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Asi

As III
AsV
ALAD
BSA
BHT
CAT
CCMH
CDNB
Cu
Cu/Zn-SOD
DNTB
EDTA
EOA
ERO
G6PDH
GB
GPX
GR

GR
GSH
GSSG
GST
HzOz
Hb
HPL
4-HNE
Hsp
LOOH
LPO
MDA
Mn-SOD
MTs
NADPH
NBT
*‘OH
10,

PL

ABREVIATIONS

: Arsenic.

: Arsenic inorganique.

: Arsenic inorganique trivalent (arsénite).

: Arsenic inorganique pentavalent (arséniate)

: 8-Aminolévulinique déhydratase.

: Sérum albumine bovine

: Burtylhydroxy toléine

: Catalase.

: Concentration corpusculaire moyen en hémoglobine.
: 1-chloro, 2.4-dinitrobenzéne

: Cuivre.

: Superoxyde dismutase aux ions cuivre et zinc.
: Acide 5,5 -dithiobis (2-nitrobenzoique) ou réactif d’Ellman.
: Ethylene diamine tétra-acétique.

: Especes Oxygénées Activées.

: Especes Réactives de I'Oxygene.

: Glucose-6-phosphate déshydrogénase.

: Globules Blancs.

: Glutathion peroxydase.

: Glutathion réductase.

: Globules Rouges.

: Glutathion réduit.

: Glutathion oxydé.

: Glutathion S-transférase.

: Peroxyde d’hydrogeéne.

: Hémoglobine.

: Huile de Pistacia lentiscus.

: 4-hydroxy-2-nonénal.

: Heat-shock protein (protéine de choc thermique).
: Hydroxyde lipidique.

: Peroxydes lipidiques.

: Malondialdéhyde.

: Superoxyde dismutase associée au manganese.
: Métallothionéines.

: Nicotinamide dinucleotide phosphate.

: Nitro-bleu tetrazolium.

: Radical hydroxyle.

: Oxygene singulet.

: Radical superoxyde (anion superoxyde).

: Pistacia lentiscus.



PLo
ROS
Se
SeCyst
SeMet
SOD
TBA
TCA
TGMH
TrxR
VGM

: Pistacia lentiscus oil (huile de Pistacia lentiscus)

: Reactive oxygen species ou Espéces activées de 1'oxygene.
: Sélénium.

: Sélénocystéine.

: Sélénométhionine.

: Superoxyde dismutase.

: “2-Thiobarbituric acid”: L’acide thiobarbiturique
: Trichloroacétique.

: Teneur globulaire moyenne en hémoglobine.

: Thiorédoxine réductase.

: Volume globulaire moyen des hématies.

: Zinc.
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Introduction générale

Le développement industriel, agricole et urbain est accompagné inévitablement
par des problemes de pollution de I'environnement. En effet, du fait de l'activité
humaine, plusieurs milliers de substances chimiques comme les pesticides et les
métaux lourds arrivent a notre environnement et provoquent des problemes
sanitaires.

L’Arsenic (As) est parmi les métaux lourds les plus toxiques, il est largement
distribué dans l'environnement sous deux formes organiques et inorganiques. Les
principales sources d'exposition humaine a des composés arséniés sont ; les contacts
professionnels ou environnementaux, de l'eau potable contaminée et la pollution
industrielle. Des études ont montré que des millions de personnes dans le monde sont
a risque d'intoxication chronique par l'arsenic ot la toxicité de 'arsenic est devenue un
probléme de santé mondial. L'arsenic inorganique provoque le cancer de la peau, de
la vessie, du poumon, du rein et du foie, et augmente le risque de diabete et les
maladies cardio-vasculaires.

Bien que la toxicité induite par l'arsenic a été signalé a plusieurs reprises, mais
le mécanisme exact derriére leur toxicité n’est pas encore clair. Le stress oxydatif est
I'un des mécanismes proposé de cette toxicité.

Arsenic génere les radicaux libres tels que le peroxyde d’hydrogene (H20), les
radicaux hydroxylés (HO), oxyde nitrique (NO), anions superoxydes (O2-),
peroxyldiméthylarsinique ([(CH3)2AsOO]) et radicaux de diméthylarsinique
([(CHs3)2As]). Ces especes réactives d’oxygene peuvent étre responsables de la
pathogeneése et la toxicité liés a I'arsenic.

Parmi les différents mécanismes de défense mis en place suite a une
contamination par un métal lourd, le systeme pro/antioxydant. Ce dernier est le plus
souvent cité apres I'exposition a I’arsenic.

Par conséquent, l'augmentation de la capacité antioxydante des cellules par la
supplémentation de quelques antioxydants comme la vitamine C, la vitamine E ou
certains micronutriments tels que le zinc est devenue une stratégie thérapeutique pour

la lutter contre la toxicité de l'arsenic.

Impact du sélénium sur la cytotoxicité induite par I'arsenic chez le rat de la souche Wistar :
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De plus, un trés grand nombre des plantes médicinales possédent des
propriétés biologiques tres intéressantes sont appliquées dans divers domaines a
savoir en médecine, pharmacie, agriculture et cosmétologie. Ces plantes représentent
une nouvelle source de composés actifs. En effet, elles sont 1'objectif de nombreuses
recherches, notamment de la recherche de nouveaux constituants naturels qui ont un
pouvoir antioxydant considérable, tels les composés phénoliques, les huiles
essentielles et les huiles fixes.

Dans ce contexte, le challenge de notre étude est de trouver un traitement
préventif / thérapeutique contre la cytotoxicité de l'arsenic, qui pourrait étre ; pas cher,
facilement disponible, efficace a faible dose, moins toxique, avec un mode
d'administration convenable et ayant un pouvoir antioxydant puissant qui pourrait

séquestrer l'arsenic a partir des sites intracellulaires et extracellulaires.

Dans ce but, nous avons choisi deux traitements pour évaluer leurs effet protecteur

sur le systeme pro/anti-oxydant et les effets toxiques de I'arsenic ;

v' Le sélénium qui est un micronutriment d'une grande importance en nutrition
humaine. Connu d’abord comme un puissant antioxydant, le sélénium exerce
beaucoup d’autres fonctions biologiques, ceci grace aux protéines auxquelles il
est associé (sélénoprotéines).

v" L'huile de Pistacia lentiscus, qui est utilisée dans la médecine traditionnelle pour
le traitement des petites blessures, brilures légeres et érythemes. Elle est
employée par voie orale contre les problémes respiratoires d’origine allergique
et les ulcéres de I'estomac.

Pour ce faire, nous avons réalisé deux expérimentations; dans la premiére, des rats

blancs de la souche « Wistar » pubeére et en période de croissance, ont été soumis a un
traitement par 'arsénite de sodium en présence et en absence du sélénium administrés

par injection intrapéritonéale et par voie orale respectivement.

Avec le méme esprit, pour tester la capacité d"huile de Pistacia lentiscus a prévenir les
dommages oxydatifs induits par l'arsenic, une deuxieme expérimentation a été

effectuée par un traitement a cette I'huile avant et pendant 1'exposition a I'arsenic.

Impact du sélénium sur la cytotoxicité induite par I'arsenic chez le rat de la souche Wistar :
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Une analyse sur les effets des différents traitements a été effectuée par :

H La détermination de quelques parametres de croissance ;

B L’étude de quelques parametres biochimiques et hématologiques;

B L’évaluation de systéme pro/anti-oxydant par la détermination des activités
enzymatiques ; des superoxydes dismutases (SOD), de la glutathion
peroxydases (GPx), la catalase (Cat) et quelques éléments non enzymatiques
comme le glutathion réduit et les métallothionines ;

H L’étude histologique de deux organes cibles (Foie et rein) ;

B Une discussion de I’ensemble des résultats obtenus.
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I. Le stress oxydant

Dans le systeme biologique, il existe un équilibre entre les espéces réactives de
I'oxygene (EROs) qui sont présentes a 1’état basal en faible concentration et le systeme
antioxydant qui contient notamment des enzymes, des vitamines, des oligoéléments.
Ce systeme est un moyen de défense en cas de production excessive d’EROs.

Le stress oxydant donc se définit comme un déséquilibre de la balance entre les
systemes de défenses antioxydants et la production des EROs, en faveur de ces
dernieres (Favier, 2003). Ce déséquilibre peut avoir, une origine endogene tels que la
surproduction d’agent pro-oxydant d’origine inflammatoire, un déficit nutritionnel en
antioxydants, ou une origine exogeéne tels les polluants photochimiques le tabac, les

drogues, les radiations ionisantes ou les métaux lourds (Favier, 1997)

1. Les especes réactives de I’oxygéne

On utilise le terme d’espéces actives de 1'oxygene (EROs) ou Reactive Oxygen
Species (ROS) pour désigner un ensemble plus large de molécules. Comme indiqué
dans le tableau 1 elles peuvent étre de nature radicalaire ou non. Un radical libre se
définit comme tout atome, groupes d’atomes, ou molécules possédant un ou plusieurs
électrons non appariés (célibataires) sur l'orbitale externe. Cette caractéristique lui
confere une réactivité importante vis a vis d’autres molécules plus stables, pour capter
ou céder leurs électrons, créant ainsi de nouveaux radicaux en initiant des réactions en

cascade (Halliwell et Gutteridge, 2000 ; Bonnefont-Rousselot et al., 2003).

Tableau 1. Les principales especes réactives (Poisson, 2013)

Espeéces Radicalaires Especes non Radicalaires
Anion superoxyde (O2-) oxygene singulet (10y)
Radical hydroxyle (‘OH) Peroxyde d’hydrogéene (H20»)
Monoxyde d’azote (NO-) Nitroperoxyde (ONOOH)

Grande instabilité : Stabilisation par | Eléments de décomposition pour la

réaction avec les constituants cellulaires | détoxification par les systemes

Impact du sélénium sur la cytotoxicité induite par U'arsenic chez le rat de la souche Wistar : | 1
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Les radicaux primaires dérivent de 'oxygene par des réductions a un électron,
tels que I'anion superoxyde (O2-), le radical hydroxyle (‘OH) et le monoxyde d’azote
(NO) (Yoshikawa et al.,, 2000). D’autres espéces dérivées de l'oxygene comme
I'oxygene singulet (102), le peroxyde d’hydrogene (H20.) et le nitroperoxyde
(ONOOH) ne sont pas des radicaux libres (ne possédant pas d’électron célibataire),
mais sont aussi réactives et peuvent étre des précurseurs de radicaux (Favier, 2003)
(Voir fig.1).

En effet le peroxyde d’hydrogene (H20z), qui n’est pas un radical libre, mais
une molécule avec tous ses électrons appariés, présente une toxicité par I'intermédiaire
des réactions de type de fenton auxquelles, il peut participer sous I'influence de cations

métalliques comme Fe2*ou Cu?* (Wardman et Candéras, 1996).

Fe?* + HO,— complexes intermédiaires — Fe3* + *OH + OH-(Réaction de Fenton).

Certains radicaux formés chez les étres vivants tels que 1’anion superoxyde (Oz-

) et le monoxyde d’azote (NO-) ne sont pas tres réactifs, ce qui explique d’ailleurs leurs

utilisations par I'organisme en tant que médiateurs régulant des fonctions biologiques

comme la vasodilatation capillaire et le message de neurones. Par contre, des radicaux
comme les radicaux peroxyles (ROO-) ou surtout le radical hydroxyle (HO") sont

extrémement réactifs, et ce avec la plupart des molécules des tissus vivants (Favier,

2003).

2. Origines et sources cellulaires des espéeces réactives de I’oxygéne

La production des EROs peut provenir d'un processus enzymatique ou non
enzymatique (Thannickal, 2000). Une majorité des EROs provient de la respiration
mitochondriale. En effet, au cours du transport des électrons par la chaine respiratoire,
des substances oxygénées réactives, sont générées et environ 2% de l'oxygéne sont

convertis en radicaux superoxyde directement réactifs au voisinage de la mitochondrie

(Inoue, 2003).
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Des enzymes cytoplasmiques comme 1'aldéhyde déshydrogénase sont a I'origine
de la formation de radicaux libres lors de leur cycle catalytique (Martinez-Cayuela,
1995). De méme, la voie de syntheése des prostaglandines catalysée par deux enzymes
membranaires, la lipoxygénase et la cyclo-oxygénase, implique la production de
radicaux libres.

Au niveau de la membrane plasmique, la NADPH oxydase activée par le
processus phagocytaire de la cellule est a I'origine aussi d"une large production de

radicaux superoxyde (Vignais, 2002 ; Orient, 2007).

NADPHoxydase

20, + NADPH »>20; + NADP* +H "™

Le systéme enzymatique xanthine / xanthine oxydase est aussi considéré comme une

source biologique importante d’anion superoxyde (Marfak, 2003).

Xanthine oxydase

Xanthine+ H,O Acide urique 20; +2H"
Une autre source de EROs est liée a l'autoxydation de molécules comme la
dopamine, adrénaline, des flavines, I'hémoglobine et les hydroquinones, le produit

direct de ces autoxydations est souvent 1'anion superoxyde 1'Oz*-(Freeman et Crapo,

1981 ; Misra et al., 2009).

A certaines doses les ROS sont utiles a I’organisme, mais lorsque leur production
augmente et/ ou lorsque les défenses antioxydantes ne sont plus suffisantes face a
cette production, les ROS peuvent attaquer différentes cibles cellulaires (lipides,
protéines et ADN) causant des dommages multiples et pouvant entrainer la mort de

la cellule.

Impact du sélénium sur la cytotoxicité induite par arsenic chez le rat de la souche Wistar : | 3
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10,
(oxygene singulet)

H,0,
(peroxyde d'hydrogene)
ONOO-
/%o (peroxynitrite)
(e}

OH°
(radical hydroxyle)

Figure 1. L’origine des différents radicaux libres oxygénés et espéces réactives de
I'oxygene impliqué en biologie (Amara, 2007).
3. Les systémes de défenses antioxydants
3.1. Les systemes enzymatiques
3.1.1. Superoxydes dismutases (SODs)
Les superoxydes dismutases sont capables d’éliminer I’anion superoxyde (O2")
en produisant une molécule d’oxygéne et une molécule de peroxyde d’hydrogene

selon la réaction suivante :

207 +2H* SOD >0, + H,0,

Chez les mammiferes il existe 3 isoformes de SOD en fonction du métal de
transition présent dans le site actif : une forme cytosolique et nucléaire associée aux
ions cuivre et zinc (Cu/Zn-SOD), une forme mitochondriale associée au manganese
(Mn-SOD) et une forme extracellulaire (Cu/Zn-SOD). La forme mitochondriale
permet la dismutation quasi instantanée de l'anion superoxyde (O2-) produit au

niveau de la mitochondrie (Mates et al., 1999; Zelko et al., 2002).
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3.1.2. Catalases

Les catalases sont présentes dans un grand nombre de tissus mais sont
particulierement abondantes dans les globules rouges et les peroxysomes hépatiques.
Les catalases catabolisent les peroxydes d’hydrogénes en eau et en oxygene
moléculaire (Mates et al., 1999).

La réaction se fait en deux étapes :

Catalase — Fe*" + H,0, ——> composé | + H,0
Composél + H,0, ——> catalase—Fe* +H,0+0,

Bilan:2H,0, —>2H,0+0,

La catalase est composée de 4 sous unités protéiques, chacune contenant un
groupement himnique avec Fe3* lié au site actif. Chaque molécule a habituellement
une molécule de NADPH, H* qui lui liée, la protégeant ainsi d'une éventuelle

inactivation par le peroxyde d’hydrogene (Bonnefont-Rousselot et al., 2003).

3.1.3. Glutathion peroxydases

Les glutathion peroxydases constituent sans doute 'un des plus importants
systemes enzymatiques de protection, car elles sont capables non seulement de
détoxifier le peroxyde d’hydrogene, mais aussi les hydroperoxydes résultants de
I'oxydation du cholestérol ou des acides gras en couplant la réduction de
I'hydroperoxyde avec I'oxydation d"un substrat réducteur comme le glutathion.

Le glutathion oxydé sera régénéré grace a l'intervention de la glutathion
réductase qui agit par oxydation du NADPH,H*, formé principalement par la voie des
pentoses phosphates (voir fig.2) ( Bonnefont-Rousselot et al., 2003; Thérond et Denis,
2005).
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Figure 2. Réactions catalysées par la GPx et la glutathion réductase et source
d’équivalents réducteurs.

Toutes les glutathion peroxydases contiennent dans leurs sous unités un a
quatre atomes de sélénium. Selon l'isoforme des glutathion peroxydase a sélénium
sont retrouvées dans le plasma, dans le cytosol et au niveau de la membrane cellulaire.

Elles fonctionnent toutes selon le mécanisme catalytique suivant :

La premiere étape consiste en une

ROOH + GPx-Se” + H" —— ROH + GPx - SeOH oxydation du groupement sélénol de

I'enzyme par un hydroperoxyde
GPx-SeOH+GSH  ——> GPx-Se-SG +H,0

(ROOH), suivi de la liaison successive
GPx-Se-SG+GSH —— GPx-Se”+GSSG +H"

de deux molécules de glutathion avec

Bilan:ROOH+2GSH ——GSSG +ROH+H,0  régénération de l'enzyme  sous sa

forme réduite.

L’activité anti-oxydante de ces peroxydes est cependant tres dépendante de
I'apport nutritionnel en sélénium.

On mesure ainsi I'importance du sélénium pour le bon fonctionnement de cette
enzyme. Un déficit en sélénium conduit d’ailleurs a une baisse de l'activité

enzymatique, donc a une moindre épuration des hydroperoxydes (Favier, 2003 ;

Thérond et Denis, 2005).
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3.1.4. Glutathion S-Transférases

Les glutathion S-transférases (GSTs) représentent une famille d’enzymes qui
jouent un role important dans la détoxification de composés électrophiles. La fonction
des GSTs la plus connue est leur activité de catalyser des réactions de conjugaison
entre, le glutathion et des substances nocives pour diminuer leurs réactivités avec les
macromolécules intracellulaires.

Les GSTs complétent I’action des glutathion peroxydases dans la seconde ligne
de défense enzymatique antioxydante, les GSTs préviennent les dommages
cytotoxiques et génétoxiques causés par les composés électrophiles générés comme
produits de dégradation des macromolécules suite a leur exposition au stress oxydant
(Hayes et Pulford, 1995).

D’autres recherches (Zakharyan et Aposhian, 1999; Aposhian et Aposhian, 2006) ont
montré que la détoxification de l'arsenic chez 1’étre humain en particulier constitue
‘étape de réduction des formes pentavalents (arséniates) en acide monométhyl-
arsomique MMAYV et I'acide diméthyl-arsonique DMA V dépend de I'enzyme GST de

classe oméga.

D’autres enzymes comme la glutathion réductase, la thiorédoxine peroxydase
et 'héme oxydase présentent également une activité anti-oxydante relativement

importante.

3.2. Systémes non enzymatiques
3.2.1. Glutathion

Le glutathion ou y-glutamyl-cystéinyl-glycine, le plus abondant thiol libre non
protéique dans les cellules, existe en équilibre entre deux formes, 'une réduite (GSH),
et autre oxydée (GSSG). Le glutathion constitue un acteur essentiel de la défense
antioxydante dans la lutte contre le stress oxydant.
La liaison y-glutamyl ainsi que la fonction thiol du GSH lui conférent un grand nombre
de fonctions : le transport des acides aminés, la synthése des cestrogenes, des
prostaglandines, et des leucotriénes, la détoxification des métaux lourds et autres

xénobiotiques par action directe ou indirecte. La forme réduite (GSH) rentre dans la

Impact du sélénium sur la cytotoxicité induite par I'arsenic chez le rat de la souche Wistar : | 7
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détoxification en réagissant avec le (H202), (ROOH), et (OH) grace a son pouvoir
réducteur (Griffith et Mulcahy, 1999).

Le rapport GSH/GSSG est hautement régulé par le systeme glutathion réductase.
Cependant si le niveau de stress excede la capacité de la cellule de réduire le GSSG, le
GSSG peut s’accumuler (Griffith et Mulcahy, 1999). Par conséquent le rapport
(GSH/GSSG) est un indicateur dynamique du stress oxydant (Dans les cellules non
stressées, 99% du glutathion est présent sous sa forme réduite GSH) (Ji et al., 1992 ; Al-
mutairi et al., 2007).

3.2.2. Les métallothionéines (MTs)

Les MTs sont des protéines potentiellement présentes dans tous les organismes
vivants, elles passionnent beaucoup de chercheurs en raison de leur structure
chimique trés particuliere. En effet, les MTs sont des protéines de faible poids
moléculaire (< 7000 Da) qui ne contiennent pas d’acides aminés aromatiques ni
d’histidine, ni méthionine mais elles ont, en revanche une exceptionnelle richesse en
résidus de cystéine 20 a 30% de la totalité des acides aminés (voir fig. 3) (Kagi et Vallee,
1960). Ces caractéristiques conferent deux propriétés potentiellement utiles dans
presque tous les processus biochimiques : la possibilité de lier des métaux et des
propriétés rédox. Alors ils peuvent séquestrer des métaux comme l’arsenic, le cuivre,
le mercure, le zinc (Achard-Joris, 2005) et le cadmium (Bebianno et Serafim, 1998 ;
Geret et al., 2002). Lorsqu’elles fixent un métal physiologique elles sont activées et
exercent une fonction mais lorsqu’elles fixent un métal toxique, elles sont alors
inactivées et éliminées (Palmiter, 1998 ; Biosleve, 2010).

Cependant 'expression et la synthese de MTs peut étre induite par divers agents
cytotoxiques (éthanol, tétrachlorure de carbone et Iarsenic), par des cytokines ou dans
des conditions de stress (diete, infection, irradiation) (Andrews, 2000 ; Isani et al., 2000
; Haq et al., 2003).

Plusieurs études ont montré que les MTs neutralisaient les radicaux libres comme

I"*"OH ou I'O;*~ (Thornalley et Vasak, 1985 ; Kumari et al., 1998).
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Les MTs sont I'un des antioxydants les plus importants du noyau, ce dernier étant
dépourvu d’enzymes antioxydantes de type catalase et SOD. La fonction de piégeur
les EROs par les MTs ne se limite pas au radical hydroxyle, certains dommages de
I"’ADN induits par d’autres types d’"ERO (peroxyde d"hydrogene, radical superoxyde)

sont aussi inhibés par les MTs (Rossman et al., 1992).

Figure 3. Mode de distribution des résidus de cystéines au sein d’'une métallothionéine de
mammifeéres (Kagi et Kojima, 1987)

3.2.3. Vitamine E (tocophérols)

La vitamine E regroupe la famille des tocophérols (alpha, béta, gamma, delta)
avec une activité anti-oxydante variable. L’alpha tocophérol est la forme la plus active
de la classe des tocophérols. Le caractere hydrophobe de la vitamine E lui permet de
s'insérer au sein des acides gras de la membrane cellulaire et des lipoprotéines. Ou elle

joue un role protecteur en empéchant la propagation de la peroxydation lipidique
induite par le stress oxydant (elle capte le radical lipidique peroxyle LOO") (Khalil,
2002 ; Vertuani, 2004).

3.2.4. Vitamine C (Acide ascorbique)

La vitamine C (acide ascorbique) est I'un des principaux antioxydants
hydrosolubles, présent dans les fluides intra et extracellulaires. Ces activités
biologiques viennent de son puissant potentiel réducteur, agit principalement en
piégeant directement et tres efficacement les radicaux superoxydes et hydroxyles, elle

peut aussi recycler la vitamine E pour I'aider a prévenir 1'oxydation des lipides (Packer

et al., 1997; Evans, 2000).
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3.2.5. Les polyphénols

L’activité antioxydante des polyphénols est généralement attribuée a leur
structure hautement conjuguée a laquelle s’ajoutent les groupements hydroxyles ce
qui induit la présence d’atones d’hydrogene labiles (Tsao, 2010). Plusieurs études
suggerent 'importance du cycle catéchol du cycle B dans le piégeage des ROS, étant
donné le fort caractere électro-donneur de cette fonction (Pietta, 2000).

Ils sont généralement de bons capteurs de radicaux hydroxyles -OH et peroxyles
RO-,. Donc IIs sont susceptibles d'inhiber les chaines de peroxydation lipidique (Wu
et al., 2009 ; Yoshihara et al., 2010).

De plus, les polyphénols et particulierement les flavonoides sont capables de
chélater les métaux, grace aux hydroxyles adjacents du cycle B ou entre ceux des cycles
A et C (Pietta, 2000) (voir fig. 4).

Les flavonoides sont des composés ubiquistes trés répandus dans les végétaux
(Tanguy, 2009) Ils attirent l'attention depuis quelques années a cause de leurs
propriétés antioxydantes. En effet, ils sont capables de piéger des radicaux libres,
d’inhiber la peroxydation lipidique en réduisant les radicaux hydroxyl, superoxyde et
peroxyl. Ils sont aussi capables de piéger les ions métalliques, car ils ont des propriétés
chélatrices (Pastre, 2005).

La bioactivité des flavonoides, et notamment de la quercétine qui a été tres
étudiée ne s’arréte pas uniquement aux réactions piégeuses de radicaux, mais aussi
aux actions anti-cancérigenes, anti-inflammatoires, anti-agrégants ou encore

vasodilatateur (Erlund, 200 ; Vicentini et al., 2011).

Figure 4. Structure de base des flavonoides
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3.3. Oligoéléments

Le cuivre (Cu), le zinc (Zn), le manganese (Mn), le sélénium (Se) et le fer (Fe)
sont des éléments 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 manganeése, la SOD cytosolique

de cuivre et de zinc, la catalase de fer et la GPx de sélénium.

4. Dégits et les biomarqueurs du stress oxydant
4.1. Peroxydation lipidique

Les acides gras polyinsaturés ainsi que les phospholipides membranaires sont les
cibles privilégiées des attaques oxydatives. Leurs sensibilités a 1'oxydation sont
corrélées a leur degré d’insaturation (Pamplona et al., 2000).
La peroxydation lipidique débute par une phase d’initiation qui implique l'attaque
des especes réactives surtout le radical hydroxyle (‘OH), entrainant I’arrachement d'un

hydrogene du l'acide gras (LH), ceci aboutit a la formation d'un radical diene

conjugué, qui apres addition avec I'oxygene moléculaire donne le radical peroxyle
(LOO). Ensuite, ce radical peut réagir avec un autre acide gras polyinsaturé et former

un hydroperoxyde (LOOH), c’est la phase « Propagation » de la peroxydation
lipidique.

Ces hydroperoxydes appartiennent a la famille des peroxydes lipidiques qui
peuvent soit étre réduits et neutralisés « phase de Terminaison » par la glutathion
peroxydase et la vitamine E intercalée dans la bicouche lipidiques des membranes
(Esterbauer et al., 1992 ; Beaudeux et al., 2003 ; Favier, 2003) (voir fig.5). Ou, continuer
a s’oxyder et a se fragmenter en produits secondaires c'est-a-dire en aldéhydes treés
réactifs, pouvant étre considérés comme des messagers secondaires toxiques qui
augmentent les dommages initiaux dus aux radicaux libres.

Parmi ces aldéhydes formés lors de la peroxydation lipidique, l'isoprostane, le
malondialdéhyde (MDA), et le 4-hydroxynonénal (4-HNE), qui sont trés étudiés
comme marqueurs de la peroxydation lipidique, ces deux derniers produits (MDA, 4-

HNE) réagissent avec les protéines et I’ADN, une fois fixé a la molécule d’ADN, le
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MDA semble étre le produit le plus mutagene, alors que le 4-HNE est le plus toxique
pour la cellule (Marnett, 1999).

4.2. Oxydation des protéines

Tout comme les lipides, les protéines peuvent également étre la cible des
réactions radicalaires ou oxydatives et subir des modifications, ces modifications
provoquent I'introduction d"un groupe carbonyle dans les protéines. Ces groupements
carbonyles peuvent étre générés soit par oxydation directe des acides aminés, soit par
conjugaison avec des produits de peroxydation lipidique ou encore par glycation. Ces
modifications conformationnelles induisent des pertes de fonctions et stimulent
'activité protéolytique du protéasome (Levine, 2002). Nous pouvons classer les
réactions d’oxydations des protéines en deux catégories :

D’une part, celles qui cassent les liaisons peptidiques et modifient la chaine
protéique. Et d’autre part, les modifications des peptides par 'addition des produits
issus de la peroxydation lipidiques comme le 4-HNE. Ces changements sont-elles qui
conduisent généralement a une perte de la fonction catalytique, ou structurale des
protéines affectées (Levine, 2002) (voir fig.6).

