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Introduction

Introduction

La toxicité des métaux et de leurs dérivés est connue depuis tres longtemps. Cependant
la toxicité varie selon la forme chimique et la dose du métal induisant ainsi le stress oxydant
qui est un syndrome résultant d'un déséquilibre entre les systémes de défense antioxydants et
la production de radicaux libres oxygénés. Ce déséquilibre est tres dommageable pour les
macromolécules essentielles de nos cellules, entrainant anomalies d’expression des genes et
des récepteurs membranaires, prolifération ou mort cellulaire, troubles immunitaires,

mutagenése et d’autres (Favier, 2006 ; Baudin, 2006).

Le nickel est un polluant environnemental potentiellement carcinogene (Poey et
Philibert, 2000). L’exposition au nickel peut provoquer des effets toxiques sur de nombreux
tissus en 1’occurrence, les reins, le foie, les poumons, et sur I’hématopoiese, la reproduction et
sur le développement. L’accumulation de ce corps toxiques dans 1’organisme est susceptible

de déclencher une réaction de défense (Chen et al., 2003; Chiffoleau, 2001).

Les cellules utilisent de nombreuses stratégies antioxydant pour éliminer ou minimiser
le dommage oxydatif. Selon le type, les antioxydants peuvent agir en réduisant ou en
dismutant les ERO, en les piégeant pour former un composé stable, et agissent a différents
niveaux de la cascade d’activation de 1’oxygéne et sont de plusieurs natures, 1’organisme
dispose d’un vaste réseau d’antioxydants ou de défense qui ne se limite pas qu’aux vitamines
(C et E) et aux oligoéléments (cuivre et zinc) (Mates, 1999).

Les composés riches en soufre, tels que la cystéine et la méthionine, sont présentes
dans toutes les cellules de 1’organisme animales et sont indispensables a leur survie. lls sont
apportés dans I’alimentation par deux acides aminées : I’un indispensable, la méthionine,
I’autre non indispensable, la cystéine. D’un point biochimique, il est désormais couramment
admis que la cystéine et la méthionine possédant des propriétés antioxydants pour atténuer des
dommages oxydants induits par des produits chimiques, Ces propriétés sont dues au fait que
ce sont des constituant essentiel du glutathion; un puissant antioxydant également
indispensable a la détoxification des cellules de corps (Patra et al., Ramanathan et al.,
2002) .

Page 1



Introduction

Ainsi, dans cette étude notre travail a pour but d’étudié les effets nocifs du nickel
administré par voie intra péritoneéale sur certains impact pondéraux, biochimiques et
hématologiques chez des rats de souche Wistar, et d’évaluer les effets de Cystéine, et de
vitamine E, afin d’établir si ces deux derniers peuvent protéger contre les effets cytotoxique de

nickel.
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Chapitre I Nickel

1.1. Définition du nickel

Le chimiste suédois Alex Cronstedt a été le premier a isolé le nickel en 1972, il
est le quatrieme métal le plus utilisé au monde (Kazimierz et al., 2003).
Le nickel est un métal lourd, blanc argenté et I'un des micronutriments essentiels pour la
croissance et le développement des plantes et il est également un oligo-élément essentiel
pour I’organisme, dont les carences sont graves. La dose quotidienne de nickel ingéré se
situe idéalement entre 100 et 300 pg/jour, mais peut varier de 100 a 800 pg selon les
habitudes alimentaires. C’est un allergéne puissant, ubiquitaire et un carcinogeéne prouveé
(Stoltz et al.,, 2003 ).Dans [I’environnementale nickel est surtout combine a
I’oxygene(oxides) ou soufre (sulfurs) (Mouffok, 2008). Il représente 0,8.a 0,9 de la

croute terrestre, sa concentration moyenne étant d’environ 75 mg/g.

Il est present dans divers minerais la chalcopyrite, la pentlandite, la garniérite et
secondairement la niccolite et lamillerite (INERIS, 2006). Sa conductivité électrique et
sa conductivité thermique sont élevées, son point de fusion est de 1 452 °C. Son numéro
atomique est 28 et il a une masse atomique de 58,7 (tableau I). Il existe sous les états
d’oxydation -1, 0, +1, +2, +3 et +4, mais son état de valence le plus courant dans

I’environnement est Ni2+ (Valko et al., 2005).

Le nickel existe sous 4 formes principales :
nickel élémentaire et ses alliages
composés inorganiques et hydrosolubles : (sulfates et les chlorures de nickel).

composeés inorganiques et insolubles dans I'eau : oxydes de nickel.

YV V VYV V

composes organiques et insolubles dans I'eau nickel carbonyle Ni (CO),
(Sunderman et al., 1987 ; Haber et al., 2000).

1.2. Sources d’exposition

La présence de nickel dans I’environnement est naturelle et anthropique. Les
sources naturelle de nickel atmosphérique comprennent la poussiére de sol, le sel de mer
et les particules en suspension, apres avoir été rejeté par des activités humaines ou des
phénomenes naturels, comme les éruptions volcaniques, les incendies de foréts et les

météorites provenant de la haute atmosphére (Brun, 1979; Echevarria et al., 2006). De
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Chapitre T Nickel

plus les aliments contiennent naturellement de petites quantités de nickel. La viande et le
poisson sont également relativement riches en nickel. Les margarines contiennent des
quantités de nickel élevées, puisque celui-ci est utilisé comme catalyseur dans

I’hydrogénation commerciale (Stoltz et al.,2003; Brun, 1979).

Les principales sources anthropiques sont la combustion de charbon ou de fuel,
I’incinération des déchets, 1’épandage des boues d’épuration, I’extraction et la production

de nickel, la fabrication de I’acier, le nickelage et les fonderies de plomb.

Enfin, on trouver le nickel dans les détergents.
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Tableau 1: Propriétés physiques et chimiques des composés de nickel. D’aprés Kirk,

1981
Formule Masse Point  de | Point Densité | Solubilité
Numéro CAS* | molaire | fusion °C | d’ébullition °C | g/cm3
sous p. atm.
Nickel métal | Ni 58,69 1455 2730 8,9 Insoluble dans 1’eau
7440-02-0 et dans les solvants
organiques. Se
dissout  lentement
dans les acides forts
Oxyde de | NiO 74,69 1984 _ 6,67 Pratiguement
nickel 1313-99-1 insoluble dans I’cau
(0,1mg/100 ml a 20
°C).Soluble dans les
acides et dans
I’ammoniaque.
Hydroxyde Ni(OH) 2 92,70 230déc. _ 4,15 Trés peu soluble
de nickel 12054-48-7 dans I’eau
(10mg/100ml & 20
°C).Soluble dans les
acides et
I’ammoniaque.
Carbonate de | NiCO3 118,72 | déc. _ 2,6 Trés peu soluble
nickel 3333-67-3 dans I’eau
(10mg/100ml & 20
°C).Soluble dans les
acides.
Carbonate 2NiCO3, 587,57 déc. _ _ Insoluble dans ’eau.
basique de 3NiOH2, Soluble dans les
nickel 4H20 acides et dans
hydrate 65405-96-1 I’ammoniaque.
Chlorure de | NiCl2, 6H20 237,69 _ _ _ Trés soluble dans
nickel 7718-54-9 I’eau (254g/100ml a
hexahyd-Rate 20 °C).Soluble dans
I’éthanol et dans
1’éthyléneglycol.
Nitrate de | Ni(NO3)2, 270,79 | 56,7 136,7 2,05 Trés soluble dans
nickel 6H20 I’eau (238g/100ml a
hexahyd-Rate | 13138-45-9 0 °C).Soluble dans
I’éthanol et dans
I’éthyléneglycol.
Sulfate de | NiSO4,6H20 262,79 tr.53,3 _6H20 a 103 2,07 Facilement soluble
nickel 7786-81-4 dans I’eau
hexahyd-Rate (659/100ml a
°C).Soluble dans

I’éthanol et le
méthanol.
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1.3. Utilisation

Les composés du nickel sont aussi employés dans divers produits et procédés. Le
nickel est utilisé dans la production d’aciers inoxydables et d’autres d’aciers spéciaux. La
présence de nickel dans ces produits améliorant leurs propriétés mécaniques et leur

résistance a la corrosion et a la chaleur.

v’ Préparation d’alliages non ferreux notamment pour la fabrication de piéces de
monnaie, d’outils, d’ustensiles de cuisine et de ménage, bijoux ...

v" Dans les batteries alcalines nickel —cadmium.

v La fabrication de pigments minéraux pour métaux et céramiques et comme
catalyseur en chimie organique.

v Revétement électrolytique des métaux (nickelage ) (Kirk, 1981).

Le nickel a usage métallurgique est fourni soit sous forme massive de nickel pur
(cathodes, billes...), soit sous forme massive de ferronickel (25 a 35 % de nickel), soit
encore sous forme d’oxyde de nickel brut (Lu et al., 2005; Von Burg, 1997; CARB,
2008; ATSDR, 2005).

L’oxyde de nickel (NiO) est utilisé dans la fabrication de sels de nickel, de ferrite,
de catalyseurs. Il est également employé comme colorant pour le verre et est utilisé dans
les peintures pour porcelaine (PISSC, 1991; CARB, 2008).

1.4. Le mécanisme d’action de nickel

Une fois entré dans la cellule dans la cellule, les effets de nickel dépendent de sa
solubilisation et des doses présentes d’ions Ni?*, (Hansen et Stern, 1984 ; Costa et al.,
1981). La capacité de captage par les cellules est directement corrélée a la capacité des
dérivés du nickel a élever les taux intracellulaire. Les structures cristallines de NiS sont
accumulées dans les vacuoles cytoplasmiques en périphérie du noyau ou il se produit une
acidification progressive avec dissolution puis relargage de Ni** & la préphérie du noyau
ou ont lieu des interactions préférentielles avec les régions hétéro chromatiques. Il se
forme alors des complexes ADN-protéine et des cassures de brins (Snow er Costa,
1998).
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Une autre interaction est I’inhibition de la transcription des génes supresseurs de
tumeurs consécutive a la méthylation de I’ADN et aux modifications structurales de la

chromatine (Lee et al., 1995).

1.5. Métabolisme du nickel

Le nickel et ses oxydes sont faiblement absorbés qu’elle soit la voie
d’administration. IlIs sont transportés dans I’organisme via un complexe ternaire

albumine-histidine.
1.5.1. Absorption

Le nickel et ses composés sont directement corrélées avec la solubilité des
composés, les plus soluble étant les mieux absorbés par les tractus pulmonaire et digestif,

et moins par la peau (Ishimatsi et al., 1995).

Environ 20 a 35% du nickel et ses composés sont absorbés par voies respiratoires,
sous forme de composés peu solubles sont absorbés dans le sang a partir des voies
respiratoires (Sunderman et Oskarsson, 1991). Les composés solubles du nickel

(chlorure, sulfate) sont plus facilement absorbés par le tractus respiratoire.

Par voie orale, quarante fois plus de nickel sont absorbés par le tractus gastro-
intestinal. Le sulfate de nickel est administré dans 1’eau de boisson est plus facilement

absorbé que dans la nourriture (Sunderman et al., 1989 ; Solomons et al., 1982).

L’absorption du nickel existe ¢galement par voie cutanée. Cette voie est peu
significative quantitativement mais importante cliniqguement dans la pathogénie de la
dermatite de contact. Il n’existe pas de différence d’absorption du nickel par voie cutanée

entre les sujets hypersensibles et les autres (Lloyd, 1980).
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1.5.2. Distribution

La distribution du nickel varie selon la voie d’administration. (Nielsen et al.,
1993), la voie d’exposition (PISSC, 1991), la forme chimique et le temps aprés
exposition (Coogan et al., 1989).

Apres absorption, le nickel se distribue largement dans les tissus, les plus fortes
concentrations étant retrouvées dans le rein (Ishimatsu et al., 1995 ; Dieter et al., 1988),
mais aussi au niveau de foie, puis dans le poumon, la thyroide, les glandes surrénales le
coeur, le cerveau, la rate et le pancréas (Rezuke et al., 1987) et les testicules peuvent
accumulés aussi le métal a une ampleur beaucoup moindre (Ambrose et al., 1976). Apres
exposition par inhalation les concentrations de nickel sont beaucoup plus élevées dans les
poumons que dans le foie et les reins .En effet, des travailleurs exposés par inhalation au
nickel présentent des taux pulmonaires plus élevées que la population générale (Solomons
et al., 1982; Christensen et Lagessen, 1981).

Dans le sérum, le nickel est lié a 1’albumine, la L-histidine et 1’a-2
macroglobuline. Une faible fraction est liée aux acides aminés (cystéine et histidine).
Chez les humains, les rats et les bovins, la fixation du nickel a ’albumine sérique se

réalise au niveau d’un résidu histidine (Hendel et Sunderman, 1972 ; Sarkar, 1984).
1.5.3. Excrétion

L’excrétion du nickel dépend de I’origine de 1’exposition. Apres inhalation, le
nickel particulaire insoluble est trés lentement éliminé, ce qui entraine une accumulation
avec le temps. Son élimination se réalise majoritairement par les urines (ATSDR, 1988).
En cas d’ingestion, la plus grande partie du nickel (non absorbé) est excrété par les féces
a des taux trés variables et un peu également dans la sueur (Onkelinx et al., 1973). Ainsi,
d’autres voies mineures tels que la salive, les secrétions gastrique, le lait maternel, les

menstruation et placenta (Grandjean et al., 1989).

La demi-vie chez 1’animal est de 48 a 72 heures. Chez ’homme, la demi-vie
plasmatique est de I’ordre de 20 a 34 heures ; la plus forte concentration plasmatique est

mesurée apres 1 h 30 a 3 h post-exposition alimentaire ( Nielsen et al., 1999).
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1.6. Evaluation toxicologique

Les effets sur la santé de l'exposition au nickel dépendent du type, de la
concentration et de la durée de I'exposition (aigues, sous-chronique et chronique). 1l faut
également tenir compte de certains facteurs comme I'age, le sexe, l'alimentation, le style
de vie et la santé de la personne. En général, les concentrations typiques de nickel n'ont
pas d'effets nocifs sur la sante.

1.6.1. Toxicité aigué

les sels solubles de nickel (le dichlorure de nickel, le sulfate de nickel, le dinitrate
de nickel et le bis (sulfate) de diammonium et de nickel) ont une toxicité aigué qui varie
de modérée a trés élevee chez le rat avec des doses létales 50 (DL50) de 42,5 & 112 mg
par kilogramme de masse corporelle, alors que la poudre de nickel et les sels de nickel
insolubles (monoxyde de nickel vert ou noir, disulfure de trinickel et sulfure de nickel
amorphe) présentent une toxicité aigué moins élevée (DL50 de 3 235 a 9 000 mg/kg)

(Camner et Johansson, 1992; Camner et al., 1978).

Chez I’animal, les composés solubles du nickel apparaissent plus toxiques que les
composés peu solubles aprés exposition orale aigué. Les principaux signes observés
incluent :

v" Des troubles rénaux (rat, souris et chien) ;
v' Des effets cardiovasculaires, gastro-intestinaux, hématologiques et hépatiques

(rat) ;

v Une atteinte pulmonaire (chien et rat) ;
v" Des troubles neurologiques (rat) (ATSDR, 2005).

