classées en cinq grandes catégories en fonction de leurs propriétés, taille, densité, composition
(Tableau II).

Tableau II.Caractéristiques des différentes classes de lipoprotéines (Schaefer et Levy, 1985

; Murray et al.,2000 ; Voet et al.,2005) (Modifié).

Lipoprotéines Lipoprotéines de basse densité Lipoprotéine de haute
densité (HDL)
Chylomicrons | VLDL | IDL LDL |HDL1 |HDL2 | HDL3

Densité(g cm?®) | <0.95 0.95 -] 1.006- | 1.019- | 1.019— | 1.063- | 1.125-

1.006 1.019 | 1.063 | 1.063 |1.125 |1.21
Masse ( kda) 400000 10000- | 5000- | 2300 |175-360

80000 | 10000 Foie ;

intestin ;VLDL ;

Sources intestin Foie VLDL | VLDL | Chylomicrons

intestin IDL
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3.1.Les chylomicrons :lipoprotéines impliqués dans le transport des lipides alimentaires

Les chylomicrons (CM) trés riches en triglycérides alimentaires, présents uniquement
en postprandial, fabriqués par I’intestin ; ils assurent le transport des lipides exogenes
absorbés par lintestin vers le foie (voie entéro-hépatique).A partir des chylomicrons
progressivement épurés de leur contenu en triglycérides, on obtient une nouvelle particule
appelée remnant qui sera captée par le foie ; Celui-ci constitue les VLDL (Raisonnier, 2004 ;

Fabrizio et Delphine, 2006).

3.2. Lipoprotéines de treés faible densité (VLDL) :

Les VLDL sont synthétisées par le foie et sont présentes dans le sang a jeun ou en
postprandial, trés riches également en triglycérides et contenant un peu de cholestérol.
(Gautier et al., 2010).La fraction protéique est composée d’Apo B-100, E, C-I, C-II et C-III.
L’Apo B-100 est requise a 1’assemblage et a 1’intégrité structurelle du VLDL, alors que les
autres Apo peuvent subir des échanges avec d’autres lipoprotéines (Caignon, 2002). La
population de particules VLDL est hétérogéne quant a la composition et a la fonction : la
proportion des Apo peut varier d’une particule a [’autre (Ginsberg et al.,1999).La
composition elle-méme varie a partir de la production du VLDL vers sa conversion en IDL au
fur et a mesure que les lipases viennent hydrolyser les TG pour utilisation par les cellules

(Berneiset al.,2002).

3.3. Lipoprotéines de densité intermédiaires (IDL) :

Les IDL sont issues de 1’hydrolyse des VLDL par les lipases (Pownall et Gotto,
1999)transportent principalement des esters de cholestérol, des triglycérides et sont

composées d’ApoB-100, d’ApoE, d’ ApoC-II et d’ ApoC-III (Vaubourdolle, 2007).
3.4.Lipoprotéines de faible densité(LDL) :

Principal véhicule du cholestérol plasmatique. Les LDL sont issues des IDL et
constituent la derniére classe de lipoprotéines de la cascade des lipoprotéines contenant 1’ Apo
B-100. Par I’action des lipases, la particule VLDL originale, dans sa course vers la classe
LDL, a perdu la majeure partie de ses TG et s’est ainsi retrouvée enrichie en EC(ester de

cholestérol)(Berneis et Krauss, 2002).
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3.5. Lipoprotéines de haute densité (HDL) :

Les particules HDL en circulation peuvent étre divisées en trois catégories selon leur
densité : les HDL naissantes, les HDL; et les HDL;(Pownall et Gotto, 1999). Les HDL
naissantes ont une forme discoide stabilisée par les Apo. Elles sont sécrétées par le foie et
I’intestin et sont dérivées des résidus d’hydrolyse des lipoprotéines riches en TG (CM et
VLDL). Etresponsable du transport de retour du cholestérol des tissus périphériques vers le

foie (Eisenberg, 1999)(Figure 2).

chylomicrons

0,95 - ) ‘

1,006 —Fmmmm————— e e e e e = = = = — Y _ _ _ _
2 1,02 A LDL résidus de
I chylomicrons
2 1,06
E
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Représentation des différentes lipoprotéines et la relation entre leur densité et leur

taille(Genest et Libby, 2012).

4.La Lipoprotéine Lipase (LPL) :

Est une enzyme clé de 1’hydrolyse des triglycérides des chylomicrons et des VLDL.
La LPL est synthétisée par le cceur, le muscle squelettique, le tissu adipeux, les glandes
mammaires, les macrophages, la rate, le poumon et le rein(Pulinilkunnil et Rodrigues,
2006).La LPL est une protéine de 475 acides amines incluant un peptide signal de 27 résidus
(Meadetal.,2002).Cette LPL est présente sur la surface des cellules endothéliales capillaires
sous forme d’homodimeére. Elle est liée aux membranes par des protéoglycaneshéparine

sulfate présents en surface. La LPL a besoin de I’Apo C2 comme cofacteur pour étre active.
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La demi-vie de la LPL est inférieure a 2 h. La LPL catalyse 1’hydrolyse des triglycérides et
des phospholipides des VLDL et des chylomicrons en acides gras non estérifiés et en 2-mono-
acyl-glycérol pour I'utilisation tissulaire. Apres ’hydrolyse, les lipoprotéines diminuent de

taille et deviennent des remnantde chylomicrons ou de VLDL (Merkeletal.,2002)

5.Métabolisme des lipoprotéines :

Le métabolisme des lipoprotéines joue un role clé dans 1’état normal ou pathologique.
Les mesures relatives tels que le HDL cholestérol et le LDL cholestérol, sont utilisés en
commun pour décrire le statut métabolique global de I’individu et le risque potentiel pour

I’athérosclérose et les complications vasculaires (Kumpula et al.,2010).

5.1.La voie exogéne :

Suite a I’ingestion de maticres grasse, les lipides d’origine exogene vont €tre véhiculés
par les chylomicrons qui sont synthétisés dans I’entérocyte. Suite a leur assemblage, les
chylomicrons entrent dans la circulation sanguine(Genest,2003 ; Verges,2007).Une fois
secrétés dans la lymphe méso-entérique, les chylomicrons rejoignent la circulation sanguine
puis sont hydrolysés par la lipoprotéine lipase (LPL), enzyme lipolytique ancrée a
I’endothélium des capillaires sanguins (Ceedmm,2011).Au niveau des muscles et du tissu
adipeux, les TG contenus dans les CM sont hydrolysés en acides gras libres par la
lipoprotéine lipase (LPL) pour stockage ou production d’énergie(Redgrave, 1999).L.’ Apo C-
II contenue dans les CM active la LPL, alors que I’Apo C-III en diminue ’activité. C’est donc
le ratio entre I’Apo C-II et I’Apo C-III qui déterminera la rapidité¢ a laquelle le CM sera
transformé en résidu de CM. Puisque seuls les TG ont ét¢ hydrolysées, le résidu sera enrichi
en EC et en Apo E. Il est a noter que I’Apo A-I, A-IV, C-II, C-III et E peuvent subir des
¢changes avec les autres classes de lipoprotéines et, si elles sont relachés en circulation, elles
peuvent servir de constituants de base pour la formation des HDL naissantes. Les résidus de
CM sont captés par le foie via le récepteur-LDL et la protéine apparentée au R-LDL (LRP).
Habituellement, il ne reste que de trés bas niveaux de CM en circulation apres environ 12

heures suivant un repas (Packard et Shepherd, 1999).
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5.2. La voie endogéne :

Quelques heures suivant un repas, lorsque la quantité de CM en circulation est faible,
les besoins en TG des tissus périphériques sont assurés par les lipides synthétisés par le foie
ou transitant par celui-ci, qui sont alors acheminés par les VLDL. De la méme maniere que les
CM, les VLDL seront hydrolysées par la LPL dans les capillaires et I’activit¢ LPL sera
modulée par le ratio Apo C-1I/Apo C-1II (Gagné et Gaudet, 1997). La LPL est responsable
du catabolisme des VLDL principalement situées dans les tissus adipeux et musculaires
(Brunzell et Deeb, 2001). Entre 30 et 40% des VLDL circulantes sont hydrolysées par la
LPL et transformées en lipoprotéines de densité intermédiaire (IDL) (Zambonet al.,2003).
Les VLDL résiduelles sont retournées au foie. Normalement, 70% des IDL sont retournées au
foie alors que les 30% restant sont hydrolysées en LDL par I’action de la lipase hépatique
(Olofsson et Boren, 2005). Le processus catabolique de transformation des VLDL en IDL
puis en LDL libere des acidesgras libres qui seront captés par les muscles squelettiques, le

foie ou le tissu adipeux.

