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Résumé

L’objectif de ce travail est d’évaluer I’effet protecteur et 1’action antioxydanted’un
flavonoide« Apigenine» (a raison de 20mg/kg du poids corporel) contre le stress oxydatif
induits par le traitement chronique d’un perturbateur endocrinien « le Bisphénol A » a des
doses de 1 et 10 mg/ Kg chez le rat Wistar.les rats ont été répartis en 5 lots de 5 animaux qui
ont recu une administration de BPA et une combinaison de BPA+API par gavage aux doses
respectives de 1 et 10mg/kg et 1+20 et 10+20 mg/kg pendant quatre semaines successives.Des
mesures des parametres physiologiques, biochimiques et du stress oxydant ont été

effectués au niveau cytosolique.

Nos résultats ont montré que le traitement par le BPA provoque des effets délétéres au
niveau de I’organisme traduits par une détérioration de I’état de santé général des rats (une
réduction de poids corporel et une diminution des poids relatifs des foies et testicules), une

altération des hépatocytes par elévation de l'activité des transaminases(ALAT,ASAT)et
de la Bilirubine (BT),ainsi une perturbation de 1’axe gonadotrope caractérisé par une
diminution significative des concentrations des niveaux de la LH et la testostérone
plasmatique chez les rats traités par rapport aux témoins.En outre, le BPA a un effet pro-
oxydant exprimé par une diminution de la teneur en glutathion réduit (GSH) et de I’activité
enzymatique de catalase (CAT), combiné a une augmentation du taux de MDA et de la

glutathion S-transférase (GST) dans les organes étudies (foie, testicules).

Nos résultats montrent également que les supplémentations par voie orale, de
I’Apigenine, chez les rats traités par le BPA,semblent rétablircertains parametres
biochimiques avec une diminution des effets cytotoxiques du BPA, en augmentant certains
antioxydants, et par conséquence atténuer I’intensité du stress oxydant induit par le BPA et

confirmé par 1’étude histologique du foie et des testicules.

Mots clés:Bisphenol A;Hépatotoxicité; Stress oxydant; Antioxydants;Apigenine; rats Wistar.



Abstract

This study has been designed to investigate the ameliorating effect of "Apigenin”
(20mg/kg b.wt) against oxidative stress induced by bisphenol A(BPA) in the liver and testis of
male rats.

According to the results of this study, the treatment with BPA caused liver and testes
dysfunctions, which were revealed by an increase of transaminases (ALAT, ASAT), and
bilirubin (BT),hus a disruption of the gonadotropic axis characterized by a significant
decrease in the concentrations of the levels of LH and plasma testosterone in the treated rats
compared to the controls.

In addition, BPA has a pro-oxidant effect expressed by a decrease in the level of
reduced glutathione  (GSH) in the tissue.His pro-oxidant action has also been shown by an
increase in the level of glutathione S-transferase (GST).

The results suggested that APG supplementation with BPA-treated rats elicited a
reduction of the toxic effects of the endocrine disruptors by improving the studied parameters,
which was confirmed by the histological study of the testis structure and gonadal axis.

Apigenin appears to have a promising prophylactic effect through its effective anti-
radical action against the hepatotoxic and reprotoxic effects of BPA. However, oral
supplementation of APG to BPA-treated rats. It improved and restored the previous hepatic
parameters. In other words, it attenuated the intensity of the oxidative stress induced by BPA,
which was confirmed by the histological amelioration of both liver and testes.

Our results confirm the protective effect of APG against oxidative stress by an

improvement in all biochemical and oxidative markers.

Keywords: Bisphenol a; Hepatotoxicity; Oxidative stress;Apigenin; Liver; Rats.
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Introduction

Au cours de ces dernieres années, nous avons observé une augmentation considérable
de I’apparition de cancers hormono-dépendants tels que celui du sein, de la prostate, ainsi que
I’apparition de pathologies liées au systeéme de reproduction chez I’'Homme. Plusieurs études
suggérent que I’apparition et le développement de ces pathologies pourrait étre due a la
présence de plus en plus importante des polluants environnementaux dans notre vie
quotidienne. Elles ont plus particuliérement impliqué des molécules d’origine industrielle ou
anthropogeénique regroupées sous le terme générique de perturbateurs endocriniens (PE).

Le concept de perturbation endocrinienne par des substances chimiques présentes dans
I’environnement est apparu dans les années 1980 a partir de I’observation des anomalies sur
les organes reproducteurs chez les animaux de la faune sauvage dans les pays industrialisés
(ex : masculinisation des femelles des escargots marins apres une exposition a un biocide.

Les polluants de la catégorie des perturbateurs endocriniens désignent des composes
chimiques exogenes capables d’altérer le fonctionnement endocrinien normal en imitant (un
agoniste) ou en inhibant (un antagoniste) les actions des hormones endogénes ou en modulant
la synthése hormonale. Ils interférent avec la synthése, le stockage, la sécrétion, le transport,
le métabolisme, la fixation et 1’actionbiologique ou I’élimination des hormones naturelles,
responsables du maintien de I’homéostasie des processus du développement et/ou du
comportement (Kavlock et al.,1996).

En effet, plusieurs produits utilisés en tant que plastifiants dans des objets de
consommation courante sont incriminés en tant que perturbateurs endocriniens. Parmi les
plastifiants les plus produits dans le monde, le bisphénol A (BPA) fait I’objet de multiples
débats, dans les milicux scientifiques, politiques et également dans 1’opinion publique.

Le BPA est largement utilisé depuis une cinquantaine d’années, comme monomeére dans
la production de plastiques de type polycarbonate et de résines époxys, impliqués dans la
fabrication de nombreux objets d’utilisation quotidienne par 1’hommetels que certains
emballages alimentaires comme les boites de conserves(Richter et al, 2007). Cette substance
chimique est utilisée afin de rendre plus souples les matiéres plastiques. Les tonnages de
production mondiale du BPA sont tres élevés. Sa production annuelle était estimée a trois

millions de tonnes par an en 2010(Nam et al., 2010).




Le BPA est lié de facon non covalente dans ces polyméres de plastiques, et peut
s’enextraire naturellement en faible quantité, et a des doses plus importantes lorsque le
plastiqueest exposé a une haute température ou en présence de détergents puissants (Welshons
et al, 2006). De plus lalibération de molécules semble plus importante lors d’utilisations
multiples du contenant. Lesutilisateurs de contenants alimentaires a base de BPA sont donc
susceptibles d’en ingérerles particules. L’alimentation constitue d’ailleurs la principale source
de contamination. Les autres sources de contamination, telles que la manipulation de papiers
thermosensibles ou I’inhalation de poussieres contaminées par le BPA, sont estimées

négligeables a ce jour en population générale (Biedermann et al., 2010).

Il a été démontré que le BPA peut causer des perturbations du systeme endocrinien, et
exercer des effets déléteres sur la santé des populations dans plusieurs études animales et des
lignées cellulaires humaines (N'tumba-Byn T et al.,2012; Kasemi, et al, 2016). Ce
perturbateur endocrinien possede une structure proche de celle des oestrogénes naturels,
notamment par la présence des groupements phénol (Vogel, 2009). Cette structure imitant la
fonction hormonale pourrait affecter le développement, la reproduction et méme induire
I'apparition du cancer du sein (Durando et al, 2006). Toutefois, la toxicité de ce composé est
limitée par son élimination rapide par glucuronidation, une voie métabolique conduisant a la

production d'un métabolite inactif non toxique (Folia et al., 2017).

Plusieurs études épidémiologiques suggérent des corrélations entre les taux enregistrés
de BPA dans le sang, et les urines, et I’apparition des pathologies a 1’age adulte (obésité,
diabete, maladies cardio-vasculaire et I'élévation de marqueurs de toxicité hépatique) (Lang et
al 2008; Melzer et al., 2010) alors que 90% de la population américaine était exposée a ce
contaminant(Calafat et al., 2008).1l est classé en tant que substance reprotoxique pour la
fertilit¢ de I’espece humaine(Rapport INSERM, 2010). Chez ’homme, les niveaux de BPA
ont été associés a une diminution de la fertilité (diminution de la concentration du sperme, du

nombre, de la viabilité et de la mobilité des spermatozoides) (Takahashi et Oishi., 2001).




Aujourd’hui, le BPA, fait D'objet de nombreuses ¢études expérimentales et
épidémiologiques afin de définir de facon précise son degré de toxicité. Des études réalisées
chez les rongeurs font état d’effets toxiques du BPA a forte dose sur différents organes
comme le foie, la prostate, les seins, et particulierement sur la fonction de reproduction
(Expertise collective de PINSERM : BPA, Effets sur la reproduction, 2011). Ceci a amené les
agences de sécurité sanitaire a définir une dose sans effet toxique observable (NOAEL, no
observable adverse effect level) de 5 000 pg/kg/jour et une dose journaliére admissible(DJA)
de 50 pg/kg/jour (Expertise collective de I’ANSES : Effets sanitaires du BPA). A partir des
ces données, des décisions gouvernementales ont été prises quant a I’interdiction de
’utilisation du BPA dans la fabrication de contenants alimentaires. Le Canada fut le premiers
pays a voter I’interdiction du BPA dans les biberons, en octobre 2008. La France interdit la
commercialisation de biberons contenant du BPA en 2011 puis dans tous les emballages
alimentaires a partir du ler janvier 2015 (Loi n°® 2012-1442 du 24 décembre 2012).

De nombreuses études montrent que la toxicité du BPA est principalement due a
l'augmentation de génération des especes réactives de l'oxygéne (ROS) conduisant au
développement d’un stress oxydatif se traduisant par une peroxydation lipidique et des
dommages oxydatifs qui jouent un role majeur dans les lésions hepatiques et testiculaires et
par la diminution de la capacité antioxydante totale de 1’organisme (Kabuto et al. 2004; Qiu et
al. 2016).

Devant ces situations, le concept d’une thérapie a I’aide d’antioxydants dans le but de
renforcer les défenses antioxydants endogénes pour une protection plus efficace contre le
stress oxydatif, représente une perspective et une voie thérapeutique crédible et d’intérét

scientifique et public.

La recherche incessante de nouveaux agents pharmacologiques démontrant une action
antioxydante et antiradicalaire a mis la lumiére sur les polyphénols qui sont des
micronutriments abondants dans les aliments (légumes, fruits) et certaines boissons (vins
rouges, jus de fruits), mais ils sont peu abondants dans les huiles (Argan, Olive).

Les polyphénols présentent une activité neuroprotectrice en particulier dans les maladies
liékes a l'age associées ou non a des dysfonctionnements mitochondriaux, du stress

oxydant et de I'inflammation pouvant aboutir & la mort cellulaire (Upadhyay et al,

2015 ; Carito et al. 2016).
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En particulier I’ Apigenine appartient a la famille des flavones présent dans les fruits et
légumes. Connus par ses propriétés antioxydantes, anti-cancérigenes et anti-inflamatoires
(Moosavi et al, 2015 ; Costa et al, 2016).Des études récentes ont démontré que I'apigenine
exerce un effet préventif et antioxydant contre un large éventail de xénobiotiques (Wang et al.
2014 ; Ahmad et al, 2019).

L’objectif de cette étude consiste d'une part a évaluer I’impact hepatotoxique et
reprotoxique d’un perturbateur endocrinien émergeant de la pollution par les plastiques, le
bisphenol A chez le rat Wistar via I’analyse de certains bio marqueurs spécifiques a la
fonction hépatique et aussi reproductrice. De plus une étude histologique des testicules organe
cible de ce perturbateur. D’autre part nous avons évalué¢ l'effet protecteur d'un puisant
antioxydant naturel flavonoide I’ Apigenine afin d’apprécier I’impact du stress oxydant induit
par ce xenobiotique.

Ce manuscrit comporte trois parties :
> la premiere consiste en une étude bibliographiquedans laquelle seront rapportées
certaines informations de base nécessaires pour la comprehension de cette
investigation expérimentale.
> la deuxieme partie nous exposant le matériel utilisé et la méthodologieadoptée dans

I’¢tude relative a I’effet de BPA sur la fonction hépatique et reproductrice des rats.

Cette partiec mis 1’accent sur les détails techniques et I’approche expérimentale qui a

¢été suivi afin d’aboutir aux résultats obtenus.

» La troisiéme partie est consacrée a I’interprétation et a la discussion des résultats

obtenus
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I. Les perturbateurs endocriniens.

Le systéme endocrinien est composé d'un ensemble de glandes (endocriniens) qui
sécrétent des hormones agissant a titre de messagers chimiques et qui sont libérer dans la
circulation sanguine pour atteindre des récepteurs nucléaire (protéines ou glycoprotéines)
localisés sur des cellules cible. Ces hormones interviennent sur de nombreuses fonctions
métaboliques telles que la reproduction, le développement, la croissance, et le comportement
des espéces. Cet équilibre hormonal peut toutefois étre perturbé par la présence de substances
chimiques étrangéres & un organisme vivant. Ces substances chimiques qui perturbent le

systeme endocrinien sont appelées les perturbateurs endocriniens.
I. 1.Définition

Depuis 1996, plusieurs définitions d'un PE ont été successivement proposées par
différents groupes d'organisations gouvernementales et de sociétés savantes.

en 1996 L’agence américaine de protection de I’environnement (EPA) donne une
définition, basée sur le mode d’action des PEs : « un agent exogéne qui interfére avec la
production, la libération, le transport, le métabolisme, la liaison, [’action ou [’élimination des
ligands naturels responsables du maintien de [’homéostasie et de la régulation du
développement de [’organisme »(Kavlock et al., 1996 ). Cette définition ne mentionne pas
I’effet délétere sur I’organisme et sur sa descendance, elle fait cependant référence au
mécanisme d’action de ces composés.