Chez I’homme, La toxicité aigué se décompose en deux phases : immédiate et
retardée. La symptomatologie immédiate se manifeste par des maux de téte, des vertiges,
des nausées, des vomissements, de I’insomnie et de I’irritabilité. Elle est suivie d’une
période asymptomatique avant le début de la phase retardée. Celle-ci est essentiellement
pulmonaire avec des douleurs constrictives dans la poitrine, une toux seche, une dyspnée,
une cyanose, une tachycardie, des symptdémes gastro-intestinaux occasionnels, une

sudation, des perturbations visuelles et une débilité (Rendall et al., 1994).
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Un cas de décés d’un enfant de 2 ans et demi a été rapporté apreés une absorption

de cristaux de sulfate de nickel estimée & 250 mg/kg (Daldrup et al., 1983).

Chez 35 salariés ayant consommeé accidentellement I’cau d’une fontaine
contaminée par du sulfate de nickel, du chlorure de nickel (ingestion estimée entre 0,5 g
et 2,5 g, soit 7,1 & 35,7 mg/kg), 20 individus ont présenté des symptébmes pendant
quelques heures jusqu’a deux jours (nausées, vomissements, douleurs abdominales,
diarrhées, céphalées, vertiges) et 10 ont été hospitalisés (3 présentant une augmentation
transitoire de la bilirubine sérique, de 1’albumine urinaire et de 1’hématocrite)

(Sunderman et al., 1988).

Par inhalation une exposition unique de 36,5 mg de nickel/m3 (Ni sulfate) chez
des rats pendant 2 heures, quatre morts ont été observés dans les deux jours suivant
I’exposition (Hirano et al., 1994). Certaines études indiquent notamment que l'ingestion
de nickel peut aggraver un eczéma sans pour autant pouvoir formellement définir un seuil
de déclenchement (Haber et al., 2000).

1.6.2. Toxicité chronique

Les études chez I’homme indiquent que le systéme respiratoire est la cible
principale de la toxicité du nickel par inhalation. Une augmentation de 1’incidence des
déces par pathologie respiratoire a été trouvée chez des travailleurs exposes
chroniquement a des concentrations supérieures a 0,04 mg de nickel /m3 sous forme de
monoxyde ou de métal (Cornell et Landis, 1984). Les effets respiratoires étaient de type

bronchite chronique, emphyséme, diminution de la capacité vitale.

Chez 28 travailleurs exposés au nickel (composé non précisé), une augmentation
significative des 1gG, des IgA et des IgM et une diminution significative des IgE a été
observée (Shannon et al., 1991). Par ailleurs, une augmentation significative d’autres
protéines serique pouvant étre impliquées dans I’immunité a médiation cellulaire (alphal-
antitrypsine, alpha2- macroglobuline) a été observée. Ces modifications suggerent que le

systéme immunitaire a été stimulé par 1’exposition au nickel (INERIS, 2006).

Des rats et des souris ont été exposé par inhalation au sulfure de nickel par

inhalation 6 heures par jour, 5 jours par semaine pendant 90 jours a des concentrations de
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0,1 al, 8 mg de nickel/m3 (Bencko et al., 1983 ; Dunnick et al., 1989). Une hyperplasie
des macrophages alvéolaire a été notée chez les rats a toutes les concentrations et chez les
souris a partir de 0,2 mg/m3.Pour les plus fortes concentrations, une inflammation
chronique active et une fibrose interstitielle focale chez certaines souris a été observée
(INRIS,2006).

L’exposition chronique pendant deux ans de rats et de souris a du monoxyde de
nickel (0-2 mg/m3 pour les rats,0-3,9 mg/m3 pour les souris), du sous sulfure de nickel (
0-0,73 mg/m3 pour les rats, 0-0,88 mg/m3 pour les souris) , et du sulfate de nickel (0-
0,11 mg/m3 pour les rats,0-0,22 mg/m3 pour les souris) a entrainer des lésions
respiratoires (Ottolenghi et al., 1974). Les lésions incluaient une augmentation du poids
des poumons, une inflammation et/ou une fibrose des poumons. Une atrophie de
I’épithélium olfactif a été observée avec le sulfate de nickel (INRIS, 2006).

Une hyperplasie des ganglions lymphatiques bronchiques a été observee avec le
monoxyde de nickel (0,5 mg/m3 pour les rats, Img/m3 pour les souris), les sous sulfure
de nickel (0,11mg/m3 pour les rats, 0,44 mg/m3 pour les souris) et le sous sulfate

(0,21mg/m3.pour les rats, 0,22mg/m3 pour les souris) (Spiegelberg et al., 1984)

1.6.3. Toxicologie subchronique

Un certain nombre d'études chez I'homme et chez I'animal suggerent que
I'exposition aux sels solubles de nickel entraine l'apparition d'effets systémiques sur les
reins, la mortalité néonatale et des effets sur le systeme immunitaire. Le rein constitue le
principal organe cible tant chez I'animal que chez I'homme (Dieter et al.,1988; Smith et
al., 1993).
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1.7. Mutagenicité, et génotoxicité du nickel

Comme il est habituel avec les métaux, les résultats des essais de mutagénése sont
tres discordants, variant largement selon le composé utilise et les conditions
expérimentales; il n’est pas possible de généraliser les résultats obtenus (Pichard., 2006).
Le nickel métal et le monoxyde de nickel donnent des résultats positifs in vitro dans les
tests de mutations géniques sur cellules de mammiféres, d’aberrations chromosomiques

et dans les essais de transformations cellulaires (ATSDR, 2005).

Plusieurs études expérimentales et épidémiologique ont montré que le nickel
(Ni2+) est génotoxique (Costa et al., 2002 ; Chen et al., 2003). Les mécanismes de cette
génotoxicité sont multiples soit par cassures mono brin de I’ADN pour des tres faibles
concentration avec activation de la poly ADN-ribose polymérase qui est normalement
induite en présence de Iésion dans I’ADN (Cai et Zhuang, 1999 ; Lei et al., 2001), soit
par la production d’espéces réactives de 1’oxygene tel que le radicale hydroxyle Figure 1,
(Chen et al., 2003 ; Costa et al., 2002) ou par inhibition a des concentration non
cytotoxiques de (Ni*+) des processus de réparation des lésions de I’ADN causés entre

autres par les UV (Hartwig et al., 1994; Hong et al., 1997).
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Figure 1 :Les mécanismes génotoxiques de nickel.D’apres (Oller et al., 1997)

1.8. Effets cancérigénes

Le nickel est cancérigene responsable de certains cancers du poumon en milieu
professionnel chez I’homme et I’animal. C’est principalement ’inhalation de composés
solubles qui est associées avec le risque le plus élevé de cancer des voies aériennes. En
1990 ; le nickel et les composés du nickel ont été classés par le Centre International de
Recherche sur le Cancer (CIRC) dans le groupe 1 « cancérogene chez I’animal de
laboratoire (Denkhaus et al., 2002). Chez des rats Fisher 344 1’exposition chronique a
des poussieres de nickel a entrainé une augmentation des tumeurs pulmonaires (Dunnick
et al.,1995). Les études expérimentales disponibles pour juger de la cancérogénicité du
nickel par voie orale sont peu nombreuse (Haber et al., 2000).

1.9. Effets sur la reproduction

De nombreuses études indiquent une diminution du nombre et de la qualité des
cellules males au cours de ces derniéres années (Jegou, 1996). une dégénération des

testicules chez des rats exposes a du disulfure de nickel a des concentrations de nickel de
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1,8 mg/ma3 et plus et chez des souris exposées au méme composé a des concentrations de
nickel de 3,6 mg/m3 et plus (Benson et al., 1988).

En revanche, une dégénérescence tubulaire des testicules a été observée chez des
rats exposés par voie cutanée avec du sulfate de nickel a la dose de 60 mg de
nickel/kg/jour pendant 30 jours (Mathur et al., 1977). Ainsi, chez le rat le nickel agit
dans le testicule directement sur les cellules de leydig en réduisant I’activité des enzymes
de la stéroidogénése testiculaire et des concentration plasmatiques en testostérone et en
augmentant celles du cholestérol et de 1’acide ascorbique dans le testicule de rat (Das et
al., 2002) et diminue le nombre de spermatogonies et augmente les contraction des tubes
séminiféres Chez la souris ,le NiCI2 provoque des anomalies de la tete spermatique et des
abérration chromosomiques (Sobti et Gill, 1989).

Chez la femelle cyclique le nickel affecte le développement et la maturation des
follicules de I’ovaire, réduit également la stériodogenése ovarienne et perturbe la fonction

hypophysaire (Wang et Zhn, 2003).

Les données disponibles par inhalation sur les oxydes de nickel n’indiquent pas

d’effet sur la fertility ou le développement des animaux traitées.
1.10. Manifestations allergiques

Le nickel est un allergéne, responsable de dermatites de contact. Globalement,
I’incidence de I’allergie au nickel est de I’ordre de 8 a 14 % dans la population féminine,

et de 1% dans la population masculine (Haber et al., 2000).

Le nickel est connu depuis longtemps comme 1’allergéne le plus courant pour la
peau. La sensibilisation est le plus souvent due au contacte journalier avec des objets
usuels (bijoux ,boutons, piéces de monnaie, ustensiles divers...).20% des allergies
seraient liées a la seule exposition professionnelle.40 a 50% des personnes sensibilisées
au nickel développent par contacte répété avec le métal et ses composés, des dermatoses

eczématiforme récidivantes (INRS, 1996).

L’inhalation de sels de nickel a provoqué des cas d’asthme, associés ou non a des

rhinites et des urticaires. Ces pathologies surviennent parfois chez des sujets présentant
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un eczéma. Les expositions au nickel ou ses oxydes sont rarement en cause ;on retrouve
ces réactions dans le traitement de surface par nickelage électrolytique. Les crises,
pouvant apparaitre dans les minutes qui suivent 1’exposition ou bien aprés plusieurs
heures, n’ont pas de caractéristiques particuliéres. Dans certaines opérations, il faut noter

I’exposition a d’autres allergéne respiratoires comme le chrome ou le cobalt (INRS,
2008).
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I1. Le stress oxydant

11.1. Généralité

Le stress oxydant se definit comme étant un déséquilibre entre la balance des pro-
oxydants (substances oxygénées réactives ou ROS) et les systemes de défense
(antioxydants), en faveur des premiers avec comme conséquence ’apparition de dégats

irreversibles pour la cellule (Favier, 1997; Favier, 2003).

A concentrations plus élevées, les ROS (dont font partie les radicaux libres)
peuvent en effet engendrer des dommages importants sur la structure et le métabolisme
cellulaire qui se traduisent par diverses altérations biochimiques intracellulaires telles que
I’oxydation de ’ADN et de protéines, la peroxydation des lipides. Cette situation de
surproduction d’especes radicalaires est également associée a de nombreuses pathologies
comme le diabete, les cancers, les maladies cardiovasculaires, ou des troubles
neurologiques comme la maladie d'Alzheimer ou la maladie de Parkinson.Le stress
oxydant se traduit aussi par une modification des concentrations en antioxydants
(glutathion, ascorbate, tocophérol), mais surtout du rapport entre forme réduite et oxydée
de ces composés (Poli et al., 2004; Valko et al., 2007).

11.2. Les radicaux libres biologiques

Un radical libre est une espece chimique, molécule, morceau de molécule ou simple
atome, capable d'avoir une existence indépendante (libre) en contenant un ou plusieurs
électrons célibataire (électron non apparié sur une orbitale) (Halliwell, 1996; Haliwell et
Gutteridge, 1990 ; Afonso et al., 2007).

Il peut étre formé par la perte ou le gain d’électrons a partir d’un composé non
radical. Il peut aussi apparaitre au moment de la rupture symétrique d’une liaison covalente
apreés laquelle chaque atome conserve un électron et devient un radical libre. Lorsque cet
¢lectron célibataire est situé sur un atome d’oxygeéne, on parle alors « d’especes réactives
de I’oxygene » (ERO) ou « reactiveoxygenspecies » (ROS) (Haliwell et Gutteridge, 1989

; Tessier et Marconnet, 1995).

La réactivite chimique des radicaux libres de 1’oxygéne est variable selon la
molécule considérée, mais ce sont pour la plupart de puissants oxydants. Les principaux
radicaux libres entrant dans les processus physiopathologiques humains sont les radicaux
superoxydes et hydroxyles (Puppo et al., 1988; Goudable et Favier, 1997). Ce sont des

especes chimiques instables, tres réactives, et possédent un tempsde demi-vie extrémement
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court (10-9 - 10-6S). Ces radicaux sont paradoxalement indispensables au maintien de la
vie cellulaire et jouent un rdle important dans la lutte contre les infections (Tessier et
Marconnet, 1995).

11.3. Sources et réactions des ERO

La majorité des radicaux libres rencontrés dans les milieux biologiques sont des
formes dérivées de I’oxygene. En effet, de par sa structure chimique particulicre, 1’oxygéne
moléculaire, non radicalaire, est a I’origine de la formation de diverses especes réactives.
Les radicaux libres oxygénés les plus souvent impliquées en physiopathologie sont I’anion
superoxyde (O2e-) le monoxyde d’azote (NOe¢), le radical hydroxyle (*OH), le radical
peroxyle (ROOe) et le radical alkoxyle (RO¢) ainsi que d’autres espéces non radicalaires le
peroxyde d'hydrogene (H202), les hydroperoxydes (ROOH) ou encore le nitroperoxyde
(ONOOH). Ce ne sont pas des radicaux libres mais des dérivés de radicaux libres et ils
peuvent en générer par différentes réactions chimiques (Maiese et al., 2010; Juurlink,
1997 ; Gilgun-Sherki et al., 2001 ; Ré et al., 2005).

Les ERO et ERN ont plusieurs origines. Elles peuvent étre d’origine exogene :
produits des radiations (rayons X et lumiere UV). Plluants de 1’air (N, NO2), solvants
organiques, anesthésiques, pesticides, drogues, xénobiotiques et métaux toxiques (chrome,
nickel ou cobalt), etc (Haliwell et Gutteridge, 1989). Lorsqu’elles sont d’origine
endogéne, elles sont produites, en majorité, au niveau des membranes, des organelles
(peroxysomes, lysosomes, réticulum endoplasmique, mitochondrie) et du cytoplasme de
différents types cellulaires par le biais de divers mécanismes (enzymatique et non
enzymatique) (Nohl, 1994, Sohal et al., 1990 ; Becker et al., 1991).

Leur source principale de production est la chaine respiratoire mitochondriale. En
effet, la respiration cellulaire, indispensable a la production d'énergie nécessaire a la survie,
s'accompagne d’une production non réductible de radicaux libres. De plus, il a été montré
que la membrane mitochondriale a une trés faible perméabilité a différentes substances -
antioxydantes (Machlin et Bendich, 1987; Housset, 1990).