Les LDL sont les principaux transporteurs de cholestérol dans la circulation sanguine
(Charlton et Durrington, 2008). Les particules LDL en circulation vont étre captées par les
récepteurs des LDL qui reconnaissent 1’ Apo-lipoprotéine B100 a la surface.Cette étape est le
début d’une série d’éveénements qui menera a la dégradation des LDL. Le cholestérol libre
peut servir de constituant membranaire pour la cellule, il peut étre stocké ou il peut
simplement quitter la cellule via des lipoprotéines de haute densit¢é (HDL-C) (Charlton

etDurrington, 2008) (Figure 3).
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Figure 3.Transport des acides gras dans I’organisme(Mashek et Coleman, 2006).
AGNE:acidesgras non-estérifiés;HDL: High density lipoproteins;IDL: intermediary density
lipoproteins;LDL: low density lipoproteins; VLDL: very low density lipoproteins

5.3.Le transport inverse du cholestérol (Voie de retour) :

Le transport a rebours est la voie métabolique des HDL. La premicre étape de synthese
de ces lipoprotéines est effectuée dans le foie et dans le petit intestin qui fabriquent des petites
particules discoidales et appauvries en cholestérol (Lewis et Rader, 2005). L’efflux de
cholestérol des cellules dépend d’une interaction entre I’ApoA-I du HDL et les récepteurs
membranaires et, surtout, de la lécithine cholestérol acyl -transférase (LCAT). Cette enzyme
plasmatique hydrolyse les lécithines des LP et produit des esters de cholestérol.Elle agit sur
les HDL qui ont capté le cholestérol des membranes périphériques. Le HDL enrichi en ester
de cholestérol a I’issue de l’action de la LCAT conduit le cholestérol vers le foie

(Bruckert, 2014).
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Chapitre II : Pintestin

L'appareil digestif s’étend de la bouche a I’anus, il comprend le tube digestif (bouche,
pharynx, cesophage, estomac, intestin gréle et gros intestin), et ses annexes. Mais les parties

les plus intéressantes dans notre étude: I’intestin gréle

1. Physiologie de I’intestin gréle

L’intestin gréle est un organe hétérogéne, reliant I’estomac au gros intestin. Sa
longueur chez I’homme adulte est d’environ 6 m. Cette partie est décomposé en trois
segments successifs distincts qui présentent des caractéristiques morphologiques et
fonctionnelles différentes: le duodénum, le jéjunum et 1’iléon(Lee et Kaestner, 2004).
L’intestin gréle exerce deux fonctions: il achéve la digestion du chyme provenant de
I’estomac et absorbe les produits de cette digestion au niveau de ses nombreux replis (Michel,
1999).

La paroi de I’intestin posseéde plusieurs réles comme 1’absorption des nutriments et la
protection contre les microbes présents dans la lumicre intestinale(Goldsby et Dunod,
2003)La paroi intestinale (Figure 4) est composée de plusieurs couches: la couche la plus
externe est la muqueuse et se compose de cellules épithéliales, avec une seule épaisseur de
cellules reposant sur un chorion conjonctif appelé lamina propria. La muqueuse présente de
trés nombreuses excroissances de 0,1 a 0,8 millimetre de haut, nommées villosités, séparées
par des parties plus creuses, nommées cryptes. Cette disposition accroit considérablement la
surface fonctionnellede l'intestin, qui dépasse 100 meétres carrés (Minaireetal.,1990).La sous-
muqueuse supporte et attache la muqueuse aux couches musculaires sous-jacentes. La

membrane séreuse recouvre la couche musculaire externe (Budarfetal.,2009).
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Figure 5 : La structure de l'intestin (Budarferal.,2009)

La paroi intestinale est composée de plusieurs couches (a) : la couche la plus externe
est la muqueuse et se compose de cellules épithéliales (b). La sous-muqueuse supporte et

attache la muqueuse aux couches musculaires sous-jacentes (¢). La membrane séreuse

recouvre la couche musculaire externe. (d)L’épithélium est constitué¢ de divers types
cellulaires



Rappels bibliographiques | 2()16

2. Les différents types cellulaires de 1'épithélium intestinal

L’¢épithélium de revétement intestinal est un ¢épithélium prismatique simple
(Petzkeetal.,2000).L'¢pithélium intestinal est composé d’une monocouche de cellules
comprenant quatre types cellulaires: les cellules de Paneth, qui se différencient en migrant au
fond de la crypte, les cellules caliciformes, les cellules entéroendocrines et les entérocytes qui

se différencient en migrant le long de la villosité (Cunliffe et Mahida, 2004) (Figure 6).

, Cellules entéroendocrines

. Entérocyte
Villosité

Compartiment différencié

el
w

L Cellules a mucus

Cellules de Paneth *

Crypte

Figure 6 :Unité fonctionnelle de I’intestin : 1’axe crypto-villositaire d’aprés (Crosnier,
Stamataki et Lewis 2006).
La physiologie de la barriére intestinale

La barriére intestinale comprend des cellules épithéliales, des jonctions
intercellulaires, ou tightjunctions, une flore microbienne équilibrée et une barricre
immunologique(Farhadi et al,2003).L’¢pithéliumintestinal est constitu¢ de divers types

cellulaires :

3.1.Les cellules épithéliales ou entérocytes :
Elles sont responsables de la fonction d’absorption intestinale par la présence d’une
bordure en brosse véritable, sous unité fonctionnelle faisant face a la lumiére intestinale elle-

méme constituée par des microvillosités réguliérement disposées (Brazier et al.,2002).

12
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De plus, ils jouent un rdole important dans la défense non-spécifique en créant une barriére
étanche contre I’invasion de la flore intestinale. Les entérocytes présentent a la surface apicale
d’une membrane hautement sinueuse rappelant la forme d’une brosse (Jang ef al.,2004).
Cette structure permet d’augmenter la surface de contact de la muqueuse avec la lumiére
intestinale ce qui favorise 1’absorption des nutriments (Kolls ez al.,2008).

La durée de viemoyenne des entérocytes est courte, de sept jours dans le duodénum et le
jéjunum, de trois jours dans l'iléon. Les agressions par des ¢léments intra-intestinaux abrégent
leur vie, mais le renouvellement est rapide a partir des cellules souches. Les entérocytes sont
soudés les uns aux autres par trois types de jonctions(Minaire et al.,1990),les jonctions serrées,

les jonctions intermédiaires ou adhérentes etles desmosomes.

3.2. Les cellules de Paneth

Elles sont situées au fond des cryptes. Elles sécrétent des lysozymeset des défensines
(Ganz, 2000) qui produisent les peptides antimicrobiens (Lai et Gallo,2009).L intestin
posséde aussi des ilots lymphoides, les plaques de Peyer, qui abritent plusieurs types de
cellules immunitaires a la barrieére cellulaire comme les lymphocytes T et B et les cellules

dendritiques (Jang ef al.,2004)

3.3.Les cellules endocrines

Elles représentent une population trés hétérogéne. Leur caractéristique commune est de
posséder des granules de sécrétion au niveau de leur partie basal. Elles sécretent des
neuropeptides impliqués dans le controle des sécrétions gastriques, pancréatiques et
intestinales ainsi que dans la motricité du systeme digestif (Lee et Kaestner, 2004).Elles sont
localisées principalement au fond des cryptes. Elles sécrétent plusieurs peptides dont les
principaux sont le GIP (gastric inhibitory peptide),la sécrétine, la cholecystokinine, le GLP-1

(glucagonlike peptide 1) et I'entéroglucagon.

