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RESUME
L’objectif de ce travail est d’étudier les effets éventuellement protecteurs de sélénium et de la
vitamine E séparément ou en combinaison sur certains parametres, inclus les parametres
biochimiques et hématologiques, ainsi que sur quelques parametres de stress oxydatif et aussi
I’histopathologie du foie, des reins, de cerveau et des testicules chez des rats traités
chroniquement par nitrate d’argent 20 mg/L durant une période de trois mois.
D’apres les résultats obtenus, une élévation des activités seriques du lactate déshydrogénase
(LDH) et de la lipase et de la teneur sérique en cholestérol ainsi qu’une réduction en protéines
totales, en calcium et en activité sérique de la phosphatase alcaline (PAL) ont été remarquées
chez les rats traités par Ag. De plus, I’estimation de 1’étude hématologique a révélé une
augmentation du nombre des globules rouges.
Ainsi, les résultats ont montré que les ions Ag” ont affecté le systéme de défense antioxydant
en entrainant une diminution de I’activité superoxyde dismutase (SOD) hépatique et neurale
et une élévation du concentration de la vitamine E aussi dans le foie et le cerveau. Une chute
du glutathion réduit (GSH) rénal et du glutathion réductase (GR) testiculaire ainsi qu’une
¢lévation de I’activité du glutathion S-transférase (GST) testiculaire sont aussi remarquées.
Par ailleurs, une augmentation notable de MDA (malondialdéhyde) dans le tissu cérébral
résultant d’un état de peroxydation lipidique a été trouvée. L’étude histologique a exhibé
quelques altérations du tissu hépatique inclus la dilatation sinusoidale et vénale,
I’accumulation des érythrocytes et I’arrangement irrégulier des hépatocytes; par ailleurs, le
tissu nerveux a présenté un certain désordre citant une hémorragie et une vacuolisation.
Toutefois, le traitement par la vitamine E et/ou le sélénium a prouvé le réle défenseur vis-a-
vis les effets néfastes d’argent sur les parametres mentionnés précédemment. Ce role est lié¢ au
type de parametre lui-méme et a la nature d’organe.
En conclusion, dépendant a la dose et a la durée d’exposition a I’AgNO3 dans cette étude,
I’argent pourrait causer des effets nuisibles dans le corps animal dont le cerveau est apparu le
tissu le plus affecté; ces effets peuvent étre plus toxiques en cas des concentrations plus
importantes ou apres longue période d’exposition. Au contraire, le sélénium et la vitamine E
servent comme des antioxydants puissants pouvant exercer des effets adversaires contre ces

effets toxiques.

Mots clés: argent, vitamine E, sélénium, stress oxydatif, rats.



ABSTRACT

This study was carried out to investigate the possible protective effect of both

vitamin E and selenium separately or in combination on certain biochemical, hematological
and some oxidative stress parameters with histopathological examination of liver, kidneys,
brain and testis of rats chronically treated by silver nitrate 20 mg/I for three months.
According to the results which have been obtained; there was an increase in serum lactate
dehydrogenase (LDH), lipase activities and cholesterol level, a decrease in serum total
protein, calcium and alkaline phosphatase (ALP) activity in Ag-intoxicated rats. Moreover the
hematology estimation revealed that there was an increase in red blood counts.

Thus, the findings showed that Ag” ions affected antioxidant defense system by decreasing
hepatic and neural superoxide dismutase (SOD) activity and increasing vitamin E
concentration in liver and brain. A decline in renal reduced glutathione (GSH) and testes
glutathione reductase (GR), and an increase in testes glutathione-S-transferase (GST)
activities are too noticed. Beside a high level of MDA (malondialdehyde) in brain tissue, this
was recognized as a result of lipid peroxidation. The histological examination exhibited also
some hepatic alterations including sinusoidal and venal dilatation, erythrocytes accumulation
and irregular hepatocytes arrangement; furthermore, brain tissue presented some disorders as
hemorrhage and cytoplasm vacuolization. However, treatment with vitamin E and/or selenium
proved a defensive role on the toxicity effect of silver on the previous mentioned parameters.
This role is reliant to the parameter itself and the nature of organ.

In conclusion, depending on the concentration and duration of exposure to AgNO3 in this
study, silver could cause harmful effects in animal body. Whereas brain is appeared to be the
most tissue affected; these effects can be more toxic in high concentrations or prolonged time
exposure to this metal. In contrast, selenium and vitamin E act as powerful antioxidants which

may exercise adverse effect against the toxicity of this metal.

Key words: silver, vitamin E, selenium, oxidative stress, rats.
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INTRODUCTION

L’argent (AgQ) est un élément chimique constitue 1’'un des métaux les plus
anciennement connus. Il semble cependant que sa découverte soit postérieure a celle des deux
autres métaux de la méme famille chimique: I'or et le cuivre (Collongues, 1996), il est
disséminé sur toute la surface de la terre, c’est un métal trés rare, qui ne vient qu’au 63° rang
dans I’ordre d’abondance des éléments de 1’écorce terrestre, il existe aussi dans le sol, I’eau de
mer, les eaux douces et 1’air (Drake et Hazelwood, 2005; Lansdown, 2007). En raison de leur
propriétés physico-chimiques, Ag est utilisé dans la fabrication des bijoux, des pieces de
monnaies, des couverts, ainsi qu’en photographie et en médecine (Garnier, 2000; Reichl et al.,
2004; Lansdown, 2007; Hadrup et Lam, 2014).

L’argent n’as pas encore été identifié comme un métal de trace, il n’a aucun role
physiologique dans le corps humain, cependant ce métal pourra étre absorbé dans le corps a
partir d’aliment, de 1’eau de boisson et par inhalation, outre, de tres faible concentrations
d’argent présentent dans le sang (< 2.3 ng/l) et dans quelques organes (foie, reins) (WHO,
1996; Lansdown, 2007; Hadrup et Lam, 2014). Comme une substance xénobiotique, 1’argent
présente un risque sur la santé des personnes exposées sous certaines circonstances (Pelkonen
et al., 2003; Reichl et al., 2004). ). Le développement d’une pigmentation irréversible de la
peau (argyrie) ou des yeux (argyrose) constitue la maladie provoquée par 1’argent la plus
connue (Lansdown, 2006; Atiyeh et al., 2007). De plus, les atomes d’argent sous forme
métallique s’ionisent dans le corps humain ou animal en présence des fluides corporels et des
sécrétions, cette jonisation permet la libération des ions Ag" biologiquement actifs en
interagissant fortement avec les groupements sulfuriques et autres résidus anioniques des
protéines, des membranes cellulaires et des débris tissulaires, parmi les conséquences de cette
affinité est la dénaturation et 1’inactivation des protéines et des enzymes essentiels inclus
I’ARN polymeérase et I’ADN polymérase ce qui est la base de 1’action antimicrobienne de ce
métal, mais ces interactions peuvent étre aussi dommageables pour la cellule corporelle elle-
méme en cas de doses ou durées non conseillées (Lansdown, 2010%).

Similairement aux autres métaux de transition, Ag™ apparait affecter le statut oxydatif
cellulaire (Baldi et al., 1988). Le rble des antioxydants endogénes et exogénes est de réduire
les effets nocifs associés a 1’exposition des metaux lourds, cela a été démontré par différentes
expériences (Serafin Munoz et al., 2007). Parmi ces antioxydants, nous tenons compte au
sélénium dont la principale activité biologique est d’intervenir dans les résidus

sélénocystéines présentant dans le site actif de certaines enzymes telles que la glutathion
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peroxydase et la thiorédoxine réductase participant dans la protection contre le stress oxydatif.
Un déficit pourra conduire au développement des cancers, des cardiomyopathies ainsi que des
inflammations (Sochor et al., 2012). Cet élément de trace est un antagoniste d’argent (Chow,
1990). Nous avons aussi intéressé a la vitamine E, premier antioxydant liposoluble jouant un
role important dans D’élimination des radicaux oxygénés et dans la stabilisation des
membranes cellulaires maintenant leur perméabilité (Ognjanovic et al., 2003).

D’apres la littérature, de trés rares études sont consacrées aux effets adversaires de ces
deux antioxydants a la fois vis-a-vis & la toxicité d’argent, ce qui a fait I’objectif de notre
étude.

Afin de réaliser ce travail, nous avons dans un premier temps accédé a une synthese
bibliographique subdivisée a trois chapitres, le premier a traité des notions générales sur
I’argent ainsi que des données toxicologiques. Alors que le deuxiéme a pris en considération
le stress oxydatif incluant les radicaux libres, les dommages cellulaires et le systeme de
défense antioxydant. Finalement, le troisieme chapitre est intéressé aux o-tocopheérol et
sélénium.

La deuxiéme partie est la partie expérimentale dans laquelle nous avons détaillé le
protocole expérimental suivis, les différentes méthodes utilisées, les résultats obtenus et la
discussion, les principales analyses effectuées dans ce travail sont les suivantes :

v la variation de poids corporel, des poids des organes, de la consommation
quotidienne de 1’eau de boisson et d’aliment;

I’hémogramme;
I’exploration biochimique;

les biomarqueurs de stress oxydatif;

DN N NN

I’examen histologique des organes.
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1. Propriétés physicochimiques
1.1. Propriétés physiques

L’argent est le plus blanc de tous les métaux, et aprés 1’or, le plus malléable et le plus
ductile. De tous les corps, c’est le meilleur conducteur de la chaleur et de 1’électricité. De
point de vue optique, il posséde un pouvoir réflecteur trés ¢€levé dans I’infrarouge et
sensiblement plus faible dans 1’ultraviolet (UV), son pouvoir émissif est tres faible,
vraisemblablement 1I’un des plus bas de tous les éléments (Eisler, 1996; WHO 1996; Drake et
Hazelwood, 2005).
1.2. I’atome et ses ions

L’argent posséde deux isotopes stables, ’Ag et ®Ag et de nombreux isotopes
radioactifs; le plus important est celui de nombre de masse 110. L’atome d’argent donne
naissance & trois ions Ag*, Ag®* et Ag®*, Ag® constitue la forme métallique et non chargée de
I’argent trouvé sous forme cristallisée (WHO, 2002; Atiyeh et al., 2007).
1.3. Propriétés chimiques et sels d’argent

L’argent est le plus réactif des métaux dits nobles, inoxydable par 1’oxygene
atmosphérique, et il se ternit et noircit cependant au contact de I’air par suite de la présence de
traces d’hydrogene sulfuré, il forme de trés nombreux complexes a la fois en solution et a
1’état solide (tableau 1).

e L’argent monovalent (Ag"): les principaux ions et sels complexes sont formés avec
I’ammoniac et les amines, les halogénures, les cyanures, les thiosulfates et les
COmMpOsés organiques ;

e largent bivalent (Ag”): les deux composés binaires de I’Ag”" sont seulement le
fluorure et I’oxyde ;

e largent trivalent (Ag®"): les sels complexes sont les sulfates, nitrates et
perchlorates.

Les sels d’argents solubles sont généralement plus toxiques que les sels insolubles, le

nitrate d’argent (AgNO3) et le chlorure d’argent (AgCl) sont les complexes d’argent les plus
importants dans 1’eau de boisson (Eisler, 1996; WHO, 1996; Atiyeh et al., 2007).
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Tableau 1. Propriéteés physico-chimiques d’argent et de quelques sels d’argent (WHO, 2002)
Proorictés Argent Nitrate Sulfure Chlorure
b g d’argent d’argent d’argent
: Sels d’acide
AEELTE nitrique Acanthite; ’Chlorure
Autres atome X : d’argent (1);
, : d’argent (1); argentous
nomenclatures d’argent; : , ; monochlorure
. nitrate d’argent sulfide ,
argent colloidal (+1) d’argent
N° CAS 7440-22-4 7761-88-8 21548-73-2 7783-90-6
Formule chimique Ag AgNO3 AQ,S AgCl
Structure + : +@2- At e
chimique Ag Ag  NO3 Ag ST Ag Ag’ CI
Masse 107.87 160.89 247.80 14334
moléculaire
Etat physique Solide 50""? Solide gris-noir Solide blanc
cristallisé
L Terr e o Décomposé a Décomposé a o
Point d’ébullition 2212° C 440° C 810° C 1550° C
Solubilité dans
Peau (a 20° C) Insoluble 2160 g/l Insoluble 1.93 mg/l
Soluble dans
Solubilité dans les l. afnde Soluble dans
acides/solvants . I LS I’acétone et / /
) insoluble dans sz
organiques Pacide I’éthanol
sulfurique
Densité (& 20° C) 10.5 glem® 4.35 g/cm® 7.33 g/lcm® 5.56 g/cm®

2. Sources

Les principales espéces minéralogiques considérées comme minerais possibles

d’argent se répartissent en trois groupes :

v' I’argent natif, trés rarement en quantités notables que 1’on trouve essentiellement en

Norvege, est le plus souvent allié a d’autres métaux, notamment 1’or, le mercure et

surtout I’antimoine,

v' les minerais sulfurés, séléniés et tellurés sont des minerais de profondeur et constituent

la source la plus importante d’argent, le principal est I’argentite, Ag,S. Le plus

souvent le sulfure d’argent est associé¢ en petites quantités aux sulfures de plomb,

d’antimoine, d’arsenic et de cuivre, ces minerais se trouvent principalement en

Amérique du sud,
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v"les minerais halogenes, se rencontrent surtout dans les affleurements, le plus important
est le chlorure que I’on trouve au Mexique at au Pérou (ATSDR, 1990; Eisler, 1996;
Collongues, 1996).

3. Applications

L’argent et ses composés font partie de plusieurs domaines d’application, leurs
principaux usages concernent (tableau 2):

3.1. Un puissant agent antimicrobien

Depuis siécles les propriétés bactéricides et fongicides d’argent ont été reconnues par
les anciennes civilisations, ils utilisaient des récipients en argent pour assurer la conservation
de I’eau, et pour la préservation de leur nourriture de moisissures. Ainsi que dans la
désinfection des eaux potables, il a été aussi utilisé dans le remede des maladies infectieuses
telles que le tétanos, le rhumatisme, les ulceres d’estomac, et dans la prévention de
I’ophtalmie gonococcique des nouveau —nés avant I’apparition des antibiotiques dés le 20°™
siecle (Choi et al., 2008; Fontenoy et Sellal, 2010; Greulich et al., 2012). De nos jour, des
nouvelles technologies ont permis de mieux incorporer ce métal dans des matériaux
biomédicaux, citons parmi eux : les prothéses; les cathéters; les sondes urinaires; les lentilles
ophtalmiques; les implants de renfort de paroi; les textiles et les pansements a 1’argent.

Ces dispositifs permettent de mettre en évidence 1’effet thérapeutique et prophylactique
d’argent dans la prévention de la colonisation des microorganismes inclus les bactéries
résistantes aux antibiotiques développant des infections telles que celles de la cornée et de la
peau, ainsi que dans la cicatrisation des blessures, et traitement des brdlures (Wright et al.,
1998; Drake et Hazelwood, 2005; Atiyeh et al., 2007).

Mécanismes d’action d’argent contre la cellule bactérienne :

v I’ion d’argent peut se lier a la molécule d’acide désoxyribonucléique (ADN) bactérien
donnant une forme condensée influant le systéme réplicatif de la cellule ;

v" il peut aussi entrer en interaction avec les groupements thiol des protéines induisant
I’inactivation des protéines bactériennes telle que les enzymes de la chaine
respiratoire ;

v il peut former des complexes avec le sulfure, I’azote et I’oxygéne des groupements
fonctionnels des composés organiques présents dans la bactérie, altérant sa paroi.
Toutes ces actions pouvant causer la lyse et la mort de la cellule microbienne ou

inhiber sa croissance (Kumar et Miinstedt 2005; Lin et al., 2011; Greulich et al., 2012).
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3.2. Application dans ’industrie

Dans I’industrie alimentaire, I’argent est utilisé dans la fabrication de jus de fruits et de
certaines boissons. L’industrie photographique, la fabrication des bijoux et 1’argenterie
occupent 40%, 31% et 22% respectivement de la consommation de ce métal (Garnier, 2000;
WHO, 2002; Drake et Hazelwood, 2005).
Tableau 2. Différentes utilisations d’argent métallique et des composés d’argent (Drake et
Hazelwood, 2005)

Composés d’argent Argent métallique et alliages d’argent
Photographie, batteries, lubrification Bijouteries, argenterie, soudures
Bacteéricides, catalyseurs, médicinales Composants électroniques, puits de chaleur
Ensemencement des nuages, miroirs Superconducteurs, bactéricide, monnaies
Galvanoplastie, conservateurs des fleurs Amalgames dentaires, médailles
Purification d’eau, produits cosmétiques

4. Les nanoparticules d’argent

Les nanoparticules ont été définies par 1’union européenne comme des particules avec
une, ou plusieurs dimensions dont ’ordre est < 100 nm, 1’augmentation de leur application
dans divers produits commerciaux due au développement de la nanotechnologie. Parmi les
différents nanomatériaux, les nanoparticules d’argent (AgNPs) sont largement utilisées dans
plusieurs domaines (104 sur 502 des nanoparticules utilisées), ils sont des assemblages
d’atomes d’argent (un nombre d’atomes de 1’ordre du millier), elles font 1’objet d’un intérét
croissant, les scientifiques ont été fascinés par leur effet biocide, catalytique ainsi que leurs
propriétés optiques (EC, 2000; Miura et Shinohara, 2009; Lacour, 2010; Nair et al., 2013;).

Grace aux activités fongicides et bactericides, les AgNPs sont trés employées dans le
traitement antimicrobien des instruments medicaux citons les cathéters urinaires et veineux et
les bandages des blessures, ils sont tres efficaces comme des antiinflammatoires et
procicatrisants, et comme des sondes électrochimiques et chimiques pour détecter de variables
biomolécules et contrbler les biotransformations, ainsi que leur intervention dans 1’absorption
d’énergie solaire et dans I’imagerie médicale, outre, ce sont des nanomatériaux trés utilisés
dans les produits de consommation inclus le téléphone mobile, les brosses a dents, les produit
cosmétiques, les habillements, les réfrigérateurs, les machines a laver, les détergents et les
textiles (Fontenoy et Sellal, 2010; Lacour, 2010; Nair et al., 2013; Sharma et al., 2014).
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La méthode de production d’AgNPs est basée sur la réduction chimique de sels
d’argent (le plus souvent est I’AgNQO3) par le borohydrure de sodium, le citrate, le glucose,
I’hydrazine et 1’ascorbate. En pratique, les suspensions AgNPs ne sont pas pures, elles sont
constituées d’'un mélange d’ions d’argent, des nanoparticules, et des agrégats des
nanoparticules (Fewtrell, 2014; Hadrup et Lam, 2014). Les AgNPs se caractérisent par une
dissolution lente permettant la libération continuée des ions Ag™ dans le milieu, en raison de
leur consommation, de nombreuses études ont intéresse a 1’évaluation de la répercussion de
leur absorption par le corps humain sur les fonctions biologiques, ainsi que leurs effets sur
I’environnement, avec une comparaison entre leur toxicité et la toxicité des sels d’Ag (Miura
et Shinohara, 2009; Bilberg et al., 2010; Teodoro et al., 2011).

5. Toxicité

5.1. Toxicocinétique
5.1.1. Absorption

a. Voie orale

La voie orale est considérée comme la principale voie d’administration des COMpPOSES
d’argent et d’argent colloidal dans le corps humain suivant plusieurs routes d’exposition :
aliments contamines; exposition professionnelle; eau de boisson; intervention comme des
agents thérapeutiques contre les infections gastro-intestinales et comme des additifs
alimentaires et des alternatives médicinales ainsi que dans la thérapie anti-tabagisme; les
amalgames dentaires a base d’argent et la consommation accidentelle a I’AgNO3; ou aux
autres composés colorés d’argent (WHO, 1996; Drake et Hazelwood, 2005; Lansdown,
2010°; Hadrup et Lam, 2014). L’absorption par les muqueuses de la cavité buccale et les
mugqueuses gastro-intestinales est déterminée par le degré d’ionisation des composés d’argent
et leur interaction avec les protéines réceptrices des membranes cellulaires, ainsi que 1’age, la
sante, 1’état nutritionnel et la composition d’aliments (Lansdown, 2010b).

Furchner et al. (1968) ont trouvé qu’aprés une administration orale d’'°Ag,
I’absorption intestinale a été estimée de 0.4%, 2%, 6% et 10% chez la souris, le rat, le singe et
le chien respectivement. Tandis qu’une patiente de 47 ans qui a souffert de 1’argyrie,
présentant une rétention de 18% (East et al., 1980).

b. Voie respiratoire

L’administration d’argent par voie respiratoire est plus fréquente en milieu
professionnel par inhalation des poussiéres ou des fumées contenant I’Ag, I’oxyde d’argent
(Ag20), ou I’AgNO3, le grand risque est sur ceux qui sont exposés aux aérosols des particules

d’Ag utilisées dans I’imprégnation des biomatériaux et dans le placage, en plus, I’inhalation
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d’argent a partir des produits médicaux constitue aussi une route d’exposition (Drake et
Hazelwood, 2005; Lansdown, 2010%).

L’ionisation d’argent inhalé ou des composés d’argent dans les sécrétions muqueuses
ou au niveau des alvéoles pulmonaires en ions Ag” conduit a leur absorption par 1’épithélium
alvéolaire, ce métal se précipite au niveau pulmonaire avant d’étre absorbé par les
macrophages alvéolaires (Lansdown, 2010%). Un homme de 27 a inhalé accidentellement
1"°Ag dans un incident mineur au réacteur nucléaire, ce cas fait I’étude de Newton et Holmes
(1966) qui ont interessé a la longue période de rétention de ce metal, ils ont indiqué que la
localisation dans le tissu hépatique a été 2 semaines aprés inhalation, concluant que les
composés d’Ag absorbés sont accumulés dans les alvéoles. Outre, Pifer et al. (1989) ont
suggéré une absorption trés diminuée d’Ag chez des travailleurs exposeés a 0,005 a 0,240
mg/m®avec une concentration plasmatique égale a 0,01 pg/l.

Chez les animaux, Phalen et Morrow (1973) ont mentionné que la précipitation des
particules sphériques d’Ag de 0,5 um de diametre dans les poumons des chiens a été 17%.

c. Voie cutanée

Le contact avec la peau s’effectue principalement dans les milieux de travail; lors de
manipulation des solutions contenant de 1’argent dans les matériaux de la radiographie et de la
photographie, ainsi que dans les amalgames dentaires (Eisler, 1996). Cette voie permet aussi
la pénétration du métal par I’application des crémes de brdlure ou pour traiter les blessures, et
par le contact avec les bijoux d’argent (Drake et Hazellwood, 2005).

Des études cliniques et expérimentales ont indiqué que I’absorption sous cutanée
d’argent est relativement diminuée. La kératine et les phospholipides de 1’épiderme
constituent une barriére efficace contre les groupements sulfuriques liant les ions Ag"
(Lansdown, 2010°). Norgaard (1954) a montré qu’une concentration inférieure & 4% de
’ensemble d’Ag” libéré a partir d’une solution d’ AgNOs est absorbée par la peau.

L’ absorption sous cutanée a partir des crémes d’argent appliquées sur la peau dépend
de la sévérité, la profondeur, la vascularisation du blessure ou de brilure ainsi que la
concentration en ions Ag* (Coombs et al., 1992).

5.1.2. Distribution
a. Voie orale

Les ions Ag” aprés administration orale paraissent se déposer dans plusieurs organes.
En effets, I’argyrie se manifeste par la présence de granules d’argent en quantités importantes
au niveau de la peau (Ohbo et al., 1996). En plus, le métal a été détecté dans le foie, les reins,

le cerveau, la rate, les yeux, les muscles, le sang, I’intestin gréle, I’estomac, les poumons, la
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vessie, la prostate, la langue, les dents, les glandes salivaires, la thyroide, la parathyroide, le
ceeur, le pancréas, et le duodénum, (Pelkonen et al., 2003; Loeschner et al., 2011; Hadrup et
Lam, 2014).

b. Voie respiratoire

L’¢tude de Newton et Holmes (1966) a révélé que plus de 50% d’argent retenu par le
corps a été trouve dans le foie aprés 16 jours d’exposition. De méme, Phalen et Morrow
(1973) ont noté I’accumulation du métal chez les chiens principalement dans le foie, avec de
faibles quantités dans les poumons, le cerveau et les muscles.

c. Voie cutanée

L’utilisation d’AgNOj3 dans le traitement des brdlures de 2 hommes a induit la
distribution du métal dans les tissus suivants: muscles (0.03-2.3 ppm), foie (0.44 ppm), rate
(0.23 ppm), rein (0.14 ppm), cceur (0.032-0.04 ppm) et os (0.025 ppm) (ATSDR, 1990).

L’étude de Wan et al. (1991) a révélé les concentrations suivantes d’argent chez un
patient qui a souffert de brllures mourant par une atteinte rénale aprés 8 jours de traitement
par creme de sulfadiazine d’argent: 970 pg/g, 14 pg/g et 0.2 pg/g tissu dans la cornée, le foie
et le rein respectivement.

5.1.3. Métabolisme

La localisation d’argent dans les tissus résulte d’une précipitation des sels d’argent
insolubles. Ces derniers peuvent étre transformés en composés solubles comme les
albuminates de sulfure d’argent se liant ou se complexant avec les groupements amines et
carboxyles de I’acide ribonucléique (ARN), I’ADN et les protéines ou ils peuvent étre reduits
en argent métallique par 1’acide ascorbique ou les catécholamines. En cas d’argyrie, la
coloration bleu grisatre de la peau est causée par la photoréduction d’AgCl en Ag® durant
I’exposition & la lumiére ultraviolette. Ce dernier est ensuite oxydeé et lié formant des granules
noirs d’Ag.S qui se localisent dans les membranes basales citant 1’épiderme, les glomérules et
les intestins ainsi que dans les macrophages avec un diameétre de 12 nm.

Ce métal induit a la synthese de métallothionéines par combinaison aux protéines
riches en cystine formant des complexes stables jouant un réle dans la protection des tissus
contre les effets toxiques des xénobiotiques. Au niveau de 1’épiderme, ces complexes peuvent
favoriser la guérison des blessures. Le foie et le rein sont les principales voies d’excrétion
d’argent; I’accumulation des granules d’Ag,S dans les vésicules lysosomales de ces organes
permet leur élimination par le canal biliaire et urinaire.

Lors d’exposition au sélénium (Se), le soufre pourra étre remplace par ce dernier; dans

ces conditions, ’accumulation d’Ag au niveau rénal sera plus importante, ce qui peut
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provoquer le développement d’argyrie chez des personnes exposent & I’Ag et prennent une
alimentation avec de larges quantités de Se (ATSDR, 1990; Eisler, 1996; Lansdown, 2006;
Lceschner et al., 2011; Hadrup and Lam, 2014).
5.1.4. Excrétion
a. Voie orale
v' Excrétion fécale

L’¢limination d’argent par voie biliaire se traduit par ses concentrations ¢levées dans
les feces (Holler et al., 2015). Furschner et al. (1968) ont mentionné que 1’évacuation d’argent
a partir des feces est selon les valeurs suivantes: 99.6%, 98%, 90% et 98% chez la souris, le
rat, le chien et le singe respectivement alors que Loeschner et al. (2011) a montré que 49%
des ions d’Ag sont excrétés a partir des feces chez le rat.

v’ EXcrétion urinaire

D’apres plusieurs études, les concentrations d’argent dans les urines sont tres
négligeables par rapport a celles dans les féces; d’aprés East et al. (1980), elles ont été
estimées de 2 & 4 x 10™%, alors que Furscher et al. (1968) ont trouvé: 0.001%, 0.001%,
0.019-0.26% et 0.025-0.061% chez la souris, le rat, le singe et le chien respectivement. Enfin
Leeschner et al. (2011) ont mentionné que 0.057% d’argent administré a été trouvé dans les
urines.
b. Voie respiratoire

L’élimination fécale a été trouvée comme la premiére voie d’excrétion aprés
inhalation chez les chiens et ’homme (Newton et Holmes, 1966; Phalen et Morrow, 1973), Di
Vincenzo et al. (1985) ont évalué les concentrations sériques (11 pg/l), urinaires (< 0.005
ng/g) et fécales (15 pg/g) d’argent chez 37 travailleurs exposés a I’argent dans des industries
comparé aux sujets non exposes.
c. Voie cutanée

La croissance des cheveux et des ongles constitue 1’un des voies d’excrétion d’Ag par
le corps humain, mais 1’élimination s’effectue principalement par le foie via la bile et par les
reins, des hautes températures et une humidité élevée conduisent au hyper hydratation
provoquent la mobilisation d’argent a partir de la peau et les membranes muqueuses
(Lansdown, 2006).
5.1.5. Demi-vie biologique
a. Voie orale

La demi-vie biologique d’argent dans 1’étude de Furscher et al. (1968) a été

approximativement 1 jour chez les espéces mentionnees précédemment, cette durée pourra
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étre due a 1’élimination fécale d’argent non absorbé. Chez la femme argyrique dans 1’étude
d’East et al. (1980), la quantité d’argent absorbée a resté constante pour plus de 30 semaines.
Alors que Matuk et al. (1981) ont trouvé que 1’administration orale d’AgNO3 a causé une
accumulation d’Ag dans les yeux durant 12 mois.

Tandis que Vander Zande et al. (2012) ont noté la persistance d’Ag dans le cerveau et
les testicules des rats apres 08 semaines d’exposition orale.
b. Voie respiratoire

Une demi vie biologique d’Ag dans les poumons a été estimée de 1 jour, tandis que
dans le foie a été 52 jours (Newton et Holmes, 1966). Chez le chien, la clearance de 59% de la
dose d’argent radioactif administrée par les poumons a été dans 1.7 jours (Phalen et Morrow,
1973).
La figure ci-dessous montre les différentes transformations biologiques d’argent d’aprés les

différentes voies d’administration.
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Figure 1. Résumé des transformations biologiques des ions d’argent des 1’absorption jusqu’a
I’excrétion et formation des dépots d’argyrie (Sharma et al., 2014)
5.2. Toxicité par voie d’administration
5.2.1. Voie orale

a. Dose létale
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La toxicité aiglie d’argent sur le corps humain est le résultat des surdosages accidentels
ou en cas de suicide par des composés médicinaux renfermant ce métal, aucune étude a

signalé des décés aprés exposition orale des étres humains a ’argent ou ses composeés. Le

tableau 3 résume

différentes études.

Tableau 3. Dose létale et dose létale médiane

les doses létales et les doses létales médianes (DL50) trouvées par

Organisme | Dose/ durée d’exposition Effets Réferences
Humains 2-30 g d’AgNOs/une [s)lj)rs\‘/aise;tle%g’ulsl n;c;;t Smith and Carson,
seule dose \ quetq! 1977; EPA, 1980
heures a quelques jours
1500 mg/I/2-4 semaines Dose mortelle Smith ?ng;: arson,
Un certain nombre de
1586 mg/1/37 semaines déces des la 23°™ U.S.PHS, 1990
semaine
2589 mg/l/2 semaines | La mort de 25% des rats U.S.PHS, 1990
24 II’IM d AgN‘O3 dans 3sur 12 rats §ont morts Walker, 1971
I’eau de boisson apres 5 jours
Rats
123 mg de cyanure AG/ | i ire aigue DL50 Lockhart, 1983
Kg de poids corporel
200-400 mg d’arséniate
d’Ag/Kg de poids Toxicité aigue DL50 Lockhart, 1983
corporel
280 mg I’ AgNOs/Kgde | 1 ive aigue DL50 Tamimi et al.1998
poids corporel

b. Effets systémiques
v’ Effets sur le poids corporel

Aucune perte du poids corporel, n’a été mentionnée apres administration orale d’Ag
ou ses composeés dans le corps humain. De méme, plusieurs études ont montré que le métal
n’a pas affecté le poids corporel des rats (Rungby et Danscher, 1984; Cha et al. 2008; Vander
Zande et al., 2012; Hudrup et Lam, 2014).