La définition la plus utilisée aujourd’hui est celle de 'Organisation Mondiale de la
Santé (OMS, 2002) : « Les perturbateurs endocriniens sont des substances chimiques
d’origine naturelle ou artificielle étrangeres a [’organisme qui peuvent interférer avec le
fonctionnement des systémes endocriniens et induire ainsi des effets déléteres sur cet
organisme ou sur ses descendants. »(Damstra, 2002). Cette définition limite I’identification
d’un perturbateur endocrinien a un effet néfaste avéré qui interfére avec 1’action hormonale.
Or le lien de cause a effet est difficile a déterminer et exclut de fait de nombreuses substances.

En juillet 2017, la Commission Européenne a ajouté une notion importante, celle de
perturbateur endocrinien présumé. La définition de 'OMS de 2002 a donc été complétée : «
un perturbateur endocrinien potentiel est une substance (ou un mélange) exogene, possédant
des propriétés susceptibles d'induire une perturbation endocrinienne dans un organisme

intact, ou chez ses descendants ou au sein de (sous-)population » (Sénat., 2019).
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I.2. Origine des perturbateurs endocriniens

les PEs englobent un grand nombre de molécules chimiques de deux origines
distinctes : anthropique ou naturelle et ils sont omniprésent dans les chaines alimentaires et
dans I'environnement (Zoeller et al., 2012).

1.2.1. Origine naturelle

Lesperturbateurs endocriniens d'origine naturelle comprennent les hormones
androgenes, oestrogénes naturelles et les progestagénes naturellement présentes dans
l'organisme humain et animal. Ces hormones sexuelles sont des stéroides derivant du
cholestérol, qui conduit a la biosynthese de ces hormones dans les gonades (tésticules et

ovaires) et les tissus périphériques tels que les glandes surrénales.

o cortisol HO-CHy testostérone o
HEHEHS (glande surrénale) §=° (testicule)
CH2 HO
CH2
H-CH3
CH3 0
CH3 ° oestradiol °
2 ovaire
aldostérone oo (ovaire)
(glande surrénale)® c=0
HO H
cholestérol HO

HO

’ CH;
progesterone .o
0 (ovaire)
HO

cholestérol, précurseur dans la
synthese des hormones stéroides

Figure 01 : Les hormones stéroides
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1.2.1.1.Hormones androgenes

La testostérone représente hormone androgene circulante. Elle est généralement
produite par les testicules, cependant de faibles quantités peuvent également étre synthétisées
par les glandes surrénales et les ovaires. la sécrétion globale de testostérone est de 5a7,5
mg/24h chez I'nomme adulte normal.

Les effets provoqués par les androgénes sont nombreux. La testostérone provoque le
développement des conduits du systéeme reproducteur et la descente des testicules chez les
feetus. Lors de la puberté, ces hormones favorisent la croissance des organes reproducteurs et
le développement des caractéres sexuels secondaires masculins. Les androgénes jouent
également un role important dans le comportement sexuel et la spermatogénese. Elle
stimulent, par ailleurs, la synthese des protéines, qui augmentent la masse musculaire et

osseuse (Tostain et al., 2004).

1.2.1.2.Hormones cestrogénes naturelles

Les hormones cestrogenes sont secrétées principalement par les ovaires dans les cellules
de la théque et de la granulosa du follicule ovarien. Chez la femme, trois types d’hormones
naturelles sont présentes selon trois stades : I'estrone(E1), 17 B-estradiol (E2), 17 a-estraiol
(aE2) et l'estriol (E3). E2 constitue I’hormone naturelle la plus active sécrétée par la femme.

Elle est synthétisée dans l'ovaire par les cellules de la granulosa des ovaires des les
premiers mois de vie. Il diminue pendant I'enfance, et augmente a partir de la puberté. E2 est
sécreté lors du cycle menstruel, avec un pic pré-ovulatoire jusqu'a I'age physiologique de
ménopause. Il permet le maintien de la fertilité et des caractéres sexuels secondaire féminins
(Christin-Maitre et al., 2016). E2 est équilibre avec E1 et E3; ce dernier s'avére la forme la
moins active et peut étre considéré comme un produit métabolique des autres oestrogénes.
Lors de la fécondation de I’ovules,I' E3 sécréte majoritairement par les trophoblastes du
placenta devient, au cours des mois, I' oestrogéne le plus important. A la fin de la période de
fertilité,E2 remplacé par E1 qui devient alors le principal oestrogéne produit par la
transformation des androgénes d'origine surrénalienne.

1.2.1.3.Hormones Progestagénes

La progestérone représente la principale hormone progestagéne. Elle est sécrétée par les
cellules du corps jaune, le placenta et, dans une moindre mesure, par le follicule ovarien. Lors
de la phase folliculaire du cycle ovarien, la progestérone commence a étre produite un jour ou
deux avant l'ovulation par le follicule mur. Aprés I'expulsion de l'ovule, le follicule se
transforme en corps jaune qui sécréte une grande quantité de progestérone pour préparer

T
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I'endométre a la nidification de lI'ovule. Lorsque ce dernier n'est pas fécondé, les sécrétions de
progestérone diminuent considérablement en raison de la dégenerescence du corps jaune. En
plus d'assurer la régulation des cycles de la reproduction chez la femme, la progesterone
maintient la grossesse et prépare les glandes mammaires pour la lactation (De Champlain,
2011).

1.2.2. Origine anthropique

Cette catégorie de substances comprend les hormones de synthese, des produits
chimiques a usage industriel, agricole et également certains produits pharmaceutiques.

1.2.2.1.Hormones de synthese

Les hormones de synthese sont des substances ayant été sélectionnées pour leur bonne
affinité avec les récepteurs aux cestrogénes et leur stabilité. Le 17 a- éthinylestraiol (EE2),
dérivé d’E2 est le principal cestrogéne de synthése employé dans les contraceptifs oraux
(pilules anticonceptionnelles). EE2 administré par voie orale peu métabolisé au niveau
hépatique. 1l possede une trés longue demi-vie plasmatique (15a25jours) contrairement aux
cestrogeénes naturels qui sont rapidement dégradés par le foie lorsqu'ils sont ingérés.L' EE2
peut egalement étre utilisé pour traiter une deficience ostrogénique (De Champlain, 2011).

Plusieurs produits pharmaceutiques commerciaux disponibles contiennent d’EE2.

1.2.2.2.Dérivés industriels

Les dérivés industriels des PEs sont principalement les alkylphénols et les bisphénols.

1.2.2.2.1.Alkylphénols (APs)

Lesalkylphénols sont des substances chimiques non-halogénées.les principaux
utilisateurs de ces produits sont les fabricants de nettoyants et de détergents industriels,
I'industrie du textile et les fabriques de pates et papiers. Ces surfactants sont également
utilisés dans de nombreux autres secteurs : traitement du charbon, des métaux, du cuir et des
boissons ; transformation des aliments ; préparation de pesticides, de peintures aux latex et
d'enduits protecteurs ; désencrage du papier a recycler ; industrie du batiment et de la
construction.

Cependant, cing activités industrielles seraient responsables de la plus grande part
des rejets d’alkylphénols : la production de pates et papiers, le raffinage du pétrole, le
netoyage en milieux industriel, institutionnel et domestique, la production de textiles et la

production du cuir (Berryman et al., 2003).
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1.2.2.2.2.Bisphénols (BPS)

Le bisphenol, le plus connu et le plus utilisé est le bisphenol A (BPA) (molécule
retenue pour ’étude). Le BPA entre dans la fabrication industrielle de matieres plastiques
de type polycarbonate et de résines époxy. lls se retrouvent dans le revétement intérieur de
boites de conserves, les canettes de boissons et plusieurs emballages alimentaires en plastique,
avec parfois un logo de recyclage entourant le chiffre 3,7 ou polycarbonate. Il entre également
dans la composition des CD, DVD, de certains produits €lectroniques et de l'industrie
automobile, des téléphones portables, des lunettes et lentilles de contact, ainsi que les tickets
de caisse a encre thermique. Les résines époxy contenant du BPA sont également utilisées
dans des systemes de stockage et de transport de I'eau et dans certains pansements dentaires
(Vandenberg et al., 2012).les derivés halogéenés du BPA peuvent également contaminer l'air
intérieur des logements en cas d'utilisation (Braun et al.,2011).

Outre le BPA, de nombreux analogues de bisphénol peuvent étre obtenus par
condensation d'une cétone ou d'un aldéhyde avec des phénols soit avec une variation dans le
dérivé carbonylé, soit dans les substituants sur le cycle aromatique. Cependant, beaucoup sont
trop couteux pour une application industrielle.la toxicité de la plupart de ces composés n'est
pas connue avec précision.

Le bisphénol-f ou BPF (bis (4-hydroxyphényl)-méthane) est de plus en plus utilise,
en raison de sa faible viscosité et sa meilleure résistance aux solvants par rapport a la résine
époxy. Le bisphénol S ou BPS (4,4-dihydroxyphénylsulfone) est également utilisé comme

monomére dans I'industrie du plastique (Danzel et al., 2009)
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Tableau 01 : Principaux perturbateurs endocriniens hormis les hormones naturelles

(Colborn et Clemen t, 1992 ; Colborn et al., 1993 ; Brevini et al., 2005).

HERBICIDES INSECTICIDES
ET
FONGICIDES
Fongicides Vinclozoline Organochlorés DDT
Procymidione DDE
Fénarimol Méthoxychlore
Zirame Lindane
Nitroféene Dieldrine
Trifuraline Heptachlore
Bénomyle Endosulfan
Mancozébe Toxaphéne
Manébe Mirex
Amitrole
Zinébe Organophosphorés Parathion
Tributylétain Carbamates Méthomyl
Herbicides Atrazine Carbaryl
Alachlore Pyréthrinoides de Cyperméthrine
synthése
Linuron Carbinols Dicofol
PRODUITS CHIMIQUES PHYTOMESTROGENES
INDUSTRIELS
Hexachlorobenzéne Génistéine
Biphényls polychlorés (PCB) et Dioxines Coumestrol
Bisphénol A Daidzéine
Styrénes Enterolactone
Alkylphénols Zéaralénone
Phtalates
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I.3.Mécanisme d’action :
Les perturbateurs endocriniens exercent une action sur les principales fonctions de
I’organisme notamment sur le métabolisme, la fonction reproductrice, la croissance, le

développement ainsi que I’homéostasie. Le systeme endocrinien est présenté a la figure 2.

Corps
pinéal ~ |

Hypothalamus o

Hypophyse
Parathyroides
Thyroide -~
Surrénales ——

Pancréas ~

Ovaires

Figure 02. Schéma des grandes glandes endocrines du corps humain

(Gore et al., 2009).

Les perturbateurs endocriniens peuvent agir sur différentes catégories de récepteurs, qui

peuvent étre classés en deux grands types :

> les récepteurs des xénobiotiques (par exemple, le récepteur intranucléaire au pregnane
PXR pouvant se lier aux médicaments et aux pesticides) qui ont pour fonction
principale 1’adaptation de 1’organisme a I’afflux de ces derniers. Ceux-ci sont

responsables de I’induction de systémes enzymatiques et de leur élimination.

o
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> les récepteurs de ligands endogenes comme les récepteurs hormonaux, pouvant
étre modulés par ces xénobiotiques (par exemple les récepteurs aux oestrogenes ER o,
et B, les récepteurs AR, TR et GR), leur activation illégitime conduisant ainsi a une

perturbation endocrinienne ou métabolique.

Les PEs peuvent étre classées selon leur origines et il peuvent étre également répertoriés selon
leur mécanisme d'action.les perturbations de systéeme endocrinien par ces substances
chimiques résultent de diverses action (Pinson et al.,2017):

+ imitation de I'action des hormones endogénes (effet agoniste): la substance PE de
structure similaire a celle de I'normone peut interagir directement avec le récepteur cellulaire
et l'activer , mimant l'action d'une hormone endogeéne et induisant des effets similaires,
notamment par l'activation ou l'inhibition de transcription des génes (exemple de PE a activité
ostrogénique: nonylphénol, éthinyléstradiol) (Balaguer and Bourguet,2017)

+ inhibition les interactions entre les hormones et leurs récepteurs (effet
antagoniste) :

La substance PE se fixe sur le récepteur sans I’activer, en empéchant la liaison de
I'hormone endogéne a son récepteur. 1l bloque le fonctionnement de récepteur qui affecte les
fonctions cellulaires normales liées a I'hormone, en empéchant la fixation du complexe
hormone/récepteur sur I'ADN, et donc l'activation des génes cibles ( exemple de PE a activité
anti-androgénique:bisphenol A) (Beltrand et al.,2017)

+ action sur la synthése, le transport, le métabolisme et I'excrétion des hormones :

La substance PE peut modifier le métabolisme intracellulaire des glandes Sécrétrices, en
perturbant la biosynthese des hormones elles-mémes par modification des concentrations
d’hormones endogéne, En particulier, certains PE sont capables d'affecter les enzymes de
synthese de la stéroidogenése, intervenant ainsi dans la synthése des androgenes. (Balaguer
and Bourguet,2017)

+ altération de développement des récepteurs hormonaux et leurs fonctions:la
substance PE peut altérer les activités hormonales en activant ou supprimant le
développement d'un récepteur cellulaire .Le bisphenol A est par exemple capable d'altérer la
régulation protéique du récepteur nucléaire et/ou de ses cofacteurs par la voie de dégradation
du protéasome.