3.4.Les cellulesa mucus «cellules caliciformes

Elles sont dispersées entre les entérocytes. Elles produisent du mucus qui s’accumule dans
leur cytoplasme sous forme de granules jusqu’a la libération du contenu de ceux-ci a la
surface de I’épithélium (Kraehenbuhl, Pringault ez al., 1997). Chaque jour sont produits

trois litres de mucus, dont le pH est alcalin et qui est chargé de protéger la muqueuse

13
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intestinale contre divers agresseurs tel que les pH extrémes des sucs digestifs, enzymes
digestives, bactéries et aliments.Le mucuscorrespond & un mélange de mucines, ce sont
pourtant les peptidesqui constituent la fraction la plus intéressante, car ils sont extrémement

variables.Il existe des centaines de mucines différentes (Gum et al.,1989).

4.Role de I’intestingréle : principalement exerce trois fonctions :
4.1.11 participe a la digestion des aliments :
La digestion est la dégradation des grosses molécules complexes enpetites molécules
simples :
e Les polysaccharides sont dégradés en sucres simples.
o Les lipides sont dégradés en corps gras simples.
e Les protéines sont dégradées en acides aminés.
La digestion est effectuée par des enzymes glycolytiques, lipolytiques et protéolytiques(Jean

Seignalet et Joyeux, 2004).

4.2.11 assure une absorption sélective des substances digérées
Cette absorption se déroule au niveau des villosités, alors qu'a l'inverse une sécrétion a

lieu au niveau des cryptes (Minaire et al.,1990).
4.3.11 permet la progression du chyle

Les substances en cours de digestion dans la lumicre intestinale constituent le chyle. Elles
cheminent a l'intérieur du gréle et passent dans le colon. Ce transit est provoqué par les contractions

des muscles lisses de la paroi du gréle. Clest le péristaltisme qui fait progresser le bol

alimentaire(Seignalet et Joyeux, 2004).

14
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Chapitre II1. Le microbiote intestinal

Le microbiote (la flore microbienne intestinale) colonise le tube digestif juste apres la
naissance. Sa composition initiale est influencée par la flore maternelle, le mode
d’accouchement (voie basse ou césarienne), le mode d’allaitement et I’exposition précoce a
des antibiotiques (Judith, 2015).

Le microbiote intestinal, I’ensemble des bactéries qui peuplent notre tube digestif, est
en contact direct avec les cellules de notre intestin. Le dialogue qui s’établit entre ce
macrobiote et notre intestin peut par ailleurs étre modulé par différents facteurs et en

particulier 1’alimentation.

L’épithélium intestinal humain est représenté par 300m” de muqueuse et correspond
ainsi a la plus grande surface du corps constamment exposée a des substances
environnementales, & des nutriments et des micro-organismes (Lotz et al.,2007). Le long du
tractus intestinal, la densité de bactéries va augmenter au fur et & mesure : on observe 103 a
105 bactéries par ml de contenu luminal dans I’estomac et le duodénum et on passe a environ

109 a 1012 par ml dans I’iléon et le colon.

2. Effets d’un régime riche en lipides sur le microbiote intestinal

Les régimes riches en lipides sont couramment utilisés pour induire une obésité chez
des rongeurs (Gérard, 2015). C’est dans ce cadre que (Turnbaugh et al., 2008) ont montré
qu’un régime hyperlipidique aboutit a une chute de la diversit¢ du microbiote intestinal des
souris, due en partie a I’émergence d’un groupe bactérien (Turnbaugh et al.,2008). Le retour
a un régime hypocalorique conduit a une perte de poids des souris et a une forte diminution de
la proportion de ce groupe bactérien (Gérard, 2014). Par ailleurs, si ces résultats indiquent
qu’un régime hyperlipidique modifie la composition du microbiote intestinal, une autre étude
atteste qu’il en affecte également D’activité. Les effets d’un régime hyperlipidique sur la
physiologie de 1I’hdte pourraient, en partie, étre imputés a cette altération du microbiote
intestinal et de son activité. Ainsi, il a ét¢ montré que la modification de la composition du
microbiote intestinal par un régime hyper lipidique s’accompagne d’une augmentation des
taux circulants de lipopolysaccharides (LPS), composants de la paroi des bactéries Gram-

négatives (Caniet al., 2007).
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3. Obésité, microbiote et barriére intestinale : vers une perméabilité sélective

La présence de cent mille milliards de bactéries dans le tractus gastro-intestinal serait
dramatique sans la gestion adéquate de processus impliqués dans la fonction barricre de
I’intestin. Les protéines de jonctions, la présence de cellules sécrétrices de mucus, la
régulation fine du transport transcellulaire, sont tant de processus qui permettent d’éviter une
translocation bactérienne incontrdlée. Des études expérimentales, corroborées par un nombre
limité d’études exploratoires chez 1’homme, suggerent que la fonction barriére de I’intestin
serait compromise en cas d’obésité, et principalement, en cas de pathologies associées qui
impliquent un phénomene inflammatoire, tel que la stéato-hépatite non alcoolique, par
exemple (Gummessonetal.,2011; Caniet al., 2012). Des éléments d’origine microbienne
pourraient alors pénétrer dans la circulation sanguine et participer a I’inflammation modérée
associée a 1’obésité. Par exemple, la translocation de lipopolysaccharides (LPS), principaux
composants de la membrane des bactéries gram négatives, induit une augmentation modérée
(doublement) mais physiologiquement significative des taux de LPS, retrouvée chez les
individus obeses et qui corrélent positivement avec I’insulinémie a jeun chez les patients
diabétiques (Canieral., 2012). Notons qu’un régime riche en graisses contribue également a
cette endotoxémie métabolique, en favorisant I’absorption des LPS via la formation des
chylomicrons (Laugerette etal., 2011). D’autres constituants bactériens retrouvés dans le
sang pourraient également étre prédictifs de pathologies associées a 1’obésité. Les
peptidoglycans, constituants de bactéries gram positives, pourraient également étre impliqués

dans I’inflammation associée a 1’obésité (Tremaroli et Backhed, 2012).
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Matériels et Méthodes

Nous avons effectué notre projet de mémoire de fin d’étude a I’Université de
Khemis Miliana au sein du laboratoire de biochimie et de Zoologie. Ce projet a porté

sur I’analyse de I’impact d’un régime hyperlipidique sur la muqueuse duodénale.

I. Matériel biologique
1. Animaux
Notre étude a porté sur des rats Wistar males et adultes « Rattus norvegicus »

qui appartiennent a la famille des Muridés. Ces animaux provenant de 1’institut

Pasteur (Centre d’¢levages ElIKouba, Alger).

Figure(07 : Rats Wistar

1.1. Régime alimentaire
1.1.1Régime standard de laboratoire

La composition de I’aliment standard de laboratoire par 100 g : ’aliment standard
de laboratoire a la composition centésimale suivante :

Tableau IV : compositions de I’aliment standard de laboratoire

Composition Pourcentage
Protéines brutes 22

Maticres grasses 03

Matic¢res minérales 06

Cellulose 03(max)
Lysine 1.1

Calcium 01
Phosphore 0.5

Extractif non azoté 44
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Tableau V : composition de I’alimentation standard de laboratoire en vitamines

Vitamines Composition en mg
Vitamine A 10180 Ul
Vitamine D3 2000 UI
Vitamine E 15mg
Vitamine K3 1.5 mg
Vitamine B3 8.9 mg
Vitamine B6 0.9 mg
Vitamine B12 0.02 mg
Vitamine B1 2 mg
Vitamine B2 4 mg
Vitamine PP 25 g

1.1.2. Régime standard de laboratoire additionné de régime hyperlipidique a

base de jaune d’ceuf

Le régime lipidique est a base de jaune d’ceuf cuit. Chaque animal regoit

quotidiennement %4 de jaune d’ceuf de poule.

