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Résumé

Notre travail a consisté en I'administration d'un jaune d'ceuf cuit durant une année chez
Rattus norvegicus classé parmi les modéles athérorésistants. Des désordres plasmatiques
(hypertriglycéridémie et hypercholestérolémie) sont enregistrés. Les profils électrophorétiques
des lipoprotéines affichent une baisse des molécules cardioprotectrices (HDL) et une
augmentation des molécules d'athérogénicit¢ (VLDL- LDL) témoignant d'un état
proathérogéne. L'observation sur plusieurs coupes histologiques des images d'agrégations
sanguines traduit la réaction inflammatoire du processus athéroscléreux. Nous enregistrons
également l'atteinte des composants conjonctifs (collageénes et lames élastiques) et cellulaires
(cellules musculaires lisses) de la paroi aortique. Suite a ce protocole expérimental Rattus
norvegicus a fini par céder aux effets délétéres d'un régime riche en lipides et nous a permis
d'apprécier certaines altérations athéroscléreuses de la paroi aortique.

Mots clés : Athérosclérose, oxydation, cellules musculaires lisses aortiques.

Abstract

Our studies is based on administration off one egg yolk/day for 12 months to the
atheroresistant animal Rattus norvegicus. The plasmatic disorders (hypertriglyceridemia and
hypercholesterolemia) are unregistered. The electrophoretic profiles of lipoproteins show the
decreases of the HDL, cardiovascular protector molecule, and the increases of the atherogenic
particles VLDL-LDL constitute the hallmarks of proatherogenic state. The histological
examination of the thoracic aorta show a blood aggregation expressing the inflammatory
character of the atherosclerosis process. We note the disorganisation of the conjunctive tissue
(collagens, elastins) and the cellular composites like smooth muscle cells of the aorta. At the
end of the experimental protocol, Rattus norvegicus let to its deleterious effects and allow to
appreciate some atherosclerosis alterations of the aorta.

Keywords : Atherosclerosis, oxidation, smooth muscle cells.
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Les maladies cardiovasculaires constituent la principale
cause de mortalité et d'invalidité dans le monde. Anand
[1] prévoit que les maladies cardiovasculaires atteindront
des proportions pandémiques d'ici l'année 2020. Bien que
les causes majeures des maladies cardiovasculaires soient
bien établies et expliquent la majorité des déces
cardiovasculaires, la prévalence des facteurs de risque est
en cours de recherche.

Pour cela, I'¢tude de divers aspects de ces maladies par
l'utilisation de modeles animaux expérimentaux, afin de

reproduire  certains événements caractéristiques du
processus athéroscléreux, s'avére incontournable.
Dans [’étiologie de [I’athérosclérose, les régimes

hyperlipidiques en général et hypercholestérolémique en
particulier sont reconnus comme des facteurs de risque
classiques des maladies cardiovasculaires [2, 3]. Durant ces
derniéres décennies, leur contribution dans la régulation des
réponses immunitaires et inflammatoires au cours de
I’athérogeneése a été largement impliquée [3]. Le
mécanisme par lequel ils induisent le développement des
lésions athéroscléreuses commence a étre élucidé,
incriminant en premier lieu les produits d’oxydation des
lipoprotéines de faible densité (LDL) [4]. La susceptibilité
de ces particules plasmatiques a 1’oxydation est hautement
variable car elle est liée a leur contenu en triglycérides,
acides gras polyinsaturés (PUFA), vitamine E et peroxydes
lipidiques ainsi qu’a certaines conditions pathologiques
telles 1’hypercholestérolémie, le diabéte et 1’hypertension
artérielle.

A ce titre et afin de mieux apprécier l'influence de
régimes hyperlipidiques au niveau plasmatique et sur la
structure de la paroi aortique, nous avons utilisé comme
régime athérgéne, le jaune d'ceuf cuit. Ce dernier est
constitué par une association de plusieurs variétés de lipides
notamment le cholestérol, les triglycérides et les acides gras
saturés et insaturés.