Contrairement, autres investigations ont révélé une diminution du poids des animaux
expérimentaux aprés ingestion d’Ag, AgNOs et d’acétate d’argent (Ag-Ac) durant plusieurs
semaines (Matuk et al., 1981; ATSDR, 1990; Hadrup et al., 2012%).

v’ Effet sur le tube digestif
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L’utilisation thérapeutique ou la consommation accidentelle des doses élevées
d’AgNOg; considéré comme un agent corrosif peuvent endommager la cavité buccale ou le
tractus gastrointestinal, et entrainer une rigidité et des maux abdominaux, une irritation de
I’estomac, une diarrhée, un vomissement et une anorexie, ces effets pourront étre attribués au
forte acidité de 1’anion nitrate (NO3') libéré par le sel d’argent, outre, ces effets ont aussi été
signalés aprés ingestion de 50 a 260 g d’argent métallique (EPA, 1980; Eisler, 1996;
Lansdown, 2010; Hadrup et Lam, 2014).

v’ Effets sur le foie, les reins et le systéme cardiovasculaire

Des personnes qui ont été exposées chroniquement a 1’argent pendant une longue
période; ont souffert des atteintes hépatiques et rénales (Eisler, 1996; Drake et Hazelwood,
2005). Sharma et al. (1997) ont noté aprés une ingestion de 50 mg d’Ag meétallique pendant
20 jours par 30 volontaires, une inhibition des enzymes marqueurs de la fonction hépatique et
une réduction des taux de lipides et du glucose sériques. En revanche, aucune étude n’a
signalé 1’effet d’Ag sur le systeme cardiovasculaire chez ’homme (ATSDR, 1990; Eisler,
1996).

Outre, les expériences animales ont observé les manifestations toxiques suivantes:
précipitation du métal au niveau du tissue hépatique et rénal, ainsi que des changements
dégénératifs; hémorragies rénales; nécrose hépatique; augmentation de la phosphatase alcaline
et du cholestérol, hypertrophie ventriculaire gauche (Olcott, 1950; Eisler, 1996; Drake et
Hazelwood, 2005; Hadrup et al., 2012%).

v’ Effets dermatologiques et oculaires

Une coloration grise ou bleu grise de la peau a été définie par I’argyrie observée chez
des individus pris de petites ou grandes quantités d’Ag métallique ou composés d’Ag (1-30 g)
durant des mois a des années (ATSDR, 1990; Sapra et Sapra, 2014; Holler et al., 2015).

D’apres cette voie, on distingue: I’argyrie généralisée résulte d’une augmentation du
taux d’argent dans le sang (argyraemie), les urines, les feces et les cheveux, ainsi qu’une
déposition de minuscules granules d’Ag au niveau de la peau (derme), des muqueuses, des
glandes sébacées et sudoripares et aussi dans la membrane basale glomérulaire.

En plus, ces particules peuvent étre détectees en fortes concentration dans le foie, la
rate et les surrénales (Reichl, 2004; Brandt et al., 2005; Lansdown, 2010° Holler et al., 2015).

Elle est prédominante au niveau des gencives, des mains, du nez, du visage et des
parties découvertes, aggravée par I’exposition au soleil, ’argent conduit aussi a la production

accrue de la mélanine; augmentant 1’intensité de la coloration.
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Cette maladie de la peau n’a pas d’autres inconvénients que d’étre inesthétique comme le
montre la figure 2, elle est définitive et dans les formes évoluées, on constate une coloration
bleue des ongles (Garnier, 2000; Reichl, 2004; Brandt et al., 2005; Lansdown, 2010°), on peut
aussi parler d’une argyrie localisée ou tatouages gingivaux chez des patients utilisant des
amalgames dentaires a base d’argent (Garnier, 2000; Schrauben et al., 2012).

Une coloration de la conjonctive et de la cornée, due a des dépdts oculaires d’Ag
appelée argyrose a été aussi observée apreés ingestion chronique d’Ag, elle peut altérer la
vision nocturne (Rungby, 1986; Garnier, 2000; Mayr et al., 2009; Lansdown, 2010).

De nos jours, I’argyrie est moins fréquente grace a la diminution de la consommation
orale des produits médicaux contre les infections gastro-intestinales renfermant de 1’argent,
mais le risque reste toujours surtout en milieu professionnel, et a cause de la vente libre et
noncontrollée des additifs alimentaires, rafraichisseurs d’haleine, des antiseptiques et des
suppléments utilisés dans le traitement du SIDA (syndrome d’immunodéficience acquise) et
du cancer contenant 1’argent (Garnier, 2000; Lansdown, 2010% Sapra and Sapra, 2014).

Figure 2. Photo d’une patiente a 1’age de 36 ans avec une coloration grise caractérisant le
visage et le cou. La photo a été prise en 1978 (Jacobs, 2006).

De méme, plusieurs études ont révélé cette toxicité dermatologique et oculaire chez les
animaux expérimentaux (Walker, 1971; Rungby, 1986; ATSDR, 1990).

Les principales études et cas cliniques sont mentionnés dans le tableau 4.
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Tableau 4. Quelques patients et rats expérimentaux souffrirent de 1’argyrie et/ou I’argyrose

aprés ingestion d’Ag ou ses COMPOSEs

Organisme | Dose/ durée d’exposition Effets Références

Pilules anti-tabac: 200 pilules
contenant Ag/jour/40 ans

236.60 ml d’Ag colloidal
préparé par le patient contre

Argyrie géneralisée Ohbo et al., 1996

Humains une infection rénale/jour/4 Argyrie géneralisee | Brandt et al., 2005
jours
RIS AEEELES BORIEETE AF Argyrie géneralisée Jacobs, 2006
/3 ans
2 gallons des protéines d’Ag . Schrauben et al.,
colloidal/jours/10 ans Argyrie + argyrose 2012
0.022 d’Ag-Ac/3 mois Argyrose Rungby, 1986
Rats ) )
12 mM d’AgNOs; dans I’eau Argyrie Walker, 1971

de boisson/10 semaines

c. Effets neurologiques

Plusieurs cas d’encéphalopathie et quelques observations de neuropathie périphérique
sont également rapportés, dans le cadre d’une argyrie sévére (Garnier, 2000).

Outre, Ohbo et al. (1996) ont conclu que le dépdt des granules d’argent dans le
systeme nerveux central (SNC) est I’origine de crises convulsives chez un patient argyrique,
de plus, Landas et al. (1985) ont observé I’accumulation d’AgNO3; au niveau des organes
circumventriculaires et du noyau paraventriculaire et supraoptique de I’hypothalamus d’une
patiente argyrique utilisée chroniquement des gouttes nasales contenant 1’Ag. De méme,
Mirsattari et al. (2004) ont mentionné un état de mal épileptique myoclonique aprés ingestion
orale des quantités excessives d’Ag colloidal.

Rungby et Danscher (1984) ont suggéré que 1’hypoactivité des souris argyriques est
due a l'influence d’accumulation d’Ag dans le SNC sur la fonction neurologique, autres
¢tudes ont montré I"augmentation d’ARN et d’ADN cérébraux (Eisler, 1996; Lansdown,
2007) ainsi qu’une augmentation des neurotransmetteurs (dopamine et noradrénaline) apreés
exposition au métal (Hadrup et al., 2012").

En revanche, plusieurs cas cliniques et expériences animales n’ont pas mis en évidence
la capacité du métal a traverser la barriere hématoencéphalique, des recherches sont

nécessaires pour établir une neurotoxicité d’Ag proprement dite (EC, 2000; Lansdown, 2007).
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d. Effets immunologiques

D’une part, aucune immunotoxicité n’a été détectée aprés ingestion orale d’Ag par les
humains (Drake et Hazelwood, 2005).

D’autre part, le métal apparait immunotoxique dans le corps animal: développement
des autoanticorps antinucléaires et antifibrillaires avec signes d’une lymphocytotoxicité de
type T et B; infiltration lymphocytaire et diminution du poids du thymus (Hollinger, 1996;
Cha et al., 2008; Havarinasab et al., 2009; Hadrup et al., 2012%). En revanche, autres études
comme 1’étude de Vander Zande et al. (2012) n’a observé aucune immunotoxicité chez le rat.
e. Effets reproductifs

L’exposition humaine a I’Ag n’a révélé aucun signe toxique sur I’appareil reproductif
(ATSDR, 1990; Hadrup et Lam, 2014).

Quelques études sont intéressées aux effets reproductifs du métal. Des changements de
la morphologie du noyau et de cytoplasme cellulaires des ovaires des souris ont été rapportés
par Hadek (1966). De plus, une embryotoxicité a été détectée entrainant la mort des nouveau-
nés dans les 24 heures apreés naissance (Shavlovski et al., (1995).

f. Effets mutagénes et cancérigénes

Aucune étude n’a montré que I’argent est un agent génotoxique ou cancérigene chez
I’homme et I’animal (EPA, 1980; ATSDR, 1990; Eisler, 1996; Drake et Hazelwood, 2005).
5.2.2. Voie respiratoire
a. Dose létale

Aucune mortalité n’a été signalée chez I’lhomme ou I’animal aprés exposition d’argent
par inhalation (ATSDR, 1990; Lansdown, 2010%).

b. Effets systémiques
v’ Effets respiratoires

Rosenman et al. (1987) ont employé 27 travailleurs engagés dans la fabrication des
poudres métalliques inclus Ag et présentant des taux élevés du métal dans les urines et le
sang; 56% parmi eux sont soufferts des symptdmes respiratoires suivants: démangeaisons,
yeux rouges et en larmes, éternuements, congestion ou écoulement nasal, mal de gorge, toux,
respiration sifflante et étroitesse de la poitrine. Alors que 30% des travailleurs se sont plaints
de saignements du nez.

De plus, I’inhalation répétée peut étre responsable d’une coloration des muqueuses
respiratoires (nasale, pharyngo-laryngée, bronchique); sans retentissement fonctionnel,
bronchite, métaplasie squameuse, emphyséme et réduction du volume pulmonaire (Garnier,
2000; Drake et Hazelwood, 2005; Lansdown, 2010%).
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L’inhalation répétée de dérivés irritants (nitrate, oxyde, etc.) peut étre responsable

d’une broncho-pneumopathie obstructive (Garnier, 2000).
v’ Effets sur le tube digestif

Des maux abdominaux sous forme de brllures d’estomac ont été rapportés chez 10
parmi 30 travailleurs exposés aux aérosols d’AgNOj3 et/ou d’Ag,0 durant plus de 10 ans, les
concentrations du métal dans le milieu de travail comprises entre 0.039 et 0.348 mg Ag/m®
(Rosenman et al., 1979).

v’ Effets hématologiques

L’étude de Rosenman et al. (1979) n’a révélé aucun signe d’hématotoxicité sauf une
¢lévation d’hémoglobine chez un seul individu, Pifer et al. (1989) ont noté une diminution du
nombre des globules rouge ainsi qu’une augmentation du volume moyen corpusculaire
(VMC) chez des travailleurs exposés chroniquement aux composés d’argent insoluble, ces
études ne suffisent pas pour parler d’une véritable hématotoxicité d’argent absorbé par
inhalation (ATSDR, 1990).

v’ Effets sur le foie et les reins

L’inhalation d’Ag ou ses composés n’apparait pas hépatotoxique chez I’homme ou
I’animal. Pifer et al. (1989) n’ont trouvé aucune différence significative entre les enzymes
hépatiques des travailleurs de I’expérience et celles des témoins.

Concernant 1’effet néphrotoxique d’Ag, Rosenman et al. (1987) ont signalé une
augmentation d’excrétion d’une enzyme rénale: N- acétyl- B- D- glucosaminidase (NAG)
ainsi qu’une diminution du clearance de la créatinine chez les travailleurs comparés aux
témoins, ce qui reflete un dysfonctionnement rénal, mais le groupe a mis en évidence
I’exposition des travailleurs au cadmium (Cd) qui a connu par sa néphrotoxicité concluant que
I’argent n’a pas été la cause définitive de ce désordre fonctionnel.

v’ Effets oculaires et dermatologique

Des atteintes oculaires et dermatologiques ont été mentionnées par plusieurs
investigations apres inhalation d’argent dans le milieu professionnel.

D’apres 1’étude de Moss et al. (1979), 20 travailleurs parmi 30 sont soufferts d’une
argyrose, alors que Rosenman et al. (1979) ont noté une faible vision nocturne chez 10
personnes présentant des dépots d’argent dans les yeux, une argyrose chez 20 personnes sur
30 avec une fatigue, des maux de téte et une nervosité, une argyrie chez 6 cas sur 30 a été
aussi détectée, de plus, Rosenman et al. (1987) ont rapporté une difficulté de vision nocturne

chez 22% des travailleurs et une argyrose chez 63%.
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Plus récemment, Schlotzer et al. (2001) ont observé une argyrose et des changements
épithéliaux multifocaux dégénératifs dans la cornée.
c. Autres effets

D’aprés plusieurs études, ce métal n’a pas induit des effets reproductifs, mutagéniques
et cancérigénes (ATSDR, 1990; Lansdown, 2010%).

Arai et al. (2015) ont étudié I’effet immunotoxique d’AgNOj3 aprés son injection dans
les poumons des souris induisant I’infiltration des neutrophiles au niveau pulmonaire.
5.2.3. Voie cutanée
a. Dose léetale

L’application cutanée d’AgNOs; a causé un cas de mort de cochon d’inde apres
exposition a 2.3 ml de 0.239 M d’une solution d’AgNO3; pendant 08 semaines (ATSDR,
1990).
b. Effets systémiques

v’ Effets dermatologiques

Une argyrie localisée ou une coloration locale de la peau peut étre se produire apres
contact avec la peau et les muqueuses durant de longues périodes, cette derniere a été
rapportée chez les travailleurs utilisant 1’argent métallique dans le forage, le polissage, la
gravure, la soudure, la fonte, ...etc (Eisler, 1996; Sterling, 2014). Les boucles d’oreilles a
base d’Ag ou lors des acupunctures par des aiguilles d’argent constituent aussi un risque de
développer cette affection dermatologique (Sterling, 2014).

La sulfadiazine d’argent est une poudre blanche, microcristalline avec une faible
solubilité dans 1’eau, il apparait sans effets indésirable lors de son usage dans des créemes afin
de traiter les brulures ou les blessures d’intensité modérée. En revanche, lors d’un traitement
chronique ou de sévéres brulures, ce composé d’argent peut provoquer une telle argyrie.

De plus, des cas rares ont été rapportés sur I’induction d’une argyrie systémique apres
application des crémes a base de sulfadiazine d’argent (Lansdown, 2002; Lansdaown, 2007,
Sterling, 2014).

v Autres effets systémiques

L’argent a été aussi trouvé comme un agent nephrotoxique, une étude a été confirmée
par des concentrations élevées du métal dans le sang et les urines.

Une leucopénie a été observee aprés application prolongée de sulfadiazine d’argent
qui peut étre secondaire a une toxicité médullaire (Wan et al., 1991; Lansdown, 2002, Atiyeh
etal., 2007).
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L’intoxication d’AgNO5; apres son utilisation sous certaines conditions cliniques
comme une antisepsie contre les brilures, peut étre la cause des dommages neurologiques
(Lansdown, 2007).

Une perte de poids de cochon d’inde comprise entre 10-20% a été notée apres
application de 81 mg d’AgNO3 (2 ml d’une solution de 0.239 M) pendant 08 semaines
(ATSDR, 1990).

c. Allergie

Une irritation cutanée est directement proportionnelle a la concentration, la durée
d’exposition et la sensibilité de la peau aux sites d’exposition a I’AgNO3 (Lansdown, 2006;
Lansdown, 2007). Cette sensibilité se manifeste sous forme d’éruptions rouges au niveau des
zones exposées, elle est plus fréquente chez les mineurs d’argent, les bijoutiers, les
photographes, ...etc. La sulfadiazine d’argent est moins corrosif que le nitrate d’argent, des
études ont montré que 1’hypersensibilité induit par ce dernier est a I’origine de sulfadiazine et
pas nécessairement a la molécule d’Ag (Lansdown, 2002; Sterling, 2014).

6. Effets sur I’environnement et exposition humaine

Le cycle biogéochimique d’argent est perturbé grace aux larges utilisations dans
I’industrie, la photographie, la bijouterie,...etc. Ce qui induit a une libération accrue des ions
Ag® dans I’environnement; ces ions sont considérés toxiques aux organismes marins et
terrestres (Bauner et Wood, 2002; Hiriart-Baer et al., 2006).

De récentes études ont intéresse a cette toxicité par évaluation du développement et de
la reproduction ainsi que d’autre parameétres concernant certains organismes marins citant les
algues, les poissons et les crustacées (Hiriart-Baer et al., 2006; Nair et al., 2013; Funck et
al.,2013; Massarsky et al.,2014; Ribeiro et al., 2014).

Dans les plantes terrestres, les concentrations d’argent sont inférieures a 0.1mg/kg
poids secs, mais, ces concentrations sont relativement élevées dans les arbres, les arbustes et
les plantes des régions proches aux mines d’argent; les graines et les fruits contiennent des
quantités élevées que les autres parties de la plante (Eisler, 1996).

La consommation de ces organismes par I’homme a partir de I’alimentation constitue
une voie d’administration d’argent (Holler et al., 2015). NAA (Neutron Activation Analysis)
a trouvé une consommation journaliére de 1-16 pg. Alors que I’US. Agence de protection
environnementale (U.S. EPA) a estimé une valeur de 10 a 44 pg d’argent dans 1’alimentation
par jour (EPA, 1980).

En plus, ’eau de mer renferme une concentration comprise entre 0.055 et 1.5 pg/l,

I’eau de boisson non traité par 1’argent comme désinfectant contient aussi une concentration
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diminuée du métal (5 pg/l) (Holler et al., 2015). EPA (1980) a recommandé une concentration
maximale d’argent dans I’eau de boisson de 0.1 mg/I.

La concentration d’Ag dans le sol varie selon la zone géologique, les granites de
Nevada (états unis) renferment 50 mg/kg d’Ag, alors que la concentration dans 1’aire en
Californie a été rapportée de 2 ng/m°, la concentration dans les eaux de la pluie, a été variée
de 0.04 pg/ml a 5 ng/ml grace a la pollution de I’air. De plus, une exposition limitée a 0.01 mg

d’argent dans ’air a été recommandée (Holler et al., 2015).
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1. Le paradoxe d’oxygeéne

L’oxygéne, apparu voici trois milliards d’années dans la terre, est un gaz indispensable
a la vie. Notre atmosphere renferme environ 21% de ce gaz et a 1’exception de certains
organismes anaérobies et aérotolérants, il est nécessaire aux organismes dits aérobies tels que
les animaux, les plantes et les bactéries pour produire de 1’énergie par I'intermédiaire de
chaine de transport d’électrons. L’oxygene, en tant que récepteur final de ces derniers dans
I’organisme, se transforme en molécules d’eau au niveau de cette chaine respiratoire
mitochondriale. Pour ces raisons, cette molécule peut se fixer sur le fer de ’hémoglobine,
pour étre transportée et distribuée vers les tissus et diffusée aisément a travers les membranes
biologiques. En outre, le processus de réduction de I’oxygéne en eau n’est toutefois pas
parfais car 2 a 3 % de ’oxygene est transformé en espéces réactives de ’oxygene (ERO)
particulierement réactionnelles, leur nature instable confére une certaine toxicité par
interaction avec toute une série de substances biologique importantes (lipides, protéines et
acides nucléiques) (Pincemail et al., 2002; Bonnefont-Rousselot et al., 2003; Buonocore et
al., 2010).
2. Le stress oxydant
2.1. Définition et facteurs déclenchant

Dans des conditions physiologiques, la production des ERO est parfaitement maitrisée
par les systemes de défense de notre organisme: la balance antioxydants /pro-oxydants est en
équilibre. Le stress oxydant résultera d’une situation ou I’organisme ne contréle plus la
présence excessive de radicaux oxygénés toxiques (figure 3). Il est potentiellement impliqué
dans le développement du vieillissement ou de pathologies associées au vieillissement
(maladies cardio-vasculaires et neurodégénératives, cancer, diabete, dégénérescence

maculaire, asthme, ...) (Hops et al., 2010).

ANTIOXIDANTS

FREE RADICALS ‘ ANTIOXIDANTS

A B

Figure 3. Production des antioxydants et des radicaux libres durant (A) des conditions

normales et (B) un stress oxydant (Santhosh Kumar et Priyadarsini, 2014)
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Le stress oxydant

Comme le montre le tableau 5, les sources de stress oxydant peuvent avoir diverses origines

endogenes et exogenes.

Tableau 5. Facteurs déclenchant le stress oxydant (Migliore et Coppede, 2009).

Mode de vie

Tabagisme, faible consommation en fruits et légumes
Alcool, médicaments °

Pilule contraceptive

Exposition au soleil

Exercice intense ou mal géré

Environnement

Pollution, ozone
Amiante, radiations
Contacts avec des substances cancérogenes

Mécanismes
biochimiques

Xanthine-oxydase (ischémie-reperfusion)

Inflammation, altération de la fonction endothéliale
Surcharge en fer, oxydation de ’hémoglobine

Altérations mitochondriales, biosynthese des prostaglandines
Interventions chirurgicales (Circulation extracorporelle,
transplantations)

2.2. Les radicaux libres (RL)

2.2.1. Définition

Un radical libre est défini comme une molécule possédant un ou plusieurs électrons
libres. Le plus souvent 1’¢lectron non apparié se trouve sur I’orbitale externe de la molécule.
Cet électron libre la rend tres réactive. Ces radicaux peuvent se former par réduction mono
électronique ou par rupture homolytique, durant laquelle les deux électrons dans la liaison

covalente clivée sont divisés a parts égales entre les atomes (Bonnefont-Rousselot et al.,

2003; Borg et al., 2008).
A+B
A:B
A'+B
2.2.2. Types et sources

Rupture homolytigue ~——HRadicaux libres

Rupture hétérolytique ——dons

a. Radicaux superoxyde (O,")

Les radicaux superoxydes O," sont des radicaux relativement peu réactifs par eux-
mémes, mais dont la toxicité provient du fait qu’ils peuvent donner naissance a des composés
plus réactifs. De plus, la forme protonée du radical O, est le radical hydroperoxyle HO,™ qui

est beaucoup plus réactive que O, méme s’il est en proportion relativement faible (1%) a pH

physiologique 7.4 (Bonnefont-Rousselot et al., 2003; Buonocore et al., 2010).

O,+1e + H & HO,"+ H™+ O,”
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v' Enzymes
De nombreuses enzymes peuvent réduire O, en O,", par ailleurs, on prend comme

exemples des oxydases qui peuvent étre a 1’origine de ces radicaux la xanthine oxydase et la
NADPH oxydase (Nicotinamide Adénine Dinucléotide Phosphate oxydase) ou NOX. La
premiére intervient au cours de phénoménes d’ischémie reperfusion (IR). Cette situation peut
se rencontrer lors des greffes d’organes au cours desquelles le greffon est placé en situation
d’ischémie puis de reperfusion lorsque la circulation sanguine est rétablie, mais aussi lors des
processus de thrombose, le rétablissement de la circulation sanguine, apporte de 1’oxygene
aux tissus précédemment ischémies. Dans ces conditions: présence d’oxygeéne,
d’hypoxanthine et de xanthine oxydase, le radical superoxyde est formé ainsi que la
production d’acide urique (Bonnefont-Rousselot et al., 2003; Borg et al.,2008). La NADPH
oxydase constitue, quant a elle, un complexe enzymatique situé sur la membrane des cellules
phagocytaires; elle comporte du FAD (Flavine Adénine Dinucléotide) et un cytochrome de
type b capable de réduire O, en radical superoxyde, selon la réaction globale:

NADPH oxydase
NADPH + 20, NADP* + H" + 20,”

Cette étape de production d’O,” constitue une étape précoce dans le processus de
phagocytose, puisque des réactions ultérieures interviennent, conduisent a la formation
d’autre ERO détruisant la cellule étrangere (Curtin et al., 2002).
v" Réaction d’autooxydation
Plusieurs composés, tels que le glycéraldéhyde, I’adrénaline, la noradrénaline, la L-
DOPA (3,4-dihydroxyphénylalanine), la dopamine, des thiols, le FMNH, (Flavine
Mononucléotide réduite), le FADH, (Flavine Adénine Dinucléotide réduit), ...etc. sont
susceptibles de s’oxyder facilement en présence d’oxygeéne en transférant simultanément un
électron sur la molécule d’O,, conduisant ainsi au O,", ces réactions peuvent étre accélérées
par des métaux de trace (Bonnefont-Rousselot et al., 2003).
v" Protéines héminiques
L’oxydation de ’héme constitue une route importante pour la génération de
superoxyde, 1’hémoglobine et la myoglobine, capables de fixer ’oxygeéne au niveau de leur
noyau héminique (Fe®*), peuvent subir une oxydation en présence d’oxygéne:
Heéme Fe?’- O, <> Héme Fe*'- O,

Héme Fe*"-0,"——> O, + Héme Fe**
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La forme oxydée (dénommée respectivement méthémoglobine ou métmyoglobine) est
incapable de transporter I’oxygene et donc inefficace d’un point de vue fonctionnel constitue
environ 3% de I’hémoglobine des hématies humaines (Buonocore et al., 2010).
v Mitochondrie
La mitochondrie est I’organite des eucaryotes responsable de la respiration aérobie et

constitue la source la plus principale de génération des ERO (95-98%) (figure 4). Plus de 2%
d’0O, consommé est converti en O, par transfert de 1 a 2% d’électrons par la chaine de
transport d’électrons complexe I, NADH (Nicotinamide Adenine Dinucleotide)-ubiquinone
oxydoreductase et complexe Il, ubiquinol cytochrome C oxydoreductase sont les 2 sites de
production d’O," produits principalement dans la matrice mitochondriale (Curtin et al., 2002;
Migliore et Coppedé, 2009).

Figue 4. Chaine de transport des électrons mitochondriale et sites de production d’O," (Curtin
etal., 2002)
v Réticulum endoplasmique (RE)
Au sein du réticulum endoplasmique (les microsomes) se trouve le cytochrome P 450.
Il s’agit d’une hydroxylase qui intervient dans le métabolisme des stéroides et des
médicaments. Le fer présent a I’intérieur de ce cytochrome est susceptible de réagir avec
I’oxygene et de produire I’anion superoxyde déclenchant la peroxydation lipidique (Cash et
al., 2007; Borg et al., 2008).
v" Noyau
La membrane nucléaire contient une chaine de transport d’électrons, dont le role reste
inconnu elle peut laisser échapper un certain nombre d’électrons susceptibles de réduire 1’0,
en O,e- pouvant endommager I’ADN nucléaire (Bonnefont-Rousselot et al., 2003).
b. Radicaux hydroxyle (OH)
Les radicaux hydroxyles sont les radicaux libres les plus réactifs, capables de réagir
avec un trés grand nombre de biomolécules. Ils ne diffusent pas et réagissent sur le lieu méme

de leur production, avec des constantes de vitesse trés élevées (de I’ordre de 10° & 10
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mol™.l.s) avec une demi-vie biologique de 10”. Ils se forment in vivo soit en présence de
cation métallique (réaction de Fenton), soit par d’autres voies (Buonocore et al., 2010).
v" Réaction de fenton

Les réactions de fenton sont décrites comme des réactions d’ions métalliques avec le
peroxyde d’hydrogéne (H,0O,). Le fer peut également catalyser la transformation de 1’anion
superoxyde en présence d’H,0, avec production de radical hydroxyle selon la réaction dite de
Haber —Weiss, cette réaction est relativement lente et moins courante que la précédente dans
les tissus vivants (Curtin et al., 2002; Borg et al., 2008).

M™ (Cu”, Fe®", Ti*", Co?") + H,0, ———> M™Y (cu?, Fe*, Ti**, Co®") + 'OH + OH"
Réaction de fenton
0," +H,0,——> 'OH+ OH + O,
Réaction de Haber-Weiss
v" Autres sources

Les radiations ionisantes, le rayonnement ultraviolet et les ultrasons sont également
générateurs des radicaux ‘OH. De plus, I’acide hypochloreux, généré notamment lors de la
phagocytose par action de la myéloperoxydase, peut aussi conduire & la formation de ces
radicaux (Bonnefont-Rousselot et al., 2003).

HOCI + O,” ——>0O,+ CI'+ 'OH

c. Monoxyde d’azote radicalaire ((NO)

Le monoxyde d’azote radicalaire est un radical libre ubiquitaire synthétisé a partir de
I’arginine grace a 1’action d’enzymes NO synthase (NOS) (Curtin et al., 2002), selon le

schéma suivant:

L. Arginine —— GTP (Guanosine Tri Phosphate)
NO synthase O Guanylate cyclase
L-Citrulline «—— > GMPc

(Guanosine Mono Phosphate cyclique)

Le 'NO est présente dans un grand nombre des cellules du corps (vaisseaux, neurones,
muscles squelettiques, macrophages...). Il est impliqué dans plusieurs fonctions cellulaires,
cette implication dépend du site de production, il agit comme un agent vasodilatateur, un
neurotransmetteur et participe a la réponse immunitaire. Toutefois, le ‘NO peut former avec
I’anion superoxyde, le peroxynitrite (HOONO), un oxydant puissant et diffusible, capable
d’endommager de nombreuses molécules organiques (Haleng et al., 2007; Migliore et
Coppede, 2009).

d. Composés oxygénés non radicalaires
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v Acide hypochloreux (HOCL)

Les neutrophiles circulants possédent une myéloperoxydase qui utilise le peroxyde
d’hydrogéne (H202) comme substrat pour produire 1’acide hypochloreux (OCL"), ce dernier
est un bactéricide puissant, car il est a I’origine des radicaux libres auxquels les bactéries sont
tres sensibles (Borg et al., 2008).

v Peroxyde d’hydrogéne

C’est un composé relativement pour réactif en I’absence des métaux de transition,
capable de diffuser rapidement a travers les membranes cellulaires. 1l peut étre produit selon
deux grandes voies; I’action d’oxydases et la dismutasion du radical O, (Bonnefont-
Rousselot et al., 2003).

v' Oxygene singulet (*Ag0,)

L’oxygene singulet n’est qu’une forme activée de 1’oxygene, résultant d’une inversion
de spin d’un des électrons de 1’orbitale externe. Il est responsable des réactions de
photosensibilisation: certaines cellules, illuminées a une certaine longueur d’onde d’absorbent
de I’énergie, passent alors a un état excité, et leur énergie d’activation peut étre transférée a
des molécules d’oxygéne adjacentes (Buonocore et al., 2010).

v" Peroxynitrite (ONOQ)
Le peroxynitrite est un oxydant puissant, résultant de la réaction du radical ‘NO avec
le superoxyde (Bonnefont-Rousselot et al., 2003).
‘NO +0;" — > ONOO
2.2.3. Physiologie
a. Roles physiologiques bénéfiques
Survient quand les ERO sont produites en faible quantité. Elles interviennent dans :
- la régulation de I'apoptose (suicide programmée des cellules malades);
- la phagocytose des bactéries;
- les cascades de signalisation, la transmission de signaux;
- la régulation de la dilatation capillaire;
- la modulation des génes codant les enzymes anti-oxydantes;
- la fécondation (Les spermatozoides produisent des ERO pour percer la paroi de l'ovule);
- ils jouent un réle tres important pendant la gestation. Ceux-ci interviennent dans la fusion
des membranes, permettant la nidation de I'ccuf fécondé et le remodelage des tissus utérins,

placentaires et embryonnaires, la mise en place des vaisseaux sanguins propres a la gestation,
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la mise en place des cotylédons et la perméabilisation des membranes qui autorise l'afflux
intense de nutriments en direction du feetus (Curtin et al., 2002; Aurousseau et al. 2004;
Seifried et al., 2007; Buonocore et al., 2010).
b. Effets toxiques

Survient quand elles sont produites en exces générant un stress oxydant et provoquant
des dommages cellulaires par oxydation des molécules biologiques (Migliore et Coppedé,
2009), la figure 5 illustre la double vie des ERO.