+ altération des fonctions par des interactions avec les hormones: la substance PE
peut interagir avec une hormone et modifier son message, et ainsi altérer les fonctions

cellulaires.
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synthése

sécrétion
transport
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Figure 03. Mécanisme d’action des perturbateurs endocriniens

(Chevrier et al., 2011).

1.4. Sources et voies d’exposition : Les sources d’exposition aux PE sont nombreuses : air, eau,

sols, alimentation, poussiéres, produits du quotidien (produits de soins personnels, produits ménagers,

jouets, produits électriques, matériaux de construction, papiers, vétements, produits de jardinage).

L’exposition se produit par la voie cutanée, par inhalation et par ingestion. La part de

I’exposition imputable a chaque source est variable selon le PE considéré, et la voie

d’absorption principale dépend de ses caractéristiques physico-chimiques (Diamanti-

Kandarakis E et al .,2009).

I.5. Effets des perturbateurs endocriniens

Les effets des perturbateurs endocriniens sur la santé humaine et notamment sur la

fertilit¢ masculine sont actuellement une préoccupation de santé publique. L’impact négatif

des hormones, en particulier des oestrogénes, sur la reproduction masculine est tres bien

illustré par les effets d’une exposition in utero au diéthylstilbestrol (DES).

Bl
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1.5.1 Diethylstilbestrol : un perturbateur endocrinien modele

HO

OH

Figure 04: Structure chimique du diethylstibestrol

Le DES (Distilbéne®)est un oestrogene synthétiqgue commercialisé depuis 1940 pendant
une trentaine d’année comme un traitement aux femmes pendant la grossesse pour prévenir
les risques d’avortement , les risques de prématurité, et traiter les hémorragies gravidiques

(Figure 19).

De nombreuses anomalies génitales sont apparues dans les décennies suivant les premieres

prescriptions parmi les enfants nés de mere ayant pris du DES pendant la grossesse :

> chez les filles : malformations des organes reproducteurs a la naissance (utérus « en
T »), formes rares de cancer du vagin et de la vulve (adénocarcinome a cellules claires),
cancer du sein, nombreux cas de stérilité et ménopause précoce. chez les garcons : sténoses et

malformations de I’urétre (hypospade), testicules non descendus (cryptorchidie), atrophie testiculaire,

kystes de I’épididyme .

Le DES n’est plus utilisé chez la femme enceinte & partir de 1971 aux Etats-Unis. En
France ce n’est qu’en 1977, apres la naissance de 160 000 enfants dont la mére avait pris ce
médicament, qu’une décision analogue a été prise (Jeanblanc .,2014).

Mais les études récentes montrent que les effets d’une exposition au DES peuvent
s’étendre sur plusieurs générations. L’étude menée par I’équipe du professeur Sultan (CHU
Montpellier) montre qu’en France les enfants nés des méres exposées in utero au DES
présentent 3,5% de malformations au niveau de D’appareil génital male (Hypospadias) et
28,4% de malformations au niveau de I’appareil génital femelle (anomalies de Miiller), ces

mémes femmes donnent naissance a des petits fils avec 8,2% d’Hypospadias (Kalfa et al

1
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2011). Une autre étude montre 1’existence d’une corrélation entre une exposition au DES et
I’apparition des anomalies a la naissance (génito-urinaires, squelettiques, musculaires et

neurologiques) chez les petits-fils (3¢me génération) (Titus-Ernstoff et al 2010).

1.5.2.Effet des perturbateurs endocriniens sur la faune

Au début des années 90, Matthiessen et Sumpter (1998) ont signalé une intersexualité
chez les poissons exposés aux effluents usés de I’industrie du papier et de I’industrie
chimique. Aucune substance précise n’a été identifiée comme étant responsable de cette
perturbation mais les hormones naturelles d’origine humaine et de synthese comme
I’estradiol, 1’estrone et I’éthinylestradiol et les alkylphénols ont été fortement suspectés
(Desbrow et al., 1998).

Les effets constatés sur la faune sont des malformations des organes génitaux,
des anomalies du comportement sexuel, ainsi qu’une baisse de la fertilité pouvant conduire a
la disparition de populations entieres. Ces effets ont été confirmés expérimentalement par
de nombreuses études. Par exemple, chez les souris et les rats exposés en période prénatale et
néo-natale au BPA, il a été constaté des malformations du pénis et de l'urétre, une
augmentation de la taille de la prostate, une diminution de la production du sperme, une
puberté précoce chez la femelle, une hyperactivité avec agressivité, des anomalies des
noyaux gris centraux et une diminution de la dopamine (Richter et al., 2007; Vom Saal et
al., 1998).

1.5.3.Effet des perturbateurs endocriniens sur I'homme

Les effets de l'exposition a faibles doses des PEs sur la santé humaine sont sujets a
controverse. Un certain nombre d'affection sont aujourd’hui suspectées d'étre la conséquence
de I'exposition a ces substances : altération des fonctions de reproduction et cancers hormono-
dépendants notamment. De nombreuses études épidémiologiques ont montré une
augmentation des malformations génitale chez les garcons (cryptorchidie, hypospadias), des
cancers testiculaires et une diminution de la fertilité masculine (Carlsen et al.,1992).

En 2010, d'apres Duval et Simonot(2010), le Dr Béatrice Vuaille rapportait les resultats
d'une étude épidémiologique américaine parue dans Environnemental Health Perspectives
(Wolff et al., 2006). Les resultats sur I'étude réalisée chez 1559 fillettes aboutie a des taux
significativement élevés de phénols, phtalates et phyto-cestrogenes de nature a perturber le
développement pubertaire et d'autre part a entrainer un risque de complication plus tard dans

la vie notamment de cancer du sein. L’étude signale un engagement dans la puberté plus

15
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précoce, un engagement pubertaire pour un stade mammaire B2 qui correspond a la
surévaluation de l'auréole mammaire. Pour ces fillettes, 25%@taient engagées dans une
puberté a 8ans, 50% a 9 ans.

Progressivement la recherche a commencé a ouvrir de nouvelles perspectives
concernant le développement neuro-cognitif;de nombreux travaux récents indiquent que
I'exposition a certains PEs pendant la période périnatale a des conséquences sur le
développement neurologique et cognitif. Cela peut bien entendu étre lié aux récepteurs
stéroidiens, mais d’autres cibles sont a envisager comme la fonction thyroidienne ou
I'hnoméostasie des neurotransmetteurs, voire d'autres mécanismes développementaux (Barouki,
2016). un autre systéme s'est aussi révélé étre une cible privilégiée des PEs c'est le systeme
immunitaires, avec divers impact sur lI'immunosuppression, les maladies auto-immunes, les

allergies et I'inflammation (Vandenberg et al.,2012;Zoller et al.,2012).

1. Le Bisphénol A (BPA)

I1.1. Structure, propriétés physico-chimiques

Le Bisphénol A [(2,2-(4,4'-Dihydroxydiphenyl) propane] (BPA) est synthétisé pour la
premiére fois en 1891 par le chimiste russe Alexandre Dianin. C'est un compose chimique
issu de la réaction entre deux équivalents de phenol et un équivalent d'acétone (figurel); la
réaction est catalysée par 1’acide chlorhydrique ou une résine de polystyréne (Vogel 2009).
Le BPA est utilisé principalement comme monomere dans la polymérisation de deux matiéres

plastiques : le polycarbonate et les résines époxy (Vandenberg et al., 2007 ; Flint et al., 2012).

HsC CHj

HO OH

Figure 05:Structure chimique du bisphénol A 2,2-(4,dihydroxyphényl) propane

Le BPA est un solide blanc de faible émanation phénolique qui a été synthétiséchimiquement
sous forme de poudre, écailles ou cristaux. Il est peu & moyennement soluble dans I’eau,

soluble dans I’acide acétique, les solutions aqueuses alcalines et dans quelques solvants (tels
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que l'éthanol, l'acétone et le méthanol), mais il est insoluble dans le n-heptane ou le
dichlorométhane (Rubin, 2011; Hoekstra et al., 2013).

Sa structure s’apparente a celle des cestrogénes naturels, notamment par la présence de
groupements phénols, ce qui lui confére une activité cestrogénomimétique de par sa capacité a

se lier aux récepteurs des cestrogenes (Rubin, 2011).

Tableau 02 : Caractéristiques physico-chimiques du Bisphénol A (INRS, 2010;
Saal et al.,2012)

Propriétés chimique Bisphénol A
Formule chimique brute C;sHi0,
Poids moléculaire (g/mol) 2283
N°CAS (Chemical Abstract Service) 80-05-7
Point de fusion (°C) 150-157°C
Solubilité dans I'eau (mg/1) 120-300 a 25°C a pH=7
Log K., 33234
Pression de vapeur (Pa) 53.10° Pa 2 25°C
Densité liquide L1412
Constante d'ionisation (pKa) 9.73 (9.6-10.2)
Coefficient de partage (sang/plasma) 0.67-1.1

I1.2. Utilisation du bisphenol A

Depuis le début des années 60, le BPA est grandement utilis¢ dans I’industrie du
plastique.Ses propriétés une fois polymérisé (haute résistance a la chaleur,caractéristiques
optiques, facilit¢ d’utilisation) en ont fait une molécule de choix dansl’industrie des
plastiques.

En 2006, sa production a I’échelle planétaire a été estimée a environ 3,8 millions de
tonnes par an, utilisées aux deux tiers pour la fabrication du polycarbonate, et pour un tiers
pour celle de résines (DHI, 2007).

Le BPA entre dans la fabrication industrielle de plastiques de type polycarbonate et de
résines époxy-phénoliques. De ce fait, on le retrouve dans le revétement intérieur de boites de
conserves, les canettes de boissons et plusieurs emballages alimentaires en plastique, avec la
signalisation d'un logo de recyclage entourant le chiffre 3, 7 ou PC "polycarbonate” .De plus,

A
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il rentre dans la composition des CD, DVD, de certains produits électroniques et de
I’industrie automobile, des téléphones portables, des lunettes et des lentilles de contact, ainsi
que les tickets de caisse a encre thermique ou encore les recus des distributeurs automatiques
de billets, et quelques équipements médicaux (Maia et al., 2009; Nam et al., 2010).

les résines époxy contenant du BPA sont également utilisées dans des systemes de
stockage et de transport de I’eau "réseau de distribution et réservoir d’eau’’ et dans certains
ciments dentaires(Rudel et al.,2011).

11.3. VVoies d'exposition (les voies d'exposition pour I'homme)

L’exposition de la population humaine au BPA se fait majoritairement par la voie orale,
principalement par le biais de I’alimentation, et minoritairement par voie respiratoire, soit
I’inhalation de poussiéres, ou par contact cutané avec des matériaux a base de BPA.

+ Exposition alimentaire

Le BPA peut migrer dans les denrées alimentaires et les boissons conditionnées dans
des emballages fabriqués a partir de BPA polymerisé, contaminant ainsi le consommateur
(Cao et al:2009). Les taux de migration dépendent directement des conditions de stockage et
d’utilisation, du temps et de la température de chauffage, de la durée de conservation et du pH
des aliments (Welshons, Nagel et al. 2006). Par exemple, un chauffage a des températures
¢levées lors de la stérilisation ou de I’appertisation (procédé d’autoclavage apres la mise en
conserve) accroit considérablement la migration du monomere vers 1’aliment. Cette migration
est également importante dans le cas de produits alimentaires acides, aboutissant a augmenter
les concentrations de BPA libre dans le produit consommé (Kang, Kondo et al. 2006;
Vandenberg, Hauser et al. 2007).

+ Exposition par inhalation

Divers enquétes de recherches ont indiqué qu’il pouvait y avoir un risque d'exposition
humaine au BPA par I’inhalation de poussiéres intérieures ou extérieures du fait de sa large
production, utilisation et distribution (Volkel et al., 2008 ; Loganathan et Kannan, 2011).
L’usage du bisphénol A dans les processus de fabrications de certains revétements de sol,
certaines peintures, matériel électrique ou électronique conduit a la contaminationde I’air
ambiant par des particules de BPA et constitue une autre source d’exposition de la population
humaine. Plusieurs études rapportent des concentrations moyennes de BPA dans les
échantillons de poussieres intérieurs ménagéres qui varient entre 60 et 843 ng/g;la quantité
inhalée reste faible par rapport a la dose journaliére admissible (DJA). Ces résultats sont en

accord avec une étude réalisée sur une population d’enfants en bas age aux Etats-Unis, qui
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indique que le BPA contenu dans I’air inhalé ne contribuerait qu’a 1 % de I’exposition totale

au BPA (Wilson et al.,2007).