Tableau VI. La composition en g pour 100g de jaune d’ceuf est la suivante :

Eau : 40- 46
Protéines : 13.5-17.5
Lipides : 30-34

=  Saturés : 10.5-12

=  Monosaturés : 16.5-19

= Polyinsaturés variables :

=  Cholestérol : 1.2-1.35
Glucides : 0.18-0.25
Cendres : 1-1.5
Calories : 370-400
La composition en vitamines et sels minéraux (pg/100g )

=  Vitamine A : 1000

=  Vitamine D : 5

=  Vitamine E : 5000

=  Vitamine K : 100

* Phosphore : 540

= Fer: 6.5
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2. Protocol expérimental et la constitution des lots

Les animaux utilisés dans cette étude sont agées dedeux mois et pesant 140+£20 g
a leur arrivée au laboratoire. Ces animaux sont hébergées dans une piece
convenablement aérée et sont maintenus dans des conditions favorables.
La température de cette picce est maintenue constante.
Les animaux sont répartis dans des cages individuelles, munies d’une litiére en
sciure, renouvelée tous les deux jours. Ils ont bénéficié d’un acces libre a la nourriture
et a I’eau (a volonté).

Apres une période d’adaptation, ces animaux sont répartis en lots

e Lots témoins : au nombre de 4 et soumis au régime standard de laboratoire

e Lots traités : au nombre de 4 soumis au régime standard additionné de jaune

d’ceuf (1/4) cuit.

3. Techniques opératoires et analytiques
3.1. Poids des animaux, sacrifice et prélévement des organes

Afin de contréler 1’évolution pondérale, les animaux (Rattus norvegicus) sont
régulierement pesés, chaque début de semaine. L’évolution métabolique est suivie par
des prélévements du sang sur I’animal vigile par des ponctions au niveau du plexus
rétro-orbital de 1’ceil a 1’aide d’une pipette pasteur préalablement humidifiée avec de
I’EDTA (0.2%). Apres centrifugation, le sérum est conservé a -20°C pour le dosage

des parameétres biochimiques (glucose, cholestérol, triglycérides, HDL).

Au terme de I’expérimentation (02 mois), les animaux sont sacrifiés apres
anesthésie a I'uréthane a 22% (0.4ml/100g). Un prélevement sanguin a été effectué a
partir de I’aorte abdominale ainsi qu’un prélévement de I’organe d’intérét (L’intestin

gréle dans le but de réaliser une étude histologique.

19



Mat¢riel et méthodes | 20016

Figure9 : Prélevement d’organe

Figure 8 : Prélévement du sang
a partir de I’aorte abdominale

4. Techniques analytiques

Les dosages biochimiques plasmatiques sont effectués a 1’aide de Kit
Biomaghreb pour le glucose et avec les kits Biosystéms pour les triglycérides, le
cholestérolet le cholestérol HDL.

4.1. Glucose :

Le glucose sanguin est dosé par la méthode enzymatique au glucose oxydase

selon la méthode de Trinder (1969).

Glucose + O, + H,O Glucose oxydase » acide gluconique + H,O,
Peroxydase

2 H,0; +4-aminophénazone +phénol » quinonéimine+ 4 H,O

Le peroxyde d’hydrogéne formé et proportionnela la quantité de quinonéimine

mesurée par spectrophotométrie a 500 nm.
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v'Mode opératoire
Mesurer dans des tubes Dosage
a essais bien identifiés : Blanc Etalon (Echantillon)
Réactif Iml Iml Iml
Etalon 10ul
Echantillon 10ul

Bien mélanger. Incuber 10 minutes a 37°C ou 20 minutes a température ambiante.
Lire les absorbances a 500nm (460-560) contre le blanc réactif.

v calcule
Le résultat est déterminé d’apres la formule suivante :

concentration de l'échantillon

Absorbance (Dosage) _ .
= X Concentration de l'étalon

Absorbance (Etalon)

4.2. Triglycéride :

Le triglycéride plasmatique est déterminé selon la méthode de Fossati et
Prencipe (1982). Le glycérol libéré lors de I’hydrolyse des triglycérides par la
lipoprotéine lipase est dosé apres phosphorylation par le glycérol kinase et oxydation
par le glycérol 3 phospho-oxydase. La quinonéimine, produit de la réaction de la

phénazol et le chlorophénol avec les molécules de H,Osest révélé a 500 nm.

Triglycerides Lipase » Glycérol + acide gars
Glycerol + ATP Glycérokinase » Glycérol 3 phosphate + ADP
Glycérol 3-phosphate oxydase
Glycerol 3 phosphate » dihydroxyacétone phosphate
+ H,0O,

Peroxydase
2 H,0O; +parachlorophénol + amino-4 antipyrine —— quinonéimine + 4

H,O
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v'Mode opératoire
Mesur.er ('lans' des .t“t,’es Blanc Etalon Dosage
a essais bien identifiés :
Réactif Iml Iml Iml
Etalon 10ul
Echantillon 10ul

Me¢élanger. Laisser reposer 10minutes a température ambiante a 37°C. Lire les

absorbances a 500nm (480-520) contre le blanc réactif.

v calcule
Le résultat est déterminé d’apres la formule suivante :

concentration de l'échantillon

_ Absorbance (Dosage)
~ Absorbance (Etalon)

X Concentration de l'étalon

4.3. Cholestérol

Le cholestérol plasmatique est déterminé selon la méthode de Richmond
(1973). 11 est libérés par la cholestérol estérase a partir des esters de cholestérol puis
oxydé¢ par le cholestérol oxydase en cholesténe-2one, parallélement a la libération des
molécules H,O,. Les taux de quinonéimine produite par I’action de la peroxydase sont
définis par la mesure de la densité optique a 500 nm.

Choletérol oxydase , (plestérol + acides

Cholestérol estérifie

Cholestérol ——Cheletérol oxydase . (hglestéro 1-4, one-3 + H,0,

2 H,0, + Phénol + amino-4antipyrine Peroxydase quinonéimine + 4H,0,
v'Mode opératoire

Mesur.er ('lans' des .t“t,’es Blanc Etalon Dosage

a essais bien identifiés :

Réactif 1ml 1ml 1ml

Etalon 10ul

Echantillon 10ul

M¢élanger. Laisser reposer Sminutes a 37°C ou 10 minutes a température

ambiante. Lire les absorbances a 500nm (480-520) contre le blanc réactif.
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v calcule
Le résultat est déterminé d’apres la formule suivante :

concentration de l'échantillon =

Absorbance (Dosage)
Absorbance (Etalon)

X Concentration de l'étalon

4.4. HDL-cholestérol :

Les lipoprotéines de faible densité(LDL), les lipoprotéines de trés faible densité
(VLDL) et chylomicrons du spécimen sont précipités par I’acide phosphotungstique
(PTA) et le chlorure de magnésium. Le Cholestérol-HDL obtenu dans le surnageant

apres centrifugation est ensuite dosé par un réactif pour le dosage du cholestérol total.

>1%¢ étape : préparation des échantillons :

Mesurer dans des tubes a centrifuger :

Echantillon 500 pl

Réactif precipitant 50 ul

Bien mélanger, laisser reposer 10 minutes a température ambiante. Centrifuger 15

minutes a 4000-5000 tours/ minute.