Les protéines comportant un pont sulfhydrique sont les plus sensibles aux
attaques radicalaires, c’est le cas de nombreuses enzymes antioxydantes et les
protéines de transport, qui contiennent tres souvent des groupements thiols (SH) (Sen,
2001).

Les protéines modifient par 1'oxydation, vont étre prises en charge par des
protéines spécifiques dites protéines de stress (Heat Shock Protein, HSP) connues
pour leur role cytoprotecteur, ou elles prennent en charge les protéines dénaturées et
participent a la restauration de la fonction de ces protéines (Welch, 1992). Les HSP
permettent a la cellule de répondre a des stress de fagcon rapide, et la synthése des HSP
pourrait ainsi compléter les capacités de défenses antioxydantes lorsque les protéines

intracellulaires sont endommaggées par les ROS (Essig et Nosek, 1997).
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4.3. Dommages oxydatifs de ’ADN

Les ADNSs nucléaire et mitochondrial sont également des cibles des EROs. Les
altérations les plus communes sont I'hydroxylation des bases puriques et
pyrimidiques et du squelette désoxyribose provoquant le clivage des brins et des
mutations génétiques (Valko et al., 2006). Ces altérations de la molécule d’ADN
peuvent conduire soit a I'arrét de 1'induction de la transcription ou de la transduction
des voies de signalisation, soit a des erreurs de réplication, soit a une instabilité
génomique et 'ensemble est associé au phénomene de carcinogenese (Valko et al.,
2006).
Une des altérations fréquentes de I’ADN est 1'oxydation de la guanine par le radical
hydroxyle formant la 8-hydroxy-guanine (8-OHG). Ce produit de l'oxydation de
I’ ADN peut étre facilement dosé dans les urines et est considéré comme un marqueur
de carcinogenese (Valko et al., 2006). Les EROs peuvent également induire des
oxydations de ’ADN et le monoxyde d’azote ou le peroxynitrite peuvent oxyder la
chromatine. De plus, le peroxynitrite peut induire la formation de 8-nitroguanine
(Kruidenier et al., 2002; Valko et al.,, 2006). Comme pour les autres composés, la
majorité des altérations oxydatives de I’ ADN sont induites par le radical hydroxyle.
Lorsque le peroxyde d’hydrogene échappe aux enzymes de régulation, il gagne le
noyau de la cellule et réagit avec les ions Fe?* et Cu?* associés a la chromatine
produisant ainsi in situ le radical hydroxyle qui attaque I’ADN proche (Kruidenier et
al., 2002).

Les aldéhydes réactifs issus de la peroxydation lipidique dont le MDA et le 4-

HNE peuvent s’ajouter au groupe amine des bases de I’ADN et constituer ainsi une
autre classe de dégats oxydatifs de ' ADN (Marnett, 1999 ; Nair et al., 1999) (voir fig.
6).
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Peroxydation ipidique /f'i'\)
et protection par la vitamine E “ Vitamine C &

4. Régénération
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Figure 5. Réactions de la peroxydation lipidique (Daum-badouard, 2006).

Espéces réactives de |'oxygéne
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Oxydation des acides Peroxydation lipidique Oxydation des
nucléiques groupements soufrés
t (sulfoxyls, sulfhydryls)
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Production d’aldéhydes
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hydroxynonenal...)
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Altération Perturbationde l'intégrité Altération des protéines
des membranaire Systémes enzymatiques
génes Altération fonctionnelle des récepteurs activés/inactivés

Dommages cellulaires

Figure 6. Les différentes cibles des Espéces Réactives de I'Oxygene (Monteil, 2004).
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5. Implication du stress oxydant dans les pathologies

Le stress oxydant est potentiellement impliqué dans de nombreuses maladies
comme facteur déclenchant, ou associé a des complications lors de leur évolution. Ces
pathologies peuvent découler d’intoxications chimiques et médicamenteuses,
d’exposition a des rayonnements, d'un syndrome d’hyperoxygenation, de
phénomeénes inflammatoires. La multiplicité des conséquences médicales de ce stress
oxydant vient du fait que de nombreux organes ou tissus peuvent devenir la cible d"un
stress oxydant (Bonnefont-Rousselot et al., 2001 ; Sohal et al., 2002 ; Delattre et al.,
2005).

Le stress oxydant est impliqué dans le développement des maladies comme : le
cancer, les maladies neurodégénératives et le vieillissement accéléré. Il est admis que
le stress oxydant est un facteur potentialisant I’apparition de maladies multifactorielles
comme les maladies cardiovasculaires, le diabete, et la maladie d’Alzheimer
(Montagnier et al., 1998).

Si le stress oxydant est réellement un facteur déclenchant ou participant au
déclenchement de ces pathologies, il est logique de penser que la prise d’antioxydant
peut retarder, prévenir l'apparition de telles maladies. De méme, des études
(Holzenberger et al., 2003 ; Delattre et al., 2005) ont montré que le vieillissement
s’accompagne d'une diminution des défenses antioxydantes, d’'une augmentation de
la production des EROs, et d'une diminution des systémes de réparation et de
dégradation des constituants oxydés.

Une étude épidémiologique (Bonnefont-Rousslot, 2001) a montré tres
clairement que la consommation réguliere des antioxydants permet de diminuer

I'incidence de I'apparition d'un stress oxydant et ces maladies.
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II. L’arsenic

L’arsenic est un élément naturel de symbole « As » largement répandu dans la

nature, on le trouve en général a 1'état de traces dans les roches, le sol, I'air, et les eaux
souterraines (Mandal et Suzuki, 2002).
L’arsenic est un métalloide dont les propriétés chimiques sont intermédiaires entre
celles des métaux et celles de non métaux ; sa couleur, sa conductivité électronique et
thermique le rapproche des métaux, tandis que son comportement en solution
(formation d’anions) le rapproche des non métaux (Laperche et al., 2003).

Les sols et les eaux représentent les principales sources d'ingestion d'arsenic. La
présence d'arsenic inorganique dans les eaux destinées a la consommation humaine a
été identifiée comme le risque principal pour la santé, L’arsenic est classé par
'organisation mondiale de la santé (OMS) comme un carcinogéne puissant (NAS,
1999).

Il existe sous quatre valences (-3, 0, *3 et *5) mais sa forme élémentaire (valence 0) est

peu fréquemment rencontrée dans la nature. L’As pentavalent est la forme stable

rencontrée dans un environnement oxygéné.

L’arsenic peut exister dans la nature sous deux formes :

e la forme inorganique : l'arséniate (Asi pentavalent ou AsV) et l'arsénite (Asi
trivalent ou AsIII).

e La forme organique : essentiellement, 'acide monométhylarsonique (MMA) et
I'acide diméthylarsinique (DMA), produits du métabolisme de I’As inorganique,
sur le plan toxicologique la forme inorganique est plus toxique que la forme

organique (Mandal et Suzuki, 2002 ; Laperche et al., 2003).

1. Propriétés physico-chimiques

L’arsenic découvert par Albertus Magnus en 1250, appartient au groupe 15 (ou Va)
de la classification périodique des éléments de Mendeleiev donc il posséde des
propriétés communes avec les éléments de cette famille (Azote, phosphore, bismuth).
L’électronégativité de cet élément est trop élevée pour lui conférer un caractere
métallique (Matera, 2001). Le tableau 2 résume quelques propriétés physico-chimiques

de l'arsenic.
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Tableau 2. Propriétés physico-chimiques de I'arsenic (Schiferl et Barrett, 1969).

Numéro atomique : 33 Rayon atomique : 125 pm

Symbole atomique : As Point de fusion :~817 °C

Masse atomique :74,9216 Point d’ébullition : 603°C (sublimation)
Configuration électronique : [Ar] 4523d194p3 Etats d’oxydation : 5, 3, 3.

2. Les différentes origines de l’arsenic
2.1. Origines naturelles

L’arsenic est naturellement présent dans l'environnement, il est un élément
ubiquiste que l'on trouve dans l'atmosphere, les sols, les milieux aquatiques et les
organismes vivants (Laperche et al., 2003).
Dans les sols, la distribution de l’arsenic varie avec le type de sol et la nature de la
roche meére (quantités supérieures dans les roches sédimentaires, par rapport aux
roches ignées et métamorphiques) (Smith et al., 2002 ; Smedley et kinniburgh, 2002).
La teneur moyenne de I'arsenic dans la crotte terrestre (lithosphére) a la surface de la
terre est comprise entre 1 et 3,4 mg/kg (Mandal et Suzuki, 2002). La concentration
moyenne d’arsenic évaluée dans les sols se situe entre 5 et 10 mg/kg (Fengxiang et al.,
2003). L’arsenic est également présent dans plus de 200 minéraux, le plus souvent
associé a des composés sulfurés ou a certains métaux tels que 1'or, I'agent, le cobalt, le

plomb, le zinc, ou le cuivre (Mandal et Suzuki, 2002 ; Smedley et Kiniburgh, 2002).

2.2. Origines anthropiques

Les activités humaines qui ont contribué aux apports d’As dans les sols et
'environnement sont issues des industries. L’arsenic est ainsi utilisé dans I'agriculture
et de nombreuses industries telles que 'industrie du bois, du verre, la fabrication de
produits pharmaceutiques, ou la métallurgie (Smith et al.,, 2002). Les principales

utilisations des composés arséniés sont présentées dans le tableau 3.
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Tableau 3. Principales utilisations des composés arséniés (Nriagu et Azcue, 1990).

Secteurs Utilisations

Agriculture | Pesticides, insecticides, défoliants, herbicides, raticides, traitement du bois.

Bétail Compléments alimentaires, prévention de maladies (dysenterie)

Médecine Traitement de syphilis, de I'amibiase, de perturbations du sommeil.

Electronique | Composition des semi-conducteurs, cellules solaires, montres digitales.

Industrie Fabrication du verre, céramiques, synthése de produits pharmaceutiques.

Alliages non ferreux (agents durcisseurs du cuivre et du plomb), piles et
Métallurgie
batteries.

Les composés arséniés ont été massivement utilisés dans le domaine agricole
(90%) en tant qu’insecticides, fongicides, et herbicides. Dans l'industrie du traitement
du bois pour sa conservation, ot il est principalement employé sous forme d'arséniates
de plomb, de calcium, et de sodium, et surtout sous forme de cuivre chrome arsenic
(CCA) (Laperche et al., 2003).
Les formules des especes arséniés les plus couramment détectées dans

I'environnement sont présentées dans la figure 7.

3. Toxicité de I’arsenic

La toxicité del’arsenic a donné lieu a de tres nombreuses publications, la toxicité
de cet élément ne dépend pas uniquement de 1'état d’oxydation mais aussi I'espece
considérée, les formes inorganiques ; 'arsenic trivalent As III, 'arsenic pentavalent
AsV sont les formes les plus toxiques, et aussi les plus abondantes dans le milieu
aquatique.
Les études épidémiologiques (Tseng et al., 1968 ; Bates et al., 1995 ; Hinwood et al,,
1999 ; Ferreccio et al., 2000 ) sur I'ingestion chronique de fortes concentrations d’arsenic
mettent en évidence une augmentation du nombre de cancers, affectant tous les
organes, aussi bien la peau, le foie, les poumons que les organes internes. Ainsi, les
manifestations cliniques sont nombreuses, mais les plus courants sont les lésions de la
peau, des mélanomes, des conjonctivites, (Basu et al.,2001), ou bien encore la maladie

du « pied noir » (black foot desease), les altérations de la fonction gastro-intestinale
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est un risque accru de mortalité liée au diabete chez les populations qui boivent de
'eau potable contaminée par 1’arsenic.

Ainsi, I'un des plus désastreux problémes mondiaux liés a I’arsenic concerne la
contamination des eaux souterraines a la fois par les sources géologiques et
anthropiques. Il est ainsi estimé que plus de trente millions de personnes ont été
exposées aux eaux souterraines contaminées par l'arsenic a différentes teneurs, et
qu'au moins 250.000 personnes présentent déja les symptomes d'une intoxication
chronique dans cinqg pays du sud-est asiatique (Inde, Bangladesh, Myanmar, Népal, et
Thailande), le pays le plus touché par cette catastrophe étant le Bangladesh (Caussy,
2003).

3.1. Spéciation

Le degré de toxicité de I'arsenic est lié a la forme chimique et surtout a 1'état
d’oxydation sous lequel il se trouve, parmi les formes inorganiques, 1'arsenic trivalent
AsIII est considéré comme 10 a 60 fois plus toxique que I’AsV (Jain et Ali, 2000). Ces
formes inorganiques sont-elles mémes considérées comme étant plus toxique que les
formes méthylées. La transformation biologique d’arsenic inorganique en un composé
organique avec un ou plusieurs groupements méthyles, est souvent considérée comme

un processus de détoxification (Petrick et al., 2000).

La toxicité de I'arsenic varierait comme suit (Laperche et al., 2003) :

AsH3gaz> As (III) > As (V) > composés méthylés.

Cependant des études récentes (Aposhian et al., 2000 ; Mass et al., 2001) tendent
a contre dire cet ordre de toxicité, car des espéces méthylées d’arsenic trivalent
principalement MMA et DMA au degré d’oxydation (III), sont cytotoxiques,
génotoxiques, et ont un potentiel inhibiteur plus important sur I'activité enzymatique
que I'As (III) inorganique (Rossman,2003). Mais, la forme la plus toxique de I'arsenic
reste le gaz arsine (AsHs) dont I'inhalation a une teneur supérieure a 250 mg.m-3 d’air

est mortelle quasi-instantanément (Laperche et al., 2003).
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3.2. Formes inorganiques
3.2.1. L’arsenic pentavalent (As V)

L’arsenic pentavalent est un analogue structural du phosphate qui inhibe la
phosphorylation. L’arsenic V (I'arséniate) entrant en compétition avec le phosphore,
découple ainsi la phosphorylation oxydative productrice d’ATP, en formant un
arséniate d’ester d’ADP instable, qui s’hydrolyse rapidement et se dissocier sans
générer ATP. De la méme maniere, AsV inhibe le métabolisme énergétique par la
production de glucose-6-arséniate au lieu de glucose-6-phosphate (voir fig. 10).
L’arséniate pourrait aussi remplacer le phosphate dans la double hélice d’ADN. Un tel
phénomene expliquerait la clastogénicité de I’arsenic (car une liaison arsénodiester est

instable contrairement aux liaisons phosphodiesters) (Mandal et Suzuki, 2002).

3.2.2. L’arsenic trivalent (As III)

Les arsénites sont plus toxiques, plus solubles et plus mobiles que les arséniates.
Les formes arsénites sont capables de se fixer aux groupements sulfthydryl (SH, OH)
des protéines, dénaturant ou perturbant ainsi le fonctionnement de nombreuses
protéines (voir fig. 8) (Gresser, 1981). L’arsenic inhibe des enzymes telles que la
pyruvate oxydase, les transaminases. Il interfére aussi avec le métabolisme du glucose
et son entrée dans la cellule, il inhibe également la glutathion synthétase, la glucose-6-
phosphate déhydrogenase et la glutathion réductase (Bisson, 2002) ; en fait, plus de

200 enzymes humaines seraient inhibées par 1’arsenic (Abernathy et al., 1999).
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toxique de As [V] (Mandal et al., 2002).
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4. La toxicocinétique de l’arsenic
4.1. La pénétration dans 'organisme

Les étres humains sont exposés a larsenic par quatre compartiments
environnementaux qui sont Iair, I'eau, les aliments et le sol (Caussy, 2003). L’arsenic
peut pénétrer dans I'organisme par trois voies principales : la voie digestive qui peut
étre incriminée dans I'intoxication professionnelle, par déglutition apres 1'inhalation,
la voie respiratoire qui autorise la pénétration des poussieres fines ou des fumées
arsenicales et enfin la voie cutanée, cette derniere peut-étre une voie d’entrer a la
faveur de lésion (Viala, 2007). Les composés inorganiques de l'arsenic sont surtout
absorbés dans le tube digestif (a peu pres 80%) et dans les poumons (environ 10%) et
peu absorbé par la peau (Reichl et al., 2010).
4.2. La distribution

Apres l'absorption, I'arsenic est rapidement distribué dans le sang. Ce sont le
foie, les reins qui absorbent la plus grand partie d’As, suivis par la rate, les poumons
et le cceur (Reichl et al., 2010), alors que des quantités plus faibles sont présentes dans
les muscles et les tissus nerveux (Klaassen, 1996), deux a quatre semaines apres
lingestion d'arsenic, il est incorporé dans les ongles, les cheveux et la peau
(Schoolmeester et White, 1980). L’arsenic a peu tendance a s’accumuler dans le lait
maternel. Il se fixe principalement aux protéines et a des composés de faibles poids
moléculaires renfermant des groupements sulthydryles (NRC, 1999).
4.3. Le métabolisme

Le métabolisme de I'arsenic est généralement associé a une phase de méthylation
(Bisson, 2002).

La méthylation de I'arsenic inorganique (se fait principalement au niveau
hépatique) se produit apres réduction de I'arsenic pentavalent en arsenic trivalent et
que la méthylation de cette forme trivalente de I’arsenic découle ensuite de 'addition
oxydante d'un groupe méthyle provenant de la S-adénosylméthionine par la
méthyltransférase pour former 1'acide méthyl arsonique qui est ensuite réduit par le
glutathion avant une seconde méthylation qui conduit a I'acide diméthyl arsénique

(Mandal et Suzuki, 2002). La biométhylation des formes inorganiques de 1’arsenic est
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considérée comme un processus de détoxification et donc per¢u comme un mécanisme
de résistance a I'arsenic (Miiller, 2004).
4.4. L’élimination

Apres 24 h I'élimination de I’As inorganique se fait principalement par voie
rénale 30% et 4% par voie biliaire (Reichl et al., 2010). Dans les urines, on retrouve
I’As organique principalement sous forme de DMA (55-75%), et sous forme de MMA
(10-20%) et d”As inorganique (10-30%).

Chez les étres humains, on estime que la demi-vie de I'arsenic inorganique se
situe entre deux et quarante jours (élimination de 46 a 63 % de la dose absorbée en 4 a

5 jours) (Bisson, 2002). Le métabolisme de I’arsenic est schématisé dans la figure 9.
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Figure 09. Le métabolisme de I'arsenic (Aposhian, 1997).
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5. L’arsenic et Le stress oxydatif

De nombreuses études mettent en évidence que la présence d’arsenic dans la
cellule génere la production des EROs : peroxyde d"hydrogene (H20) (Barchowsky et
al., 1996; Wang et al., 1996 ; Chen et al., 1998), radicaux hydroxylés (HO-) (Wang et al.,
1996), oxyde nitrique (NO-) (Gurr et al., 1998), anions superoxydes (O2-) (Lynn et al.,
2000), peroxyl diméthylarsinique ([(CH3)2AsOO]) et radicaux de diméthylarsinique
([(CHs)2As])(Yamanaka et al., 1997).

D’autres expérimentations montrent que 1'arsenic induit la peroxydation des
lipides membranaires, conduisant a la formation de peroxydes lipidiques, ce qui
contribue a augmenter le stress oxydatif intracellulaire et amplifie les dommages
oxydatifs.

Ces EROs seraient responsables du stress et de la toxicité liés a 1'arsenic. Les
mécanismes de production de ces composés sont encore mal compris. Une des
hypothéses propose que les ROS soient produits lors de 'oxydation de 1'As [I11], qui,

en condition physiologique, produirait du HxOx :

H,ASO, +2H,0+0, ——>H.AsO, + H,0,

Il est important de noter que la méthylation de I'arsenic comporte une succession
d’oxydations de 1’As IIl en MM AsV puis du MM AslIl en DM AsV.

Aposhian (1997) et Nesnow et al. (2002) suggerent que les EROs soient produits lors
de I'oxydation du DMA III en DMA V, c'est-a-dire la réduction intracellulaire de la
forme pentavalente AsV en une forme trivalente As III conduit a la formation de
radicaux libres toxiques pour la cellule .

L’As III peut se complexer aux groupements SH des protéines et contribuer a la
diminution de la concentration du glutathion (GSH) et perturber la fonction des

groupements thiols (Del Razo et al., 2001) (voir fig. 8).
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5.1. Induction de protéines de stress

L’arsenic est connu pour induire (directement ou indirectement) un grand
nombre de protéines de stress (PS) tels les « heat shock protein » (HSP). Il existe deux
grandes catégories de protéines qui répondent a un stress métallique :
Certaines de ces protéines sont membres des HSP, dans le cas des arsénites I'induction
de I'HSP 28 peut étre la conséquence de I'hyperphosphorylation de la protéine par
traitement a I’arsénite (Huang et al., 1995).
La deuxiéme catégorie de ces protéines de stress : les métallothionines (MTs). Les MTs
sont des protéines riches en groupements sulthydryls qui fixent de nombreux métaux,

diminuant ainsi leurs toxicités (Kreppel et al., 1994).

5.2. Effets sur ’ADN

Il était supposé que As IIlI inhibe directement les enzymes du systeme de
réparation de I’ADN en se fixant aux groupements sulthydryls (Del Razo et al., 2001).
Cependant, une étude récente montre que As III n’altére pas directement I'activité de
ces enzymes (Hu et al., 1998). Ces nouvelles observations soutiennent I'hypothése que

I’ As III agit indirectement en induisant un changement de potentiel redox de la cellule.
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III. Le sélénium
1. Propriétés physicochimiques

Le sélénium est le 34¢ élément de la classification périodique de Mendeleiev, de
masse atomique égale a 78,96. C'est le 69¢ élément en termes d’abondance des
différents éléments sur terre. Il est situé dans la colonne VI (oxygene, soufre, polonium,
tellurium) de la classification périodique, il ressemble étroitement au soufre par ses
propriétés physicochimiques (Tinggi, 2003; Johansson et al., 2005).

Le sélénium existe sous différents degrés d’oxydation représentés sur le tableau 4.
Ses propriétés physicochimiques sont intermédiaires entre celles d'un métal et d'un
non métal. Il existe dans les mémes états de valences que ces éléments (2, 0, *4, *6)
c'est-a-dire sous forme de séléniure, sélénium élémentaire, sélénite, sélénate ainsi que

sous des formes organiques, principalement dans les milieux biologiques.

Tableau 4. Les principales formes chimiques du sélénium (Simonoff et Simonoff,

1991).

Forme chimique L’état de valence Formule
Séléniate o* SeOy
Sélénite 4+ SeOs
Sélénotrisulfure 0 R-5-Se-S-Re
sélénodiglutathion 0 G-5-5e-5-G
Séléniure 2 Se-

2. Sources et les principales formes du sélénium

La répartition de sélénium dans les sols est extrémement variable depuis les
zones pauvres dites séléniprives (< 0,1 pg/g) jusqu’aux zones trop riche dites
séléniferes (peut atteindre plus de 1200 pg/g). A partir du sol, I'élément peut-étre
extrait par les plantes qui le transforment en composés organiques, telle la
sélénométhionine. L’apport du sélénium chez 'homme et chez les animaux vient
principalement de la nourriture, puis de l'eau. Ainsi, la disparité des teneurs en

sélénium dans le sol se répercute sur sa teneur dans les végétaux qui peut varier de 0,1
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a 10000 pg/g et par conséquent sur la concentration en cet élément chez I’homme
(Maggee et James, 1996).

Le sélénium existe sous différentes formes chimiques. Dans la nature, on trouve
I'élément principalement sous forme de séléniures, alors que les formes alimentaires
se trouvent exclusivement sous forme de composés organiques et inorganiques et en
général inclus dans des protéines animales ou végétales ; sélénométhionine (SeMet),
sélénocystéine (SeCyst), S-methylsélénocystéine, sélénohomocystéine (Simonoff, 1990;

Ducros et Favier, 2004).

3. Utilisation industrielle du sélénium

Les applications industrielles du sélénium sont nombreuses, il est utilisé dans
la fabrication du verre en tant que colorant rouge sous forme de sélénite d’ammonium,
mais également comme agent de décoloration pour neutraliser la coloration des
oxydes de fer. Ses propriétés pigmentaires sont également utilisées dans 1'industrie
des peintures et des plastiques (Fishbein, 1991 ; Haygarth, 1994). Dans I'industrie des
pneumatiques, il est utilisé pour augmenter la résistance du caoutchouc lors du
processus de vulcanisation mais aussi en métallurgie dans la préparation d’alliages et
le traitement de surfaces. Ses propriétés photoélectriques sont largement exploitées en
électricité et en électronique (fabrication de cellules photo-électriques, de semi-
conducteurs, de tambours de photocopieurs). En agriculture, le sélénium est utilisé
dans la fertilisation et comme additif alimentaire pour le bétail dans les régions

pauvres en sélénium (Simonoff et Simonoff, 1991).

4. Métabolisme du sélénium

Le métabolisme du Se est conditionné a la fois par la forme chimique qui se
présente dans la nourriture ainsi que par 1'état nutritionnel (apports de Se journaliers
insuffisants, adéquats ou excessifs). De plus, I'apport peut étre affectée par la présence
d'autres composants, y compris le soufre, métaux lourds, et des vitamines (Navarro-

Alarcon et Cabrera-Vique, 2008).
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L’absorption intestinale du sélénium est élevée (50-95%) et dépend de la forme
chimique. La sélénométhionine est majoritairement absorbée (90% d’absorption) au
niveau du duodénum par un transport actif selon un mécanisme similaire a celui de la
méthionine, alors que I'absorption du sélénite est réalisée par un transport passif (60 %
d’absorption) (Simonoff et Simonoff, 1991 ; Reilly, 2006).

Le sélénium absorbé est transporté par des protéines plasmatiques de la circulation
pour étre distribué dans I'organisme. Certains organes, comme le foie (15%), les reins
(5%), le cerveau (1%) et le pancréas (0,5%), accumulent spécifiquement le sélénium
(Thomson et Stewart, 1974). Dans le métabolisme du sélénium, le foie constitue une
réserve d’échange rapide avec le sang alors que les réserves dans le muscle constituent
un stockage d’échange lent (Simonoff et Simonoff, 1991).

La biodisponibilité relative du Se issu de la forme organique est plus élevée par rapport
a celle du Se issu de la forme inorganique (Pehrson et al., 1999).

> Le métabolisme du sélénium dépend de la forme chimique ingérée. Les especes
inorganiques sont réduites par le glutathion pour rejoindre le pool de sélénite alors
que les espéces organiques (Se-Met, Se-Cys) sont biotransformées par la B-lyase ou la
y-lyase (Suzuki et Ogra, 2002 ; Fox et al., 2004). Le Se sous forme de sélénite est ensuite
incorporé dans la synthése protéique (Janghorbani et al.,, 1999). La Se-Met peut
également étre intégrée de facon inchangée dans les protéines a la place de la
méthionine pour produire des sélénoprotéines (Schrauzer, 2000 ; Combs, 2001; Suzuki
et Ogra, 2002).

> L’excrétion du sélénium se fait par voie urinaire, fécale, respiratoire, colostrale et
lactée. Les voies urinaire et fécale sont les principales voies d’excrétion du Se. Le Se se
retrouve  sous forme méthylée (méthylsélénol, diméthylséléniure et
triméthylsélénonium) dans 'urine (Foster, 1986) et le rein peut excréter jusqu’a 60%
du Se (Lebreton et al., 1998). L’excrétion biliaire du Se peut constituer jusqu'a 28% de
I'ensemble du Se ingéré (Langlands et al., 1986) alors que le lait tout comme la voie
respiratoire restent des voies secondaire d’excrétion du Se. Le transfert du Se dans le
lait est plus efficace qu’a travers le placenta (Hidiroglou et al., 1985; Zachara et al.,

1993) (voir fig. 10).
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LE SELENIUM
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Figure 10. Schéma simplifié du métabolisme cellulaire du sélénium (Rayman et al., 2008).

5. Importance biologique du sélénium
5.1. Le role antioxydant des sélénoprotéines et enzymes sélénodépendantes

Les effets bénéfiques du Se sont directement liés a son intégration dans différentes
protéines (les sélénoprotéines et les enzymes sélénodépendantes) sous la forme d'un

cofacteur ou d'un acide aminé. Parmi ces composés :

v' La glutathion peroxydase (GPx)

La GPx contient de sélénium (chaque molécule de glutathion peroxydase
contient 4 molécules de sélénium) dans son site actif sous la forme d'un résidu
sélénocystéine. La GPx détient un role principal qui consiste a catalyser la réduction
des peroxydes d’hydrogene par le glutathion (Van Cauwenbergh et al., 2004). Cette
réaction de réduction permet ainsi d’empécher la peroxydation lipidique qui serait un

des effets en lien avec la toxicité de I’arsenic.
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v Thiorédoxine réductase (TR)

Le sélénium présent également au niveau du site actif de la thiorédoxine
réductase sous forme de groupement sélénol (-SeH) ou le sélénium joue un role
fondamental dans la protection contre les radicaux libres (Tapiero et al., 2003).