4+ Exposition cutané

De récents travaux de recherche ont également mis en évidence une exposition cutanée
au BPA mais qui reste faible comme source de contamination (Biedermann et al., 2010 ;
Zalko et al., 2011). Cette voie d’exposition pourrait concerner des milieux professionnels, en
particulier chez les ouvriers de I'industrie du plastique et aussi chez les caissiéres. La quantité
moyenne du BPA présente dans les billets de caisse est estimée a environ 13.3 g/kg de papier
(Liao, Kannan.,2011). Dans le domaine des papeteries, le BPA est utilisé pour produire les
papiers d’impression thermique ; en réagissant a la température, il libére un colorant (lactone)
qui révele I'encre noire sur les billets de caisse, relevés bancaires etc. L'utilisation répétitive de
10 heures par jour approximativement et la manipulation fréquente de ces billets de caisse
causerait une absorption quotidienne de 71 ug du BPA par le seul passage transcutané, ce
dernier étant facilité par des mains humides et type de peau grasse. Néanmoins, la possibilité
d'une exposition par un transfert percutané ne depasserait pas les 3 % de la DJA (Biedermann
et al., 2010), participant trés minoritairement a I’exposition totale au BPA de la population
générale (Marquet et al., 2011; Kaddar et al., 2008 ).

+ Exposition par les composites dentaires

Une exposition orale au BPA a été observée lors de soins dentaires par 1’utilisation de
résines, de ciments et de scellements dentaires contenant en partie ce composé. Le BPA peut
migrer dans la salive provoquant une augmentation significative mais temporaire de la
concentration salivaire de bisphénol A chez I’enfant et ’adulte. Par exemple, il est détectable
dans la salive jusqu’a 3 heures aprés la pose de résine (Zimmerman-Downs, Shuman et
al.2012). Toutefois, I’exposition au BPA dans le cadre d’un traitement dentaire reste

marginale par rapport aux autres sources d’exposition orale.
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Figure 06 : Potentielles sources d’exposition au BPA

I1.4. Toxicocinétique

Afin d’évaluer la toxicit¢ du BPA, il est indispensable de connaitre les capacités de
biotransformation de ce contaminant par les organismes. Le métabolisme du BPA met en jeu
des réactions enzymatiques de conjugaison dites de (phase II) qui consistent a ajouter un
groupement généralement hydrosoluble, dont I’acide glucuronique et les sulfates, au composé
parent (lipophile). Ces réactions ont principalement lieu dans le foie mais peuvent aussi se

produire ailleurs, notamment au niveau intestinal, soit au niveau des entérocytes (Hanioka et

al., 2008).

La principale réaction décrite dans la littérature est la glucuronidation qui correspond a
la formation d’un composé glucuronoconjugué, le BPA-glucuronide (BPA-G) a partir d’un
cofacteur, 1’acide uridine diphosphate-glucuronique (UDPGA). Cette réaction est catalysée
par ’'UDP-glucuronosyltransférase (UGT) (Volkel W et al.,2002 ; Yokota, Inoue et al., 1999).
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Les UGTs sont des enzymes présentes majoritairement dans le foie mais qui sont également
retrouvées dans de nombreux autres tissus dont I’intestin (Radominska-Pandya et al.,1998).
Une variété d'isoenzymes de I’'UGT sont impliquées dans la glucuronidation du BPA selon les
especes, comme "'UGT2BI1 qui a été identifiée dans le foie, les reins et les testicules chez le
rat (Yokota et al., 1999) et son orthologue ’'UGT2B7 ou UGT2B15 chez I’homme (Hanioka
et al., 2008; Mazur et al., 2010). Ces enzymes de la famille des UGT2B sont aussi impliquées
dans la glucuronidation des hormones stéroidiennes, dont la 17p-estradiol (E2).

Le métabolite conjugué BPA-G ne possede pas d’activité oestrogénique, car il n’est pas
un ligand des récepteurs aux cestrogénes (Matthews et al., 2001). Le métabolisme de
biotransformation du BPA en BPA-G représente donc un mécanisme de détoxification de
I’organisme, un moyen de limiter I'exposition interne de la molécule libre et un role protecteur

de l'organisme contre les perturbations du systeme endocrinien.
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Figure 07 : Principales réactions de conjugaison du Bisphénol A. (Sulfatase, UDP-
Glucuronosyl- transférase). Les deux principaux métabolites (BPA-Glucuronide), (BPA-
Sulfate).BPA: bisphénol A; UDPGA: I’acide uridine diphosphate-glucuronique;
UGT: Uridine diphosphate Glucuronosyl-Transférase; BPA-G: bisphénol A
glucuronide; UDP: Uridine diphosphate;H>O: eau.

La sulfatation (Figure 3) est une voie secondaire dans le métabolisme du BPA, tant chez
les rongeurs que chez ’homme, avec la génération du métabolite BPA-sulfate qui ne posséde
pas d’activité oestrogénique (Shimizu et al., 2002). Les données in vitro de Kurebayashi et al.
(2010) suggerent que le BPA-sulfate (BPA-S) représente un métabolite mineur en moyenne
de 20 % chez le rat et de 9 % chez ’homme. Une autre étude in vivo de I'équipe de recherche
de Pottenger et al. (2000) a montré que le BPA-S était détecté dans 1’urine aprés
I’administration d'une molécule organique radioactifcarbone quatorze ([14C]-BPA). Ce
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metabolite sulfaté représentait entre 3 et 7 % de la dose administrée dépendamment de la dose
et de la voie d’administration chez le rat (Pottenger et al.,2000).

Toutefois, cette voie métabolique reste peu étudiée. En outre, la biotransformation du
BPA peut étre plus complexe avec la formation de diconjugués méthylés et/ou déshydratés
ainsi que des métabolites hydroxylés dont des catéchols 3 et 7 % de la

dose administrée dépendamment de la dose et de la voie d’administration chez le rat
(Pottenger et al.,2000). Toutefois, cette voie métabolique reste peu étudiée. En outre, la
biotransformation du BPA peut étre plus complexe avec la formation de diconjugués méthylés
et/ou déshydratés ainsi que des métabolites hydroxylés dont des catéchols (Zalko et al., 2003).
(Zalko et al., 2003).
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Figure 08 :Réaction de glucuronidation (Glucurono-conjugaison) du bisphénol A

par I'enzyme de biotransformation UGT (uridine diphosphate glucuronosyl

transférase).
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Figure 09:Devenir du BPA dans I'organisme apres une administration Par
Voieorale(e BPA : bisphénol A ;e0BPA-G :bisphénol A-glucuronide))

L'étude d’Inoue et al. (2002) indique que le BPA se caractérise par une métabolisation
plus lente chez les rongeurs et plus rapide chez I'humain, avec une demie vie longue moyenne
de 39.5 heures lorsqu'il est administré par voie intraveineuse (IV) chez le rat. En revanche,
chez I’homme, le temps de demi-vie plasmatique moyen du BPA total est plus petit (environ
4-6 heures). Cette différence peut étre expliquée en raison dabsence du cycle entéro-
hépatique chez ce dernier, contribuant ainsi a une excrétion plus rapide (Volkel et al., 2002;
Volkel et al., 2005).

Chez I'nomme, le BPA est rapidement absorbé par le tractus gastro-intestinal (GI) et
conjugué dans le foie en conjugués hydrosolubles qui pourront apres étre facilement éliminés
de ’organisme par voie urinaire ou fécale. Le BPA conjugué est rapidement filtré depuis le
sang par les reins (filtration glomérulaire), et excrété dans I’urine sous forme de BPA-G. Par
contre, chez le rat, le processus d'élimination est distinct, ou une grande partie du BPA
conjugué est amené dans la bile et par la suite conduit, excrété par voie fécale (Volkel et al.,
2002). Le poids moléculaire seuil pour I'élimination biliaire est de I'ordre 200-300 g/mol chez

le rat, alors qu’il est de 500-600 g/mol chez I'hnomme. Le BPA-G ayant un poids moléculaire
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de 404g/mol serait principalement éliminé dans les urines chez I'humain, alors qu'il serait

éliminé en partie via la bile chez le rat (Clark et al.,1969).

11.5.Effets endocriniens du bisphénol A

Le BPA est qualifié de perturbateur endocrinien car de nombreuses études in vitro et in
vivo ont montré qu’il possede des propriétés oestrogéno-mimétiquessuspecté par conséquent,
il peut causer des effets indésirables sur la santé des humains en raison de ses propriétés
néfastes sur la reproduction, le développement et le métabolisme, Chez I’animal, suspectés
chez ’homme, méme a des faibles niveaux d’exposition (Vom Saal et al.,2007).1l est capable
de se lier aux récepteurs nucléaires des cestrogénes mais avec une faible affinité, 10 000 fois
inférieure a celle de I’cestradiol.

le BPA présente une structure proche de celle de I’oestradiol, qui lui confére ses
propriétés oestrogéno-mimetique et sa capacité a se lier aux récepteurs aux oestrogénes RE o
et RE P, activant une cascade de réactions a I’origine d’une perturbation de I’équilibre
hormonal de I’organismeet par conséquent d'avoir des impacts déléteéres sur un large spectre
de fonctions de I’organisme ou également sur sa descendance (Kamrin,2004). Ces effets
pourraient étre en lien avec des fenétres d'expositions pendant les phases sensibles du

développement de I’individu (phases périnatales) (Kamrin, 2004).

Bisphénol A

Figure 10: Structure chimique du bisphénol A et de I'oestradiol.

Plusieurs études animales in vivo du BPA ont déemontré des anomalies et des toxicités a
des doses a l'ordre de microgrammes (pg/kg) ou du nanogrammes (ng/kg), sur la fonction de
reproduction provoquant une réponse dans 1’expression des génes en se liant aux récepteurs
nucléaires des cestrogenes (Richter et al., 2007). Les effets observés sont la hepto-toxicité,
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I'altération de la fonction thyroidienne, l'induction de cancer, uneperturbation du métabolisme
des lipides et des sucres, une interaction avec le systéme immunitaire du tractus digestif et des
modifications comportementales (Richter et al., 2007).

11.5.1.Repro-toxicité

De nombreuses études réalisées sur des modeles animaux ont montré qu’une exposition
in utero au BPA s’accompagne, dés la naissance et jusqu'a ’age adulte, de troubles de la
fonction de reproduction et de développement au niveau des organes génitauxchez la
progeéniture male et/ou femelle (Vandenberg et al., 2007).

Certains auteurs ont rapporté que I'exposition périnatale des souris meres au BPA (0.5 a
10 mg/kg/j s.c.) entrainait, chez la descendance femelle, une puberté précoce, un changement
des cycles cestraux, une chute des niveaux plasmatiques de I'hormone gonadotrope
lutéinisante (LH), des Iésions au niveau de l'utérus et des ovaires et une altération du
développement des glandes mammaires (Nikaido et al., 2004; Zhang et al., 2011; Ayyanan et
al., 2011). D'autres auteurs ont aussi montré que l'exposition au BPA (2-20 ug/kg/j p.o.) des
meres souris pendant la gestation, menerait chez la descendance méale a une augmentation du
volume de la prostate, un développement de lésions néoplasiques et un déséquilibre dans
I'homéostasie de la testostérone (Timms et al., 2005; Ho et al., 2006; Prins et al., 2007).
Egalement, d'autres constatations ont été faites chez ces animaux, soit une diminution de la
masse des épididymes et une baisse de laproduction spermatique journaliere, influencant par

la suite la qualité et la viabilité des spermatozoides (Zhang et al., 2012).
11.5.2. Hepato-toxicité

De multiples modeles animaux montrent I’existence d’un lien entre la résistance a
I'insuline, I'hyper insulinémie et la stéatose hépatique (Cohen, Horton et al. 2011). En effet, le
foie joue un réle pivot dans la régulation du métabolisme énergétique. Les informations
concernant les effets hépatiques du BPA étaient relativement limitées, des travaux tres récents
ont révélé un impact du BPA sur le foie. Somm et al. (2009) ont montré, chez le rat, que
I'expression hépatique des facteurs lipogéniques SREBP-1c, FAS et ACC est augmentée chez
les femelles exposées in utero a environ 70 pg/kg/j de BPA (Somm et al. 2009). En paralléle,
une étude, réalisée sur la lignée d'hépatocytes humains HepG2, montre une accumulation de
lipides intracellulaires en réponse a de faibles doses de BPA (10-12 a 10-6 M) (Huc, Lemarie
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et al. 2012).De fortes doses de BPA (50mg/kg/j) générent, chez le rat, une production d’ERO
et une répression des génes anti oxydants (catalase glutathion réductase, glutathion
transférase, glutathion peroxydase), provoquant une hépatotoxicité (Hassan, Elobeid et al.
2012). Moon et al. Ont montré qu’une exposition aigiie au BPA chez la souris, a une dose
inférieure a la NOAEL (1,2 mg/kg/j), peut induire des lésions hépatiques et des
dysfonctionnements mitochondriaux par une augmentation du stress oxydant, de
I’inflammation et de la peroxydation lipidique. Les transaminases ASAT et ALAT, marqueurs
d'une atteinte hépatique, et les niveaux sériques en cytokines inflammatoires IL-6 et TNFa,
sont fortement élevés, surtout 6 heures aprés l'injection de BPA (Moon, Kim et al. 2012). Des
études, réalisées sur une lignée d'hépatocytes humains (HepG2), confirment ces observations.
Une courte exposition a 10 ou 100 nM de BPA provoque une altération de la structure des
mitochondries, mais également de leurs fonctions (diminution du taux de consommation
d'oxygéne, de la production d'ATP, et de la perméabilité membranaire). Ceci est associé a une
augmentation du stress oxydant et de I'inflammation (Huc, Lemarie et al. 2012; Moon, Kim et
al. 2012).