Mesprer' daps d?S ’tubes | Blanc Etalon Dosage
essais bien identifiés :

Réactif 1 ml 1ml 1ml
Eau distillée 50ul

Etalon cholestérol 1.59 g/l 50ul

Surnageant 50ul

>2%" étape : dosage

M¢élanger. Laisser reposer 5 minutes a 37°C ou 10 minutes a température

ambiante. Lire les absorbances a 500 nm (480-520) contre le blanc réactif.
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v'Méthode de calcule

Le résultat est déterminé d’apres la formule suivante :

) Absorbance (Dosage) _ )
Résulats = x Concentration de l'étalon x 1.1
Absorbance (Etalon)

5.Techniques histologiques :
Apres avoir prélevé 'organe (Duodénum), nous avons réalisé les étapes
suivantes : la fixation, déshydratation ,I’inclusion, la microtomie, la coloration des

lames et I’observation microscopiques.

5.1. Fixation :

La fixation a pour but de maintenir les différentes structures cellulaires et
tissulaires dans un état aussi proche que possible de 1’état vivant. L’intestin est coupé
en plusieurs morceaux afin de permettre une meilleure pénétration du fixateur dans les
tissues. L’intestin (Duodénum) prélevée est rapidement fixé dans le formol (10 %)

pendant 24h puis lavée a I’eau courante pendant 6h.

5.2. Déshydratation :
Il constituée de quatre bains d’alcool éthylique de concentration croissantes
(70%, 80%, 90% et 100%). Pui éclaircissent, se fait grice a un passage dans trois

bains de toluéne de 1h30 chacun, puis imprégnés dans la paraffine




Mat¢riel et méthodes | 20016

5.3. L’inclusion et I’enrobage :

Le duodénum est plongé dans des bains de paraffine liquide et filtrée (sous I’effet
de la chaleur). L’organe étant maintenu et imbibés de paraffine, vienne alors 1’étape
del’enrobage qui consiste a inclure le tissu imprégné dans un bloc de paraffine qui, en

sesolidifiant, va permettre sa coupe.

Figure. 11 : représente 1’étape de I’inclusion

5.4. Réalisation des coupeset I’étalement sur des lames :

A T’aide de microtome, on réalise des coupes de Sum d’épaisseur. Ces dernier sont
recueillis a 1’aide d’un pinceau et déposées dans 1’eau tiede. Les coupes sont étalées
sur des lames en verres. On met le coté brillant sur le verre et on le colle avec I’eau
gélatinée, I’ensemble est déposé sur la platine chauffante et les coupes sont étalées
délicatement sur la lame a ’aide de 2 aiguilles montées. La lame est ensuite égouttée

et mise a I’¢tuve a 37°C pendant48 heures pour assurer un bon collage.

Bain marie
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5.5. La coloration :

L’intérét de la coloration est d’augmenter le contraste entre les structures, afin
de mettre en évidence les divers constituants présents dans la coupe histologique. Les

colorations utilisées sont :

5.5.1. La coloration de trichrome de Masson (TM)

Cette coloration qui met en évidence les fibres de collagenes est trés utile dans
I’é¢tude de la pathologie du cceur (infarctus), foie (cirrhose), rein (fibrose
glomérulaire). Cette coloration permet de colorer en rouge les fibres musculaires,
en bleu ou vert le collagéne et 1’os, en rouge-clair ou rose les cytoplasmes, et en

noir les noyaux de cellules.

5.5.2. La coloration a I’acide périodique de schiff (APS) :

La coloration PAS est une coloration utilisée en histologie pour mettre en
¢vidence les polysaccharides (  types muccopolysaccharides) présents dans

certains tissus conjonctifs ainsi que dans le mucus.

5.6. Observation des coupes :
Apres séchage du baume de canada les coupes peuvent étre observées au

microscope photonique
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Résultats :
I-Resultats de plan pondéral et biochimique :

Afin d’analyser les effets d’un régime hyperlipidique sur le poids corporel et le
profil plasmatiques chez le Rat Wistar, nous avons effectué¢ une pesée hebdomadaire
des animaux et évalué certains parametres biochimiques plasmatiques dont la
glycémie, la cholestérolémie, la triglycéridémie, ainsi que les lipoprotéines HDL-
cholestérol et cela pendant une durée d’expérimentation de deux (2) mois. On a
utilise programme informatique (test student) pour le calcule et [D’affichage des

résultats .

1. L’évolution du poids corporel :

L’évolution du poids corporel dans les deux groupes témoin et expérimenté suite a
I’administration d’un régime hyperlipidique est représenté par cette courbe qui montre
de variations du poids corporel entre le groupe témoin et expérimenté. Au début de
I’expérimentation (la 1°™ semaine), nous n’avons pas noté de différence du poids
entre les deux groupes (155,75 £3.491 wvs 156,75+ 5.973). Cette différence
commence a augmenté a partir de la deuxiéme semaine (180,25 £15.4 vs 162,25
+10.568) et qui devient important 4 la fin de I’expérimentation (8°™ semaines) et pour

laquelle, nous avons enregistré un poids de 255,25 + 80.791vs 195,5+ 25.539.

Tableau I : évolution du poids corporel chez le groupe témoin et expérimenté

pendant la durée de I’expérimentation de deux mois.

01 156,75 155,75
02 162,25 180,25
03 161,75 212,25
04 176 232,5
05 184,5 245
06 182 251,5
07 196,75 266
08 195.5 255.25
Moyenne 176.93 224 .81
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Figure : Evolution pondérale chez les animaux témoins et expérimentés soumis au
régime standard additionné de régime hyperlipidique
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2. Evolution des parameétres biochimiques plasmatiques :

2.1. La glycémie :

Au début de ’expérimentation, nos résultats ne montrent aucune différence

significative de la glycémie (1.27 + 0.31 g/l vs 1.12 £ 0.29) entre les deux lots

d’animaux. Par contre, a la fin de I’expérimentation, nous enregistrons une
2

augmentation significative de la glycémie chez le groupe soumis au régime

hyperlipidique contre le groupe témoin (2.72 = 0.47 vs 1.19 + 0.35).

Tableaux II. Evolution de la glycémie moyenne (g/1) chez le Rat Wistar témoin et
soumis au régime standard de laboratoire additionné de régime hyper lipidique durant

2 mois.

Témoins

1,12 £0,29

1,27+031

Traité

1,19+ 0,35

2,72 + 0,47 ***

2,5 -

concentration( g/l
N

0,5 -

TO

%k k

Tf

Temps(02) moins

B Témoins

M Traité

Figure2. Variations de la glycémie chez les animaux témoins et expérimentés soumis
au régime standard de laboratoire additionné de régime hyperlipidique
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2.2. La triglycéridémie (TG) :

Les résultats concernant le triglycéride plasmatique chez les deux groupes
d’animaux, ont montré qu’a la fin d’expérimentation, une augmentation trés
significative de la concentration plasmatique en TG chez le groupe expérimenté en
comparaison avec le groupe témoin et pour laquelle, nous avons enregistré une

triglycéridémie de (4,56 + 1,06 g/l vs 0,66 + 0.49 g/)

Tableau III. Variation de la tryglycéridémie moyenne (g/l) chez les animaux témoins
et expérimentés soumis au régime standard de laboratoire additionné de régime
hyperlipidique pendant deux mois d’expérimentation.

Témoins | 0,46 + 0,22 0,38 = 0,11
Traité | 0,66 0,49 | 4,56 + 1,06 ***

6 - *k ok
TR
S
= 4
©
S
€
Q 3 -
o
g H Témoins
o 2 A
MW Traité
1 .
0 .
T0 Tf
Temp(02 mois)

Figure 3. Variations de la triglycéridémie chez les animaux témoins et expérimentés
soumis au régime standard additionné de régime hyperlipidique
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2.3. La cholestérolémie :

A la fin de I’expérimentation, nous avons noté une augmentation de la
cholestérolémie chez les animaux soumis au régime hyperlipidique par rapport aux
témoins correspondants. Cette augmentation est de (4.60 = 0.58 g/l vs 0.66 =+ 0.10 g/)

et ’analyse statistique s’est révélée significative.