La thiorédoxine réductase est située dans le cytoplasme des cellules et catalyse la
réduction de la thiorédoxine, qui est une protéine de faible PM responsable de la
réduction de biomolécules oxydées. La réduction de la thiorédoxine serait un
mécanisme important de régulation de la croissance cellulaire normale ou tumorale,

mais aussi de la mort cellulaire programmeée (Ducros et Favier, 2004).

v’ Sélénoprotéine P (Sel-P)

Elle est principalement localisée dans le plasma et a la particularité de posséder 10
atomes de Se par polypeptide. Sa fonction n’a pas encore été élucidée. On lui attribue
plusieurs roles : la Sel-P agirait comme antioxydant des cellules endothéliales en
réduisant les peroxynitriles (ONOO-) (Navarro-Alarcon et Cabrera-Vique, 2008), en
plus du maintien de I'homéostasie a la suite du transport dans les différents organes
(Burk et al., 2003) et une activité peroxydase spécifique des phospholipides (Ducros et
Favier, 2004).

Le sélénométhionine, acide aminé présent en faible quantité dans les protéines a la
place de la méthionine, pourrait également catalyser la réduction du péroxynitrite a la

place du glutathion, intervenant ainsi dans le stress oxydant (Klotz et al., 2003).

5.2. Autres roles biologiques

De nombreuses études épidémiologiques ou expérimentales chez I'’humain ont
mis en évidence une association inverse entre la présence de Se et plusieurs maladies.
e Le Se a été identifié comme agent anticancéreux en agissant sur les réactions redox
et antioxydantes qui auraient un effet sur l'initiation du cancer et en ralentissant la
progression (Combs et al., 2001). De ce fait, il serait possible, en administrant des doses
de Se au niveau supra-nutritionnel, de ralentir la formation de cellules cancéreuses
(Whanger, 2004). Parmi les mécanismes proposés ; l'activation du gene p53
suppresseur de tumeur par la Se-Met et l'induction de l'apoptose des cellules

cancéreuses (Abdulah et al., 2005; Wallace et al., 2009), ou bien par augmentation de la
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réponse immunitaire primaire, en protégeant les cellules contre les oxydations
aberrantes, et en diminuant la formation de métabolites cancérigenes. (Simonoff et

Simonoff, 1991).

e Le sélénium est un immunomodulateur. A dose faible il stimule le systeme
immunitaire, mais a dose élevée, il I'inhibe. A dose physiologique il stimule la
formation des anticorps et I'activité de nombreuses cellules immunocompétentes telles

que les lymphocytes T auxiliaires, T cytotoxiques, les cellules NK, (Burk, 1994).

e Le sélénium intervient également dans le métabolisme des hormones
thyroidiennes. C’est en effet une protéine contenant du sélénium qui catalyse la

transformation de la thyroxine T4 en une T3, laquelle est la forme hormonale active au

niveau tissulaire (Kohrle, 1999, 2000).

5.3. Interaction avec les minéraux

Le sélénium est capable d’interagir dans I'organisme avec de nombreux minéraux
comme As, Cd, Hg, Cu, Ag et Pb. De ce fait, il est susceptible de moduler leur toxicité
adivers degrés. Les effets les plus puissants semblent étre la prévention des dommages
testiculaires, la réduction de la mortalité, de la teratogénécité, de la cardiotoxicité et de
l'effet hypertenseur induits par le cadmium; des atteintes rénales et neurologiques
dues aux composés inorganiques et organiques du mercure, et des atteintes rénales
induites par le platine utilisé dans le traitement du cancer (Neve et al., 1987 ; Diplock
et al., 1985) parmi les mécanismes avancés pour expliquer ces effets, on retrouve
souvent la formation de séléniures biologiquement inactifs qui s’accumulent sous
forme de granules dans certains organes; la liaison favorisée par le sélénium de
certains métaux (Hg, Cd) sur des protéines moins critiques apres formation de groupes
sélénotrisulfures de forte affinité pour ces minéraux toxiques, ou encore des
interférences métaboliques, comme avec l'arsenic, qui est métabolisé d’une maniére
proche de celle du sélénium. Ces interactions, qui ont été souvent étudiées avec des
concentrations élevées en éléments minéraux se produiraient également avec des
concentrations physiologiques en sélénium qui s’avéreraient deslors suffisantes pour

la détoxification des métaux dans certaines limites de concentrations (Magos et al.,

1987).
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6. Apport supplémentaire et toxicité

Les effets toxiques du sélénium ont été connus bien avant son role essentiel, il
faut admettre qu’ils ne causent que peu de problémes. La marge entre la dose
nutritionnelle ou thérapeutiques et la dose toxique est tres étroite (Hodson et Hilton,
1983; EPA, 2004). Des auteurs ont tenté d’établir des normes de consommation
réguliere en sélénium par voie alimentaire en se basant sur plusieurs criteres. Certaines
proposent comme valeur maximale un apport de 5 pg/kg/jour sur de longues
périodes. D’autres, se basant sur la consommation en poissons (riches en sélénium),
admettent que des apports de 500 ng Se/ jour sont inoffensifs.

La dose létale (DLso) est fixée chez ’homme entre 500 mg et 1 g de sélénium

sous forme minérale (sélénite ou sélénate de sodium). La dose journaliére la plus basse
entrainant des signes de toxicité (une chute des cheveux et des ongles, un état dépressif
et de la fatigue) se situe aux environs de 2400 et 3000 pg (Thérond et al., 1997).
En pathologie humaine, il y a peu d’intoxications au Se, par contre les carences en
sélénium peuvent avoir comme conséquence une cardiomyopathie comme la maladie
de Keshan (une maladie dégénérative cardiaque). De nombreux travaux ont montré
qu'un apport suffisant journalier en sélénium permet de traiter ou de prévenir le
développement de nombreuses pathologies (syndrome de Keshan et la nutrition
parentérale) (Ducros et Favier, 2004).

Le sélénium s’avere donc étre indispensable a la vie. Les besoins journaliers en
sélénium nécessaires a un homme adulte ont été estimés a 50-200 pg. Les apports
alimentaires en sélénium sont essentiellement fournis par les céréales, les
champignons, les viandes rouges et abats, le poisson et les ceufs dont les teneurs en
sélénium varient en fonction de la disponibilité et de I’abondance de I'oligo-élément
dans I'environnement d’origine. Toutefois, la dose minimale et surtout les formes sous
lesquelles elles sont apportées sont 1'objet de nombreux débats, notamment en ce qui

concerne les supplémentations alimentaires (Rayman, 2004).
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IV. Pistacia lentiscus
1. Description botanique de Pistacia lentiscus

Le Pistacia lentiscus communément appelé arbre a mastic ou lentisque (Darou en
arabe local) de la famille des Anacardiaceae (Pistaciaceae) est un arbrisseau vivace de
trois metres de hauteur, ramifié, a odeur de résine fortement acre (Belfadel, 2009 ;
Boukeloua, 2009). On le trouve couramment en sites arides Asie et région
méditerranéenne de 1'Europe et d'Afrique, jusqu'aux Canaries (Bellakhdar, 2003).
Pistacia lentiscus pousse a 1'état sauvage dans la garrigue et sur les sols en friche.
En Algérie, le lentisque se trouve sur le long du tell et dans les zones forestiéres (Smail-
Saadoun, 2002), plus précisément dans le bassin du Soummam en association avec le
pin d'Alep, le chéne vert et le chéne liege (Belhadj, 2000).

Pistacia lentiscus est caractérisé par :

X3

% Ecorce : Rouge atre sur les jeunes branches et vire au gris avec le temps. Quand
on incise I'écorce la plante laisse s’écouler une résine irritante non colorée a

odeur forte.

X/
°e

Branches : Les branches tortueuses et pressées, forment une masse serrée.

>

% Feuilles : Sont persistantes, composées, et possedent un nombre pair de folioles
(4 a 10) d'un vert sombre, elliptiques, obtuses, luisantes en dessus, coriaces et
dont le pétiole est bordé d'une aile verte. On trouve des pieds males et femelles

distincts (espece dioique) qui fleurissent en grappes denses en mois de Mai.

X/
°e

Fleurs : Les fleurs unisexuées d’environ 3 mm de large se présentent sous forme
de grappe, Elles apparaissent au printemps et sont trés aromatiques, forment
des racemes de petite taille a l'aisselle des feuilles. On différencie les fleurs
femelles des fleurs males grace a leur couleur, vert jaunatre pour les femelles et
rouge foncé pour les males. Les fleurs males et femelles poussent sur des
arbustes différents, les males ont 5 petits sépales dont émergent 5 étamines
rougedtres reposant sur un disque nectarifere. Les femelles a 3 ou 4 sépales a un

ovaire supére avec un style court a 3 stigmates.
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% Fruit : Est une baie globuleuse (de 2 a 3 mm) monosperme, remplie par nucléole
de la méme forme; d’abord rouge, il devient brunatre a sa maturité, qui est

complete I'automne.

% Mastic : Si I'on incise le tronc de ce végétal, il s'en écoule un suc résineux

nommé mastic qui une fois distillé, fournit une essence employée en parfumerie

(Voir fig. 11).

Figure 11. Description botanique de Pistacia lentiscus (Belfadel, 2009).
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2. Classification taxonomique de Pistacia lentiscus

Regne : Plantae
Embranchement : Tracheobionta.
Super-division : Spermatophyta.
Division : Magnoliophyta.
Classe : Magnolopsida.

Sous classe : Rosidae.

Ordre : Sapindales.

Famille : Anacardiaceae.

Genre : Pistacia

Espéce : Pistacia lentiscus.

3. Composition en métabolite secondaire et les effets biologiques et thérapeutiques
de Pistacia lentiscus

Le Pistacia lentiscus est connu pour ses propriétés médicinales depuis l'antiquité,
il est utilisé pour le traitement de l'eczéma, la paralysie, diarrhée, les infections de la
gorge, la jaunisse, I'asthme, les douleurs d'estomac et des calculs rénales (Chief, 1982 ;
Moubhajir et al.,, 2001). Les diverses parties contiennent une variété de composés

chimiques qui sont médicalement importantes.

3.1. Les feuilles

Les feuilles sont prélevées a n'importe quel moment de 1'année, l'infusion des
feuilles a un effet diurétique, astringent et emménagogue (Bellakhdar, 1978), en
décoction, ont des effets stomachiques, mucilagineuses et agissent contre les maux du
foie et la fievre (Kahouadji, 1995), elles traitent aussi I’hypertension.
En effet, trois grandes classes de métabolites secondaires ont été détectées dans les
feuilles de P. lentiscus; acide gallique et dérivés galloyls, Anthocyanes et les glycosides
de flavonol comme les glucosides de quercetine et de myricetine qui ayant une capacité

antioxydante (Piluzza et Bullitta, 2011).
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3.2. Le Mastic (Résine)

Le mastic est une résine obtenue par incision de 1'écorce de cet arbre, la résine
durcit au contact de l'air qui est appelée mastic ou gomme mastic d'oti son nom
commun d'arbre a mastic (Seigue, 1985 ; Wolfgang, 2007). Elle contient des alphas et
des béta masticorésines, des tanins, de la masticine et de l'acide masticique (Iserin,
2001). A partir de la résine une huile essentielle a été isolé, riche en monoterpenes, des
monoterpénols, des sesquiterpene, et des esters terpéniques (Baudoux, 2003 ; Grosjean,
2007) et des pinenes, qui sont tres antiseptiques (Iserin, 2001). La résine de lentisque
est peu employée aujourd’hui, mais elle est tres efficace contre les infections
bronchiques, la toux et pour traiter la diarrhée. On I'a aussi appliquée sur les ulceres
et les furoncles. La résine mélangée a d'autres composants est sert de pansement
dentaire provisoire (Iserin, 2001 ; Wolfgang, 2007). Le mastic est aussi utilisé comme
une gomme a macher, pour proteger les levres contre la sécheresse, traiter certaines
maladies d'estomac et comme antiseptique pour le systeme respiratoire (Baytop, 1999

; Tulzaci et Aymaz, 2001).

3.3. Les fruits

Selon Luigia et ses collaborateurs. (2007), les fruits de Pistacia lentiscus
contiennent 5,4 mg/ml d’anthocyanines, essentiellement : cyanidine 3-O-glucoside
(70%), delphinidine 3-O-glucoside (20%) et cyanidine 3-O-arabinoside (10%). De plus,
des polyphénols ; I'acide gallique, le pentagolloylylucose (Abdelwahed et al., 2006) et
I'acide digallique (Behouri et al., 2011) qui lui conférent une capacité antioxydante
importante (Luigia et al., 2007).

Les travaux réalisés par Hamad et ses collaborateurs. (2011) ont montré aussi
que les protéines représentent 5% du poids des fruits de Pistacia lentiscus.

La composition minérale de ces fruits montre que la teneur en potassium est la
plus élevée (2,67%), alors que celles du sodium, calcium et phosphore sont de : 0,46,

0,37 et 0,004 % respectivement.
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3.4. Huiles essentielles
L’étude chimique sur les huiles essentielles de Pistacia lentiscus a montré la richesse en
monoterpéne et les sesquiterpenes.
L'huile essentielle des feuilles de Pistacia lentiscus contient B-caryophylline (31,38%),
germaerene (12,05%) et y-cadinéene (6,48%) (Nahida et al, 2012). Quelques
sesquiterpénes, esters aliphatique, kétones et des composés phénoliques (thymol et
carvacrol) ont été aussi identifiés (Congiu et al., 2002).

La médecine traditionnelle algérienne utilise les huiles essentielles du lentisque
pour les effets pharmacologiques en tant qu’antispasmodique, ou comme un remeéde
d’application local externe sous forme d’onguent pour soigner les brilures et les

douleurs dorsales (Arab et Bouchenak, 2014)

L’huile essentielle est aussi employée par voie orale contre les problemes

respiratoires d’origine allergique et les ulceres de I'estomac (Boukeloua, 2009)

3.5. Huile fixe (huile de lentisque)

L’huile de lentisque (dont les baies peuvent fournir 38,8 % du poids des fruits,
elle contient 53% d’acide gras monoinsaturé) est de couleur verte foncée ; elle n’est
entiérement liquide qu’a la température de 32 et 34 °C, au-dessous elle laisse déposer
une matiére blanche, susceptible de cristallisation qui bientot envahit la totalité de
I'huile et la solidifie completement.

Des études sur 'huile de lentisque ont montré leur richesse en acides gras
insaturés et saturés tels que l'acide oléique, l'acide palmitoléique, I'acide linoléique,
l'acide palmitique et 'acide stéarique, (Charef et al., 2008 ; Trabelsi et al., 2012 ; Dhifi
et al., 2013; Djerrou, 2014), les polyphénols compris les flavonoides et d'autres
composés phénoliques comme 1'acide gallique (Zhao et al., 2005; Bhouri et al., 2010),
a-tocophérol (Kivcakand Akay, 2005; Dhifi et al., 2013), les monoterpenes (Gardeli et
al., 2008) et les stérols comme ; le B-sitostérol (90%), le camestérol, le cholestérol et le

stigmastérol (Trabelsi et al., 2012).
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Cette huile donc a une bonne qualité nutritive en raison de sa teneur en acides
gras insaturés et saturés et constitue un produit apprécié pour ses usages
thérapeutiques dans le traitement des ulcéres de l'estomac, des bronchites, la
cicatrisation des plaies et comme un antiseptique (Mezghani, 1992 ; Rejeb et al., 2006 ;
Mezni et al., 2012).

La composition en métabolite secondaire de différentes parties de Pistacia

lentiscus est schématisée dans la figure 12.
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Figure 12. Composition en métabolite secondaire de différentes parties de Pistacia

lentiscus (Belfadel, 2009).
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I. Matériel et méthodes
1. Les produits chimiques

Arsénite de sodium (NaAsO), glutathion (GSH), 5,5-dithiobtis-2 nitro acide
benzoique (DTNB), nitro-bleu tétrazolium (NBT) et tous les autres produits chimiques

utilisés dans I'expérimentation ont été achetés aupres de Sigma (St. Louis, France).

2. Matériel végétal

Les baies mures de Pistacia lentiscus ont été récoltées en Décembre 2012 dans la
région de Chétaibi (wilaya d’Annaba). Ces baies sont servies a I'extraction d’huile de
lentisque (Pistacia lentiscus oil, PLo). Celle-ci a été réalisée par une méthode

traditionnelle par un artisan au niveau du village de Chétaibi.

2.1. Mode d’obtention de I'huile

Apreés la récolte, les fruits maturées sont broyés a 'aide de broyeur de pierre, la pate
est ensuite bien mélangée par les mains ou les pieds, puis laissée au repos pour une
nuit. Le lendemain, I'eau froide est ajoutée a cette pate puis enlevée la partie supérieure
et placée sur le feu pour chauffer jusqu'a ce qu'elle commence a bouillir. Par la suite,
mise dans un tissu et pressée par les mains séparant la phase liquide des tourteaux, la
phase liquide est chauffée jusqu’a l'évaporation totale de l'eau, l'huile est ainsi

récupérée, filtrée puis stockée (Djerrou et al., 2010 ; Mezni et al., 2012).

2.2. Mesure des parameétres physico-chimiques de 1’huile de Pistacia lentiscus

Les tests de détermination des parametres physico-chimiques de 'huile de Pistacia
lentiscus (densité, indice de réfraction, acidité, indice de peroxyde et indice de
saponification) ont été réalisés au niveau du laboratoire de controle de qualité et
répression des fraudes d’Annaba.

Les parametres physico-chimiques mesurés et les méthodes utilisés sont résumés

dans le tableau 5.
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Tableau 5.Type et normes des différentes déterminations physico-chimiques

Type d’analyse Norme Algérienne

Détermination de la densité relative a 20°C NA.271/1992

Détermination de lI'indice de réfraction a 20°C | NA.278/1992

Détermination de I'indice d’acide et d’acidité | NA.273/1992

Détermination de I'indice de saponification NA.274/1992

Détermination de I'indice de peroxyde N° 119504

Les protocoles de détermination des divers parametres sont détaillés en annexes.

3. Matériel biologique et conditions d’élevage

Dans cette étude, nous avons utilisé 56 rats blancs males Rattus rattus de la souche
Wistar, provenant de l'institut pasteur d”Alger. Ces rats ont été soumis a une période
d’adaptation d’'un mois environ, aux conditions de I’animalerie; a une température de

25 £ 2°C et une photopériode naturelle.

Les rats sont élevés dans des cages en polyéthyléne qui sont tapissées d"une litiere
constituée de copeaux de bois. Les cages ont été nettoyées et la litiere changée tous les
jours jusqu'a la fin de l'expérimentation. Ils ont été nourris avec un concentré

énergétiquement équilibré, dont la composition est détaillée dans le tableau 6.

Tableau 6. Composition de I'alimentation pour 1 kilogramme d’aliment (ONAB).

Matiére alimentaire Quantité en g/kg d'aliment Pourcentage (%)

Mais 620 62

Soja 260 26

Phosphate 16 1.6
Calcaire 9 0.9

Cellulose 10 1.0
Minéraux 10 1.0
Vitamines 10 1.0
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4. Traitement des rats
4.1. Expérimentation 1
Dans la premiere expérimentation, nous avons utilisé 28 rats agés de 8-9 mois, d'un
poids vif moyen de 270 g, ont été répartis en 4 groupes de 7 rats chacun, il s’agit de :
Groupe 1: rats témoins ont recu une eau physiologique par injection intra- péritonéale
chaque jour pendant 21 jours.

Groupe 2 : rats traités par le sélénite de sodium Na>OsSe dissout dans 1'eau distillée.
Le sélénite de sodium est administré aux rats par voie orale a raison de 3
mg/kg de poids corporels chaque jour pendant 21 jours.

Groupe 3 : rats traités par l'arsénite de sodium NaAsO: dissout dans l'eau
physiologique. L’arsénite de sodium est administré aux rats par injection
intrapéritonéale a raison de 5,55 mg/kg de poids corporel chaque jour.

Groupe 4 : rats traités par 'arsénite de sodium NaAsO: avec la méme dose que celle
du groupe 3 avec la supplémentation quotidienne par voie orale en sélénite
de sodium Na>OsSe a raison de 3 mg/kg de poids corporel pendant 21 jours.

4.2. Expérimentation 2

Dans la deuxieme expérimentation les 28 rats agés de 3-4 mois, d'un poids vif entre
de 210-240 g, ont été répartis équitablement en 4 groupes, ot le 2¢éme et e 4¢me groupes
sont premiérement prétraités par 3,3 ml/kg de poids corporel d"huile de lentisque par
contre, le 1¢r et 3¢me groupes ont recu un régime standard pendant 14 jours.

Apreés 14 jours de prétraitement les 4 groupes sont poursuivi le traitement comme suit :

Groupe 1 : rats témoins ont requ une eau physiologique par injection intra- péritonéale.

Groupe 2 : rats traités par 'huile de Pistacia lentiscus (PLo) a raison de 3,3 ml/kg de
poids corporel. L'huile de Pistacia lentiscus est administrée aux rats par
gavage chaque jour pendant 21 jours.

Groupe 3 : rats traités chaque jour pendant 21 jours par 1’arsénite de sodium (NaAsOy)
par injection intrapéritonéale a raison de 5,55 mg/kg de poids corporel.

Groupe 4 : rats traités par la combinaison de 5,55 mg/kg PC d’arsénite de sodium
plus 3,3 ml/ kg PC d’huile de Pistacia lentiscus (PLo + NaAsOz) chaque jour
pendant 21 jours.
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5. Sacrifices et prélévements des organes
5.1. Prélévement sanguin

A la fin de période de traitement, que ce soit pour la premiere ou la deuxiéme
expérimentation, les groupes sont sacrifiés (par décapitation), le sang est
immédiatement recueilli dans deux tubes polyéthylenes étiquetés. L'un contient
I'anticoagulant EDTA et I'autre étant sec, ce dernier est centrifugé a 3000 tours/min
pendant 15 minutes, le sérum obtenu a été stocké au congélateur a - 20°C jusqu’a
I'analyse. Alors que les tubes a EDTA sont immédiatement transportés dans une

glaciere au laboratoire d’analyse pour déterminer la formule de numération sanguine

(FNS).

5.2. Prélévement des organes

Les animaux sacrifiés ont été ouverts ventralement pour le préléevement de certains
organes :
e Le cceur et les testicules ont été pesés puis stockés au congélateur pour le dosage

des parametres du stress oxydant.

e Le foie et les reins ont été stockés selon deux méthodes : la moitié au congélateur
pour le dosage des parametres du stress oxydant, et 'autre moitié fixée dans le

formol afin de réaliser des coupes histologiques.

Les Figures 13 et 14 schématisent les différentes étapes des protocoles réalisés dans

les deux expérimentations.
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Figure 13. Schéma récapitulatif de la premiere expérimentation
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Figure 14. Schéma récapitulatif de la deuxieme expérimentation.
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6. Méthodes de dosage des paramétres biochimiques
Le dosage des parametres biochimiques est réalisé par des kits fournis par

Spinreact, Espagne.

6.1. Protéine totale

Les liaisons peptidiques réagissent avec les sulfates de cuivre en milieu alcalin
formant une coloration violette (bleu-violet) dont lintensité mesurée a 550 est
proportionnelle a la quantité de protéines présentes dans le milieu.

Mode opératoire

Blanc Etalon Echantillon
Réactif (ml) 1.0 1.0 1.0
Etalon (pl) - 25 -
Echantillon (pl) - - 25

Meélanger, incuber pendant 5 min a 37° C, ou 10 min a une température ambiante. Lire
les densités optiques des échantillons et de 1’étalon contre le blanc a 550 nm.
La concentration des protéines totales est calculée par la formule suivante :

Protéine totale (g/l) = DOt x concentration de I étalon ( 70 g/l).

étalon

6.2. Dosage d’albumine

L’albumine réagit avec le vert de bromocrésol (BCG), pour former un complexe
coloré. Le pH du milieu est maintenu a 4.2 par le tampon. Apres l'incubation,
I'absorbance du mélange est mesurée a 628 nm.

Mode opératoire

Blanc Etalon Echantillon
Réactif (ml) 1 1 1
Etalon (pl) - 5 -
Echantillon (pl) - - 5

Mélanger, incuber pendant 5 min a 379 C. Lire les densités optiques contre le blanc a

628 nm. La concentration d’albumine est calculée par la formule suivante :
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Albumine (¢l) = DOuaniin x concentration de I'étalon (50 g/l)

étalon
6.3. Dosage de l'activité catalytique d’aspartate aminotransférase

L’aspartate aminotransférase (AST) appelée aussi 1'oxaloacétate de glutamate
(GOT) catalyse le transfert réversible d'un groupe aminé a partir de l'aspartate au a-
cétoglutarate formant le glutamate et I'oxaloacétate. L'oxaloacétate est réduit au malate

par la malate déshydrogénase (MDH) et le NADH,H*.

Aspartate + a — cétoglutarate i Oxaloacétate + glutamate
Oxaloacétate+ NADH+ H" M) Malate + NAD"
Mode opératoire

Réactif de travail (ml) 1.0

Echantillon (ul) 100

Meélanger, incuber pendant une minute. Lire a 340 I'absorbance initiale et démarrer le
chronometre simultanément. Lire a nouveau apres 1, 2 et 3 minutes.
L’activité enzymatique d’ASAT calculée par la formule suivante :

ASAT (UI/L)= AA/min x 1750

6.4. Dosage de l'activité catalytique d’alanine aminotransférase

Le principe est présenté selon la réaction suivante :

L —alanine + o —cétoglutarate L Pyruvate+ glutamate
Pyruvate + NADH+H" ﬁ—) L —lactate + NAD"

La diminution de la concentration en NADH est directement proportionnelle a
I'activité enzymatique d’alanine aminotransférase dans I'échantillon.

Mode opératoire

Réactif de travail (ml) 1.0

Echantillon (ul) 100

Meélanger, incuber pendant une minute a température ambiante et lire I'absorbance
initiale a 340 nm. Lire a nouveau apres 1, 2 et 3 minutes. Déterminer la moyenne des

absorbances par minutes (A Abs/min) pour l'utiliser dans les calculs.
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La concentration d’alanine aminotransférase est calculée par la formule suivante :

ALAT (UI/L) = AA/min x 1750

6.5. Dosage de I’activité catalytique de la phosphatase alcaline
La phosphatase alcaline catalyse 'hydrolyse de p-nitrophényl phosphate a pH 10.4

pour donner le p-nitrophénol et le phosphate, selon la réaction suivante :

P - nitrophénylphosphate+ H,O i P - nitrophénd + phosphate.

2
La formation de p-nitrophénol est mesurée photométriquement, ou elle est
proportionnelle a I’activité catalytique de la phosphatase alcaline dans 1"échantillon.

Mode opératoire

Réactif de travail (ml) 1.2
Echantillon (pl) 20

Meélanger, incuber pendant une minute. Lire a 405 ’absorbance initiale et démarrer le
chronometre simultanément. Lire a nouveau apres 1, 2 et 3 minutes. Déterminer la
moyenne des absorbances par minutes (A Abs/min) pour 'utiliser dans les calculs.
Pour estimer l'activité enzymatique de la PAL, la formule suivante a été utilisée

PAL (UI/L) = A DO/min x3300.

6.6. Dosage de la bilirubine totale

La bilirubine réagit avec l'acide sulfanilique diazoté a pH acide pour produire
I'azobilirubine. Cette réaction est instantanée avec la bilirubine directe (la bilirubine
conjuguée), par contre avec la bilirubine totale (bilirubine non conjuguée) elle
nécessite la solubilisation par le diméthylsulfoxide (DMSO). L’intensité de la
coloration est proportionnelle a la concentration de la bilirubine dans 1'échantillon.