Asahi et al. Ont montré que le BPA induit un stress du RE par la production de ERO
dans les cellules hépatiques de type macrophages (Asahi, Kamo et al. 2010). L'activation
chronique du stress du RE a un role important dans le développement de la résistance a

I'insuline et du diabete dans l'obeésité (Fu, Yang et al. 2011).

L'étude des voies de signalisation dans le foie de souris gestantes montre que la voie de
phosphorylation d'Akt (résidu Tht308) est diminuée suite a une exposition au BPA
(10ug/kg/)), reflet d'une insulino-résistance (Alonso-Magdalena, Vieira et al. 2010). Chez le
male, un traitement au BPA conduit a une surexpression de la protéine IRS-1 et la voie AKT

ne semble pas altérée (Batista, Alonso-Magdalena et al. 2012).
11.5.3.Effet sur la fonction métabolique

L'action potentielle du bisphénol A sur le poids corporel et le métabolisme énergétique a
été observé dans des études réalisées in vivo chez des rongeurs. Celles-ci ont permis
d'explorer I'impact du BPA sur diverses fonctions vitales et les complications métaboliques
associées, dont la mise en place de l'obésité, la différenciation des adipocytes, I'accumulation
des lipides, le transport du glucose. Elles ont pu aussi associé I’exposition au BPA avec des
changement du contenu des cellules B-pancréatiques en insuline et en sécrétion d'adiponectine
et de lectine impliquées dans la régulation du métabolisme des lipides et du glucose, cruciaux
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pour le maintien d'un poids corporel adequat (Vom Saal et al., 2012). Une corrélation a été
mise en évidence entre I'exposition périnatale au BPA et la variation du poids corporel a I'age
adulte chez des rongeurs ; l'effet obésogéne remarqué montre que l'exposition périnatale au
BPA (0.1 pg/kg/j et 10 pg/kg/j) augmente la masse corporelle des rats femelles et méles a
I'age adulte (Rubin et al., 2001). Par ailleurs, une élévation des niveaux plasmatiques de
leptine et de cholestérol total a été observé, ce qui peut mener a des perturbations du
métabolisme glucidique des lipides et des sucres, contribuant ainsi au développement de
I’obésité générale, et présentant un risque de diabete de type 2 insulinodépendant (Vom Saal

etal., 2012).
11.5.4. Toxicité thyroidienne

Une étude sur des cellules humaines in vitro a mis en évidence la capacité du bisphénol
A a perturber la fonction thyroidienne a l'intérieur des cellules en déplagant I'hormone
thyroidienne T3 (triiodothyronine) de son récepteur et en inhibant la transcription des genes,
ce qui montre un effet potentiel du BPA comme antagoniste des hormones thyroidiennes
(Moriyama et al., 2002). Une autre étude francaise de I'Institut National Polytechnique de
Toulouse, qui s'ajoute sur la liste des enquétes scientifiques autour des effets nocifs du
bisphénol A, a montré que l'exposition du bisphénol A de brebis pendant la grossesse
entrainait des perturbations de la fonction thyroidienne chez celle-ci et également chez leurs
rejetons. Ces résultats ont été caractérisés par une diminution du taux plasmatique de la
thyroxine (T4, I'hormone thyroidienne), ce qui peut avoir des conségquences negatives sur la

croissance, le développement neuronal et cognitif du rejeton (Viguié et al., 2012).
11.5.5. Effet sur le cancer du sein

Des liens avérés ou suspectés ont été établis entre le BPA et l'apparition de cancer du
sein (Lamartiniere et al., 2011). De plus I'exposition au bisphénol A a été associé a une
augmentation de l'incidence du cancer mammaire (Jenkins et al., 2009). L'exposition feetale
chez les rats a 2.5, 25, 250 et 1000 pg/kg/j de BPA par voie intraveineuse aconduit au
développement de Iésions pré-néoplasiques et néoplasiques dans la glande mammaire et a une
augmentation de tumeurs (Murray et al., 2007). D'autres études ont montré I’apparition de
cancers mammaires apres une exposition au bisphénol A durant la période prénatale chez des
rongeurs (Munoz-de-Toro et al., 2005; Durando et al.,2006).

kA




Partie bibliographique

Les effets identifiés portent sur une modification de la structure de la glande mammaire
chez les nouveau-nés, un développement plus avancé dés la naissance caractérisé par une
accélération de la maturation des glandes mammaires et une densité plus importante du tissu
épithélial de celles-ci. Ceci pourrait favoriser un développement tumoral et des lésions
précancéreuses et cancéreuses ultérieurement (Macon et al., 2013).

11.5.6.Effet sur les Fonctions cérébrales et comportementales

Les fonctions cérébrales et comportementales sont également perturbées chez les rats et
les souris exposés au BPA in utero. En effet, plusieurs études ont mis en évidence une perte
du dimorphisme et de caractere sexuel primaire (organes genitaux) ou secondaire
(morphologique, physiologique, comportementale, etc.) au niveau des structures cérébrales
pour la progeniture exposée a ce contaminant (Cao J et al., 2012). Par ailleurs, de nombreuses
publications ont rapporté qu'une exposition des rats au BPA pendant les périodes feetales et
allaitantes a une dose inferieure a la dose journaliere tolérable humaine (TDI= 50 ug/kg/)),
pourrait induire une toxicité touchant et perturbant le développement, engendrant des
modifications structurelles et neurochimiques du cerveau associées a des changements
comportementaux (sociaux, sexuels, etc.) commel'hyperactivité, des déficits d'apprentissage
(test mémoire), comportements cognitifs et anxiolytiques ( Kubo et al.,2003 ; Panagiotidou et
al.,2014).

Une exposition a l'age adulte peut conduire a une altération de la mémoire
(reconnaissance d'objets et la mémoire spatial) et du comportement exploratoire (Wang
Chong et al., 2014). Une déféminisation du comportement social et émotionnel et une
altération du comportement maternel sont également observées chez des rongeurs femelles
(Gioiosa et al., 2007). Dans I’hypothalamus et le cortex préfrontal, le BPA antagonise l'action
de Toestradiol2 (E2) sur la formation des synapses (Synaptogenése) (Juraska et al., 2013;
Rachel et al., 2015).
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I11. Stress oxydant

111.1. Définition

Le stress oxydant, dénommé également stress oxydatif, se définit comme un
déséquilibre de la balance « pro-oxydants/antioxydants » en faveur des oxydants, ce qui se
traduit par des dommages oxydatifs de I’ensemble des constituants cellulaires : les lipides
avec perturbations des membranes cellulaires, les protéines avec 1’altération des récepteurs et
des enzymes, les acides nucléiques avec un risque de mutation et de cancérisation. Un stress
oxydatif peut donc se développer suite a une surproduction des oxydants comme les especes
activées de I’oxygéne et/ou a une diminution des systémes de défense antioxydants (Sergent
et al., 2000 ; Almasiova et al., 2012).

I11.2. Radicaux libres biologiques

Les radicaux libers sont des espéces chimiques (atomes ou molécules) qui
posseédent un ou plusieurs électrons célibataires (électron non appari€) occupant un
orbitale externe (Halliwell., 1989), ce qui augmente considérablement sa réactivité par
nécessité de se combiner avec un autre électron pour atteindre la stabilité selon un
phénomeéne d’oxydation (Bonnefont-Rousselot et al., 2003 ; Finaud et al., 2006). Sa
durée de vie est tres courte (quelques millisecondes voire quelque nanosecondes) et il

est symbolisé par un point qui indique ou I’électron libre se situe (Exemple : "OH) (Goto et
al., 2008).

Tableau 3. Principales ERO radicalaires et non-radicalaires((Haton., 2005).

Radicaux Structure chimique

libres(nomenclature)
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Radical hydroxyle OH .
Radical hydroperoxyde HOO.
Radical peroxyde ROO.
Radical alkoxyle RO.
Peroxyde d’hydrogéne™ H20:2
Peroxynitrite * ONOO.
Anion superoxyde 02"

* Espece active de I'oxygéne, non radicalaire

111.2.1. Type des radicaux libres
Les radicaux libres peuvent étre formés par trois procédés (Evans et al., 2002 ; Chavan
et Melinkeri, 2013) :

- Addition d’un électron libre a un non radical : NR + e-— R’

- Perte d’un électron par un non radical : NR —e- —» R’

- Scission homolytique d’une liaison covalente : A-B — A'+B".

Il existe majoritairement deux grandes familles d’espéces réactives : les especes

réactives de ’oxygéne (EROQ) et les especes réactives a 1’azote (ERN).

111.2.1.1. Espéces réactives de I’oxygéne (ERO ou ROS Reactive Oxygen Species)

Les "espéces réactives de 1’oxygéne" sont des dérivés de 1’oxygeéne dont certains
électrons se trouvent dans un état énergétique excité, donc (tres) reactionnel. Certains de ces
dérivés portent un électron non apparié (= radical libre) (Tsumbu et al., 2012). Les radicaux
libres de I’oxygene incluent les radicaux libres comme 1’anion super oxyde (O2¢), le radical
hydroxyle (OHe) et des composés réactifs oxydants non radicalaires comme le peroxyde

d’hydrogene (H202), I’oxygene singlet (102).

A- Anion super oxyde (O2")

L'anion superoxyde est formé par Il'addition d'un électron a l'oxygene moléculaire
(Birben et al., 2012). C'est le premier radical formé lors du transport des électrons au niveau
de la chaine respiratoire (Harman, 2000 ; Sisein, 2014). Les différentes enzymes permettant

cette réaction sont : la NADPH oxydase, la xanthine oxydase, les cyclo-oxygénases (COX),

%0
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les lipo-oxygenases, les oxyde nitrique synthases NOS (Nitric Oxyde Synthases), les enzymes
du réticulum endoplasmique lisse (cytochromes P45O) et celles de la chaine de transport des

électrons dans la mitochondrie (Cai et Harrison, 2000 ; (Birben et al., 2012).
0z +e [|— (102"

La réactivité du O™ est limitée et son action sera plus le résultat des produits beaucoup
plus agressifs qui en sont dérivés en particulier le radical hydroxyle (HOe). Cette faible
réactivité permet d'ailleurs son utilisation par I'organisme comme médiateur régulant des

fonctions biologiques (Favier, 2003).

B.Radical hydroxyle (OH)

Les radicaux hydroxyles sont les radicaux libres de 1’oxygéne les plus réactifs qui
peuvent réagir avec I'ADN, les glucides, les nucléotides, les protéines et sont a l'origine de
Iésions de nécrose (Favier, 2003). Le radical hydroxyle (OH) peut étre induit par la réduction

de I’'H205 selon les réactions suivantes :

H.0: + Fe">-»0OH  + HO +Fe*® (Réaction de Fenton
H>O,+ O2- — HO' + Oz + OH (Réaction de Haber-Weiss)

Il est certainement ’ERO la plus destructrice pour la cellule et ses composants. Malgré
une durée de vie trés bréve et I’impossibilité pour lui de franchir les membranes, il possede
une trés grande réactivité liée a un potentiel oxydant tres élevé (Robineau et al., 2012).

C.Oxygene singulet (102)

Il correspond a une forme excitée de I'oxygene O, il possede la méme structure
¢lectronique que I'oxygene mais ‘agencée’ différemment, a savoir que les électrons de la
couche externe initialement non appariés se sont appariés. Il n’est donc pas radicalaire. Son
¢tat ‘excité’ lui confére un potentiel oxydant supérieur a celui de ’oxygene (Bonnefont-
Rousselot et al., 2003).

D.Radical peroxyde d’hydrogéne (H20>)

Le radical H.O> est trés oxydant il est relativement stable. Il peut traverser les
membranes lipidiques. 1l est tout de méme capable d’oxyder certaines macromolécules
biologiques en interagissant avec des métaux de transition (fer et cuivre). L’H202 n’est pas un

radical libre mais a la capacité de générer des radicaux hautement réactifs (Saoudi et al.,
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2011). 1l est généré dans le peroxysome, les microsomes et les mitochondries par une réaction
de dismutation (Ramirez et al., 2008).

O+ 0+ 2H" » H20:+ O2 Réaction de dismutation

E- Les radicaux peroxyl ROO":

Ils font plutot partie de la « deuxieme vague » d’ERO, dans la mesure ou leur formation
fait suite a une réaction d’oxydation d’acides gras polyinsaturés par d’autres ERO formées
préalablement. La partie « R » correspond a un acide gras polyinsaturé. Leur formation
comprend 2 étapes principales : la premiere (réaction 1) correspond a la perte d’un atome
d’hydrogene causée notamment par un radical hydroxyl, et la seconde (réaction 2) a la liaison

avec une molécule d’oxygene (Mc Michael.2007 ; Powers et Jackson. 2008).