Lors du métabolisme oxydatif, 2 a 5 % de I"oxygene consommé est converti en
radical superoxyde. Ceci est di a des €lectrons qui s’échappent de la chaine respiratoire et
se fixent directement sur 1’oxygeéne moléculaire (O2), conduisant a la formation du radical
superoxyde O2e-, au niveau de I’ubiquinone (ou coenzyme Q) selon la réaction :

02 + - ———— (2 e-
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Celui-ci peut aussi étre produit au cour de 1’auto-oxydation de certains composés
tels que 1’hémoglobine, la myoglobine, le cytochrome c réduit, etc. mais aussi de la
détoxification des xénobiotiques (toxiques, médicaments) par le systeme enzymatique des
cytochromes P450 présents au niveau du réticulum endoplasmique (Cadenas et Davies,
2000; Gupta et al., 1997).

Le radical superoxyde qui présente une certaine toxicité est éliminé ou tout au
moins maintenu a un niveau de concentration assez bas par des enzymes appelées

superoxydedismutases (SOD) qui catalysent sa disparition par dismutation.

SOD, 2 H+
02¢- + Q2e- E============——) P02 + O2
L'eau oxygenée (ou peroxyde d'hydrogene, H202) ainsi formée n'est pas elle-méme
un radical libre mais une molécule (ayant tous ses électrons périphériques appariés). Sa
production peut également résulter de formation de OHes (Wardman et al., 1996 ; Cerruti,
1985; Morel et Barouki, 1998).

Au cours d’un stress oxydatif, ¢’est-a-dire lors d’un déséquilibre de la balance entre
la production de prooxydants et la défense antioxydante de 1’organisme, ces ERO peuvent
induire des Iésions lipidiques, protéiques et de I’ADN. En effet, le H202 se transforme en

radical hydroxyle (OHe) par :

La réaction de Fenton : En présence de métaux de transition tels que le fer et le
cuivre. Sous leur forme la moins oxydée (Fe2+, Cu+) peut, en réagissant avec le peroxyde
d’hydrogene(H202), conduire a la formation du radical hydroxyle (OHe) trés agressif pour
les structures cellulaires. Le radical OHe est le plusréactive des ERO en particulier, vis-a-
vis des lipides membranaires en déclenchant la peroxydation lipidique.

(H202 +Fe++ ==y OH++ OH- +Fe+++)
Ou celle de Haber-We

(H202 +02*- m————smss——p OH<+ OH-+02).

En présence de métaux de transition tels que le fer et le cuivre. Le radical OHe est
la plus réactive des ERO en particulier, vis-a-vis des lipides membranaires en déclenchant
la peroxydation lipidique (Haliwell et Gutteridge, 1989; Tessier et Marconnet, 1995;
Huet et Duranteau, 2008).
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Le monoxyde d’azote radicalaire ou NOe est un composé important; il est
notamment synthétisé par les cellules endothéliales via I’action de NO synthétases sur la L-
arginine. C’est une molécule labile trés diffusible, dont les effets régulateurs s’exercent
sur la plupart des fonctions physiologiques de 1’organisme (maintien du tonus vasculaire,
neurotransmission, fonctionnement rénal,...). Toutefois, le NO* NO se combine aisément
avec I’anion superoxyde O2¢— pour former le peroxynitrite ONOO-, agent non radicalaire
et un oxydant puissant et diffusible, capable d’endommager de nombreuses molécules

organiques (Figure 2) (Hyaden et Tyagi, 2003 ; Hare, 2004 ; Pryor et Squadrito, 1995).

Lumidre UV oxydasecs
"0, |[«— O, }— |10,
Oxygéne singulet Oxygéne .
Superoxyde
Arginine._ Cycles redox dismutases
- NADPH ox
mitochondrie
A4
NO’ (0% HOC]
Fe3+
Monoxyde d'azote Anion superoxyde
ONOO —_— » |OH°
peroxynitrite Radical hydroxyle
Nitration des Activation Oxydation Peroxydation Oxydation de
protéines des cascades des protéines lipidigque I'ADN
de Kinases

Figure 2: Représente I’origine des différents radicaux libres oxygénés et espéces réactives

de I’oxygene impliqué en biologie (Favier, 2003)

11.4. Principales cibles biologiques des EOR

Lors d’un stress oxydant, les EOR non « détoxiquées » par le systéme antioxydant
attaquent et endommagent par oxydation les macromolécules directement a leur contact,

contenues dans les cellules, notamment les lipides, les protéines, ’ADN (Ramonatxo,

2006).
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11.4.1. L’acide désoxyribonucléique ou ADN

L’ADN (ADN), qu’il soit nucléaire ou mitochondrial, est également une cible
majeure des EOR. Les radicaux O2+— et OHe provoquent des lésions de I’ADN
(Ramonatxo, 2006). Ceux-ci peuvent en effet interagir avec les désoxyriboses de I’ADN
mais aussi avec ses bases puriques et pyrimidiques La guanine, par exemple, peut réagir
avec *OH pour former la 8-hydroxy-2’-déoxyguanosine (8-OH-dG) qui, au lieu de
s’apparier avec la cytosine, s’associera avec 1’adénine ou entrainer des cassures au niveau
de la double hélice d’ou le réle mutagene des ERO (Haleng et al., 2007; Duranda et al.,
2013).

11.4.2. Les protéines

Les acides aminés possedent des susceptibilités différentes vis-a-vis des EOA. Les
plus réactifs sont I’histidine, la proline, le tryptophane, la cystéine et la tyrosine. Toute
attaque radicalaire d’un acide aminé provoquera 1’oxydation de certains résidus avec, pour
conséquences, I’apparition de groupements carbonylés, des clivages de chaines peptidiques
et des ponts bi-tyrosine intra- et inter-chaines. La plupart des dommages sont irréparables
et peuvent entrainer des modifications fonctionnelles importantes (non- reconnaissance
d’un récepteur par un ligand, perte d’activité enzymatique). Certaines protéines oxydées
sont peu dégradées et forment des agrégats qui s’accumulent dans les cellules et dans le

compartiment extracellulaire. Les plus sensibles & leurs actions sont :

» les acides aminés aromatiques comme le tryptophane, la tyrosine et phénylalanine.
La phénylalanine et la tyrosine peuvent étre oxydées en L-dihydroxyphénylalanine
(LDOPA) ou L-trihydroxyphénylalanine (L-TOPA), ces deux produits d’oxydation étant
potentiellement des composés mutagénes. L’oxydation de deux tyrosines proches peut
aussi conduire a la formation de dityrosine qui lorsqu’elle se forme a partir de deux chaines
peptidiques différentes représente aussi un facteur d’agrégation des protéines. Enfin, le
tryptophane peut étre oxydé en hydroxytryptophane, dont les métabolites (hydroxyindole
et hydroxykinurénine), formes en milieu tres oxydant, présentent une activité mutagénique
élevée (Morzel et al., 2006, Hashizume et al., 1991).

» Les acides aminés basiques comme 1’arginine, lysine et I’histidine, sur lesquels le

radical OHe s’additionne, modifiant la conformation de la protéine (Dean et al., 1997).
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» les acides aminés soufrés tels que la cystéine et la méthionine, 1’oxydation par les
radicaux libres conduit a la formation de ponts disulfures, donc a I’agrégation de plusieurs

molécules de protéines (Duranda et al., 2013).
11.4.3. Les lipides membranaires

Le radical hydroxyle est capable d’arracher un hydrogeéne sur les carbones situés
entre deux doubles liaisons des acides gras poly-insaturés (AGPI) : c’est la phase
d’initiation. Le radical lipidique réagit avec une molécule d’oxygeéne pour former un.
radical peroxyle (ROOQ-), suffisamment réactif pour arracher un H+ a un AGPI voisin,

propageant ainsi la réaction ( Atkin et al., 2005).

Il en résulte une altération de la fluidité membranaire qui conduit inévitablement a
la mort cellulaire. Les peroxydes générés seront neutralisés par la glutathion peroxydase ou
continueront a s’oxyder et a se fragmenter en aldéhydes (malondialdéhyde, 4-
hydroxynonénal) dont les activités pro-athérogénes sont bien connues (Morzel et al.,
2006)

11.4.4. Les lipoprotéines

L’attaque radicalaire des lipoprotéines circulantes aboutit a la formation de LDL
oxydées, qui seront captées par des récepteurs spécifiques des macrophages. L’activité de
ces récepteurs n’étant pas régulée par la concentration intracellulaire en cholestérol, les
macrophages se transforment petit a petit en cellules spumeuses (réle important dans les
premiéres étapes de 1’athérosclérose) (Nakajima et al., 2006). En outre, ces LDL oxydées
sont immunogenes et les immuns complexes formés peuvent activer la voie classique du
complément et générer la sécrétion de cytokines proinflammatoires par les macrophages.
(Saad et al., 2006).

I1.5. Les systemes de défenses anti-oxydantes

L’organisme dispose de systetmes de protection contre les ERO. Le terme
d'antioxydants est utilisé pour caractériser un ensemble de substances ou composés, de
nature diverse, dont la caractéristique commune est d'étre capable de s'opposer ou de

controler I'accumulation au niveau cellulaire de radicaux libres. Cette propriété leur permet
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d'agir directement ou indirectement en tant que moyen de défense contre le stress oxydatif
(Diplock, 1991 ; Chan et al., 1999 ; Hercberg et al., 2006).

11.5.1. Les systemes enzymatiques
11.5.1.1. Superoxydesdismutases (SODs)

Ces métalloprotéines, qui représentent une des premiéres lignes de défense contre le
stress oxydant, assurent 1’élimination de 1’anion super-oxyde O2e- par une reaction de
dismutation, en le transformant en peroxyde d’hydrogéne et en oxygéne selon la formule
suivante:

SOD
202+ 2 H+ =P 02+ H20:2

Elles permettent d’éliminer les radicaux superoxydes mais provoquent l'apparition
de peroxyde d'hydrogene diffusible et dangereux a distance (Nelson et al., 1994).
L’activité des SOD doit étre couplée a une activité suffisante de la catalase ou de la
glutathion peroxydase (GPx), sinon il s’en suivra une production nette d’H202 qui, en
présence de métaux de transition, pourra donner naissance au puissant oxydant qu’est le
radical hydroxyle et pour lequel il n’y a aucun mécanisme de détoxification enzymatique

(Chan, 2001 ; Nelson et al., 1994 ; Ré et al., 2005).

Chez I’homme, trois isoformes compartimentées de 1’enzyme SOD ont été
caractérisées de facon biochimique et moléculaire. Elles qui contiennent soit du manganese
(Mn-SOD), soit du cuivre et du zinc (Cu/Zn-SOD), et qui sont restreintes a des

compartiments cellulaires différents.

v" La SOD1 ou Cu/Zn-SOD, est cytosolique;

v La SOD2 ou Mn-SOD est mitochondriale;

v' La SOD3, comporte du cuivre et du zinc, est extracellulaire et est donc aussi
appelée EC-SOD (Johnson et Giulivi, 2005; Matsumoto et Fridovich, 2001; Mc
Cord et Edeas, 2005).
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11.5.1.2. Les catalases

Ce sont des enzymes présentes dans un grand nombre de tissus mais elles sont
essentiellement localisées dans les hématies et les peroxysomes. Elles réduisent le

peroxyde d'hydrogene H202 en libérant de I'oxygéne et de I'eau comme suit :

CAT
2H202 w—— 2 H20 + O2
Leur role est trés important surtout en présence d'ions ferreux en permettant
d'éliminer l'excés de peroxyde d'hydrogéne afin que la réaction de Fenton ne puisse pas
s'amplifier (Lindau-Sehpard et Shaffer, 1993; Kang et al., 1996 ; Mates et al., 1999).

11.5.1. 3. Glutathion peroxydases

Les glutathion peroxydases (GPx) sont des enzymes tétramériques dont chaque
unité posséde un atome de selénium dans son site actif sous la forme de sélénocystéine. Ce
qui est essentiel pour l'activité enzymatique. Toutes les enzymes GPx sont connus pour
ajouter deux électrons pour réduire les peroxydes d’hydrogéne H202 et les hydroperoxydes

lipidiques en formant selenoles (Se-OH) (Vitoux et al., 1996; José et al., 1999).

Le réle des glutathions peroxydases (GSH-PXx) est tres important dans la plupart des
tissus ou elles réalisent la quasi-totalité de 1’¢limination des peroxydes lipidiques résultant
de I’action du stress oxydant sur les acides gras polyinsaturés. Pour leur fonctionnement,
elles utilisent le glutathion réduit (GSH) comme cofacteur sur lequel elles transférent
I'oxygene, le transformant en glutathion oxydé (GSSG). Protégeant ainsi les cellules de
mammiferes contre les dommages oxydatifs. En fait, le métabolisme du glutathion est I'un
des mécanismes les plus essentiels de défense anti-oxydante (Esterbauer et al., 1992;
Escobar et al., 1996).

GPx
2 GSH + H202 w————— SSG + 2 H20
GPx
2 GSH + ROOH m———) GSSG + ROH + H20

Il existe cing isoformes de GPX trouvés chez les mammiferes. Les niveaux de

chaque isoforme varient en fonction du type de tissu.
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cGPX ou GPX1 : Cytosolique et mitochondriale ;
GPx-2 (gastro-intestinale) ;
GPX3 extracellulaire ou plasmatique ;

GPx-4 (cytosolique, mitochondriale et membranaire ;

NI NEE N NN

GPX5, exprime spéecifiguement dans I'épididyme (De Haan et al., 1998; José et
al., 1999).
11.5.1.4. Glutathion S-Transférases

Les glutathion transférases sont des enzymes seléno-indépendantes qui participent a
la détoxification des radicaux libres d’un grand nombre de composés électrophiles
(médicaments, agents cancérigénes,...). Cette addition permet leur métabolisation puis leur
excrétion (Valko et al., 2006).

Il existe d’autres enzymes présentent une activité anti-oxydante importante comme

v"la glutathion réductase utilise le NADPH pour régénérer le GSH a partir du GSSG.

v' les peroxyredoxines (Prx) qui réduisent un grand nombre de molécules comme
I’H202 et utilisent la thioredoxine (Trx) comme réducteur.

v" la thiorédoxine réductase (TrxR) qui intervient dans la dégradation des peroxydes
lipidiques et du peroxyde d’hydrogene, ainsi que dans la régénération du radical
ascorbyl en acide ascorbique.

v T’oxydase hémique (HO) est une protéine impliquée dans la dégradation de ’héme
prostétique. Les métabolites dérivés de 1’héme peuvent constituer des produits
ayant une fonction antioxydante, anti-inflammatoire, de signalisation ou anti-
apoptotique (Figure 3) (Stocker et al., 1987 ; Ryter et Tyrell, 2000).
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Figure 3: Représente le schéma des défenses antioxydantes enzymatiques (Halliwell et
Gutteridge, 2007)

11.5.2. Les défenses non-enzymatiques

Il s’agit en général, de petites molécules qui présentent des propriétés de type «
substrat suicide » qui peuvent étre, ou non, métaboliquement réparées ou recyclées. Ces
molécules operent comme bouclier antioxydant en devenant elles-mémes radicalaires, et

protégent les acides nucléiques, les protéines et les lipides (Haleng et al., 2007).
11.5.2.1 Le glutathion

Le GSH est est le thiol non protéique (L-y-glutamyl-L-cystéinylglycine), le plus
abondant dans les cellules des mammiféres ou il est présent sous forme essentiellement
réduite (GSH) (Sies, 1999 ; Pompella et al., 2003). C’est un antioxydant intracellulaire
multifonctionnel. 1l possede plusieurs fonctions importantes pour la viabilité cellulaire
(Pastore et al., 2003 ; Ji et al., 1999).