Mode opératoire

Blanc BL totale
Réactif 1: BL totale (ml) 1.5 1.5
Réactif 2 : (pl) - 50
Echantillon/calibrant (pl) 100 100
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Mélanger et lire la densité optique apres 5 minutes d’incubation a une longueur d’onde
555 nm.
La concentration de la bilirubine est calculée par la formule suivante :

Bilirubine totale (mg/dl) = DOcchanita

étalon calibrant

—-ADO,,. .. . ) ]
Dbgnmha"“"m x concentration de calibrant

blanc calibrant

6.7. Dosage de la créatinine

L’essai est basé sur la réaction de la créatinine avec acide picrique : c’est la réaction
de JAFFE. La créatinine réagit avec le picrate alcalin pour donner un complexe coloré,
mesuré dans un intervalle de temps défini et proportionnel a la concentration en
créatinine de 1’échantillon.

Mode opératoire

Blanc Etalon Echantillon
Réactif de travail (ml) 1.0 1.0 1.0
Etalon (pl) - 100 -
Echantillon (pl) - - 100

Meélanger, déclencher le chronometre. Lire a 492 nm la densité optique (DO1) apres 30
secondes et la densité optique (DO2) apres 90 secondes.
La concentration de la créatinine est calculée selon la formule suivante :

s ADO,, .
Créatinine (mg/dl) = échantillon
(mg/dl) DO

ADO=(DO2-DO1)

-ADO
-ADO

blane» concentration de I' étalon (2 mg/dl)

étalon blanc

6.8. Dosage de l'urée

L'uréase hydrolyse I'urée en ammoniaque (NH3) et le dioxyde de carbone
(COy). Lion ammonium réagit avec 1'alpha-cétoglutarate en présence de la glutamate
déshydrogénase et du systeme NADH/NAD* servant l'indicateur, ou la diminution
de l'absorbance a 340 nm due a la transformation du NADH en NAD*, cette
diminution est directement proportionnelle a la concentration de l'urée dans

I’échantillon (Kaplan, 1984), selon les réactions ci-dessous :
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Uréase

Urée+H,0+2H" ————2NH, +CO,,.
2NH, + o~ cétoglutarate + NADH _GLDH | H,0+ NAD? + L — glutamate.
Mode opératoire
Blanc Etalon Echantillon
Réactif de travail (ml) 1.0 1.0 1.0
Etalon (pl) - 10 -
Echantillon (pl) - - 10

Mélanger, Lire les densités optiques de 1'échantillon et de 1'étalon aprés 30 secondes
(DO1) et apres 90 secondes (DO2) a 340 nm.
La concentration de I'urée est calculée par la formule suivante :

Urée (mg/dl) = AADSE’% x concentration de I'étalon (50 mg/dl)

ADO=(DO2-DO1)

étalon

6.9. Dosage du glucose

Le glucose est transformé par la glucose oxydase (GOD) en acide gluconique et
peroxyde d’hydrogene (H20z). Ce dernier, en présence de peroxydase (POD), oxyde
le chromogene incolore (4-aminophénazone) en un composé coloré en rouge-violet

(quinoneimine) selon les réactions suivantes :

—D—Glucose+0, +H,0 —GCE»Acide gluconique +H,0,.

H,O, + phénol+ 4 —aminophénazone ﬂ) Quinone+H,0.

Mode opératoire

Blanc Etalon Echantillon
Réactif de travail (ml) 1.0 1.0 1.0
Etalon (pl) - 10 -
Echantillon (pl) - - 10
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Mélanger, incuber pendant 10 min a 37° C, ou 15-20 min a une température ambiante.
Lire les absorbances des échantillons et de I’étalon contre le blanc réactif a 505 nm. La
coloration finale est stable au moins 30 minutes.

La concentration du glucose est calculée par la formule suivante :

Glucose (mg/dl) = % x concentration de I'étalon (100 mg/dl).

étalon

6.10. Dosage de cholestérol total

Le cholestérol présent dans les échantillons est déterminé selon les réactions suivant :

CHE

Ester de cholestérol + HO, —————— Cholestérol + acide gras
Cholestérol +0O, % 4 - Cholestérol + H,O,

2H,0, + Phénol + 4 - aminophenazone —Iﬂ) Quinonimine + 4H,0,

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

Mode opératoire

Blanc Etalon Echantillon
Réactif de travail (ml) 1 1 1
Etalon (pl) _ 10 _
Echantillon (pl) _ _ 10

Meélanger, incuber pendant 5 min a 37°C ou 10 min a une température ambiante. Lire
les densités optiques des échantillons et de 1'étalon contre le blanc a 505 nm.

La concentration de cholestérol est calculée par la formule suivant :

Cholestérol (mg/dl) = DOt x concentration de I' étalon (200 mg/dl).

étalon

6.11. Dosage de triglycérides

L’hydrolyse des triglycérides par la lipoprotéine lipase libére le glycérol plus des
acides gras .Le glycérol est converti en présence de la glycérol kinase et ATP en
glycérol-3-phosphate (G3P) et adénosine-5-diphosphate (ADP). Glycérol-3-phosphate
(G3P) est converti en dihydroxy acétone phosphate (DAP) et peroxyde d’hydrogéene
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par la glycérol phosphate déhydrogénase (GPO). Le peroxyde d’hydrogene H>O>
réagit avec le 4-aminophénazone (4-AD) et p-chlorophénol en présence de peroxydase

(POD), pour donner un complexe coloré:

Triglycérides +H,O L Glycérol + acides gras

Glyceérolkinase

Glycérol + ATP > G3P+ ADP

G3P +0, _GPO,  pAP+H,0,

H,O, +4- Aminophenazone ﬂ Quinone + H,0.

Mode opératoire

Blanc Etalon Echantillon
Réactif de travail (ml) 1 1 1
Etalon (pl) _ 10 _
Echantillon (pl) _ _ 10

Mélanger, incuber pendant 5 min a 37°C ou 10 min a une température ambiante. Lire
les densités optiques des échantillons et de I'étalon contre le blanc a 505 nm.
La concentration des triglycérides est calculée par la formule suivant :

Trigly cérides (mg/dl) = DO x concentration de I'étalon (200 mg/dl).

étalon

7. Dosage des parametres du stress oxydant
7.1. Préparation de ’homogénat

Un gramme de chaque tissu (foie, reins, testicules ou cceur) est homogénéisé
dans le TBS (Tris 50 mM, NaCl 150m M, pH 7.4). Aprés homogénéisation des tissus on
a procédé a une centrifugation de la suspension cellulaire (9000 trous/min, - 4°C, 15
min), puis les surnageants obtenus sont aliquotés dans des tubes eppendorfs puis
conservés a - 20°C en attendant d’effectuer les dosages des parametres du stress

oxydatif.
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7.2. Dosage des protéines
La concentration de protéines est déterminée selon la méthode de Bradford

(1976) qui utilise le bleu de Coomassie comme réactif. Ce dernier réagit avec les
groupements amines (-NHz) des protéines pour former un complexe de couleur bleu.
(L’apparition de la couleur bleue reflete le degré d’ionisation du milieu acide et
l'intensité correspond a la concentration des protéines).
Pour cela, nous avons procédés aux étapes suivantes :

v Prélever 0.1 ml de 'homogénat ;

v' Ajouter 5 ml du bleu de Coomassie ;

v' Agiter et laisser reposer 5 minutes ;

v Lire a 595 nm les densités optiques contre le blanc.

La concentration des protéines est déterminée par comparaison a une gamme étalon
d’albumine sérique bovine (1lmg/ml) préalablement réalisée dans les mémes

conditions (voir fig.15).

8 0,7 -
y = 0,6614x + 0,0046
0,6 - R? =0,9992

0,5
0,4
0,3
0,2

0,1

0

BSA (mg)

Figure 15 : Gamme d’¢talonnage utilis¢e (BSA 1mg/ml) pour le dosage des protéines.
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7.3. Dosage de malondialdéhyde

Le dosage demalondialdéhyde (MDA) est réalisé selon la méthode
d’Esterbaueret al. (1992). Le principe de ce dosage est basé sur la condensation de
MDA en milieu acide et a chaud avec I'acide thiobarbiturique (Fig. 16), pour former
un pigment (rose). Ce chromogene peut étre donc mesuré par spectrophotométrie

d’absorption a 530 nm.

Mz ndialdé hyde Acida thiobarbitunque
(MDA) (TBA)
.\/N OH  Ho NYsH
N /N
OH OH

Dérivé MDA-(TBA)a

Figure 16. Réaction du dialdéhyde malonique avec I’acide thiobarbiturique.

La procédure expérimentale du dosage, est la suivante :
v' Prélever 375 ul de I'nomogénat (surnageant) ;
v" Ajouter 150 pl de la solution tampon TBS (Tris 50 mM, NaCl 150 mM pH 7.4) ;
v" Ajouter 375 ul de la solution TCA-BHT (TCA 20%, BHT 1%) ;
v" Vortexer et Centrifuger a 1000 tours/min pendant 10 min;
v Prélever 400 pl du surnageant ;
v' Ajouter 80 ul du HC10.6 M ;
v" Ajouter 320 pl de la solution Tris-TBA (Tris 26 mM, TBA 120mM) ;
v Mélanger et incuber au bain marie a une température de 80°C pendant 10

minutes.

La densité optique a été enregistrée a A = 530 nm. L’absorbance est directement

proportionnelle a la quantité de MDA formé, donnant ainsi une évaluation précise des
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lipides peroxydés. La concentration de MDA est calculée selon la formule suivante :

DO.10°

C (nmol/mg protéing)= ————
( P ) e.L.yx.Fd

e C: Concentration en nmoles/mg de protéines.

DO : Densité optique lue a 530 nm.
E : Coefficient d’extinction molaire du MDA =1.56 105> M1 cm-.
L : Longueur du trajet optique = 0.779 cm.

X : Concentration de I'extrait en protéines (mg/ml).
e Fd:Facteur de dilution : Fd = 0.2083.

7.4. Dosage du glutathion
Le dosage du glutathion (GSH) est réalisé selon la méthode de Weekbeker et Cory

(1988). Le principe de ce dosage repose sur la mesure de 1'absorbance optique de
'acide 2-nitro-5-mercapturique qui résulte de la réduction de l'acide 5,5 dithio-bis-2-
nitrobenzoique (DTNB) par les groupements (-SH) du glutathion. Pour cela on réalise
une déprotéinisation afin de garder uniquement les groupements (-SH) spécifique du
glutathion.
La procédure expérimentale du dosage de glutathion est la suivante :

v' Prélever 0.8 ml de 'homogénat ;

v' 0.2 ml de la solution d’acide salicylique (0.25%) ;

v' Agiter et laisser pendant 15 minutes dans un bain de glace ;

v Centrifuger a 1000 tours/min pendant 5 min ;

v Prélever 0.5 ml du surnageant ;

v" Ajouter 1 ml du tampon Tris- EDTA, pH 9.6 ;

v Mélanger et ajouter 0.025 ml de I'acide 5,5 dithio-bis-2-nitrobenzoique (DTNB) a

0.01 M.

Laisser pendant 5 min a une température ambiante et lire les densités optiques a 412
nm contre le blanc réactif.
La concentration du glutathion est obtenue par la formule suivante :

DO x 1 x 1,525

GSH (nmol GSH/ mg protéine) = —
13100x0,8x0,5x mg protéine

Impact du sélénium sur la cytotoxicité induite par Uarsenic chez le rat de la souche Wistar : | 55
Exploration des effets protecteurs de Pistacia lentiscus



PARTIF PRATIQUF MATERIEL ET METHODES

DO : Densité optique.

1 : Volume total des solutions utilisées dans la déprotéinisation (0.8ml homogénat
+ 0.2 ml de I'acide salicylique).
*= 1.525: Volume total des solutions utilisées dans le dosage du GSH au niveau du
surnageant (0.5 ml surnageant+1 ml Tris + 0.025 ml DTNB).
* 13100 : Coefficient d’absorbance du groupement -SH a 412 nm.
* 0.8 :Volume de '’homogénat.

* 0.5 :Volume du surnageant.

7.5. Dosage des métallothionéines

Les métallothionéines (MTs) sont mesurés selon la méthode de Viarengo et al. (1997)
modifiée par Petrovic et al. (2001). La technique consiste a évaluer le nombre des
groupements SH en utilisant le GSH comme une référence.
L’extraction tissulaire a été préparé de la fagon suivante, 1 g de chaque organe (Foie,
reins et cceur) est homogénéisé en présence de 3 ml de tampon d’homogénéisation (20
mM Tris-HCI, 0,01% [ mercaptoéthanol pH 8,6), puis centrifugé a 30.000 g pendant

20 minutes a froid pour récupérer le surnageant.

Dans des tubes eppendorfs, on introduit dans I'ordre :
v 0.5 ml de cytosol (surnageant) ;
v" 0.525 ml d’éthanol absolu maintenu a - 20 °C ;
v" 40 pl de chloroforme maintenu a - 20 °C ;
On agite au vortex puis on centrifuge a 6000 g pendant 10 minutes a - 4 °C. Ensuite
on récupere le surnageant et on lui ajoute dans 1'ordre :
v 20l HC137 % ;
v 50 ul ARN (1 mg/ ml) ;
v" 2910 pl éthanol a - 20 °C;
On garde les tubes 1 h a - 20°C puis on centrifuge a 6000 ¢ pendant 10 minutes a -
4°C. On jette le surnageant et on lave le culot avec 1 ml de la solution de lavage (87%
éthanol a - 20 °C, 1% chloroforme et 12% tampon d’homogénéisation). On centrifuge
a 6000 g pendant 10 minutes a froid, on jette le surnageant et on seche le culot a I'air

libre.
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On dissout le culot dans 150 ul NaCl 0.25 M, on agite au vortex et on ajoute 150 pl
EDTA/HCI (IN HCI, 4 mM EDTA).

On agite au vortex jusqu’a la dissolution complete, puis on ajoute 4.2 ml de DTNB (0.43
mM) dans chaque tube, ensuite on centrifuge a 3000 ¢ pendant 5 minutes.

Lire les densités optiques des échantillons a 412 nm.

Une gamme d’étalon de 0 a 500 pg de GSH est réalisée. Elle servira au tragage de la
courbe d’étalonnage et a la détermination de la masse de GSH et par la suite on peut
déterminer la concentration des métallothionéines exprimée en pg/g d’organe, selon
la formule suivante :

GSH (pg) x 8600

CMTS) = 3573% 21 x pf(g)

e 8600 : masse molaire de MTs.
e 307,3 : masse molaire de GSH.
e Pf:poids frais de I'organe.
e 21 :nombre de groupements SH par molécule de MTs.
Les teneurs en MTs sont quantifiés en utilisant une gamme étalon de 0 a 500 pg de

GSH (Fig. 17).

8 0,6 -
y =0,001x + 0,0211
0,5 R2=0,9917

T 1

0 100 200 300 400 500 600
GSH (ug)

Figure 17. Courbe standard de GSH exprimé en pg pour le dosage des métallothionéines.
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7.6. Dosage de l’activité enzymatique de la glutathion peroxydase (GPx)

L’activité enzymatique de la GPx a été mesurée par la méthode de Flohe et
Gunzler (1984). Cette méthode est basée sur la réduction de peroxyde d’hydrogene
(H202) en présence de glutathion réduit (GSH), ce dernier est transformé en (GSSG)

sous l'influence de la GPx selon la réaction suivante :

H,0, + 2GSH —>GSSG + 2H,0.

Pour cela que, nous avons procédé aux étapes suivantes :
v' Prélever 0,2 ml de 'homogénat (surnageant) ;
v' Ajouter 0,4 ml de GSH (0,1 mM) ;
v" Ajouter 0,2 ml de la solution tampon TBS (Tris 50 mM, NaCl 150 mM pH 7.4 ;
v" Incuber au bain marie a 25°C, pendant 5 min ;
v' Ajouter 0,2ml de H>O: (1,3 mM) pour initier la réaction, laisser agir pendant 10
minutes ;
v" Ajouter 1 ml de TCA (1%) pour arréter la réaction ;
v" Mettre le mélange dans la glace pendant 30 minutes ;
v Centrifuger durant 10 minutes a 3000 tours /minutes ;
v' Prélever 0,48 ml du surnageant ;
v' Ajouter 2,2 ml de la solution tampon TBS ;
v" Ajouter 0,32 ml de DTNB (1,0 mM) ;

v Mélanger et aprées 5 minutes lire les densités optiques a 412 nm ;

La détermination de l’activité enzymatique de la GPx se fait a 'aide de la formule

suivante :

(DO Echantillon — DO Etalon) x 0,04 N 5
DO Etalon mg protéine

GPx (umol GSH/mg protéine) =

* DO ¢hantillon : Densité optique de 1’échantillon.
* DO ¢talon : Densité optique de I'étalon.

* 0,04: Concentration de substrat (GSH).
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7.7. Dosage de l’activité de glutathion-s-transférase (GSTs)

La mesure de l'activité des GST, consiste a fournir a I’enzyme un substrat en
général le 1-chloro, 2.4-dinitrobenzéne (CDNB), qui réagit facilement aux nombreuses
formes de GST et du glutathion. La réaction de conjugaison de ces deux produits

entraine la formation d’une nouvelle molécule qui absorbe la lumieére a 340 nm.

La méthode utilisée dans cette étude pour doser les GSTs est celle de Habig et al.
(1974) ; celle-ci consiste a faire agir les GSTs contenues dans 'homogénat sur un
mélange (GSH + CDNB) a une température de 37°C et a un pH de 6,5. La variation de
la densité optique, due a I'apparition du complexe GSH-CDNB, est mesurée pendant

1 minute durant 5 minutes a une longueur d’onde de 340 nm.

Réactifs Blanc (ul) Essai (ul)
* Tampon phosphate (0.1M) pH 6.5 850 830
= CDNB (0.02M) 50 50
= GSH (0.1M) 100 100
* Homogénat - 20

La valeur de la densité optique du blanc (conjugaison spontanée du substrat) a été
ensuite retranchée a la valeur de chaque essai afin de mesurer la variation due
uniquement a l’activité de I’'enzyme.

La concentration de la GST est obtenue par la formule suivante :

(DO échant/min — DO blanc/min)
9,6 x mg de protéine

GST (nmol GST/min/mg protéine) =

. Do : Densité optique de I'échantillon /min.
. Do/min blanc : Densité optique du blanc /min

. 9.6 : Coefficient d’extinction du GSH-CDNB exprimé en mM. Cm.
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7.8. Dosage de l'activité enzymatique de la catalase (CAT)
La CAT est dosée selon la méthode d”Aebi (1984). La mesure de I'activité catalytique
a 240 nm est basée sur la variation de la densité optique consécutive a la dismutation

d’H,0, selon la réaction suivante :

2H,0,—AT ,oH,0+0,

Les absorbances sont lus apres 15 secondes de délai et durant 60 secondes de mesure.

Réactifs Zéro (ul) Blanc (ul) Essai (ul)
* Tampon phosphate (100 mM) pH 7.4 1000 800 780
* H>O2 (500 mM) - 200 200
* surnageant - - 20

L’activité catalytique est calculée selon I'équation suivante :

ADO
Activité CAT (umoles d’'H,O, /min/mg de protéine)= XX <Fd Avec:

ADO : Variation de la densité optique par minutes.
e : Coefficient d’extinction d’"H,O, (0,043 mM™cm™).

v

v

v' 1:Largeur de la cuve.

v X:Quantité de protéines en mg/ml.
v

Fd : Facteur de dilution pour le H,O: dans la solution tampon

7.9. Dosage de l’activité enzymatique de la superoxyde dismutase (SOD)

La méthode de dosage de l'activité SOD par le test NBT est basée sur la
photoréduction du complexe riboflavine/méthionine qui génere des anions
superoxydes. L’oxydation du NBT par 'O, " est utilisée comme base de détection de
la présence de SOD. Dans un milieu aérobie ; le mélange riboflavine, méthionine et
NBT donne une coloration bleuatre. La présence de SOD inhibe I'oxydation du NBT
(Byer et Fridovich, 1987). Dans un milieu réactionnel d’EDTA (0,1 mM), Met (13 mM)),
tampon phosphate (50 mM, pH 7,8), NBT (75 uM) et riboflavine (2 uM) ; les
absorbances des échantillons sont mesurées a 560 nm apres une calibration obtenue

par le blanc.
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Réactifs Blanc (ul) Essai (ul)
EDTA-Met (0,1 mM, 13 mM) 1000 1000
Tampon phosphate (50 mM) pH 7,8 1000 1000
Echantillon - 50
Tampon phosphate 1000 950
NBT (75 uM) 85,2 85,2
Riboflavine (2 uM) 22,6 22,6

L’activité SOD = % d’inhibition /mg de protéine.
Y—([DOB_DOEX 0 20
B DO B mg protéine/ml

) X facteur de dilution

50 ul d’échantillon prélevé 2 1000 pl

Une unité SOD correspond a la quantité de protéines qui induit 50% d’inhibition.
Y - 1mg de protéine

50 - 50/Y mg de protéine

Y c’est le pourcentage d’'inhibition/ mg de protéine

50/Y mg de protéines — Correspond a une unité de SOD.

1x1
1 mg de protéines — Correspond a :

50/Y = Y/50 unité de SOD/mg de protéine.

Donc : Activité spécifique SOD =Y/50 unité de SOD/mg de protéine

8. Etude histologique
Les coupes histologiques ont été réalisées a 1’hopital d’Ibn Roched d”Annaba,
Service de 1’Anatomie Pathologique. La technique utilisée est celle décrite par

(Houlod, 1984) qui comporte les étapes suivantes :

> Fixation : La fixation des échantillons a été faite dans formol
Les prélevements réalisés sont alors mis dans des cassettes spéciales a parois tournées

afin de permettre le passage des liquides.
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» Déshydratation des échantillons
Au début, il faut déshydrater les échantillons a 1'aide d"un appareil automatique
qui permet le passage automatiques et progressif des échantillons dans des bains

d’éthanol de concentration croissante (70, 95 et 100%).

> L’inclusion et réalisation des blocs

Les pieces sont alors plongées dans des bains de paraffine liquide.
Les tissus étant maintenu et imbibés de paraffine, viennent alors I'étape de 1'enrobage
qui consiste a inclure le tissu imprégné dans un bloc de paraffine qui, en se solidifiant,
va permettre sa coupe. Cette opération fait appel a des appareils « dits a inclusion »
refermant un réservoir de paraffine maintenue a l'état liquide par un systeme de
chauffage, un petit robinet et une plaque métallique réfrigérée pour obtenir la
solidification rapide du bloc de paraffine contenant le tissu.
La réalisation des coupes minces de quelques microns (5 pm en moyenne) est possible
grace a des appareils spéciaux appelés « Microtomes ».
Ces coupes sont étalées sur des lames porte-objet, déplissées et fixés sur la lame par

l'utilisation d"une eau gélatineuse chauffée.

> La coloration

Pour la coloration, on a utilisé la technique a 1"'Hématoxyline-Eosine ou
(Hématéine-Eosine) ; qui nécessite la présence de 1l’alcool acide (100 ml d’alcool
éthylique a 70% + 50 ml d’acide HCl), eau ammoniacale (100 ml d’eau distillée + 2 ml
Ammoniaque) et solution d"Eosine (100 ml Eosine solution aqueuse a 3%, 125 ml alcool
éthylique a 95%, 375 ml d’eau distillée et 2 gouttes d’acide acétique). La coloration

suive les étapes suivantes :

v' déparaffiner et hydrater les lames a I'eau du robinet puis rincer a l'eau
distillée.
v immerger dans un bain d’"Hématoxyline de Harris (15 minutes) qui colore

en bleu violacée les structures basophiles (noyaux).
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v' différencier les coupes dans l'alcool acide (1 a 2 plongées) ; déposer ensuite
les lames dans un bain d’eau du robinet et vérifier la différenciation au
microscope.

v" bleuir dans un bain d’eau ammoniacale.

v immerger dans un bain d’Eosine (15 secondes a 2 minutes) qui colore en rose
les structures acidophiles (cytoplasme). Tous ces bains sont séparés par des

lavages a 1’eau du robinet.

Les préparations ensuite ont été séchées puis observées au microscope optique et

photographiées a I'aide d"un appareil photo.

9. Traitement statistique des résultats

Les résultats ont été représentés sous forme de moyenne plus ou moins (Moy +
SEM) I'écart type moyen, la comparaison entre les différents groupes est effectuée
apres une analyse de la variance (ANOVA), les moyennes sont comparées par un test
t de Student.
L’analyse statistique des données a été réalisée grace au logiciel MINITAB (Version
13.31).
Les différences sont considérées comme :
* Significatives lorsque (P < 0,05).
* Hautement significative comparant au témoin (P < 0,01).

* Tres hautement significative comparant au témoin (P < 0,001).
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II. Résultats de la premiére expérimentation
1. Etude pondérale
1.1. Action sur la croissance corporelle

Nos résultats montrent une diminution significative (P < 0,05) de poids corporel
et une baisse du gain de poids chez le lot traité par 1’arsénite de sodium (- 12,60%) par
rapport au groupe témoin, tandis que, on n’enregistre aucune différence significative
du poids corporel chez les lots traités par le sélénite de sodium et par la combinaison ;
sélénite de sodium /arsénite de sodium comparant aux rats témoins (voir tab. 7, fig.

18).
1.2. Action sur le poids relatif de certains organes

Nous avons suivi la variation des poids absolu (PA) et relatif (PR) des organes
suivants ; le foie, les reins et les testicules chez les rats témoins et les rats recevant le

sélénium, 'arsenic ou 'arsenic/sélénium.

Les résultats obtenus montrent qu’il y a une augmentation tres hautement
significative (P < 0,001) de poids relatif de foie et une augmentation significative (P <
0,05) de poids relatif des reins chez le groupe traité par I’arsénite de sodium comparant
au groupe témoin, par contre chez le groupe traité par la combinaison
l’arsenic/sélénium on note une augmentation significative (P < 0,05) de poids relatif
de foie et aucune variation significative de poids relatif des reins comparant au groupe
témoin. Concernant le poids relatif des testicules, I'analyse statistique ne montre
aucune variation statistiquement significative chez tous les groupes traités (tab. 7 ; fig.

19).
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Tableau 7. Variation de poids corporel PC (g) et de poids relatif PR (g/100 g de poids
corporel) des organes (Foie, reins et testicules) chez les rats témoins et traités par le
sélénite de sodium, l'arsénite de sodium et a la combinaison (I'arsénite de

sodium/sélénite de sodium).

Lots expérimentaux

Parametres
Témoin Sélénium Arsenic Arsenic/Sélénium
Poids initial (g) 287,14 +25,31 | 287,5+18,77 287,85 + 25,30 286,42+ 14,89
Poids final (g) 334,29 +26,53 | 312,5+ 14,69 292,14 +18,16* 309,28 + 19,38
% - -6,51 % -12,6 % -7,48 %
Gain de poids (g) +47,15 +25 +4,29 +22,86
Poids relatif du foie 2,79+£0,13 291 £0,12 3,59 +0,38*** 3,09 £0,20*% #
% - +4,30% +28,67% +10,89%
Poids relatif des reins 0,58 + 0,03 0,60 +0,03 0,71 +0,08* 0,60 +0,01#
% - +3,44 % +22,41% +3,44 %
Poids relatif des testicules 0,92 +0,14 1,03 + 0,04 1,04 + 0,09 1,05 + 0,09
% - +11,95% +13,04% +14,13%

Différence significative comparant au groupe témoin : *P <0,05 ; ***P < 0,001.

Différence significative comparant au groupe traité par I'arsenic : #P < 0,05; ##p <0.01.
p : Seuil de signification.
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Figure 18. Variation de poids corporel en (g) des rats témoins et traités par le sélénite de sodium,
I'arsénite de sodium et a la combinaison (I'arsénite de sodium/sélénite de sodium) apres 21

jours de traitement.

Poids relatif (g/100mg Pc)

0,00

4,50 -
4,00 -
350 -
3,00 -
2,50 -
2,00 -
1,50 -
1,00 -
0,50 -

FOIE

k%

Te

Se

As

*, 8

2
|
i

Se+As

Poids relatif (g/100mg Pc)

0,90
0,80
0,70
0,60
0,50
0,40
0,30
0,20
0,10
0,00

REINS

Te Se

As Se+As

Poids relatif (g/100mg Pc})

L~ =
~ =N 0 = ]
S S S =] S

o
1
=}

o
=}
=3

TESTICULES

Te

Se+As

Figure 19. Variation du poids relatif de certains organes (Foie, reins et testicules) en g/100 g Pc
chez les rats témoins et traités par le sélénite de sodium, I’arsénite de sodium et a la combinaison
(I'arsénite de sodium/sélénite de sodium) apres 21 jours de traitement.
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2. Etude de quelques parameétres hématologiques

Le tableau 8 résume quelques parametres hématologiques des rats témoins et

traités apres 21 jours de traitement.