RH + HO' — R + H,0 Réaction @

R + O, — ROO Réaction 2

111.2.1.2. Radicaux libres nitrogenes

A-Oxyde nitrique (NO* ; monoxyde d'azote)

Le monoxyde d’azote est un radical libre ubiquitaire synthétisé¢ a partir de 1’arginine
grace a I’action d’enzymes oxyde nitrique synthase (NOS) (Arora, 2002). L’oxyde nitrique est
un gaz qui ainsi diffuse bien a travers les membranes. Il est susceptible de réagir avec d’autres
radicaux libres pour former des especes oxydantes : le peroxynitrite NO3- (Ross et al, 2006 ;
Kalender et al.,2010).

\rﬁ NH \N(H + NO'
IO eY

+ + +

HaN C00" HsN COO" HsN  CoO"

Figure 11 : Réaction de formation du NO a partir de I'arginine (Bédard, 1998).

B-Dioxyde d’azote (NO2.)
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C’est un polluant atmosphérique qui se forme a partir de la réaction du radical peroxyle

avec le NO

NO + O2 -2 NO»

Le NO2* attaque les doubles liaisons des acides gras non-saturés et transforme ces
acides soit de cis-en trans, soit par nitration. Des lipoxygénases transforment I’acide
arachidonique en eicosanoides (prostaglandines, leucotriénes ...etc), qui sont des messagers
intra et extracellulaires indispensables. Ces réactions créent des radicaux libres. Comme le

02e-, NO2+ peut exister assez longtemps dans les espaces intra membranaires aprotiques
(Sisein, 2014).

C- Peroxyde nitrite (ONOO-)

Le Peroxynitrite est un dérivé d’oxygéne trés toxique qui provoque des Iésions
tissulaires trés graves en plus de ’oxydation des LDL. Le ONOO-non radicalaire est instable
(durée de vie < une seconde). Il est capable d’oxyder les protéines et les bases azotiques des
brins d’ADN par une grande similarité de I’oxydation par le radical hydroxyle (Monocada,

1993). La réaction du NO avec I’anion superoxyde donne naissance au peroxynitrite.

Irradiation UV

HzOz

Peroxyde
d’hydrogéne

cr

HOCL

oxydases O
L 2

Acide hypochloreux

superoxyde
dismutase
Cycles redox/
mitochondrie

0"

Arginine

'02

Oxygene singulet

Radical superoxyde
Fes +

OH
Radical hydroxyle

ONOO

Peroxynitrite

NO’

Monoxyde d'azote
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Figure 12: Mécanisme de production des EROs et ERNs (Boubali, 2017).

111.2.2. Origine des radicaux libres

Il existe deux origines possibles : endogéne et exogene.

111.2.2.1.0rigine endogene

Plusieurs sources sont identifiées et parmi lesquelles la chaine respiratoire
mitochondriale est considérée comme la source majeure des ERO. Au niveau de la membrane
des mitochondries, les composés réduits issus du cycle de Krebs (NADH et FADH2) sont
oxydés, libérant ainsi de I’hydrogéne (H+) et des é€lectrons. Les €lectrons sont transférés le
long de la chaine respiratoire au cours des réactions d’oxydoréduction jusqu’a I’accepteur
final, I’oxygéne, qui est réduit complétement en H.O (Carriere et al., 2006). Les complexes |
et III de la chaine mitochondriale semblent étre a I’origine de la fuite des €lectrons. Ainsi,
compte tenu de ’intense activité de la chaine respiratoire dans les organismes aérobies, la
fuite des ¢électrons d’origine mitochondriale semble étre la source majoritaire d’EROs dans la
cellule, devancant les activités de la NADPH oxydase membranaire (Moller et al., 1996 ;
Tessier et Marconnet, 2015).

Il y a d’autres sources endogenes physiologiques : Les NADP (H) oxydases sont des
enzymes présentes dans la paroi vasculaire et qui générent 1’O2 en utilisant NADH ou
NADPH comme substrat. L’enzyme xanthine oxydase joue un réle important dans la
production des ERO (particulierement 1’O2e- et H202). Lors du métabolisme de I’acide
arachidonique, ce dernier peut étre oxydé soit par les cycles oxygénases (COX), soit par les
oxygenases métallo-enzymes a fer pour former des hydro peroxydes (ROOH). La production
d’oxydants par les neutrophiles et les macrophages (au cours de I’inflammation) est
¢galement une source importante qui dépend de I’activité enzymatique de la NADPH-
oxydase. Les ERO peuvent aussi étre produits par la NO synthétase (Pincemail, 2002 ; Valko
et al.,2006).

111.2.2.2.0rigine exogéne

Les radicaux libres exogenes proviennent d'un apport extérieur, c'est-a-dire lors d'une
exposition a un environnement toxique. Les rayonnements UV, ’oxyde d’azote (NO) et le
dioxyde d’azote (NO2) présents dans notre environnement (goudron, tabac...ect), I'ingestion
d’alcool, La xanthine oxydase et I’aldéhyde oxydase peuvent oxyder le principal métabolite
de I’éthanol, 1’acétaldéhyde, avec production d’0O2.-. D’autre part, 1’éthanol stimule
également la production d’anion superoxyde par induction de la synthese des NADPH
oxydase, NADPH cytochrome réductase et du cytochrome P450 (Robineau et Mercier, 2012)

S
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certains médicaments anticancéreux et antibiotiques sont responsables de la synthese de
radicaux libres (Basdevant et al., 2006).

I11.3. Stress oxydant et ses conséquences biologiques: Principales cibles

biologiques des espéces réactives de I’oxygene

Le stress oxydatif, d0 aux radicaux libres, entraine des dégats tissulaires essentiellement par

I’oxydation des protéines, des sucres, de I’ADN et des lipides (Figure 7)

Espeéces réactives de l'oxygéne
- - ~
ADN Lipides Protéines
Oxydation des acides | Peroxydation lipidique I Oxydation des
nucléiques ‘ groupements soufrés
! (sulfoxyls, sulfhydryls)
Production d’aldéhydes
(malonadialdéhyde,
hydroxynonenal...) ‘
Altération Perturbationde I'intégrité Altération des protéines
des membranaire Systéemes enzymatiques
génes Altération fonctionnelle des récepteurs activés/inactivés
= -4 —
e ~ (,///
~ 4 e
Dommages cellulaires
Figure 13 : Les différentes cibles des espéces réactives de I'oxygéne (ERO)(Monteil,

111.3.1. Peroxydation lipidique

L’attaque des lipides concerne les lipoprotéines circulantes ou les phospholipides
membranaires. Dans le premier cas, l'oxydation des lipides ou des lipoprotéines
circulants aboutit a la formation des LDL oxydés qui peuvent étre captés par les macrophages
et former des dépdts lipidiques de la plaque d’athérome. Dans le second cas, I’attaque
des phospholipides membranaires modifie la fluidité de la membrane et perturbe le

fonctionnement des récepteurs et des transporteurs se trouvant a leur surface (Favier, 2003).

3
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La peroxydation lipidique fournit ainsi une grande variété de produits, dont certains peuvent
réagir avec les protéines et 1’ADN. Parmi les produits formés lors de Ia
peroxydationlipidique, I’isoprostane, le malonyldialdéhyde (MDA) et le 4-hydroxynonénal
(4-HNE) ont été étudiés comme marqueur de la peroxydation lipidique (Uzunhisarcikli et
Kalender 2011 ; Bonnefont-Rousselot et al., 2003 ; Garait, 2006)

111.3.2. Oxydation des proteines

A cause de leur abondance dans I’organisme, les protéines sont une cible importante des
ERO. Les modifications oxydatives des protéines provoquent 1’introduction d’un groupement
carbonyle dans la protéine (formation de protéines carbonylées « PC ») (Fetoui et al., 2010).

Ces réactions d’oxydation sont fréquemment influencées par les métaux de transition.
Elles peuvent étreclassées endeux catégories : d’une part, celles quicassent les liaisons
peptidiques et modifient la chaine peptidique, et d’autre part, les modifications des
peptides par addition de produits issus de la peroxydation lipidique comme le 4-HNE.
Il s’ensuit plusieurs types de modifications : fragmentation de la protéine, oxydation des
chaines latérales des acides aminés et formation de liaisons croisées entre deux protéines (El-
Khawaga et al., 2012). Ces modifications conduisent généralement a une perte de fonction
catalytique ou structurale des proteines affectées (Fetoui et al., 2010) et deviennent
généralement plus sensibles a 1’action des protéases et sont donc éliminées.

111.3.3. Sucres

En présence de métaux, ’oxydation du glucose peut libérer des céto-aldéhydes, du
peroxyde d’hydrogéne (H20.) et des anions superoxydes (OH), et entrainer la coupure de
proteines et leur glycation par attachement du céto-aldéhyde formant un dérivé de produit de
glycation avancé (AGE, Advanced Glycation End product) (Barnoud et al., 2007).

11.3.4. Dommage de ’ADN

Les ADN nucléaires et mitochondriaux constituent une cible cellulaire importante. Les
bases qui composent I'ADN, et particulierement la guanine, sont sensibles a l'oxydation
(Grandjean, 2005). L'attaque radicalaire peut étre directe et entrainer I'oxydation des bases,
engendrant un grand nombre de bases modifiées. Cependant le stress oxydant peut aussi
attaquer la liaison entre la base et le désoxyribose (Favier, 2003). En conséquence, l'attaque
radicalaire est, en effet, a l'origine de cassures ou d'anomalies chromosomiques, susceptibles

de favoriser la cancérogenése et le vieillissement tissulaire (Favier, 2011). (Figure 11).
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Figure 14 : Types de lésions de I'ADN provoqués par les attaques radicalaires (d'apres

Favier, 2003).

I11.4. Systeme de défense antioxydants

L’organisme est doté d’un ensemble de systeémes de défenses trés efficaces

contre la surproduction d’ERO. Le terme d’antioxydant désigne toute substance qui,

présente a faible concentration par rapport a celle du substrat oxydable, retarde ou

inhibe

significativement I’oxydation de ce substrat (Halliwell, 1990). Les systémes

antioxydants peuvent étre classés selon leur mode d’action, leur localisation cellulaire et leur

origine (Delattre et al., 2005). Les stratégies de défense vis-a-vis du stress oxydant sont

variées (Figure 10).
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Stratégie 1:
piéger Stratégle 5: l
e recyler/ | Stratégie 3¢
renforcer | protéger
'd

Radicaux _—
7 (02", HO", etc.) /
! — ., Attaque Dommages
2 : 8
: I L biomolécules oxydatifs
~., Espéces réactives (R, ROO", etc)

non radicalaires

(20,, HO", HOC, etc.) e . 7 3 = -
1- Piéger les radicaux libres : SOD, acide urique, bilirubine, vit £, vit C,...

Stratégies de lutte par les antioxydants contre le stress oxydant :

1L 2- Inactiver les especes réactives / chélater les métaux: GPx, CAT,
Stratégie 2 : Py ; o )
” N *
inactiver / bilirubine, acide a-lipoigue, protéines de transport,...

chélater 3- Protéger les biomolécules : CoQ10, vit E, caroténoides,...
4. Réparer les dommages oxydatifs : PON 1.

5- Recycler ou renforcer d'autres antioxydants : CoQ10, vit C, métaux.

Figure 15: Stratégie du lutte des antioxydants contre le stress oxydant
(Grandjean, 2005).
111.4. 1. Différents types des antioxydants

Il existe deux classes d’antioxydants : les endogenes et les exogenes. Les antioxydants
endogenes sont principalement les enzymes superoxyde dismutase, catalase et glutathion
peroxydase dont les mécanismes sont développés plus haut. La deuxiéme partie permet
d’appréhender les antioxydants exogeénes qui sont, par définition, apportés de I’extérieur par

exemple par 1’alimentation.

111.4. 1.1.Endogéne
+ Les antioxydants enzymatiques
Les enzymes antioxydantes sont les premiéres lignes de défenses contre les entites
oxydantes. Leur r6le est de diminuer la quantité de ROS présentes dans la cellule. Parfois ces
enzymes nécessitent des oligo-éléments (Cu, Zn, Mn, Se, Fe) comme cofacteurs pour pouvoir

exercer leur activité enzymatique (Auberval., 2010).

a). Les superoxydes dismutases (SOD EC 1.15.1.11)

Les SODs ce sont des métallo-enzymes qui existent sous trois formes dans les tissus des
mammiferes et qui difféerent par leurs cofacteurs, leurs emplacements sous-cellulaire et leurs
distributions tissulaires.