Le GSH possede plusieurs fonctions importantes pour la viabilité cellulaire. Il
interagissant :
v' Soit, directement avec différents ROS (radical hydroxyle, superoxyde, NO...) en
piégeant les radicaux libre pour former le disulfure par oxydation :

GSH + Re === (GS-+ RH
GSe + GSe =eesssssss———) GSSG
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v Soit, en tant que réducteur des hydroperoxydes lipidiques (ROOH) comme un
cosubstrat de la GPx. L’oxydation du GSH conduit a la formation du glutathion
oxydé (GSSG). Sa régénération fait intervenir la GSSG réductase et nécessite du
NADPH (produit grace a la glucose 6-phosphate déshydrogénase de la voie des
pentoses phosphate) (Haleng et al., 2007 ; Valko et al., 2006).

I1 fait I'objet d'interactions synergiques avec d'autres composants du systeme de
protection antioxydante tels que la vitamine C ou la vitamine E. c’est aussi un régulateur
de I’apoptose et permet d’empécher l'oxydation des groupements thiols des protéines,
contribuant ainsi au maintien du potentiel redox de la cellule et donc au maintien de bon
nombre de processus de signalisation.de la prolifération cellulaire, et un partenaire dans les
réactions de détoxification des xénobiotiques auxquels il est conjugué par la GSH S-
transférase. Il est également impliqué dans la synthése des désoxyribonucléiques. Dans les
cellules eucaryotes, le GSH est présent majoritairement dans le cytosol (90%) mais aussi
dans les mitochondries (Deneke et Fanburg, 1989 ; Pastore et al., 2003).

Enfin, dans des conditions physiologiques, sa forme oxydée (GSSG) est en
concentration trés faible. Le rapport GSH/GSSG est un indicateur de 1’équilibre redox dans
la cellule et il est considéré comme un excellent marqueur de la peroxydation lipidique et
permet d’objectiver 1’importance du stress (Jones et al., 2000 ; Stamler et Slivka, 1996;
Beck, 1997).

11.5.2.2. La vitamine C

L’acide ascorbique se trouve dans le cytosol et dans le fluide extracellulaire; C’est
un excellent piégeur de ROS a spectre large, efficace contre les radicaux peroxyles,
hydroxyle et superoxyde ainsi que contre le peroxinitrite. Bien que 1’ascorbate soit
hydrosoluble, il est capable de régénérer la vitamine E, ce qui permet de déplacer les ROS
de la membrane vers le cytosol et de prévenir la peroxydation lipidique. Les formes
oxydées de I’ascorbate, le semidéhydroascorbate et le déhydroascorbate, peuvent étre
régénerées par le GSH ou par d’autres thiols intracellulaires (Rice., 2000 ; Kojo., 2004;
Valko et al., 2007).

11.5.2.3. La vitamine E

Ce terme désigne un ensemble d’isomeres, les tocophérols (constitués d’un noyau

chromanol et d’une chaine latérale saturée a 16 atomes de carbone) et les tocotriénols (qui
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different des tocols par la présence de 3 doubles liaisons sur cette chaine latérale). D’un
point de vue biologique, I’a-Tocophérol est I’isomére majoritaire de la famille tocophérols
ainsi que la forme la plus active de la vitamine E. son caractere hydrophobe lui permet de
s’insérer au sein des membranes riches en acides gras polyinsaturés, ou il joue un réle
protecteur en réagissant avec les radicaux peroxyles (ROOe¢) pour former un
hydroperoxyde (LOOH) ou un hydroxyde (LOH) lipidique ainsi qu’un radical tocophéryle,
empéchant ainsi la propagation de la peroxydation lipidique (Haleng et al., 2007; Burton
et Ingold, 1989 ; Pryor, 2000)

11.5.2.3. Les oligoéléments

Les oligo-é1éments ont deux fonctions principales : un role clé dans le métabolisme
intermédiaire comme cofacteurs ou coenzymes, et un role de neutralisation des radicaux
libres. Il existe dix oligo-é1éments ou éléments traces (ET) sont considérés comme
essentiels chez I'étre humain. Parmi eux le cuivre (Cu), le zinc (Zn), le manganése (Mn), le
sélénium (Se) et le fer (Fe) sont des métaux essentiels dans la défense contre le stress
oxydant. Toutes les enzymes antioxydantes requiérent un cofacteur pour maintenir leur
activité catalytique. Ainsi, la SOD mitochondriale a besoin de manganése, la SOD
cytosolique de cuivre et de zinc, la catalase de fer et la GPx de sélénium (Shenkin, 1993;
Neve, 1992).
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I11.1. Deéfinition et structure de la vitamine E

Les vitamines sont par définition des micronutriments qui ne sont pas synthétises
par I’organisme humain et doivent étre apportés dans 1’alimentation. Les vitamines sont
séparées en deux classes : les hydrosolubles et les liposolubles, dont I’absorption
intestinale suit celle des graisses, c’est-a dire nécessite les acides biliaires et une fonction
pancréatique satisfaisante (Salle et al., 2005).

La vitamine E, appelée aussi o-tocophérol est l'antioxydant majeur des milieux
lipidiques (huiles, membranes biologiques, lipoprotéines) (Leger, 2000), et qui correspond
a une famille de huit molécules est bien connue pour son pouvoir antioxydant et son
caractere indispensable a la fertilité. a-tocophérol est la forme la plus active de la vitamine
E chez les humains et est un antioxydant biologique puissant qui est considéré comme le
principal antioxydant stabilisateur des lipides membranaires (Valko et al., 2006).

Le terme générique vitamine E regroupe deux grands groupes de molécules : les
tocophérols et les tocotrienols, comprenant chacun différentes formes moléculaires : des
vitameres alpha, beta, gamma et delta (o, 3, y et ) dépend du nombre et de la position des
groupements méthyles sur le cycle aromatique (Jensen et Lauridsen, 2007 ; Aggarwal et
al., 2010 ; Brigelius-Flohe, 2009). Leurs structures chimiques se composent d’un cycle
chromanol mono-, di-, ou tri méthyle auquel est rattachée une chaine latérale a 16 atomes
de carbone. (Figure 4). Cette chaine permet de définir les deux grandes familles :

v" les tocophérols présentent une chaine latérale saturée.

v" les tocotrienols avec une chaine latérale présentant trois insaturations.

Parmi les quatre tocophérols, 1’alpha-tocophérol est la forme de vitamine E la plus
présente dans I’organisme, est ’antioxydant liposoluble majeur qui protége les membranes
et les lipides de la peroxydation lipidique en neutralisant les radicaux peroxyle, alkyle et
alcoxyle (ROOv). Il est aussi I’unité de mesure pour les apports nutritionnels recommandés

et la teneur en vitamine E des aliments (Herrera et Barbas, 2001).
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OH

R, Rl R2 R3

alpha-tocophérol
alpha-tocotriénol

CH; CH; CH;

Ry
fH3  béta-tocophérol
\’ -tocophéro
HC” CH, béta-tocotriénol CH; H CH;
gamma-tocophérol
gamma-tocotriénol H CH; CH;
delta-tocophérol H e =
3

delta-tocotriénol

Figure 4: Représente la structure chimique de la Vitamine E. Les doubles
liaisonsindiquées en rouge ne sont pas présentes dans les tocophérols (Hoppe et
Krennrich, 2000)

I11.2. Les sources de vitamine E

Dans notre alimentation, les céréales (germes de blé 22 mg de vitamine E pour 100
g d’aliment) et les huiles végétales (30-100 mg de vitamine E pour 100 g d’aliment)
comme 1’huile de tournesol ou I’huile d’olive, constituent la source majeure de vitamine E.
On la retrouve aussi dans les fruits secs (noisettes et amandes seches), les légumes verts, le
beurre et la margarine (10-80 mg de vitamine E pour 100g d’aliment) ainsi que les
poissons gras parmi lesquels on peut citer le thon, le saumon etc. (Jiang et al.,2001 ;
Desmettre T et al., 2004).

Les apports nutritionnels en vitamine E sont variables en fonction de 1’age et de
I’état physiologique. Ainsi les besoins des adultes sont estimés a 12 mg par jour tandis que

chez les enfants, ils sont compris entre 4 et 11 mg.

111.3. Métabolisme, absorption, distribution et excrétion

La premiére phase du processus de digestion-absorption est la dissolution des
vitamines liposolubles, et d’une fagon générale des micronutriments liposolubles, dans la
phase lipidique du repas. Cette phase est ensuite émulsifiée en gouttelettes lipidiques au
niveau stomacal puis duodénal.ll ne semble par ailleurs exister aucun metabolisme de ces

vitamines au niveau de 1’estomac (Borel, 2003 ; Borel et al., 2001).

Dans la suite du processus de digestion, les vitamines lipophiles se retrouvent
incorporées, avec les autres composants lipidiques, dans des micelles mixtes, de cette
facon la vitamine E est absorbée de 55-79 %, depuis la lumiére intestinale par un processus

de diffusion passive a travers 1’entérocyte en méme temps que les lipides alimentaires
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(Reboul, 2011). Par ailleurs, il est admis que la vitamine E est incorporée sous forme libre
dans les chylomicrons. Ce processus implique la MTP (microsomal triglycerides transfert
protein) (Anwar et al., 2007).

La vitamine E restant dans les chylomicrons résiduels, c¢’est-a-dire celle qui n’a pas
été échangée avec d’autres lipoprotéines ou distribuée aux tissus périphériques lors de la
lipolyse par les lipases endothéliales, est captée par le foie. L’a-tocophérol est incorporée
dans les verylowdensitylipoprotein (VLDL), selon un mécanisme non elucide, ce qui va
permettre sa distribution aux tissus périphériques. Cette incorporation met en jeu ’a-
tocopheroltranfertprotein (a- TTP), qui posséde une stéréospécificité forte pour le RRR-a-
tocophérol, ce qui explique la prépondérance de ce vitamére dans le plasma (Traber,
2007).

En plus La protéine du transfert plasmatique des phospholipides (PLTP), qui est
connue pour favoriser I'échange de phospholipides et d'autres composés amphiphiles entre
les structures lipidiques, facilite 1'échange du a-tocophérol entre les High-
densitylipoproteins (HDL) et les Low-densitylipoproteins (LDL) voir figure 5
(Desrumauxet al., 1999).

La vitamine E connait 2 voies d’excrétion : une excrétion urinaire pour les
métabolites résultant de ’action antioxydante du a-tocophérol et ceux qui proviennent
d’une voie d’excrétion non oxydative. L’excrétion fécale est majeure pour la vitamine E

ingérée (Traber et Kayden, 1989).
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Figure 5: Représente le mécanisme d’absorption, transport, distribution de la
vitamine E d’aprés Azzi et stocker, 2000

I11.4. Rdles biologiques de la vitamine E

La vitamine E est I'antioxydant liposoluble majeur des lipides. Elle protége in vivo
les structures moléculaires particulierement sensibles a I'oxydation (doubles liaisons des
acides gras polyinsaturés) et les structures condensées riches en lipides (membranes,
lipoprotéines) (Léger, 1992). Elle protege également de l'oxydation les bases
nucléotidiques des brins d’ADN et des protéines (Duthie et al., 1996).

Les lipides membranaires sont particulierement sensibles aux radicaux oxygénés
(effet polaire). Leur réaction avec I’oxygéne génere des radicaux peroxyalkyles instables
qui évoluent pour fournir des aldéhydes ou des cétones susceptibles d’altérer les molécules
d’ADN et les protéines. De nombreux phénoménes inflammatoires ont pour origine des
réactions en chaine induites par des radicaux libres oxygenés.

Les constituants de la vitamine E sont aptes a ceder de fagon efficace leur atome
d'hydrogéne phénolique aux radicaux hydroxyles (OH¢) ou peroxydes (ROO¢). Ce transfert
d'atome ne réduit bien sir pas la concentration en radicaux libres puisqu'il se forme un

radical aryloxy (tocophéryloxy). La durée de vie du radical tocophéryle est de 1’ordre de la
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seconde. (Figure 6). Il peut donc se coupler avec un autre radical (par exemple
alkylperoxy) et conduire ainsi a la formation de peroxydes qui peuvent étre éliminés : il y a
rupture de la chaine d’autoxydation (disparition de radicaux) ; une particularité¢ des
radicaux tocophéryles par rapport a des radicaux oxygenés plus simples est leur relative
inertie chimique vis-a-vis d’une liaison C-H ce qui bloque la chaine d’autoxydation afin de

stabiliser les membranes cellulaires (Burkitt, 2001).

Initiating Event
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Figure 6: Représente 1’effet de la vitamine E au niveau des trois phasesde la peroxydation
lipidique (Burton, 1990)

Ce réle essentiel lui confere le pouvoir de stabilisateur de membrane et donc de
protection des membranes cellulaires (myocarde, systeme nerveux), des globules rouges,
de I’endothélium vasculaire, de la peau et des acides gras essentiels. Elle protege
également la membrane des spermatozoides (Van Acker et al., 1993).

Des études animales ont montré des effets bénéefiques de suppléments de vitamine
E, tels que modulation de la réponse immunitaire, diminution de la peroxydation des
lipides, réduction de la mortalité chez la souris brdlée infectée (Kuroiwa et al., 1991 ;
Peck et Alexander, 1991; Lennon et al., 1993), diminution de l'accumulation intra-
pulmonaire de leucocytes et augmentation de la synthése hépatique de protéines en réponse
h I'injection d'endotoxine (Grimble, 1993).

Synthése bibliographique Page 32



Chapitre IV Cystéine

IV. Cystéine
IV.1. Généralité

La cystéine est un acide aminé naturel présent dans la plupart des protéines. Cette
molécule est riche en soufre, ce qui la rend trés importante pour la bonne structure des
protéines (ponts disulfure).ll est I'un de 20 acides aminés standard exigés par des étres
humains et est unique parmi eux dans cela, il contient un groupe de thiol fonctionnel. La
cystéine et souvent impliquée dans des réactions de transfert d'électron (Pravina Piste et
al.,2013).11 est egalement essentiel pour la fabrication intracellulaire du glutathion dans

I'organisme (Pravina Piste et al.,2013).

Selon un détaillant de produits de santé, la cystéine est I'un des plus efficaces
antioxydants dans 1’organisme et entredans le métabolisme dedétoxification des déchets
toxiques qui peuvent accélérer le vieillissement. 1l est aussi naturellement produit dans les
aliments contenant du soufre tels que les jaunes d'ceufs, poivrons rouges, ail, oignons,
brocoli et les choux de Bruxelles, Il est valu par nature, Il peut aider a prévenir la perte de
cheveux et stimuler sa croissance et largement utilisé dans I'industrie alimentaire. Aussi a
des applications dans d'autres industries y compris les produits pharmaceutiques et
cosmeétiques. Il est efficace pour prévenir les secondaires effets de I'alcool comme une
gueule de bois, il empéche des lésions cérébrales et de foie, ainsi il réduit également les

dommages de poumon tels que I'emphyseme, résultant de fumeurs..
IVV.2. Devenir dans I'organisme

La cystéine alimentaire est absorbée sous forme réduite, ainsi que sous la forme de
di- et tripeptides contenant de la cystéine. La captation de cystine par les anthérocytes
s'effectue par le biais du systeme qui catalyse I'échange entre un acide aminé neutre
intracellulaire et un acide aminé cationique ou une molécule de cystine (palacin et al.,
2001). L'efflux vers le milieu intérieur se fait principalement sous la forme de cystéine,

grace aux systemes ASC et L, et de glutathion (Dumas et al., 2007 ).