Nos résultats révelent que le traitement par 1’arsénite de sodium provoque une
diminution hautement significative (P < 0,01) des globules rouges (- 18,53%) et
d’hémoglobine (- 18,86%) et une diminution tres hautement significative (P < 0,001)
d’hématocrite (- 20,96%) et significative (P <0,05) du volume globulaire moyen (- 4%)
comparant au groupe témoin, par ailleurs on note, une diminution significative (P <
0,05) des globules rouges, d’hémoglobine, d’hématocrite et aucune différence
significative de volume globulaire moyen chez les rats traités par le mélange

sélénium/arsenic comparant au lot témoin.

De plus, les analyses statistiques montrent qu’il n'y a pas eu de variations
significatives de CCMH et TGMH chez tous les groupes traités comparativement aux

témoins (Voir tab. 8 ; fig. 20).
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Tableau 8.Variation de quelques parameétres hématologiques chez les rats témoins et
les traités ; par le sélénite de sodium, I'arsénite de sodium et a la combinaison
(I'arsénite de sodium/sélénite de sodium) apres 21 jours de traitement.

Les lots expérimentaux

Parametres
Témoin Sélénium Arsenic Arsenic/ Sélénium
Globules blancs (x103/ul) 6,87 +1,31 6,05+ 0,45 6,95 +1,28 12,29 +1,42%%*###
% _ -11,93% +1,16% +78,89%
Globules rouges (x106/pul) 9,12 +£0,29 9,08 +0,15 743 +0,71** 8,41 +0,34*#
% _ -0,43% -18,53% -7,78%
Taux d’hémoglobine (g/dl) | 16,27 £0,71 15,74+0,44 13,2 £1,6%* 14 27 £1,20*
% _ -3,25% -18,86% -12,29%
Taux d’hématocrite (%) 48,33 +2,51 45,42+1,91 38,2 +4,62%** 41,57 +4,13*
% _ -6,02% -20,96% -13,98%
VGM (fl) 53,87 £1,00 52,22+0,57 51,71 £ 0,95% 52,25 +1,53
% _ -3,06% -4,00% - 3,00%
TGMH (g/dl) 33,69 0,59 33,51+0,44 34,58 £0,77 33,95 +0,51
CCMH (pg) 18,16 £ 0,65 17,77+0,42 17,14 £0,33 17,74 £0,60
Différence significative comparant au groupe témoin : *P <0,05 ; *** P < 0,001.
Différence significative comparant au groupe traité par I'arsenic : #P < 0,05 ; #P < 0,01.
P : Seuil de signification.
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Figure 20. Variation des globules rouges (x10¢/pl),Taux d’hémoglobine (g/dl), Taux
d’hématocrite (%), VGM (fl), des globules blancs (x103/ul), Les plaquettes (x103/ul), TGMH (g/dl)
et CCMH (pg) chez les rats témoins et les traités ; par le sélénite de sodium, I'arsénite de sodium
et a la combinaison (I'arsénite de sodium/sélénite de sodium) apres 21 jours de traitement.
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3. Etude de quelques parametres biochimiques

Le tableau 9 et les figures (21, 22 et 23) montrent la variation de quelques parameétres

biochimiques des rats témoins et rats traités apres 21 jours de traitement.
3.1. Bilan hépatique
H Protéines totales et I’albumine

Nos résultats révelent que l'administration de l'arsénite de sodium a 5,55
mg/kg de poids corporel chez les rats provoque une diminution hautement
significative (P < 0,01) de la teneur plasmatique en protéines totales (- 19,22%) et en
albumine (- 12,88%). Par contre, chez les rats traités uniquement par le sélénite de
sodium et par la combinaison arsénite de sodium/sélénite de sodium, on n’enregistre

aucune différence significative comparant aux rats témoins.
1 Transaminases et la phosphatase alcaline

Le traitement des rats par l'arsénite de sodium induit une augmentation
hautement significative (P < 0,01) des transaminases ; TGO (+ 27,43%), TGP (+ 49,96 %)
et de la phosphatase alcaline (+ 69,82%) comparant au groupe témoin, et une
augmentation significative (P < 0,05) chez les rats traités par la combinaison Se/As et
aucune différence significative chez les rats traités uniquement par le sélénite de

sodium, toujours par rapport aux rats témoins.
B Bilirubine totale

L’administration du l'arsénite de sodium a 5,55 mg/kg de poids corporel chez
les rats induit une diminution significative (P < 0,05) de la concentration plasmatique
en bilirubine totale (- 32,98%). Tandis que, nos résultats ne montrent aucune variation
statistiquement significative chez les rats traités ; par le sélénium et par la combinaison

arsenic/sélénium comparativement aux rats témoins.
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3.2. Bilan rénal

Les résultats montrent une augmentation tres hautement significative (P <
0,001) du taux sérique en créatinine (+ 64,5%) et en urée (+ 45,02%) comparant au
groupe témoin. En revanche, on note une augmentation significative (P < 0,05) de
I'urée et la créatinine chez les rats traités par la combinaison l’arsénite de
sodium/sélénite de sodium, et aucune différence significative chez les rats traités par

le sélénium par rapport au lot témoin.
3.3. Bilan énergétique

D’apres les résultats obtenus on observe une augmentation significative (P <
0,05) de la concentration plasmatique en glucose chez le groupe traité par I’arsenic (+
15,85%) comparant au groupe témoin, tandis que, la comparaison avec les groupes
traités par le sélénium et par la combinaison As/Se ne présente aucune différence

significative.
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Tableau 9. Variation de quelques parametres biochimiques chez les rats témoins et les
traités; par le sélénite de sodium, l'arsénite de sodium et a la combinaison (I’arsénite
de sodium/sélénite de sodium) apres 21 jours de traitement.

Les lots expérimentaux
Parametres
Témoin Sélénium Arsenic Arsenic /Sélénium
Protéine totale (g/1) 73,2516,13 70,25 £+ 2,51 59,17 £ 2,89** 68,64 + 8,58 #
% _ -4,09% -19,22% - 6,29%
Albumine (g/1) 42,14 £2,45 41,14 £1,34 36,71 £2,12%* 383,71
% _ -2,37% -12,88% -9,82%
TGO (U/L) 102,57 £ 7,92 110 £ 6,28 130,71 £ 15,38** 115,85 + 7,34*
% _ +7,24% +27,43% +12,94%
TGP (U/L) 30,86 + 4,69 37 £2,85 46,28 + 6,81** 39,71 +4,69*%
% _ +19,89% +49,96% + 28,67 %
Phosphatase alcaline 132,57+413,76 | 145,14 £9,59 | 225,14 +44,97** 206,57 + 62,36*
(U/L)
% _ +9,48% +69,82% + 55,81%
Bilirubine totale 1,94 +0,39 1,86 £0,52 1,30 £ 0,22* 2,04 +0,29##
(mg/1)
% _ -4,12% -32,98% +5,15%
Créatinine (mg /dl) 0,60 £0,10 0,60+0,14 0,987 +0,09%** 0,76 £0,11%##
% _ 0% +64,5% + 26,66 %
Urée (mg/dl) 38,71 £5,10 39,85+ 3,83 56,14 +7,02%** 49,14 £ 6,97*
% _ +2,94% +45,02% +26,94%
Glucose (mg/dl) 122,57 +10,65 | 118,42+12,36 142 +13,42% 125,42 +17,79
% _ -3,38% +15,85% +2,32%

Différence significative comparant au groupe témoin : *P <0,05; **P < 0,01 ; ***P < 0,001.
Différence significative comparant au groupe traité par l'arsenic : #P < 0,05; #P < 0,01 ; ##P <
0,001.

P : Seuil de signification
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Figure 21. Variation de la concentration plasmatique des protéines totales, d’albumine (g/1), la
biluribine totale (mg/1) et I'activité enzymatique des transaminases et la phosphatase alcaline
(UI/L) chez les rats témoins et les rats traités ; par le sélénite de sodium, l’arsénite de sodium
et a la combinaison (I'arsénite de sodium/sélénite de sodium) apreés 21 jours de traitement.
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Figure 22. Variation de la concentration plasmatique en créatinine et 'urée (mg/dl) chez les
rats témoins et les traités ; par le sélénite de sodium, I'arsénite de sodium et a la combinaison

(I'arsénite de sodium/sélénite de sodium) apres 21 jours de traitement.
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Figure 23. Variation de la concentration plasmatique en glucose (mg/dl) chez les rats

témoins et les

traités ; par le sélénite de sodium, l'arsénite de sodium et a la

combinaison (I'arsénite de sodium/sélénite de sodium) apres 21 jours de traitement.
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4. Etude de quelques parametres du stress oxydant

Les parametres du stress oxydant (MAD, GSH, GPx et GST) dans les organes

(foie, reins et testicules) des rats traités et témoins apres 21 jours de traitement sont

présentés dans les tableaux 10 et 11.

Tableau 10.Variation de glutathion (nmol/mg prot) et de MDA (nmol/mg prot) dans
les organes (Foie, rein et testicule) chez les rats témoins et traités ; par le sélénite de
sodium, l'arsénite de sodium et a la combinaison (I'arsénite de sodium/sélénite de
sodium) apres 21 jours de traitement.

Les Les lots expérimentaux
Paramétres oreanes
5 Témoin Sélénium Arsenic Arsenic/Sélénium
Foie 0,40 £ 0,02 0,40 £ 0,02 0,53 +0,06%* 0,43 £ 0,03#
% _ 0% +32,5% +7,5%
I
2 Rein 0,87 +0,13 0,91 £0,06 1,27 £0,16** 0,93 £0,09##
< &0
D E (o) (o) 0, o)
s =~ %o _ +5,28% +49,42% +6,89%
=)
E Testicules 0,20+ 0,04 0,20 £0,04 0,21 £0,02 0,21 £0,03
% 0% +5% +5%
Foie 123,60+2,90 119,02+ 3,74 | 89,13 £ 6,06%** 108,45+ 10,16* ##
% _ -3,70% -27,88% -12,25%
S
a, Reins 100,24 £4,76 | 113,04£11,27 | 80,88 £4,22%** 93,36 + 5A47##
50
a E (o) o, (o) 0,
G % _ +12,76% -19,31% - 6,86%
o
E Testicules | 74,45 6,06 75,71+ 4,65 61,40 £ 2,50*** 68,29+ 4,86#
% _ +1,69% -17,52% -8,27%

Différence significative comparant au groupe témoin : *P <0,05; **P < 0,01 ; ***P < 0,001.
Différence significative comparant au groupe traité par l'arsenic : #P < 0,05; #P < 0,01 ; ##P <

0,001.

P : Seuil de signification.
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4.1. Malondialdéhyde (MDA)

D’apres les résultats obtenus (tab. 10 ; fig. 24) on observe une augmentation
hautement significative (P < 0,01) du taux de MDA dans les organes ; foie (+ 32,5%),
reins (+ 42,49 %) et aucune différence significative dans les testicules chez les rats traités
par 'arsénite de sodium par rapport aux rats témoins. tandis que les rats traités par le
sélénium et a la combinaison (arsénite de sodium/sélénite de sodium) ne montent
aucune variation significative du taux de MDA dans les organes, en comparant avec

le groupe témoin.

La co-adminitration de sélénium avec l'arsenic réduit significativement
I'augmentation de taux de MDA dans les organes étudiés (Foie, reins, coeur et
testicules) en comparant le groupe traité par (Se + As) avec le groupe traité uniquement

par l'arsenic.

4.2. Glutathion réduit (GSH)

Le traitement des rats par l'arsénite de sodium, a une dose de 5,55 mg/kg de
poids corporel pendant 21 jours, entraine une diminution tres hautement significative
(P <0,001) de la teneur cellulaire en glutathion dans les organes : foie (- 27,88%), reins
(- 19,31%) et testicules (- 17,52%). En revanche, en comparant avec le groupe témoi, on
enregistre une différence significative (P < 0,05) de la teneur hépatique en glutathion
(- 12,25%) et aucune différence significative dans les organes (reins et testicules) chez
les rats traités par la combinaison (arsénite de sodium/sélénite de sodium), et aucune
variation significative du taux de GSH dans les organes étudiés chez le groupe traité
uniquement par le sélénium. Cependant, la comparaison entre le groupe traité par (Se
+ As) et le groupe traité par uniquement par 1’As montre une augmentation
considérable du taux de GSH dans les organes étudiés (Foie, les reins et les testicules)

(tab. 10 ; fig. 25).

Impact du sélénium sur la cytotoxicité induite par 'arsenic chez le rat de la souche Wistar : I 76
Exploration des effets protecteurs de Pistacia lentiscus



PARTIF PRATIQUF RESULTATS

FOIE REINS
0,70 1,60 -
0,60 - 1,40
E E 1,20
[ [ b
0,50 + 7
g ' g 1,00
0,40 - = 1 - 1 T T
= S 080
0,30 4
E E 0,60
g 020 3 040 |
= =
0,10 - 0,20 -
0,00 - T 0,00 T T
Te Se As Se+As Te Se As Se+As
TESTICULES
0,30
0,25 -

MDA (nmol/mg protein)
<}
=
w

Te Se As Se+As

Figure 24. Variation de malondialdéhyde (nmol/mg prot) dans les organes (Foie, reins et
testicules) chez les rats témoins et traités par le sélénite de sodium, I'arsénite de sodium et a la
combinaison (I'arsénite de sodium/sélénite de sodium) apres 21 jours de traitement.
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Figure 25. Variation de la teneur cellulaire en glutathion (nmol/mg prot) dans les organes (Foie, reins
et testicules) chez les rats témoins et traités ; par le sélénite de sodium, l'arsénite de sodium et a la
combinaison (I'arsénite de sodium/sélénite de sodium) apres 21 jours de traitement.
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4.3. Glutathion peroxydase (GPx)

D’apres le tableau 11 et la figure 26 on constate que le traitement des rats par
'arsénite de sodium provoque une diminution hautement significative (P < 0,01) de
l'activité enzymatique de la glutathion peroxydase (GPx) dans les organes ; foie (-
21,05%), reins (- 16,15%) et une diminution significative (P < 0,05) dans les testicules (-
23,33%) en comparant au groupe témoin. En revanche, on n’enregistre aucune
différence significative de la GPx chez les rats traités ; par le sélénite de sodium
uniquement et par la combinaison l'arsénite de sodium/sélénite de sodium par
rapport aux témoins. En revanche, la co-adminitration de Se avec I’As a augmenté
significativement I'activité enzymatique de la GPx dans les organes ; foie et les reins,

en comparant les groupes traités par I'arsenic et par la combinaison (Se/As).

4.4. Glutathion - S- transférase (GST)

L’administration du l'arsénite de sodium a 5,55 mg/kg de poids corporel
pendant 21 jours chez les rats induit une augmentation tres hautement significative (P
<0,001) de l'activité enzymatique de la glutathion S-transférase (GST) dans le foie (+
83,07 %), et une augmentation significative (P < 0,05) dans les reins (+ 32,77 %) par
rapport aux rats témoins. tandis que, on n’enregistre aucune différence significative
chez les rats traités par ; le sélénite de sodium uniquement et par la combinaison Se/ As
comparant aux rats témoins. La co-administration de sélénium avec I'arsenic a réduit
significativement 1'activité enzymatique de la GST dans les organes étudiés, en
comparant le groupe traité par (sélénium + Arsenic) au groupe traité uniquement par

'arsenic (tab. 11 ; fig. 27).
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Tableau 11. Activité enzymatique de la GPx (mol GSH/mg prot) et de la GST (nmol
GST/min/mg prot) dans les organes (Foie, reins et testicules) chez les rats témoins et traités
par le sélénite de sodium, l'arsénite de sodium et a la combinaison (I'arsénite de
sodium/sélénite de sodium) apres 21 jours de traitement.

Les lots expérimentaux
Parametres | Les organes
Témoin Sélénium Arsenic Arsenic /Sélénium
Foie 019+£0,02| 0,22+0,01 | 0,15+0,014** 0,195 +0,014##

| % - +15,78% -21,05% +2,63%

=~

&

§° Rein 0,13+0,01 | 0,128 £0,004 | 0,11 +0,007** 0,125 £+ 0,009*
E N
T % % - - 1,53% 216,15% ~3,84%

§ Testicule | 0,12+0,02 | 0,16+0,02 | 0,092 +0,016* 0,109 + 0,015

3

e % - +33,33% -23,33% -9,16%

a Foie 1,95+£0,26 | 2,04+0,25 | 3,57+ 0,84%*** 2,35 + 0,66*

o

=~

o % - +4,61 % + 83,07 % +20,51 %

g
& § Rein 1,80+0,33 | 2,00+£0,32 2,39 £0,34* 1,85 +0,34#
S S

3 % - +11,11 % +32,77 % +2,77 %

S

g

S

Différence significative comparant au groupe témoin : *P <0,05; **P < 0,01 ; ***P < 0,001.
Différence significative comparant au groupe traité par l'arsenic : #P < 0,05; #P < 0,01 ; ##P <

0,001.

P : Seuil de signification.
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Figure 26. Variation de I’activité enzymatique de la glutathion peroxydase (umol GSH/mg prot)
dans les organes (Foie, reins et testicules) chez les rats témoins et traités par le sélénite de sodium,
'arsénite de sodium et a la combinaison (I'arsénite de sodium/sélénite de sodium) apres 21 jours
de traitement.
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Figure 27. Variation de I'activité enzymatique de la glutathion S-transférase (nmol GST/min/mg
prot) dans les organes (Foie et reins) chez les rats témoins et traités par le sélénite de sodium,
'arsénite de sodium et a la combinaison (I’arsénite de sodium/sélénite de sodium) apres 21 jours
de traitement.
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5. Etude histologique du foie

L’observation microscopique du foie des rats traités par l'arsénite de sodium a
5,55 mg/kg de poids corporel pendant 21 jours (fig. 28) révele une modification
cellulaire bien visible, qui se traduit par une dilatation des sinusoides, I'éclatement des
hépatocytes et une nécrose cellulaire, ces altérations de la structure affectent par la
suite la fonction hépatique et peuvent contribuer a un dysfonctionnement de cet
organe. Alors que I'étude histologique du foie des rats traités par le sélénium et par la
combinaison l'arsénite de sodium / sélénite de sodium ne présente aucune anomalie

et ont une structure similaire a celle de témoin.
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B

Figure 28. Les coupes histologiques de foie d"un rat témoin (A) et traités par le Se (B), ' As
(C) et par la combinaison Se/ As (D) colorées a Hématéine-Eosine 400X. CV; veine centrale,
S; espace sinusoidale, V; vacuolisation,_L.; Dilatation des sinusoides, == ; nécrose
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III. Résultats de la deuxieme expérimentation

1. Mesures des parameétres physico-chimiques
Les propriétés physico-chimiques de I'huile de lentisque sont indiquées dans le tableau

12.

Tableau 12. Les propriétés physico-chimiques de I'huile de lentisque

Parametres physico-chimiques Huile de Lentisque (n=3)
La densité relative 0.918 a 0.920

L’indice de réfraction 1.4691 a 1.4692

Acidité 2.955+0.03

L’indice de saponification (mg KOH/g d"huile) | 198.25 a 200.75

L’indice de peroxyde (meq/Kg) 21a23

2. Etude pondérale

2.1. Action sur la croissance corporelle

Au cours de la présente étude, on note une augmentation progressive de poids
corporel chez les rats témoins (+ 43.14 g) et traités par PLo (+ 40.72 g) et une réduction
de la prise pondérale (+ 15.86 g) chez les rats traités par la combinaison PLo/NaAsO.,
alors que chez les rats traités par l'arsenic on enregistre une diminution significative
(P £0,05) de poids corporel et une baisse du gain de poids (- 13.86 g) par rapport au
groupe témoin (tab.13, fig.29).

2.2, Action sur le poids relatif de certains organes

Les résultats obtenus montrent qu’il y a une augmentation trés hautement
significative (P < 0,001) des poids relatif de foie et des reins, hautement significative
(P<0,01) de poids relatif du coeur et une augmentation significative (P <0,05) de poids
relatif des testicules chez le groupe traité par 1'arsénite de sodium en comparant au

groupe témoin. Par ailleurs, les analyses statistiques montrent qu’il n'y a pas de
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variations significatives du poids relatif des organes étudiés chez les rats traités
uniquement par PLo comparativement au groupe témoin. Par contre, chez le groupe
traité par la combinaison PLo/l’arsénite de sodium on note une augmentation
significative (P < 0,05) du poids relatif de cceur par rapport au groupe témoin et une
variation hautement significative (P < 0,01) de poids relatif de foie et trés hautement
significative (P < 0,001) de poids relatif des riens par rapport aux rats traités par

'arsénite de sodium (tab. 13; fig.30).

Tableau 13.Variation de poids corporel PC (g) et de poids relatif PR (g/100g de poids
corporel) des organes (foie, reins, cceur et testicules) chez les rats témoins et les rats
traités; par PLo, I'arsénite de sodium et a la combinaison (PLo/l’arsénite de sodium).

lots expérimentaux
Parametres
Témoin PLO NaAsO; PLO + NaAsO;
Poids initial (g) 218,00+ 32,94 | 210,28+3224 | 227,28+26,02 | 219,71+ 27,90
Poids final (g) 261,14+ 39,62 | 251,0024,86 | 213,42 +17,70% | 235,57 % 22,31*
Gain de poids (g) + 43,14 + 40,72 -13,86 + 15,86
Poids relatif du foie 3,22+0,14 3,28 £0,11 4,08 £0,24*** 3,54 +0,28##
% +1,86% +26,70% +9,93%
Poids relatif des reins 0,50 £ 0,04 0,52 +£0,02 0,66 +0,038*** 0,52 + 0,029###
% +4% +32% + 4%
Poids relatif du cceur 0,26 +0,02 0,30 +£0,02 0,33 + 0,023 *** 0,31 + 0,012**#
% - +15,38% +26,92 % +19,23%
Poids relatif des 1,10 £0,12 1,19 +0,11 1,28 +0,12* 1,23 +£0,11
testicules
% - +8,18% +16,36% +11,81%
Différence significative comparant au groupe témoin : *P <0,05 ; ***P < 0,001.
Différence significative comparant au groupe traité par l'arsenic : #P < 0,05; ##P < 0,01.
P : Seuil de signification.
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Figure 29. Variation de poids corporel (Poids initial et final en g) des rats témoins et
traités; par PLo, I'arsénite de sodium et a la combinaison (PLo/1’arsénite de sodium).
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Figure 30. Variation de poids relatif des organes (Foie, reins, cceur et testicules) en
g/100 g Pc chez les rats témoins et les rats traités; par PLo, 'arsénite de sodium et par
la combinaison (PLo /l’arsénite de sodium).
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3. Etude de quelques parameétres hématologiques

Nos résultats révelent que le traitement par 1'arsénite de sodium provoque une
diminution tres hautement significative (P < 0,001) d’hémoglobine (- 15.03%),
d’hématocrite (- 16.90%) et une diminution hautement significative (P < 0,01) des
globules rouges (- 18.70%) et du volume globulaire moyen (- 7.27%) comparant au
groupe témoin. par ailleurs, on note une diminution significative (P < 0,05)
d’hémoglobine, du volume globulaire moyen et les globules rouges chez le groupe
traité par (PLo + NaAsO) et aucune différence significative chez les rats traités
uniquement par PLo comparant au lot témoin. Par contre, I'huile de lentisque
administrée avant et pendant le traitement par I'arsenic a significativement amélioré
certains parametres hématologiques qui ont été perturbés en présence d’arsenic en
comparant le groupe (PLo + NaAsO») au groupe traité par 1'arsenic (Voir tab. 14 ; fig.
31).
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Tableau 14.Variation de quelques parameétres hématologiques chez les rats témoins et
les rats traités; par PLo, I'arsénite de sodium et par la combinaison (PLo /1’arsénite de
sodium).

Parameétres Les lots expérimentaux
Témoin PLO NaAsO; PLO + NaAsO;
Globules blancs (x10%/ul) | 1049+1,86 | 8,87+1,56 | 12,41 +1,29+ 9,06 + 0,81
% -15,44% +18,30% -13,63%
Les plaquettes (x10%ul) | 779,00 475,99 | 722,57+63,24 | 824,85+70,50 | 710,29+66,90 *
% -7,24% -105,88% -100,03%
Globules rouges (x10/ul) | 898+0,29 | 865+0,68 | 7,30+0,26* | 8,27 +0,50**
% -3,67% -18,70% -7,90%
Taux d’hémoglobine (g/dl) | 14,57 +0,95 | 14,38 £1,22 | 12,38 £ 0,42+ | 13,44 +£0,48***
% -1,30% -15,03% - 4,59%
Taux d’hématocrite (%) 53,40 +3,91 | 51,47 +4,82 | 43,35+3,89% | 47,19 +3,78~*
% -3,61% -18,82% -11,62%
VGM (fl) 59,39 +3,04 | 59,45+2,41 | 55,07 +1,30% | 5583 +0,93*
% -0,10% -7,27% -5,99%
TGMH (g/dl) 3030+1,17 | 3044%1,06 | 31,05+0,79 31,09 + 0,94
CCMH (pg) 16,70+049 | 16,74%0,52 17,07 + 0,43 17,14 +0,52

Différence significative comparant au groupe témoin : *P <0,05 ; ***P < 0,001.

Différence significative comparant au groupe traité par 1'arsenic : #P < 0,05; #P < 0,01 ; ###P <
0,001.

P : Seuil de signification.
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Figure 31. Variation des globules rouges (x10°/ul),Taux d’hémoglobine (g/dl), Taux
d’hématocrite (%), VGM (fl), des globules blancs (x103/pul),Les plaquettes (x103/pul), TGMH
(g/dl) et CCMH (pg) chez les rats témoins et les rats traités; par PLo, I'arsénite de sodium et par
la combinaison (PLo /l’arsénite de sodium).
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4. Etude des paramétres biochimiques
Le tableau 15 et les figures (32, 33 et 34) récapitulent la variation de quelques

parametres biochimiques des rats témoins et traités.
4.1. Bilan hépatique
H Protéines totales et I’albumine

L’analyse statistique de nos résultats expose que le traitement des rats par
I'arsénite de sodium provoque une diminution trés hautement significative (P < 0.001)
de la teneur plasmatique en protéines totales (-13.01%) et une diminution significative
(P <0,05) en albumine (- 17.06%). En revanche, on note une diminution significative (P
< 0,05) en protéines totales chez les rats traités par la combinaison (PLo + NaAsO»), et

aucune différence significative chez les rats traités par PLo par rapport au lot témoin.
1 Transaminases et la phosphatase alcaline

Le traitement des rats par l'arsénite de sodium induit une augmentation tres
hautement significative (P < 0.001) des transaminases ; TGO (+ 56.70%), TGP (+
69.38%) et de la phosphatase alcaline (+ 28.99%) comparativement au groupe témoin,
et aucune différence significative chez les rats traités uniquement par PLo et par (PLo
+NaAsOz) comparant aux rats témoins. La comparaison entre le groupe traité par (PLo
+ NaAsO») et le groupe traité par I'arsenic montre que la supplumentation de PLo
réduit I'activité enzymatique des transaminases et la phosphatase alcaline qui ont été

élevé en présence d’arsenic.
H la bilirubine totale

On a noté une légere augmentation en bilirubine totale chez les rats traités par

I’arsenic mais statistiquement n’est pas significative.
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4.2. Bilan rénal

Nos résultats révélent une augmentation de la créatinine (+ 28.5%) et d"urée (+
62.52%) chez le lot traité par I'arsenic avec une différence tres hautement significative
(P < 0,001) par rapport au lot témoin. par ailleurs, on note une augmentation
significative (P <0,05) du taux plasmatique en créatinine chez le groupe traité par (PLo
+ NaAsQO;) et aucune différence significative chez les rats traités uniquement par PLo
comparant au lot témoin. Concernant l'acide urique I'étude statistique ne montre

aucune variation significative chez tous les lots traités par rapport au lot témoin.