1. La superoxyde dismutase de cuivre-zinc (CuZnSOD) est présente dans le cytoplasme et

les organites de presque toutes les cellules de mammifere. (Laukkanen et al.,2016)
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2. La superoxyde dismutase de manganése (Mn-SOD) ou de fer se trouve dans les
mitochondries de presque toutes les cellules

3. La superoxyde dismutase extracellulaire (ECSOD) est une SOD contenant du cuivre et
du zinc. Elle a une grande affinité pour I'héparine et les sulfates d'héparine

Ces enzymes sont la premiéere ligne de défense contre le stress oxydant en raison de sa
capacité de convertir les radicaux superoxydes hautement réactifs en peroxyde d’hydrogéne et
en oxygene moléculaire elles

catalysent la dismutation del’O2" en H2O2 selon la réaction suivante :

20+ 2H" — H:0:+ 02

b). La catalases (CAT : EC 1.11.1.6)
Les Catalases sont des enzymes qui catalysent la conversion du peroxyde d'hydrogene en eau
et oxygene, lls se composent de quatre sous-unités protéiques, chacune contenant un groupe
héme et une molécule de NADPH. La catalase est particulierement concentree dans le foie et
les érythrocytes, mais se trouve aussi dans dautres tissus. Dans la cellule, elle est
majoritairement concentrée dans les peroxysomes ou elle régule la production de H20; issue
des enzymes oxydases et empéche ainsi sa diffusion hors de I’organite
Elle posséde une activité peroxydase et capable d’utiliser une molécule d’H,O, comme
substance donneur d’électrons et une autre moléculed’H202 comme oxydant ou accepteur
d’¢électrons Leur fonction principale est de catalyser la décomposition
par dismutation du peroxyde d’hydrogeéne en eau et en dioxygene

Elle catalyse ainsi la réaction suivante :

2H,0, - 2H,0 + 0,

Le mécanisme réactionnel met en jeu le fer (I11) de chaque groupement héminique. Celui-
ci permet la rupture hétérolytique de la liaison entre les deux atomes d’oxygene de ’'H20,. Au
cours de cette réaction le Fer 11l est oxydé en Fer (IV)=0 (1), puissant oxydant qui va dans
une seconde étape oxyder une deuxiéme molécule d’H>O> pour donner une molécule d’eau et

une molécule de dioxygene (2) :
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H,0, + Fe(III) — CAT » H,0 + O = Fe(IV) — CAT (1)
H,0, + 0 = Fe(IV) — CAT - 0, + Fe(III) — CAT + H,0  (2)

c).La glutathion peroxydases (GPx :EC 1.11.1.9)

La glutathion peroxydase (GPx) est une sélénoprotéine, formée de quatre sous-unités
identiques contenant chacune un atome de sélénium incorporé dans une molécule de
sélénocystéine, elle est présente dans les liquides extracellulaires et dans les cellules au niveau
du cytosol et des mitochondries

Des glutathion peroxydases a sélénium sont retrouvées dans le plasma (pGPx), dans le cytosol
(cGPx), au niveau de la membrane cellulaire (HPGPX), et on retrouve une isoenzyme qui est
spéecifique aux cellules digestives (GIGPx)

La GPx catalyse la réduction du peroxyde d’hydrogene ou du peroxyde organique
(ROOH) en eau ou en alcool, ce processus se produit en présence de GSH, qui est converti en
GSSG (glutathion oxydé). Elle assure plus largement la transformation des hydroperoxydes
organiques, lipidiques notamment de type ROOH, en alcools (ROH)

2GSH + H,0, - GSSG + 2H,0
GSH + ROOH - GSSG + ROH + H,0

D).Les Glutathion-S-Transférases (GST, EC 2.5.1.18)

Les GST sont des enzymes sont une famille d'enzymes de détoxification de phase 11, qui
catalysent la conjugaison du glutathion (GSH) a une grande variété de composés électrophiles
endogenes et exogene telles que les espéces réactives de I'oxygeéne (ROS) ou les
xénobiotiques et les cancérogénes environnementaux lls sont divisés en
deux groupes : microsomal liés a la membrane et cytosolique,les GST humaines sont répartis
en 8 classes selon leurs propriétés structurales (similarité des séquences nucléotidiques). On
distinguera ainsi les classes : Alpha (o)), Kappa (x), Mu (p), Omega (), Pi (n), Sigma (o),
Théta (0) et Zeta ()

Les thiorédoxines (TRX) et la thiorédoxine réductase (TRxR)

Le systeme thiorédoxine comprend la thiorédoxine (Trx), la thiorédoxine réductase
(TrxR) et le NADPH. Les thiorédoxines sont des enzymes a activité antioxydante intrinséque
comme toutes les protéines a groupement thiol (-SH), une fois oxydée, la thiorédoxine sera

régénérée par le NADPH sous I’action de la thiorédoxine réductase (TrxR), cette dernicre

o
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possede un groupement sélénocystéine dans son site actif et elle intervient dans la dégradation
des peroxydes lipidiques et du peroxyde d’hydrogéne(Bouguerne, 2012).

0, Arginine
oxygine
l.. W ®
" 0 NO monoxyde
- amion superoxyde d'azote
superoxyde dwmuulsulmn |_':'__':.-.- azote
.nup::ruxyde: dismutase | Mp |2 = W
H,0, ONOOH

peroxyde d’hydrogéne ]Jerux'mitrii_z_e__

.glululhinu peroxydase El.j'f"_ — M - = '_
sélénoprotéine PE"
catalase Fe |_|’_.'_'_-;T_ )
thioredoxine peroxydase i H;0 radical hvdroxyle
e —
thioredoxine réductase |
‘ ADN oxydis | ‘ Lipides oxydés | | Protéines oxydées |

Figure 16.Mode d’action des principaux systémes enzymatiques antioxydants et

de leurs cofacteursmetalliques(Favier, 2003).

+ Les antioxydants nonenzymatiques :

Ce groupe de systemes antioxydants renferme de nombreuses substances endogenes
parmi lesquelles on peut citer le glutathion, I’acide urique, la bilirubine, la mélanine, la
mélatonine, 1’acide lipoique. De tous ces composés endogenes synthétisés par les cellules, le
plus important est sans doute le glutathion réduit (thiol majeur au niveau intracellulaire)
(Favier, 2003).

a).Le glutathion

Il s'agit d'un tri-peptide qui joue un rdle a de divers niveaux dans la lutte contre le stress
oxydant. Le glutathion (GSH) peut interagir directement avec les especes oxygenées activées
mais il est principalement utilisé comme substrat de la glutathion peroxydase qui assure
I'élimination des lipides peroxydés, il participe au transport des acides aminés a travers la

membrane plasmique, piégeur direct du radical hydroxyle et de I'oxygene singulet, et

@

participe dans la régénération des vitamines C et E (Birk et al.,2013 ; Kurutas, 2016).
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b) .L’acide urique

L’acide urique est formé suite a I’oxydation de 1’hypo-xanthine et de la xanthine par la
xanthine oxydase. Dans les conditions physiologiques, 1’acide urique est majoritairement
ionisé sous sa forme d’urate (UrH2-). Dans le plasma il posséde une forte activité de piégeage
des radicaux. C’est un puissant piégeur de radicaux *OH, ROOe« et NOO- (Haleng et al.,
2007).

¢).L’acide alpha-lipoique

L'acide alpha-lipoique est un acide soufré présent dans toutes les cellules du corps. C'est
un puissant antioxydant capable de neutraliser plusieurs types de radicaux libres car I'acide
alpha lipoique est soluble dans I'eau (hydrosoluble) et dans les graisses (liposoluble). En tant
qu’antioxydant, c¢’est un piégeur direct des radicaux libres, il chélate les ions de métaux de
transition (par exemple, le fer et le cuivre), augmente les niveaux de glutathion cytosolique et
de vitamine C et prévient des toxicités associées a leur perte (Senoglu et al, 2009).

d). La melatonine

La melatonine (N-acétyl-5-méthoxytryptamine) est un des principaux produits de
sécretion de la glande pinéale dans le cerveau, reconnue pour sa polyvalence fonctionnelle.
Dans des centaines d'études, la mélatonine a été documentée en tant que piégeur direct des
radicaux libres et antioxydant indirect, ainsi qu'en tant qu'agent immun-modulateur
important(Kurutas, 2016).

11.4. 1.2.Exogene:

+ les antioxydants naturels

a).Vitamine E (a —tocophérol) : La vitamine E est une vitamine liposoluble qui existe
sous huit dérivatifs et dont I’alfa-tocopherols est la forme la plus active chez 1’étre humain.
D0 a son activité antioxydante puissante, elle a été considérée comme l'antioxydant
membranaire majeur employé par les cellules. Son réle antioxydant général est la protection
contre la peroxydation lipidique . La vitamine E oxydée pourra étre reconvertie
principalement par la vitamine C, mais également par d’autres composés comme le GSH, la

vitamine A et I'ubiquinol (Delattre et al., 2005).

HO
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Figure 17. Vitamine E.

b). La vitamine C (acide L-ascorbique): C’est 1'un des principaux antioxydants
hydrosolubles présent dans les fluides intra- et extracellulaires(Haton., 2005). Elle joue un
role de prévention de I’oxydation dans le plasma et les fluides extracellulaires, dont elle est
considérée comme le plus important antioxydant (Koolman et R6hm, 2004). Elle permet de
pieger différentes ERO, et aussi de régénérer la vitamine E (Duarte et al., 2007 ; Powers et
Jackson, 2008).

OH

HO ')

HO
OH

Figure 18. Vitamine C

c). La vitamine A (caroténoide) :

La vitamine A agit de maniere synergique avec la vitamine E au niveau de la membrane pour
piege les radicaux libres. Elle serait aussi capable de régénérer la vitamine E oxydée.Les
caroténoides, dont font partie le B-caroténe et le lycopéne, picgent I’oxygene singulet, grace a

leur structure tres riche en doubles liaisons(Haton., 2005).

d).Les oligo-éléments:
Le sélénium (Se), le zinc (Zn), Le cuivre (Cu), le manganése (Mn), sont des éléments
essentiels possedant des propriétés antioxydantes, ils interviennent comme cofacteurs
d’enzymes.

Le sélénium est un cofacteur de I'enzyme glutathion peroxydase et autres
sélénoprotéines. Il est doué d’activités antioxydantes et anti- carcinogénes. Le zinc et un

3
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cofacteur de l'enzyme superoxyde dismutase, il fonctionne comme un antioxydant dans le
corps via la régulation du métabolisme du glutathion et la modulation de I'expression de la
métallothionéine. Le manganése appartient a la superoxyde dismutase (SOD) mitochondriale

e).Les polyphénols

Plusieurs études récentes ont été realisees, et ont mis en eévidence le role
protecteur d’une alimentation riche en polyphénols. Chimiquement, ces molécules sont
composées par des structures phénoliques caractérisées par un ou plusieurs noyaux
aromatiques (la phénylalanine et la tyrosine) qui peuvent étre associés a un ou plusieurs
groupes hydroxyles (OH) (Sun et al, 2012). Les polyphénols sont des produits
secondaires omniprésents, spécifiquement, dans le regne végetal avec des structures trés
diverses. Les fruits, particulierement les cerises, forment une source majeure de la gamme
variée de composants polyphénoliques (McDougall, 2017). En effet, tous les organes du
systeme végétal en comprennent, ce sont bien répartis allant des racines jusqu’aux fruits
(racine, tronc, écorce, tige, feuille, fleur, fruit) (Sun et al., 2012 ; Debbabi et al., 2016).
Parmi les polyphénols,il existe des molécules simples, telles que les acides phénoliques,
et des structures complexes, formées de plusieurs hydroxyles phénoliques, hautement
polymérisées comme les flavonoides, les anthocyanes et les tanins condensés (Del Rio et al.,
2013).

Les polyphénols ont été classés en différentes catégories, selon le nombre et la
structure des noyaux phénoliques ainsi que la nature des radicaux qui les lient les uns aux
autres. 1l existe deux principaux groupes de polyphénols: le groupe des flavonoides et le

groupe des non-flavonoides (Tableau 03)

Tableau 04: Les deux groupes de polyphénols (Defraigne JO & Pincemail J, 2008)
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Polyphénols Familles Principaux composes (rigines
" Cipre, piment chocolat,
Flavonols {Quercéting —
o Persil, romarin,
Flavones Apigénine camomille
. Flavanones Naringéning Agmimes
Flavonoides e Yol Caéhine Théver
Isoflavones (remistene So7a
Anthocyanidines (yaniding Fruits rouges, raisin
Tannins hydrosolubles Polyphénols de hauts Plantes
0l 0 poids molecularre SUprIEures
Kok by b Acide vanilligue Vanille
Acide gallique Feuilles de the
. Acide caftique (afe
= : o Acide férulique Riz, ble, asperges
Flavonaides | Acides hydro-cinnamiques e q. P dfpumﬂl:rrc,
cide cholinergique |, i
Stilbenes Resveratrol Ratsm, vin
Lignines Lignane Baots

a) Les flavonoides
Les flavonoides représentent une tres large gamme de composés naturels appartenant a

la famille des polyphénols. Ils constituent des pigments responsables des colorations jaune,

orange et rouge de différents organes veégétaux. Les flavonoides partagent une structure

commune C6 — C3 — C6 du noyau. Celle-ci est formée de deux noyaux aromatiques, indiqués

comme o et B reliés entre eux par trois atomes de carbones formant un hétérocycle oxygéné

nommé le noyau y (Figure 1 4).
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OH

HO 0
3 OH

CH

Figurel9:Structure de base des flavonoides

Structuralement les flavonoides se répartissent en plusieurs classes de molécules selon le degré
d’oxydation et la nature des substituants portés sur le cycle C, 14 groups différents ont été identifiés
dont six groupes sont particulierement les plus répandus et les mieux caractérisés ; flavones,
isoflavones, flavanones, flavanols, flavonols, anthocyanidines (Del Rio et al., 2013 ; Santhakumar et
al., 2018)

- Les flavonoides (Flavones) : Apigénine

L’apigénine (Figure 16) appartient a la grande famille des flavones, une sous-classe des
flavonoides connus pour leurs bénefices pour la santé. En effet, cette molécule
présente des activités anticancéreuses in vivo (Birt et al., 1997) ainsi que des effets
antiallergiques, antimicrobiens, antiviraux et anti-inflammatoires qui sont principalement
présent dans le persil (Justesen et al., 1998) qui est également beaucoup consommé dans le
régime méditerranéen, principalement au Moyen-Orient ou il est utilisé dans la médecine

traditionnelle (Farzaei et al., 2013).