La cystéine est utilisee pour la synthese des protéines ainsi qu'en tant que
précurseur de composés non protéiques essentiels a I'organisme par I'intermédiaire de trois

voies métaboliques.
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v' La premiere est son oxydation en cystéine sulfinate, catalysée par la cystéine
dioxygénase (CDO), une enzyme exprimée presque exclusivement dans le foie
(Haesler et al., 1994).

v La cystéinesulfinate peut ensuite étre convertie en taurine par décarboxylation et
oxydation, ou bien en B-sulfinupyruvate par l'aspartateaminotransférase, voie qui
aboutit a la formation de sulfate (Stipanuk, 2004b).

v la cystéine peut égalementétrecondensée avec du glutamate par la y-GCS, pour
former la y-glutamylcystéine, puis en glutathion sous Il'action de la glutathion

synthase(Dumas et al., 2007).

Les enzymes-clés de ces voies métaboliques sont régulées en réponse aux
variations du besoin intracellulaire en cystéine et ses métabolites, et de I'apport alimentaire
en cystéine et/ou en acides aminés soufrés. Les variations de régulation de la GCL et de la
CDO déterminent la flux de cystéine enter la voie de catabolisme irréversible et la voie de
synthese du glutathion. La prédominance de la synthese de glutathion au détriment de la
taurine dans les conditions de faible disponibilité en cystéinesuggére une compétitionentre
ces deux voies, favorable a la_GCL(Bella et al., 1999; Stipanuk, 2004).

IV.3. Biosynthese de la I-cystéine

La cystéine peut étre synthétisée de novo par sulfhydration directe ou par
transsulfuration a partir de 1’homocystéine. Chez les bactéries, les moisissures et les
plantes, deux enzymes catalysent I'étape finale de biosynthése de la cystéine. D’abord, la
sérine est activée en Oacétylsérine(OAS) par la sérine acétyltransférase qui catalyse la
condensation de la sérine avec le groupe acétyle de [D’acétyl-CoA. Puis, 1’O-
acetylsérinesulfhydrylase(cystéine synthase), enzyme dépendante du pyridoxal, catalyse le
transfert de I’H2S a I’OAS dans une réaction de B-replacement, ce qui aboutit a la
formation de cystéine et d’acétate (Sekowska et al., 2000 ; Soda, 1987). Une autre
enzyme, la cystathioninef—synthase (sérine sulfhydrylase, E.C. 4.2.1.22) peut catalyser in
vitro la formation de cystéine a partir de la sérine et de ’H2S, mais son importance
métabolique dans I'assimilation du soufre inorganique n'a pas été tout a fait démontrée
(Soda, 1987). D’autre part, chez les levures et certaines bactéries, I’H2S est plutot
incorporé dans 1’homocystéine. Pour cela, I’O-acétylhomosérine (OAH) est d’abord formé
par activation de 1’homosérine avec une molécule d’acétyl-CoA, reaction catalysée par

I’homosérineOacétyltransferase(E.C. 2.3.1.31). L’homocystéine est ensuite formée par

Page 34



Chapitre IV Cystéine

réaction de ’OAH avec I’H2S, réaction catalysée par 1’O-acétylhomosérinesulfhydrylase
(E.C. 2.5.1.49) (Thomas et Surdin-Kerjan, 1997). Une fois formée, ’homocystéine peut
étre utilisée pour la biosynthése de la cystéine par la voie de transsulfuration. Le nom de
trans-sulfuration a été donné a 1’origine chez les mammiferes aux deux réactions assurant
le transfert du soufre de ’homocystéine a la cystéine via la cystathionine.

La synthése de la cystéine a partir de 1’homocystéine comporte deux étapes. La
premiére réaction, catalysée par la cystathionine B-synthase (E.C. 4.2.1.22), assure la
formation de cystathione par f-addition de sérine a I’homocystéine. La deuxiéme réaction
est la y-¢limination de la cystathionine, catalysée par la cystathionine y-lyase (CGL, E.C.
4.4.1.1), en produisant la cystéine, 1’acide 2-oxobutyrique et de I’ammonium (Thomas et
SurdinKerjan, 1997). La cystéine est alors disponible pour étre incorporée dans les divers

métabolites soufrés ou dans les protéines (Figure 7) (Hesse et al., 2004).

Synthesis of cysteine from methionine

Methionine
Homocysteinemia
type-1
Homocysteine
Serine
Cystathionine 3-synthase
e b 4 B-sy
Cystathionine
NSfmhiminase
a-ketobutyrate Cysteine

l

Succinyl CoA

Figure 7: la biosynthese de cystéine a partir de méthionine

IV.4.Catabolisme de la I-cystéine

La L-cystéine est un acide aminé avec un groupe thiol en C-3. Ce groupe thiol
possédeun pKa de 8,2, ce qui la rend tres nucleophile et lui confére une grande réactivité.
De ce fait, la L-cystéine peut participer a une série complexe de réactions métaboliques et
chimiques, en plus de son incorporation dans la plupart des protéines et le glutathion. Les
produits du catabolisme de la L-cystéine sont I'ammoniaque, le pyruvate et le sulfure

d'’hydrogéne ou H2S, principalement. C'est a cause de la production de ce dernier que la
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dégradation de la Lcystéineest appelée globalement activité désulfhydrase. Cette activité a
été identifiée aussi bien chez les mammiferes (Kamoun, 2004) .

De part sa nature d’acide aminé, la cystéine peut étre dégradée par des enzymes de
méme spécificité réactionnelle que celles impliquées dans le catabolisme d’autres acides
aminés. Ainsi, il est possible d'établir une correspondance avec le catabolisme de la
Lméthionine.

De facon similaire a la méthionine, la cystéine peut étre dégradée par des réactions
en une ou deux étapes. La réaction en une seule étape implique I’action de lyases telles que
les cystathionine B et y lyases (CBL, CGL), la méthionine y-lyase (MGL), et la
tryptophanase ; l'utilisation de l'une ou de l'autre de ces lyases est une caractéristique
dépendante de la souche. Toutefois, aucune de ces lyases n'est spécifique pour la cystéine.
Ainsi, chez E. coli, l'activité désulfhydrase est attribuée a la CBL et a la tryptophanase,
méme si cette derniere catalyse principalement la dégradation du tryptophane en indol,
pyruvate et ammoniaque (Awano et al., 2005).

D'autre part, la voie de transamination de la cystéine aboutit a la formation de
I'acide 3-mercaptopyruvique (mercaptopyruvate). Cette voie catabolique a été largement
étudiée chez I'nomme en raison des problemes de santé déclenchés par I'H2S produit et les
thiols libres (Cooper, 1983 ; WHO, 1981). Le mercaptopyruvate est plus labile et réactif
que la L-cystéine de départ ; en solution il peut subir rapidement plusieurs réactions
chimiques ou enzymatiques. En effet, en plus de pouvoir suivre un transamination
réversible vers la cystéine, le mercaptopyruvate peut rapidement perdre le groupe thiol en
libérant I'H2S et le pyruvate. Il forme aussi des disulfures simples avec une autre molécule
de mercaptopyruvate, ou mixtes avec la L-cystéine ou d'autres thiols.
Mise a part la dégradation enzymatique de la L-cystéine, celle-ci peut étre dégradée
par diverses réactions chimiques. Les meilleurs exemples de ces réactions sont la réaction
de Streckeret la réaction de Maillard.
Issus de cette derniére, de nombreux produits soufrés sont obtenus par traitement
thermique des denréesalimentaires (Yoo et al., 1998 ; Schieberle et Engel, 2002 ; van
Boekel, 2006). Par laréaction de Strecker, le mercaptoaldéhyde, I'H2S et des composés de
type thiazole peuventétre produits (Hwang et al., 1997 ; Belitz et Grosch, 1999).
La L-cystéine peut participer a des réactions d'oxydo-réduction grace a son groupe thiol
libre. La L-cystéine est facilement auto-oxydée en cystine par la formation d'une liaison

disulfure entre deux cystéines méme en conditions oxydative douce. Cette capacité a
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former des ponts disulfure la rend d'une part responsable de la structure tertiaire de
certaines protéines et d'autre part capable de participer dans les cellules au contrble des
niveaux d'oxydoréduction (Cooper, 1983). Il est bien établi que I'oxydation de la L-
cystéine est augmentée a pH basique ou lorsque les conditions d'oxydation sont fortes, par
exemple en présence de peroxyde (H202) ou de radicaux libres (Carlsson et al., 1979).

Ainsi, l'acide cystéine sulfinique (R-SO2H), I'acide cystéique (R-SO3H) et I'acide
B-sylfinyl pyruvique (R-SO2H, dérivé du mercaptopyruvate) sont quelques exemples
deproduits d'oxydation de la L-cystéine ou du mercaptopyruvate par réaction avec
I'oxygéne.

Ces composés restent pourtant aussi réactifs que la L-cystéine et sont dégradés par
voie enzymatique ou chimique avec la libération de sulfite (SO3 2-) ou de sulfate (SO4 2-)
et de pyruvate (Kertesz, 1999). Ces mécanismes constituent également les principales
voies d'élimination du soufre chez les mammiféres (Cooper, 1983 ; Leinweber et Monty,
1987 ; Griffith, 1987).
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Matériel et méthodes

1. Matériel biologique et conditions d’élevage

Nous avons utilisé 36 rats blancs méles de la souche Wistar, provenant de I’institut
pasteur d’Alger. Agés de 8-9 semaines, pesants entre 150 -200 gr a leur arrivée. Ces rats ont été
soumis a une période d’adaptation de 15 jours , & une température de 25°C + 2° et une
photopériode naturelle.

Les rats sont regroupés par 6 dans des cages en polyéthyléne tapissées d’une litiére
constituée de copeaux de bois et d’un biberon d’cau. Les cages ont été nettoyées et la litiere
changée tous les jours jusqu’a la fin de I’expérimentation. Ils ont été nourris avec un concentré

énergétiquement équilibré et un libre accés a I’eau.

2. Méthodologies
2.1. Protocole expérimental
Les rats males sont répartie en 6 groupes de 6 rats chacun. Les traitements ont été effectués
comme sulite :
v' Lot témoin qui recoit le sérum physiologique ip (0,9% NaCl ) durant la période du
traitement.
v Lot traités par la vitamine E sous forme de a-tocophérol a raison de 100 mg/kg de poids
corporels (Pari et Prasath, 2008).
v’ Lot traité par I-cystéine hydraté a une dose de 100 mg /Kg pc (Gaitonde, 1997).
v Lot traité au nickel sous forme de sulfate de nickel hexa hydraté NiSO4 6H20 (sigma.
Produits chimiques. St Louis. MO) a raison de 20 mg / Kg ip ( Borders et Papillian,
1983) dans le sérum physiologique.
v Lot traité a la méme dose de sulfate de nickel (20 mg /Kg) avec I’administration par voie
orale du vitamine E a une dose de 100 mg/Kg pc.
v Lot traité a la méme dose de sulfate de nickel (20 mg /Kg) avec I’administration par voie

orale du I-cystéine hydraté a une dose de 100 mg /Kg pc.
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2.2. Préparation des préléevements
Les prélévements sanguins ont été faits aprés décapitation rapide dans le 22 éme jours, le
sang artério-vieneux a été recueilli, sur des tubes :
» dQ’EDTA, pour le dosage des parametres hématologiques (ont été utilisés pour déterminer
la formule de numération sanguine (FNS).

» d’héparine, qui subit une centrifugation de 3000 tours /minute, pendant 15 minutes.
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G1 : Témoin

Les lots expérimentaux 36 rats

répartis en 6 lots

Adaptation 15 jours

G2 :VitE G3 :Cys G6 :Ni +Cys

G4 :Ni

Dosage Biochimique

AN NN Y NN

Durée de traitement 10 jours alternatives

Décapitation

Récupération de
sang

Dosage

Glucose Hématologique
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Figure 8 : Shéma récapitulatif du protocole expérimental
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2.3. Dosage des parametres biochimiques

2.3.1. Dosage de glucose

La détermination de la glycémie a été réalisee par la méthode enzymatique a la

glucose oxydase selon la fiche technique (Spinreact) (kaplon, 1984).

e Principe

Le glucose est transformé par la glucose oxydase (GOD) en acide gluconigue et
peroxyde d’hydrogéne (H202). Ce dernier, en présence de peroxydase (POD), oxyde le
chromogéne incolore (4-aminophénazone) en un composé coloré en rouge-violet (quinoneimine)

(Kaplan, 1984 ; Trinder, 1996), selon les réactions suivantes :

Glucose oxidase

B-D-Glucose + O, +H,0 »Gluconate + H,O

peroxidase

H,0, +4-Aminoantipyrine + Phenol —_ Quinoneimine+ H,0O

L’intensité de la couleur formée est proportionnelle a la concentration du glucose dans
1’échantillon.
eEchantillon : Serum

e Réactifs utilisés

Les réactifs Composition Concentration
R1 tampon TrispH 7.4 92 m mol/Il
Phénol 0.3 m mol/l.
R2 enzymes Glucose oxydase (GOD) 15000 U/ I.
Peroxydase (POD) 1000 U/IL.
4-Aminophenazon (4-AP) 2.6 m mol/l.
Glucose calibrant Glucose aqueux (standard) | 100 mg/dl.
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> Dissoudre le contenu de réactif 2 dans le flacon de réactif 1.

ePréparation de réactif de travail (RT) :

Matériel et méthodes

» Mélanger bien et doucement jusqu’a la dissolution compléte. Ce réactif de travail est
stable 4 mois a 2-8 C°, ou 40 jour a 15-25 C°.

Mode opératoire

Blanc Etalon Echantillon
Réactif de travail 1.0 1.0 1.0
(ml) .
Etalon (ul) - 1.0 -
Echantillon (pul) - 1.0

Glucose (mg /dl) = - ——— 3200

est stable au moins 30 minutes.

e Calcul de la concentration

(A) échantillon

(A)étalon

La concentration du glucose est calculée par la formule suivante :

Mélanger, incuber pendant 10 min a 37 C, ou 15-20 min a une températureambiante. Lire les

absorbances des échantillons et de 1’étalon contre le blanc réactif a500 nm. La coloration finale
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2.3.2. Dosage du cholestérol
ePrincipe

La méthode est celle décrite par Trinder, 1969. Le cholestérol et ses ester, sont libérés a partir
lipoprotéines par les détergents. Le cholestérol estérase hydrolyse les esters. Le H202 est formé
dans la réaction d’oxydation enzymatique du cholestérol sous 1’action du cholestérol oxydase. Ce

dernier réagit avec le phénol pour produire le quinonimine.