Croissance Développement Physiologie
Signal Inflammation Adaptation Développement
* Stress oxydant
ADN/ARN
Pathologie
TOXIque Protéines Lipides Vieillissement

Sucres

Figure 5. La double vie des ERO (Barouki, 2006)
b.1. La peroxydation lipidique
Les membranes cellulaires constituent les premiers cibles pour les radicaux libres

circulants ainsi que les lipoprotéines a cause de leurs richesse en acides gras polyinsaturés
(AGPI), mais aussi le systeme nerveux central a cause de sa grande consommation
d’oxygene, de la faiblisse en enzymes antioxydantes et surtout de la grande concentration en
lipides. La peroxydation lipidique se déroule en plusieurs étapes :

v" D’initiation: dans laquelle un AGPI est attaqué au niveau d’un carbone situé entre
deux doubles liaisons par un radical hydroxyle avec arrachement d’un atome d’hydrogeéne qui
laisse un électron non apparié, ensuite il subira une suite de réarrangements des doubles
liaisons (Pelmont, 2008);

v’ la stabilisation: cette étape permet la formation d’un diéne conjugué RO," par
coordination avec une molécule d’oxygene;

v' la propagation: les alkoxy et peroxy radicaux propagent 1’oxydation par
I’intermédiaire de RO,";

v' la terminaison: la réaction en chaine se termine au moment de la recombinaison de
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deux dieénes ou s’il y a réduction des hydroperoxydes par la glutathion peroxydase ou la
vitamine E. Les principaux produits résultant de la peroxydation des lipides sont: les
malondialdéhydes (MDA), le 4hydroxyalkénal (4HDA), et le 4-hydorxy-2-nonenal (4-HNE)
et qui sont eux-mémes des oxydants qui reagissent préférentiellement avec certains acides
aminés (Borg et al., 2008; Buonocore et al., 2010).

La figure 6 présente les différentes étapes de la peroxydation lipidique:

Peroxydation Lipidique induite par le radical ‘OH

I. Phase d'initiation

Réorganisation
des doubles liaisons

= WV
H4 -4 'COOH

Acide gras polyinsaturé Radical lipidique o " .

R Diéne conjugué
(L) w)
Il. Phase de propagation
- .
\/\W +0; +L Radical lipidique
Y COOH — e— oy —— +
Diéne conjugué Radical peroxy! VYV=\A(OW
(LOO") Z

Hydroperoxyde lipidique
Il. Phase de terminaison yaroperoxydelpidia

L' + L —f— -
LOO' + LOO =g LOOL + H,0
LOO" + L —fge- LOOL

Figure 6. Mécanisme en chaine de la peroxydation des acides gras polyinsaturés et nature des
produits terminaux formés (Favier, 2003)
b.2. L’oxydation des protéines

Les acide aminés des protéines sont la cible des radicaux libres soit au niveau de leur
chaine latérale, avec formation de produit d’oxydation, soit au niveau de la liaison peptidique
entrainant la fragmentation de la chaine, et ceux qui sont plus sensibles aux radicaux libres
sont: les acides aminés aromatiques (Tyr: tyrosine, Try: tryptophane) et soufrés (Cys:

cystéine, Met: méthionine) ainsi que 1’histidine et la proline (figure 7) (Haleng et al., 2007).
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Figure 7. Nature de quelques modifications des chaines latérales d’acides aminés des
protéines apres attaque radicalaire (Favier, 2003)
b.3. L’oxydation des acides nucléiques:

Les bases et les désoxyriboses de I’ADN sont la cible privilégie des radicaux libres et
leur oxydation modifie la base, si bien qu’elle ne peut plus s’apparier avec la base adéquate ce
qui provoque des mutations, comme elle peut aboutir a la transversion des bases GC (guanine
et cytosine) et TA (adénine et thymine) par ’addition de ‘OH sur 1’un des doubles liaisons de
I’un des produits d’oxydation qui dérive de la guanine: la 8-0x0-7-hydrodésoxyguanine qui
s’apparie fréquemment avec la base A, les radicaux libres peuvent aussi causer des cassures
au double brin de I’ADN conduisant a des altérations du message génétique impliquées dans

le déclenchement du cancer et du vieillissement (figure 8) (Bonnefont-Rousselot, 2003).
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Figure 8. Lésions de I’ADN formées par attaque radicalaire du patrimoine génétique des
cellules (Favier, 2003)
b.4. L’oxydation des glucides

La chimie de I'attaque radicalaire des polysaccharides a été beaucoup moins étudiee
que celle des autres macromolécules, il n'en demeure pas moins que les espéces réactives de
I'oxygene attaquent les mucopolysaccharides et notamment les protéoglycanes du cartilage.
Par ailleurs, le glucose peut s'oxyder dans des conditions physiologiques, en présence de
traces metalliques, en libérant des cétoaldehydes, H,O, et OHe, qui entraineront la coupure
de protéines ou leur glycation par attachement du cétoaldéhyde, formant un dérivé AGE
(Advanced Glycation Endproducts). Ce phénomeéne de glycosoxydation est trés important
chez les diabétiques et contribue a la fragilité de leurs parois vasculaires et de leur rétine
(Favier, 2003).
2.3. Systémes de defense antioxydant
Les systemes de défense antioxydants comportent:
- des enzymes;
- des protéines (transferrine, haptoglobine, métallothionéine), qui diminuent la disponibilité
des pro-oxydants tels que les ions Fe?*, Fe**, Cu®*, Cu™;
- des protéines, comme les protéines de choc thermique;
- des composés de basse poids moléculaire (glutathion, a- tocophérol, acide ascorbique,

bilirubine, acide urique) (Bonnefont-Rousselot et al., 2003).
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2.3.1. Les antioxydants plus que des piégeurs d’ERO

Les antioxydants sont des molécules qui possedent des propriétés allant bien au-dela de
leur capacité a piéger les ERO (Ricciarelli et al., 2002). Expérimentalement, il est bien prouvé
que les antioxydants présentent des activités anticancéreuses non seulement en piégeant des
ERO mais aussi en augmentant la réponse immunitaire, en diminuant 1’expression
d’oncogénes ou en inhibant 1’angiogeneése des tumeurs ainsi que leur rdle clé dans la
régulation des signaux cellulaires (Pincemail et al., 2002).

2.3.2. Les antioxydants comme agents de prévention

Plusieurs études tant épidémiologiques que cliniques indiquent que des personnes
présentant des concentrations sanguines faibles en antioxydants sont plus a risque, de
développer des maladies cardiovasculaires que des sujets ayant un bilan antioxydant bien
équilibré (Gutteridge, 1993). Un bel exemple est de la vitamine C entrainant une amélioration
des fonctions vasomotrices des cellules endothéliales de 1’artere radicale (Hornig et al., 1998).
2.3.3. Systeme enzymatique
a. Superoxyde dismutase (SOD)

Ce sont des métalloenzymes présentes chez tous les organismes mis au contact de
I’oxygene, avec I’exception notoire des lactobacilles. Elles catalysent la dismutation du
superoxyde en le transformant en peroxyde d’hydrogéne et en oxygéne, avec une rapidité qui
est une des plus élevées connues. Sa plus grande utilité physiologique est peut-étre d’éviter la
réaction de fenton (Pelmont, 2008). Chez I’homme, on décrit plusieurs isoenzymes SOD qui
se différent par la localisation chromosomique du gene, leur contenu métallique, leur structure
quaternaire ainsi que leur localisation cellulaire: la Cu/Zn-SOD; cytosolique, la Mn-SOD,
mitochondriale et la Cu/Zn-SODj; extracellulaire, qui est sécrétée par les cellules musculaires
lisses et constitue le systeme antioxydant majeur de la paroi artérielle. Chez les bactéries, il
existe aussi la Fe-SOD (Haling et al., 2007).

Concernant la Cu/Zn-SOD, le cuivre et le zinc forment un noyau bimétallique, le premier
ayant le role catalytique principal, 1’autre étant structural et remplacable par d’autres métaux
(Pelmont, 2008).
(Cu*, Mn*") —enzyme + 0, —— (Cu*, Mn%*") —enzyme + O,
(Cu*, Mn*) —enzyme + O,” + 2H* ——> (Cu*, Mn?*") — enzyme + H,0,

Bilan: O," + O, + 2H'——> O, + H,0;
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b. Catalase (CAT)

Enzyme de type hémoprotéine a fer, de couleur verte, capable de catalyser la
décomposition d’H,0,. Cette enzyme est sert donc a métaboliser 1’H,O, produit par certaines
réactions d’oxydation de substrats tels que: acides aminés, acides gras, purine,........ etc,
catalysées essenticllement par des flavoprotéines en présence d’O,. Elle permet ainsi
I’oxydation de nombreux composés réduits tel que: 1’alcool, phénol,..... etc. Elle est
également présente chez de nombreuses bactéries (Morére et Pujol, 2003).

CAT
2H,0, ——— > 0O, + 2H,0

c. Peroxydases
Les peroxydases sont des enzymes capable de détoxifier le peroxyde d’hydrogeéne et
d’autre hydroperoxydes, en couplant la réduction de I’hydroperoxyde avec I’oxydation d’un
substrat réducteur. Ainsi, il est possible de distinguer des glutathion peroxydases, des
cytochrome C peroxydases et des NADH peroxydases (Bonnenfont — Rousselot et al., 2003).
v" La glutathion peroxydase (GSH-Px)

La GSH-Px est un tétramere dont la structure tridimensionnelle est connue, et contient
du sélénium dans la sélénocystéine. Elle est considérée comme enzyme de défense essentielle
des organismes animaux contre les peroxydes (Baldwin et al., 1995; Arthur, 2000).

La GSH-Px catalyse la dismutation d’H,O; en eau et en oxygene moléculaire, le
glutathion sous forme réduite, GSH, est oxydé en GSSG (zZhu et al., 2008). Elle est en
compétition avec la CAT car elles utilisent toutes les deux le méme substrat : H,O,, cette
enzyme étant active pour des faibles concentrations d’ERO (Valko et al., 2007).

GSH-Px

ROOH +2GSH ————> ROH + H,0 + GSSG
D’un point de vue structural, les GSH-Px présentent une ou quatre sous unités, selon
I’isoforme. Chaque sous-unité de poids moléculaire compris entre 19 et 24,8 kDa contient un
atome de Se sous forme de sélénocystéine. Elles varient avec leur localisation dans
l'organisme. A l'intérieur des cellules, il est possible de distinguer la forme cytosolique et
mitochondriale (cGSH-Px) de la forme membranaire (PH-GSH-Px: Phospholipide
hydroperoxyde Peroxydase) (Poisson, 2013).
Chez les eucaryotes, il existe 5 isoenzymes:
v" la GSH-Px 1, I’isoforme la plus fréquente, est exprimée dans de nombreuses cellules

telles que les erythrocytes, les cellules hepatiques et rénales et est présente dans le cytoplasme

et la mitochondrie;
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v" la GSH-Px 2 dite gastro-intestinale car localisée préférentiellement dans les cellules
épithéliales du tractus gastro-intestinal;

v la GSH-Px 3 présente au niveau plasmatique;

v" la GSH-Px 4 présente dans les cellules épithéliales du rein et dans les testicules est
située a I’interface de la membrane interne et du cytoplasme;

v la GSH-Px 5 localisée dans 1’épididyme (Poisson, 2013).
d. Glutathion réductase (GR)

C’est une flavoprotéine dimere comportant deux thiols réversiblement oxydables dans

son site actif, elle catalyse la réduction du GSSG en GSH (Pelmont, 2008).
GR

GSSG + 2H" + NADPH ———>2GSH + NADP”
e. Glutathion S-transférase (GST)
Enzyme a large spécificité et largement répandu, catalysant:

GST
RX + HS-glutathion ——> HX + R-S-glutathion

ou R est aromatique, aliphatique, hétérocyclique, X étant un halogéne, un groupe nitrite ou
sulfate. L’enzyme lie aussi le glutathion a diverses cibles électrophiles, des époxydes et des
oxydes d’arénes, elle a aussi le pouvoir de fonctionner comme isomérase, peroxydase. En
liant le glutathion a de nombreux composants, la transférase posséde une grande importance
comme agent de détoxification, notamment dans la neutralisation des herbicides et
insecticides par des bactéries, plantes et insectes, son activité est souvent responsable des
phénomenes de résistance (Sheehan et al., 2001).
f. Heme oxygénase (HO)

Le systéme enzymatique héme oxygénase est le facteur limitant du catabolisme de
I’héme. Trois isoformes ont été caractérisées mais seules HO-1 et HO-2 sont fonctionnelles et
capables de générer le monoxyde de carbone (CO), la biliverdine, rapidement transformée en
bilirubine et du fer libre qui conduit a I’induction de la ferritine. L’induction de 1’activité HO-
1 génere ces produits de dégradation de ’héme qui assurent une importante cytoprotection.
L’HO-1 est a présent considérée comme ayant trois activités majeures: antioxydante,
antiinflammatoire, antiapoptotique auxquelles s’ajoute un rdle dans le maintien de la
microcirculation. Les activités de HO-1, particulierement celles antioxydantes, dépendent en
premier lieu des métabolites de 1’héme libérés par I’enzyme; toutefois, un rodle indirect
antioxydant de HO-1 lui-méme a été clairement demontré dans au moins deux situations : la

cellule macrophagique et le syndrome d’IR. Dans les cellules macrophagiques, 1’héme est
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indispensable a la maturation de la sous-unité catalytique gp 91 de la NADPH-oxydase. Cette
enzyme est 1I’¢lément majeur de la production d’anion superoxyde. Dé¢s lors, la consommation
de I’héme par HO-1 empéche la maturation de la NADPH-oxydase, ce qui diminue trés
fortement la production de (Oz¢) par I’enzyme. Au cours du syndrome d’IR, I’activation du
systeme HO-1 contribue indirectement a protéger les tissus du stress oxydatif (Taille et al.,
2004; Lyoumi et al., 2007).
g. Systeme thiorédoxine

L’antioxydant majeur responsable du maintien des protéines a I’état réduit est la
thiorédoxine qui sera régénérée par le NADPH sous 1’action de la thiorédoxine réductase
(TrxR) qui possede un groupement selénocystéine dans son site actif. Elle intervient dans la
dégradation des peroxydes lipidiques et d’H,0,, ainsi que dans la régénération du radical
ascorbyl en acide ascorbique (Haleng et al., 2007).
2.3.4. Systeme non enzymatique
a. Antioxydant hydrosolubles

v L’acide ascorbique

La vitamine C ou I’acide ascorbique est la lactone de 1’acide L-cétogulonique dont la
plupart des mammiféres sont capables de la synthétiser dans leur foie ou leurs reins. Ce n’est
pas le cas de ’homme qui doit assurer un apport journalier d’environ 100 mg. Elle est avant
tout, un excellent piégeur des ERO. Elle inhibe également la peroxydation lipidique en
régénérant la vitamine E a partir de la forme radicalaire. Ses fonction sont nombreuses:
contribution au bon fonctionnement du systéme immunitaire, implication dans la synthése du
collagene et des globules rouges, ainsi que dans les mécanismes de métabolisme du fer, du
glutathion, des hormones stéroides, des acides aminés aromatiques et des catécholamines
(Adrian et al., 1995; Haleng et al., 2007).

v" Le glutathion et les protéines thiols

Le glutathion est un tripeptide (L-y glutamyl-L-cystéinyl-glycine), ubiquiste. Il est le
thiol (-SH) majoritaire au niveau intracellulaire (1’albumine étant son équivalent plasmatique)
ou il est present sous forme essentiellement réduite. Dans des conditions physiologiques, sa
forme oxydée est en concentration tres faible. Le GSH est synthétisé en deux étapes, par la y
glutamylcystéine synthétase (y-GCS) et la GSH synthétase (GS) qui complete la molécule
avec la glycine. Ces deux reactions (ci-dessous) sont couplées avec une hydrolyse d’ATP
(Adenosine Tri Phosphate) en ADP (Adénosine Di Phosphate) et phosphate (Pelmont, 2008).
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Le groupement thiol permet au glutathion d’intervenir dans de nombreuses réactions de
réduction. Il participe également aux réactions de détoxification des ERO, notamment
H.O, et aussi lors de la détoxification des xenobiotiques électrophiles. De plus, via sa
fonction thiol, le glutathion participe au maintien de I’équilibre redox cellulaire impliqué dans
la régulation de différentes voies métaboliques (transduction de signal, expression génique
des facteurs de transcription) selon la réaction suivante appelée glutathionylation :
Protéine-SOH + GSH —— > Protéine-SSG + H20
générant des protéines glutathionylées (Lu, 2013; Poisson, 2013).
Le rapport GSH/GSSG est considéré comme un excellent marqueur de la peroxydation
lipidique et permet d’objectiver I’importance du stress. Au cours du vieillissement et lors d’un
exercice intense, ce rapport tend a diminuer (Haleng et al., 2007).
Cependant, la fonction thiol peut également entrainer la formation des radicaux thiyles
(GSe) qui pourront a leur tour générer de nouveaux radicaux libres. Le glutathion agit comme
un antioxydant notamment au niveau mitochondrial ; en présence de GSH-Px dépendante du
sélénium, il réduit le peroxyde d’hydrogéne prévenant tout effet délétere tel que la
peroxydation lipidique. Le glutathion sert ainsi de cofacteur & la GSH-Px, comme c¢’est le cas
pour la GST, de chélateur des métaux de transition, il permet aussi la régénération de
différents antioxydants dont les vitamines C et E. Le glutathion est également impliqué dans
les processus d’apoptose et de division cellulaire (Lu 2013; Poisson, 2013) et intervient aussi
dans le transport de certains acides aminés dont la cystéine (Pastore et al., 2003). L’apport
recommandé journalier est d’environ 300 mg (Haleng et al., 2007).

La Figure 9 illustre les différentes réactions antioxydantes mettant en jeu le glutathion.
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Figure 9. Les réactions impliquant le glutathion (Lu, 2013, Poisson, 2013)
Grx : Glutaredoxines ;
Srx : Sulphiredoxines
La plupart des protéines dont I’albumine contiennent des groupements « thiols » qui

posseédent des propriétés réductrices et piegent facilement les espéces oxygénées activées
(Haleng et al., 2007).

v L’acide urique

Produit terminal majeur du métabolisme des purines chez I’homme, il est a pH

physiologique majoritairement ionisé sous forme d’urate, un piégeur puissant des radicaux
('OH, ROO¢, NOO:s...). Ces réactions conduisent a des espéces radicalaires qui seront a leur
tour réduites (notamment par la vitamine C). Les propriétés antioxydantes de 1’urate in vivo
peuvent étre appréciées indirectement par le fait qu’un produit de la réaction d’urate avec les
ERO, I’allantoine, est présent a des taux élevés lors d’un stress oxydant (Bonnefont-Rousselot
et al., 2003).

v" Les polyphénols

IIs constituent une famille importante d’antioxydants présents dans les végétaux.

L’alimentation fournit environ 1g de polyphénols par jour principalement par I’apport en
fruits et dans une moindre mesure en légumes et en céréales. lls sont présents sous forme
d’anthocyanine dans les fruits rouges, sous forme de flavonoides dans les agrumes, 1’huile de
lin et sous forme d’épicatéchine dans le thé, le chocolat, les pommes, les oignons et les algues
brunes. Globalement, ce sont d’excellents piégeurs des ERO et de tres bons chélateurs des
métaux de transition comme le fer et le cuivre (Bonnefont-Rousselot et al., 2003; Haleng et
al., 2007).

v' Les oligoéléments
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L’importance des éléments de trace (zinc, cuivre, manganese, sélénium) dans la
défense antiradicalaire, avec notamment leur participation comme cofacteurs des enzymes
anti-oxydantes (Morére et Pujol, 2003).

b. Antioxydants liposolubles
v Lavitamine E

D’un point de vue biologique, deux isomeres sont particulieérement intéressants, 1’a- et
le y-tocophérol. Leur caractére hydrophobe leur permet de s’insérer au sein des membranes
riches en acides gras polyinsaturés, ou ils jouent un réle protecteur en réagissant avec les
radicaux peroxyles (ROOe¢) pour former un radical tocophéryle, empéchant ainsi la
propagation de la peroxydation lipidique (Pelmont, 2008).

v" Les caroténoides

Les caroténoides, dont font partie le -caroténe ou provitamine A car, apres hydrolyse
hépatique, il donne naissance a deux molécules de vitamine A et le lycopene, pigment rouge
présent notamment dans la tomate et le pamplemousse. Ils peuvent piéger 1I’oxygéne singulet,
notons aussi la capacité de B-caroténe de piéger des radicaux peroxyle et protéger ainsi les
LDL (low density lipoprotein) (Niki, 2010).

v Le Coenzyme Q1o

Le coenzyme Qio, appelé ubiquinone, est un dérivé benzoquinolique avec une longue
chaine latérale isoprénique. Cette chaine latérale confére a la molécule un caractere lipophile
qui lui permet de s’insérer dans les membranes et les lipoprotéines. Il joue un role essentiel
dans la chaine mitochondriale de transport d’¢électrons et est un puissant inhibiteur de
peroxydation lipidique, en synergie avec la vitamine E. S’il n’existe pas d’apport journalier
recommandé pour cet antioxydant, il semble toutefois qu’il soit nécessaire d’en ingérer au
moins 30 mg par jour (Haleng et al., 2007; Niki, 2010).

Citons aussi le role antioxydant des hormones sexuelles (les cestrogénes), la mélatonine et la
bilirubine (Bonnefont-Rousselot, 2003), la figure ci-dessous montre les principales sources

des ERO ainsi que les antioxydants les plus impliqués.
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Figure 10. Les antioxydants (Poisson, 2013)
2.4. Stress oxydant et transmission cellulaire

La transduction signalétique ou la signalisation cellulaire sont des processus qui
permettent a une information d’étre transmise de 1’extérieur de la cellule a différents éléments
fonctionnels localisés a I’intérieur de celle-ci. Les signaux envoyés a [’appareil
transcriptionnel, responsable de ’expression de certains génes, sont normalement transmis
vers le noyau de la cellule par une classe de protéines appelées facteurs de transcriptions.
Ceux-ci se lient a des séquences spécifiques de I’ADN pour réguler I’activit¢é de ’ARN
polymérase Il. Ces processus de signalisation peuvent induire diverses activités biologiques
comme la contraction musculaire, 1’expression de génes, la croissance cellulaire et la
neurotransmission. Récemment, de nombreux travaux ont démontré que de nombreuses
réactions d’oxydo-réduction (état rédox) dans la cellule sont impliquées dans la régulation de
plusieurs fonctions cellulaires. Selon la nature et la quantité d’espéces réactives de 1’oxygene
produites, leur source et cinétique de production dans la cellule, on distingue de différentes
conséquences dans la régulation cellulaire par les ERO (Pincemail et al., 2001).
2.4.1. Les facteurs de transcription activés par le stress oxydant

v" NF-kB (Nuclear Factor kB)

AP-1 (Activator Protein 1)
AP-2 (Activator Protein 2)
MTF (Metal-responsive transcription factor)

v
v
v
v HSF (Heat Shock Factor)
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2.4.2. Facteurs de transcription inhibés par le stress oxydant
v Sp-1 (specificity protein 1)
v NFI (Nuclear Factor 1)
v p53 (protéine 53)

Stress oxydant

/ ¢ Membrane cellulaire

NF-kB Inactif
Cytoplasme Mitochondrie ¢1
P NF-kB Actif
@ € ERQ |==———— | GSHJ{
‘1’ / =2 IxBa
Pamille Abl GSH, TRX
GSH, TRX

N

Transcription des génes Noyau

Génes pro-inflammatoires ‘1'
(IL-1p, IL-8, TNF-a, iNOS)  Protéines anti-apoptotiques Inhibition de p53 Protéines pro-apoptotiques
Geénes anti-oxydants
(y-GCS, MnSOD, HO-1)

Figure 11. Role central des especes oxygénées activées et du glutathion dans la régulation
rédox de la transcription des genes (Pincemail et al., 2001)

IL-1B, IL-8: Interleukine-1beta, Interleukine 8 respectivement ;
INOS: inducible nitric oxide synthase ;

JNK: Jun kinases ;

TNF-a: Tumor Necrosis Factor-a.

2.5. Consequences physiopathologiques du stress oxydatif
2.5.1. Théorie radicalaire du vieillissement
Décrite dans les années 50 par Harman (1956), la théorie radicalaire du
vieillissement explique que les phénoménes de dégénérescence liés au vieillissement sont
dus a ’accumulation d’éléments oxydés et a leurs conséquences sur 1’organisme comme
la peroxydation lipidique ou la carbonylation des protéines. Ainsi, plus 1’age augmente,
plus les attaques radicalaires sur les differentes cibles biologiques seront importantes.
La théorie radicalaire du vieillissement serait impliquée dans de nombreuses pathologies
telles que diabéte de type Il, les maladies neurodégénératives (dont les maladies
d’Alzheimer et de Parkinson) et I’athérosclérose (Poisson, 2013). Le tableau 6 représente des

marqueurs d’oxydation mis en évidence dans les pathologies.
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Tableau 6. Biomarqueurs de stress oxydant associés a des pathologies (Valko 2007; Poison,
2013)

Biomarqueurs de stress oxydant

Pathologies = oYoTT —
humaines MDA  GSH/GSSG Acroléine . 4-HNE o rotcines
Isoprostanes dGuanosine carbonylées
Cancer X X X X
Maladies
Cardiovasculaires X X X
Arthrite rhumatoide X X
Maladie d'Alzheimer X X X X
Maladie de Parkinson X X X
Ischémie/Reperfusion X X
Athérosclérose X X X X
Diabéte non
X X X

insulinodépendant

2.5.2. Pathologies chroniques liées a un excés d’ERO

La production excessive d’especes réactives a été¢ identifiée comme étant impliquée
dans certaines pathologies. Ces pathologies peuvent se diviser en deux groupes : le premier
regroupant celles liées principalement a une production excessive d’ERO au niveau
mitochondrial telles que le cancer ou le diabéte type 2; le second concerne les cas ou une
stimulation excessive des NOX ou de la xanthine oxydase entraine une augmentation de la
production d’especes radicalaires.
Dans ce dernier groupe, une forte composante inflammatoire est également décrite.
Les pathologies chroniques concernées sont notamment les maladies cardiovasculaires
(’athérosclérose, maladies cardiaques ischémiques) ou neurodégénératives (maladie
d’Alzheimer, de Parkinson) et la polyarthrite rhumatoide (Droge 2002 ; Valko et al.
2007, Poisson, 2013). La figure 12 illustre les principales maladies qui peuvent étre causées

par un stress oxydant:
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Figure 12. Surproduction des radicaux libres provoque un stress oxydant affectant différents
organes ou systemes (Santhosh Kumar et Priyadarsini, 2014)

ADHD: Attention Deficit Hyperactivity Disorder ;
ARDS: Acute Respiratory Distress Syndrome;
CHD: Coronary Heart Disease ;

COPD Chronic Obstructive Pulmonary Disease ;
CSF: Chronic Fatigue Syndrome ;

OCD: Obsessive-Compulsive Disorder ;

RNS: Reactive Nitrogen Species ;

ROS: Reactive Oxygen Species
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1. Lavitamine E
1.1. Historique

En 1922, Evans et Bishop constataient que 1’absence d’un facteur alimentaire
liposoluble, présent dans les feuilles vertes et les germes de blé, se traduisait par 1’arrét
de la reproduction chez le rat blanc par la mort des feetus chez la rate gestante et ’altération
de I’épithélium séminifeére chez le male. Il fallait attendre 15 ans pour qu’Evans livre les
premiéres préparations, a partir de germes de blé, de ce qu’il était convenu d’appeler la
vitamine E ou de fécondité, ou du grecque tocophérol (Tokos: accouchement, pherein: porter,
ol: alcool). En 1968, elle a été reconnue comme un élément nutritif essentiel pour I’homme
par Food and Nutrition Board of National Research Council des Etats-Unis (Magnin, 1992;
Feki et al., 2001).
1.2. Structure chimique

La vitamine E est un terme générique qui regroupe 8 molécules différentes: 4
tocophérols et 4 tocotriénols. La structure de base est formée par un noyau hydroxychromane
sur lequel est fixée une chaine polyisoprénique a 16 carbones, saturée (tocophérols) ou tri-
insaturée en 3°, 7° et 11° (tocotriénols). La molécule de vitamine E présente 3 centres de
chiralite, en position 2 sur le noyau chromane et en position 4’et 8’sur la chaine latérale,
toujours de configuration R dans les produits naturels. Les divers tocophérols et tocotriénols
se distinguent entre eux par le nombre et la position des groupements méthyles sur le noyau
aromatique. Les composés o portent 3 méthyles en position 5, 7 et 8; les composés et y en
portent 2 respectivement en positions 5, 8 et 7, 8; les composés 6 portent un seul méthyle en
position 8 (figure 13). Parmi ces 8 composés, 1’a-tocophérol est le constituant majoritaire et
celui qui présente I’activité biologique la plus élevée (Cuvelier et al., 2003; Guilland et
Lequeu, 2009 ).
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Figure 13. Structure et nomenclature de la vitamine E (Feki et al., 2001)

3



ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE La vitamine E et le sélénium

1.3. Biosyntheése, sources alimentaires et utilisations
1.3.1. Biosynthése

La biosynthese de la vitamine E s’effectue dans les plantes, les algues et certaines
plantes non photosynthétiques telles que les champignons mais pas chez les animaux. Il existe
vraisemblablement 2 voies de synthése conduisant a la formation de la vitamine E, la voie des
tocotriénols et la voie des tocophérols selon la figure ci-dessous:

Figure 14. Les principales étapes de la biosynthése de la vitamine E (Cuvelier et al., 2003)
1.3.2. Sources alimentaires et besoin

Comme la majorité des vitamines, la vitamine E n’est pas synthétisée par I’organisme
et doit étre apportée par I’alimentation. Les germes de céréales, les huiles végétales et les
Iégumes verts (salade, choux, épinard) sont les sources naturelles les plus riches en vitamine
E. Les produits d’origine animale en sont moins riches: on en trouve surtout dans les poissons
gras, le foie, les ceufs et les produits laitiers (Magnin, 1992; Feki et al., 2001). La teneur
relative en vitamine E des principales sources naturelles est présentée dans le tableau 7.
L’activité vitaminique E peut étre exprimée en unité internationale (UT), correspondant a 1 mg
d’a- tocophérol acétate ou mieux en a-tocophérol équivalent (a-TE), correspondant a 1 mg,

qui est la forme biologique la plus active (1 o-TE = 1,49 UI). L’activité vitaminique
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respective des B, y et d tocophérols n’est que d’environ 30 %, 15 % et 10 % de celle de ’a-
tocophérol. Une alimentation équilibrée couvre habituellement les besoins en vitamine

E. Ces besoins augmentent avec la teneur des aliments en lipides, notamment en acides gras
insaturés. L’apport quotidien recommandé augmente avec 1’dge et dans certains états
physiologiques comme la grossesse et I’allaitement (Feki et al., 2001).