La formation et la présence des produits d'oxydation y
sont déterminants pour conduire a un dysfonctionnement de
I'endothélium et déclencher un stress oxydatif [5]. Les
lipides constituent donc un facteur de I'environnement
nutritionnel important dans la formation de la plaque
d'athérome [6]. Par ailleurs, au dela des quantités présentes
dans le plasma, leur I'oxydation constitue un facteur
déclenchant [7].

La capacité d'oxydation plus au moins grande des
lipides ingérés est cruciale. L'étude est réalisée chez Rattus
norvegicus, classé parmi les athérorésistants mais qui a
toutefois présenté quelques sensibilités a certains régimes et
agents [8, 9]. Nous avons procédé a un suivi pondérale et
métabolique mensuels ainsi qu'a I'étude électrophorétique
des lipoprotéines plasmatiques. En fin d'expérimentation,
une étude histomorphologique de l'aorte thoracique est
réalisée.
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MATERIEL ET METHODES
ANIMAUX

L'expérimentation est effectuée sur 16 rats wistar males
et femelles provenant de l'animalerie de la faculté des
sciences biologiques, de I'USTHB. De poids moyen de
148+25 g, les animaux sont répartis en deux groupes: les
témoins regoivent 15 g/j d'aliment standard de laboratoire
soit 46,5 Calories/j. Les animaux soumis au régime
hyperlipidique recoivent en plus du régime standard de
laboratoire (15 g/j), 1 jaune d'ceuf cuit /j soit une prise
journaliére de 126,5 Calories et cela durant une période de
12 mois.

L’aliment standard de laboratoire fourni par ’'ONAB a
la composition centésimale suivante :

- Protéines brutes 22

- Matiéres grasses 3

- Mati¢res minérales 6

- Cellulose 3 (max)
- Méthionine 0,5

- Meéthionine + cystéine  0.84

- Lysine 1,1

- Calcium 1

- Phosphore 0,5

- Extractif non azoté 44

Par kilogramme d’aliment standard de laboratoire, les
vitamines et oligoéléments retrouvés sont :

Vitamine A 10180 UI

Vitamine D3 2000 UI

Vitamine E 15 mg Le fer 7,6 mg
Vitamine K3 1,5 mg Le cuivre 7,6 mg
Vitamine B3 89mg  Lezinc 46 mg
Vitamine B6 0,9mg le cobalt 0,9 mg
Vitamine B12 0,02 mg  le sélénium 0,05 mg
Vitamine B1 2 mg Iiode 0,98 mg
Vitamine B2 4 mg le manganese 73 mg
Vitamine PP 25 mg

Le régime lipidique est a base de jaune d’ceuf
cuit. La composition en g pour 100 g de jaune
d’ceuf est la suivante :

- Eau 40- 46
- Matiéres séches 43,5-50
- Protéines 13,5-17,5
- Lipides 30- 34
= Saturés 10,5-12
= Monoinsaturés 16,5 -19
= Polyinsaturés variables
= Cholestérol 1,2-1,35
- Glucides 0,15-0,25
- Cendres 1-1,5
- Calories 370 — 400 Calories.
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La composition en vitamines et sels minéraux (pg/100g

d’ceufs ) :
- Vitamine A 1000
- Vitamine D 5
- Vitamine E 5000
- Vitamine K 100
- Phosphore 540
- Fer 6,5

Régime standard de laboratoire enrichi en lipides :

L’apport lipidique chez Rattus norvegicus est représenté par
un jaune d’ceuf entier par jour (~ 80 Calories) en plus de 15
g d’aliment de laboratoire (46,5 Calories) soit une diéte
journaliére de 126,5 Calories.

TECHNIQUES ANALYTIQUES

Le prélévement mensuel du sang est réalisé au niveau
du plexus rétro-orbital de I'eeil de I'animal vigile. Une partie
du plasma fraichement recueillie sur tube sec est utilisée
pour l'analyse électrophorétique des lipoprotéines, par
¢électrophorese horizontale sur gel d'agarose par le kit REP
LIPPIDE- Ip(a) [10], le reste est conservé a —20°C pour le
dosage des parameétres  biochimiques  (glycémie,
triglycéridémie, cholestérolémie et protéinémie) par des
méthodes colorimétriques enzymatiques a l'aide de Kkits
BioM¢érieux.