Le cholestérol est présent dans 1’échantillon sous forme d’un complexe coloré selon la réaction
suivante :

Chol.estérase

chol .est érase

Cholestérol ester +H,0 ——— Cholestérol+Ac.gras

chl .oxidase

Cholestérol+ 1/2 0,+H,0 ——Cholesténone + H,0,

. . . . peroxydas . re .
2 H,0, + 4-Aminoantipyrine + Phénol ————Quinonéimine + 4H,0

L’intensité de la couleur formée est proportionnelle a la concentration du cholestérol dans
I’échantillon.

e Echantillon : Sérum

eRéactifs
Les réactifs Composition Concentration
R1 tampon Pipes pH 6,9 90 m mol/L
phénol 26 m mol/L
R2 enzymes Cholestérol estérase (CHE) 300 U/L
Cholestérol oxydase (CHOD) | 300 U/L
Peroxydase (POD) 1250 U/L
4- aminophenasone (4-AP) 0.4 m mol/L
Cholesterol calibrant Etalon de cholestérol aqueux | 200mg/dL
primaire
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eMode opératoire

Blanc Etalon Echantillon
Etalon de cholestérol (S) _ 10 ul _
Echantillon _ _ 10 ul
Réactif (A) 1.0ml 1.0ml 1.0 mi

» Agiter bien et incuber pendant 5 min a 370C, ou 10min a la température de 25Co.
» Mesurer 1’absorbance (A) de 1’échantillon a 500 nm et de 1’étalon contre le blanc, la

couleur est stable aprés 60min.
e Calcule

La concentration en cholestérol de 1’échantillon est calculée selon la formule suivante :

(A) échantillon

CEtalon

= Cechantillon

(A) Etalon
Facteur de conversion : mg/dLx0, 0258=mmol/L.
2.3.3. Dosage des triglycérides : (Kaplon, 1984). Selon la fiche technique Spinreact
e Principe

La méthode utilisée est celle décrite par Tietz, 1990. Les triglycérides sont déterminés
apres une hydrolyse enzymatique par les lipases. L’indicateur est un quinoneimine formé a partir
du peroxyde d’hydrogeéne, du 4-aminophénazone et du 4-chlorophénol sous I’influence
catalytique de la peroxydase. Les triglycérides présents dans 1’échantillon sous la forme d’un

complexe coloré selon la réaction suivante :

I
Triglycérides + H,O L‘SiGlycérol + Ac. gras
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glyc érolkinase

Glycérol + Atp————Glycérol-3-p + ADP

G—3—p—oxidase

Glycérol — 3 — p +0, — Dihydroxyacétone — P + H, 0,

péroxidase

2 H,0, + 4 — Aminoantipyrine + 4-Chlorophénol——— Quinoneimine + 4H,0

e Réactifs
Les réactifs Composition Concentration
R1 tampon GOOD pH 7,5 50 m mol/L
p-chlorophénol 2 m mol/L
R2 enzyme Lipoprotéin lipase (LPL) 150000 U/L
Glycérol kinase(GK) 500 U/L
Glycérol-3-oxidase(GPO) | 2500 U/L
Peroxidase(POD) 440 U/L
4-aminophenazone(4-AP) 0,1 m mol/L
ATP 0,1 m mol/L
Triglycérides cal Etalon de triglycéride | 200 mg/dl
aqueux primaire
R4 Etalon Etalon de Il'urée aqueux | 50 mg /dl
primaire
e Echantillons : Sérum
e Mode opératoire
Blanc Etalon Echantillon
Etalon de Triglycérides (S) | _ 10 wl _
Echantillon _ _ 10 pl
Réactif (A) 1,0 ml 1,0 ml 1,0 ml
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> Agiter bien et incuber pendant 5min a 37°C, ou 10 min a la température de 25C°.
» Lire I'absorbance (A) de I'échantillon a 500 nm et de I'étalon contre le blanc, la Couleur

est stable apres 30 min.

e Calculs

La concentration en triglycérides de 1’échantillon est calculée selon la formule suivante :

AEchantiIIon X CEtann: CEchantillon

AEtann

La concentration de 1’étalon = 200 mg/dl
Facteur de conversion : mg/dl  0,025= m mol/I.
2.3.4. Dosage de I’urée

Le dosage de I'urée a été réalisé par la méthode cinétique enzymatique al’uréase (Kit Spinréact).

e Principe

L’urée présente dans 1’échantillon donne, selon les réactions décrites ci-dessous, un

indophénol coloré quantifiable par spectrophotométrie
, urease
Urée + H,0 —— 2NH; + CO,

nitroprusside

NH;+ Salicylate + Na CIO —— Indophenol
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e Réactifs
Les réactifs Composition Concentration
R1 tampon Phosphate 20 m mol/Il
Salicylate de sodium 62 m mol/Il
Nitroprusside de sodium 3,4 m mol/l
R2 NaClO Hypochlorite sodium
Hydroxyde de sodium 150 m mol/I
R3 Enzymes Uréase 500 U/
R4 Etalon Etalon de Il'urée aqueux | 50 g/dl
primaire
e Echantillon : Sérum
e Mode opératoire
Blanc Etalon Echantillon
Etalon urée (S) - 10 ul -
Echantillon - - 10 ul

> Bien agiter et incuber les tubes pendant 10 minutes a température ambiante (16-25 °C) ou
pendant 5 minutes a 37 °C
» Lire I’absorbance (A) de 1’Etalon et de I’Echantillon face au Blanc a 600 nm. La couleur

est stable au moins 2 heures.
e Calculs

La concentration en urée de I’échantillon est calculée selon la formule suivante :

AEC hantillon

- X Crralon X Facteur de dilution échantillon= Cg,nantition
Etalon

La concentration de 1’étalon = 50mg/dl
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2.3.5. Dosage de la créatinine :(Murry et al ., 1984 )

La détermination de la créatinine a été réalisée par la méthode cinétiquecolorimétrique

selon la fiche technique (Spinréact).

e Principe

L’essai est basé sur la réaction de la créatinine avec acide picrique : c’est laréaction de

JAFFE. La créatinine réagit avec le picrate alcalin pour donner un complexe coloré, mesuré dans

un intervalle de temps défini et proportionnel a laconcentration en créatinine de 1’échantillon

(Murray, 1984).

e Echantillon : Sérum

e Réactifs
Les réactifs Composition Concentration
R1 Acide picrique 17,5 mol/l
R2 Hydroxyde de sodium 0,29 mol/l
Créatinine calibrant Etalon de la créatinine | 2 mg/dl

aqueux primaire (standard)

e Préparation et stabilité

Les réactifs sont préts a I’emploi, stable a température ambiante.

Réactif du travail : mélanger a parts égales R1 et R2.

Stabilité : 10 jours a 15-25 °C

e Mode opératoire

Blanc Etalon Echantillon

RT (ml) 1.0 1.0 1.0
Etalon (ul) - 100 -
Echantillon (pul) - - 100
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> Mélanger et lire la densité optique DO1 aprés 30 sec, a 492 nm.
> Lire ensuite DO2 exactement 1 minute apres.

e Calcule : Calculerd Do = DO2 —DO1 pour le standard et les échantillons.

. T ADOéchantillon
Concentration de la créatinine( mg / dl) — S D0stama—— X 2

La concentration de 1’étalon= 2 mg/dI
Facteur de conversion : mg/dl=p mol/I

2.3.6. Dosage de I’acideurique : (Schultz et al., 1984). Selon la fiche technique Spinreact
e Principe
L’acideuriqueprésentdans]’échantillondonneselon la réactiondécrite ci-dessous un

complexecoloré, quantifiable par spectrophotométrie :

uricase

Acideurique+ O,+ 2H ,0 —— allantoine + CO2 + 2 H 202

Peroxydase

2H ,0, + DCPS + 4- Aminoantipyrine ————Quinoneimine+ 4 H ,0
L’intensité de la couleurforméeestproportionnelle a la concentration de
I’acideuriquedansl’échantillon.

e Echantillon : Serum

e Réactifsutilisés

Les réactifs Composition Concentration

R; tampon Phosphate pH7.4 50m mol/l
2-4 Dichlorophenolsulphonate (DCPS) 4 m mol/Il

R, enzymes Uricase 60 U/l
Peroxydase (POD) 660 U/I
Ascorbate oxidase 200 U/
4- Amino antipyrine (4-AP) 1 m mol/l

R 3 Etalon Etalon de I’acideurique aqueuxprimaire 6 mg/dl
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e Préparation de réactif de travail (RT)

» Dissoudre le contenu de R, dans la fiole de R;.

» Meélangerbienetdoucementjusqu'a la dissolution compléte. Ceréactif de travail est stable 1
mois & 2-8C°, ou 10 jours a 15-25C°.

e Mode opératoire

Blanc Etalon Echantillon
RT (ml) 1.0 1.0 1.0
Etalon (ul) 25
Echantillon (ul) 25

» Agiterbien et incuber pendant 5 min a 37°C, ou 10min a 15-25 minutes.
» Mesurerl’absorbance (A) de 1’échantillon a 520nm et de 1’étaloncontre le blanc,
lacouleurest stable aprés 30 min.

e Calcule

(A)échantillon N

Concentration de I’acideurique (mg/dl) === ~=2
alon

La concentration de 1’étalon = 6 mg/dl

Facteur de conversion : mg/dlx 59.5 = m mol/l
2.3.8. Dosage de TGO : (Bergmyer, 1980). Selon la fiche technique Biomagreb.

e Principe
Détermination cinétique de I’activité Aspartateaminotransferase. Le schéma ractionnel est

le suivant :

TGO
2-oxoglutarate + Aspartate — Glutamate + oxaloacétate

MDH
Oxaloacétat + NADH+Ht — L-Malate + NAD™
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Le taux de diminution de la concentration en NADH est directement proportionnel a

I’activité Aspartateaminotransferase dans 1’échantillon.

e Echantillon

e Réactifs

Les réactifs Composition Concentration

R1 solution tampon Tampon Tris Ph 7,8 2 30 °C | 80 m mol/I
L-Aspertate 200 m mol/I

R2 substrat et enzymes NADH 0,18 m mol/Il
LDH 800 U/
MDH 600 U/I
Oxoglutarate 12 mol/l

e Préparation de reéactifs et stabilité
> Dissoudre le contenu de R2 dans la fiole de R1

» Agiter bien doucement jusqu’a elle devient homogéne.

e Mode opératoire

Solution de travail 3mil
Préincuber a la température 37°C
Echantillon 50 ul

» Meélanger et incuber les tubes prépares 1 minute a 37 °C. Mesurer la diminution de la

densité optique par minute pendant 1 a 3 minute a 340 nm.

e Calcule
Activité (ASAT/TGO) U/l = ADOx 1750

Page 51



Matériel et méthodes

2.3.9.Dosage de TGP : Selon la fiche technique BioSystems
e Principe

L’alanine-aminotransférase (ALT ou GPT ) catalyse le transfert du groupement amino de
I’alanine au 2-oxoglutarate, en formant le pyruvate et le glutamate. La concentration catalytique
est déterminée en utilisant la réaction couplée de la lactate-déshydrogénase (LDH), a partir de la

vitesse de la disparition du NADH, mesuré a 340 nm.

ALT
Alanine + 2-Oxoglutarate — Pyruvate + Glutamate

LDH
Pyruvate + HDANH*+— Lactate + NAD™

e Réactifs
Les réactifs Composition Concentration
R1 solution tampon Tampon Tris Ph 7,3 a 30 °C | 150 m mol/I

Alanine 750 m mol/I

e Préparations des réactifs

Réactif de travail : vider le contenu d’un flacon de réactif B dans un flacon de réactif A.
Homogénéiser. D’autres volumes peuvent etrepréparés dans les proportions :
4 ml Réactif A + 1 ml Réactif B. Le Réactif de travail est stable 2 mois a 2-8 °C.
Réactif de travail avec phosphate de Pyridoxal : Mélangez dans la proportion : 10 ml de Reéactif
de Travail + 0,1 ml de réactif C (code 11666). Stable 6 jours a 2-8 °C.

eEchantillon ;: Sérum

eMode opératoire

Température de réaction | 37 °C 30°C
Réactif de travail 1.0 mi 1.0ml
Echantillon 50 ul 100 pl
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» Mélangez et insérez — la dans le porte — cuve thermostaté. Mettre le chronometre en
marche.

» Au bout de 1 minutes, notez 1’absorbance initiale et effectuez de nouvelles lectures
chaque minute pendant 3 minutes.

» Calculez I’accroissement moyen d’absorbance par minute (AA/min).

e Calculs
La concentration en ALT/GPT de 1’échantillon est calculée selon la formule suivante :

Vix 10°

AAIX =U/L
€ XIxvs
Le coéfficiencient d’extinction moléculaire (¢ ) du NADH a 340 nm est de 6300, Le trajet

optique (1) de 1 cm, le volume réactionnel total (Vt) est 1.05 a 37 °C et 1.1 a 30 °C, le volume
d’échantillon (Vs) de 0.05 a 37 °C et 0.1 2 30 °C, 1 U/l équivalent a 0.0166 ukat, on en déduit les

facteur suivants pour calculer la concentration catalytique.

37°C 30°C
AA /min X 3333 = U/l x 1746 = U/l
X 55.55 = ukat/I X 29,1 = ukat/I

2.4, Evaluation de la toxicité hématologique

La toxicité hématologique a été mise en évidence a travers la détermination de la formule
numérique (FNS) a I’aide d’un couler automatique (couler, Counter T 540) : est un analyseur
sanguin automatisé pour echantillon de sang entier.

Les parameétres mesurés selon le principe de coulter sont: Les globules et blancs. La teneur
moyen d’hémoglobine, la teneur moyen en hématocrite, le volume globulaire moyen en

hémoglobine (CCMH), la teneur globulaire moyen en hémoglobine (TGMH).
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2.5. Analyse statistique des données

L’analyse statistique des données a été effectuée au logiciel MINITAB (Min, Ver. 13.
31).Une analyse de la variance a un critter de classification ANOVA et une comparaison des
moyennes par le test t de Student ont été effectuées p 0.05 est considéré comme significatif.
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Discussion

Dans nos conditions expérimentales, nous avons remarqué un déficit pondéral chez les
rats traités au nickel par rapport aux témoins. Ceci est en accord avec les constations de Dostal et
al., 1989 ; Cempel et Janicka, 2002.. Ce déficit pondéral peut s’expliquer par ’action du nickel
sur le transport des elements nutritifs (les acides aminées, le glucose et les minéraux essentiels
comme le zinc, le magnésium, le fer...) par le sang et par conséquence, ils peuvent induire une
mauvaise assimilation des aliments par le corps. Rajkumar et Govindarajulu, 1991 ; Vats et
al., 2004 ont signalé que la baisse du gain de poids corporel peut étre di a la degradation

augmentée de lipides et de protéines par suite de toxicité du nickel.

En revanche, cette baisse du gain de poids corporel est moins importante chez les lots
traités a la combinaison Ni/Cyset Ni/Vit E et Vitamine E seule par rapport au lot de témoin. Une
action protectrice semblable des acides aminées soufrés a ameéliorer le poids corporel des
animaux traités dans une autre étude de Goon Kim et al., 2003 et de salman et al., 2013
concernent ’effet de cystéine contre 1’inflammation et stresse oxydatif, aussi est due a Il'effet
protecteur de la vitamine E contre la toxicité des métaux lourds (Jotty et al., 2009; Soudani et
al., 2011).