Tableau 7. Teneur relative en vitamine E (mg acétate a-tocophéerol (UI)/100 g) des

différentes sources naturelles (Le Grusse et Watier, 1993)

Huile de germe de blé 150 - 250 Noix, pistaches 5-10

Huile de soja 120 - 150 Beurre 15-3
Huile de tournesol 50 - 80 Foie de veau 12-16
Noisettes, amandes 20-30 Poissons gras 1.0-2.0
Huile d’arachide 15-30 (Eufs de poule 0.7-16
Germes de céréales 14-16 Lait de femme 0.6-0.7
Huile d’olive 10-20 Légumes verts 0.3-25
Margarine 8-40 Lait de vache 01-02

1 Ul =1 mg d’a-tocophérol acétate; 1 a-tocophérol équivalent (a-TE) = 1 mg d’a-tocophérol; 1 o-TE = 1,49 UI.
(Apports quotidiens recommandés (AQR) = 15 & 18 UI).
1.3.3. Utilisations

La vitamine E, une vitamine ubiquitaire apporte aux membranes et aux tissus, de la
protection qu’elle leur confére contre la nécrose et la fibrose et a la dérive antioxydatrice
qu’elle développe a ces niveaux, en sauvegardant I’activité respiratoire mitochondriale et le
métabolisme membranaire. Outre, son usage contre I’oxygénothérapie, en particulier chez les
insuffisants respiratoires, il convient de souligner 'intérét de son administration chez les
sujets atteints de pathologies dégénératives, comme les myopathies, le cancer, les
encéphalopathies, 1’athérosclérose et les maladies hémolytiques. Mais sa meilleure
exploitation, semble s’imposer comme agent thérapeutique de prévention dans un mode
soumis aux pollutions et aux stress multiples (Magnin, 1992).
1.4. Absorption et répartition dans I’organisme

L’alpha-tocophérol chemine dans les canaux lymphatiques jusqu’a la circulation
générale, véhiculé par les chylomicrons. Sa résorption intestinale est préalablement liée a la
digestion des graisses par sels biliaires et lipase pancréatique interposés. Une fois déversé
dans le plasma, le tocophérol est pris en charge par les lipoprotéines et plus spécialement les
LDL qui assurent la plus grande partie de cette charge. Le produit est ensuite stocké dans les

graisses de 1’organisme et le foie, avec une répartition trés large au niveau de tous les tissus.
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Plus de 50% de la vitamine E se trouvent dans les tissus adipeux a la concentration de
300ug/g de triglycérides. Sa concentration plasmatique varie de 8 a 13pug/ml et le muscle en
contient de 10 a 20 pg/g de tissu.
Certains sites de fixation du tocophérol ont méme été décelés dans les globules rouges et dans
le foie, & types de récepteurs protéiques. Le tocophérol libre se trouve dans les féces et la bile.
Il existe sous forme conjuguée dans les urines (Magnin, 1992; Pincemail et al., 1998; Feki et
al., 2001).
1.5. Activité biologique et activité antioxydante
1.5.1. Activité antioxydante

Grace a leur caractére hydrophobe, la vitamine E présente dans les membranes
biologiques et les lipoprotéines circulantes agit en captant les radicaux peroxyles, prévenant la
propagation du processus de la lipoperoxydation. La réaction des radicaux peroxyles est 104 a
105 fois plus rapide avec les tocophérols qu’avec les AGPI. Le noyau chromane réagit avec
les radicaux peroxyles (LOQO¢) pour générer un tocopheroxyle (a-TO¢) et un hydroperoxyde
(LOOH). Le radical tocopheroxyle formé est trés instable, il réagit avec un 2°™ radical
peroxyle pour donner naissance a d’autres produits moins réactifs tels que la tocophéryl-
quinone (a-TQ¢). La teneur membranaire en vitamine E étant faible par rapport aux lipides et
a la production des radicaux, seule I’existence d’un mécanisme de renouvellement de 1’a-
tocophérol permet d’expliquer son efficacité. En effet, de nombreux composés comme ’acide
ascorbique, le glutathion réduit, 1’ubiquinol et 1’acide lipoique participent a la régénération de
la vitamine E (Pincemail et al., 1998; Feki et al., 2001; Guilland et Lequeu, 2009 ).
1.5.2. Activité stabilisatrice de membrane

Cette activité serait indépendante de I’activité antioxydante. Elle résulterait de la
participation du tocophérol a la formation des phospholipides membranaires. L’ensemble de
ces propriétés expliquerait que I’on attribue a la carence en tocophérol de nombreux
dysfonctionnements enzymatiques, en particulier de ceux réglant la respiration cellulaire
(Magnin, 1992).
1.5.3. Activités liées aux plaquettes et aux globules rouges

L’action de la vitamine E semble importante sur les éléments figures du sang. On
attribue a la carence en tocophérol la susceptibilité hémolytique des hématies, I’anémie
macrocytaires, la sensibilité élevée des hématies aux oxydants et leur fragilisation, toutes
manifestations qui cédent au traitement substitutif. On préte aussi au tocophérol de
participer a la synthése de I’héme du globule rouge en modulant la formation de

I’hémoglobine ainsi que des systémes enzymatiques spécifiques tels que les cytochromes
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et les catalases.

A 1’égard des plaquettes, le déficit en tocophérol a ce niveau pourrait étre
responsable d’une modification de la synthése plaquettaire des prostaglandines, de la
diminution de la perméabilité des membranes aux cations et de nombreux accidents a
type de thromboses et thromcytoses, ainsi que d’hyperagrégation plaquettaire a la
thrombine et au collagéne (Landrieu, 1987; Magnin, 1992).

1.5.4. Action sur la croissance et la différenciation cellulaire

De nombreuses preuves expérimentales suggerent que la vitamine E joue un réle
dans la croissance et la différenciation cellulaire. La supplémentation d’isoméres ou de
dérivés de la vitamine E inhibe la prolifération des cellules tumorales, des cellules
musculaires lisses et des lymphocytes T. L’effet antiprolifératif de la vitamine E pourrait
résulter de 1’action exercée par la vitamine E sur les facteurs de transcription NF-xB et AP1
(Feki et al., 2001).

1.5.5. Vitamine E et fonction neurologique

La vitamine E est un facteur indispensable au maintien des fonctions neurologiques
normales. Un déficit sévere et prolongé en vitamine E conduit & un syndrome spino-
cérébelleux d’installation progressive (Gordon, 2001) dont la physiopathologie n’est pas
claire. Les effets antioxydant et stabilisant des membranes seraient, du moins en partie, a
la base du role protecteur de la vitamine E dans le systéeme nerveux (Muller et Goss-
Sampson, 1990).

1.5.6. Vitamine E et fonction immunitaire

De nombreuses études expérimentales suggérent que la vitamine E joue un réle dans
la modulation de la réponse immunitaire. Un statut marginal en vitamine E a été trouvé
associé a une plus grande fréquence de maladies infectieuses (Chavance et al., 1989) et de
cancers. La supplémentation en vitamine E a permis d’améliorer la réponse immunitaire
chez I’homme et le rat &gés (Wu et al., 2000). La vitamine E a permis de réduire I’activité
suppressive des lymphocytes T et d’augmenter la sécrétion d’interleukine 2 chez la souris
infectée par le virus de I'immunodéficience murine (Wang et al., 1994%). Certaines preuves
indiquent la possibilité d’un effet bénéfique de la vitamine E et d’autres micronutriments
sur la progression de ’infection & VIH (Virus d’immunodéficience humain) et sur les
symptdmes cliniques du SIDA (Wang et al., 1994°).
1.6. Carences

La carence ou le déficit chronique en vitamine E semblent gouverner, en particulier
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chez les organismes jeunes en développement, des manifestations essentiellement
neurologiques ou des pathologies de membranes et sanguines. Ainsi signale-t-on des
myopathies et des polyneuropathies chez le jeune enfant. Au niveau membranaire, la
malabsorption des graisses et le déficit en transporteurs plasmatiques des lipoprotéines sont
susceptibles de développer des pathologies de retentissement, au niveau du systeme nerveux
central, du systeme cardiovasculaire, du foie et des reins. Sans négligeant les effets protecteurs
des organes reproducteurs (Magnin, 1992).
2. Le sélénium
2.1. Historique

Du grec séléné, « déesse de la lune » en raison de I’analogie de ses propriétés
chimiques avec celles du tellure, le sélénium a été découvert au début par Klaproth, ensuite en
1818 par le chimiste Suédois Jons Berzelius, dans un résidu de préparation de l'acide sulfurique
(Berzelius, 1818). Schwarz et Foltz ont établi la valeur nutritionnelle du sélénium en 1957.
2.2. Présentation chimique

De la famille des chalcogenes, le sélénium est un métalloide du groupe de 1’oxygene et
un analogue de souffre, non métal de symbole Se, de numéro atomique 34 et de masse
atomique 78.96. Il appartient au groupe 16 (ou VIA) de la classification périodique (Duvoid,
1999; Sun et al., 2014) . Cet élément est présent dans 1’écorce terrestre dans une moyenne de
90 pg/Kg dont les concentrations les plus importantes sont dans les roches carbonateées, les sols
volcaniques et sédimentaires d’ou I’accumulation dans des différentes plantes (Santhosh
Kumar et Priyadarsini, 2014). Il existe de nombreux composés du sélénium de différentes
valences : -2, +1, +2, +4, +6. Dans I’environnement, le sélénium peut étre trouvé sous
plusieurs états d’oxydation: -2 (séléniure), O (sélénium), +4 (sélénite) et +6 (séléniate)
(Guillard, 2011).
2.3. Sources, besoins et utilisations
2.3.1. Sources

Les teneurs en sélénium sont dans I’air ambiant de 0.1 & 10 ng.m'3, dans I’eaude 2 4 3
ug.L™, dans les sols de 0.10 & 4.5 mg/kg et dans les sédiments de 0.10 & 5 mg/kg. Concernant
les aliments consommés par I’homme, le sélénium existe principalement dans les plantes et la
viande soit sous formes inorganiques: séléniure, sélénite et séléniate, soit sous formes
organigues: sélénométhionine, méthylsélénocystéine et sélénocystéine. Les poissons, les fruits
de mer et les abats constituent des sources trés riches en sélénium. De plus, les céréales, les
graines, les ceufs, les 1égumes et les produits laitiers sont une autre source de sélénium. Mais le

noyer d’Amazonie de brésil reste la source la plus riche en cet élément. Le sélénoneine, un des
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composés de sélénium, nouvellement découvert, se trouve dans les poulets, le thon et le
magquereau (Guillard, 2011; Santhosh Kumar et Priyadarsini, 2014).
2.3.2. Besoins

Les valeurs nutritionnelles conseillées en sélénium et en autres nutriments ont été
données par DRI (Dietary Reference Intake) et développées par FNB (Food National
Academies Board). Une consommation élevee de cet élément peut causer un certain effet
indésirable, pour cette raison, on citons dans le tableau 8 I’allocation diététique recommandée
avec I’apport maximal tolérable (Otten et al., 2006; Santhosh Kumar et Priyadarsini, 2014).
Tableau 8. Allocation diététique recommandée et apport maximal tolérable en sélénium
(Otten et al., 2006; Santhosh Kumar et Priyadarsini, 2014)

Allocation diététigue recommandée Apport maximal

Age Males et females Grossesse | Allaitement tolérable

(Hg/jour) (Hg/jour) (Hg/jour) (Hg/jour)
0 —6 mois 15 / / 45
7 — 12 mois 20 / / 60
1-3ans 20 / / 90
4 -8 ans 30 / / 150
9-13ans 40 / / 280
14 - 18 ans 55 60 70 400
> 19 ans 55 60 70 400

2.3.3. Utilisations

Le sélénium est utilisé dans I’industrie des composants électroniques (25%), des
pigments (10 %), du verre (40 %), du caoutchouc, la métallurgie (10%), la biologie et
I’agriculture (5%), les additifs alimentaires, les catalyseurs, les produits pharmaceutiques et les
agents d’oxydation en chimie organique (10%) (Duvoid, 1999; Guillard, 2011). En outre,
I’implication du sélénium dans la médecine inclue I’utilisation de ses composés pour le
diagnostic de certains cancers; pour le calcul de la demi-vie des plaquettes et du fibrinogéne;
dans I’exploitation de la fonction parathyroidienne; dans 1’exploration du pancréas; pour le
calcul du turn-over des protéines; comme des antimétabolites ayant une activité
antitumorale ainsi que leurs derivés méthylés. Le sulfure de sélénium est utilisé dans le
traitement des pellicules, de l'acné, de l'eczéma, de la dermatite séborrhéique et d'autres
maladies de peau (Duvoid, 1999).
2.4. Absorption et répartition dans I’organisme

Le sélénium est un micronutriment essentiel pour la majorité des espéeces animales y

compris ’homme. Dans la population générale, I’exposition au sélénium est essentiellement
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orale, par ingestion d’eau de boisson ou de nourriture. L’absorption des différents composés
est de ’ordre de 60 a 90 %. L’absorption des séléniates est plus importante que celle des
sélénites. La distribution est similaire pour les derivés organiques et inorganiques du
sélénium. Dans le plasma, le sélénium se fixe essentiellement aux sélénoprotéines P, a la
glutathion peroxydase et a ’albumine. Le sélénium se distribue dans le foie et les reins
(figure 15), passe dans le lait maternel et le placenta. Les principales voies de métabolisation
sont celles des formations et du catabolisme des protéines contenant du séléenium, de la
réduction des séléniates par le glutathion aprés incorporation dans les érythrocytes.

L’excrétion du sélénium est a la fois urinaire et fécale (Guillard, 2011; Sun et al., 2014).

H o P
Sélénium inorganique 2SS Se l B

Cerveau

SeCyst-tRMNA
= Muscles
Sélénium organique

Enterocyte

Distribution
de Se”P

SeCyst: Sélénocystéine
tRNA: transfert RNA 2 o
SePP: Sélénoprotéines -

Apo ER2: Apolipoprotein E Receptor 2 Testicule

Lrp 2: Low density lipoprotein-related protein 2

Coeur

Figure 15. Représentation de 1’absorption de sélénium, synthése des sélénoprotéines P et
distribution dans les différents organes (Santhosh Kumar et Priyadarsini, 2014)
2.5. Effets bénéfiques
2.5.1. Activité antioxydante

Le sélénium est nécessaire a de nombreuses enzymes en particulier I’héme oxydase, la
glutathion peroxydase et la thiorédoxine réductase, impliquées dans les mécanismes de défense
cellulaire contre le stress oxydatif, il joue donc un réle fondamental en tant que cofacteur
biologique de la glutathion peroxydase dans la lutte contre les radicaux libres. Chez I’homme,
le sélénium sous forme de sélénocystéine constitue le site actif de la glutathion peroxydase,
cette enzyme localisée a la fois dans le cytosol et les mitochondries a pour réle de réduire, en
présence de glutathion réduit, un grand nombre de peroxydes protégeant ainsi les membranes
cellulaires, les acides nucléiques et les protéines contre la dégradation par les radicaux libres
(Duvoid, 1999; Guillard, 2011).
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2.5.2. Séléenium et maladies cardiovasculaires

Des études ont montré que la supplémentation en sélénium peut réduire le risque
associé aux maladies cardiovasculaires a cause de son réle protecteur contre la peroxydation
lipidique, ’agrégation plaquettaire et les processus d’inflammation (Ricetti et al., 1999). Une
diminution des concentrations plasmatiques de sélénium est liée a une augmentation de risque
de mortalité par les maladies cardiovasculaires (Shargorodsky et al., 2010). L’effet
antithrombotique de sélénium a été mis en évidence par les interactions entre les plaquettes et
les cellules endothéliales via la GSH-Px; le sélénium liee au GSH-Px 4 réduit les
phospholipides hydroperoxydes, cette réduction empéche 1’accumulation des LDL oxydées
dans la paroi artérielle, ce qui pourra réduire 1’agrégation plaquettaire (Imai et Nakagawa,
2003).

2.5.3. Sélénium et systeme nerveux

Une déficience en sélénium cause des changements irréversibles des neurones et des
dommages cérébraux. Des études cliniques ont révélé qu'un déficit en sélénium conduit a des
crises, une fatigue, la maladie de Parkinson et la maladie d’Alzheimer. La SePP1 a un role
antioxydant au niveau des cellules nerveuses prévenant 1’apoptose cellulaire due au stress
oxydant (Santhosh Kumar et Priyadarsini, 2014).

2.5.4. Sélénium et problemes liés au tube digestif et a la thyroide

Une carence en sélénium peut induire des différents problémes au niveau de 1’appareil
digestif et de la tyroide. Une alimentation pauvre en sélénium peut causer une malabsorption
concernant des autres éléments de trace dans le duodénum. Des études sur les mammiferes ont
trouvé que la GSH-Px2 gastro-intestinale protége contre la toxicité des hydroperoxydes
lipidiques digérés. La GSH-Px2 est la sélénoprotéine la plus importante dans le cblon grace a
son activité antioxydante contre le cancer de ce dernier (Santhosh Kumar et Priyadarsini,
2014).

La sélénoenzyme iodothyronine désiodase joue un réle crucial dans la catalyse de la
mono-désiodation de la prohormone thyroxine (T4) en hormone thyroidienne active
trilodothyronine (T3) et la conversion du T3 reverse inactive en diiodothyronine. Le sélénium
lié a la GSH-Px3 protége les cellules thyroidiennes du peroxyde d’hydrogene géneré par ces
dernieres (Santhosh Kumar et Priyadarsini, 2014).

2.5.5. Sélénium et immunité

De plus, le sélénium est un immunomodulateur. A dose faible il stimule le systeme
immunitaire. A dose physiologique, il stimule (en particulier en tant que composant des
selénoprotéines) la formation des anticorps, la production de meédiateurs (cytokines) et
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I’activité de nombreuses cellules immunocompétentes telles que les lymphocytes T auxiliaires,
T cytotoxiques, les cellules NK (Natural Killer),....etc. Une carence en sélénium peut
contribuer & accroitre la vulnérabilité aux infections bactériennes et aux maladies virales telles
que la grippe, ainsi qu’a augmenter le risque de complications en cas d’infection (Duvoid,
1999; Iglesias et al., 2013).
2.5.6. Sélénium et potentialité thérapeutique anticancéreuse

La mise en évidence de telle propriété a suscité son utilisation contre le cancer comme
agent thérapeutique et en nutrition préventive. Ce micronutriment pourrait inhiber la
carcinogénése, par augmentation de la réponse immunitaire primaire, en protégeant les cellules
contre les oxydations aberrantes, et en diminuant la formation de métabolites cancérigénes. 1l a
un réle comme inhibiteur de la croissance tumorale et comme toxique spécifique vis-a-vis des
cellules tumorales. Un abaissement du sélénium sérique, est présenté comme un des facteurs
favorisant la survenue de cancer de tube digestif, des poumons, de la prostate, de la peau, du
foie, du mammaire et du pancréas chez I’homme et I’animal (Clark et al., 1996; Duvoid, 1999;
Reid et al., 2008).
2.5.7. Autres effets bénéfiques

Le sélénium se comporterait comme antimutagéne, modulateur de la division
cellulaire, cytotoxique a propriétés antiproliférantes, activateurs des macrophages, activateur de
la respiration cellulaire, réducteur de la pathogénicité ou de la tumorogénicité d’agents viraux,
radioprotecteur, et protecteur contre la toxicit¢ des métaux lourds. L’¢lément possede un
important effet protecteur contre les effets toxiques, au niveau cardiaque et rénal, de métaux
lourds et minéraux tels le cadmium ou le mercure, arsenic, plomb, argent. Le sélénium peut
prévenir ou traiter certaines pathologies telles que 1’arthrite, la cataracte, la fibrose cystique, la
dystrophie musculaire, le dysfonctionnement sexuel, le vieillissement. Il a présenté des effets
thérapeutiques bénéfiques éventuels dans ces maladies : sclérose en plaques, la dystrophie
musculaire de Duchenne, le diabéte type 2, la cirrhose alcoolique, la mucoviscidose,
I’insuffisance rénale, la malnutrition, la phénylcétonurie, I’hypofertilité et I'ulcere de 1’estomac
(Duvoid, 1999; Ursini et al., 1999; Kumar et al., 2010; Steinbrenner et al., 2011; Kourinou et
al., 2013).
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1. Matériel biologique
1.1. Animaux d’élevage

Le matériel biologique de base que nous avons choisi est le rat blanc male Rattus
rattus de la souche Wistar, provenant de I’institut Pasteur d’Alger. Ces rats sont des
mammiféres nocturnes de 1’ordre des rongeurs. A leur arrivée, ils ont pesé entre 200 et 210
grammes. Au début de I’expérimentation et aprés deux semaines d’adaptation, leur poids a
été en moyenne 278 + 10 grammes.
1.2. Enceinte d’élevage

Les animaux sont élevés dans des cages en polyéthylene, celles-ci sont tapissées
d’une litiere composée de copeaux de bois. Les cages ont été nettoyées et la litiere changée
une fois tous les deux jours. Les rats sont acclimatés aux conditions de I’animalerie, a une
température de 22 £ 2°C, une hygrométrie de 40% et une photopériode contrdlée (12 h/12 h).
La nourriture apportée aux animaux est maintenue dans des mangeoires et confectionnée
sous forme d’un mélange de mais, de saccharose, de soja, de CMV (Compléments Minéraux
et Vitaminiques) et d’huile. Les proportions constituant ce régime alimentaire
énergétiquement équilibré sont détaillées dans le tableau 9. Quant a I’eau de boisson, elle est
présentée dans des biberons ad libitum.
Tableau 9. Composition du régime alimentaire utilisé lors de 1’expérimentation selon

(Upreti et al., 1989)

Matiére primaire Quantité en g/kg Pourcentage (%)
Amidon (mais) 420 42
Saccharose 210 21
Soja 320 32
CMV 30 3
Huile 20 2

2. Protocole expérimental
Les rats males ont été répartis aléatoirement en six lots de dix rats par chacun:
e Groupe 1 : rats témoins.
e Groupe 2 : rats traités par la vitamine E + Se, ils ont recu conjointement le sélénium
dans I’eau de boisson (1 mg/L) et une alimentation enrichie en vitamine E a une
dose de 400 mg/Kkg.
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e Groupe 3: rats traités par ’AgNQOg, ils ont re¢u I’AgNO;3 dans leur eau de
boisson (20 mg/L).

e Groupe 4 : rats traités par ’AgNO3 + vitamine E, ils ont recu simultanément
I’AgNO; dans I’ecau de boisson (20 mg/L) et une alimentation enrichie en
vitamine E a une dose de 400 mg/kg.

e Groupe 5 : rats traités par I’AgNO;3; + Se, 1’eau de boisson est supplémentée en
AgNO;3 (20 mg/L) et Se (1 mg/L).

e Groupe 6 : rats traités par I’AgNO; + vitamine E + Se, ils ont requ 400 mg de
la vitamine E/kg d’aliment, AgQNO3 (20 mg/L) et Se (1 mg/L) dans I’eau de
boisson.

L’eau de boisson et 1’alimentation sont supplémentées en argent sous forme de nitrate
d’argent (AgNO3), en sélénium sous forme de sélénite de sodium (Na,SeOs) et en
vitamine E sous forme d’a-tocophérol durant 3 mois.
Durant toute la période d’expérience, la consommation quotidienne en eau et en aliment
ainsi que le poids corporel ont été mesurés d’une fagon réguliére.
La dose d’AgNOs et la durée de traitement ont été sélectionnées selon 1’agence de protection
environnementale (EPA, 1980). De plus, les doses de la vitamine E et du sélénium utilisées
ont été aussi choisies en basant sur d’autres études expérimentales de Kim et al. (2001) et
Qingzhi et al. (2003) respectivement.
3. Sacrifice des animaux

La derniére nuit avant le sacrifice qui a eu lieu aprés 90 jours d’expérimentation, les
animaux sont mis a jeun pour éviter toute modification des parameétres biochimiques
essentiellement la glycémie et le bilan lipidique. Le poids final de chaque rat a été noté le jour
de sacrifice. Les rats sont sacrifiés par décapitation cervicale sans anesthésie pour éviter de les
maintenir & un état de stress.
3.1. Prélevement sanguin
Lors de sacrifice, le sang a été immeédiatement recueilli sur deux types de tubes d’analyses
biologiques polyéthylenes et étiquetés:

v’ tube sec: ce tube a été utilisé a fin d’analyser quelques parameétres biochimiques au
niveau sérique. Au moment de prélevement, les tubes doivent étre mélangés
doucement pour éviter les hémolyses. Ensuite, ils ont été gardés dans une glaciére
pour étre transportés rapidement au niveau de laboratoire en effectuant une
centrifugation de 3000 tours/min pendant 15 min. Le sérum a été séparé et réparti en

plusieurs eppendorfs étiquetés qui ont a leur tours été conservés a -20 °C pour ne pas
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altérer les parameétres a mesurer plutard a I’exception de la glycémie qui doit étre
mesurée le jour méme grace a sa sensibilité;
v' tube EDTA (Ethyléne Diamine Tétra-Acétique): le volume de sang doit étre suffisant
de facon a ne pas fausser I'analyse par un phénoméne de dilution dans 'EDTA. Le
tube doit étre agité immédiatement par retournement successif de facon a bloquer la
coagulation naturelle. Les échantillons ont été conservés au frais, ils ne peuvent pas
étre congelés. IlIs ont été transmis le jour méme au laboratoire d’analyses médicales
d’Annaba pour effectuer I’examen hématologique: NFS (Numération-Formule
Sanguine) qui est une étude quantitative (numération) et qualitative (formule) des
différents éléments cellulaires du sang: les globules blancs (ou leucocytes), les
globules rouges (ou hématies) et les plaquettes sanguines. Cet examen est effectué en
utilisant un automate d’hématologie.
3.2. Dissection et prélevement des organes

Apres la dissection, le foie, les reins, les testicules et le cerveau de chaque rat sont
prélevés et sont débarrassés de I'excés de graisse a I’aide de I’eau physiologique. Ils sont alors
préalablement pesés pour étre ensuite divisés en deux portions afin de subir les étapes
suivantes:

v’ préparation de I’homogénat: la premiere portion est conservée a -20 °C le jour de
sacrifice en évitant tout changement de 1’activité enzymatique ou des concentrations
des marqueurs biologiques de stress oxydant a mesurer. Ainsi, les jours qui précédent,
nous avons procédé a une homogénéisation de 1 g de tissu dans 2 ml de tampon TBS
(Tris Buffered Saline) dont la composition est de: 50 mM TRIS
(trishydroxyméthylaminométhane) et 150 mM NaCl avec un pH 7.4 en utilisant un
homogénéisateur. De plus, une centrifugation de 10.000 g pendant 15 min a 4°C est
nécessaire pour éliminer les débris cellulaire, le surnageant obtenu est réparti en
plusieurs eppendorfs puis conservé a -20 °C;

v’ préparation pour I’examen histologique: le deuxiéme fragment est immédiatement fixé

dans une solution de formol 10% jusqu’a la réalisation des coupes histologiques.
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4. Méthodes d’analyses biochimiques
4.1. Dosage du glucose (Kit RANDOX, United Kingdom)

Le glucose sérique est déterminé par la méthode enzymatique et colorimétrique en
présence d’une enzyme qui est la glucose oxydase (GOD). Le glucose est oxydé en acide
gluconique et peroxyde d’hydrogéne. Ce dernier, en présence de peroxydase (POD) et de
phénol, oxyde le 4- amino-antipyrine (chromogeéne réduit incolore) en un produit colore, la
quinonéimine. L’intensité de la coloration rouge-violet obtenue est proportionnelle a la
concentration en glucose présente dans 1I’échantillon. La lecture se fait en spectrophotométrie
a une longueur d'onde de 500 nm (Tietz, 1990).

GOD
Glucose + O, + H,0O > Acide gluconique + H,0;

POD
2H,0; + 4- Amino-antipyrine + Phénol =3 Quinonéimine + 4H,0

4.2. Dosage de I’aspartate amino-transférase (ASAT) (Kit SPINREACT, Spain)

L’aspartate amino-transférase ou glutamo-oxaloacétique transaminase (GOT) catalyse
la réaction réversible de transfert d’un groupement amine NH; de D’aspartate a 1’a-
cétoglutarate formant le glutamate et 1’oxaloacétate. Ce dernier est réduit en malate par la
malate déshydrogénase (MDH) et NADH:

ASAT
Aspartate + a-Cétoglutarate ¥ Glutamate + Oxaloacétate
p 9 <€

MDH
Oxaloacétate + NADH,H* > Malate + NAD"
<€

La diminution de la concentration de NADH mesuré a 340 nm par minute est proportionnelle

a I’activité catalytique d’ASAT présente dans 1’échantillon (Young, 1995).
4.3. Dosage de I’alanine amino-transférase (ALAT) (Kit SPINREACT, Spain)

L’alanine amino-transférase ou glutamo-pyruvique transaminase (GPT). Enzyme
catalysant la réaction de transamination par transfert réversible d’un groupement amine d’un
acide aminé (a-alanine), sur un céto-acide, 1’ a-cétoglutarate produisant ’acide glutamique et
I’acide pyruvique. Le pyruvate produit est reduit en lactate par la lactate déshydrogénase
(LDH) et NADH:

ALAT

Alanine + a-Cétoglutarate > Glutamate + Pyruvate

<€

LDH
Pyruvate + NADH + H' g > Lactate + NAD*
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La diminution de la concentration de NADH mesuré a 340 nm par minute est proportionnelle
a Pactivité catalytique d’ALAT présente dans I’échantillon (Young, 1995).
4.4. Dosage de lactate déshydrogénase (Kit SPINREACT, Spain)

La lactate déshydrogénase catalyse la réduction du pyruvate par le NADH, selon la
réaction ci-dessous:

LDH
Pyruvate + NADH + H" g > |-lactate + NAD"

La diminution de la concentration de NADH mesuré a 340 nm par minute est proportionnelle
a l’activité catalytique de LDH présente dans 1’échantillon (Young, 1995).
4.5. Dosage de la phosphatase alcaline (PAL) (Kit SPINREACT, Spain)

En milieu alcalin (pH 10.4), les phosphatases alcalines catalysent I’hydrolyse du p-
nitrophénylphosphate en p-nitrophénol et phosphate. La vitesse d'apparition du p-nitrophénol,
suivie par la variation de I'absorbance a 405 nm, est proportionnelle a l'activité PAL dans
I’échantillon (Young, 1995).

PAL
p-Nitrophénylphosphate + H,O > p-Nitrophénol + Phosphate

4.6. Dosage de la bilirubine directe (Kit SPINREACT, Spain)

L’acide sulfanilique réagit avec le nitrite de sodium pour donner de [’acide
sulfanilique diazoté. En présence de diméthyl sulfoxyde (DMSO), la bilirubine totale se
couple I’acide sulfanique diazoté pour donner I’azobilirubine. Le dosage de la bilirubine
directe se fait en I’absence de DMSO pour former 1’azobilirubine colorée.

L’intensité de la coloration formée est proportionnelle a la concentration en bilirubine
présente dans 1I’échantillon et mesurée a 555 nm (Burtis et Ashwood, 1999).
4.7. Dosage des protéines totales (Kit SPINREACT, Spain)

Méthode colorimétrique basée sur la réaction des liaisons peptidiques des protéines
avec ions cuivriques Cu?* en solution alcaline pour former un complexe coloré (bleu-violet)
dont I’absorbance, proportionnelle a la concentration en protéines dans le sérum, est mesurée
a 540 (530-550) nm. Le réactif Biuret contient du sodium potassium tartrate qui complexe les
ions cuivriques et maintient leur solubilité en solution alcaline ainsi que 1’iodure comme un

antioxydant (Burtis et Ashwood, 1999).
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4.8. Dosage de I’albumine (Kit SPINREACT, Spain)

En milieu tamponné a pH 4.2 le vert de bromocrésol se combine a I'albumine pour
former un complexe coloré dont 1’absorbance mesurée a 630 nm est proportionnelle a la
concentration en albumine dans le sérum (Doumas et al., 1971).

4.9. Dosage du cholestérol (Kit SPINREACT, Spain)

Le cholestérol présent dans 1’échantillon forme un complexe coloré selon les réactions

ci-dessous :
Cholestérol esterase (CHE)
Cholestérol ester + H,O > Cholestérol + Acides gras
Cholestérol oxydase (CHOD)
Cholestérol + O, > 4-Cholesténone + H,0;

2 H,O; + Phénol + 4-Aminophénazone _PO_D_) Quinonimine + 4H,0
L’intensité de la couleur formée dont 1’absorbance mesurée a 505 (500-550) nm est
proportionnelle a la concentration du cholestérol dans 1’échantillon (Meiattini et al., 1978).
4.10. Dosage des triglycérides (Kit SPINREACT, Spain)

La réaction des triglycérides dans I’échantillon avec la lipoprotéine-lipase (LPL),
libére le glycérol et les acides gras libres. Le glycérol est converti en glycérol-3-phosphate
(G3P) et ADP par la glycérol kinase et I’ATP. Le G3P est ensuite converti par la glycérol-3-
phosphate oxydase (GPO) en dihydroxyacétone phosphate (DHAP) et peroxyde d’hydrogéne.
Ce dernier se réagit avec le 4-aminophénazone et le p-chlorophénol en présence de POD pour
donner une coloration rouge. L’intensité de la coloration formée dont 1’absorbance mesuree a
505 nm, est proportionnelle a la concentration en triglycérides dans 1’échantillon (Bucolo et
David, 1973).

LPL
Triglycérides + H,O > Glycérol + acides gras libres

Glyceérol kinase

Glycérol + ATP > G3P + ADP
GPO
G3P+ 0O, > DHAP + H,0O,
POD
H,0, + 4-Aminophénazone + p-Chlorophénol > Quinone + H,O
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4.11. Dosage des lipides totaux (Kit SPINREACT, Spain)

Les acides gras insaturés se réagissent avec 1’acide sulfurique pour former les
carbocations. Dans une deuxieme étape, les carbocations se réagissent avec le
phosphovanilline donnant une coloration rose. L’intensit¢ de la coloration formée dont
I’absorbance mesurée a 520 nm, est proportionnelle & la concentration en lipides totaux dans
I’échantillon (Cottet et al., 1965).