La détection et la quantification des lipoprotéines ont
été réalisée par le kit REP LIPIDE-Lp(a) par électrophorése
horizontale sur gel d’agarose selon la méthode de
Kalwakami., 1989. Les lipoprotéines sont séparées en
fonction de leur point isoélectrique et de leur poids
moléculaire sur gel d’agarose dans un tampon barbital, par
¢lectrophorése horizontale. Sur ce gel d’agarose les
lipoprotéines migrent de la cathode vers I’anode.

- Les sérums doivent étre fraichement prélevés, 40
pl de sérum sont déposés dans chaque puits de la
barrette.

- Le tampon REP-PREP est étalé au centre de la
chambre de migration.

- La plaque de gel est fixée dans la chambre de
migration apres orientation et étalement du tampon
de migration.

- La plaque de gel est sortie et colorée pendant 2
min dans le colorant Fat red 7B. La décoloration
est réalisée dans deux bains successifs du
décolorant de Fat red 7B 52, suivis d’un ringage
final dans I’eau distillée. Le gel est séché a 60°C.

- Evaluation qualitative de la plaque par la
visualisation des différentes fractions.

- Evaluation quantitative de chaque fraction a 1’aide
d’un densitometre a 525 nm.

TECHNIQUES HISTOLOGIQUES

Pour I'étude structurale, 1'aorte est fixée dans le bouin
aqueux et colorée au trichrome de Masson selon Martoja &
Martoja [11].
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ANALYSE STATISTIQUE

Les résultats présentés sont les moyennes affectées de
'écart type et comparées par l'application du test « t» de
Student. . La différence est :

e Non significative si
Significative si
Tres significative si ~ ** p< 0,01
Hautement significative si ~ *** p< 0,01
Treés hautement significative si **** p<0,0001

p> 0,05
* p< 0,05

RESULTATS

Evolution du poids corporel Nous
remarquons une augmentation progressive au
cours du temps, aussi bien pour les animaux
témoins que pour ceux soumis au régime standard
de laboratoire enrichi en lipides (RSL). Chez les
animaux soumis au régime lipidique, cette
augmentation est trés significative au 4™ et 6 ™
mois elle demeure significative aux deux derniers
mois de I'expérimentation (Figure 1).
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Figure 1: Evolution du poids corporel chez Rattus norvegicus
soumis au régime standard de laboratoire enrichi en lipides (RSL)
pendant 12 mois.
Les valeurs sont les moyennes + 1’écart type. * P<0,05; ** P<0,01 ; ***
P<0,001.
e Evolution des paramétres biochimiques
plasmatiques
La glycémie : Une légére augmentation de la glycémie
est observée chez les animaux soumis a la surcharge
lipidique comparativement aux témoins correspondants.
Cette augmentation est révélée significative au cours de

plusieurs mois de I’expérimentation (3¢, 4™, 5™, 7°™,

10°™, et 11°m mois)(figure2).
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Figure 2. Variations de la glycémie chez Rattus norvegicus
soumis au régime standard de laboratoire enrichi en lipides (RSL)
pendant 12 mois.

Les valeurs correspondent a des moyennes affectées de 1’écart type. *p<
0,05 ; **p<0,01.
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La triglycéridémie : En ce qui concerne les triglycérides
plasmatiques, d’importantes variations individuelles sont
observées, notamment chez le groupe soumis au régime
hyperlipidique. Pour les témoins, la valeur moyenne de la
triglycéridémie au cours des 12 mois de I’expérimentation
est de 52,75+12 mg/dl. En ce qui concerne le groupe
soumis au régime hyperlipidique, nous relevons une
augmentation sensible apres trois mois (138,5+100), une
augmentation significative au 7°™ mois (233+£143) et trés
significative au 10°™ mois (252+117 mg/dl) (Figure 3).

— —=+—-Témoins
—=—RSL

Figure 3: Variations des triglycérides plasmatiques chez Rattus
norvegicus soumis au régime standard enrichi en lipides pendant
12 mois.