Nos résultats révelent une augmentation significative de taux du glucose sérique chez les
rats traités au nickel en comparaison avec les rats témoins. L'augmentation de la glycémie résulte
probablement de I'effet inhibiteur de nickel sur la libération d'insuline par le pancréas ou des
effets directs sur le pancréas (Mathur et Tandon, 1979). il bloque I’utilisation du glucose par les
cellules et mene a la présence d’une concentration élevée d’insuline (Eva et Sunderman, 1975 ;
Sunderman et al., 1976 ; Gisela et al., 1981). Des études ont également suggére que le nickel
peut provoquer une hyperglucagonémie qui semble étre responsable d’une hyperglycémie
(Sanjay et al., 2000). Nos résultats sont en accord avec les résultats antérieurs de Faure et al.,
2009.

Tandis que, la diminution des taux sériques en glucose vers le niveau de contrdle a été

remarqué chez les rats administrés par la cystéine seule, la vitamine E seul et Ni+Vit E ;
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la vitamine E peut neutraliser les ROS avant qu'ils ne causent des dommages (Bansal et al.,
2005). ainsi que la supplémentation de la vitamine E pourrait modifier les récepteurs d’insuline
des tissus musculaires et adipeux par I’augmentation de la perméabilité de la membrane a fin

d’améliorer I’absorption du glucose (Bierenbaum et al., 1985 ; Moorthi et al., 2006).

Nous avons constaté une augmentation de la concentration sérique des triglycérides et de
cholestérol chez les rats traités au nickel par rapport aux témoins. Des études similaires ont été
observés chez les rats traités avec du sulfate de nickel (20 mg / kg de poids corporel, ip) (Das et
al., 2006 ; Hfaiedh et al., 2008.). lls ont trouvé que le traitement au nickel a entrainé des
perturbations du métabolisme lipidique qui se manifeste par une augmentation des taux sériques
de cholestérol et de triglycérides.

Ces résultats peuvent étre expliqué aussi par la dégradation intense des composes
lipidiques des tissus lipidiques pour assure 1’énergie nécessaire aux fonctions vitale de
I’organisme, avec diminution de l'absorption d'acides gras par le tissu adipeux (Gupta et al.,

2008).

Par contre, le traitement avec le Nickel associé au Vitamine E ou Vit E seul a relativement
ameéliorée le profil lipidique chez le lot traité par le nickel, ces résultats sont en accord avec les
d’autres études (Bansal et al., 2005; Lehr et al., 1999). Entre autre la vitamine E est un
antioxydant important qui diminue la peroxydation des lipides insaturés par radicaux libres; Il
contribue ainsi a la stabilité des membranes cellulaires. Il existe des interactions entre les groupes
méthyles du tocophérol (vitamine E) et de la double liaison cis des acides gras insaturés a créer
une stabilité dans les phospholipides de la membrane cellulaire (Gupta et al., 2008; Lieber,
1993).

Chez les rats traités au nickel associé au Cys on note une augmentation de TG qui est
accord avec les travaux de N.Jacob et al., 1999. Cette augmentation peut s’expliquer par la
dégradation intense des composés lipidiques des tissus adipeux pour assurer 1’énergie nécessaire
aux fonctions vitales de 1’organisme. Ce qui est accoompagné par une forte action lipolytique de
lipase en présence de ’hormone de glucagon. Ces résultats ont été confirmés dans les travaux de

sckade et al., 1990.
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Notre étude sur la fonction rénale & montrer une augmentation des taux sériques en 1’urée,
en créatinine et en acide urique chez les rats traités par le nickel, est considéré comme un
biomarqueurde la dysfonction rénale et les dommages rénaux provoqué par le nickel (Prasad et
al., 1995, Novelli et al., 1998). Le niveau accru des marqueurs rénaux aprés un traitement au
nickel refléte son interaction avec la membrane cellulaire, conduisant a modifiée la perméabilité
de ces membranes (Prasad et al., 2006). Ce qui témoigne de 1’installation d’une insuffisance
rénale transitoire, avec baisse de la filtration glomérulaire.Sur le plan clinique, la néphropathie
tubulo-interstitielle chronique est diagnostiquée par 1’augmentation de 1’urée et/ou de la
créatinine sanguines (Couréges et al., 1998) expliqué par I’augmentation du catabolisme
protéique, puisque ces dernieres peuvent étre dégradées en acides aminés puis en urée et
créatinine en présence de certains facteurs.En accord avec nos résultats, El Feki (1984), Stengel
(1996), Jegou (1996) et Smaoui et al., 2000).

Le nickel influence sur l'activité de I'ADN et I'ARN polymérase, il provoque ainsi la
dégradation intense du matériel genétique, ce qui conduit au catabolisme des bases pyrimidiques
(Das et Das, 2004) et enfin la libération de I’acide urique, 1’'un des antioxydants hydrosolubles
endogénes majeurs de I’organisme (Delattre et al., 2005). Ce qui explique I’augmentation de la
concentration sérique en acide urique chez le lot traité par le sulfate de nickel.

L'administration de la vitamine E chez les lots traités par le nickel par voie
intrapéritonéale protege la fonction rénale de I'intoxication du nickel, comme il est indiqué par
une restauration significative de I'urée plasmatique, de la créatinine ainsi que de 1’acide urique.
Des études récentes ont montré que la vitamine E est un agent de protection efficace pour les
reins car il augmente les processus de défense cellulaire vis-a-vis les effets cytotoxiques du stress
oxydant induit par le nickel et réduise la production des radicaux libres (Al-Attar, 2011).

Toutefois chez les rats traité au Ni associé au Cystéine on note une diminution significatif
par rapport au groupe traité au Ni, cette résultats est en accord avec les travaux de (D.Nandi et
al., 2005) qui montre un nombre moins d’altération de I’architecture rénale aprés un traitement

par Cys .

Pour I’activité enzymatique, les deux enzymes TGO, TGP sont spécifique et ont été
considéré comme indicateurs de viabilités cellulaire et de perméabilité de membrane cellulaire
(Dasgupta et al., 1996 ; Ahmed et al., 1999)
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nos résultats ont montré une augmentation plus élevée de 1’activité des transaminases (GOT et
GPT) dans le sérum des rats traités au nickel, probablement en raison des dommages
membranaire sur les hépatocytes, entrainant une augmentation de la libération et la fuite de
cesenzymes du cytosol du foiedans le sang qui donneune indication sur I'effet hépatotoxique de
cemétal (Navarro et al., 1993 ; Pari et Prasath, 2008 ;Gama et Eatmad, 2011). Ces résultats
sont en accord avec Chen CY et al., 1998, Novelli, 1998, Tekeli et al., 2004. Les perturbations
biochimiques semblent etre en corrélation avec [’altération histologique du foie comme la
présence de débris cellulaires dans une veine centrale et une vacuolisation cytoplasmique.
(Nouvelli et al., 1998).

Il a été signalé que 1’exposition subchronique par voie orale du nickel entraine de
multiples nécroses au niveau du foie associés a des changements de 1’ultra stucture et des
altérations hépatiques (Tandon et al., 1984 ; Mickel et al., 1985 ; Vyskocil et al., 1993 ; Iscan
etal., 2002).

Chez les rats traité au Ni associés au Cystéine, la concentration de TGO et TGP est proche
des témoins que celle des rats traité au Ni associée au Vitamine E.La l-cystéine est I'un des
biothiols les plus bien connus, et lui est utilisée dans la synthése de diverses molécules
importantes de signalisation comprenant le glutathion (GSH) et sulfure d’hydrogéne (Sushil K.
Jain, 2013). Les résultats sont ont d’accord avec les travaux de Horie et al (2003), qui a utiliser
de cystéine pour empécher la fibrose de foie et limiter la prolifération cellulaire et 1’activation

radiées hépatiques.

D’autre part, la vitamine est bien connu par leur capacité d’inhiber le processus oxydative
des lipides et des lipoprotéines au niveau des membranes cellulaires, ce qui assure la stabiliser
des membranes cellulaires hépatiques et de protéger les hépatocytes contre les effets toxiques du
nickel qui permet ainsi de diminuer la fuite des enzymes dans la circulation sanguine
(McPherson, 1994 ; Soudani et al., 2011).

L’hémato-toxicité se manifeste par une diminution des globules rouges, des globules
blancs, de taux d’hémoglobine, chez les rats traités au nickel par apport aux témoins, nos resultats
sont confirmés par le travail de Kusal et al., 2006 qui ont étudié 1’effet protectrice de 1’acide L-

ascorbique dans le systéme se défense antioxydant dans les érythrocytes des rats exposés au

Page 70



Résultats et discussion

nickel. On a enregistré aussi une augmentation de taux de I’hématocrite chez les rats traités au Ni
par apport aux témoins, méme résultats trouvé dans 1’étude de Jerry et al., 2008 et aussi méme
résultat dans 1’étude des Ajroud, et Mouffok, 2008.

Les composes de Ni sont su pour expose a des activité de surface différentielle qui résultat
en capacité tout a fait déférent d’induire I’hémolyse des érythrocytes humain (IARC, 1984 ;
Stohs et Bagchi, 1995) selon d’autres travaux la toxicité du Ni a une action négative sur
I’érythropoiese puisqu’elle entraine une diminution de la production d’hématie ce qui
déclenchent des anémies sévere résulte de 1’inhibition de 1’activité de nombreux enzyme. En effet
le chlorure de nickel réduit I’activité de peroxydase glutathion dans la moelle osseuse et dans le
sérum chez le rats (Chang et al., 1999). Ceci peut etre expliquée par le fait que ce métal Ni
inhibe la synthése de I’hémoglobine (Leach, 1985).

Les composés de nickel influent sur bicouche lipidique de la membrane des érythrocytes,
ainsi que les protéines de la membrane a des degrés divers en fonction du type de composes
utilisés (Tkeshelashvili et al., 1989; Vest et al., 2004).

En revanche, on a enregistré une augmentation bien clair des globules blancs chez les rats
traités au nickel ou a la Ni/Vit E et Ni/Cys par apport au témoin. Cette augmentation explique
que I’administration de cystéine a atténué 1’hépotoxicité induit par le Ni I’effet confirmées par
Refaat et al., 2013 . Ce ci est du au role exercé par la synergie de la vitamine E dans la régulation
de I’expression des cytokines pour le bon fonctionnement des cellules du systéeme immunitaire.
Donc, il semble que la vitamine E agit comme antioxydants et diminue ’effet toxique, qui
suggere que ces antioxydants ont un impact sur les indices biologiques associés a la toxicité du
sulfate de nickel.

Cette augmentation constatés dans nos résultats, expliqgue que I'animale mobilise
toutes ces capacité de défense (notamment les leucocytes) pour lutter contre les infectieux
causés par la présence des xénobiotiques dans son organisme (Srivastava et Narain, 1985;
Wataha et al., 2002). Ce qui confirme la présence d’une amélioration du systéme immunitaire
contre l'infection qui pourrait avoir été causé par les toxiques.
une augmentation des Hb chez les rats traités au nickel associée ou Cys et Vitamine E plus
augmenter que celle de groupe témoin cette résultat et d’accord avec les résultats des Emrah et

al., 2007 contre la toxicité de plomb.
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Conclusion et perspectives

La présence étude a évalué I’effet protecteur du Cystéine et de la vitamine E
contre la toxicité induite par le sulfate de nickel. Les résultats de cette étude démontrent,
d’une part, que 1’administration du sulfate de nickel a provoqué des perturbations des
paramétres biochimiques, hématologique qui prouve I’effet cytotoxique de nickel.
D’autre part, le traitement par Cys et la Vit E permettant de confirmés leurs pouvoir
antioxydants et protectives contre la formation permanente des radicaux libres généres
par le nickel.

les résultats obtenus nous ont permis de tirer les conclusions suivantes :

- L’administration de sulfate de nickel chez les rats, a engendré :

> Des perturbations au niveau de la croissance générale des rats : Diminution du
poids corporel durant la période de traitement.

» Des perturbationsdu métabolisme biochimique plasmatique, le nickel a
induit  hyperglycémie,  une augmentation de la concentration sérique du
cholestérol, des  triglycérides, lipides totaux de l'urée, de la créatinine, de
I’acide urique,

> Des perturbationsau niveau de certains paramétres métaboliques biomarqueurs de
’activité hépatique : Augmentation de 1’activité enzymatique des transaminases
(ASAT et ALAT).

> Une perturbation des parameétres plasmatiques de la néphrotoxicité (urée et

créatinine)

» La toxicité du sulfate de nickel sur la fonction hématologique a été reflétée par
une chute du nombre de globules rouges (GR), du taux de ’hémoglobine (Hb), du
taux de I’hématocrite (HC) ainsi que des valeurs du VGM témoignant de
I’installation d’une anémie.

- La supplémentation en cystéine ou vitamine E chez des rats traités au nickel, a
provoqueé :

» Une amélioration au niveau de la croissance génerale des rats

» Une correction des taux plasmatiques en glucose, en bilirubine, en

triglycérides et en cholestérol total ;
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> Une correction des taux plasmatiques en créatinine et en urée ;

» Une réduction de I’activité des biomarqueurs de la cytolyse et de I’état
inflammatoire (ASAT et ALAT)

> il semble que la cystéine et la vitamine E proteége 1’érythropoiése contre les
effets cytotoxiques de nickel.

Ainsi, des supplémentations en cystéine /ou en vitamine E permettent de limiter les
perturbations provoquées par le nickel. Ces supplémentations semblent avoir des effets
bénéfiques, par une limitation des phénomeénes radicalaires et une réparation des
dommages oxydantes, ceci est expliqué par leur pouvoir antioxydant qui conduit donc a

contracter 1’état du stress oxydant.

En perspectives

Il s’avere intéressant d’approfondir ces conclusions par :

v' L’exploration de I’effet du nickel sur les paramétres de stress oxydatif ;

v Déterminer la concentration en nickel au niveau des organes cibles notamment dans

les organes de détoxification ;

v’ Etudier les mécanismes cellulaire et moléculaire des effets protecteurs de cys et de la
vitamine E contre la cytotoxicité induite par le nickel ;

v L’exploration des métallothionéines ainsi que les protéines stress : les heatshock
proteins (HSP) ;

v" Etudier enfin, I’effet protecteur des antioxydants naturels contre la toxicité induite

par le nickel chez le rat ou d’autres modéles expérimentaux.
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Résultats

1. Variation de gain du poids corporel

Tableau I1: Variation de gain du poids corporel chez le lot témoin (T) et les différents lots traités au
nickel, Vit E, Cys, et a la combinaison Ni/Cys et Ni/Vit E

Parametres Les lots expérimentaux
témoin Vit E Cys Ni Ni+vit E Ni+ Cys
Poidscorporel initial | 87,2 95,2 142,82 149,8 143,4 145,8
(9)
Poidscorporel final (g) | 135 157,2 192,6 160 172 173,25
gain du poidscorporel | 30,5+7,79 62+11,63" | 49,78+09, | 10,2+9,03” | 28,646,19 | 27,45+
18 07,85
. Différence par rapport au témoin™: Différence par rapport au groupe Ni . Différence
% Diff par rapport au t b Diff par rapport au groupe Ni  ®! : Diff

significative (p<0,05). "2 Différence hautement significative (p<0,01) #°®: Différence

tres hautement significative (p<0,001)

Nos résultats montres des changements dans le gain des poids corporel des animaux

soumis a différents traitement (Tab Il, Fig 9). On note une diminution hautement

significative du gain du poids corporel chez les rats traités au nickel par rapport aux

témoins. De plus, Le gain du poids corporel augmente chez les lots traitésa la combinaison

Ni+Cys et Ni+VitE par rapport au lot traité au nickel.
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Figure 9: Evaluation en fonction du temps du poids corporel (g) chez le lot témoin et les
lots traités au nickel, Cys, Vit E et a la combinaison Ni/Cys et Ni/Vit E

2. Etude biochimique

Tableau I11: Variation de la concentration sérique du glucose, triglycéride, cholestérol chez le lot

de témoin et les lots traités au nickel, Vit E, Cys et a la combinaison Ni/Cyset Ni/Vit E

Parameétres Les lots expérimentaux

témoin Vit E Cys Ni Ni+vit E Ni+ Cys
Glucose (mg/dl) 1,0740,04 | 0,92+0,06 | 0,88+0,09 | 1,79+0,07% | 0,97+0,07 | 1,12+0,05"
Triglyceride(mg/dl) | 0,49+0,04 | 0,58+0,07 | 0,61+0,08 | 0,73+0,33% | 0,5240,08 | 0,46+0,05%
Cholesterol 0,78+0,06 | 0,79+0,07 | 0,71+0,07 | 0,93+0,14 | 0,67%0,04 0,54+0,036%°

% Différence par rapport au témoin.

aLbl. Différence significative (p<0,05).