4.12. Dosage de créatinine (Kit SPINREACT, Spain)

C’est un dosage colorimétrique cinétique basé sur la réaction de créatinine avec le
picrate de sodium décrit par Jaffé. Le principe général de cette méthode consiste a mesurer, a
492 nm, I’intensité de la coloration du complexe rouge-orangé formé par la créatinine et
I’acide picrique en milieu alcalin. La quasi-totalité des méthodes reposant sur ce principe
effectuent cette mesure non plus en point final mais en cinétique, la vitesse de formation de la
coloration étant proportionnelle & la concentration en créatinine dans 1’échantillon (Young,
1995).

4.13. Dosage de I’urée (Kit SPINREACT, Spain)

Méthode enzymatique et colorimétrique basée sur I’action spécifique de 1’uréase qui
hydrolyse ’'urée en ions ammonium et carbonate. Les ions ammonium forment ensuite avec le
chlore et le salicylate un complexe coloré bleu-vert. L’intensité de coloration, proportionnelle
a la concentration en urée dans 1’échantillon, est mesurée a 580 nm (Young, 1995).

Uréase

Urée + H)O =—————> (NH4+)2 + CO»

Nitroprussiate
NH4" + Salicylate + NaCIO > Indophénol

4.14. Dosage de ’acide urique (Kit SPINREACT, Spain)

L’uricase agit sur 1’acide urique pour produire de I’allantoine, du dioxyde de carbone
et du peroxyde d'’hydrogene. En présence de peroxydase, de 4-aminophénazone, et de 2-4
dichlorophénol-sulfonate (DCPS), forme un composé rouge de quinoneimine, complexe de
couleur rouge. L’absorbance mesurée a 520 nm, est proportionnelle a la concentration d’acide
urique dans 1’échantillon (Young, 1995).

Uricase
Acide urique + 2H,0 + O; =3 Allontoine + CO, + H,0,

POD
2H,0, + 4-Aminophénazone + DCPS =3 Quinonéimine + 4H,0
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4.15. Dosage de la lipase (KIT RANDOX)

M¢éthode enzymatique basée sur ’action de la lipase sur le 1,2-diglycéride pour former
du 2-monoglycéride hydrolysé en glycérol et acides gras libres par la monoglycéridelipase. La
glycérol kinase transforme le glycérol en glycérol-3-phosphate qui génére ensuite du
peroxyde d’hydrogéne sous I’action de la glycerol-3-phosphate oxydase. Sous 1’action de la
peroxydase, H,O,, 4-Aminoantipyrine et TOOS (N-ethyl-N-(2-hydroxy-3-sulfopropyl)-m-
toluidine) participent a la formation d’un complexe coloré quinoneimique. La vitesse de
formation de ce complexe, directement proportionnelle a 1’activité de la lipase dans le sérum,
est mesurée a 550 nm (Young, 1995).

4.16. Dosage d’a-Amylase (AMS) (Kit SPINREACT, Spain)

C’est une méthode cinétique basée sur la réaction durant laquelle 1’a-amylase catalyse
I’hydrolyse de 2-chloro-4-nitrophényl-a-D-maltotrioside (CNPG3) pour libérer le 2-chloro-4-
nitrophénol (CNP) et former le 2-chloro-4-nitrophényl-a-D-maltoside (CNPG2), le
maltotriose et le glucose selon la réaction suivante:

Amylase
10 CNPG; - 9 CNP + 1 CNPG, + Maltotriose + Glucose

La vitesse de formation du CNP, directement proportionnelle a 1’activité de I’a-amylase dans
le sérum, est mesurée a 405 nm (Ying Foo et al., 1998).
4.17. Dosage de calcium (Kit SPINREACT, Spain)

C’est un dosage colorimétrique basé sur la formation d’un complexe coloré aprés
réaction entre le calcium et 1’o-crésolphtaléine dans un milieu alcalin:

OH"*
Ca"" + 0-Crésolphtaléine > Complexe coloré

L’intensité de la coloration formée est directement proportionnelle a la concentration de
calcium dans 1’échantillon (Connerty et al., 1996).
4.18. Dosage de phosphore (Kit SPINREACT, Spain)

Une méthode colorimétrique basée sur la formation d’un complexe
phosphomolybdique suite a une réaction entre le phosphore et 1’acide molybdique, la
réduction de complexe formé dans un milieu alcalin donne un molybdenum d’une coloration
bleu. L’intensité de la coloration formée est directement proportionnelle a la concentration de

phosphore dans 1’échantillon (Daly et Ertingshausen, 1972).
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5. Méthodes de détermination quantitative des marqueurs biologiques de stress oxydant
5.1. Dosage des protéines tissulaires (Bradford, 1976)
5.1.1. Principe
La méthode de Bradford est une méthode colorimétrique trés freqguemment utilisée

dans le dosage des protéines. Le principe est basé sur un reactif nommé le bleu brillant de
Coomassie G 250 (BBC). Ce pigment existe sous forme cationique, neutre et anionique. Sa
longueur d'onde d'absorbance maximale est 465 nm. Sa complexification avec les protéines
entraine une formation d’une coloration bleue avec une modification de sa structure, ainsi
qu’un déplacement de sa longueur d’onde de 465 a 595 nm.
L'interaction pigment - protéine s'effectue essentiellement avec:

v" les résidus d'acides aminés hydrophobes;

v" des résidus d'acides aminés basiques (arginine, lysine et histidine);

v" les forces de Van der Waals contribuent aussi a la formation du complexe.
Le développement de cette couleur bleue est proportionnel a la concentration en protéine que
dans une gamme de quantité limitée. Au-dela, il n'y a plus proportionnalité d'ou I'importance
d'établir une gamme étalon précise en utilisant I’albumine sérique bovin ou BSA (Bovin
Serum Albumin).

5.1.2. Mode opératoire

Homogénat Blanc
Homogénat (ul) 100 0 (100 ul TBS)
Réactif de Bradford ou BBC (ml) 5.00 5.00

v' Agiter, incuber pendant 5 min a température ambiante et a I’abri de la lumiére.
v' Lire ’absorbance a 595 nm contre le blanc.
v' Etablir une série de tubes de dilutions différentes et de concentrations connues a partir
d’une solution mere de BSA (1 mg/ml).
v" Tracer une courbe d’étalonnage (DO = f [C]).
v" Calculer la concentration en protéines d’aprés 1’équation obtenue a partir de la courbe
d’étalonnage.
5.2. Dosage de GSH tissulaire (Ellman, 1959)
5.2.1. Principe
Cette méthode de dosage consiste au développement d’une coloration jaune dés 1’ajout
de DTNB (acide 5,5’ dithiodis-2-nitrobenzoique) aux composés contenant des groupements
sulfuriques, parmi ces composés on distingue le glutathion qui se réagit avec le DTNB en

libérant 1’acide thionitrobenzoique (TNB) selon la réaction ci-dessous:
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Figure 17. Principe de la méthode d’Ellman

5.2.2. Mode opératoire

v Prélever 0.8 ml d’homogénat.
Ajouter 0.2 ml d’acide sulfosalicylique (0.25%).
Laisser pendant 15 min dans un bain de glace.
Centrifuger les tubes a 2500 g pendant 15min.
Mélanger 0.5 ml de surnagent obtenu avec 1ml de TBS (pH 7.4).
Ajouter 0.025 ml de DTNB (0.01 M).

Incuber 5 min a température ambiante.

AN NN N

v' Lire I’absorbance de 1’échantillon contre le blanc a 412 nm.

5.2.3. Calcul de la concentration

DO
GSH (nmoles GSH/mg prot) = x Fd
ex L x X

DO: densité optique a 412 nm;
&: Coefficient d’absorbance du groupement —SH a 412 nm = 13.1;
y: Concentration en protéines (mg/ml);
L: Longueur du trajet optique =1 cm;
Fd: volume total / volume de ’homogénat = 3.81.
5.3. Dosage de TBARS (thiobarbituric acid reacting substances) (Esterbauer et
Cheeseman, 1990)
5.3.1. Principe
C’est une méthode de dosage qui a pour but d’estimer la peroxydation lipidique par
mesure du taux de TBARS dans I’échantillon résultant d’une certaine réactivité avec 1’acide
thiobarbiturique (TBA) a chaud. 99% de ces substances se présentent sous forme de MDA,

I’un des principaux produits de cette peroxydation. L’intensité de la coloration rose obtenue,
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est directement proportionnelle au taux de TBARS mesurée a 532 nm et reflétant le degré

d’oxydation dans les tissues essentiellement au niveau des membranes cellulaires.

Figure 18. Principe de dosage de MDA

5.3.2. Mode opératoire

v Prélever 250 ul d’homogénat.
Ajouter 1.5 ml d’acide phosphorique 1% (pH 2.0) et 1 ml de TBA 0.6 %.
Agiter.
Mettre les tubes dans un bain marie (100 °C) pendant 45 minutes.
Laisser refroidir a température ambiante.

Ajouter 2.5 ml de butanol pour faire I’extraction du complexe MDA-TBA.

RN N N

Séparer la phase organique en centrifugeant a 2000 g pendant 5 minutes.
v’ Lire I’absorbance a 532 nm de I’échantillon contre le blanc.
5.3.3. Calcul de concentrations

DO x 10°
TBARS (hmoles TBARS/mg prot) = x Fd
eXx L x X

DO: densité optique a 532 nm;
&: coefficient d’extinction molaire de MDA 1.56 x 10° Mt cm™;
y: Concentration en protéines (mg/ml);
L:1cm;
Fd: 21.
5.4. Détermination d’activité enzymatique de la GSH-Px (EC 1.11.1.9) (Flohe et
Gunzler, 1984)
5.4.1. Principe
Le glutathion peroxydase catalyse la réduction de peroxyde d’hydrogeéne en utilisant le

GSH comme un réducteur. Cette méthode est parmi les méthodes les plus couramment
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utilisées pour la détermination tissulaire de cette enzyme en mesurant la quantité de GSH
oxydé par mg de protéine. Elle repose sur le méme principe d’Ellman concernant le
développement de la coloration jaune aprés avoir complexification du glutathion restant dans
le milieu avec le DTNB.

GSH-Px
ROOH + 2 GSH =2 GSSG + ROH + H20

5.4.2. Mode opératoire

v" Prélever 0.2 ml d’homogénat.
Ajouter 0.2 ml de TBS (pH 7.4).
Mélanger et ajouter 0.4 ml GSH (0,1mM).
Laisser 5 minutes & 25 °C.
Initier la réaction par addition de 0.2 ml H,O; (1.3 mM).
Laisser réagir pendant 10 min a température ambiante.
Stopper la réaction par addition de 1 ml TCA (Trichloroacétic acid) a 1%.
Centrifuger les tubes a 1500 g pendant 5 minutes.
Prélever 0.48 ml de surnagent.
Ajouter 2.2 ml TBS (pH 7.4).
Ajouter 0.32 ml DTNB (1.0 mM).
Incuber pendant 5 minutes a 25 °C.

Lire I’absorbance de 1’échantillon a 412 nm.

NN N N T U N N N N N NN

Etablir un tube blanc subit le méme protocole et dépourvu de 1’homogénat (source
d’enzyme).
5.4.3. Calcul de I’activité enzymatique

DO x 10°
GSH-Px (umoles GSH oxydé/mg prot) = —— x Fd
ex [ x X

DO: (DO blanc — DO échantillon) mesurée a 412 nm;
e: Coefficient d’absorbance du groupement —SH a 412 nm = 13.1;
y: Concentration en protéines (mg/ml);
L:1cm;
Fd: 62.5.
5.5. Détermination d’activité enzymatique de la GST (EC 2.5.1.18) (Habig et al., 1973)
5.5.1. Principe
L'activité enzymatique de la gluthation-S-transférase a été mesurée selon la

méthode décrite par Habig et al. (1973). Cette activité est déterminée via la formation
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du 1-gluthation-2,4-dinitrobenzene qui sert de chromophore a la longueur d’onde de
340 nm a partir du 1-chloro-2,4-dinitrobenzéne (CDNB) considéré comme un substrat

électrophile et du glutathion, le principe est illustré dans la figure ci-dessous:

Figure 19. Principe de dosage de GST

5.5.2. Mode opératoire

Réactifs Blanc (ul) Essai (ul)
Tampon phosphate (0.1 M)
pH 6.5 830 830
CDNB (0.02 M) 50 50
GSH (0.1 M) 100 100
Homogénat 0 (20 uI TBS) 20

v' Lire les absorbances de 1’échantillon et du blanc a 340 nm toute les minutes
pendant 5 minutes.

5.5.3. Calcul de I’activité enzymatique

ADO
GST (Ul/mg prot) = ———— x Fd
ex [ x X

Ul: umoles complexe CDNB-GSH formé/min;
ADO: (ADO échantillon/ min — ADO blanc/ min) & 340 nm;
&: coefficient d’extinction molaire du CDNB = 9.6 mMtcm™:;
x: Concentration en protéines (mg/ml);
L:1cm;
Fd: 50.
5.6. Détermination d’activité enzymatique de la GR (EC 1.8.1.7) (Goldberg et Spooner R
J, 1983)
5.6.1. Principe
Cette méthode est basée sur la détermination d’activité enzymatique du glutathion
réductase en mesurant la quantité du NADPH consommé par minute. La GR catalyse la
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réaction de réduction du glutathion oxydé et d’oxydation du NADPH résultant une diminution

d’absorbance de ce dernier a 340 nm comme le montre la figure:

2GSH NADP*
H202 QX GR

GSSG NADPH+H™

Figure 20. Réaction d’oxydoréduction catalysée par GR

5.6.2. Mode opératoire

Réactifs Blanc (ul) Essai (pl)
Eau distillée 930 920
Tampon (pH 7.3) 40 40
GSSG (2.2 mM) 20 20
Homogénat / 10
v' Mélanger.

v Régler le spectrophotomeétre a 340 nm.

v’ Mettre la cuve contenant soit le blanc, soit I’essai et ajuster I’absorbance a zéro.

Réactifs Blanc (ul) Essai (ul)
NADPH (0.17 mM) 10 10
v' Mélanger.

v" Démarrer le chronométre et lire les absorbances de 1’échantillon et du blanc toute les
minutes pendant 5 minutes.

5.6.3. Calcul de P’activité enzymatique

ADO
GR (Ul/mg prot) = ———x Fd
ex [ x e

Ul: umoles GSSG réduit correspond au pmoles NADPH consommé/min;
ADO: (ADO échantillon/ min — ADO blanc/ min) & 340 nm;

&: coefficient d’extinction molaire du NADPH = 6.22 mMtcm™;

y: Concentration en protéines (mg/ml);

L:1cm;

Fd: 100.
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5.7. Determination d’activité enzymatique de la SOD (EC 1.15.1.1) (Misra et Fridonich
(1977)
5.7.1. Principe

La méthode de Misra et Fridonich (1977) permet d’apprécier I’effet antioxydant du
superoxyde dismutase par mesure de la quantité d’enzyme capable d’inhiber 50% d’auto-
oxydation d’épinéphrine en milicu alcalin a 480 nm. Une augmentation de I’absorbance est
proportionnelle a cette auto-oxydation qui se refléte par la formation d’un adrénochrome d’ou

le développement d’une coloration rose:

o

2
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Figure 21. Oxydation de I’adrénaline en adrénochrome via 1’anion superoxyde

5.7.2. Mode opératoire

Réactifs Blanc (ul) Essai (ul)
Tampon EDTA sodium
carbonate 0.05 M (pH 10.2) i i
Epinéphrine (30 mM) 20 20
Homogénat 0 (10 uI TBS) 10

v' Mélanger.
v" Démarrer le chronométre et lire les absorbances de 1’échantillon et du blanc toute les
minutes pendant 4 minutes a 480 nm.

5.7.3. Calcul de Pactivité enzymatique

ADO
SOD (Ul/mg prot) = ———  x Fd
ex [ x Y

UI: quantité d’enzyme capable d’inhiber 50% d’auto-oxydation d’épinephrine/min;
ADQO: (AA échantillon/ min — AA blanc/ min) a 480 nm;

&: coefficient d’extinction molaire d’épinéphrine = 4.2 mM™*cm™;

y: Concentration en protéines (mg/ml);

L:1cm;

3



ETUDE EXPERIMENTALE Matériels et méthode

Fd: 100.
5.8. Détermination de I’activité enzymatique CAT (EC 1.11.1.6) (Sinha, 1972)
5.8.1. Principe

La catalase catalyse la réaction de décomposition d’eau oxygénée en H,O et O,. La
détermination de son activité par Sinha (1972) est basée sur la réduction du dichromate
(K2Cr,07) en milieu acide en acétate chromique en présence d’H,O, et a température élevée,
avec la formation d’un intermédiaire instable: 1’acide perchromique. L’intensité de la
coloration due & la production d’acétate chromique mesuré a 570-610 nm est proportionnelle
a la quantité d’H,O, restante dans le milieu et n’a pas subi une décomposition par I’enzyme.
L’activité enzymatique est calculée a 1’aide d’une courbe d’étalonnage DO = f (umoles
d’H,0,).

Dichromate/ acide acétique

+ Hy,0, <

v
Acide perchromique (précipité bleue instable)

Température T\
v

v
Absorbe a 570-610 nm
5.8.2. Mode opératoire

Réactifs Blanc (ml) Essai (ml)
Tampon phosphate 0.01 M (pH
7.0) 0.5 0.5
H,0, (0.2 M) 0.4 0.4
Homogénat 0 (0.1 ml TBS) 0.1
Mélanger.

Incuber 1 minute a température ambiante.

Stopper la réaction par I’ajout de 2 ml du dichromate/acide acétique (1:3 V/V).
Mettre 10 minutes dans un bain marie a ébullition.

Laisser refroidir a 25 °C.

Lire les absorbances du blanc et de I’échantillon a 590 nm (570-610).

AN N N N SR
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v Dans les mémes conditions, établir une série de tubes contenant des quantités accrues
d’H,0, a partir d’une solution mere 0.2 M.

v" Tracer une courbe d’étalonnage DOsgg nm = f (umoles d’Hz0,).

5.8.3. Calcul de I’activité enzymatique

(S blanc — S échantillon)
CAT (Ul/mg prot) = x Fd
X

Ul: umoles H,0, décomposé/min;

S blanc: pmoles H,0, n’a pas subi une décomposition spontanée et resté dans le milieu
réactionnel entrainant ainsi la formation d’acétate chromique, la valeur est retirée
d’apres I’équation de la courbe d’étalonnage;
S échantillon: pmoles H,O, n’a pas subi une décomposition catalysée par I’enzyme et
resté¢ dans le milieu réactionnel entrainant ainsi la formation d’acétate chromique, la
valeur est retirée d’apres 1’équation de la courbe d’étalonnage;
x: Concentration en protéines (mg/ml);
Fd: 30.
5.9. Dosage de la vitamine E (Desai, 1984)
5.9.1. Principe

La concentration tissulaire en vitamine E est estimée par la méthode de Desai (1984).
Celle-ci est basée sur I’extraction de la vitamine E présente dans I’homogénat en utilisant les
solvants organique, apres separation par centrifugation et évaporation, le précipité obtenu est
réagi avec le chlorure de fer, ce dernier se complexe avec un indicateur chimique qui est le
bathophénanthroline en donnant une coloration rouge dont I’intensité est proportionnelle a la
concentration tissulaire en vitamine E mesurée a 530 nm.
5.9.2. Mode opératoire

v' Prélever 1 ml d’homogénat.

Ajouter 1 ml d’éthanol.
Agiter.
Ajouter 3 ml d’éther de pétrole.
Mélanger rapidement et centrifuger a 4000 tours/ min pendant 10 minutes.
Prélever 2 ml de surnagent obtenu en évaporant a 80 °C.
Ajouter 0.2 ml bathophénanthroline 0.2%, 0.2 ml chlorure de fer (FeCls: 0.001 M) et
0.2 ml d’acide phosphorique (0.001 M).

AN N N N SR

v' Laisser a I’obscurité pendant 5 minutes.
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v Compléter jusqu’a 3 ml volume total de la réaction avec 1’éthanol.
v’ Lire I’absorbance a 530 nm.
5.9.3. Calcul de concentrations

DO
Vitamine E (mg vitamine E/mg prot) = ———  x Fd
exLxy

DO: densité optique & 530 nm;

&: coefficient d’extinction molaire de bathophénanthroline = 22350 M*cm™:;
y: Concentration en protéines (mg/ml);

L:1cm;

Fd: 14.

3
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6. Technique histologique

Les coupes histologiques ont été réalisées a CHU Ibn Roched d’Annaba, service
d’anatomie pathologique, suivant la technique décrite par (Houlot ,1984). La technique
comporte les étapes suivantes :
6.1. Fixation des échantillons

Elle a pour but d’immobiliser les structures cellulaires tout en conservant leurs
morphologies. Le temps de fixation est essentiel pour la réussite de cette technique. Des
fragments de foie, rein, cerveau et testicule ont été alors mis dans le formol 10% qui constitue
un fixateur classique trés utilisé. Il permet de durcir 1’échantillon sans 1’abimer. Apres 48
heures de fixation les piéces d’organes sont retirées du formol puis coupés a 1’aide de
couteaux tranchants avec une surface de 1 & 2 cm? et une épaisseur proche de 1.5 mm. Les
échantillons sont placés dans des cassettes spéciales permettant le passage des liquides au
cours des manipulations qui suivent.
6.2. Déshydratation

Les échantillons doivent étre complétement déshydratés avant d’étre inclus dans la
paraffine. Cette derniere n'est pas soluble dans l'alcool utilisé pour la déshydratation, on
assiste donc a une substitution par un solvant (xyléne). La déshydratation se fait grace a un
automate qui fait immerger les échantillons dans des bains d’éthanol a concentrations
croissantes (70 %, 95 % et 100 %), puis dans des bains de xylene qui constitue un agent
éclaircissant donnant au tissu une certaine transparence. Ce solvant est évaporé ensuite grace
a une étuve. Cette étape est réalisée par un appareil appelé le circulateur.
6.3. Inclusion et construction des blocs

Les piéces sont inclues dans un bain de paraffine fondue pendant deux heures. La
paraffine va pénétrer dans les tissus en remplagant le solvant. Apres saturation par la paraffine
fondue, on passe a I’inclusion définitive dans de petits moules a fond plat qui servent a donner
la forme du bloc. Ce dernier peut se conserver pendant des années sans avoir des altérations.
Cette opération fait appel a des appareils «dits a inclusion» renfermant un réservoir de
paraffine maintenue a 1’état liquide par un systéme de chauffage, un petit robinet et une
plaque métallique réfrigérée pour obtenir la solidification rapide du bloc de paraffine
contenant le tissu.
6.4. Confection des coupes histologiques

Les blocs de paraffine sont préalablement taillés avant de subir des coupes au
microtome de 4 a 5 um. Les rubans de paraffine obtenus sont étalés sur des lames porte-objet,

puis deplissés et fixés par une eau gélatineuse chauffée a 40 °C. Les lames sont ensuite
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séchées dans une étuve a 100 °C pendant 1 heure.
6.5. Coloration
La coloration nécessite I’utilisation de la technique a 1’hématoxyline-éosine ou
hématéine-éosine; qui exige la présence d’un alcool acide (100 ml d’alcool éthylique a 70 %
+ 50 ml d’HCI), eau ammoniacale (100 ml d’eau distillée + 2 ml ammoniaque) et solution
d’éosine (100 ml éosine 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 1’eau du robinet puis rincer a I’cau distillée.
v Immerger dans un bain d’hématoxyline de Harris (15 minutes) qui colore en bleu
violacée les structures basophiles (noyaux).
v' Différencier les coupes dans 1’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’éosine (15 secondes a 2 minutes) qui colore en rose les
structures acidophiles (cytoplasme). Tous ces bains sont séparés par des lavages a
I’eau du robinet.
Les préparations ont ensuite été séchées puis observées a différents grossissements au
microscope optique équipé d’un appareil photo.
7. Etude statistique
Les résultats ont été représentés sous forme de moyennes avec leur écart-type (Moy *
SEM). Les analyses statistiques ont été effectuées pour une probabilité définie selon le test de
la variable « t » de Student basant sur la comparaison des moyennes deux a deux.
v' différence significative entre lots traités et lot témoin:

» *une différence significative p < 0.05;
» ** une différence hautement significative p < 0.01;
» ***une différence trés hautement significative p < 0.001.

v' différence significative par rapport au lot traité AgNO3:

> ¥ une différence significative p < 0.05;
> ™ une différence hautement significative p < 0.01;
> ™ une différence trés hautement significative p < 0.001.

v' différence significative comparant les 2 lots (AgNO;3; + vitamine E et AgNO3; + Se)

avec le lot AGNO; + vitamine E + Se:

> " une différence significative p < 0.05;
> ™" une différence hautement significative p < 0.01;
> "™ une différence trés hautement significative p < 0.001.
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1. Evaluation de la variation du poids corporel, poids des organes et consommation
journaliére en eau et en aliment
1.1. Résultats
1.1.1. Effet sur le poids corporel

Durant les 3 mois du traitement par I’argent a une dose de 20 mg/L d’eau de boisson,
aucune renseignement n’a ¢été enregistrée concernant la mortalité sous son effet ou
I’apparence de certains signes cliniques tels que: perte de poids, diarrhée, vomissement,
hypoactivité (manque de vivacité), crises convulsives ou agitation ainsi que la maladie
dermatologique (argyrie) et/ou oculaire (argyrose) liée a I’exposition a ce métal.
Le suivi de la variation de la masse corporelle des animaux n’a signalé donc aucune
différence significative entre lot témoin et ’autre traité en les pesant d’une fagcon réguliére
chaque semaine pendant les 12 semaines et en évaluant finalement le gain total du poids.
Cependant, la mesure du poids corporel final a montré une augmentation significative (p <
0.05) chez le lot AQNO3; + Se comparé au lot AgNO3; + Vit E + Se. Mais le gain du poids
corporel n’a présenté aucun changement entre les différents lots. Les valeurs obtenues sont
résumées dans le tableau 10.

Tableau 10. Changement du poids corporel (g) au cours de I’expérience

Lots expérimentaux
Parameétres AgNO; + Vit AgNO; +
Témoins Vit E + Se AgNO; £ AgNO; + Se VitE + Se
Poids initial § 285.71 £13.3 | 283.71+29.6 | 278.71 +28.5 | 287.86 £51.12 | 276.28 £32.85 | 266+36.11
Poids final || 374.28 +32.7 | 364.4 +38.1 | 375.86 +0.28 | 363.57 +39.36 || 373.43+32.85" | 332.71+17.0
Gain du
poids 88.57+32.6 § 80.71+20.3 | 97.14+57.21 | 75.72+51.12 | 97.14 +18.42 | 66.71+47.97
corporel

“(p <0.05): difference significative entre AQNO; + Se et AgNO; + Vit E + Se
1.1.2. Effet sur la consommation journaliere en eau et en aliment

La toxicité chronique du métal n’a induit aucune perturbation comparée au lot témoin
en intéressant a la consommation quotidienne d’eau de boisson et de nourriture. Alors qu’un
abaissement significatif (p < 0.05) de la consommation d’eau a été trouvé chez le groupe
supplémenté par la vitamine E et le sélénium par rapport au groupe traité seulement par Ag.
Tandis que la consommation de la nourriture n’a pas €té changée d’une fagon significative
comparant les autres groupes les uns aux autres tout au long de 1’expérience. Les deux figures

ci-dessous illustrent les principales variations.
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Figure 22. Consommation de I'eau de boisson durant 3 mois de
traitement chez le lot témoin et les lots traités

*(p < 0.05): difference significative entre AGNO; et AQNO; + Vit E + Se;
“(p <0.01): difference hautement significative entre AQNO3 + Vit E et AgNO; + Vit E + Se
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Figure 23. consommation d'aliment durant 3 mois de traitement
chez le lot témoin et les lots traités

1.1.3. Effet sur le poids absolu (PA) et le poids relatif (PR) des organes prélevés

De méme que les autres parametres, I’examen des organes n’a révélé que quelques
changements significatifs, précisément on assiste & une diminution significative (p < 0.05) du
poids absolu et relatif du foie du groupe AgNO3 + Se en comparant avec le groupe AgNO:s.

Les changements obtenus sont détaillés dans le tableau 11 et les figures 24, 25, 26 et 27.
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Tableau 11. Variation du poids absolu (g) du foie, reins, cerveau et testicules au cours de

I’expérience
Lots expérimentaux

Parameétres o _ AgNO; + Vit AgNO; +
Témoins Vit E + Se AgNO; E AgNO; + Se VItE + Se
PA (Foie) 127+2.04 ) 121+£142 § 1325+141 | 11.82+1.62 11.85+0.75" | 12.13+1.53
PA (Reins) 2.6 +0.43 2.15+0.26 2.6+0.29 2.2+0.38 2.35+£0.10 2.39+£0.23

PA (Cerveau) §1.27+0.21 | 0.31+0.06 1.25+0.16 1.28+0.1 1.23+0.08 1.3+0.24
PA (Testicules) § 3.22+0.28 § 3.33+0.38 | 3.38+0.33 3.17+0.44 342104 3.32+£0.20

"(p <0.05): difference significative entre AgNO; et AgNO; + Se

Poids relatif du foie (%0)

“(p < 0.05): difference significative entre AGNO; et AGNO; + Se
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Figure 24. variation de la masse relative du foie chez le lot témoin et
les lots traités
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Figure 25. Variation de la masse relative des reins chez le lot
témoin et les lots traités
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Figure 26. variation de la masse relative du cerveau chez le lot
témoin et les lots traités
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Figure 27. Variation de la masse relative des testicules chez le lot
témoin et les lots traités

1.2. Discussion

L’argent est un métal ubiquitaire dont la distribution géochimique est influencée par les
conditions atmosphériques et environnementales, 1’activité biologique et 1’activité humaine.
Il se présente fréquemment dans les sols, les cours d’eau, 1’eau de mer, les fruits de mer, les
poissons et les produits de 1’agriculture a des quantités trés infimes, ce qui minimise un risque
d’une certaine toxicité pourra étre induite par ce métal. Néanmoins, un grand risque se pose
grace aux mines et/ou industries a base d’argent. Certes, quelles que soient les conditions
d’exposition, le degré de toxicité dépend de type d’exposition (contact dermatologique,
inhalation ou ingestion), de la nature d’argent métallique (surtout concernant les formes des
nanoparticules), des alliages, de types de composés d’argent, de concentration des ions Ag”
biologiquement actives libérées et bien str la durée de contact (Lansdown, 2010°).
Des études occupationnelles, environnementales et cliniques ont été mises dans le cadre
d’estimer les effets d’argent sur la santé (Landas et al., 1985; Wan et al., 1991). Mais, ces
études devront étre complétées par des études expérimentales in vivo et in vitro pour pouvoir
varier les doses et la durée (Peterson et al., 1973; Rungby et Danscher, 1984; Baldi et al.,
1988). Ces travaux sont pris en compte par des organisations mondiales afin de limiter
I’exposition aléatoire des travailleurs et 1’usage inconscient des instruments médicaux ou
cosmétiques a base d’argent (EPA, 1980; WHO, 1996), tandis que la pollution induite par les
industries entrainant la contamination des eaux de boisson et de la nourriture consommeés
ensuite par I’homme constitue toujours un risque accru d’exposition.
Notre travail vise donc a évaluer la toxicité chronique d’argent par voie orale et précisément

dans I’eau de boisson a faible dose (20 mg/L) vis-a-vis a la vitamine E et le selénium, deux
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substances ayant des réles physiologiques cruciaux au niveau cellulaire en cherchant donc le
mécanisme de toxicité par Ag in vivo.

Dans ce sens, nous avons premierement accedé a la variation de poids corporel, poids des
organes ainsi que la consommation d’eau et de nourriture durant les 90 jours, ces critéres
constituent un examen classique souvent évoqué dans la toxicologie. Une perte de poids et/ou
un manque d’appétit pourront étre la répercussion de troubles hormonaux, de malabsorption
de différents nutriments et/ou de catabolisme excessive des protéines et des lipides (Erdogan
et al., 2005). Toutefois, cet examen ne reflete pas toujours des changements pathologiques au
sein de l’organisme, nos résultats montrent que 1’argent n’affecte pas les parameétres
mentionnés précédemment ce qui est en corrélation avec d’autres investigations chez le rat en
citant 1’étude de Kim et al. (2008), Park et al. (2010) et Van Der Zande et al. (2012). Chez
I’homme, Munger et al. (2014) ont aussi constaté que 1’exposition a 1I’argent ne conduit pas a
une perte de poids chez 60 volontaires.

Mais, un retard de développement et un abaissement de gain de poids corporel ont été
suggérés par d’autres études chez des rats traités oralement a I’argent (Matuk et al., 1981;
Kim et al., 2010).