4.3. Bilan énergétique et lipidique
" Glucose

D’apres les résultats obtenus on observe une augmentation trés hautement
significative (P < 0,001) de la concentration plasmatique en glucose chez le groupe
traité par l’arsenic (+ 37.05%) comparant au groupe témoin, tandis que, la comparaison
entre les groupes traités par PLo et par (PLo + NaAsOz) ne présente aucune différence
significative par rapport au groupe témoin. En revanche, on note une variation trés
hautement significative (P < 0,001) entre le groupe traité par I’arsenic et le groupe traité

a la combinaison (PLo + NaAsQOy).
H Cholestérol total et les triglycérides

Dans nos conditions expérimentales, aucune variation statistiquement
significative n’est enregistrée en Cholestérol total et en triglycérides chez tous les lots
traités que ce soit par rapport au lot témoins, ou bien par rapport au lot traité par

I’arsenic.
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Tableau 15.Variation de quelques parametres biochimiques chez les rats témoins et les
rats traités; par PLo, l'arsénite de sodium et par la combinaison (PLo /I’arsénite de

sodium).
Les lots expérimentaux
Parametres
Témoin PLO NaAsO, PLO + NaAsO;
Protéine totale (g/1) 81,60+331 | 77,64+4,59 70,98 + 4,46%** 75,61 £ 5,66*
% _ -4,85% -13,01% -7,34%
Albumine (g/1) 42,71+ 4,92 41 +2,82 35,42 + 4,82+ 38,71 +5,87
% _ -4,00% -17,06% -9,36%
AST (U/L) 117.14+19.61 | 126+10.04 183.57 +21.82** | 111.14 + 17.19"
% _ +7,56% +56,70% +5,12%
ALT (U/L) 70,00 + 7,75 68 + 3,42 118,57 + 12,41%* | 76,29 + 9,12
% _ -2,85% +69,38% +8,98%
PAL (U/L) 169 + 17,43 162,28 +16,53 218+ 17,14%** 199,28 +17,10*
% _ -4,14% +28,99% +17,91%
Bilirubine T (mg/l) 1,93 £0,21 1,90 0,20 2,09 +0,23 1,69 +0,20%
Créatinine (mg/dl) 0,80 0,09 0,75 +0,05 1,028 + 0,07%+* 0,94 +0,09*
% _ -6,25% +28,5% +17,5%
Urée (mg/dl) 51,31 +4,64 56,48 + 3,35 83,39 + 4,72%%* 52,21 + 4,14+###
% _ +10.07% +62.52% +1.75%
Acide urique (mg/dl) 2.14 £0.30 2.05 £0.33 2.35+0.35 217 £0.34
Glucose (mg/dl) 113.34+858 | 108.56 +9.33 155.34 +8,71*** | 119.61 +10.1###
% _ -4.21% +37.05% +5.53%
Cholestérol T (mg/dl) | 73,88 6,60 72,64 + 8,43 80,00 + 8,44 76,50 9,10
Triglycérides (mg/dl) | 100,29 +12,34 | 96,42 +9,51 96,42 + 11,61 92,71 +12,39

Différence significative comparant au groupe témoin : *P <0,05; **p<0,01 ; ***p<0,001,
Différence significative comparant au groupe traité par I'arsenic : #p<0,05; ##p<0,01 ;

###p<0,001.

P : Seuil de signification.
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Figure 32. Variation de la concentration plasmatique des protéines totales et
d’albumine en (g/l), bilirubine totale (mg/l) et l'activité enzymatique des
transaminases et la phosphatase alcaline (UI/L) chez les rats témoins et les traités; par
PLo, I'arsénite de sodium et par la combinaison (PLo /l’arsénite de sodium).
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Figure 33. Variation de la concentration plasmatique en créatinine, l'urée et l'acide

urique (mg/dl) chez les rats témoins et les rats traités ; par PLo, I’arsénite de sodium
et par la combinaison (PLo /I’arsénite de sodium).
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Figure 34. Variation de la concentration plasmatique en glucose, cholestérol et
triglycérides en (mg/dl) chez les rats témoins et les rats traités; par PLo, I'arsénite de

sodium et par la combinaison (PLo /I’arsénite de sodium).
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5. Etude de quelques parameétres du stress oxydant

5.1. Les parametres non enzymatiques
5.1.1. Malondialdéhyde (MDA)

D’apres les résultats obtenus (tab. 16 ; fig. 35) on observe une augmentation tres
hautement significative (P < 0,001) du taux de MDA dans les organes ; foie (+ 169.04%),
coeur (+20.37%) et une augmentation hautement significative (P <0,01) et significative
(P < 0,05) dans les reins et les testicules respectivement chez les rats traités par
I'arsénite de sodium par rapport aux rats témoins, tandis que les rats traités par le PLo
et a la combinaison (PLo + NaAsO») ne montent aucune variation significative du taux
de MDA dans les organes (Foie, reins, coeur et testicules), en comparant avec le groupe
témoin. Cependant, les rats recevant un pré/co-traitement par 1'huile de lentisque
(PLo + NaAsQOy) avaient un taux de MDA significativement bas comparativement au

groupe traité uniquement par l'arsenic.

5.1.2. Glutathion réduit (GSH)

L’administration de I'arsénite de sodium chez les rats provoque une diminution
hautement significative (P < 0,01) de la teneur cellulaire en glutathion dans les
organes ; le foie (- 12.67%) et les riens (- 13.04%) et une diminution tres hautement
significative (P <0,001) dansle cceur (- 20.50%) et les testicules (- 26.52%). En revanche,
chez les rats traités par (PLo + NaAsO) on marque une différence significative (P <
0,05) en glutathion dans le cceur et une différence hautement significative (P < 0,01)
dans les testicules comparativement avec le groupe témoin, par contre chez les rats
recevant un pré/co-traitement a I’huile de lentisque (PLo + arsenic) le taux de GSH a
été significativement restauré dans les organes étudiés surtout dans le foie, les reins et

le cceur par rapport aux rats traités uniquement par I’arsenic (tab. 16 ; fig. 36).
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5.1.3. Les métallothionines (MTs)

Le traitement statistique de nos résultats montre une diminution hautement
significative (P < 0,01) de la teneur cellulaire en MTs dans le foie, les riens et une
diminution significative (P < 0,05) dans le coeur chez les rats traités par I'arsénite de
sodium par rapport aux rats témoins. Tandis que, les rats traités par le PLo et a la
combinaison (PLo + NaAsOz) ne montent aucune variation significative du taux de
MTs dans les organes étudiés comparativement au groupe témoin. Le pré/co-
traitement par PLo avec l'arsenic augmente significativement la teneur cellulaire en
MTs dans les organes étudiés (Foie, reins, coeur) en comparant le groupe traité par

(PLo + NaAsQO») au groupe traité par I'arsenic (tab. 16 ; fig. 37).
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Tableau 16. Variation de MDA (nmol/mg prot), GSH (nmol/mg prot) et MTs (ug/g
prot) dans les organes (Foie, reins, cceur et testicules) chez les rats témoins et les rats
traités; par PLo, I'arsénite de sodium et par la combinaison (PLo /l’arsénite de

sodium).
Les Les lots expérimentaux
Parametres
organes Témoin NaAsO; PLO + NaAsO; PLO
Foie 0,42 0,05 1,13 +£0,08*** | 0,39 +0,05%# 0,41 + 0,07
% _ +169,04% 7,14% -2,38%
= Reins 0,43 + 0,04 0,50 +0,03** | 0,40 +0,040##* | 0,44 +0,041
[+7]
2 % _ +16,27% -6,97% +2,32%
< &
% & Caeur 0,54 + 0,04 0,65+ 0,04*** | 057 +0,043% | 0,47 +0,038
=
2 % _ +20,37% +5,55% -12,96%
(=
= Testicules | 0,36 0,08 0,47 +0,07* 0,34 +0,072# 0,31 + 0,08
% _ +30,55% - 5,55% -13,88%
Foie 96,78 +7,18 | 84,51+6,68** | 99,93+837# | 106,64 +7,22
% _ -12,67% +3,25% +10,18%
£ Reins 75,76 +536 | 6588+4,79%* | 7592+514% | 74,87 +519
(%
° % _ -13,04% +0,21% -1,17%
T e
S o» Caeur 88,17 4,05 | 70,09 +4,87*** | 83,00 +4,63* ## | 87,47 +3,26
E’ % B 220,50% ~5,86% 20,79%
£ Testicules | 64,95+5,60 | 47,72 +535** | 54,51 +4,12*# | 63,45+3,92
% _ -26,52% -16,07% -2,30%
Foie 7038 +547 | 53,11+584* | 67,24 +6,69¢ | 77,99 +4,94
% _ - 24,53% - 4,46% +10,81%
g Reins 37,62+£2,66 | 29,52+3,33* | 39,51+343# | 3659 +2,71
"] =¥
=
s X % _ -21,53% +5,02% -2,73%
&0
=3
— Caeur 3523 +512 | 29,26 +4,22% 35,32 + 4,66 39,13 +5,47
% _ - 16,94% +0,25% +11,07%

Différence significative comparant au groupe témoin : *P <0,05; **p<0,01 ; ***p<0,001.

Différence significative comparant au groupe traité par l'arsenic

###p<0,001.

P : Seuil de signification.

: # p<0,05; #p<0,01 ;
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Figure 35. Variation du malondialdéhyde (nmol/mg prot) dans les organes (Foie, reins,
cceur et testicules) chez les rats témoins les rats traités; par PLo, I'arsénite de sodium et
par la combinaison (PLo /l’arsénite de sodium).
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Figure 36. Variation de la teneur cellulaire en glutathion (nmol/mg prot) dans les organes (Foie,
reins, coeur et testicules) chez les rats témoins et les rats traités; par PLo, I'arsénite de sodium et
par la combinaison (PLo /l’arsénite de sodium).
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Figure 37. Variation de la teneur cellulaire en métallothionéines (ng/g d’organe) dans les
organes (Foie, reins et cceur) chez les rats témoins et les rats traités; par PLo, 'arsénite de sodium
et par la combinaison (PLo /l’arsénite de sodium).
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5.2. Les enzymes antioxydantes

Les activités de certaines enzymes antioxydantes (GPx, GST, CAT et SOD) sont
représentées dans les tableaux (17 et 18) et les figures (38, 39, 40 et 41).

5.2.1. La Glutathion peroxydase (GPx)

Le traitement des rats par l'arsénite de sodium provoque une diminution
hautement significative (P < 0,01) de l'activité enzymatique de la glutathion
peroxydase (GPx) dans les organes ; foie (- 34.78%), reins (- 18.82%) et une diminution
tres hautement significative (P < 0,001) et significative (P < 0,05) dans le cceur et les
testicules respectivement comparativement aux rats témoins. En revanche, aucune
variation significative de la GPx chez les rats traités uniquement par le PLo et traités
(PLo + NaAsQO») par rapport aux rats témoins. Cependant, la comparaison entre le
groupe traité uniquement par 1’arsenic et par la combinaison (PLo + Arsenic) montre
une augmentation significative (P < 0,05) de la GPx dans le foie, le cceur et les reins

chez le groupe traité par (PLo + Arsenic).

5.2.2. Glutathion - S- transférase (GST)

L’administration de I'arsénite de sodium chez les rats induit une augmentation
tres hautement significative (P < 0,001) de I'activité enzymatique de la glutathion S-
transférase (GST) dans les organes ; reins, cceur et les testicules, et une augmentation
hautement significative (P< 0,01) dans le foie. Alors que, aucune différence
significative est marquée chez les rats traités par ; le PLo uniquement et par la
combinaison PLo/As comparant aux rats témoins. La pré/co-administration de PLo
avec l'arsenic réduit 'augmentation de l'activité enzymatique de la GST dans les
organes étudiés, en comparant le groupe traité par (PLo + Arsenic) au groupe traité

uniquement par l'arsenic.
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Tableau 17. Activité enzymatique de la GPx (mol GSH/mg prot) et de la GST (nmol
GST/min/mg prot) dans les organes (Foie, reins, coeur et testicules) chez les rats
témoins et les rats traités; par PLo, I'arsénite de sodium et par la combinaison (PLo

/l'arsénite de sodium).

Les lots expérimentaux

Les
Parametres
organes Témoin NaAsO; PLO + NaAsO, PLO
Foie 0,46 +0,038 | 0,304 +0,023** 0,39 +0,03# 0,48 +0,03
% B -34,78% -1521% +4,34%
g Reins 0,85 + 0,096 0,69 + 0,086%* 0,77 + 0,054+ 0,83 0,079
o,
g’ % B -18,82% -9.41% -2,35%
é ~
& = Ceeur 1,39 + 0,15 1,05 + 0,010%** 1,21 +0,15* 1,37 £0,16
O
“g % ~ - 24,46% ~12,94% -1,43%
=,
— Testicules | 0,19 + 0,05 0,13 + 0,04* 0,17 +0,05 0,20 + 0,04
% B -31,57% -10,52% +5,26%
Foie 2,44 +0,19 3,67 +0,23** 3,18 + 0,20 2,91 +0,20
% _ +50,40% +30,32% +19,26%
‘g; Reins 1,24 + 0,046 1,69 + 0,08%** 1,34 + 0,07### 1,29 + 0,067
[=10]
g % _ +36,29% +8,06% +4,03%
= £
3 é Ceeur 034+0,042 | 0,66+0,057** | 043 +£0,046** | 0,36+ 0,044
(9]
% % B +94.11% +26,47% +5,88%
g
£ Testicules | 0,24 +0,022 | 0,36 + 0,04%** 0,31 + 0,048 0,29 + 0,03
% ~ +50% +2916% +20,83%

Différence significative comparant au groupe témoin : *P <0,05 ; ***p<0,001.

Différence significative comparant au groupe traité par l'arsenic :

###p<0,001.

P : Seuil de signification.

# p<0,05; #p<0,01 ;
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Figure 38.Variation de I'activité enzymatique de la glutathion peroxydase (umol GSH/mg prot)
dans les organes (foie, reins, cceur et testicules) chez les rats témoins et les rats traités; par PLo,
'arsénite de sodium et par la combinaison (PLo /l’arsénite de sodium).
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Figure 39. Variation de l'activité enzymatique de la glutathion S-transférase (nmol GST/min/mg
prot) dans les organes (foie, reins, cceur et testicules) chez les rats témoins et les rats traités; par PLo,
'arsénite de sodium et par la combinaison (PLo /l’arsénite de sodium).
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5.2.3. La catalase (CAT)

L’étude de l'activité enzymatique de la catalase révele une diminution
significative (P <0,05) dans les organes ; foie (-18.24%), coeur (- 26.66%) et les testicules
(- 20.03%), et une diminution hautement significative (P < 0,01) dans les reins (-
13.62%) chez les rats traités par l'arsénite de sodium comparativement aux rats
témoins. En revanche, la comparaison entre le groupe traité par (PLo + NaAsOy) et le
groupe traité par I'arsenic montre une différence significative (P < 0,05) de la CAT

uniquement dans le foie et aucune variation significative dans les autres organes.

5.2.4. La superoxyde dismutase (SOD)

Le traitement des rats par l'arsénite de sodium provoque une diminution
hautement significative (P < 0,01) de I'activité enzymatique de la SOD dans le ; foie (-
21.53%), coeur (- 9.45%) et une diminution trés hautement significative (P <0,001) dans
les testicules (- 18.26%) et significative (P < 0,05) dans les reins (- 23.86%), par rapport
aux rats témoins. En revanche, le pré/co-traitement de PLo avec l'arsenic augmente
significativement 1'activité enzymatique de la SOD dans les organes ; foie, reins et
testicules, en comparant les groupes traités par l'arsenic et par la combinaison

(PLo+NaAsOy).
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RESULTATS

Tableau 18. Activité enzymatique de CAT (umol H2O,/min/mg prot) et de la SOD
(U/mg protein) Dans les organes (Foie, reins, coeur et testicules) chez les rats témoins
et les rats traités; par PLo, I'arsénite de sodium et par la combinaison (PLo /l’arsénite

de sodium).
Les Les lots expérimentaux
Parameétres
organes Témoin NaAsO, PLO + NaAsO, PLO
Foie 176,12 +13,14 | 143,99 +13,95% | 174,05+10,35% | 187,33 +12,71
% ~ -18,24% -1,17% +6,36%
g Reins 76,90 + 4,81 66,42 + 3,23%* 70,2 +4,29 73,37 + 4,05
1o}
g % _ -13,62% -8,71% -4,59%
e £
5 Sﬁ. Ceeur 46,46 + 5,24 34,07 +5,42% 39,23 + 4,68 42,92 £392
T % B -26,66% ~15,56% ~7,61%
o
g
= Testicules | 4033 +5,48 32,25 +4,11* 35,76 + 3,26 38,03 5,50
B -20.03% -11.33% -5.70%
Foie 318,74 +15,82 | 250,11 +16,29%* | 296,41+13,46%* | 334,43 +16,70
% B -21,53% -7,00% +4,92%
Reins 135,17 +4,81 | 102,91 +3,23* 128,2 +4.29% | 131,94 +4,05
-g % B -23,80% -5,15% -238%
(T
e = Ceeur 159,65 + 5,20 | 144,55 +5,17** | 146,28 +7,61* | 154,8 +6,65
g
=) % B -9,45% -8,37% -3,03%
Testicules | 148,34 +559 | 121,24 +5,22%** | 137,54+0,048*## | 153,91 + 4,67
-18,26% _7.27% +3,75%

Différence significative comparant au groupe témoin : *P <0,05 ; ***p<0,001.

Différence significative comparant au groupe traité par l'arsenic :

###p<0,001.

P : Seuil de signification.

# p<0,05; ##p<0,01 ;
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Figure 40.Variation de I'activité enzymatique de la catalase (umol H.O,/min/mg prot) dans les
organes (foie, reins, cceur et testicules) chez les rats témoins et les rats traités; par PLo, I'arsénite
de sodium et par la combinaison (PLo /I’arsénite de sodium).
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Figure 41.Variation de I’activité enzymatique de la superoxyde dismutase (U/mg prot) dans
les organes (foie, reins, cceur et testicules) chez les rats témoins et les rats traités; par PLo,
'arsénite de sodium et par la combinaison (PLo /I’arsénite de sodium).
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6. Etude histologique

6.1. Le foie

L’histoarchitecture de foie de groupe témoin révele une structure histologique
réguliere avec des lobules hexagonaux (Fig. 42 A), aucune modification histologique
n'a été observée dans le foie de groupe traité par PLo (Fig. 42 B) par rapport au témoin.
En revanche, le foie de groupe traité par 1’ As illustre des altérations pathologiques tels
que; la dilatation et la congestion vasculaire dans les sinusoides, infiltration de cellules
mononucléaires et une nécrose cellulaire (Fig. 42 C). Tandis que, 1'observation
microscopique du foie des rats traités par combinaison de PLo/As a montré une

structure similaire a celle de témoin (Fig. 42 D).

6.2. Le rein

Les observations microscopiques du rein d’un rat témoin et traité par PLo seul
ont montré un parenchyme rénal normal avec des glomérules et des tubules rénaux
bien définis (Fig. 43 A, B). Par contre, une hémorragie intra-glomérules, dilatation
tubulaire et une dégénérescence des glomérules rénaux ont été clairement observé
dans le rein traité par I'arsenic (Fig. 43 D). Par ailleurs, ces altérations histologiques
ont été visiblement réduites par la supplémentation de 'huile de Pistacia lentiscus chez

le groupe traité par la combinaison (PLo/As) (Fig. 43 C).
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(B)

Figure 42. Les coupes histologiques du foie de rat témoin (A) et traités par PLo (B), I'As

(C) et par la combinaison (PLo/ As) colorées a Hématéine-Eosine100 X.

CV; veine centrale, S; espace sinusoidale, V; vacuolisation,——eDilatation des sinusoides, OO
Infiltration des cellules mononucléaires, s ; nécrose cellulaire.
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Figure 43. Coupes histologiques des reins colorées a Hématéine-Eosine: (A) rat témoin,
(B) traité par PLo, (C) traité par I'As et (D) traité par la combinaison PLo/As (H & E
100X).

—@; Dilatation tubulaire,——e ; Hémorragie intra-glomérules, =» ; Vacuolisation,

—> ; Dégénérescence de glomérule.
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IV. Discussion

Notre étude est réalisée avec une concentration de 5,55 mg/kg poids corporel
d’arsénite de sodium, une dose de 3 mg/kg du sélénite de sodium et une dose de 3,3
ml/Kg de T'huile de Pistacia lentiscus en se référant respectivement aux travaux
effectués par (Pal et Chatterjee, 2004), (Biswas et al., 1999; Chattopadhyay et al., 2003)
et (Djerrou et al., 2010, 2011 ; Boukeloua et al., 2012 ; Djerrou, 2014).

1. Evaluation des effets cytotoxiques de l’arsenic chez les rats Wistar : Effets sur
certains facteurs de croissance et sur la variation des parametres hématologiques,

biochimiques, histopathologie et du profil du stress oxydant.

Les résultats de notre expérimentation suggerent que l'administration de
I'arsénite de sodium comme un agent stressant, que ce soit dans la premiere et/ou
dans la deuxieme expérimentation fait diminuer la croissance corporelle par rapport
a celle des témoins.

En ce qui concerne les effets sur le poids relatif des organes étudiés, nous avons
remarqué une augmentation de poids relatif des organes surtout dans le foie et les
reins chez les rats traités par I'arsenic. Cette augmentation de poids relatif peut étre
due a 'accumulation de I'arsenic dans les organes étudiés ; ou il peut agir avec les
groupements thiols (-SH) des protéines hépatiques, rénales, cardiaques et testiculaires
(Aposhian et Aposhian, 1989 ; Styblo et Thomas, 1997). Ceci est confirmé par les
travaux d’El-Demerdash et al. (2009) qui ont montré que I’administration de I'arsénite
de sodium a 5 mg/kg pendant 30 jours a augmenté les poids relatif des organes (foie,

reins) et a diminuée la croissance corporelle des rats.

L’analyse de nos résultats a montrée aussi que le traitement des rats par l'arsénite
de sodium, a provoqué une diminution importante des globules rouges,
d’hémoglobine, d’hématocrite et de VGM et aucune différence significative
des CCMH, TGMH. D’apreés ces résultats, on peut constater que ce composé toxique a
provoqué une anémie (chute du taux du GR, Hb et d’"HCT) de type microcytaire (VGM

modifié).
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Cette anémie microcytaire est due d’une part ; aux effets des radicaux libres générés
par l'arsenic sur les globules rouges, ol certains radicaux libres comme ; Oz~ et -OH
sont des especes tres réactives capables de provoquer des dommages cellulaires par le
biais de la peroxydation des lipides membranaires. De plus, en présence de fortes
concentrations de ces radicaux, I'hémoglobine peut facilement s’oxyder (Gurer et al .,
1998 ; Hughes, 2002 ; Modi et al ., 2006). D’autres part, I'activité de I’ALAD (I'acide 6-
aminolévulinique déshydratase l'enzyme clé qui catalyse la 2¢me étape de la
biosynthése de I'heme) (Emmanuelli et al., 1998) est tres sensible aux effets toxiques
de l'arsenic, ALAD posséde des groupements sulfhydriles qui sont les cibles

privilégiées de I'arsenic, dénaturant ou inhibant ainsi la fonction de 'ALAD (Ahmad

etal., 2002).

L’inhibition de l'activité de ' ALAD et La réduction de I'hémoglobine et les GR
conduisent a une diminution de la synthese de I'heme et finalement 'anémie. Ces

résultats sont en accord avec les études (Kalia et al., 2006 ; Modi et al ., 2006).

Tandon et ses collaborateurs. (1993), ont confrmi aussi que les métaux lourds comme
l’arsenic, le nickel, le plomb et le cadmium peuvent altérer de nombreux parametres

hématologiques notamment les globules rouges et hémoglobine.

L’administration de l’arsénite de sodium a entrainé une perturbation au niveau

des parametres biochimiques. Cette perturbation se traduit par :

» La diminution importante des protéines totales et d’albumine
plasmatiques, L'effet de l'arsenic sur le profil protéique on peut I'expliquer par le fait
que la plupart des protéines possedent des groupements (SH, OH), ces dernieres
réagissent tres facilement avec I'arsenic et les radicaux libres générés par ce métalloide
et par conséquence ces protéines peuvent se dénaturer et se fragmenter, ou perdre
leurs structures primaires et secondaires (Aposhian et Aposhian, 1989). L'effet
inhibiteur de l'arsenic sur le profil protéique est en accord avec I'étude de Nandi et al.
(2005) qui ont montré que l'arsenic inhibe les glucocorticoides, qui jouent un role

important dans la synthése et/ou le métabolisme des protéines. Dongc, la réduction des
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protéines plasmatiques chez les animaux exposés a des polluants environnementaux
(As) pourrait étre attribuée a la modification de la synthese des protéines et le

métabolisme des acides aminés au niveau du foie (El-Demerdash et al., 2009).

»  L’augmentation de l'activité enzymatique des (ASAT, ALAT) et la
phosphatase alcaline (PAL), qui sont des biomarqueurs de la fonction hépatique
(Klaassen et Watkin, 1984 ; Ronald et Koretz, 1992) est liée a I'effet hépatotoxique de
'arsenic (Liu et al., 2000), ot I'accumulation de I’arsenic et les métabolites toxiques de
la peroxydation lipidique (MAD, 4-HNE) provoque une lésion des cellules hépatiques
qui déversent leurs contenu tels que les transaminases et la phosphatase alcaline dans
le sang (Youssef et al., 2008). La lésion cellulaire et 1'altération hépatique sont

clairement révélées au niveau des coupes histologiques (Voir figs. 28 et 42).

»>  L’augmentation du taux sériques en urée, en créatinine et en acide urique
qui, sont considérés comme des biomarqueurs de la dysfonction rénale, la filtration
glomérulaire et les dommages rénaux provoqués par l'arsenic (Finco, 1997). En effet,
I'augmentation de l'urée dans le sérum est corrélée avec l'augmentation de
catabolisme protéique, les protéines peuvent étre dégradées en acides aminés puis en
urée (l'urée est le produit final de dégradation des protéines). Ceci est confirmé par la
diminution des protéines totales dans le sérum. Donc l'augmentation de 1'urée,
créatinine et 'acide urique chez les rats traités par I’As est due a I'effet néphrotoxique
de I'arsenic (Nandi et al., 2006 ; El-Demerdash et al., 2009). Ces résultats sont confirmés
par les altérations rénales provoquées par I'arsenic au niveau des coupes histologiques

(Voir fig. 43).

» Une augmentation significative en glucose. Cette hyperglycémie est
probablement due aux effets du stress oxydant induit par I’arsenic. En effet, le stress
oxydatif est responsable d’'une multitude de dysfonctions métaboliques comme la
résistance a l'insuline (Santure et al, 2002). L’état de résistance a l'insuline est
caractérisé par la diminution de la réponse a l'insuline dans les cellules
insulinosensibles. L'insulinorésistance entraine une élévation des taux circulants

d'insuline et une intolérance au glucose et une diminution de la stimulation du captage
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du glucose par l'insuline. Ce qui inhibe la pénétration du glucose dans les tissus
(Baudler et al., 2003).

>  La bilirubine est un produit terminal de la dégradation de 'heme résultant
du catabolisme de I'hémoglobine. Par ailleurs, la diminution de la bilirubine totale
chez les rats traités par l'arsenic dans la premiére expérimentation, peut étre due a
I'effet antioxydant de la bilirubine. La bilirubine est un piégeur d’oxygene singulet et
de radicaux peroxyles RO>" et protege ainsi 1’albumine et les acides gras qui y sont

associés des attaques radicalaires (Thérond et al. 2005).

L’arsenic est connu pour induire la production des especes réactives de
I'oxygeéne et les radicaux libres : peroxyde d’hydrogene (H20) (Barchowsky et al., 1996
; Chen et al., 1998), radicaux hydroxylés (HO-) (Wang et al., 1996), oxyde nitrique (NO')
(Gurr et al, 1998), anions superoxydes (O27) (Lynn et al, 2000), peroxyl
diméthylarsinique ([(CH3)2AsOO']) et radicaux de diméthylarsinique ([(CHs)2As])
(Yamanaka et al., 1997), et donc modifie la balance entre les radicaux libres générés et
les systémes antioxydants, et altérer l'équilibre pro-oxydant/antioxydant, et par

conséquence induire le stress oxydant.

L’organisme possede tout un arsenal d’enzymes qui permettent de lutter contre
le stress oxydant. Cependant ces enzymes peuvent étre affectées par l'arsenic, qui
agisse en provoquant la décroissance des activités des enzymes antioxydantes telles
que la SOD, la CAT et la GPx. (Ramos et al., 1995). Ainsi il apparait nécessaire de
mesurer les activités de ces enzymes pour évaluer I'impact d’arsenic comme agent

inducteur du stress oxydant.