Les valeurs correspondent a des moyennes affectées de 1’écart type. * P<
0,05 ; ** P< 0,01 ; *** P<0,001; ****P< 0,0001

La cholestérolémie : La cholestérolémie augmente
sensiblement a partir du 3°™ mois ; elle est statistiquement
trés significative au 6°™ mois puisqu’elle atteint 124,1+37
mg/dl contre 68,3+15 mg/dl chez les témoins. Il en de
méme au 7™ mois ol nous enregistrons 162,2+47 mg/dl
contre 65,7+30 mg/dl chez les témoins correspondants.
Notons que cette hypercholestérolémie persiste jusqu'a la
fin de I’expérimentation (Figure 4).

Témoins
—s—RSL

Figure 4: Variations du cholestérol plasmatique chez Rattus
norvegicus soumis au régime standard enrichi en lipides pendant
12 mois.

Les valeurs sont les moyennes + 1’écart type. * p< 0,05 ; ** p< 0,01 ; ***
p<0,001; **** p< 0,0001

La protéinémie : Les protéines plasmatiques sont peu
modifiées. Chez les témoins, la protéinémie moyenne au
cours des 12 mois est de 76,1146 g/l, celle des animaux
expérimentés est de 83,2149 g/l. L’étude statistique révéle
une augmentation significative au 3™, 6°™ et 10°™ mois
de I’expérimentation (Figure 5).
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Figure 5: Variations des protéines plasmatiques totales chez
Rattus norvegicus soumis au régime standard enrichi en lipides
pendant 12 mois.

Les valeurs sont les moyennes affectées de 1’écart type. * p< 0,05 ; ** p<

0,01.

e Etude de [I'électrophorese des
lipoprotéines plasmatiques : Chez
Rattus norvegicus, 1'électrophorése des
lipoprotéines montre qu’en début

d’expérimentation et en comparaison avec le
groupe témoin, le taux des LDL augmente
significativement chez le groupe soumis au régime
athérogéne. Les molécules de HDL quant a elles
affichent une  baisse trés  significative.
L’augmentation des LDL reste significative en fin

d’expérimentation (Figure 6).
%
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Figure 6: Profils ¢électrophorétiques des lipoprotéines

plasmatiques chez Rattus norvegicus soumis au régime standard
de laboratoire enrichi en lipides pendant 12 mois. A:Témoins; B:
soumis au régime standard enrichi en lipides

Structure de I'aorte
L’examen morphologique au trichrome de Masson

nous révele les structures conjonctives en vert, le
cytoplasme en rose et les noyaux en brun. L’aorte
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de Rattus norvegicus témoin (Figure 7.a) est
tapissée au niveau de la surface interne par
I’endothélium. La face profonde des cellules
endothéliales repose sur une lame basale mince et
discontinue qui sépare 1’endothélium des couches
sous-endothéliales conjonctives de I’intima. La
limitante élastique interne sépare cette dernicre de
la média.

La média ou tunique moyenne de la paroi artérielle
est constituée de noyaux de CML, entourées de
quantités variables de collagénes et de fibres
¢lastiques.
L’adventice ou tunique externe est reconnaissable
a la présence de faisceaux laches de collagenes. La
limite avec la média est habituellement marquée
par du tissu élastique organis€ en limitante
¢lastique externe.
Aprés un an d’administration de régime
athérogéne sous forme de jaune d’ceuf cuit
additionné au régime standard de laboratoire chez
Rattus norvegicus, ’aorte de ce dernier montre
une véritable désorganisation et de nombreuses
altérations (Figure 7. b, c, d, e).