La supplémentation en vitamine E et/ou en sélénium a entrainé quelques modifications
comme la réduction de la consommation d’eau et du poids de foie par rapport aux rats traités
par Ag, ce qui pourra étre expliquée aux effets adverses de ces deux antioxydants contre le
métal, mais cela nécessite I’analyse d’autres examens dont les résultats seront détaillés

prochainement.
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2. Evaluation de I’examen hématologique
2.1. Résultats
2.1.1. Variations érythrocytaires

On constate a une élévation significative (p < 0.05) du nombre des érythrocytes (RBC:
red blood cells), mais une augmentation non significative d’hématocrite (HT) et
d’hémoglobine (HB) chez le lot AgNO3; comparant aux témoins. De sa part, le lot AgNO3 +
Vit E + Se a enregistré une augmentation trés hautement significative (p < 0.001) de nombre
des hématies ainsi qu’une augmentation hautement significative (p < 0.01) d’hématocrite et
d’hémoglobine lors de comparaison avec le lot AgNO3 (figures 29, 30, 31). Alors que ces
parameétres ont signalé une diminution hautement significative (p < 0.01) et une diminution
(significative: p < 0.05, hautement significative: p < 0.01 et trés hautement significative: p <
0.001) chez les lots AgNO3 + Vit E et AgNO;3 + Se respectivement par rapport au lot AgNO3
+ Vit E + Se. De plus, cette supplémentation a fait abaisser la CCMH (concentration
corpusculaire moyenne en hémoglobine) (p < 0.05), le VMC (volume moyen corpusculaire)
(p < 0.001) et la TCMH (teneur corpusculaire moyenne en hémoglobine) (p < 0.01) par
rapport aux rats traités seulement par 1’argent. Nos résultats ont aussi montré une élévation
hautement significative (p < 0.01) et trés hautement significative (p < 0.001) des parameétres
CCMH et VMC, TCMH respectivement chez les rats dont 1’aliment est supplémenté par la

vitamine E et ceux avec supplémentation en vitamine E et sélénium (tableau 12).

12

HitHt
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=L

- ++
8 - |
RBC (108/l) 6 -

4 4

2

0 -
Témoins VitE+Se AgNO3 AgNO3+Vit AgNO3 + AgNO3+Vit
E Se E+Se

Figure 28. Détermination quantitative des erythrocytes chez le lot
témoin et les lots traites

*(p <0.05): difference significative entre AgQNO; et témoins;

"(p <0.001): difference trés hautement significative entre AGNO; et AGNO; + Vit E + Se;
“(p <0.05): difference significative entre AgNO; + Se et AGNO; + Vit E + Se

(p <0.01): difference hautement significative entre AgNO; + Vit E et AgNO; + Vit E + Se
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Figure 29. Détermination de I'hématocrite en pourcentage chez le
lot témoin et le lot traité
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p < 0.01): difference hautement significative entre AQNO; et AgNO; + Vit E + Se;
“(p <0.01): difference hautement significative entre AQNOs + Vit E, AgNO; + Se et AgNO; + Vit E + Se
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I Figure 30. Taux d'hémoglobine chez le lot témoin et les lots traités |
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p < 0.01): difference hautement significative entre AGQNO; et AgNO; + Vit E + Se;

“(p <0.01): difference hautement significative entre AQNO; + Vit E et AgNO; + Vit E + Sg;

e+

2.1.2. Variations leucocytaires

L’exposition a 1’argent dans ces conditions d’expérience (durée, concentration) n’a pas
induit un changement significatif du nombre total des globules blancs (WBC: white blood
cells) dans le sang par rapport a celui des témoins. Mais, ce nombre est abaissé chez le lot
AgNO; + Vit E + Se d’une fagon trés hautement significative (p < 0.001) par rapport aux lots
AgNO; et AgNO3 + Se, et d’une fagon hautement significative (p < 0.01) par rapport au lot

AgNO; + Vit E (figure 31).

(p <0.001): difference trés hautement significative entre AQNO3 + Se et AgNO; + Vit E + Se
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Figure 31. Détermination quantitative des leucocytes chez le lot
témoin et les lots traités

T —————————————
p <0.001): difference trés hautement significative entre AGQNO; et AgNO; + Vit E + Se;

“(p <0.01): difference hautement significative entre AQNO; + Vit E et AGNO; + Vit E + Se;
“*(p <0.001): difference trés hautement significative entre AGNO; + Se et AgNO; + Vit E + Se

HH#
(

2.1.3. Variations plaquettaires

Les donnees présentées dans la figure 32 ainsi que le tableau 12 ne montrent aucun
désordre sanguin concernant les plaquettes (PLT) chez les animaux intoxiqués par le métal.
Elles sont augmentées aprés administration de sélénium (p < 0.01, AgNOs3, p < 0.05, AgNO3
+ Vit E + Se).

35,5
#i +
35 -
34,5 -
34 -
PLT (103/ul) = T
33,5 -
33 - L
32,5 -
32 -
Témoins  VitE+Se  AgNO3 AgNO3+Vit AgNO3+ AgNO3+Vit
E Se E+Se
Figure 32. Détermination quantitative des plaquettes chez le lot
témoin et les lots traités
e —

#(p < 0.01): difference hautement significative entre AGNO; et AGNO; + Se;
“(p <0.05): difference significative entre AgNO; + Se et AGNO; + Vit E + Se
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Tableau 12. Variation des autres parameétres de I’hémogramme
Lots expérimentaux
Parametres o _ AgNO; + Vit AgNO; + Vit
Témoins Vit E + Se AgNO; £ AgNO; + Se E +Se

VMC (fl) 525+1.22 51+£0.82 52 +£0.82 52.5+0.58""" | 57.66 +8.01 | 48.5+0.58""
CCMH (g/dl) || 33.75+0.058 | 33.06 +0.2 | 33.66+0.34 J 33.82+0.33"" | 35+0.058 33.05 + 0.58"
TCMH (pg) 17.75+0.53 [ 16.8+0.28 | 17.63+0.40 [ 17.77+0.29""" | 20.23 +3.66 [ 16.15 +0.04™

VMP (fl) 6.47 £ 0.05 6.63 +£0.29 6.46 + 0.31 6.77 £ 0.26 6.62 £ 0.05 6.62 £ 0.05

VMP: Volume Moyen Plaquettaire

#(p < 0.05): difference significative entre AQNO; et AgQNO; + Sg;

"(p <0.01): difference hautement significative entre AGNO; et AgNO; + Se;

#(p < 0.001): difference trés hautement significative entre AgNO; et AGNO; + Vit E + Se;

“*(p <0.01): difference hautement significative entre AGNO; + Vit E et AQNO; + Vit E + Se;

“*(p <0.001): difference trés hautement significative entre AGNO; + Vit E et AgNO; + Vit E + Se

2.2. Discussion

D’aprés les résultats, ’argent peut causer une élévation anormale du nombre des
hématies au niveau sérique, ces derniéres sont responsables de I’oxygénation de toutes les
cellules du corps via I’hémoglobine. Cela pourra étre expliqué comme suit: le corps des
animaux peut prévenir une méthémoglobinémie développée au cours d’une exposition au
nitrate d’argent. Plusieurs études ont montré que la toxicité par le nitrate d’argent pourra étre
la cause directe de cette méthémoglobinémie (Strauch et al., 1969; Humphreys et Routledge,
1998; Chou et al., 1999). De plus, des auteurs ont suggéré que les nitrates présents dans le
composé AgNO3 peuvent induire la formation accrue de méthémoglobine (Kath et al., 2011).
Les nitrates peuvent se transformer en nitrites, ces derniers rendent le milieu plus toxique et
oxydent 1’hémoglobine en méthémoglobine. Le groupement prosthétique ou 1’héme de
I’hémoglobine contient 1’atome de fer a 1’état réduit ou 1’état ferreux (Fez+), sous cette forme,
le fer peut se combiner avec 1’oxygeéne en assurant son transport. Au cas contraire ou lors
d’une oxydation de I’hémoglobine par perte d’électron en se convertissant a 1’état ferrique
(Fe*") ou méthémoglobine. Dans ce cas, I’héme est incapable de se lier a ’oxygéne ce qui
peut conduire a une hypoxémie qui est la diminution de la quantité d'oxygene transportée par
les globules rouges dans le sang. L'oxygénation des organes et des tissus est alors insuffisante,
et il peut en resulter une souffrance des cellules constituant les organes atteints (Harris et al.,
1979). Dans les conditions physiologiques le méthémoglobine se réduit en hémoglobine par la
méthémoglobine réductase, mais en présence de produits toxiques cette réduction pourra étre
influencée (Ciji et al., 2013). Aprés trois mois d’administration par voie orale a faible dose,

on ne parlera pas d’une méthémoglobinémie proprement dite en absence de signes cliniques
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associés essentiellement un changement de la coloration de la peau ainsi qu’un changement
de la coloration rouge du sang vers une coloration brune mais en cas d’exposition chronique,
ce phénomene se développe d’une fagon progressive pour cela une élévation de nombre des
érythrocytes pourra étre la conséquence d’une production accrue d'érythropoiétine rénale en
réponse a une hypoxie, qui elle-méme va stimuler la production intramédullaire de cellules de
la lignée érythroide (Jelkman, 2011). Une autre cause de surproduction des globules rouges
pourra étre due a un désordre médullaire, mais kim et al. (2008) ont montré que 1’argent n’a
induit aucune génotoxicité des érythrocytes ou bien de la moelle osseuse.

Toutefois, nous n’avons aucune modification significative concernant le nombre total des
globules blancs et les plaquettes chez les animaux traités seulement par 1’argent.

Si on compare nos résultats avec d’autres études, on cite a titre d’exemple I’étude de Munger
et al. (2014) chez ’homme, les auteurs n’ont trouvé aucune altération des parameétres
hématologiques apres traitement par le métal. De méme, Galvez et al. (2001) n’ont pas trouvé
une hématotoxicité induite par I’argent chez le poisson, contrairement, Cheraghi et al. (2013)
ont noté une chute des parametres érythrocytaires et leucocytaires ainsi qu’une thrombocytose
chez la souris, une augmentation significative de 1’hémoglobine et non significative de
I’hématocrite et des globules rouges, ainsi que 1’élévation des plaquettes et des globules
blancs ont été notées par Sarhan et Hussain (2014) chez le rat.

Outre, la vitamine E et le sélénium sont des micronutriments dont un apport alimentaire
quotidien est indispensable, chacun des deux occupe des activités biologiques fondamentales.
En hématologie la vitamine E participe a la stabilisation des membranes des érythrocytes et
leur synthése par modulation de la synthése de 1’héme, elle améliore aussi I’activité
enzymatique méthémoglobine réductase (Magnin, 1992; Ciji et al., 2013). Le sélénium a aussi
un role dans la production des érythrocytes, Une déficience en sélénium semble cependant
causer une légére diminution de I'érythropoiese (Fontaine et al., 1977). La co-existence de
vitamine E et de sélénium apparait améliorer les parameétres globulaires tels que le nombre
des hématies, 1’hématocrite et 1’hémoglobine en protégeant les cellules en cas de
méthémoglobinémie pourra étre causée par I’argent. En passant au nombre total des
leucocytes, nous avons démontré que chaque antioxydant a entrainé une amélioration de la
réponse immunitaire par élévation du nombre des globules blancs. D’apres la littérature, 1’a-
tocophérol et le sélénium sont des immuno-modulateurs. La supplémentation en vitamine E a
permis d’améliorer la réponse immunitaire chez I’homme et le rat &gés (Wu et al., 2000). La
vitamine E a permis de réduire I’activité suppressive des lymphocytes T et d’augmenter la

sécreétion d’interleukine 2 chez la souris infectée par le virus de I’immunodéficience murine
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(Wang et al., 1994%). Le sélénium de sa part stimule la formation des anticorps, la production
de médiateurs (cytokines) et ’activité de nombreuses cellules immunocompétentes telles que
les lymphocytes T auxiliaires, T cytotoxiques, les cellules NK.....etc. Une carence en
sélénium peut contribuer a accroitre la vulnérabilité aux infections bactériennes et aux
maladies virales (Beck, 2007; Iglesias et al., 2013). Malgré cela, on assiste & une réponse
immunitaire moins importante apres la combinaison de ces deux antioxydants, cela pourra
désigner un état inflammatoire ou infectieux mois notable grace a leur travail synergique.
Cette synergie est aussi impliquée dans le maintien du nombre des plaquettes, la vitamine E et
le sélénium peuvent prévenir les maladies cardiovasculaires. Le premier agit a différents
niveaux sur le métabolisme des eicosanoides. Par son action inhibitrice sur la phopholipase
A, elle bloque la libération de I'acide arachidonique membranaire, principal précurseur des
eicosanoides. La vitamine E intervient aussi en modulant les activités de la cyclooxygénase et
de la lipooxygénase, enzymes clés de la synthese des eicosanoides. La vitamine E augmente
la production, par les cellules endothéliales, de prostacycline, puissant vasodilatateur et
inhibiteur de l'agrégation plaquettaire et de I'adhérence des leucocytes a I'endothélium. Elle
réduit, par inhibition de la cyclooxygénase, la synthése par les plaquettes de thromboxane A,
agent vasoconstricteur et agrégeant plaquettaire et de la prostaglandine E2 des macrophages.
Par tous ces effets, la vitamine E participe efficacement a la protection contre le processus
athéromateux (Feki et al., 2001). Chez les sujets atteints de cardiomyopathie, on constate un
effondrement du taux sanguin en sélénium. La baisse de sélénium entrave la synthése des
prostaglandines, favorisant ainsi I'agrégation plaquettaire. Cette baisse augmente les risques
d'infarctus ou de thrombose (Watts, 1994).
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3. Explorations biochimiques
3.1. Résultats
3.1.1. Glycémie
Les résultats n’ont pas montré une modification significative de la glycémie sous
I’exposition a I’argent comparé aux témoins de méme que la supplémentation en sélénium et

en vitamine E comme le montre la figure 33.
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‘ Figure 33. Variation de la glycémie chez le lot témoin et les lots |
traités
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3.1.2. Bilan hépatique

Aucune différence significative n’a été obtenue concernant 1’activité enzymatique des
2 transaminases (figures 34, 35).
La figure 36 indique que I’AgNO3 a induit la réduction significative (p < 0.05) de I’activité
PAL, alors que le sélénium a augmenté cette activité (p <0.01).
Le seul changement significatif de la bilirubine directe est la diminution remarquable (p <
0.01) chez le lot supplémenté par la vitamine E par rapport au lot AgNO; + Vit E + Se (figure
37).
D’aprés nos résultats (figure 38), le métal peut causer 1’élévation significative (p < 0.05) de
I’activit¢ LDH. Au contraire, 1’assemblage d’a-tocophérol et de séléenium a abaissé cette
activité (p < 0.01).
Les protéines totales au niveau sérique ont diminué chez les animaux dont 1’eau de boisson est
supplémenté en argent, mais ce paramétre a reconnu une amélioration en présence de la
vitamine E (p < 0.05, AgNO3) et en présence de sélénium (p < 0.01, AgNO; et p < 0.01,
AgNO; + Vit E + Se).
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Les valeurs d’albumine ont été sans modification significative entre les 5 groupes les uns des

autres. Les 2 figures 39 et 40 illustrent la variation de ces 2 parametres.
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Figure 34. Variation de I'activité enzymatique ASAT chez le lot
témoin et les lots traités

~ 10

=

S 60 -

% 50 [ I

.| | T

< 40 -

=]

Z 30 1 T

£

= 20

N

S 10 -

b2

= 0

B Témoins Vit E+ Se AgNO3  AgNO3+Vit AgNO3 + Se AgNO3+Vit

< E E+Se
Figure 35. Variation de I'activité enzymatique ALAT chez le lot

témoin et les lots traité




ETUDE EXPERIMENTALE Résultats et discussion

160
- #it
5 140 - [
1120 -
<
Q100 - [
3 *
o 80 - T
g |
£ 60 -
R
c 40
(5]
2 20 -
=
5 0 -
< Témoins Vit E+ Se AgNO3  AgNO3+Vit AgNO3 +Se AgNO3+Vit
E E+Se
Figure 36. Variation de I'activité enzymatique PAL chez le lot
témoin et les lots traités
T —

*(p <0.05): difference significative entre AgNO; et témoins;
(p < 0.01): difference hautement significative entre AGNO; et AGNO; + Se

8IS

3 4

e
()]
—_—
—
—
—
—

5
S 2
& ++
=15 1
8 T
2 1
©
05 -
0_

Concentration sérique en bilirubine

Témoins Vit E+ Se AgNO3  AgNO3+Vit AgNO3 + Se AgNO3+Vit
E E+Se

Figure 37. Variation de la concentration sérique de la bilirubine

directe chez le lot témoin et les lots traites

“(p <0.01): difference hautement significative entre AGNO; + Vit E et AGNO; + Vit E + Se



ETUDE EXPERIMENTALE Résultats et discussion

900 -

= 800 -

= T

E 700 -

Q 600 - T 4

© 500 - T [ [

2 400 -

€ 300 -

N

< 200 -

2 100 -

=

5 0-

< Témoins Vit E+ Se AgNO3  AgNO3+VIT AgNO3 + Se AgNO3+VIT

E E+Se
Figure 38. Variation de I'activité enzymatique LDH chez le lot
témoin et les lots traités

T —

*(p <0.05): difference significative entre AgNO; et témoins;
(p < 0.01): difference hautement significative entre AGNO; et AGNO; + Vit E + Se

o 10

.GE) 9 - #it ++

g g | [ T

o

s #

c 7 1 T *%

() /_\6 4 T T

$3 T

g5

584 -

2 g

555

% 2 1

s 1-

c

g 0 -

5 Témoins Vit E+ Se AgNO3  AgNO3+Vit AgNO3 + Se AgNO3+Vit

© E E+Se
Figure 39. Variation de la concentration sérique des protéines

totales chez le lot témoin et les lots traités

**(p < 0.01): difference hautement significative entre AQNO; et témoins;

“(p <0.05): difference significative entre AGNO; et AgNO; + Vit E;

"(p < 0.01): difference hautement significative entre AGNO; et AGNO; + Vit E + Se;

“(p <0.01): difference hautement significative entre AGNO; + Se et AgNO; + Vit E + Se



ETUDE EXPERIMENTALE Résultats et discussion

45

e

o 35

= [ T

c 3 1

S 25 -

=

i

§ 18]

)

£ U

G 05

e

<} 0 4

© Témoins Vit E+ Se AgNO3  AgNO3+Vit AgNO3 +Se AgNO3+Vit

E E+Se
Figure 40. Variation de la concentration sérique de I'aloumine chez
le lot témoin et les lots traités

e —

3.1.3. Bilan lipidique

L’argent peut causer une hypercholestérolémie (p < 0.01, témoins), alors que celle-ci
est rendu a la norme par un abaissement notable grace aux antioxydants contre le métal (p <
0.001, AgNO; + vit E, AgNO3 + Vit E + Se et p < 0.01, AgNOg3 + Se) (figure 42).
Tandis que les triglycérides ne sont pas affectés et ne présentent aucune modification
remarquable (figure 43). A leur tour, les lipides totaux ne sont pas variés significativement
aprés administration d’argent, mais la vitamine et 1’oligo-élément en association ont abaissé
leur taux par rapport au groupe AgNO3 (p < 0.001), AgNO3 + Se (p < 0.05) et AgNO; + Vit E
(p £0.01) (figure 44).
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Figure 41. Variation de la cholestérolémie chez le lot témoin et les
lots traités
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Figure 43. Variation de la concentration sérique des lipides totaux

“*(p < 0.001): difference trés hautement significative entre AGNO; et AgNO; + Vit E + Se;

“(p <0.05): difference significative entre AQNO; + Se et AgNO; + Vit E + Se;

“(p <0.01): difference hautement significative entre AGQNO; + Vit E et ANO; + Vit E + Se

3.1.4. Bilan rénal

Le bilan rénal inclus la créatinine, I'urée et 1’acide urique n’a présenté aucune

altération significative de chacun de ces paramétres suite aux traitements utilisés comme

montré dans les figures 44, 45 et 46.
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3.1.5. Exploration de la fonction pancréatique

La fonction pancreéatiqgue pourra étre estimée par la lipase qui a augmenté
significativement (p < 0.05) chez le lot AgNOs, elle est estimée aussi par I’a-amylase qui a
présenté juste une diminution significative (p < 0.05) chez le lot AgNO; + Vit E comparé au
lot AgQNO; + Vit E + Se (figures 47 et 48).
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Figure 47. Variation de I'activité enzymatique de la lipase chez le
lot témoin et les lots traités

*(p <0.05): difference significative entre AgNO; et témoins
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Figure 48. Variation de I'activité enzymatique a-Amylase chez le lot
témoin et les lots traités

“(p <0.05): difference significative entre AgNO; + Vit E et AgNO; + Vit E + Se
3.1.6. Quelques électrolytes sanguins

Parmi les électrolytes mesurés dans le sang, on a évalué la variation de la calcémie qui
a reconnu une réduction significative (p < 0.05) chez les animaux traités par le métal. En plus
nous n’avons observé aucune variation significative de la phosphorémie sous les différents

traitements (figures 49 et 50).
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Concentration sérique en calcium

Témoins Vit E+ Se AgNO3  AgNO3+Vit AgNO3 + Se AgNO3+Vit
E E+Se

Figure 49. Variation de la calcémie chez le lot témoin et les lots
‘ traités I

T EEEEEE—
*(p <0.05): difference significative entre AgNO; et témoins

= =
~ o © o )
. . . .
—

(mg/dl)

N
L

o
"

Témoins Vit E+ Se AgNO3  AgNO3+Vit AgNO3 + Se AgNO3+Vit
E E+Se

Figure 50. Variation de la phosphorémie chez le lot témoin et les
lots traités

Concentration sérique en phosphore

3.2. Discussion

La concentration en glucose sanguin est maintenue & [D’intérieur de limites
relativement étroites dans différentes situations (absorption de nourriture, jeline ou exercice
intense) par des hormones régulatrices comme 1’insuline, le glucagon ou I’épinéphrine. Le
dosage du glucose est un des tests les plus freqguemment réalisés conjointement avec d‘autres
tests de tolérance (épreuve d’hyperglycémie provoquée, glycémie post-prandiale...). Comme
premicre remarque et d’apres nos résultats, nous pouvons déduire que le métal n’a pas un
effet delétére sur le métabolisme glucidique.
D’apreés le bilan hépatique, nous n’avons pas détecté aucune variation en ce qui concerne les

amino-transférases, la bilirubine et ’albumine, contrairement, une réduction de I’activité PAL
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et du teneur en protéines totales ainsi qu’une augmentation de l’activité LDH ont été
reconnues dans le sérum des animaux sous 1’influence d’argent.

Si on tient compte a la PAL, cet enzyme appartient a la famille des hydrolases peu spécifiques
catalysant 1’hydrolyse d’esters phosphoriques variés a pH alcalins, elles liberent un mole
d’orthophosphate, un alcool, un phénol et un ose a partir d’un substrat phosphoré naturel ou
synthétique, elles présentent dans de nombreux tissus, dont les os, le foie, les reins, les
globules blancs et le placenta mais en quantités importantes dans 1’intestin chez le rat (Evans
et al., 2009). Elle joue un réle important au cours des réactions d’hydrolyse d’esters
phosphoriques se produisant au cours du métabolisme des glucides et des
phospholipides....Elles pourraient également attribuer au transport actif des phosphates
inorganiques au travers des membranes cellulaires. Elles interviennent dans certains processus
de transformation cellulaire et au niveau des fonctions sécrétoires. Elles sont situées
exclusivement au niveau des membranes cytoplasmiques (Henny et Schiele, 1981).

La diminution notable peut refléter des altérations de la synthese protéique et de la
phosphorylation oxydative ce qui est en accord avec les autres examens (Al-Attar, 2004), une
hypothyroidie, une hypoparathyroidie, et/ou un désordre gastro-intestinal sont parmi les
causes les plus importantes (Young, 1995).

De plus, de fortes activités du LDH se trouvent dans le foie, le cceur, les reins, les muscles
squelettiques et les érythrocytes, cette enzyme catalyse la réaction d’oxydation de L-lactate en
pyruvate en présence du cofacteur NAD", mais elle catalyse aussi la réaction réversible. Son
élévation pourra étre attribuée a une synthese accrue de cette enzyme, une cardiopathie ou un
trouble lié au tissu musculaire (Burtis et Ashwood, 1999; Al-Attar, 2004). En outre, le taux en
LDH indique les besoins en énergie, une haute activité pourra étre le résultat d’une respiration
cellulaire anaérobie comme déja illustré par d’autres investigations trouvés une diminution de
la consommation en oxygeéne ainsi qu’une diminution des activités enzymatiques de la chaine
respiratoire au niveau hépatique a des fortes activités en LDH et en glucose-6-phosphate
déshydrogénase (Al-Attar, 2004), cela est en corrélation avec 1’augmentation significative des
globules rouges chez le méme lot.

Les protéines totales sériques renferment les albumines et les globulines, une faible
concentration peut refléter un changement du métabolisme protéique cela pourra étre causé
par une hypothyroidie, 1’oxydation des protéines par les radicaux libres pouvant étre générés
par le metal constitue aussi un risque de les dénaturer entrainant ainsi son abaissement (Das et
Dasgupta, 2000).
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Une hypercholestérolémie a été enregistrée suite a une intoxication par le métal, le cholestérol
synthétisé principalement par le foie, est nécessaire comme précurseur des hormones
stéroidiennes, des acides biliaires ainsi qu’un stabilisateur des membranes biologiques, une
haute concentration sérique signifie un risque d’atteinte cardiaque, on peut citer parmi les
causes; une hyperlipoprotéinémie ou une hypothyroidie (Kim et al., 2010). En revanche, nous
n’avons pas assisté a une élévation significative des triglycérides et des lipides totaux.

Le bilan rénal a pour but d’estimer la fonction rénale et plus précisément la filtration
glomérulaire, ce bilan inclus 1’urée, la créatinine et 1’acide urique au niveau sérique n’a pas
été affecté par I’argent. Donc, ce dernier n’a pas entrainé une insuffisance rénale fonctionnelle
dans ces conditions d’expérience.

Nous avons évalué la fonction pancréatique par le dosage d’a-amylase et de lipase. Dans
notre étude, I’activité de I’insuline est déja estimée via la glycémie; aucune altération n’a été
remarquée de méme que 1’a-amylase, tandis que la lipase a reconnu une augmentation
significative, cette enzyme pancréatique joue un rdle dans I’hydrolyse des glycérides en
glycérol et acides gras libres, certes, des perturbations de 1’activité enzymatique peuvent
refléter des maladies du pancréas (McNeely, 1984), mais le fait que la glycémie et I’activité
de ’a-Amylase sont & la norme, cette €lévation répond donc & un désordre du métabolisme
lipidique ou dyslipidémie ce qui est en corrélation avec 1’hypercholestérolémie obtenue.

Parmi les électrolytes dans le sang, nous avons analysé le calcium, une hypocalcémie a été
notée pourra refléter une malabsorption intestinale ou une hypoparathyroidie (Clarck et al.,
1975). En outre, parmi les études qui ont aussi intéressé a la variation des paramétres
biochimiques aprés administration orale, ’EPA (1980) qui a reporté que les ions d’argent ont
altéré ’activité des enzymes sériques. Chez ’homme, une inhibition des enzymes marquantes
de la fonction hépatique ainsi qu’une réduction de profil lipidique et de la glycémie ont été
remarquées par Sharma et al. (1997), en revanche, les paramétres suivants: sodium,
potassium, chlore, dioxyde de carbone, urée, créatinine, glucose, PAL, ASAT, ALAT,
protéines totales, bilirubine totale, albumine et calcium n’ont été pas influencés aprés 14 jours
de traitement oral par I’argent (Munger et al., 2014).

Chez le rat, une augmentation du cholestérol, LDL-cholestérol, PAL, ALAT, et une
diminution des triglycérides ont été révélées par des investigateurs (Ebabe Elle et al., 2013;
Kim et al., 2008; Kim et al., 2010; Park et al., 2010). Mais Van Der Zande et al. (2012) et
Kulthong et al. (2012) n’ont observé aucune variation de ces parameétres essentiellement les
enzymes seriques. La fonction rénale apparait a son tour sans troubles remarquables via

’analyse des examens mentionnés précédemment (Kim et al., 2010; Hadrup et al., 2012%).
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Cependant, d’apres les interprétations ci-dessus et d’apres la variété des résultats obtenus par
les autres études, la cytotoxicité engendrée par ce métal parait avoir plusieurs origines et
causes. Dans ces conditions, on ne peut pas parler d’une nécrose ou des dommages hépatiques
proprement dites provoqués par le métal. De plus, des études ont prouve les effets toxiques
d’argent sur différents organes comme les intestins, les os et le cceur (Olcott, 1950; Ham et
Tange, 1972; Walker, 1972; Jeong et al., 2010; Loeschner et al., 2011).

Toutefois, nous pouvons proposer qu’une hypothyroidie en cours est causée par I’argent
(troubles des 2 métabolismes: lipidique et protéique, augmentation de I’activit¢ LDH et
diminution de I’activit¢ PAL). Cela est renforcé par des recherches qui ont mis en
considération le traitement des patients par la thyroxine (souffrant une insuffisance
thyroidienne) et 1’argent colloidal simultanément, ce dernier peut interférer I’absorption de
cette hormone pouvant induire une hypothyroidie. De plus, la présence de métaux lourds dans
les tissus altérera la sensibilité entre I’hormone T3 et les cellules du corps. L’argent a été aussi
trouvé accumuler dans des parties de la thyroide (Fung et Bowen, 1996).

Pour expliquer cette proposition, on prend en compte aussi les interactions connues entre
I’argent et le sélénium pouvant conduire a un déficit en ce dernier qui a un réle indispensable
dans la synthése des hormones thyroidiennes, plusieurs recherches sur I’homme et 1’animal
ont constaté une dysthyroidie en cas de déficit en cet élément (Beckett et al., 1987,
Vadhanavikit et al., 1990). La 5'-désiodase I, enzyme catalysant la conversion de la T4 en T3,
notamment dans la thyroide, le foie et le rein, fournit la plupart de la T3 circulante d'origine
hépatique. Il y a quelques années, un lien fut établi entre cette enzyme et le sélénium. Par la
suite, la 5'- désiodase | fut identifiée comme une sélénoenzyme. Le sélénium se trouve dans le
site actif de la 5'- désiodase | sous forme de résidu sélénocystéine (Hmidi et al., 1996).
L'altération du statut thyroidien, traduite par une valeur de T4 circulante élevée alors que celle
de T3 est Iégerement abaissée ou pratiquement inchangée, observée dans les conditions de
carence nutritionnelle en sélénium chez différents animaux, témoigne aussi de I'importance de
cet oligoélément dans la fonction thyroidienne (Hmidi et al., 1996).

Nous avons intéressé aussi aux changements de 1’examen biochimique en présence des deux
antioxydants, ces deux derniers se trouvent soit normaliser soit ameliorer les parametres
mentionnés précédemment. D’aprés I’EPA (1980), ’argent s’interagit compétitivement avec
le sélénium et I’a-tocophérol.

De méme, des travaux ont prouvé ’altération d’un nombre de parametres biochimiques dans
le sang et les tissus suite a une carence en vitamine E et/ou en sélénium (Catignani et al.,
1968; Reiter and Wendel, 1983; Chow, 1985).
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Le maintien de I’oxygénation reflétée par amélioration de la synthése des globules rouges
pourra €tre en considération avec I’abaissement de 1’activité LDH par rapport au lot AgNOs.
L’abaissement du profil lipidique et principalement le cholestérol pourra étre inclus dans les
mécanismes suivis par les deux micronutriments pour faire prévenir les maladies
cardiovasculaires (Pincemail et al., 1990).

D’apreés nos résultats, la supplémentation en sélénium et/ou en vitamine E apparait inhiber les
désordres pouvant étre due a I’insuffisance thyroidienne.