La SOD est une enzyme antioxydante qui prend en charge I’anion superoxyde
et le métaboliser en peroxyde d’hydrogene, tandis que la CAT réduit le peroxyde
d'hydrogéne précédemment produit par la SOD et le métaboliser en eau.

La réduction de l'activité de la SOD chez les rats traités par I'As peut étre
attribuée a la surproduction de l'anion superoxyde résultant du métabolisme de
l'arsenic (Yamanaka et al., 1997 ; Flora, 2011). En outre, 'effet de l'arsenic sur la SOD

est également attribué a la modification de I'expression de la SOD, I'épuisement des
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antioxydants cellulaires comme ; le GSH et la vitamine E, ou a la modification de
I'activité antioxydante en affectant leur structure (oxydation/réduction de
groupement thiol et le déplacement de métaux essentiels) (De Vizcaya-Ruiz et al.,
2009).

L'augmentation des radicaux superoxydes inhibe également l'activité de la CAT. La
réduction de 'activité enzymatique de la catalase indique aussi que I'arsenic affecte la
capacité de neutraliser I'H2O, par cette enzyme, ce qui conduit par la suite a
I'accumulation d’"H>O2 (Kono et Fridovich, 1982 ; Irshad et Chaudhuri, 2002). Nos

résultats sont en accord avec les travaux de Mohanta et al. (2015).

La GPx est une enzyme clé qui régle le niveau des ROS (la GPx est capable de
non seulement de réduire le peroxyde d’hydrogéne en eau, mais aussi les
hydroperoxydes résultants de 1'oxydation des acides gras insaturés) et donc protege
les cellules contre les dégats générés par 1'arsenic (Wang et al., 1997 ; Jing et al., 1999).
D’apres nos résultats on observe une diminution de l'activité de la GPx dans les
organes étudiés (foie, reins, testicules ou cceur) chez les rats traités par 1'arsénite de
sodium. Cette diminution est due principalement a une surproduction de peroxyde
d’hydrogene et I'épuisement du sélénium et de GSH dans la détoxification de 1’arsenic
(Aposhian et al., 1999 ; Shila et al., 2005). En effet, la GPx nécessite la présence du

glutathion et du sélénium pour son bon fonctionnement (Nielson, 1995).

Concernant la glutathion S-transférase (GST), cette enzyme joue un role
important dans la détoxification des xénobiotiques et/ou dans la protection contre des
métabolites nocifs générés apres la dégradation des macromolécules suite a leur
exposition au stress oxydant (Danyelle et Kenneth, 2003). D’apres nos résultats on
observe une augmentation significative de la GST dans les organes étudiés. Donc la
GST est impliquée directement dans la détoxification et 1’élimination de I’arsenic et ces

métabolites (Kalia et al., 2006).

En parallele des enzymes antioxydantes, notre organisme possede aussi deux

potentiels mécanismes de défense cellulaire non enzymatique contre le stress oxydatif,
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qui sont de faibles poids moléculaire et riches en cystéine, connu par les
métallothionéines et le GSH.

Dans cette étude, 1'épuisement des taux de GSH apres le traitement par l'arsenic,
pourrait s’expliquer par une réponse adaptative au stress oxydatif, le GSH joue un role
fondamental dans la détoxification d’arsenic (I’arsenic interagit directement avec une
forte affinité aux groupements thiols de GSH). De plus le GSH stimule l'excrétion de
composés méthylés de l'arsenic, le glutathion peut aussi interagir avec les radicaux
libres générés par ce métalloide, ou bien peut agir comme un donneur d'électrons pour
la conversion de l'arsenic (V) en l'arsenic (III) dans le métabolisme de 1’arsenic (Flora

et al., 2005 ; Manna et al., 2008).

L’arsenic inhibe la glutathion synthétase, et la glutathion réductase (Bisson,
2002), donc peu de GSH est produit. Tous ces facteurs conduisent a une forte déplétion
du glutathion réduit (GSH) et une augmentation du glutathion oxydé (GSSG), et par

conséquence une diminution de I'activité des enzymes GSH-dépendantes.

Les métallothionéines (MTs) sont des protéines de faible poids moléculaire et ont
une exceptionnelle richesse en résidus de cystéine. Les MTs jouent un role dans
I'homéostasie des métaux essentiels tels que le zinc et le cuivre, la détoxification des
métaux lourds tels que le Cd et la protection contre les différents stress physiques et
chimiques (Kagi et Vallee, 1960; Geret et al., 2002; Achard-]Joris, 2005).

La déplétion de la teneur cellulaire en métallothionéines chez les rats recevant
'arsénite de sodium est probablement di a la forte teneur des métallothionéines en
cystéine (21 groupements SH par molécule de MTs), ce qui leur confére un fort pouvoir
complexant vis-a-vis de certains atomes métalliques pour former un complexe métal-
métallothionéine inactif. Les MTs peuvent aussi réagir avec les EROs, notamment les
radicaux hydroxyles et superoxydes (Viarengo et al., 1999 ; McAleer et Tuan, 2001).

La tres forte affinité mutuelle des métaux et/ou des EROs pour les
métallothionéines offre ainsi une certaine protection cellulaire (Bell et Vallée, 2009;
Klaassen et al., 2009). En effet, les MTs agissent comme des agents de séquestration des
métaux toxiques afin d’empécher leur fixation sur les sites actifs d’autres protéines

provoquant alors leur dénaturation ou leur inactivation.
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L’effet de I'arsenic sur le GSH, les métallothionéines et les activités des enzymes
antioxydantes s’accompagne d’une augmentation de la quantité de radicaux libres
comme le radicale hydroxyle qui a leur tour peut initier la peroxydation lipidique
(Valko et al., 2006; Hansen et al., 2006). Ce qui en accord avec les résultats de notre
expérimentation, olt une augmentation du taux de malondialdéhyde (MDA) qui est
un biomarqueur de la peroxydation lipidique (Favier, 1997 ; Bonnefont-Rousselot et

al., 2003) a été observée au niveau des organes étudiés.

Nos constatations sont en accord avec celles de Mohanta et al. (2015)
démontrant I’altération du statut pro/antioxydant des rats traités par 1'arsenic. Cette
altération est marquée par : l'augmentation de la peroxydation lipidique, une
diminution du taux de GSH cellulaire et une baisse de l'activité enzymatique de la

SOD, de la CAT et de la GPx.

L’augmentation de la peroxydation lipidique (MDA, 4-HNE), la déplétion du
GSH, I'augmentation des radicaux libres et la diminution de I’activité enzymatique de
la SOD, de la CAT et de la GPx sont des facteurs responsables des lésions tissulaires
importantes. Ce qui confirme nos observations histologiques de foie et des reins (Allen

et Rana, 2007 ; Mershiba et al., 2013) (voir fig. 28, 42 et 43).

Au niveau de foie les altérations histologiques sont indiquées par des cytolyses
et une dilatation des sinusoides bien visibles chez les lots traités par l'arsenic par
rapport au lot témoin. Les modifications biochimiques (I'augmentation des
transaminases, la phosphatase alcaline et la diminution des protéines et d’albumine)
confirment également les données histologiques observées au niveau du foie des rats

recevant l’arsenic.

L’histoarchitecture rénale des rats recevant l'arsenic présente; une dilatation
tubulaire, hémorragie intra-glomérule et une dégénérescence de glomérule rénale. Ces
altérations sont probablement dues aux effets néfastes des radicaux libres et les
produits finaux issus de la peroxydation lipidique (MDA, 4-HNE) induite par
I'arsenic. De ce fait, 1'accumulation des hydroperoxydes dans les reins est I'un des
facteurs cytotoxique et nécrotique associés a la peroxydation des phospholipides

membranaires (Li et al,, 2010 ; Mershiba et al., 2013). Ces résultats confirment les
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modifications observées lors des mesures des parametres biochimiques et les
biomarqueurs d’atteinte rénale (urée, acide urique et la créatinine) d’une part, et
confirment également la grande implication des cellules tubulaires rénales dans
I'excrétion de I'arsenic et ces métabolites qui les rend par la suite plus susceptibles

d'étre endommagés. Ces résultats sont en accord avec les données préalablement

publiés de (Saxena et al., 2009 ; Mershiba et al., 2013).

Impact du sélénium sur la cytotoxicité induite par 'arsenic chez le rat de la souche Wistar : I 115
Exploration des effets protecteurs de Pistacia lentiscus



PARTIF PRATIQUF DISCUSSION

2. L’étude de I'effet cytoprotecteur et la capacité anti-oxydante du sélénium contre
les effets nocifs de ’arsenic chez les rats

Dans la premiere expérimentation la co-administration du sélénium avec I’arsenic
chez le groupe traité par la combinaison (l'arsénite de sodium/sélénite de sodium) a
rétabli la prise pondérale et les poids relatif des organes (foie, reins), a corrigée
I'anémie microcytaire provoquée par l'arsenic, a atténué partiellement les effets
cytotoxiques de l'arsenic sur les parametres biochimiques tel que ; l'activité
enzymatique des transaminases et la phosphatase alcaline d"une part, et les protéines,
I'albumine et le glucose d’autre part. Et a entrainé une amélioration importante dans
les parametres du stress oxydatif, ou le taux de glutathion, les activités enzymatiques
de la GPx, de la GST et le taux du MDA dans les organes (foie, reins, testicules)

reviennent presque a la normale.

L’ensemble de ces résultats montrent que le sélénium a un effet protecteur contre
la cytotoxicité de l'arsenic et protége le foie ainsi que les organes cibles de

I"accumulation de l'arsenic (Levander, 1977 ; Biswas et al., 1999).

Des données bibliographiques (Levander, 1977 ; Aposhian et al., 1999) ont montré
que 'administration du sélénite de sodium chez les rats traités par 1’arsénite de sodium
prévenait le foie, les reins ainsi que les testicules de 'accumulation de I’arsenic et
allégeait ces effets nocifs, tout en augmentant I'excrétion biliaire et réduisant les

concentrations tissulaires en arsénite.

Ghosh et al. (1994) et Ersoz et al. (2003), ont démontré que I'administration du
sélénite de sodium chez les souris et les rats diabétiques restaure également ; le taux
de glucose dans le plasma, le contenu du glycogéne hépatique et renforce la sécrétion

de I'insuline, ce qui confirme 1'effet hypoglycémiant du sélénium.

Le sélénium joue un role de cofacteur biologique de certains enzymes
antioxydantes, notamment la glutathion peroxydase et la thioredoxine réductase, deux
enzymes précieuses pour protéger 1'organisme contre 1'oxydation par les radicaux
libres, ou l'activité de ces enzymes est tres dépendante de 1'apport nutritionnel en

sélénium (Mckenzie et al., 2002 ; Favier, 2003 ; Thérond et Denis, 2005 ).
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Dolezych et Szulinska, (2003) ont indiqué que la supplémentation en sélénium
chez les souris exposés au stress oxydant généré par I'ozone Os, pourrait réduire le
déséquilibre pro-oxydant/antioxydant, en augmentant 'activité enzymatique de la

GPx et le taux du glutathion réduit.

Thiorédoxine réductase (TrxR) des mammiferes sont des réductases contenant
du sélénium, elle dépend sur un résidu sélénocystéine pour la réduction du disulfure

au niveau de site actif des thiorédoxines (Arner, 2009).

Une étude récente (Xu et al., 2013), réalisée pour évaluer les effets du sélénium
sur les dommages oxydatifs au niveau du foie et I'expression de certains génes (Txnrd1
et HSP) apres une exposition chronique a I'arsenic chez le rat, a montré une diminution
significative de l'activité enzymatique de la thiorédoxine réductase et une réduction
importante au niveau de ' ARNm (Txnrd1) chez les rats recevant I'arsenic, tandis que
la supplémentation en sélénium a rétabli ce changement. Par ceci, IIs sont suggérés que
les agressions oxydatives causées par l'exposition a l'arsenic, sont attribuées a la
répression génique de la thiorédoxine réductase, et que la supplémentation en
sélénium peut réduire le stress oxydatif par I'augmentation de I’activité de la TrxR. ce

qui explique le role pivot du sélénium dans le controle de I'expression génique.

De plus, l'arsenic et le sélénium ce sont des métalloides possédants des
propriétés chimiques semblables, mais avec des effets biologiques différents (Zeng et
al., 2005), Le sélénium est capable d'interagir directement avec l'arsenic, offrant ainsi
une certaine protection contre la toxicité de l'arsenic ( Levander, 1977 ; Zeng et al.,
2005). D’autres études (Kenyon et al., 1997, Aposhian et al, 1999) ont montré
I"'augmentation de I'excrétion biliaire de I’arsenic apres I’administration du sélénite de

sodium chez les rats.

Plus récemment, il a été démontré in vivo que I’antagonisme entre I'arsenic et
le sélénium est basé sur la formation d"un nouveau composé biologiquement inactif et
insoluble dans le foie, le composé As-Se : séléno-bis S-glutathionyl arsénium [(GS) 2

2As Se] qui est excrété par la suite dans la bile (Gailer et al., 2002 ; Gailer, 2009 ).
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Enfin, nous pouvons imaginer que le mécanisme d'action protecteur du
sélénium est représenté par l'augmentation de l'excrétion biliaire de I’arsenic,
I’activation des enzymes séléno-dépendante et la régénération de GSH entrainant ainsi

une diminution des radicaux libres et la peroxydation lipidique.
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3. Etude de la capacité préventive et cytoprotectrice de I'huile de Pistacia lentiscus

sur la cytotoxicité de I’arsenic chez les rats

La deuxieme expérimentation est focalisée sur I'étude d’éventuels effets
préventifs et antioxydants de I'huile de Pistacia lentiscus contre la cytotoxicité induite
par l'arsenic chez les rats afin d’atténuer les endommagements cellulaires au niveau
des oranges étudiés.

Dans un premier temps, nous avons déterminé divers indices physico-
chimiques, qui sont intéressants en termes d’évaluation de la qualité des huiles
végétales. Les propriétés physico-chimiques de l'huile de Pistacia lentisque, sont
indiquées dans le tableau 12.

La densité ou masse volumique dépend de la température et de la composition
chimique de I'huile. Elle nous renseigne sur la nature de la composition en acide gras,
notamment de la longueur de la chaine, de la présence d’instauration et de
fonctionnalité sur la chaine carbonée.

La valeur de la densité mesurée de notre huile est de 0,918 + 0,02. Cette valeur est de

méme ordre que celles trouvée par Djerrou, (2014) (0.919 + 0.01) et par Boukeloua et

al. (2012) (0,918 + 0,02).

L’indice de réfraction dépend, comme la densité, de la composition de I'huile et
de la température. Il croit avec I'instauration et la présence sur les chaines grasses de
fonctions secondaires. L'indice de réfraction mesuré pour notre huile est de 1,4691.
Cette valeur est proche de celle reportée par Djerrou, (2014) pour l'huile de lentisque
(1.466 = 0.02) et celles reportées par Karleskind (1992), concernant les huiles d’olive, de
palme et d’avocat, qui sont respectivement (1,468-1,470), (1,453-1,458) et (1,464-1,474).

Donc l'indice de réfraction et la densité sont dans la gamme par rapport aux autres

huiles végétales.
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L'indice d'acide ou l'acidité nous renseigne sur le taux d'acides gras libres
existant dans l'huile. La valeur d’acidité trouvée est de 2.955 + 0.03. Cette valeur est
légerement inférieure a celle rapportée par Charef et al. (2008), qui ont attribué la
valeur d'acidité élevé de leurs échantillons, a la mauvaise conservation des fruits avant

l'extraction et I'analyse et a la maturité incomplete des graines.

La valeur de l'indice de saponification de I'huile de lentisque est de 198,25 a
200.75 (n=3). Cette valeur est proche de celle reportée par Djerrou, (2014) (191,07 +0,2),

ce qui montre également que l'huile de lentisque a un indice de saponification élevé.

L'indice de peroxyde est la mesure de la stabilité contre I'oxydation en présence
d'une température élevée, la lumiere et 'oxygene. Notre huile présente un acceptable
indice de peroxyde (2.1 a 2.3), ce qui signifie une faible tendance a s’oxyder, et une
bonne stabilité contre 1'oxydation. L'indice de peroxyde des huiles raffinées, peut aller
jusqu'a 10 mEq d'oxygene actif/kg d'huile et peut augmenter jusqu'a 15 mEq
d’oxygene actif/ kg pour les huiles vierges et pressées a froid (CODEX STAN, 2001).

Dans un second temps, d’apres les résultats obtenus dans la deuxieme
expérimentation, on peut dire que le pré/co-traitement d’huile de Pistacia lentiscus
avec l'arsenic a fourni une protection significative ; aux paramétres hématologiques,
biochimiques et les marqueurs du stress oxydatif qui ont été altérés en présence
d’arsenic.

L'effet protecteur de I'huile de Pistacia lentiscus est probablement di a sa richesse
en composés bénéfiques qui ont un pouvoir antioxydant puissant, ces composés jouent
certainement un roéle important in vivo, en particulier ; les acides gras insaturés et
saturés tels que l'acide oléique, l'acide palmitoléique, l'acide linoléique, l'acide
palmitique et l'acide stéarique, (Charef et al., 2008 ; Trabelsi et al., 2012; Dhifi et al.,
2013; Djerrou, 20014), les polyphénols compris les flavonoides et les tanins (Bhouri et
al., 2010), a-tocoperol (Kivcak et Akay, 2005; Dhifi et al., 2013), les stérols et les terpenes
(Gardeli et al., 2008).
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PLo est riche en acides gras mono-insaturés et les acides gras essentiels tels que
l'acide oléique et l'acide linoléique (Djerrou, 20014), qui ont une action protectrice
contre les altérations biochimiques et moléculaires induites par 'arsenic a travers leur
propriété de piégeage des radicaux libres et la réduction de la peroxydation lipidique
(Sahaand Ghosh, 2009, 2010).

L’huile de Pistacia lentiscus contient une quantité importante de tocophérols
(8111,137 mg de tocophérols/kg de I'huile), particulierement a-tocophérol (Dhifi et al.,
2013). Les effets protecteurs de la vitamine E émergent directement a partir de ses
propriétés antioxydantes; I'a-tocophérol est connue par leur activité antiradicalaire
tres puissante, intervient au niveau des membranes lipidiques et dans les lipoprotéines
circulantes ou elle réagit majoritairement avec les radicaux peroxyles en formant un
radical tocophéryle (Weber et al., 1997; Weijl et al., 1997). Cette vitamine a montré une
capacité protectrice importante contre l'intoxication induite par l'arsenic, ou elle peut
réagir directement avec des radicaux méthylés de l'arsenic, en réduisant ainsi
I"accumulation de I'arsenic et la déplétion du sélénium (Mohanta et al., 2015). Mittal et
Flore, (2007) ont montré que le traitement par la vitamine E a corrigé les perturbations
des parametres de la voie de synthése de I'heme, le stress oxydatif induit dans le foie
et les reins et la concentration des métaux essentiels dans le sang et les tissus des souris
males intoxiqué par arsenic.

Les fruits de Pistacia lentiscus se caractérisent par la présence des flavonols et les
dérivés de galloyl, y compris galloyl-glucosides, les ellagitanins, acides galloyl-
quinique, gallique et de I'acide digalliques (Romani et al., 2002 ; Gardeli et al., 2008 ;
Bhouri et al., 2010). Ces composés principalement I'acide gallique et I'acide digalliques
sont tres riches en groupements hydroxyles qui sont capable de stabiliser les especes
réactives de l'oxygene.

Une étude (Bhouri et al., 2010) réalisée sur la lignée cellulaire K562 (Human
chronic myelogenous leukaemia, cell line K562) a démontré que I'acide digallique isolé
a partir de Pistacia lentiscus a un effet antigénotoxique considérable. De plus, cette
étude a affirmé que l'acide digalliques de Pistacia lentiscus est capable de réagir et de

neutraliser les électrophiles et réduire la peroxydation lipidique provoquée par H2Ox.
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Plusieurs terpeénes ont été examinés pour évaluer leurs activités antioxydantes
et ces propriétés biologiques. En effet, I'acide ursolique et de son isomeére l'acide
oléanolique, sont des triterpenes bioactifs les plus connus qui constituant la résine de
Pistacia lentiscus (Assimopoulou et al, 2005). Les deux acides (ursolique et
oléanolique) ont montré une grande efficacité contre les lésions hépatiques induite
chimiquement chez les animaux de laboratoire, ils présentent aussi des propriétés ;
anti-inflammatoires, anti-hyperlipidémique et ont des effets anti-tumorale. Et comme
sont non toxiques, ils ont été utilisés dans des produits cosmétiques, des produits de
santé et ont été également proposés pour la prévention du cancer de la peau (Liu, 1995;
Rios et al., 2000).

Il est important de noter que la résine de Pistacia lentiscus améliore la défense
cellulaire contre le stress oxydatif par les voies physiologiques, éventuellement par la
restauration de GSH et la régulation négative des récepteurs CD36 des cellules

mononucléaires du sang périphérique (Dedoussis et al., 2004).

D’apres nos résultats, la supplémentation de I'PLo allégeait aussi les altérations
histologiques (foie, reins) induite par l'arsenic, cette amélioration pourrait étre
attribuée a la richesse de cette I'huile en composés bénéfiques qui ont un pouvoir
antioxydant puissant et qui sont capables de réduire de maniere significative le stress
oxydatif, et par la suite conduit a la réduction des modifications histopathologiques et

la restauration de I'état physiologique normal de l'organisme.

Ainsi, les composés de l'huile de Pistacia lentiscus agissent par plusieurs
mécanismes; (i) en améliorant la séquestration et l'inactivation des radicaux libres; (ii)
par chélation avec des métaux rédox; (iii) et en réduisant la peroxydation lipidique par

l'intermédiaire de 1'induction des antioxydants enzymatiques et non enzymatiques tels

que : SOD, CAT, GPx, GSH et MT.
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Conclusion générale et perspectives

En conclusion, nos résultats montrent dans un premier temps que
I'administration de l'arsénite de sodium, que ce soit dans la premiere et/ou dans la
deuxiéme expérimentation a 555 mg/kg de poids corporel par injection
intrapéritonéale chez les rats males adultes pendant 21 jours, a provoqué des

perturbations dans la plupart des parametres étudiés.

En ce qui concerne la croissance corporelle, nos résultats ont montré :
- Une diminution du poids corporel durant la période de traitement ;
- Une augmentation de poids relatif des organes étudiés (Foie, reins, testicules

ou ceeur).

A propos de I'étude des parametres hématologiques, I'administration de I'arsénite de
sodium, a provoqué :

- Une diminution du nombre de globules rouges et I'hémoglobine;

- Une diminution d’hématocrite et du volume globulaire moyen témoignant de

I'installation d’une anémie de type microcytaire.

Le traitement par l'arsénite de sodium a induit des perturbations au niveau des
parametres biochimiques et les biomarqueurs hépatiques, rénales et métaboliques ce

qui confirme 1'effet hépatotoxique et néphrotoxique de I'arsenic.

En ce qui concerne I'étude de quelques parameétres du stress oxydatif, nos résultats
ont montré aussi que I'arsenic a un effet pro-oxydant, capable de perturber le systeme

antioxydant par :
- L’augmentation de la péroxydation lipidique au niveau des organes étudiés ;

- La diminution du taux de glutathion réduit et les métallothionéines ;
- La diminution de l'activité enzymatique de la glutathion peroxydase, la

catalase et la superoxyde dismutase au niveau des organes étudiés.
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L’étude histologique des organes (foie et reins) révele que I'arsenic a provoqué
des lésions cellulaires et des altérations hépatique et rénale clairement révélées au
niveau des coupes histologiques, Ceci témoigne de l'effet cytotoxique de I'arsenic et
ces métabolites exercés sur ces deux organes cibles les plus susceptibles d'étre

endommaggés.

Dans un second temps, nos résultats montrent que la supplémentation du
sélénium (3 mg/kg de poids corporel) ou le pré/co-traitement par I'huile de Pistacia
lentiscus (3,3 ml/Kg de poids corporel) avec I'arsenic, ont amélioré la plupart des

parametres étudiés.

Associé au sélénium, les perturbations enregistrées avec 1'arsenic sont améliorées

et le déséquilibre pro-oxydant/antioxydant est réduit, en augmentant :

v" Le taux du glutathion réduit ;

v' L'activité enzymatique de certaines enzymes antioxydantes notamment la
glutathion peroxydase, ot I'activité de cette enzyme est tres dépendante de

I'apport en sélénium.

Le pré/co-traitement de l'huile de Pistacia lentiscus  avec l'arsenic a assuré
également une protection contre la cytotoxicité de I'arsenic, Cette protection est due
aux propriétés thérapeutiques de I'huile de Pistacia lentiscus qui contienne plusieurs
composés bénéfiques qui ont un pouvoir antioxydant puissant, ces composés agissent

par différents mécanismes :

v En améliorant la séquestration et l'inactivation des radicaux libres ;

v" Par la chélation des métaux rédox ;

v En augmentant le taux de la glutathion réduit ;
v' En réduisant la peroxydation lipidique par lintermédiaire de

l'induction des antioxydants enzymatiques SOD, CAT et GPx.
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C’est ainsi que ces constatations font preuve d'une multitude d’action
pharmacologique de l'huile de lentisque contre la cytotoxicité induite par 1’arsenic

dont les mécanismes moléculaires restent a confirmer.

Les résultats de notre travail ouvrent d’autres nouvelles voies de recherche
notamment en ce qui concerne, I'expression de certains genes important (le glutathion

et les métallothionéines) responsables a ’adaptation vis-a-vis le stress oxydatif induit

par l'arsenic en présence du sélénium et I'huile de [Pistacia lentiscud. Parallelement il

pourrait étre aussi intéressant d’extraire et de déterminer toutes les molécules
bioactives de I'huile de Pistacia lentiscus pour mieux caractériser ces effets protecteurs

en particulier au niveau des voies de signalisation impliquées.
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ANNEXES

Préparation des solutions
1. Dosage des protéines par la méthode de Bradford
% BSA (1 mg/ml) : Dissoudre 5 mg BSA dans 5 ml d’eau distillée.

% Réactif de Bradford : Dissoudre 100 mg de bleu de Coomassie (G 250) dans 50
ml d’éthanol (95%). Agiter par I'agitateur pendant 2 heures, puis ajouter 100 ml
d’acide orthophosphorique (85%) et 850 ml d’eau distillée (pour obtenir 1 L de
solution). Ce réactif doit étre filtré puis conserver pendant 1 mois au maximum

a une température de 4°C et a I’abri de la lumiere.

2. Dosage du MDA
% TBS ; Tris (50mM), NaCL (150mM) et pH 7,4 : Dissoudre 8,775 g NaCL dans

1L d’eau distillée, puis poser 6,057g Tris et compléter le volume a 1L par la
solution NaCl (150 mM) et ajuster le pH a 7,4.

o
25

» TCA-BHT (TCA 20%, BHT 1%) : Dissoudre 20 g TCA dans 100 ml d’eau
distillée pour obtenir la solution TCA 20% puis poser 1 g de BHT et compléter
le volume a 100 ml par la solution TCA 20% et agiter a chaud.

% HCl 0.6 M : Prélever 51,56 ml d’"HCl et compléter le volume a 1 L par l'eau
distillée.

% Tris-TBA (Tris 26 mM, TBA 120 mM) : Dissoudre 3,149 g Tris dans 1 L d’eau
distillée, puis poser 17,299 g TBA et compléter le volume a 1 L par la solution
Tris (26 mM).

3. Dosage du glutathion

% Tris (0,4 M), EDTA (0,02 M) et pH 9,6 : Dissoudre 12,114 g Tris et 1,871 g EDTA
dans 250 ml d’eau distillée et ajuster le pH a 9,6.

*

% EDTA (0,02 M) : Dissoudre 5,613 g EDTA dans 750 ml d’eau distillée.

*,

% DTNB (0,01 M) : Dissoudre 200 mg DTNB dans 50 ml de méthanol absolu.

o
25

7/
o0

L’acide salicylique (0,25%) : Dissoudre 250 mg d’acide salicylique dans 100 ml
d’eau distillée.

4. Dosage des métallothionéines
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% Tampon d’homogénéisation, Tris (50 mM, pH 8,6) : 6,057 g de Tris + 0,357 ml
de 3 mercaptoéthanol, compléter a 11avec de I'eau bidistillée et ajuster le pH
a 8,6.

5. Dosage de l'activité enzymatique de la glutathion peroxydase (GPx)
% GSH (0.1 mM) : Dissoudre 3,073 mg GSH dans 100 ml d’eau distillée.
% TCA (1%) : Dissoudre 1 g TCA dans 100 ml d’eau distillée.
<+ DTNB (1,0 mM) : Dissoudre 100 mg DTNB dans 250 ml de méthanol absolu.