Tableau IV. Variation de la cholestérolémie moyenne (g/1) chez les animaux témoins
et expérimentés soumis au régime standard de laboratoire additionné de régime
hyperlipidique pendant deux mois d’expérimentation.

Témoins | 0.70 £0.19 | 0.662+0.097
Traité ‘ 0.85+0.31 ‘ 4.60 & (.58 ****

)k k%

B Témoins

Concentration(g/l)

MW Traité

T0 Tf

Temps(02 mois)

Figure 3. Variations de la cholestérolémie (g/l) chez les animaux témoins et
expérimenté soumis au régime standard additionné de régime hyperlipidique.



Résultats et discussion | 2016

2.4. Le HDL-cholestérol :

D’aprés nos résultats, nous constatons que les animaux traités expriment un
taux trés bas en lipoprotéine HDL par apport aux témoins correspondant et pour

lesquels, nous avons enregistré respectivement (0,39 + 0,13g/1 vs 0,46 = 0.32 g/l).

Tableau IV. Variation de la HDL-cholestérol moyenne (g/l) chez les animaux
témoins et expérimentés soumis au régime standard de laboratoire additionné de
régime hyperlipidique pendant deux mois d’expérimentation.

Témoins | 0,48+0,20 | 0,46 £0,32
traité | 0,69+042 | 0,39+0,13 *

B Témoins

04 1 M Traité

Titrconcentration(g/l)

0,2 -

Temps(2semaines)

Figure 4. Variations des HDL-cholestérol (g/) chez les animaux témoins et
expérimenté soumis au régime standard additionné de régime hyperlipidique.

I1-Résultat Histologique :
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Figures A (G x 100) et B (G x 400). Coupes histologiques au niveau de la paroi duodénale
de rats témoins soumis au régime standard de laboratoire.

Ces deux coupes sont colorées par APS qui permettent de mettre en évidence a faible et & moyen
grossissement les différents constituants de la muqueuse duodénale. Cette paroi présente un
aspect villeux (les villosités) (Vil) bordé par un épithélium composé de cellule caliciforme(Cal)
et des entérocytes entouré par un chorion( Ch). A la base de ces villosités se trouve les cryptes
glandulaires(Cry) formé par les glandes de Lieberkiihn(Lie) qui sont entourées par un tissu
conjonctif renfermant les vaisseaux sanguin, lymphatiques, les fibres élastiques et les fibres de

collagene.
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Figure A (G x 400). Coupe histologique au niveau de la paroi duodénale des rats témoins
soumis au régime standard de laboratoire.

Cette Coupe représente les glandes de Lieberkiihn(Lie) en coupe transversale et apres colora-
tion au PAS qui se forment au niveau des cryptes a la base des villosités (entre deux villosi-
tés). Ces glandes montrent une lumiere étroite bordée par des enterocytes et des cellules calici-
formes(Cal). Ces glandes sont trés proche les unes des autres et ne sont séparées que par un

peu de tissu conjonctif (chorion).

Figure B (G x 400). Coupe histologique au niveau de la paroi duodénale des rats expéri-
menté soumis au régime standard de laboratoire additionné de jaune d’ceuf.

Cette coupe montre des glandes de Lieberkiihn (Lie)en coupe transversale ,apres coloration au
PAS . Ces glandes présentent un aspect hypertrophique avec une hypersécrétion de mucines
di a I’hyperactivité des cellules caliciformes(Cal). Ces glandes sont entourées par un tissu

conjonctif apparait abondant.
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Figure A (G x 400) et B (G x 400). Coupes histologiques au niveau de la paroi duodénale
des rats témoins soumis au régime standard de laboratoire additionné de jaune d’ceuf.

Ces coupes montrent la présence de dépots lipidique (gouttelettes lipidiques a 1’intérieur et au-
tour des villosités (Figure A) et au niveau de chorion (Figure B).

Figure C (G x 400). Coupe histologique au niveau des cryptes glandulaires des rats expéri-
menté soumis au régime standard de laboratoire additionné de jaune d’ceuf.

Cette coupe montre les glandes de Lieberkiihn en coupe transversale. Ces glandes subissent une
destruction avec une perte de leur architecture cellulaire et glandulaire.

Coupe D (G x 400). Coupe histologique au niveau de la paroi duodénale des rats expérimen-
té soumis au régime standard de laboratoire additionné de jaune d’ceuf.

Cette coupe montre des glandes de Lieberkiihn déstructurées (mort cellulaire par nécrose ) avec

la présence de foyer hémorragiques ( cercle noire ).
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Figure A (G x 400) et B (G x 400). Coupes histologiques au niveau du villosité des rats expé-
rimenté soumis au régime standard de laboratoire additionné de jaune d’ceuf.

Ces coupes montrent une hypercellularité au niveau du chorion des villosités marqué par la pré-
sence des infiltrats inflammatoires avec une abondance des macrophages (M).

Figure C (G x 400). Coupes histologiques au niveau de la paroi duodénale des rats expéri-
menté soumis au régime standard de laboratoire additionné de jaune d’ceuf.

Cette coupe montre 1’augmentation en nombre et en taille de cellules de Paneth (P) a la base de
glande deLieberkiihn(Lie) De plus, une abondance du tissu conjonctif (T.Con) autour des vais-

seaux sanguin (VS).
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Figure A (G x 100) . Coupe histologique au niveau de la paroi duodénale desrats té-
moins soumis au régime standard de laboratoire.

Cette coupe est colorée par Trichrome de massons et elle montre un tissu conjonctif (T.Con)
peu abondant a la base de glande de lieberkiihn .

Figure B (G x 400). Coupe histologique au niveau de la paroi duodénale des rats expéri-
menté soumis au régime standard de laboratoire additionné de Jaune d’ceuf.

Cette coupe est colorée par Trichrome de massons et elle montre 1’abondance du tissu
conjonctif (accumulation excessive de la matrice extracellulaire ) a la base du glande de lie-
berkiihn et au niveau de la couche musculaire muqueuse conduisant & son amincissement.

Figure C (G x 400) et D(400) Coupe histologique au niveau de la paroi duodénale (les
crypte) des rats expérimenté soumis au régime standard de laboratoire additionné de
Jaune d’ceuf.

Cette coupe et apres coloration au PAS montre la mise en place d’un cedéme ((Ed) a la base
des glandes (coupe C) et entre les glandes (coupe D).
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Nos investigations ont porté sur une étude « in vivo » s’étalant sur une période
de 2 mois au cours de laquelle deux lots d’animaux de Rattus sont reconstitués ; lot
des rats obéses et un lot des rat normaux. Les résultats obtenus de cette étude ont

révélé :

- L’augmentation du poids corporel des animaux soumis au régime
hyperlipidique

- L’altération du profil plasmatique caractérisé par I’augmentation de la
glycémie, du cholestérol, des triglycérides, des LDL-cholestérol et
diminution des HDL-cholestérol

- Daltération de la morphologie de la muqueuse intestinale
Chapitre I : poids corporel profil plasmatique

Les résultats de la présente étude ont montré que les animaux nourris au
régime enrichi en lipides pendant 02 mois présentent une augmentation de poids

corporel final par rapport aux témoins.

Des travaux antérieurs, en rapport avec Il’instauration d’un régime
hypercalorique ont montré son efficacité a promouvoir I'obésit¢ Aouichat., (2001) ;

Hamlat et al., 2010).

Dans notre étude, le régime alimentaire enrichi en lipides a provoqué une
augmentation significative du taux des triglycérides. Cette ¢lévation plasmatique a été

attribuée a une inhibition de l'activité de 'enzyme lipase Goldberg et al., (2002).

Nos résultats sont en accord avec ceux de Tentolouris et al., (2008); qui
montrent que la consommation de graisses et le défaut de leur f oxydation favorise le
dépot des lipides notamment de triglycérides dans le tissu adipeux, ce qui conduit a

une augmentation du poids corporel.