En outre, une étude histopathologique et une analyse des biomarqueurs du stress oxydant au
niveau du foie, reins, testicules et cerveau sont nécessaires pour dépister une affection par le
métal afin de pouvoir mettre en ceuvre le mécanisme de toxicité suivi ainsi qu’apprécier les
activités antioxydantes de la vitamine E et de sélénium contre le métal au niveau de chaque

organe mentionné ci-dessus.
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4. Dépistage d’une hépatotoxicité et appréciation de D’activité antioxydante de la
vitamine E et du sélénium
4.1. Résultats
4.1.1. Marqueurs biologiques du stress oxydant
» La peroxydation lipidique

Le degré de la peroxydation lipidique est estimé par la mesure de la concentration
tissulaire en malondialdehydes ou plus préciséemment les TBARS, des valeurs inchangées
proches a celles de témoins sont remarquées chez les rats intoxiqués par 1’argent, de méme
que les autres lots & I’exception des animaux supplémentés seulement par la vitamine E qui
ont caractérisé par des taux moins importants (p < 0.01: AgNO3; et AgNO; + Vit E + Se)

comme le montre la figure 51:
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Figure 51. Variation de teneur hépatique en TBARS chez le lot
témoin et les lots traités
e ——

"(p < 0.01): difference hautement significative entre AGNO; et AGNO; + Vit E;
“(p <0.01): difference hautement significative entre AQNO; + Vit E et AGNO; + Vit E + Se

» Les antioxydants non enzymatiques

La concentration de GSH hépatique a présenté une diminution non significative apres
ingestion orale du métal. Au cas contraire et apres addition des micronutriments,
essentiellement le séléenium, une élévation notable a été enregistrée (p < 0.001: AgNOs, p <
0.05: AgNO; + Vit E + Se).
Concernant la teneur en vitamine E, cette derniére a augmenté d’une fagon hautement
significative (p < 0.01) aprés exposition au métal par rapport aux rats non traités, Cependant,
on assiste a un abaissement chez les deux lots: AGNO;3 + Se et AQNO; + Vit E + Se (p <0.01)
par rapport a ’AgNQO3. Une alimentation enrichie seulement par cette vitamine a fait

augmenter sa concentration dans le foie (p <0.01: AgNOs + Vit E + Se).
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Les 2 figures 52 et 53 résument les principales variations.
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Figure 52. Variation de teneur hépatique en GSH chez le lot
témoin et les lots traités
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Figure 53. Variation de teneur hépatique en vitamine E chez le lot
témoin et les lots traités
T —

**(p < 0.01): difference hautement significative entre AgNO; et témoins;
#(p < 0.01): difference hautement significative entre AGNO; et AGNO; + Se, AgNO; + Vit E + Se;
“(p <0.01): difference hautement significative entre AGNO; + Vit E et AgNO; + Vit E + Se

» Les antioxydants enzymatiques
Les activités enzymatiques GSH-Px, GST et GR hépatiques n’ont montré aucune
variation significative sous traitement par Ag ou bien sous les autres traitements.
Par contre, une réduction significative de I’activité enzymatique SOD (p < 0.05) a été notée
dans le tissu hépatique des animaux traités par 1’argent comparé a celle des témoins.

Les figures 54, 55, 56 et 57 resument les variations des différentes activités enzymatiques

obtenues.



ETUDE EXPERIMENTALE Résultats et discussion

[ [ [

N o) [0°) o N S

o = S S o o
. . . . .

GSH-Px (umol GSH/mg prot)
N
o

o
|

Témoains Vit E + Se AgNO3 AgNO3+VIT AgNO3 + Se AgNO3+VIT
E+Se

Figure 54. Variation de I'activité enzymathue GSH-Px dans le
foie chez le lot témoin et les lots traités
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Figure 55. Variation de I'activité enzymatique GST dans le foie
chez le lot témoin et les lots traités




ETUDE EXPERIMENTALE Résultats et discussion

350

300 - [
250 - [

150 -

GR (Ul/mg prot)

100 -

Témoins VitE+Se  AgNO3 AgNO3+Vit AgNO3 + Se AgNO3+Vit
E E+Se

Figure 56. Variation de I'activité enzymatique GR dans le foie
chez le lot témoin et les lots traités
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4.1.2. Histopathologie du foie

L’examen microscopique apres 3 mois des rats témoins et traités seulement par la
vitamine E et le sélénium a montré une architecture normale du parenchyme hépatique (figure
58.A1.A2.B).
Néanmoins, ’examen histopathologique du foie des rats traités par 1’argent a révélé une
absence d’arrangement radiale des hépatocytes avec congestion des vaisseaux, dilatation des
sinusoides, accumulation des érythrocytes ainsi qu’une congestion et ¢largissement des veines
portes (figure 58.C1.C2).
Chez les rats supplémentés par la vitamine E, un arrangement normal des hépatocytes a été
remarqué avec espace sinusoidal proche a celui de témoins, mais nous avons remarqué la
congestion de veine centre (figure 59.D).
Par contre, la veine centre apparait sans congestion, mais la dilatation des sinusoides et la
structure histologique irréguliére sont toujours présentées dans le foie des animaux
supplémentés par le sélénium (figure 59.E).
La co-administration de la vitamine E et sélénium a entrainé la restauration de
I’histoarchitecture en comparaison avec les rats exposés au métal, a 1’exception de
I’observation des congestions et accumulation des érythrocytes dans les veines (figure

59.F1.F2).
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Figure 58. Effet d’argent sur I’histologie du tissu hépatique sous microscope optique.
Témoins (A1x250, A2x400), traité par: vitamine E et Se (Bx250), traité par Ag (C1x250,
C2x400). Coloration éosine hématoxyline. H: hepatocytes, C—)> congestion des veines, =)
dilatation des veines, s congestion des vaisseaux, 4 dilatation des sinusoids
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Figure 59. Effet de supplémentation du vitamine E et/ou sélénium sur I’histologie du foie
sous microscope optique. Ag + vit E (Dx250), Ag + Se (Ex250), et Ag + vit E + Se (F1x100,
F2x250). Coloration éosine hématoxyline. — Congestion des veines, 4 dilatation des

sinusoides
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4.2. Discussion

Le stress oxydant résulte d’un déséquilibre de la balance entre systéemes de défense
cellulaires et especes réactives de 1’oxygeéne en faveur des derniers, cette surproduction des
ERO inclus le radical superoxyde (O;7), le radical hydroxyle (OH"), le peroxyde
d’hydrogéne (H,0;) et I’oxygéne singulet (1AgO,) peut engendrer un certain probleme au
niveau cellulaire citant des dommages des protéines, d’ADN, et des lipides (Sies, 1991).
De sa part, I’argent apparait affecter le degré de la peroxydation lipidique tissulaire chez le
rat. Park et al. (2009) ont suggéré que la génération des ERO par I’intermédiaire des ions Ag"
peut conduire a I’inhibition de ’activité microbienne. De plus, Serafin Munoz et al. (2007)
ont aussi indiqué que I’argent peut induire des dommages oxydatifs dans Pleurotus ostreatus.
De méme, Rungby (1987) a aussi trouvé que 1’argent a causé la peroxydation lipidique au
niveau hépatique. Baldi et al. (1988) ont montré que ’addition d’argent sous forme d’AgNO3
ou de lactate d’Ag in vitro aux hépatocytes isolées est accompagnée par 1’élévation de cette
oxydation lipidique. Mais ces derniers auteurs ont prouvé qu’il y a un autre mécanisme de
cytotoxicité causée par ce métal autre que la génération des radicaux libres, cela est expliqué
par I’addition d’a-tocophérol et de déféroxamine qui a prévenu I’accumulation de TBARS au
niveau des hépatocytes mais pas la mort de ces derniéres par le métal.
Notre présente étude n’a révélé aucune variation significative de la teneur hépatique en
TBARS, ce résultat est en accord avec des activités enzymatiques de la glutathion
peroxydase, la glutathion-S-transférase et la glutathion réductase inchangées
significativement. A 1’exception d’une réduction significative de I’activité de superoxyde
dismutase. Les antioxydants non enzymatiques ont présenté une élévation considérable
concernant la concentration tissulaire en vitamine E. Ces données pourront étre expliquées
comme suit: le foie étant un organe clé de détoxification, il se caractérise par sa richesse en
systemes de défense tels que les antioxydants dont le systeme glutathion est le plus abondant
pour lutter contre les xénobiotiques les rendant plus solubles et moins actif favorisant donc
leur élimination dans les féces via la bile (Fausto et Campbell, 2003), les métaux lourds sont
considérés parmi les xénobiotiques les plus toxiques. D’aprés plusieurs études, ’argent
administré oralement, est transporté par les protéines sériques et depose principalement au
niveau du foie (Kim et al., 2010; Van der Zande et al., 2012). En absence des dommages
hépatiques, I’argent est rapidement éliminé par voie biliaire (de 70% a 90% de la dose ingérée
dans les 24 heures)
(Fowler et Nordberg, 1986; Eisler, 1996). En cas d’exposition chronique, une accumulation

progressive d’argent au niveau hépatique aura lieu, Wijnhoven et al. (2009) ont prouvé que
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les effets toxiques d’argent sont proportionnels aux nombre d’ions libérés qui pourra étre
associ¢ a la dose de toxique utilisée dans I’expérience.

L’abaissement de ’activité enzymatique SOD hépatique pourra étre due a la consommation
de cette enzyme dans la conversion d’O;” en H,0,. Cela est en corrélation avec 1’étude de
Park et al. (2009) qui ont trouvé que la forme initiale des ERO générée par les ions d’argent
est le radical superoxyde, 1’H,O, n’est pas induit. Similairement, Cortese-Krott et al. (2009)
ont mentionné que I’AgNO;z; a augmenté la production d’anion superoxyde dans la
mitochondrie, ce qui pourra étre la conséquence des interactions avec les groupements SH des
enzymes de la chaine respiratoire (Almofti et al., 2003; Park et al., 2009).

L’augmentation de la concentration hépatique en vitamine E est par conséquent suite a la
présence des ions d’argent comme le cas des autres métaux lourds citant le cadmium qui a
stimulé 1’élévation de cette vitamine dans le foie (Zikic et al., 1995; Ognjanovic et al.,
2003).

La toxicité du foie est aussi évaluée par I’histopathologie qui a montré 1’¢élargissement et la
congestion des veines avec notamment |’accumulation des érythrocytes, la dilatation
sinusoidale et I’arrangement irrégulier des hépatocytes, mais ni inflammation par infiltration
leucocytaire ou nécrose / apoptose a été observée. Ces derniéres observations sont accentuées
par ’étude de Hadrup et al. (2012%), Kim et al. (2010) n’ont pas aussi trouvé aucun signe de
Iésions hépatiques conduisant a la mort cellulaire mais un état inflammatoire a été note.
Cependant, 1’étude de Kim et al. (2009) a trouvé une infiltration lymphocytaire avec
destruction des hépatocytes, elle a montré aussi I’accumulation des granules d’argent dans les
cellules de Kupffer ainsi que les sinusoides.

De sa part, une étude trés importante de Sarhan et Hussain (2014) a prouvé en utilisant la
microscopie électronique une hypertrophie du nucléole et I’accumulation des globules
lipidiques dans le nucléoplasme et le cytoplasme avec une destruction d’un nombre de
mitochondrie. Les sinusoides hépatiques ont présenté une hypertrophie endothéliale et des
cellules de Kupffer. Des granules noirs d’argent sont trouves déposés dans des endosomes,
des lysosomes et dans les cellules Kupffer. Cette accumulation des complexes Ag,S pourra
étre due a la forte affinité aux groupements sulfurés qui sont fréquemment présents dans le
foie (Van Der Zande et al., 2012).

Toutefois, la vitamine E a réduit la peroxydation lipidique et le sélénium a amélioré la teneur
hépatique en GSH. La vitamine E est un antioxydant liposoluble qui entre en interaction
directement avec une variété de radicaux libres compris le radical superoxyde (Weiying et al.,
2009). Une quantité importante de cette vitamine est stockée dans le foie (Feki et al., 2001).
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Le traitement par 1’a-tocophérol apparait diminuer la teneur hépatique en TBARS. Les mémes
résultats sont obtenus par Djurasevic et al. (2010). Certes, le mitochondrie est considéré
comme la source principale d’anions superoxyde chez les eucaryotes et la vitamine E est
reconnue par son accumulation dans les membranes mitochondriales internes (Ibrahim et al.,
2000) en les protégeant contre le stress oxydatif pouvant atteindre la chaine respiratoire (Ham
et Liebler, 1995). Selon ce point de vue, la diminution de la SOD aprés traitement par les
antioxydants a indiqué que la supplémentation en antioxydants a amélioré la défense
mitochondriale antioxydante (Djurasevic et al., 2010).

De plus, le sélénium est un constituant essentiel du site actif de la glutathion peroxydase sous
forme de sélénocystéine, cette enzyme catalyse la dégradation de peroxyde d’hydrogene et
des hydroperoxydes organiques (Gouttebel et al., 1986).

Selon plusieurs investigations, une alimentation pauvre en vitamine E et sélénium peut étre la
cause d’un certain nombre de lésions inclus ’hémolyse des érythrocytes, la myodégénération,
nécrose hépatique, dégénération renale, les gastro-entérites a éosinophiles chez les rats
dépendant de degré de déficience (Hong et Chow, 1988; Chow, 1990; Gouttebel et al., 1996).

La relation fonctionnelle entre la vitamine E et le sélénium a été reconnu depuis longtemps,
elle pourra étre expliquée par le role important de ces deux nutriments dans le controle de
processus oxydatif (Borek et al., 1986). Ils ont apparu donc comme des défenseurs des
cellules contre les métaux lourds et précisément 1’argent, pour cette raison des études ont
prouvé le remplacement de souffre par le sélénium dans les granules Ag,S en les transformant
en Ag.Se ou séléniure d’argent sous lesquels se précipite le métal dans le foie, cette
remplacement pourra étre donc la cause d’augmentation considérable du taux de glutathion
hépatique par libération des groupement thiols participés ainsi dans la formation de celui-ci
(EPA, 1980; Eisler, 1996). Le sé¢lénium augmente donc I’accumulation d’argent dans le foie
en atténuant ces effets oxydants, cela est considéré par les investigateurs comme un moyen de
détoxification mais 1’a-tocophérol n’est pas caractérisé par cette propriété (Black et al., 1980;
Ridlington et Whanger, 1981; Draper,1985).
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5. Effet d’argent sur le tissu rénal et évaluation du traitement par la vitamine E et le
sélénium
5.1. Résultats
5.1.1. Marqueurs biologiques du stress oxydant
» La peroxydation lipidique
Semblablement, la peroxydation lipidique au niveau rénal n’a détecté aucun
changement significatif sous I’influence de métal, une réduction par les antioxydants mais

aussi non significative a été notée (figure 60).
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Figure 60. Variation de teneur rénal en TBARS chez le lot témoin
et les lots traités

» Les antioxydants non enzymatiques
L’argent a causé la réduction significative (p <0.05) du GSH rénal comparé a ceux de
témoins, on constate aussi a une diminution apres supplémentation de la vitamine E (p < 0.01:
AgNO;, AgNO; + Vit E + Se). Différemment, 1’a-tocophérol dans les reins a reconnu un
abaissement mais aucune signification chez le lot AgNO;s et les lots supplémentes.

Les valeurs obtenues sont détaillées dans les 2 figures ci-dessous.
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Figure 62. Variation de teneur rénal en vitamine E chez le lot
témoin et les lots traités

» Les antioxydants enzymatiques
Similairement au foie, le métal n’a révélé aucune altération sur ’activité du glutathion
peroxydase au niveau rénal, mais on assiste a une réduction suite a la supplémentation par la
vitamine E (p <0.01: AgNO3), la supplémentation par les deux antioxydants simulténement a
donné une augmentation notable de cette activité (p < 0.05: AgNO3; + Se, p <0.001: AgNO; +
Vit E). De sa part, I’activité enzymatique GST n’a pas €té influencée par 1’argent, mais les 2
lots AgNO3 + Se et AgNO3 + Vit E + Se ont présenté une diminution notable (p < 0.01) et (p

<0.05) par rapport au lot AgNO5 respectivement.
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De méme, I’activitt GR n’a pas été altérée par le métal, elle a réduit en présence

d’antioxydants au niveau rénal (AgNO;3; + Vit E: p < 0.01), (AgNO3z + Se: p < 0.05) et

(AgNOs3 + Vit E + Se: p <0.01) par rapport au lot AgNOs.
La SOD rénale a resté sans modification significative suite aux différents traitements.

Les valeurs obtenues sont présentées aux figures ci-dessous.
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Figure 63. Variation de I'activité enzymatique GSH-Px dans les
reins chez le lot témoin et les lots traités

"(p <0.01): difference hautement significative entre AgNO; et AGNO; + Vit E + Se;
“(p <0.05): difference significative entre AgNO; + Se et AGNO; + Vit E + Se;
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Figure 64. Variation de I'activité enzymatique GST dans les reins
chez le lot témoin et les lots traités
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Figure 65. Variation de I'activité enzymatique GR dans les reins
chez le lot témoin et les lots traités
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5.1.2. Histopathologie du rein
L’examen histopathologique du cortex rénal des rats témoins et le lot Vit E + Se a

révélé une architecture tissulaire normale bien définie: glomérules entourés par la capsule de
Bowman, tubules proximaux et distaux. Cette histoarchitecture reste intacte aprés traitement
par I’argent, nous n’avons pas remarqué des troubles affectant ce tissu. De méme, les lots
supplémentés n’ont présenté aucun changement notable. La figure 67 illustre I’histologie des

différents lots.
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Figure 67. Effet d’argent et de supplémentation du vitamine E et/ou sélénium sur I’histologie
des reins sous microscope optique. Témoins (A), Vit + Se (B), Ag (C), Ag + vit E (D), Ag
+Se (E) et Ag + vit E + Se (F). Coloration éosine hématoxyline (x40). G: glomérule, TD:

tubule distal, TP: tubule proximal
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5.2. Discussion

La peroxydation lipidique au niveau rénal n’a pas été influée en présence de métal, a
leurs tours, les activités enzymatiques des antioxydants et la teneur en vitamine E n’ont pas
variés significativement a I’exception de la réduction remarquable en GSH.
L’étude de Rungby (1987) est en corrélation avec nos résultats montrant que I’argent n’a pas
induit la génération des radicaux libres au niveau rénal. Les reins constituent apres le foie un
organe dont le réle détoxifiant est crucial, 10 a 25% du métal non retenu par 1’organisme est
excréte via les urines (Fowler et Nordberg, 1986; Eisler, 1996).
Le GSH est un antioxydant puissant protégeant les systemes biologiques contre les éléments
chimiques pouvant induire des dommages oxydatifs (Nicotera et Orrenius, 1986). Ce
tripeptide réagit comme un donneur d’électron dans les systémes enzymatiques, en éliminant
les radicaux libres. Cependant, le GSH peut réagir rapidement et spontanément sans
intervention enzymatique avec le radical hydroxyl, ’oxyde d’azote (111) et le peroxynitrite. De
plus, il est aussi intervenue dans la détoxification d’un certain nombre de métaux lourds par la
formation des complexes S-conjugués avec les métabolites toxiques au cours de
biotransformation, le GSH forme aussi des complexes S-conjugués avec les produits de la
peroxydation lipidique. La complexation de cet antioxydant avec les métaux lourds pourra
étre formeée suivant des réactions non enzymatiques. Le GSH est I’un des ligands essentiels
jouant un réle vital dans le transport, le stockage, et le métabolisme des métaux
En outre, la diminution de GSH ne dépend pas seulement a son utilisation dans les réactions
redox ou de désordres de sa régénération mais aussi aux problémes liées a sa synthese
(Jurczuk et al., 2006).
D’aprés Cortese-Krott et al. (2009), la diminution de GSH pourra étre causee par la réaction
des ions Ag® avec le groupement thiol de glutathion ou par I’augmentation de son exportation
au cours de son consommation en dehors de la cellule.
La supplémentation de la vitamine E apparait diminuer cette teneur en GSH, ainsi que
I’activité enzymatique GSH-Px et GR. Cette réduction pourra étre expliquée comme suit: 1’a-
tocophérol est réagi comme donneur d’un atome d’hydrogéne réactif dans la position C6 aux
radicaux d’oxygene formant le radical tocophéryl. Ce radical doit étre recycle en a-tocopherol
par interaction des antioxydants hydrosolubles tels la vitamine C ou irréversiblement oxydé
en o-tocophérylquinone, ce dernier est excrété par réaction avec le GSH formant
I’hydroquinone (Sachdeva et al., 2005; Memisogullari et al., 2006). Certainement, le
processus anti-radicalaire engendré par la vitamine E peut entraver la génération des

hydroperoxydes entrainant donc 1’abaissement de 1’activité GSH-Px et par conséquent la
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diminution de produit de la réaction qui est le glutathion oxydé, qui est lui-méme un substrat
pour la glutathion réductase entrainant ainsi une chute de son activité.

Cependant, I’ajout de sélénium a fait augmenter 1’activit¢ GSH-Px d’ou son intervention dans
la composition de son site actif, avec réduction de I’activité GR ce qui est en accord avec
I’étude de Sochor et al. (2012) qui ont trouvé que le sélénium sous plusieurs formes
chimiques a causé une telle réduction. De méme, un abaissement de 1’activité GST pourra due
a ’interaction sélénium et argent observée aussi dans les reins, les deux €léments exercent un
effet antagoniste 1’un contre 1’autre par augmentation de la précipitation des granules Ag,Se
se traduisant par une activité moins importante de GST (Drapper, 1985). Cette enzyme assure
la catalyse des réactions de conjugaison des substances toxiques et le GSH contribuant donc a
un processus de détoxification (Jurczuk et al., 2006).

De méme, I’étude histologique qui n’a pas présenté aucune nécrose ou autres dommages
tissulaires est en accord avec le bilan rénal et les parametres du stress oxydatif présentant

aussi aucuns troubles.
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6. Effet d’argent sur le tissu testiculaire et évaluation du traitement par la vitamine E et
le séléenium
6.1. Résultats
6.1.1. Marqueurs biologiques du stress oxydant
» La peroxydation lipidique
La concentration tissulaire en TBARS a reconnu un changement notable seulement
chez le lot supplémenté par la vitamine E (p < 0.01: AgNOg, p <0.01: AgNO3 + vit E + Se)

comme le montre la figure 68.
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Figure 68. Variation de teneur testiculaire en TBARS chez le lot
témoin et les lots traités
T E __—

#(p < 0.01): difference hautement significative entre AGNO; et AGNO; + Vit E;
“(p <0.01): difference hautement significative entre AGNO; + Vit E et AgNO; + Vit E + Se

» Les antioxydants non enzymatiques
Le GSH ainsi que la vitamine E testiculaires n’ont pas été influés suite au traitement
par I’argent, la seule différence significative du GSH est notée chez les rats supplémentés par
le sélénium (p < 0.05: AgNO3) (figures 69 et 70).
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"(p <0.05): difference significative entre AgNO; et AgNO; + Se
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Figure 70. Variation de teneur testiculaire en vitamine E chez le lot
témoin et les lots traités
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e —
> Les antioxydants enzymatiques

Dans les testicules, nous n’avons pas remarqué le changement significatif de I’activité
GSH-Px sous traitement par I’argent, mais cette activité a élevé significativement comme suit:
chez le lot AgNO3 + Se (p < 0.001: AgNOs3), chez le lot AgNO; + vit E + Se (p < 0.001:
AgNOs3, p <0.01: AgNO3 + vit E, AgNOs3 + Se).
Contrairement, I’activité GST a été augmentée en présence seulement d’argent (p < 0.01),

pourtant que cette activité a reconnu une réduction chez les lots suivants: le lot AQNO; + Se
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(p < 0.05: AgNO:3), le lot AQNO3 + vit E + Se (p < 0.01: AgNO3z et AQNO; + vit E, p < 0.05:
AgNQO; + Se).

De méme, la GR testiculaire a été affectée par I’argent signalons une diminution trés
hautement significative (p < 0.001) comparé aux témoins, la vitamine E a augmenté cette
activité (p < 0.05: AgNOs; + vit E + Se).

Aucune différence significative entre les cing lots n’a été enregistrée concernant 1’activité
enzymatique SOD et CAT.

Ces différentes valeurs sont illustrées dans les figures ci-dessous.
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Figure 71. Variation de I'activité enzymatique GSH-Px dans les
testicules chez le lot témoin et les lots traités
R —————

#(p < 0.001): difference trés hautement significative entre AGNO; et AGNO; + Se, AgNO; + Vit E + Se;
“(p <0.01): difference hautement significative entre AGNO; + Vit E, AgNO; + Se et AgNO; + Vit E + Se
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Figure 73. Variation de I'activité enzymatique GR dans les
testicules chez le lot témoin et les lots traités
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***(p < 0.001): difference trés hautement significative entre AgNO; et témoins;
“(p <0.05): difference significative entre AGNO; + Vit E et AQNO; + Vit E + Se
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Figure 74. Variation de I'activité enzymatique SOD dans les
testicules chez le lot témoin et les lots traités
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Figure 75. Variation de I'activité enzymatique CAT dans les
testicules chez le lot témoin et les lots traités

6.1.2. Histopathologie du testicule
Les testicules apparaissent histologiqguement sans dommages notables au niveau

tissulaire chez les animaux traités par 1’argent par rapport aux témoins et aux autres

traitements.
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Figure 76. Effet d’argent et de supplémentation du vitamine E et/ou sélénium sur I’histologie
des testicules sous microscope optique. Témoins (A), Vit + Se (B), Ag (C), Ag + vit E (D),
Ag + Se (E) et Ag + vit E + Se (F). Coloration éosine hématoxyline (x40). CI: cellules
interstitielles, L: lumiére de tube séminifere, Sp: spermatozoides, TS: tube séminifére
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6.2. Discussion

Au niveau des testicules, 1’argent n’a pas changé significativement le taux tissulaire en
TBARS, le GSH, la vitamine E, I’activité enzymatique de la GSH-Px, la SOD et la CAT.
Mais, on contribue & une augmentation et une diminution considérables des deux activités
GST et GR respectivement.
Les testicules sont parmi les organes cibles d’argent, de récentes études ont prouvé sa
distribution au niveau testiculaire aprés une exposition orale subchronique (Kim et al., 2008;
Kim et al., 2010). Van Der Zande et al. (2012) ont trouvé que 1I’élimination d’argent par les
testicules est extrémement lente du fait qu’ils contiennent de fortes concentrations méme
aprés deux mois de I’exposition finale, on peut mettre en liaison ces données avec nos
résultats montrant une élévation de la GST aprés trois mois de traitement. Comme les
métallothionéines, I’induction de la GST pourra étre causée par les métaux lourds tels que
I’argent (Jurczuk et al., 2006). Nous avons aussi contribué a une chute de I’activité GR, un tel
abaissement n’est pas seulement lié au GSSG mais aussi a un déficit de NADPH. La glucose-
6-phosphate déshydrogénase est responsable du maintien de NADPH, I’activité de cette
enzyme pourra étre altérée par différents toxiques citant I’argent (Jurczuk et al., 2006).
L’¢tude histologique n’a exhibé aucunes déformations ou mort cellulaire au sein du tissu
testiculaire chez les animaux traités par le métal, les mémes remarques ont été mentionnées
par Miresmaeili et al. (2013) notant des tubes séminiferes et des cellules de Leydig intacts
apres exposition des rats aux nanoparticules d’argent, mais ils ont remarqués une réduction
des spermatides et des spermatozoides.
Pareillement aux autres organes, les antioxydants exercent des effets bénéfiques sur le statut
oxydant de la cellule, la vitamine E apparait toujours abaisser le taux des TBARS, de méme,
le sélénium seul ou en combinaison avec I’a-tocophérol semble améliorer ’activité GSH-PX,
cela pourra étre en accord avec la diminution de GSH chez le lot AQNO3 + Se par rapport au
lot AgNO3 due a sa consommation comme substrat de cette enzyme, de plus, la présence de
cet élément fait normaliser 1’activité GST en entrainent sa réduction par rapport a celle des
rats traités par Ag. De sa part, la vitamine E est trouvée améliorer 1’activité GR.

Toutes ses observations sont déja discutées préalablement.
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7. Evaluation de la neurotoxicité induite par I’argent et effet protecteur de la vitamine E
et du sélénium
7.1. Résultats
7.1.2. Marqueurs biologiques du stress oxydant
» La peroxydation lipidique

Differemment aux autres organes, on assiste a une augmentation hautement
significative (p < 0.01) du TBARS chez le tissu cérébral des animaux intoxiqués par le métal
comparés aux témoins, cette valeur a diminué ensuite suite au traitement par la vitamine E (p

<0.05) et par le sélénium (p < 0.01) comparés au lot AgNOg3 (figure 77).

o 18 T **
o
S 16 T
g’ 14 - . H##
~ T
[%2]
- [ | |
m 10 -
|_
5 87
S
2 4 ‘
B2
|_

0 ; ; ; ; ;

Témoins  VitE+Se  AgNO3  AgNO3+ Vit AgNO3 + Se AgNO3 + Vit
E E +Se
Figure 77. Variation de teneur cérébrale en TBARS chez le lot
témoin et les lots traités

**(p < 0.01): difference hautement significative entre AQNO; et témoins;
“(p <0.05): difference significative entre AGNO; et AgNO; + Vit E;
"(p < 0.01): difference hautement significative entre AGNO; et AgNO; + Se

» Les antioxydants non enzymatiques
Le GSH cérébral des rats est inchangé significativement dans le cerveau des rats
traités par Ag et celui des rats traités par chacun des deux antioxydants, 1’augmentation
remarquable a caractérisé le lot supplémenté par la vitamine E et le sélénium en combinaison
(p <0.05: AgNO3, p <0.001: AgNO; + Se).
De méme que le foie, la concentration cérébrale en vitamine E est augmentée d’une fagon
hautement significative (p < 0.01) chez le lot AQNOg3 par rapport aux témoins.

Les figures ci-dessous illustrent les valeurs obtenues.
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Figure 78. Variation de teneur cérébrale en GSH chez le lot t¢émoin
et les lots traités

*(p < 0.05): difference significative entre AGNO; et AGNO; + Vit E + Se;
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Figure 79. Variation de teneur cérébrale en vitamine E chez le lot
témoin et les lots traités

**(p <0.01): difference hautement significative entre AgNO; et témoins

» Les antioxydants enzymatiques
Similairement aux autres tissues, la GSH-Px du tissu cérébral chez les lots exposés a
I’argent est inchangée par rapport aux témoins, mais aussi nous avons noté son augmentation
chez les lots AgNOs + Vit E (p < 0.01: AgNOs3, p <0.01: AgNOg3 + vit E +Se) et AgQNO3 + Se
(p<0.01: AgNO3, p <0.05: AgNO3 + vit E +Se).

A leurs tours, la GST, la CAT et la GR n’ont pas été affectées par tous les traitements utilisés

[/

pendant I’expérimentation a I’exception de la diminution significative de ’activité GR
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(p < 0.05) chez le lot AgNO; + vit E par rapport au lot AgNO3 + vit E + Se et aussi une
diminution signification de 1’activité CAT (p < 0.05) chez le lot AQNO3 + Se comparé au lot
AgNO3.

La SOD cérébrale est significativement réduit en présence d’argent (p < 0.05), on note ainsi
une augmentation remarquable chez le lot AGNO3 + Se (p < 0.05: AgNOs3, p < 0.05: AgNO; +
vit E +Se).