O Ainsi, les photos (figure 7. b, ¢) montrent

I’agrégation de cellules sanguines au

niveau intimal. Nous  observons
également la rupture des lames élastiques
a  plusieurs endroits et plus

particuliérement dans la région proche de
l'intima ainsi que le dépot de matériel
conjonctif notamment les collagénes mais
également du matériel cellulaire comme
les CML aortiques qui sont anormalement
trouvées dans le sous-endothélium
(Figure 7. d).
Dans d'autres coupes, nous observons dans
I’espace sous-endothélial des régions a aspect
probablement spumeux qui nous font penser aux
stries lipidiques, ou les lipides dissous au cours de
la fixation ont laissé des plages blanches (Figure 7.
d).
En outre, nous avons observé sur différentes
coupes des images de désorganisation de la
structure de 1’aorte notamment la fragmentation et
parfois méme I’absence des lames élastiques. Des
CML a noyaux arrondis n'adhérant plus a la
matrice extracellulaire environnante ainsi que
l'envahissement de la média par le tissu conjonctif
forment par endroits des épaississements qui font
saillie dans la lumiére aortique (Figure 7. e).

DISCUSSION

L’étude réalisée a concerné l’influence d’un régime
enrichi en lipides durant 12 mois sur le développement du
processus athéroscléreux chez le rat de laboratoire Rattus
norvegicus. Le régime athérogéne choisi pour cette étude et
administré sous forme de jaune d’ceuf cuit est non
seulement riche en cholestérol mais également en
triglycérides, acides gras saturés et polyinsaturés. Par
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ailleurs, étant donné la classification de Rattus norvegicus
parmi les athérorésistants [27, 28], la quantité de la ration
journaliére du régime lipidique est constituée d'un jaune
d'ceuf cuit et la durée de I’expérimentation est de 12 mois.

L’administration a long terme de ce régime a provoqué
des désordres tant plasmatiques que tissulaires. Ainsi,
I’hypertriglycéridémie et I’hypercholestérolémie qui sont
des facteurs déclenchant trés puissants des 1ésions
athérosclérotiques [12, 13] s’installent progressivement
des le début du régime et restent maintenues pendant toute
I’expérimentation. ~ Avec  l'hypertriglycéridémie et
I’hypercholestérolémie 1’accélération et la sévérité de
I’athérosclérose  sont plus importantes puisqu’elles
représentent 1'un des facteurs du stress oxydatif via la
production des radicaux libres [14]. Cet état est en faveur
d’une désorganisation des fonctions de 1’endothélium [15].

L’analyse par électrophorése horizontale des
lipoprotéines plasmatiques de Rattus norvegicus soumis au
régime athérogéne révele des profils qui affichent une
augmentation importante des VLDL et LDL reconnus
comme étant des lipoprotéines trés hautement athérogénes
puisqu'elles véhiculent le cholestérol estérifié vers les
cellules pariétales [16].

Par ailleurs, nous avons observé une diminution tout
aussi importante des HDL, molécules cardioprotectrices
puisqu'elles permettent 1’efflux de cholestérol vers le foie
[17]. Les LDL sont retenues dans la MEC intimale ou la
LPL présente joue un role de bridge moléculaire,
augmentant le temps de résidence de ces particules au
niveau de la matrice intimale ainsi que le degré de leur
oxydation [18]. Ces molécules oxydées favorisent la
formation des cellules spumeuses aprés endocytose via
récepteurs scavengers [19,20]. Les fractions des HDL
possédant plusieurs actions antiathérogéniques liées a leurs
activités antioxydantes et antiinflammatoires [21] se
trouvent trés diminuées.

Les coupes d’aortes provenant de Rattus norvegicus,
soumis au régime athérogéne ont révélé un important
recrutement de cellules sanguines hématies et leucocytes
notamment ; des monocytes, des lymphocytes ainsi que des
polynucléaires ont pu étre identifiés. Ceci caractériserait
une Véritable réaction inflammatoire en réponse a
I’agression du régime hyperlipidique. Ces résultats
rejoignent les travaux de Calder et al., [22] qui montrent
I’influence d’un régime hyperlipidique hypercholestérolé
sur la régulation des réponses immunitaires et
inflammatoires impliquées dans 1’athérogenese. Selon Han
et al., [3] la quantité et la qualité des graisses affecteraient
Ces processus.