42b2: Différence hautement significative (p<0,01)

303 Différence trés hautement significative (p<0,001)
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Figure 10: Variation de la concentration sérique de glucose chez le lot de témoin et les

lots traités a la nickel, cystéine, vit E et a la combinaison Ni/Cys et Ni/Vit E
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Figure 11: Variation de la concentration sérique de triglycéride, cholestérol chez le lot de

témoin et les lots traités au nickel,VitE, Cys et a la combinaison Ni/Cys Ni/VitE

Les résultats obtenus montrent qui il existe une augmentation hautement
significative de la concentration sérique de glucose,triglycérides chez les lots traités au
nickel par apport au groupe témoin. Aucune signification obtenue chez les restes des

groupes traitéCys, Vit E et a la combinaison Ni/Cys et Ni/Vit E.

Cependant nous enregistrons une augmentation statistiquement significative de
glucose,cholestérol, triglycérides chez les rats traités au Cys associé au nickel par apport au
groupe de Ni, mais elle est non significative chez le groupe de Nickel/Vit E par rapport au

groupe témoin.

Tableau 1V : Variation de la concentration sérique de 1’urée, créatinine et 1’acide urique chez le lot

de témoin et les lots traités au nickel, Vit E, Cys et a la combinaison Ni/Cys et Ni/Vit E

Parametres Les lots expérimentaux

témoin Vit E Cys Ni Ni+vit E Ni+ Cys

L uré 1
uree (MgldD) ) 0 5140,04 | 020:0,06 | 0242003 |039:017 |032:0,04 | 028+0,15

Creéatinine(mg/dI

) 3,66£0,4 |4,94+06 | 4,2+0,3 6,18+0,2** | 5,01+0,5° 4,9+0,2°

I’acide

urique(mg/dl)

2,67+0,4 |2,82+0,31 | 3,1+0,3 3,9+0,5 2,57+0,3 3,2+0,4
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% Différence par rapport au témoin °: Différence par rapport au nickel
aLb1. Différence significative (p<0,05). * "2 Différence hautement significative (p<0,01)

2363 Différence trés hautement significative (p<0,001)
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Figure 12: Variation de la concentration sérique de bilan rénale chez le lot de témoin et les

lots traités au nickel, Cys, Vit E et a la combinaison Ni/Cys et Ni/Vit E

Nos résultats montrent une augmentation hautement significative de la
concentration sérique de la créatininechez les rats traités au nickel et lots traités au Cys
associé au nickel par rapport au témoin, mais elle est significative chez le groupe de
Ni/Vit E par rapport au groupe témoin. Cette augmentation est statistiguement non

significative chez le groupe traité a la combinaison Ni/Cys en comparaison au lot de Ni.

Autre part, la concentration sérique de ’acide urique, présente une augmentation
non significative chez le lot traités au nickel et a la combinaison Ni/Vit E et Ni/Cys par

rapport au témoin et au groupe de Ni.
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Tableau V: Variation de la concentration sérique del’activitéenzymatique de
I’aspartateaminotransférase (AST/TGO), 1’alanineaminotransférase(ALT/TGP) chez le lot de

témoin et les lots traités au nickel, Cys, Vit E et a la combinaison Ni/Cys et Ni/Vit E

Paramétres | Les lots expérimentaux

témoin Vit E Cys Ni Ni+vit E Ni+ Cys

AST/TGO
142,3+12,5 | 130,4+14,5%° | 124,7+49,7%° | 223,44+12,3% | 132,9+8,4%° | 135,5+12,3%

ALT/TGP

62,6+4,11 | 64,9465 55,9+6,2°° | 87,2545,73" 69,25+4,7° | 74,3+4,29

% Différence par rapport au témoin  °: Différence par rapport au nickel
aLbL- Différence significative (p<0,05). "2 Différence hautement significative (p<0,01)

2363 Différence trés hautement significative (p<0,001)

Activité enzymatique de TGO
250 2a
200 -
2b 2b

150 - 2 25

100 -

T E CYS NI NI E NI CYS

Page 61




Résultats et discussion

Avtivité enzymatique de TGP

100 - .
90 -

80 - b

70 - 2b

60 -

50 -

40 -

30 -

20 -

10 -

0 . . . . .

T E cYs NI NI E NI CYS

Figure 13: Variation de la concentration sérique d’aspartate aminotransférase (AST/TGO),
d’alanine aminotransférase(ALT/TGP), chez le lot de témoin et les lots traités au nickel,
Cys, Vit E a la combinaison Ni/Cys et Ni/Vit E

D’aprés le tableau V et la figure 13 on constate une augmentation hautement
significative de I’activité enzymatique des enzymes sériques ; 1’ Aspartate aminotransferase
(AST/TGO) chez les lots traités au nickel par rapport au groupe témoin et chez les lots
traités au Vit E, Cys et a la combinaison Ni/Cys et Ni/Vit E par rapport au groupe du
nickel. Alors que I’activité enzymatique des enzymes sériques L’alanine aminotransférase
(ALT/TGP) montre une augmentation significative chez le groupe traité au nickel par
rapport au témoin et on note une augmentation statistiquement significative chez les rats
traité au Ni/Cys et non significative pour les lots traité au Vit E associé au nickel par

rapport au groupe nickel.
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3. Etude hématologique

Tableau VI : Variation du nombre des globules blancs (n GB) , des globules rouge (n GR), du

tauxmoyend’hémoglobine(HB), du pourcentaged’hématocrite (HT), chez le lot de témoin et les

lots traits au nickel, Cys, Vit E et a la combinaison Ni/Cys et Ni/Vit E

Parameétres Les lots expérimentaux

témoin Vit E Cys Ni Ni+vit E Ni+ Cys
nGR(10°mm ®)

8,59+0,7 7,941,01 7,2+1,67 6,57+1,9° 8,41+1 7,35+0,8
nGB(10°mm °)

8,36+0,7 |89+1,6° |9,2+1,33" |10,8+1,6 | 7,41+1,2 |793%21
Hb (g/dl)

19,9+0,7 14+0,8 18,34+1,9 | 12,3+2,03% | 16,37+2,93 | 18,3+3,04
Ht (%) 28,6+4,07°

344315 |° 36,1+3,9 49,1443 39,445,6 41,3448
VGM (fl)

48,4+1,2 | 48,8+0,96 |59,9+0,8 | 61,7+0,92° | 60,7+0,98 | 61,2+1,01

% Différence par rapport au témoin

°: Différence par rapport au nickel

aLbL. Différence significative (p<0,05). ® P2 : Différence hautement significative (p<0,01)

2363 Différence trés hautement significative (p<0,001)

108 /ul

o

O L N W & U1 O N 0 O
1

Taux des GR

I a i
T E CYS NI NI E

|

NI CYS
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% Taux de HT
60 -
50 A
40 -
30 -
20 A
10 -
0
GT G vitE G Cys Ni G Ni+VitE G Ni+Cys
fL Taux de VGM
70 A
60 -
50 A
40 -
30 -
20 -
10 -
0
GT G vitE G Cys Ni G Ni+VitE G Ni+Cys

Figure 14: Variation du nombre des globules rouge (n GR), des globules blancs (n GB), du
taux moyen d’hémoglobine(HB), du pourcentage d’hématocrite (HT), chez le lot de

témoin et les lots traités au nickel, Cys, Vit E et a la combinaison Ni/Cys et Ni/Vit E

L’analyse du taux des globules rouges révéle I’existence d’une légére diminution
significative chez les rats traités au nickel, et non significative a la combinaison Ni/ Cys
en comparaison avec le lot témoin. On note aussi une augmentation statistiquement
significative chez le lot les lots traités au Cys associé au nickel par apport au lot traité au
nickel seul.
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En ce qui concerne les globules blanc, nous constatons une augmentation pas significative
chez les lots traités au nickel par rapport au lot témoin et chez les groupes de Cys, Vit E

par rapport au lot nickel seul.

En ce qui concerne I’hémoglobine (HB) on note une diminution non significative chez les
lots traité au nickel, et significative chez les lots traités au Cys, Vit E et a la combinaison
Ni/Cys et Ni/Vit E en comparaison avec le lot de nickel. On note aussi une augmentation
non significative de pourcentage de I’hématocrite (HT) chez le lot traité au nickel, Cys et &
la combinaison Ni/Cys et Ni/Vit E par rapport au lot témoin avec une diminution

hautement significative chez les lots traités au Vit E par rapport au nickel seul.

L’analyse du taux de volume globulaire moyen révele I’existence d’une légere
augmentation non significative chez les rats traités au nickelet a la combinaison Ni/Cys et

Ni/ Vit Epar rapport au témoin .
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Résumé

Résumé

Notre travail tend a mettre en évidence, simultanément, 1’effet nocif de nickel sur des parameters
pondéreaux, biochimiques et hématologiques, et le role protecteur de la vitamin E et de la
cystéine en réduisant ou éliminée les effets cytotoxiques induit par le nickel chez des rats de

la souche Wistar.

Pour cela, 36 rats répartis en six lots de six rats chacun dont 3 lots sont traité par le
nickel par injection ip a une dose de 20 mg/kg de poids corporel. L-Cystéine et la vitamine E
sont administrés par voie orale a des concentrations de 100 mg/kg du poids corporel. Aprés
trois semaines de traitement, les rats sont sacrifiés et les différents parametres sont

déterminés.

A partir de I’analyse de nos résultats, on observe une diminution considérables du gain
de poids durant le traitement au nickel et des perturbations dans les parametres biochimiques
et hématologique caractérisés par une augmentation significative des concentrations sérique
du glucose, des triglycérides, du cholestérol, de 1’urée de la créatinine et de 1’acide urique
chez les rats traités au Ni par rapport aux rats témoins et aussi une toxicité hématologique
chez le lots traité au nickel. De plus, I’activité des transaminases (TGO, TGP), présent une

augmentation remarquable chez les rats traités par le nickel.

Par ailleurs, le traitement par la cystéine et la vitamine E entrainent une amélioration

de I’ensemble des parameters biochimiques, hématologique étudiés.

En conclusion, la présente étude a montré que 1’exposition au nickel a des effets
toxiques sur les parameters mentionnés précédemment, la cystéine et la vitamine E sont doué
d’une activité antioxydante remarquable set sont capables de piéger et de neutraliser la plupart
des radicaux libres, et par conséquence,elles peuvent constituer un protecteur contre les effets

toxiques du nickel.

Mots clés : Stress oxydant ; Antioxydant; Nickel ; Cystéine ; Vitamine E; Hépatotoxicité




Abstract

Abstract

The goal of this study was designed to in vivo détermine the protective role of the
cystéine and vit E on the nickel taxicity. It is about an experimental study conducted to the
laboratoire on 30 rats male divided into 6 batches of 5 rats each one 3 batches are treated by
nickel IP with an amount of 20 mg/kg of body weight. L-Cys and Vit E are managed by oral
way with concentrations of 100 mg/Kg of the body weight. After three weeks of treatment, the
rats are sacrificed and the various parameters are given.

From the analysis of our resultats, one observes a reduction considérable in the profit
of weight during the treatment nickel more than that of the batches treated by the combination
Ni/Cys and Vit E, and also of the change in the parameters biochemical and hemtologic
characterized by a reduction in the serum concentration of glucose and a significant increase
of the concentration of triglycerides, cholesterol, urea of creatinin in the rats treated with Nor
by contribution with the pilot rats and also a hematologic toxicity at the batch treated with
nickel.

More over, the activity of transaminases (TGO, TGP), serum urique present a
remarkable increase in the treated rats.

By ailleurs, the treatment by the addition of Cys and Vit E improved some but not all the
biochemical parameters and especially that of the renal and hepatic function

In conclusion, the Cystéine and vitamin E are powerful because of their protective
effects in synergy; they are able to neutralize most of free radicals and their toxic effects,
consequently, decreasing the toxic effect of nickel.

Key words: Oxidative stress; Antioxidant; Nickel; Cystéine ; Vitamin E; Hépatotoxicité.
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Résumé

Notre travail tend a mettre en évidence, simultanément, I’effe tnocif de nickel sur des paramétres pondéreaux,
biochimiques et hématologiques, et le role protecteur de la vitamin E et de la cystéine en réduisant ou éliminée les
effets cytotoxique sinduit par le nickel chez des rats de la souche Wistar.

Pour cela, 36 rats répartis en six lots de six rats chacun dont 3 lots sont traité par le nickel par injection ip
a une dose de 20 mg/kg de poids corporel. L-Cystéine et la vitamine E sont administrés par voie orale a des
concentrations de 100 mg/kg du poids corporel. Apres trois semaines de traitement, les rats sont sacrifies et les
différents paramétres sont déterminés.

A partir de I’analyse de nos résultats, on observe une diminution considérables du gain de poids durant le
traitement au nickel et des parturbations dans les paramétres biochimiques et hématologique caractérisés par une
augmentation significative des concentrations sérique du glucose, des triglycérides, du cholestérol, de 1’urée de
la créatinine et de 1’acide urique chez les rats traités au Ni par rapport aux rats témoins et aussi une toxicité
hématologique chez le lots traité au nickel. De plus, ’activité des transaminases (TGO, TGP), présent une
augmentation remarquable chez les rats traités par le nickel.

Par ailleurs, le traitement par la cystéine et la vitamine E entrainent une amélioration de I’ensemble des

paramétres biochimiques, hématologique étudiés.

En conclusion, la présente ¢tude a montré que 1’exposition au nickel a des effets toxiques sur les
paramétres mentionnés précédemment, la cystéine et la vitamine E sont doué d’une activité antioxydante
remarquable set sont capables de piéger et de neutraliser la plupart des radicaux libres, et par conséquence, elles

peuvent constituer un protecteur contre les effets toxiques du nickel.
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