Les figures 80, 81, 82, 83, 84 résument les variations de I’activité enzymatique des principaux

antioxydants.
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Figure 80. Variation de I'activité enzymatique GSH-Px dans le
cerveau chez le lot témoin et les lots traités
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"(p < 0.01): difference hautement significative entre AGNO; et AgNO; + Vit E et AGNO; + Se;
“(p < 0.05): difference significative entre AQNO; + Se et AgNO; + Vit E + Sg;
“(p <0.01): difference significative entre AgNO; + Vit E et AQNO; + Vit E + Se



ETUDE EXPERIMENTALE Résultats et discussion

0,09
0,08 -
0,07 - [

0,06 - [
0,05 - T

0,04 -

GST (Ul/mg prot)

0,03 -
0,02 -
0,01 -

Témoins Vit E+ Se AgNO3  AgNO3 + Vit AgNO3 + Se AgNO3 + Vit
E E + Se
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Figure 83. Variation de I'activité enzymatique SOD dans le cerveau
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Figure 84. Variation de I'activité enzymatique CAT dans le
cerveau chez le lot témoin et les lots traités

"(p < 0.05): difference significative entre AgNO; et AgNO; + Se

7.1.2. Histopathologie du cerveau
L’examen histologique du tissu nerveux des rats témoins et traités par Vit E + Se a

présenté une histoarchitecture normale (figure 85.A.B). Chez les rats traités par Ag, les
coupes histologiques ont donné quelques désordres tels qu’une hémorragie et des
vacuolisations dans la zone affectée (figure 85.C) comparé aux témoins. Les changements
histopathologiques sont moins importants apres administration de la vitamine E (figure 85.D)

ou le sélénium (figure 85.E), ou I’association des deux (figure 85.F).
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Figure 85. Effet d’argent et de supplémentation du vitamine E et/ou sélénium sur I’histologie
de cerveau sous microscope optique. Témoins (A), Vit + Se (B), Ag (C), Ag + vit E (D), Ag +
Se (E) et Ag + vit E + Se (F). Coloration éosine hématoxyline (x40). m neurones; o
neuroglia; & petits vaisseaux sanguins; ® hémorragie;=x_vacuolisations
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7.2. Discussion

Quelques études expérimentales ainsi que des cas cliniqgues ont intéressé aux effets
neurotoxiques d’argent. Ohbo et al. (1996) ont suggéré que les crises convulsives chez un
patient souffrant de 1’argyrie sont par conséquent dues a la présence d’argent dans le SNC. A
leurs tours, Landas et al. (1985) ont trouvé le dépot d’AgNO; dans les organes
circumventriculaires et le noyau supraoptique et paraventriculaire de I’hypothalamus. De plus,
Rungby et Danscher (1984) ont noté une hypoactivité des souris traités par Ag concluant que
ce métal a affecté le fonctionnement du SNC. Rungby et al. (1987) ont aussi prouvé une
administration directe des sels d’argent dans des rats nouveau-nés résultant des dommages
aux zones particulierement vulnérables du cerveau comme 1’hippocampe.

Uniquement dans le tissu cérébral, ’argent a influencé les phospholipides membranaires par
augmentation notable de la concentration de TBARS. Outre, Powers et al. (2010) ont
mentionné les effets suivants sur les cellules neuronotypiques PC12 aprés une longue durée
d’exposition au nitrate d’argent: un stress oxydant, une perte de viabilité et réduction de
nombre des cellules. Hadrup et al. (2012°) ont montré aussi que les ions Ag* ont affecté la
dopamine et la noradrénaline cérébrales in vivo et provoqué les mécanismes d’apoptose in
vitro. Certes, dans les conditions normales, le cerveau est sensible aux dommages oxydatifs,
cela pourra étre due a la forte consommation d’oxygene (chez I’homme, cet organe utilise ~
20% du glucose sérique, 20% d’oxygene circulant et occupe 2% du poids corporel), et aussi
au forte teneur en acides gras polyinsaturés et ainsi a I’accumulation progressive de fer au
cours de vieillissement (Ben Amara et al., 2011; Devi et Kiran, 2004; Makar et al., 1994).
Mais paradoxalement, sa déficience en mécanismes de défense antioxydant et sa faible
renouvellement cellulaire (llhan et al., 2004). Evidemment, les oxydants peuvent contribuer
aux pertes neuronales dans I’ischémie cérébrale et 1’hémorragie, ainsi que dans la
dégénération des neurones dans le vieillissement et aussi dans différentes maladies
neurodégénératives (Bourre et al., 2000; Otitoju et al., 2008). Semblablement au foie, on
assiste a une réduction et une élévation remarquables de 1’activit¢ SOD et de la teneur en
vitamine E respectivement.

De plus, I’examen sous microscope a revélé aussi quelques altérations dans les zones
affectées, par 1’apparition des vacuolisations ainsi qu’une hémorragie. Ces changements
neurodégénératifs pourront étre dus aux ERO.

Van Der Zande et al. (2012) ont indiqué que le taux d’argent dans le sang est 23 fois plus
inférieur que dans le cerveau. De méme que les testicules, ce groupe a noté la persistance du

métal dans le cerveau apres deux mois de traitement. Une étude plus ancienne de Rungby et
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Danscher (1983) a montré qu’aprés 13 mois d’une injection intrapéritonéale, 1’argent est
toujours présent dans le cerveau, ils ont suggeré que son accumulation dans cet organe pourra
durer une longue période. D’apres les chercheurs, la capacité d’argent de franchir la barricre
hématoencéphalique est inquiétante grace aux effets neurotoxiques mentionnés
précédemment, mais des études supplémentaires sont toujours nécessaires.

La vitamine E a diminué le taux des radicaux libres agissant sur les biomolécules de nature
lipidique, en revanche, elle a amélioré I’activité GSH-Px, la supplémentation a fait aussi
augmenter la teneur cérébrale en cette vitamine, ce qui est aussi révélé par autres
investigateurs (Devi et Kiran, 2004; Hong et al., 2004; Kabay et al., 2009).

Sdrement, le corps animal est incapable de synthétiser la vitamine E d’ou la dépendance de sa
concentration tissulaire avec 1’alimentation, les cellules nerveuses sont déja trouvées avec des
proportions importantes de la vitamine E aprés supplémentation spécialement les astrocytes,
ensuite les neurones. Une carence résulte un certain nombre de symptdmes neurologiques
compris des troubles de I'équilibre et de la coordination, une lésion des nerfs sensoriels, une
faiblesse musculaire et des dommages a la rétine de 1'eeil (Ben Amara et al., 2011; Makar et
al., 1994).

De sa part, le sélénium a aussi réduit les TBARS, ainsi que I’activité CAT et augmenté
I’activité GSH-Px et SOD cerébrales par rapport au lot AgNOs.

Cet élément est entré dans le SNC via les récepteurs des sélénoprotéines au niveau des
capillaires cérébraux, comme il peut aussi incorporer dans les sélénoprotéines nouvellement
synthétisées. La supplémentation de sélénium améliore les activités de ces protéines
conduisant a la diminution des radicaux libres. Cet élément de trace apparait abaisser le stress
oxydant dans les ischémies cérébraux, et aussi dans les maladies d’Alzheimer et Parkinson
(Ben Amara et al., 2011; Bourre et al., 2000).

Ces deux antioxydants semblent restaurer la neurohistologie, mais cette restauration est plus
claire chez les rats supplémentés seulement par 1’a-tocophérol ce qui est en accord avec
I’étude de Yin et al. (2015).
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CONCLUSION

Cette étude a révélé que la contamination par 1’argent est responsable de 1’apparition
d’un certain nombre de troubles au niveau cellulaire et par conséquent au niveau tissulaire :

» une perturbation des enzymes sériques telles qu’une augmentation des activités
enzymatiques LDH et lipase ainsi qu’une réduction de I’activité enzymatique PAL;
une dyslipidémie qui se traduit par une hypercholestérolémie;
un abaissement des protéines totales et du calcium dans le sang;
un surcroit de nombre des hématies;
une élévation de la concentration de 1’a-tocophérol dans le foie et le cerveau;
une réduction de I’activité SOD hépatique et neurale;
une chute de GSH dans les reins;
une diminution de GR et élévation de GST testiculaire;

une augmentation de teneur cérébrale en MDA;

YV V.V V V V V V V

de désordres tissulaires mais sans nécrose et/ou apoptose ni inflammation notables
dans le tissu hépatique et nerveux.

Donc, notre étude n’a pas signalé un dysfonctionnement hépatique et rénal proprement dit, les
testicules aussi n’ont pas présenté des signes d’une atteinte reproductive d’apres les analyses
utilisées, mais le surplus de MDA, marqueur biologique de la peroxydation lipidique dans le
cerveau, est inquiétant grace a la possibilitt de métal a franchir la barriéere
hématoencéphalique et endommager cet organe, chef d’orchestre du corps humain et animal.
En revanche, la supplémentation par la vitamine E et/ou le sélénium pourra atténuer ces effets
nocifs de métal sur ces différents paramétres soit en les rendant a la norme, ou par
amélioration. Mais ces bienfaits semblent varier chez les lots dont la supplémentation est
seulement par I’un des antioxydants ou le lot avec les deux antioxydants en association. Ainsi
le pouvoir défenseur dépend de type de dosage, et de nature d’organe, cela peut refléter les
réles biologiques de ces deux micronutriments non seulement autant que des antioxydants
inhibiteurs de la génération des ERO, le sélénium apparait réduire la toxicité du metal par
augmentation de sa précipitation, cela est considéré comme une sorte de détoxification.
Finalement, comme tous les xénobiotiques, la toxicité depend principalement a la
concentration et a la période d’exposition, pour cela une alimentation équilibrée, riche en

antioxydants est toujours demandée.
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En perspectives

Il est intéressant d’approfondir cette recherche par :

>

le dosage tissulaire d’argent dans les organes mentionnés précédemment ainsi que
d’autres organes;

’utilisation de la microscopie électronique afin de dépister I’accumulation du métal au
niveau des organites et voir d’éventuels dégats cellulaire;

une étude immunologique, génétique et sur la fonction thyroidienne est nécessaire;

le dosage d’un certain neurotransmetteur ainsi que de chercher le dépot du métal dans
les différentes parties de systéme nerveux central;

une étude comparative entre la toxicité des ions d’argent et les nanoparticules d’argent

fréquemment utilisées a 1I’heure actuelle.
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1. Réactifs et procédures utilisés dans les dosages biochimiques
1.1. Dosage de la glycémie

» Echantillon: sérum.
1.1.1. Réactifs

Réactif 1a Tampon

Tampon phosphate 0.1 mol/l, pH 7.0

Phénol 11 mmol/L
Réactif 1b GOD-PAP

4- amino-antipyrine 0.77 mmol/I

GOD > 1.5 KU/

POD > 1.5 KU/
Calibrant (standard)

Glucose 0.1 g/dl

v' Réactif de travail: dissoudre le contenu de réactif 1b dans le flacon de réactif 1a et
mélanger légérement. Ce réactif de travail est stable un mois & 2-8 °C, ou 7 jours a 15-

25 ou 37 °C.
1.1.2. Mode opératoire
Standard ou échantillon Blanc
Echantillon/standard 0.01 ml 0 ml
Réactif de travail 1.00 ml 1.00 ml

v Mélanger, incuber pendant 25 min & 15-25 °C ou 10 min a 37 °C.
v' Lire la densité optique (DO) a 500 nm.
1.1.3. Calcul de concentrations

DO échantillon
Glucose (g/dl) = x [Standard] (0.1 g/dl)
DO standard

1.2. Dosage de ’ASAT

» Echantillon: sérum.
1.2.1. Réactifs
Réactif 1 Tampon

TRIS 80 mmol/L, pH 7.8
L-Aspartate 200 mmol/I
Réactif2 NADH 0.18 mmol/I
LDH 800 U/I
MDH 600 U/I
a-Cétoglutarate 12 mmol/Il

v Réactif de travail: dissoudre un comprimé de R2 dans un flacon de R1. Ce réactif est
stable 21 jours a 2-8 °C ou 72 heures a 15-25 °C.



Annexes

1.2.2. Mode opératoire

Réactif de travail 1.0 ml

Echantillon 100 pl

v Mélanger, incuber pendant 1 min.
v’ Lire la densité optique initiale (DO1), ensuite la DO2, DO3 et DO4 avec un intervalle
d’une minute entre chaque lecture a 340 nm.
v' Calculer la différence entre les DO et la moyenne ADO/min.
1.2.3. Calcul de P’activité enzymatique
ASAT (U/L) = ADO/min x 1750
1.3. Dosage de PALAT
» Echantillon: sérum.
1.3.1. Réactifs
Réactif 1 Tampon

TRIS 100 mmol/L, pH 7.8
L-Alanine 500 mmol/L
Réactif2 NADH 0.18 mmol/L
LDH 1200 U/L
a-Cétoglutarate 15 mmol/L

v Réactif de travail: dissoudre un comprimé de R2 dans un flacon de R1. Ce réactif est
stable 21 jours & 2-8 °C ou 72 heures a 15-25 °C.
1.3.2. Mode opératoire

Réactif de travail 1.0ml
Echantillon 100 pl

v Meélanger, incuber pendant une minute.
v' Lire la densité optique initiale (DO1), ensuite la DO2, DO3 et DO4 avec un intervalle
d’une minute entre chaque lecture a 340 nm.
v' Calculer la différence entre les DO et la moyenne ADO/min.
1.3.3. Calcul de ’activité enzymatique
ALAT (U/L) = ADO/min x 1750
1.4. Dosage de LDH
» Echantillon: sérum.
1.4.1. Réactifs

Réactif 1 Tampon
Imidazole 65 mmol/I
Pyruvate 0.6 mmol/I

Réactif2 NADH 0.18 mmol/I
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v Réactif de travail: dissoudre un comprimé de R2 dans un flacon de R1. Ce réactif est
stable 2 jours a 2-8 °C ou 12 heures a 15-25 °C.
1.4.2. Mode opératoire

25-30°C 37°C
Réactif de travail (ml) 3.0 3.0
Echantillon (pl) 100 50

v" Meélanger, incuber pendant une minute.
v' Lire la densité optique initiale (DO1), ensuite la DO2, DO3 et DO4 avec un intervalle
d’une minute entre chaque lecture a 340 nm.
v" Calculer la différence entre les DO et la moyenne ADO/min.
1.4.3. Calcul de P’activité enzymatique
LDH (U/L) = ADO/min x 4925 (25 — 30°C)
LDH (U/L) = ADO/min x 9690 (37 °C)
1.5. Dosage de PAL
» Echantillon: sérum.
1.5.1. Réactifs

Réactif 1  Diéthanolamine 1 mmol/l, pH 10.4
Tampon  Chlorure de magnésium 0.5 mmol/l
Réactif 2  p-Nitrophénylphosphate 10 mmol/l
Substrat

v Réactif de travail: dissoudre un comprimé de substrat R2 dans 15 ml de tampon R1.
Ce réactif est stable 21 jours a 2-8 °C ou 5 jours a 15-25 °C.
1.5.2. Mode opératoire

Réactif de travail 1.2 ml

Echantillon 20 ul

v Mélanger, incuber pendant une minute.
v' Lire la densité optique initiale (DO1), ensuite la DO2, DO3 et DO4 avec un intervalle
d’une minute entre chaque lecture a 405 nm.
v' Calculer la différence entre les DO et la moyenne ADO/min.
1.5.3. Calcul de Pactivité enzymatique
PAL (U/L) = ADO/min x 3300
1.6. Dosage de la bilirubine directe

> Echantillon: sérum.
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1.6.1. Réactifs

Réactif 1
Acide sulfaniligie 30 mmol/I
Acide chlorhydrique 150 mmol/I
Réactif 2 Nitrite de sodium 29 mmol/I
Calibrant (Standard)

Bilirubine Ref: 1002250

1.6.2. Mode opératoire

Blanc Bilirubine directe
R1 (ml) 1.5 1.5
R2 (ul) 50 50
Echantillon/Calibrant (ul) / 100

v" Mélanger, incuber pendant 5 min.
v" Lirela DO a555nm
1.6.3. Calcul de concentrations

DO échantillon — DO blanc échantillon
Bilirubine directe = x concentration de calibrant
(mg/dl) DO calibrant — DO blanc calibrant

1.7. Dosage des protéines totales

> Echantillon: sérum.
1.7.1. Réactifs

Réactif Tartrate-Na-K 15 mmol/I

Biuret lodure de sodium 100 mmol/I
lodure de potassium 5 mmol/I
Sulfate de cuivre 19 mmol/I

Calibrant 7 g/dl

Protéines Albumine bovine (Standard)

totales

1.7.2. Mode opératoire

Blanc Standard Echantillon
R (ml) 1.0 1.0 1.0
Standard (pl) / 25 /
Echantillon (pl) / / 25

v Mélanger, incuber pendant 5 min a 37 °C ou 10 min a température ambiante.

v Lire ’absorbance de 1’échantillon et de standard, contre le blanc. La couleur est stable

30 min.
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1.7.3. Calcul de concentrations

DO échantillon
Protéines totales (g/dl) = x concentration de standard (7 g/dl)
DO standard

1.8. Dosage d’albumine
» Echantillon: sérum.
1.8.1. Réactifs
Réactif Vert de Bromocreésol 0.12 mmol/l, pH 4.2

Calibrant _ _
Solution d’albumine (Standard) 5 g/dl

Protéines totales

1.8.2. Mode opératoire

Blanc Etalon Essai
R (ml) 1.0 1.0 1.0
Standard (pl) / 5 /
Echantillon (pl) / / 5

v Meélanger, incuber pendant 10 min a température ambiante (15-25 °C).
v Lire ’absorbance de 1’échantillon et de standard, contre le blanc. La couleur est stable
1 h & température ambiante.
1.8.3. Calcul de concentrations

DO échantillon
Albumine (g/dl) = x concentration de standard (5 g/dl)
DO standard

1.9. Dosage du cholestérol
» Echantillon: sérum.

1.9.1. Réactifs

Réactif 1 Tampon

PIPES 90 mmol/l, pH 6.9

Phénol 26 mmol/I
Réactif 2 Enzymes

CHE 300 U/

CHOD 300 U/

POD 1200 U/

4-Aminophénazone 0.4 mmol/Il
Calibrant Cholestérol (Standard) 200 mg/dI

v" Réactif de travail: dissoudre le contenu de réactif R2 dans le flacon R1. Ce réactif est
stable 4 mois a 2-8 °C ou 40 jours a 15-25 °C.
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1.9.2. Mode opératoire

Blanc Etalon Essai
R (ml) 1.0 1.0 1.0
Standard (ul) / 10 /
Echantillon (pl) / / 10
v Mélanger, incuber pendant 5 min a 37 °C ou 10 min a température ambiante (15-25
°C).
v Lire ’absorbance de 1’échantillon et de standard, contre le blanc. La couleur est stable
60 min.

1.9.3. Calcul de concentrations

DO échantillon
Cholestérol (mg/dl) = x concentration de standard (200 mg/dl)
DO standard

1.10. Dosage des triglycérides
» Echantillon: sérum.

1.10.1. Réactifs

Réactif 1 Tampon

GOOD 50 mmol/l, pH 7.5
p-Chlorophénol 2 mmol/I
Réactif 2 Enzymes
LPL 150000 U/I
Glycérol kinase 500 U/I
GPO 2500 U/I
4-Aminophénazone 0.1 mmol/Il
ATP 0.1 mmol/Il
Calibrant Triglycérides (Standard) 200 mg/dI

v' Réactif de travail: dissoudre le contenu de réactif R2 dans le flacon R1. Ce réactif est
stable 6 semaines a 2-8 °C ou 1 semaine a 15-25 °C.

1.10.2. Mode opératoire

Blanc Etalon Essai
R (ml) 1.0 1.0 1.0
Standard (pl) / 10 /
Echantillon (ul) / / 10

v Meélanger, incuber pendant 5 min a 37 °C ou 10 min a température ambiante.
v Lire ’absorbance de 1’échantillon et de standard, contre le blanc. La couleur est stable

30 min.
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1.10.3. Calcul de concentrations

DO échantillon
Triglycérides (mg/dl) = x concentration de standard (200 mg/dl)
DO standard

1.11. Dosage des lipides totaux

» Echantillon: sérum.
1.11.1. Réactifs

Réactif Phosphovanilline 235 mmol/I
Calibrant

Lipides Lipides totaux (Standard) (e imgle]
totaux

Acide sulfurique

1.11.2. Mode opératoire

Etalon Essai
H,SO4 (ml) 2.5 2.5
Standard (ul) 100 /
Echantillon (ul) / 10
v Agiter.
v"Incuber pendant 10 min dans un bain marie (100 °C).
Blanc Etalon Essai
R (ml) 1.0 1.0 1.0
Standard (ul) / 50 /
Echantillon digéré par ’acide / / .
(k)
v Agiter.

v"Incuber pendant 15 min a 37 °C.
v Lire ’absorbance de 1’échantillon et de standard, contre le blanc. La couleur est stable
1h.
1.11.3. Calcul de concentrations

DO échantillon
Lipides totaux (mg/dl) = x concentration de standard (750 mg/dl)
DO standard

1.12. Dosage de créatinine

> Echantillon: sérum.
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1.12.1. Réactifs

Réactif  Acide picrique

17.5 mmol/l
Réactif 2 Hydroxyde de sodium 0.29 mol/l
Calibrant (Standard) 2 m/dl

Créatinine

v' Réactif de travail: mélanger les mémes volumes des 2 réactifs R1 et R2. Ce réactif

est stable 10 jours a 15-25 °C.
1.12.2. Mode opératoire

Blanc Etalon Essai
R (ml) 1.0 1.0 1.0
Standard (ul) / 100 /
Echantillon (pl) / / 100
v Mélanger.

v’ Lire I’absorbance (Aj;) aprés 30 sec et aprés 90 sec d’ajout d’échantillon lire

I’absorbance (Ay).
v' Calculer AA = A, — Ay
1.12.3. Calcul de concentrations
DO échantillon

Créatinine (mg/dl) =
DO standard

1.13. Dosage de I’urée

» Echantillon: sérum.
1.13.1. Reéactifs
Réactif 1 Tampon

x concentration de standard (2 mg/dl)

Phosphate 50 mmol/l, pH 6.7

EDTA 2 mmol/I

Salicylate 400 mmol/l

Nitroprussiate 10 mmol/I
Réactif 2 Enzymes

Urease 3000 U/
Réactif 3 Reéactif alcalin

Sodium hypochlorite 140 mmol/I

Hydroxyde de sodium 150 mmol/I
Calibrant Urée (Standard) 50 mg/dl

v Réactif de travail: dissoudre un comprimé de R2 dans un flacon de R1 et mélanger

Iégerement.
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1.13.2. Mode opératoire

Blanc Etalon Essali
R (ml) 1.0 1.0 1.0
Standard (ul) / 10 /
Echantillon (ul) / / 10
v Mélanger et incuber 5 min a 37 °C ou 10 min a température ambiante (15-25°C).
Blanc Standard Echantillon
R3 (ml) 1.0 1.0 1.0

v Mélanger et incuber 5 min a 37 °C ou 10 min a température ambiante (15-25°C).
v Lire les absorbances a 580 nm contre le blanc. La couleur est stable 30 min.
1.13.3. Calcul de concentrations

DO échantillon
Urée (mg/dl) = x concentration de standard (50 mg/dl)
DO standard

1.14. Dosage de I’acide urique
» Echantillon: sérum.

1.14.1. Réactifs

Réactif 1 Tampon

Phosphate 50 mmol/l, pH 7.4

DCPS 4 mmol/I
Réactif 2 Enzymes

Uricase 60 U/I

POD 660 U/I

Ascorbate oxydase 200 U/

4-Aminophénazone 1 mmol/Il
Calibrant Acide urique (Standard) 6 mg/dl

v" Réactif de travail: dissoudre le contenu d’une bouteille de R2 dans un flacon de R1.
Mélanger légérement.

1.14.2. Mode opératoire

Blanc Etalon Essai
R (ml) 1.0 1.0 1.0
Standard (pl) / 25 /
Echantillon (pl) / / 25

v Mélanger et incuber 10 min & 15-25°C. Lire ’absorbance (A) des échantillons et de

I’étalon contre le blanc a 520 nm. La couleur est stable 30 min.
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1.14.3. Calcul de concentrations

DO échantillon
Acide urique (mg/dl) = x concentration de standard (6 mg/dl)
DO standard

1.15. Dosage de la lipase

» Echantillon: sérum.
1.15.1. Réactifs
Réactif 1 Enzymes-Substrat

1,2-Diglycerides 1.1 mmol/I
Monoglycéride lipase 880 U/
Glycérol Kinase 1340 Ul/I
Glycerol-3-phosphate oxydase 40 KU/
TOOS 0.07%
ATP 0.66 mmol/l
Peroxydase 1340 Ul/I
Colipase 40 UI/I
Tampon pH 6.8
Ascorbate oxydase 2.6 Ul/I
Conservateurs

Réactif 2 Tampon
Acide Choligue 5.3 mmol/Il
Tampon pH 6.8
Azoture de sodium <0.1%

Réactif 3 Réactif déclenchant
Désoxycholate 36 mmol/I
4-Aminoantipyrine 0.12%
Azide de sodium <0.1%

Calibrant Lipase (Standard)
v Réactif de travail: Aprés ouverture, ajouter sans délai au contenu du flacon R1 la

quantité de tampon (flacon R2) indiquée sur I'étiquette. Mélanger doucement et

attendre la dissolution compléte avant d’utiliser le réactif (environ 10 minutes).

1.15.2. Mode opératoire

Blanc Etalon Essali
R (ml) 1.0 1.0 1.0
Standard (pl) / 20 /
Echantillon (pl) / / 20
v Mélanger vigoureusement, laisser 4 minutes a 37°C.
Blanc Etalon Essali
R3 (ul) 350 350 350

v Mélanger vigoureusement, incuber 3 minutes a 37°C. Déclencher un
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chronomeétre et enregistrer les absorbances toutes les minutes pendant 3 minutes a 550
(546-550) nm.
1.15.3. Calcul de P’activité enzymatique

(AADbs/min) échantillon — (AAbs/min) Blanc
Activité Lipase = x concentration de calibrant
(97])) (AAbs/min) Calibrant - (AAbs/min) Blanc

1.16. Dosage d’a-Amylase
> Echantillon: sérum.
1.16.1. Réactifs

Réactif MES 100 mmol/l, pH 6.0
CNPG3 2.25 mmol/Il
Chlorure de sodium 350 mmol/I
Acétate de calcium 6 mmol/Il
Thiocyanate de potassium 900 mmol/I
Azoture de sodium 0.95 g/l

1.16.2. Mode opératoire

Sérum
R (ml) 1.0
Echantillon (pl) 20

v Mélanger, incuber 30 sec.

<

Lire I’absorbance initiale (A1) de I’échantillon.
v Déclencher un chronometre et enregistrer les absorbances toutes les minutes pendant 3
minutes & 405 nm.
1.16.3. Calcul de P’activité enzymatique
AMS (U/L) = ADO/min x 3954
1.17. Dosage de calcium
» Echantillon: sérum.
1.17.1. Réactifs
Réactif 1 Tampon

Ethanolamine 500 mmol/I
Réactif 2 Chromogéne

o-Crésolphtaléine 0.62 mmol/I

8-Hydroxyquinoléine 69 mmol/I

Calibrant Calcium (Standard) 10 mg/dl
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1.17.2. Mode opératoire

Blanc Etalon Essai
R1 (ml) 1.0 1.0 1.0
R2 (ml) 1.0 1.0 1.0
Standard (ul) / 20 /
Echantillon (pl) / / 20

v Mélanger, incuber pendant 5 min a 37 °C /15-25 °C.
v’ Lire I’absorbance de 1’échantillon et de standard, contre le blanc a 570 nm (550-590).
La couleur est stable 40 min.
1.17.3. Calcul de concentrations

DO échantillon
Calcium (mg/dl) = x concentration de standard (10 mg/dl)

DO standard

1.18. Dosage de phosphore
» Echantillon: sérum.

1.18.1. Reéactifs

Réactif 1 Molybdique

Molybdate/Borate 1.21 mmol/l

Acide sulfurique 100 mmol/I
Réactif 2 Catalyseur

1,2 Phenylénediamine 2.59 mmol/I
Calibrant Phosphore (Standard) 5 mg/dl

v Réactif de travail: mélanger les mémes volumes de la solution R1 et de la solution
R2. Le réactif est stable 10 h a 2-8 °C.
1.18.2. Mode opératoire

Blanc Etalon Essai
R (ml) 15 15 15
Standard (ul) / 50 /
Echantillon (ul) / / 50

v Mélanger, incuber pendant 10 min & 37 °C ou 30 min a 15-30 °C.
v' Lire ’absorbance de 1’échantillon et de standard, contre le blanc a 710 nm (620-750).
La couleur est stable 2 h.

1.18.3. Calcul de concentrations

DO échantillon
Phosphore (mg/dl) = x concentration de standard (5 mg/dl)
DO standard
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2. Réactif de Bradford et courbe d’étalonnage
2.1. Réactif de Bradford

v
v
v
v
v

v

Dissoudre 100 mg de bleu de Coomassie dans 50 ml d’éthanol 95%.
Agiter la solution pendant 2 heures en obscurité.

Ajouter 100 ml d’acide phosphorique 85%.

Compléter jusqu’a 1 | le volume total de la solution avec de 1’eau distillée.
Filtrer la solution finale obtenue.

La solution est stable 1 mois a 4 °C.

2.2. Courbe d’étalonnage

Do 08
07 - y = 6,455x + 0,0563

2=
06 | R? = 0,9945

0,5 -
0,4 -
0,3 -
0,2 -
0,1 -

0

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12
[BSA] mg/ml

Figure 1. Courbe d’étalonnage utilisée pour le dosage des protéines tissulaire

3. Détermination de Pactivité CAT

DO 03
=0,0013x + 0,0541

2 | y ’ ’
025 R?=0,9959

0,2 -
0,15 -

0,1 -
0,05 -

O T T T
0 50 100 150 200
pmoles H202
e —

Figure 2. Courbe d’étalonnage utilisée pour la détermination de I’activité¢ CAT
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4. Résultats

4.1. Effet sur les parametres biochimiques

Tableau 1. Variation des paramétres biochimiques chez les rats Wistar

Control Vit E + Se AgNO; AgNO; + vit AgNO;+ Se | AgNO;+ vit E+
Treatments E Se
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
Mean SEM Mean SEM Mean SEM Mean SEM Mean SEM Mean SEM
Glucose * 0.13+0.02 0.14 £0.013 0.13 £0.01 0.14 £ 0.03 0.15 £ 0.022 0.14 £0.01
ASAT 2 56.99 +12.94 | 76.05+12.05 | 72.01+16.86 | 66.20+21.50 | 64.17 +18.34 | 72.92+10.24
ALAT 2 3422+16.57 | 27.27+10.39 | 36.70+16.74 | 43.07+£14.59 | 36.55+9.12 4528 +11.15
LDH 2 481.2+1143 | 411.23+113.8 | 654.9+141.9" | 436.9+156.1 | 443.8+160.7 | 370.2 +141.0%
PAL 2 93.06 +28.65 | 116.78 +£29.65 | 58.85 +17.73" 77 £5.16 101.7+ 34.85" | 83.6 +28.14
Bd'i"rgéi’;qe 2.08 +0.68 20706 208+087 | 12240257 | 2124053 2.32 +0.59
Ptg‘t’:?;rs"is 7.28 +1.68 6.46+087 | 478+106" | 586+066° | 7.80£1.01%" | 52041
Albumine ! 3.27£0.84 2.94 +0.97 3.49 +0.65 3.14+0.33 3.75+0.52 3.14+0.9
Cholestérol 1.86 +0.62 1.66 +0.76 312+0.62" | 1.26+0.46"" | 1.64+0.65" 1.32 +0.31%
Triglycérides® | 1.11£0.35 1.20 £ 0.48 1.18 £ 0.65 1.23 £0.13 1.52+04 1.26 0.4
Lipids totaux * | 26259 £71.2 | 326.26 +131.9 | 341.67 £55.4 | 323.07#68.5"" | 323.77£29.4" | 219.63 +61.9""
Créatinine * 0.69 £0.29 1.03+0.14 1.015+0.24 | 1.052+0.52 0.86 £0.23 0.95 +0.37
Urée * 35.2 +11.53 32.41 +8.69 33.33+542 | 36.61+5.35 37.21+6.42 36.08 +5.00
Acide urique* | 4.05+0.88 473 +0.89 4,02 £1.52 4.45+1.26 4.86 +0.82 422 +1.44
Lipase 2 17943 +46.4 | 123.41+3547 | 247.7+395 | 2241+633 | 221.43+64.8 | 170.16 +73.5
a-Amylase 2 5316935 | 622.62+9593 | 5487905 | 537.1+49.7" | 605.4 £1525 635.8 £ 95.5
Calcium* 11.95 + 1.24 11.48 +2.84 9.73+2.46" 10.20 +2.91 11.56 +2.94 11.69 £2.06
Phosphore * 7.73+181 6.22 £0.73 6.25 +0.80 6.15+1.11 6.28 +1.19 6.48 £0.7

*p < 0.05, **p < 0.01: difference significative entre AgNO; et témoins,

"0 <0.05, “p < 0.01, “p < 0.001: difference significative entre AGNO3 et autres groupes,

*p <0.05, "p < 0.01: difference significative entre AgNO; + vit E, AGNO; + Se and AgNO; + Vit E + Se
Unités: * g/dI; 2 U/t; mmol/l; * mg/dl