6. Dosage de l'activité enzymatique de la Glutathion-S-Transférase (GST)
%+ CDNB (0,02 M) : Dissoudre 202,55 mg CDNB dans 50 ml d’éthanol absolu.
% Solution GSH (0,1 M) : Dissoudre 153,65 mg GSH dans 50 ml d’eau distillée.

7. Dosage de l’activité enzymatique de la catalase (CAT)
% Tampon phosphate (0.1 M, pH 7.4)
Solution A, dissoudre 6,24 g NaH>PO4 (2 H20) dans 200 ml d’eau distillée.
Solution B, dissoudre 14.32 g NaoHPO4 (12 H>O) dans 200 ml d’eau distillée.

Mélanger 16 ml de la solution A avec 84 ml de la solution B

8. Dosage de l'activité enzymatique de la superoxyde dismutase (SOD)

% EDTA-Met (0,1 mM, 13 mM) : dissoudre 50 mg EDTA Naz dans 50 ml tampon
phosphate, prendre 11.16 ml de cette solution et ajouter 580 mg méthionine
puis compléter avec 88,84 ml tampon phosphate.

% NBT (75 uM) : dissoudre 10,79 mg dans 5 ml tampon phosphate

0,

% Riboflavine (2 uM) : dissoudre 0,1 mg dans 1 ml tampon phosphate
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- !

REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE

MINISTERE DU COMMERCE

D'ANALYSE

CORPS GRAS D’ORIGINES ANIMALE ET VEGETALE

DETERMINATION DE L'INDICE DE PEROXYDE

SIBYIO (] ysojupepy o

1- DEFINITION

Indice de peroxyde: quantité de produit présent dans
I'échantillon, exprimée en milliéquivalents d'oxygéne actif
par Kilogramme, oxydant liodure de potassium, dans les
conditions opératoires décrites.

2- Principe

traitement d'une priforme, par une solution diodure de
potassium, titrage de I'ise d'essai, en solution dans de l'acide
acétique et du chloroode libéré par une solution titrée de
thiosulfate de sodium.

3- Réactifs

Tous les réactifs doivent étre de qualité analytique. L'cau
utilisée doit étre de l'eau distillée de pureté au moins
€quivalente. Tous les réactifs doivent &tre exempts d'oxygéne
dissout.

3.1- Chloroforme, privé d'oxygéne par barbotage d'un
courant de gaz inerte, pur et sec.

3.2- Acide acétique cristallisable, privé doxygéne par
barbotage d'un courant de gaz inerte, pur et sec.

3.3- Iodure de potassium, solution aqueuse saturée,
récemment préparée, exempte d'iode et iodates.

NOTE

S'assurer que la solution reste saturée, ce qui est indiqué par la présence
de cristaux nondissouts. Conserver a I'obscurité.

Vérifier tous les jours par addition de 2 gouttes de I'empois d'amidon (3.5)
4 0.5ml de la solution d’iodure de potassium dans 30ml de solution d'acide
acétique et de chloroforme (3.2).

Si une coloration bleue apparait et demande plus de 1 goutte de solution

de thiosulfate de sodium 0.01N

pour disparaitre, rejeter la solution d'iodure de potassium et préparer une

nouvelle solution.

3.4- Thiosulfate de sodium , solution titrée 0.01N ou 0.002N,
¢talonnée immeédiatement avant l'emploi.

3.5- Empois d'amidon
Mélanger 5g d'amidon soluble avee 30ml d'eau bouillante, et
laisser bouillir durant 3 minutes.

4- Appareillage
Tout le matériel doit étre exempt de substances réductrices
ou oxydantes.

NOTE
Ne pas utiliser de graisse pour les rodages en verre.

4.1- Flacons, & col rodé, munis de bouchons en verre rodés,
de capacité environ 250ml, préalablement séchés et remplis
d'un gaz inerte, pur et sec ( azote ou, de préférence, dioxyde
de carbone).

4.2- Nacelles en verre, de capacité appropriée a la prise
d'essai.
4.3- Burette

4.4- Balance analytique

§- Echantillonnage
Voir méthode officielle n° 11 95 00

S'assurer lors du prélévement et de la conservation de
I'échantillon, que celui-ci est 4 l'abri de la lumiére vive,
maintenu au froid et contenu dans des récipients en verre,
munis de bouchon en verre rodé ou de bouchon en liege,
complétement remplis et hermétiquement clos.

6- Mode opératoire
L'essai doit étre effectué en lumiére du jour diffuse ou en
lumiére artificielle.
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6.1- Prise d'essai

Peser, 4 0.01g prés, I'échantillen dans des flacons (4.1), une
masse de l'échantillon conforme au tableau suivant, selon
l'indice de peroxyde présumé. Si le flacon ne peut étre pesé
directement, peser la prise d'essai dans des nacelles en verre
4.2).

6.2- Détermination

Si la pesée a été effectuée dans la nacelle (4.2), introduire,
dans l'un des flacons (4.1), la nacelle contenant la prise
d'essai.

Ajouter 10ml du chloroforme (3.1). Dissoudre rapidement la
prise d'essai en agitant.

Ajouter 15ml de l'acide acétique (3.2), puis 1ml de la solution
d'iodure de potassium (3.3).

Boucher aussitét le flacon, l'agiter durant 1 minute et le
laisser durant 5 minutes exactement, a I'abri de la lumiére, a
une température comprise entre 15 et 25°C.

Ajouter environ 75ml d'ean. En agitant vigoureusement et en
présence de quelques gouttes de l'empois d'amidon (3.5)
comme indicateur, titrer liode libéré avec la solution de
thiosulfate de sodium (3.4), en utilisant la solution 0.002N
pour les indices présumés inférieurs ou égaux a 12 et la
solution 0.01N pour les indices présumés supérieurs a 12.

Effectuer deux déterminations sur le méme échantillon pour
essai.

6.3- parallélement a la détermination, effectuer un essai a
blanc. Si le résultat de l'essai a blanc dépasse 0.1ml de
solution de thiosulfate de sodium 0.1N (3.4), remplacer les
réactifs impurs.

7- Expression des résultats

7.1- Mode de calcul et formule.

L'indice de peroxyde, exprimé en milliéquivalents oxygéne
actif par kilogramme d'échantilion, est égal a :

V. V,
S0 00
m
Vo Est le volume, en millilitres, de la solution de

thiosulfate de sodium (3.4), utilisé pour I'essai a blanc;

V, Est le volume, en millilitres, de la solution de thiosulfate
de sodium (3.4), utilisé pour la détermination;

T  Est la normalité de la solution de thiosulfate de sodium
(3.4), utilisée;

m Est la masse en gramme, de la prise d'essai.

Prendre comme résultat la moyenne arithmétique des deux
déterminations effectuées.

NOTE

L'indice de peroxyde peut &tre également exprimé en millimoles par

d* actif par gramme

g ouen gl

(Voir annexe)

7.2- Répétabilité

La différence entre les résultats de deux déterminations,
effectuées simultanément ou rapidement l'une aprés l'autre,
par le méme analyste, sur le méme échantillon, ne doit pas
dépasser les valeurs suivantes:
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ANNEXE

FACTEURS DE CONVERSION

Pour exprimer l'indice de peroxyde en millimoles d'oxygéne
actif par kilogramme de matiére grasse ou en microgrammes
d'oxygene actif par gramme de matiére grasse, multiplier le
résultat obtenu en 7.1 par les facteurs de conversion indiqués
dans le tableau suivant:

CACQE 3 N°©11.95.04 REV 0
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; 4 REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE
MINISTERE DU COMMERCE
THODE D'ANALYSE ‘ ] , '
CORPS GRAS D'ORIGINES ANIMALE ET VEGETALE
DETERMINATION DE L'INDICE D'ACIDE ET DE L'ACIDITE
1/ Domaine d'application
TABLEAU 1
La présente méthode spécifie deux méthodes (titrimétrique et
potentiométrique) de détermination des acides gras libres dans
i : ) Masse molaire
les corps gras d'origines animale et végétale. e e B g/mol
Les acides sont exprimés, de préférence, par l'indice d'acide
ou en alternative, par l'acidité calculée conventionnellement
La méthode est applicable aux corps gras d'origines animale et Huile de coprah, huile de | Acide laurique 200
végétale. Elle n'est pas applicable aux cires. palmiste et huiles similaires
2/ Références Huile de palme Acide palmitique 256
Meéthode officielle n® 11 95 01: Corps gras d'origines animale
et végétale: préparation de I'échantillon pour essai. Huiles de certaines Acide érucique 338
cruciféres
3/ Définition Tous autres corps gras Acide oléique 282
Dans le cadre de la présente méthode, les définitions suivantes
sont applicables.
3.1/ Indice d'acide : Nombre de milligrammes d'hydroxyde
de potassium nécessaires pour neutraliser les acides gras liores 4/ Méthode titrimétrique
présents dans 1 g de corps gras 4.1/ Généralités
3.2/ Acidité : Expression conventionnelle du pourcentage  Cette méthode convient particuliérement aux corps gras qui ne
d'acides gras libres. sont pas fortement colorés.
Selon la nature du corps gras, I'acidité peut aussi étre 4.2/ Principe
e Mise en solution d'une prise d'essai dans un mélange de solvants,
puis titrage des acides gras libres présents a l'aide d'une solution
s cony : éthanolique d'hydroxyde de potassium .
Si le résultat indique simplement " acidité " sans autre
précision, elle est par convention exprimée en pourcentage 4.3/ Réactifs
d'acide oléique.
Si I'échantillon contient des acides minéraux, ceux-ci 'll'ous lefs. rf’:actlf.’s fiowcnt‘étre de _q‘falité enaliTique xeconnpe, ot
sont par convention déterminés comme les acides gras. Tean utilisée doit étre de l'eau distillée.
* Dans le cas de lhuile de colza a faible teneur en acide
¢rucique, l'acidité doit étre exprimée en acide oléique.
CACQE N 11.95.03 REV 0
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4.3.1/ Oxyde diéthylique/ éthanol a 95% (V/V) mélange
1+ 1(V/V).

AVERTISSEMENT

L'oxyde diéthylique est trés inflammable et peut former des
peroxydes explosifs . 11 doit étre utilisé en prenant des précautions
particuliéres.

Neutraliser e t au t de I'emploi avec la sol ti
d'hydroxyde de potassium (4.3.2) en présence de 03 ml de la
Jution de phénolphtaléine (4.3.3) pour 100 ml de mélange.

NOTE
§'il n'est pas possible d'utiliser I'oxyde diéthylique, un mélange
de solvants formé d'éthanol et de toluéne peut étre utilisé. Si

4 oo AR

e, 1 1 peut étre r

placé par le propanol-2.

4.3.2/ Hydroxyde de potassium, solution éthanolique titrée,
¢(KOH) =0,1 mol /1, ou, si nécessaire, ¢(KOH)=0,5 mol /1.

La concentration exacte de la solution éthanolique
dhydroxyde de potassium doit étre connue, et vérifiée
immédiatement avant I'emploi. Utiliser la solution préparée au
moins 5 jours avant emploi et décantée dans un flacon en
verre brun férmé avec un bouchon en caoutchouc.

La solution doit &tre incolore ou jaune paille.

NOTE

Une solution incolore stable d'hydroxyde de potassium peut étre
préparée de fagon suivante : Porter et maintenir durant 1 h a
I'ébullition & reflux 1000 ml d'éthanol avec 8 g d'hydroxyde de
potassium et 05 g de rognures d'aluminium. Distiller
3 23 ¢ . Di

d'hydroxyde de potassium.

dre dans le distillat la quantité requise

Laisser reposer durant plusieurs jours et décanter le liquide clair
surnageant du précipité de carbonate de potassium.

La solution peut aussi étre préparée sans distillation de la fagon
suivante :

A 1000 ml d'éthanol, ajouter 4 ml de butylate d'aluminium et
laisser reposer le mélange durant quelques jours .

Décanter le liquide surnageant et y dissoudre la quantité requise
d'hydroxyde de potassium. Cette solution est préte pour I'emploi

4.3.3 / Phénolphtaléine, solution a 10 g/ dans I'éthanol 95 &
96% (V/V) ou bleu alcalin ( dans le cas de corps gras
fortement colorés) solution & 20 g /1 dans l'éthanol 95 & 96
%(VIV).

4.4/ Appareillage

Matériel courant de laboratoire, et notamment:
4.4.1/ Balance analytique.

4.4.2/ Fiole conique, de 250 ml de capacité

4.4.3/ Burette, de 10 ml de capacité, graduée en
0,1 ml

4.5/ Echantillonnage

Prélever l'échantillon pour laboratoire conformément a la
méthode officielle 11 95 00

4.6/ Mode opératoire
4.6.1/ Préparation de 'échantillon pour essai

Préparer l'échantillon pour essai conformément a la méthode
officielle n® 11 95 01

4.6.2/ Prise d'essai
Prélever une prise dlessai, selon lindice d'acide présumé,
d'aprés les indications du tableau 2

TABLEAU 2

Indice d'acide

présumé

Masse de la prise
d'essai

2

Précision de
prise d'essai
2

0.05
0.02
0.01
0.001
0.002
0.0002

Peser la prise d’essai la fiole conique (4.4.2)

4.6.3 / Détermination

Dissoudre la prise dessai (4.6.2) dans 50 4150 mldu
mélange oxyde diéthylique / éthanol (4.3.1) préalablement
neutralisé.

Titrer, en agitant avec la solution dhydroxyde de potassium a
0,1 mol/l 4.3.2 (voir note 3) jusqua virage de l'indicateur
(coloration rose de la phénolphtaléine persistant durant au

moins 10s).

CACQE
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NOTES

1/ Dans le cas d'indices trés faibles(< 1), il est préférable de faire
passer un léger courant d'azote dans la solution d'essai.

2/ La solution éthanolique titrée d'hydroxyde de potassium (4.3.2)
peut &tre remplacée par une solution aqueuse d'hydroxyde de

ou de sodi lorsque le volume d'eau introduit

n'entraine pas une séparation de phases.

Si la quantité nécessaire de solution d'hydroxyde de potassium a
0,1 mol/1 dépasse 10 ml, utiliser une solution a 0,5 mol/L

Si la solution devient trouble pendant le titrage, ajouter une
quantité suffisante du mélange de solvants (4.3.1) pour donner
une solution claire.

4.6.4 Nombre de déterminations
Effectuer deux déterminations sur le méme échantillon
pour essai .

5/ METHODE POTENTIOMETRIQUE

La présente méthode est d'application générale, mais elle est
plus particuli¢rement destinée aux corps gras bruts de couleur
foncée en raison de la difficulté dapplication, dans ce cas,
d'une méthode titrimétrique .

5.1/ Principe

Titrage potentiométrique des acides gras libres présents dans
une prise dessai a l'aide dune solution isopropanolique
d'hydroxyde de potassium en milieu non aqueux

5.2/ Réactifs

Tous les réactifs doivent étre de qualité analytique
reconnue, et I'eau utilisée doit étre de l'eau distillée.

5.2.1/ Méthylisobutylcétone, neutralisé au moment de
emploi avec la solution isopropanolique dhydroxyde de
potassium (5.2.2) en présence de phénophtaléine, jusqu'au
virage au rose.

5.2.2/ Hydroxyde de potassium, solution titrée, ¢(KOH) =
0,1 mol/l ou 0,5 mol /1.

5.2.2.1/ Hydroxyde de potassium, solution titrée,
¢(KOH = 0,1 mol /1 dans du propanol 2:

Dissoudre 7 g dhydroxyde de potassium en pastilles dans du
propanol 2 et compléter 4 1000 ml avec du propanol 2

5.2.2.2/ Hydroxyde de potassium, solution titrée
¢(KOH) = 0,5mol / 1 dans du propanol-2:

Dissoudre 35 g dhydroxyde de potassium en pastilles dans du
propanol-2 et compléter 4 1000 ml avec du propanol 2.
5.2.2.3/ Etalonnage

La concentration exacte de la solution doit étre déterminée
immédiatement avant emploi.

Peser a 0,0002 g pres , 0,15 g ( pour la solution 5.2.2.1) ou
0.75g (pour la solution 5.2.2.2) dacide benzoique de pureté
99,9%, l'introduire dans un bécher (5.3.2) et le dissoudre dans
50 ml de méthylisobutycétone (5.2.1).

Introduire les électrodes- du pH-métre (5.3.4) déclencher
l'agitateur (5.3.5) et titrer avec la solution dhydroxyde de
potassium (5.2.2.1 ou 5.2.2.2) jusquau point d'équivalence
(voir note 1 en 5.5.3)

La concentration de la solution d'hydroxyde de potassium

(5.2.2.1 ou 5.2.2.2) exprimée en moles par litre, est donnée par
la formule :

1000.X7m,
122,1XV,

ou

m, est la masse, en grammes, d'acide benzoique utilisé pour
I'étalonnage ;

V, est le volume, en millilitres, de la solution dhydroxyde de
potassium (5.2.2.1 ou 5.2.2.2) utilisé.

5.3 / Appareillage

Matériel courant de laboratoire, et notamment :

5.3.1/ Balance analytique

5.3.2 / Bécher, de 150 ml de capacité, forme haute.

5.3.3/ Burette, de 10 ml de capacité, graduée
en 0,1 ml

5.3.4/ pH-métre équipé d'électrodes en verre et au calomel.
Le contact entre la solution saturée de chlorure de potassium

et la solution d'essai doit étre effectuée a travers une plaque de
porcelaine ou de verre fritté d'au moins 3 mm d'épaisseur.

CACQE
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NOTE

Il y a intérét 4 conserver durant 12 h avant les titrages I'électrode
en verre dans l'eau distillée ou micux dans Ila
méthylisobutylcétone. La sécher trés doucement avec un papier
filtre avant d'effectuer le mesurage. La rincer immédiatement
aprés le dosage avec de la méthylisobutylcétone, puis avec un

propanol 2, enfin avec de I'eau distillée.

Si I'électrode ne fonctionne pas de facon satisfaisante, essayer de
la régénérer en la conservant durant 24 h dans ane solution
isopropanolique d'acide chlorhydrique 4 .1 moll. Aprés ce
traitement, laver l'électrode a l'eau distillée, puis avec du
propanol-2 et de la méthylisobutylcétone.

NOTES

1- Le point d'équivalence est généralement voisin de la valeur 10
lue sur I'échelle des pH et peut étre déterminé graphiquement en
I'identifiant sur la courbe de neutralisation au point d'inflexion .

1l est égal ible de le calculer en prenant la valeur pour
laquelle la dérivée premiére de la variation du Ph en fonction de

P

la quantité de la solution d'hydroxyde de potassium ajoutée est
maximale, ou la valeur pour laquelle la dérivée de s’ !

2/ Le point d'inflexion n'est pas possible a4 déterminer dans le cas
des huiles de coton brutes riches en gossypol.

ey

Dans ce cas, utiliser une déter onventi lle du point

d'inflexion arbitrairement fixé au pH du point d'équivalence de la

1

L'’emploi de plagq laine ou de verre frittée épai
pour assurer le contact entre la solution saturée de chlorure de

potassium et la solution d'essai évite les courants de diffusion et

de por

les potentiels parasites.

5.3.5 / Agitateur, de préférence agitateur magnétique

5.4/ Echantillonnage

Prélever l'échantillon pour laboratoire conformément a la
méthode officielle 11 95 00.

5.5/ Mode opératoire

5.5.1/ Préparation de I'échantillon pour essai

Préparer I'échantillon pour essai conformément a la méthode
officiellen® 11 95 01.

5.5.2/ Prise d'essai

Dans le Bécher (5.3.2) peser a4 0,01 g prés, 5 a4 10 g de
I'échantillon pour essai.

5.5.3/ Détermination

Dissoudre la prise dessai (5.52) dans 50 ml de
méthylisobutylcétone (5.2.1).

Introduire les électrodes du pH-métre (5.3.4), déclencher
l'agitateur (5.3.5) et titrer avec la solution dhydroxyde de
potassium (5.22.1 ou 5.2.2.2) selon l'acidité présumée de
I'échantillon, jusqu'au point d'équivalence.

neutr ion de l'acide oléique par I'hydroxyde de potassium
dans le solvant utilisé pour le titrage, comme décrit ci-aprés.

Dissoudre environ 0282 g d'acide oléique dans 50 ml de
méthylisobutylcétone (5.2.1). Tracer la courbe de neutralisation
de I'acide oléique par la solution d'hydroxyde de potassium (5.2.2)
utilisé. Lire sur la courbe le pH du point d'inflexion
(correspondant en principe a I'addition de 10 ml de solution
d'hydroxyde de potassium a 0,1 mol /I). A partir de cette valeur,
lire sur la courbe de neutralisation de 1'huile de coton le volume
de solution d'hydroxyde de potassium utilisé pour neutraliser
I'huile de coton.

5.5.4 / Nombre de déterminations

Effectuer deux déterminations sur le méme échantillon pour
essai

6/ Expression des résultats

6.1/ Expression en indice d'acide
L'indice d'acide est égal a:

561,1.XVXc
m

Ou

56,1 : est la masse molaire, exprimée en grammes par mole,
de l'hydroxyde de potassium;

V: estle volume, en millilitres, de potassium utilisé;

C : est la concentration exacte, en moles par litre, de la
solution titrée d'hydroxyde de potassium utilisée ;

m : estlamasse, en grammes, de la prise d'essai
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Prendre comme résultat la moyenne arithmétique des deux
déterminations.

6.2/ Expression en acidité

L'acidité peut étre calculée a partir des résultats obtenus pour
la détermination de lindice d'acide, soit par la méthode
titrimétrique (chapitre 4) soit par la méthode potentiométrique

(chapitre 5).

L'acidité exprimée en pourcentage en masse est égale a :

VXe M X—1—99= VXexM
1000 m 10 Xm

ou:

V: est le volume, en millilitres, de la solution tirée
d'hydroxyde de potassium utilisée ;

C: est la concentration exacte en moles par litre,

de la solution titrée d'hydroxyde de potassium

utilisé ;

M :est la masse molaire, en grammes par mole, de l'acide
adopté pour l'expression du résultat (voir tableau 1)

m: est la masse, en grammes de la prise d'essai

Prendre comme résultat la moyenne arithmétique des deux

déterminations.
CACQE S N 11.95.03 REV 0
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REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE

MINISTERE DU COMMERCE

CORPS GRAS D’ORIGINES ANIMALE ET VEGETALE
DETERMINATION DE L’INDICE DE REFRACTION

A

1- DEFINITION

Indice de réfraction ( d'une substance ) : rapport de la vitesse
de la lumieére & une longueur d'onde définie dans le vide d sa
vilesse dans la substance.

Iin pratique la vitesse de la lumicre dans l'air est utilisée &
Ja place de eelle dans le vide et la longueur d'onde choisie,
est saul indication contraire celle de la moyenne des raics
1) du sodium
(589.6 nm)’

L'indice de réfraction d'une substance donnée varie avee la
longucur d'onde de la lumicre incidente et avee la
température.

La notation estn', ot Uest i température en degrés celsius.
/ 2- PRINCIPE
Aesurage & Faide d'un rélractométre convenable de l'indice

de réfraction de Iéchantillon liquide a une température
constante.

3- REACTIFS

3.1 a- Bromoaphtaléne, ou laurate d'éthyle, de qualité pour
rélractometre et dindice de réfraction connu. Cl, (CHy), &
20°C (ND 1.4119)

3.2- “Trichloréthyléne, ou autres solvants tels que hexane;
éther de pétrole acétone, tolucne, pour le nettoyage du
\ prisme du réfractometre.

4-APPAREILLAGE
Matériel courant de laboratoire, ¢t notamment:
4.1- Réfractométre, par exemple type ABBLE, susceptible

de déterminer indice de rélraction @ £ 0.0002 prés entre
Ny = 1.3000 et Ny, = 1.7000.

Ce réfractométre doit étre ajuster de fagon & donncr, & la température
de 20°C pour l'cau distillée, un indice de 1.3330.

4.2- Source de lumiére: Lampe a vapeur de sodium.
La lumidre blanche peut étre utilisée si le rélractometre est équipé
d'un systéme de compensation achromatique.

La lumicre de verre, d'indice de réfraction connu.

4.4- Bain d'cau, réglable a la température a laquelle les mesures sont
a eflectuer (cas des échuntillons solides).

4- ECHANTILLONNAGE

Méthode oflicicll n® 11 95 00 , “corps gras d'origines animale et
végétale” Echantillonnage.

5- MODE OPERATOIRE

5.1- Préparation de I'échantillon pour essai.

Préparer I'échantillon pour cssai conformément 4 la méthode ofliciclle
119501.

Lindice de réfraction doit étre déterminer sur le corps gras
parfaitement anhydre et filtré.

Dans le cas dun échantillon solide, transférer I'échantillon préparé
dans un récipient convenable et le placer dans le bain d'cau (4.5), réglé
4 la température a laquelle les mesurages sont a eflectuer. Laisser un
temps sullisant pour que la température de I'échantillon se stabilise.

5.2- REGLAGE DE L'APPAREIL Vérifier le réglage du
réfractométre (4.1) en mesurant indice de réfraction de la lame de
verre (4.3) selon les instructions du fabricant ou en mesurant lindice
de

réfraction de I° - bromonaphtaléne ou du laurate d'éthyle (3.1).

5.3- Détermination

Mesurer l'indice de rélraction de I'échantillon aux températures
suivantes:
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a) 20°C pour les corps gras complétement liquides a cette
!

température;

b) 4O°C pour les corps gras complétement londus a colte

température;

©) 50°C pour les corps gras complétement fondus a cette
température mais pas a 40°C;

d) 60°C pour nentf fondus a cette

température mq

€) 80°C ou plus les autres corps gras tolalement

hydrogénés ou des cires.

Maintenir la température du prisme du rélractometre d la
valeur constante nécessaire au moyeu dime circulaire d'ean
assurée par le bain d'cau (4.4) réglé 4 0.1°C prés.

Contréler la température de l'cau sortant du réfractomeétre en
utilisant un  thermométre de précision convenable,
Immédiatement avant le mesurage, abaisser Ia partic mobile
du prisme en‘position horizontale, Essuyer la surface du
prisme d'abord avec un chiffon doux, ensuite avee un tampon

d'ouate mouillé par quelques gouttes de solvant (3.2).
34

Effectuer les mesurages conformément aux irstructions
opératoires de l'appareil utilisé.

Lire l'indiccf‘dc réfraction 4 0.0002 prés en valeur absolue et
noter la température du prisme de l'appareil.

Immédiatement aprés le mesurage, essuyer la surface du
prisme avec un chiffon doux, puis avec un tampon d'ouate
mouillé aprés quelques gouttes de solvant (3.2).

Mesurer deux autres fois I'indice de réfraction et calculer la
moyenne arithmétique des trois mesurages.

5.4 Nombre de déterminations
Effectuer éeux déterminations sur des prises d'essai
provenant du méme échantillon pour essai

- EXPRESSION DES RESULTATS

6.1- Mode de caleul et formules

si la différence entre la température de mesurage t, et la
température de référence t est inféricure a 3°C, Tindice de
réfraction ny 'a la température de référence t est donnée par
la formule: :

n)Sit ', >t

Nn|= Nu"+ (t,-t)F
Wi =<t

Ny'=Ny"'+(t-1,)F

ou
; est la température de mesurage:
t st la température de référence:

Fest e facteur de conection, fonction de la temperature, ¢eal
0.00035 pour t = 20°C, pour les huiles; /

0.00036 pour t =40°C, = 50°C, t = 60°C pour les graisses conerd
el les mélanges d'acides 5,

0.00037 pour t== 80°C ou plus, ponr les cires

Prendre comme résultat la moyvenne arithimétique des valeurs oblen
pour les deux déterminations (5.:1) si Ia condition de répétahilité (v
6.2) est remplie.

Noter le résultat arrondi i la quatricme décimale,

.
NOTE 3 .
Dans 'expression dex résultuts, it Gt tenir comple du Fait que Ia préser
d'acides gras libres abaisse fortement Mindice de réfraction,

Si Pindice d'acide est 2, njouter (000 (4S pour unité dindice d'neide.

6.2- Répétabilité

La différence entre les valeurs obtenues pour les deux détenminatio
(5.4) eflectuées rapidement I'uine aprés Fantre par le méme analys
ne doit pas dépasser 0.0002 unité dindice de réfraction. Sinon, répét
les déterminations.
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