Par ailleurs, ce régime hyperlipidique a provoqué aussi des désordres
plasmatiques notamment [’augmentation de la glycémie, le cholestérol, les

triglycérides, les lipoprotéines athérogénes LDL et la diminution des HDL.
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Chez les animaux soumis au régime hyperlipidique pendant deux mois, nous
avons relevé une augmentation de la cholestérolémie et de la triglycéridémie. Nos
résultats rejoignent ceux obtenus par Hamlat., (2004) qui a observé une
augmentation de la cholestérolémie et la triglycéridémieaprés administration d’un
régime hyperlipidique constitué d’un quart de jaune d’oeuf cuit/j. Cette augmentation
est corrélée avec celle des lipoprotéines athérogenes les LDL et la diminution des

lipoprotéines protectrices, les HDL

Plusieurs mécanismes conduisent a 1’augmentation du cholestérol LDL
notamment |’augmentation de [’absorption et de la synthése de cholestérol la
diminution de [I’activit¢ de la lipase hépatique et de la lipoprotéine lipase

Valdemarsson et Nilsson., (1982)

Pour ce qui est de la glycémie, nos résultats ont montré une augmentation de la
glycémie apreés 2 mois d’expérimentation. Cette hyperglycémie serait attribuée au
défaut de transport du glucose au niveau cellulaire notamment les transporteurs Glutl
et Glut2. D’apres Castello et al., (1994), GLUT1, est un transporteur de glucose non
insulino-dépendant, tandis que GLUT4 est insulino-dépendant, son activité répond
aux diverses influences environnementales liées aux changements métaboliques.

Selon Schinner et al., (2005), une augmentation de la concentration des AGL
induit un défaut de la signalisation insulinique qui ménera consécutivement a une
baisse de la translocation des transporteurs de glucose GLUT44a la surface de la
membrane plasmique, limitant ainsi 1’entrée du glucose créant une insulino résistance

et induisant une ¢lévation de la glycémie.

Chapitre II: régime hyperlipidique et modifications morphologiques de la

muqueuse duodénale

Certaines coupes histologiques de la muqueuse intestinale d’animaux soumis
au régime hyperlipidique ont montré un cedéme au niveau du chorion des villosités et
méme a la base des glandes de Lieberkiihn, ces altérations cedémateuses
s’accompagnent aussi une hypersécrétion du mucus au niveau des glandes de
Lieberkiihn. Des résultats similaires ont été observés par Potet., (1988), lors d’une

pathologie et qui correspond souvent a la phase initiale du développement de
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I’entérite dont la muqueuse est rouge et cedémateuse. De plus, une hypersécrétion de
mucus est observée, due a une forte activité des cellules caliciformes. Le chorion est

¢galement fortement cedémateux.

Dans le méme sens, d’autres coupes histologiques ont montré aussi une
accumulation du tissu conjonctif a la base des glandes de Lieberkiihn. Ce dépdt
conjonctif serait responsable de la perte de la fonctionnalité de I’intestin. D’aprés
Eckes et al, (2000), I’augmentation de la sécrétion des produits de la matrice
extracellulaire surtout le collagéne de type I et III conduit a la perte de I’intestin de ses
capacités ¢€lastiques responsables d’un défaut de glissement de la muqueuse sur la
musculeuse. De ce fait, la muqueuse ne participe plus a la progression du bol
alimentaire.

Par ailleurs, d’autres coupes ont montré aussi une infiltration des cellules
inflammatoires au niveau du chorion des villosités de la muqueuse intestinale soumis
au régime hyperlipidique. D’aprés Gulba et al., ( 2010), la réabsorption importante
des phospholipides, d'acide gras et du cholestérol par les cellules épithéliales peut
induire une inflammation interstitielle, la formation des cellules spumeuses et favorise
des Iésions tissulaire. L inflammation chronique peut avoir des effets déléteres par le
biais de plusieurs mécanismes causant une nécrose tissulaire extensive et une
cicatrisation défectueuse Asselah., (2013). Ceci peut entrainer la perte de
fonctionnalité de la muqueuse intestinale a 1’origine d’un syndrome de malabsorption
et se caractérisent par une fibrose responsable d’une sténose intestinale pouvant
conduire a un syndrome d’occlusion et nécessiter une résection chirurgicale

Andreyev et al., (2005).
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L’administration d’une dicte hyperlipidique (régime naturel additionné de jaune d’ceuf
pendant 2 mois a provoqué des troubles métaboliques et des altérations cellulaires,

interstitielles au niveau de la muqueuse duodénale

Au nivea pondérale et plasmatique, nous avons enregistré une augmentation du poids
corporel ainsi que les différents parametres biochimiques tels que le glucose, les triglycérides,

le cholestérol total. De plus, une diminution des lipoprotéines protectrices HDL-cholestérol.

Au niveau interstitiel et cellulaire, I’analyse histologique a montré que la réponse
fibrotique a ’origine de I’augmentation de composants de la matrice extracellulaire (le tissu
conjonctif) est accentuée. Cette réponse serait responsable de 1’altération de la fonctionnalité
intestinale. A cela, s’ajoute I’installation des infiltrats inflammatoires, la perte de
I’architecture villositaire et glandulaire accompagnées de la mise en place d’un cedéme

interstitiel et des foyers hémorragiques.

En définitive, cette étude nous a permis d’avoir un aper¢u sur les différentes
modifications morphologiques de la muqueuse duodénale en rapport avec une alimentation

riche en lipides.
Dans nos perspectives, il nous semble intéressant d’¢largir cette étude morphologique

aux autres parties de I’intestin surtout le j¢junum et 1’iléon ainsi que les autres couches de leur
paroi notamment la sous-muqueuse et la musculeuse.
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Protocole expérimentale :

+ Fixation :

> Paraformaldéhyde 4% environ 24H

% Rincage :

> Important 1a2H minimum a 1’eau courante.
¢ Conservation :

> Isopropanol 70 %, pas d’éthanol ou Norvanol

«* Inclusion :

Pour un cycle standard de 18H :

Isopropanol 70% (2X1h30)
Isopropanol 90%(2x1h30)
Isopropanol 100%(3x1h)
Toluene (3x1h)

> Paraffine a60°C (4x1h30)

Y V VYV V

% Enrobage :
> Soit, dans des moules en plastique a usage unique (KLINIPATH) .
> Soit, dans des moules réutilisable en aluminium. Ceux-ci sont disponibles au
laboratoire et doivent étre restitués utilisation.

e REMARQUE:
Eviter de laisser trop longtemps les prélévements dans la paraffine a 60°C afin d’éviter
toute détérioration des tissus des tissus.

% Confection des coupes :

Un Microtome de type <<American optical>> composé d’un support objet, un
support de rasoir, et systéme d’avance mécanique, nous a permis de réaliser des coupes
de 5u d’épaisseur. Le bloc est d’abord taillé au scalpel de mani¢re a former un trapeze,

présentant une surface aux cotés paralleles puis fixé par sa grande surface sur le porte

objet du microtome.

Les coupes réalisées sont récupérées en longs rubans perpendiculaires au rasoir du

microtome, ces derniers sont recueillis a 1’aide d’un pinceau et déposées dans une boite.
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% Etalement des coupes :

L’¢étalement se fait sur des lames en verres. Le collage se fait avec un
liquide :<<L’eau g¢latinée de Masson>> ; a 1’aide d’une pipette, elle est déposée sur
toute la surface de la lame, ensuite la face brillante des coupes est placée sur celle-ci.
L’ensemble est déposé sur la platine chauffante et les coupes sont étalées délicatement

sur la lame a 1’aide de 2 aiguilles montées.

La lame est ensuite égouttée, et mise a 1’étuve réglée a 37°C pour assurer un bon collage

avant d’étre colorées.