De nombreux travaux ont montré des différences
métaboliques aortiques entre des especes athérosensibles et
athérorésistantes. Les aortes des espéces peu
athérosensibles sont mieux pourvues en enzymes du cycle
de Krebs, en estérases lipolytiques, en ATPases et en
enzymes lysosomales; [23, 24]. Selon Hadjiisky et al., [25]
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Figure 7: Histologie de 'aorte chez Rattus norvegicus témoins et soumis au régime standard de laboratoire pendant 12 mois.

a. L’aorte de Rattus norvegicus témoin présente ; ’intima, la couche la plus interne ; la média la couche moyenne et 1’adventice, la couche la
plus externe (Gr x 40).

b. Rupture des lames élastiques a plusieurs endroits (fleches jaunes) et accumulation du matériel conjonctif et cellulaire dans 'espace sous
endothélilale et interlamellaire (étoiles jaunes). L’agrégation sanguine (fléche noire) semble constituée de plaquettes sanguines, de leucocytes et
d'hématies (Gr x 100).

c. Dépot de caillot sanguin au niveau de I’intima (téte de fleche noire), qui présente un épaississement trés prononcé donnant 1’aspect d’une
plaque fibreuse (astérisques jaunes) (Gr x 100).

d. Altération importante de 1’intima par dépot important de matériel amorphe (probablement spumeux) dans le sous-endothélium (Gr x 100).

e. La paroi d’aorte présente un épaississement focalisé trés prononcé de la média, caractérisé par la désorganisation importante des lames
¢lastiques, se traduisant par ’apparition de petits fragments d’élastine, le changement phénotypique des CML, lesquelles détruisent la matrice
normale de la média pour migrer vers I’intima. Les lipides, dissous au cours de la fixation, ont laissé des plages blanches (Gr x 100).

A: Adventice ; L: Lumiére ; M : Média.
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Rattus norvegicus présente une activité enzymatique
importante des estérases et de la cholinestérase. Aprés
administration de régime athérogeéne chez Rattus norvegicus
des altérations dans la structure de I’aorte sont observées
notamment au niveau de 1’intima et la media.

Nous avons remarqué également la rupture de la
limitante élastique interne a plusieurs endroits, ce qui a
favorisé le dépot de matériel cellulaire et fibreux. Ainsi,
nous avons observé la désorganisation de 1’endothélium et
de I’espace sous endothélial qui présente parfois des zones
a aspect clair au centre, probablement spumeux et dense a
la périphérie, caractérisées par le dépot de matériel fibreux
indicatif de la charpente fibreuse de jeunes plaques riches
surtout en collagénes [26].

La réponse de Rattus norvegicus au régime athérogéne
suite a une durée d’expérimentation de douze mois et a une
ration de régime athérogene de 126,5 Calories /j nous a
permis d’apprécier des altérations athéroscléreuses de
I’intima et de la média. Ces résultats ne rejoignent pas ceux
de plusieurs auteurs [27, 28] qui ont classé le rat parmi les
animaux athérorésistants car un simple régime
hyperlipémiant n’induit pas chez lui d’athéroslérose.
Toutefois des régimes associant cholestérol et autres agents
agressent et provoquent des infiltrations soudanophiles de
la média artérielle [29, 30].

Dogru-Abbasoglu et ses collaborateurs [31] ont montré
qu’un régime associant cholestérol et méthionine pendant 6
mois, n’induit pas chez le rat un stress oxydatif et des
altérations athéroscléreuses au niveau de ’aorte, cependant
il affecte la balance prooxydante-antioxydante du foie.

L'équipe d'Ozmen [32] par contre a considéré que le
rat soumis a une di¢te hypercholestérolémique est un bon
modele pour I’étude des cellules dendritiques vasculaires
impliquées dans les réponses immunitaires et
inflammatoires au cours de I’athérogenése.

Au niveau de l’aorte ils ont indiqué des zones
athérorésistantes et des zones athérosensibles ou
s’accumulent des cellules T et des macrophages ainsi que
les cellules dendritiques. Chez nos animaux, aprés douze
mois, I’aorte de Rattus norvegicus a fini par céder aux
effets déléteres du régime athérogéne étant donné les
altérations caractéristiques du processus athéroscléreux
observées.
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