% Coloration des coupes :

> Déparaffinage et réhydration des coupes :

Elle s’effectue par le passage successif dans des solvants de degrés
décroissants (Toluene I, Toluene II, Isopropanol 100%, Isopropanol 90%, Isopropanol

70%, Isopropanol 50%), et enfin dans un bain d’eau distillée.
> Coloration des coupes :
Les colorations entreprises dans le cadre de notre sont d’ordre topographique.

v" Trichrome de Masson.
v Acide périodique de schiff (APS)
% Montage des coupes :

> Déshydratation des coupes :

Elle s’effectue par le passage successif dans des alcools croissants: 50%,

70%,90%,100%, et qui se termine par un passage dans deux bains de Toluene (I et II) .
> Montage :

Celui-ci se fait en déposant le baume de canada sur la lame qui sera ensuite couverte
par une lamelle ; I’ensemble lame-lamelle est placé sur la platine chauffante pour

activer I’étalement du baume.

+» Observation des coupes :
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Apres séchage du Baume les coupes peuvent étre observées au microscope photonique.

I.Fiches techniques:

1. Paraformaldéhyde 4%

2. Dilution des alcools:

s Alcool 50% : 50ml de I’alcool (Isopropanol 100%)+50ml de 1’eau distillée.

¢ Alcool 70% : 70ml de 1’alcool Isopropanol 100%) +30ml de 1’eau distillée.

% Alcool 90% : 90ml de I’alcool (Isopropanol 100%) +10ml de 1’eau distillée.

3. Eau gélatinée :

Mettre 0,2g de la Gélatine en poudre dans 50ml 1’eau distillée et laisser gonfler

pendant un moment, puis tiédir sur une platine chauffante, jusqu’a dissolution compléte.

4. Coloration au trichrome de Masson :

4.1. Préparation de la solution :

+» Hématoxyline de Mayer

>

YV V V VY

>

Hématoxyline

Acide citrique

Iodate de sodium (NalOs3)

Alum de potassium (KAL( SO4),)12 H,O
Eau distillée

Filtrer avant I’emploi

* Alcool chlorhydrique

» Alcool 70% (Isopropanol)
» Acide chlorhydrique 37%

% Fuschine ponceau
» Ponceau 2%
» Fuchsine acide 2%

R/
°e

Vert lumiére 1%

» Light Green Masson
» Eau distillée

» Acide acétique glacial

0

100ml

100ml
0.75ml

2vol

1vol

lg
100ml

1ml

¢ Acide phosphotungastique 3% (Acid phosphomolybdique 0.5%)
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4.2. Procédure :

+ Déparaffiner et réhydrater les lames

>

YV V V VY

>

Toluéne 1
Toluene 11
Isopropanol 100%
Isopropanol 90%
Isopropanol 70%
Isopropanol 50%

«»» Placer les lames dans 1’eau ditillée

¢ Placer les lames dans la solution Hématoxyline de Mayer

» Rincer sous ’eau du robinet ’exces de colorant

% Laver a I’alcool chlorhydrique

«» Différencier a I’eau courante

% Rincer dans ’eau distillée

7
L X4

» Colorer dans une solution de ponceau de xylidine 1%

% Rincer dans I’eau distillée

¢ Différencier les coupes dans 1’acide phosphotungstique 3%
Rincer (un peu) dans I’eau distillée

% Colorer dans une solution de verte lumiere 1%

¢ Rincer dans ’eau distillée

% Déshydrater et monter les lames

>

Y V. V VYV V

>

Isopropanol 50%
Isopropanol 70%
Isopropanol 90%
Isopropanol 100%
Toluene II
Toluéne 1

Boume de canada pour monter les lames.

5. Coloration a I’acide périodique schiff (APS) :

5.1. Préparation des colorants :

¢ Acide périodique en solution aqueuse a 1% :

>

Acide périodique (1g) + Eau distillée (100ml)

«» Réactif de schiff :

15min
15min
2min
2min
2min
2min
10min
12min
(lou 2 ringages)
(2sec,qq mvts)
(5a10min)

3min

7min

3min

qq mouvements
qq mouvements
(qq mouvements
(qq mouvements
2min

2min
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Dissoudre dans 200ml d’eau distillée bouillante 1g de la Fuchsine basique.

Laisser refroidir, filtrer et ajouter : 2g de Méta bisulfite de sodium en poudre+10ml

d’acide chlorhydrique 1 normale. Laisser la solution se décolorer en 1’agitant de temps a

I’autre. Aprés décoloration presque totale (12424 heure), ajouter 0,5g de Charbon actif.

Agiter, laisser reposer puis filtrer.

5.2. procédure

>
>

Y VY

YV V V VY

Déparaffinage et hydratation.

Oxydation par 1’acide périodique (1%) de 1,2 glycol en dialdéhydes pendant 10
minutes.

Ringage dans un bain d’eau courante pendant 10 minutes.

Traitement par le réactif de Schiff en barrel fermé et a I’obscurité pendant 25
minutes.

Ringage a I’eau distillée pendant 3 minutes.

Coloration par ’Hématoxyline de Groat pendant 30secondes.

Ringage a I’eau courante pendant 30 secondes.

Déshydratation et Montage.
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Evolution le pois des souri (wistar) pendant chaque semaine en g :

01 semaine

01 155 159
02 160 156
03 148 158
04 164 150
Moyenne 156,75+5,973 155,75+3,491

02 semaines

01 151 203
02 163 182
03 156 160
04 179 176
Moyenne 162,25+10.568 180,25+15.4

03 semaines

01 158 225
02 167 161
03 149 197
04 173 266
Moyenne 161,75+9.093 212,25+38.440
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04 semaines

01 192 215
02 165 199
03 150 217
04 197 299
Moyenne 176+19.32 232,54+39.022

05 semaines

01 167 273
02 198 156
03 163 234
04 210 317
Moyenne 184,5+20.006 245+57.074

06 semaines

01 164 282
02 170 161
03 159 229
04 235 334
Moyenne 182+30.846 251,5+64.095
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07 semaines

N

01 182 293
02 209 127
03 162 255
04 229 346
Moyenne 195,5+£25.539 255,25+80.791

08 semaines

01 186 302
02 201 130
03 175 290
04 225 342
Moyenne 196,75+18.739 266+80.845
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Evolution des paramétres biochimiques plasmatique chez les Wistar :

La glycémie : Témoins

Animaux TO (g/1) Tf (g/1)
01 01.312 1.073
02 0.686 0.957
03 01.200 01.618
04 01.267 0.451
Moyenne 01.116 01.274
Ecartyp 0.290 0.311

La glycémie : Traité

Animaux
01 1.180 03.144
02 1.052 02.300
03 01.680 03.120
04 0.852 02.332
Moyenne 01.191 02.724
Ecartype 0.353 0.471

Cholestérol : Témoins

Animaux TO (g/1) Tf (g/1)
01 0.922 0.620
02 0.670 0.596
03 0.458 0.626
04 0.746 0.808
Moyenne 0.642 0.662
Ecartype 0.206 0.097
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Cholestérol : Traités

Animaux TO (g/1) Tf (g/1)
01 0.502 04.850
02 0.940 05.290
03 01.228 04.170
04 0.724 04.070
Moyenne 0.849 4.595
Ecartype 0.310 0.578

TG : Témoins

Animaux TO (g/1) Tf (g/1)
01 0.747 0.390
02 0.490 0.513
03 0.354 0.370
04 0.244 0.255
Moyenne 0.458 0.382
Ecartype 0.216 0.105
TG : Traités
Animaux
01 0.572 05.572
02 1.172 05.184
03 0.944 04.278
04 0.499 03.194
Moyenne 0.668 04.556
Ecartype 0.493 01.057
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HDL : Témoins

Animaux TO (g/1) Tf (g/1)
01 0.522 0.239
02 0.372 0.499
03 0.280 0.220
04 0.744 0.900
Moyenne 0.479 0.464
Ecartype 0.202 0.317

HDL : Traités

Animaux TO (g/1) Tf (g/1)
01 0.445 01.536
02 0.997 01.337
03 01.086 01.457
04 0.223 01.235
Moyenne 0.687 01.391
Ecartype 0.419 0.132
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