K3
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Figure 20: Structure chimique d’un exemple de flavonoides comme I’Apigénine

Ce flavone se trouve aussi dans le thym, le romarin, le céleri et la camomille.

Il est également présent dans le miel (Khalil et al., 2010) et dans I’huile d’olive (Ricciutelli et

al., 2017). L’apigénine est particuliecrement reconnue pour ses effets antioxydants et

antimutagenes in vitro (Kuo et al., 1992 ; van Acker et al., 1996) en agissant favorablement

sur les enzymes impliquées dans la mort cellulaire, ainsi que dans les phénomenes de

réplication de I’ADN.De plus, cette molécule est capable de moduler la transmission

GABAergique et glutamatergique dans les neurones corticaux en culture (Losi et al., 2004).

Des études réalisées sur ’Homme ont montré que le mode d’absorption de [’apigénine,

contenue entre autre dans le persil, différe d’un individu a un autre (Nielsen et al., 1999).
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I. Matériels et méthodes
I.1.Matériel biologique

Dans notre étude, nous avons utilisé 25 rats blancs méales (Albinos wistar), provenant de
Iinstitut pasteur d’Alger. Agés de 10-12 semaines avec un poids de 220+20 g, les animaux
sont élevés au niveau de I’animalerie du département de Biologie, Université Badji Mokhtar —
Annaba. Ils ont été soumis a une période d’adaptation d’un mois environ, aux conditions de
I’animalerie ; a une température de22 + 2°C et une photopériode de 12 h/12 h.

Les rats étaient logés dans des cages en polyéthyléne qui sont tapissées d’une liticre
constituée de copeaux de bois. Les cages ont été nettoyées et la litiere changée une fois tous
les deux jours jusqu’a la fin de I’expérimentation. Ils ont été nourris avec un concentré
énergiquement équilibré sous forme de croquettes (aliments secs en bouchons) (ONAB,
Bejaia).L’eau de boisson est servie dans des biberons ad libitum, et renouvelée

quotidiennement.

1.2. Matériel chimique
I. 2.1. Le Bisphénol A

La premiére molécule utilisée dans cette expérimentation est le bisphénol A. (pureté

>99%), a été commandé aupres de Sigma Chemical Co (St Louis, France).

1.2.2.L"Apigénine

L'Apigénine (API) est un composé chimique (Figure 16) appartenant a la grande
famille des flavones, une sous-classe des flavonoides connus pour leurs bénéfices pour la
santé.En effet, cette molécule présente des activités anticancéreuses in vivo (Birt et al.,
1997) ; ainsi que des effets antiallergiques, antimicrobiens, antiviraux et anti-inflammatoires
qui sont principalement présent dans le persil (Justesen et al., 1998) qui est également
beaucoup consommeé dans le régime méditerranéen, principalement au Moyen-Orient ou il est

utilisé dans la médecine traditionnelle (Farzaei et al.,2013).

Ce flavone se trouve aussi dans le thym, le romarin, le céleri et la camomille. 11 est
également présent dans le miel (Khalil et al.,2010) et dans I’huile d’olive (Ricciutelli et al.,
2017).

a9
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Tableau 05 :Lescaractéristiques physicochimiques de I’API

Parametres

valeurs

Formule brute

C15H1005 [Isomeres]

Masse molairel 270,2369 + 0,0142 g/mol
Te fusion 347,5°C2
Solubilité 183 mg-L-1 (eau, 25 °C)2

Pression de vapeur saturante

1,01x10-10 mmHg (25 °C)2

C

66,67 %, H 3,73 %, O 29,6 %,

1.3. Traitement des animaux

Apres une période d’adaptation de deux semaines, les rats ont été répartis au hasard en 5
groupes de 5 rats chacun. Les rats ont été traités quotidiennement pendant 30 jours par voie
orale (gavage) a I’aide d’une sonde gastrique a raison de 10 mg/kg/l de BPA et a ’APG a

raison de 20 mg/kg/l. Les solutions meéres ont été préparées extemporanémentdans 1’eau

Millig.

Le protocole de traitement est illustre dans la figure 20 et selon les lots expérimentaux

suivant :

» Groupe 1 : Rats témoins recevant I’cau de robinet pendant 30 jours.

» Groupe 2 : des rats traités par le BPA dissout dans 1’eau distillée a raison de 1 mg/kg de

poids corporels pendant 30 jours.

» Groupe 3 :rats traités par le BPA dissout dans 1’eau distillée a raison de 10 mg/kg de

poids corporels pendant 30 jours.

» Groupe 4 :rats traités par le BPA avec la méme dose que celle du groupe 2 avec

supplémentassions quotidienne de 20 mg/kg de poids corporelsd’ Apigénine

pendant 30 jours.

» Groupe 5 :rats traités par le BPA avec la méme dose que celle du groupe 3 avec

supplémentation quotidienne de 20 mg/kg de poids corporelsd’ Apigénine

pendant 30 jours.
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Figure 21 : Schéma récapitulatif du protocole expérimental.
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1.4. Prélévements des échantillons

1.4.1. Prélévement sanguin

Apres 30 jours de traitement les rats composant les cing groupes sont sacrifiés par
dislocation cervicale, le sang est immédiatement recueilli dans des tubes secs étiquetés, puis
centrifugés a 3000 tours/min pendant 15 minutes. Le sérum est séparé en trois fractions dans
des tubes eppendorfs et stockés au congélateur a une tempeérature de (-20° C) jusqu'au

moment de dosage.
1.4. 2. Prélevement des organes

Apres la dissection, le foie et les testicules sont soigneusement prélevés, rincés avec du
NaCl a 0.9% puis peses pour déterminer leur poids absolu. Ils ont été stockés selon deux
méthodes : la moitié est stockée au congélateur pour la préparation ultérieure de 1’homogénat
qui a servi au dosage des parameétres du stress oxydant, I’autre moiti¢ fixée dans la solution de

formol & 10% afin de réaliser des coupes histologiques.
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Figure 23 :Le sacrifice et la dissection des rats

1.5. Exploration de la fonction hépatique

1.5.1.Dosage de la bilirubine totale et directe

Le dosage de la bilirubine a été réalisé par la méthode colorimétrique selon la fiche technique
(Spinreact).

La bilirubine est convertie en azobilirubine coloré par l'acide sulfanilique diazotéet
mesuré par la méthode photométrique. Les deux fractions de bilirubine présents dans le
sérum, bilirubine-glucuromide et bilirubine libre sont liés a l'albumine, seulement la
bilirubine-glucuromide réagit directement dans la solution aqueuse (la bilirubine directe).
Tandis que la bilirubine libre exige la solubilisation avec le dimethylsulfoxyde (DMSQ) pour
réagir (la bilirubine indirecte). Dans la détermination de la bilirubine indirecte, la directe est

également déterminée, les résultats correspondent a la bilirubine totale.

E
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L'intensité de la couleur formée est proportionnelle & la concentration de bilirubine dans
I'échantillon (Kaplan et al.,1984).
I.5.2.Dosage de I'activité d'aspartate aminotransférase ASAT (TGO)

Le dosage de l'activité d'aspartate aminotransférase a été réalisé par la méthode
cinétique selon la fiche technique (Spinréact).

e Principe

L’aspartate aminotransférase (ASAT) appelée aussi 'oxaloacétate de glutamate
transaminase (TGO) catalyse le transfert réversible d’un groupe aminé a partir de
I’aspartate au a-cétoglutarate formant le glutamate et I’oxaloacétate. L’oxaloacétate est
réduit au malate par la malate déshydrogénase (MDH) et le NADH, H+ (Murray, 1984) selon

la réaction ci-dessous :

Aspartate + a- cétoglutarate ASAT , Glutamate + Oxaloacetate

Oxaloacetate + NADH, H* MDH Malate + NAD”

La diminution de la concentration en NADH est directement proportionnelle a

I’activité enzymatique d’aspartate aminotransférase dans 1’échantillon (Murray, 1984).

1.5.3.Dosage de I'activité d'alanine aminotransférase ALAT (TGP)
* Principe

L’alanine aminotransférase (ALAT) appelée aussi le pyruvate de glutamate
transaminase (TGP) catalyse le transfert réversible d’un groupe aminé a partir de
I’alanine au a-cétoglutarate formant le glutamate et le pyruvate. Le pyruvate est réduit au
lactate par la malate déshydrogénase (MDH) et le NADH, H+ (Murray, 1984). Ce principe est

présenté selon la réaction suivante :

Alanine + ¢- cetoglutarate ALAT | Glutamate + Pyruvate

Pyruvate + NADH,H' MDH Lactate + NAD"
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La diminution de la concentration en NADH est directement proportionnelle a

’activité enzymatique d’alanine aminotransférase dans 1’échantillon (Murray, 1984).

1.6. Exploration de la fonction reproductrice (Dosage hormonal)
Le dosage des paramétres hormonaux a été accompli au sein d’un laboratoire d’analyses

médicales a Annaba

1.6.1.Dosage de la testostérone
e Principe

Le test immuno-enzymatique sur phase solide (ELISA) est basé sur le principe
decompétition. La quantité inconnue d’antigénes présente dans 1’échantillon et une quantité
fixed antigénes conjugués a une enzyme entrent en competition pour les sites de fixation
desanticorps coatés dans les puits. Aprés incubation, les puits sont lavés pour arréter la
réactionde compétition. L’intensité de la couleur développée suivant la réaction substrat est
inversement proportionnelle a la quantité d’antigene présente dans I’échantillon. Les résultats
des échantillons peuvent étre déterminés directement a partir de courbe étalon.

e Calcul des résultats

Les densités optiques (DO) des étalons sont reportées en fonction de leurs
concentrations (axe X, logarithmique) soit sur papier graphique semi-logarithmique soit en
utilisant une méthode automatisée. Une bonne analyse est obtenue avec les méthodes
cubic-spline, Logistics 4 Parametres ou Logit-Log. Pour le calcul de la courbe étalon,
appliquer chaque signal des étalons (une valeur apparemment fausse d’un double dosage
peut ne pas étre prise en compte et peut étre remplacée par une valeur plus plausible). La
concentration des échantillons peut étre lue a partir de courbe étalon. Les échantillons
présentant une concentration supérieure a celle de 1’étalon le plus concentré doivent étre
dilués de la facon décrite dans les préparations

Préalables au test et testés de nouveau. Les résultats des échantillons ayant été pré-
dilués doivent étre multipliés par le facteur de dilution appliqué. Les concentrations sont

exprimeées en ng/ml
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1.6.2.Dosage de la LH
e Principe
Le dosage de la LH plasmatique a été effectué par la méthode ELISA : Enzyme-Linked-
immunosorbant-assay (Kujlin et al .,1990) utilisant un kit Boehringer pour systéme ES 22.
Cette methode repose sur le principe sandwich, elle emploie deux types d'anticorps: un
anticorps monoclonal anti-LH et anticorps marqué a une enzyme (anticorps anti-LH marqué a

la péroxydase)

1.6.3.Détermination de la concentration de spermatozoides dans I'épididyme

L'épididyme de rats a été coupé et dilué dans 1 ml de la solution préparée a partir d'eau
distillee (100 ml), dans laquelle 0,008 g de pénicilline, 0,001 g de pyruvate de sodium et
0,210 g de bicarbonate de sodium ont éte ajoutés a I'échantillon dilué mélangé. Ensuite, une
goutte du surnageant a été déposée au centre de I'hémocytometre de la cellule de Malassez. Le
nombre de spermatozoides a été déterminé en comptant les spermatozoides présents dans 10

des 25 carrés de la chambre. La valeur obtenue a été multipliée par un million.

1.7.Dosage des parametres du stress oxydant

|.7.1.Préparation de ’homogénat

Un gramme de foie, testicules de rats récupérés a partir des cinque lots étudiés, ont été
broyés. Apres homogénéisation des tissus dans 2 ml de solution tampon phosphate (TBS :
Tris 50 mM, NaCl 150 mM, pH 7.4) a 1 :2 (P/V), on a procédé a une centrifugation de la
suspension cellulaire (9000 trous/min, 4°C, 15 min), puis le surnageant obtenu est aliquoté
dans des tubes eppendorfs est conservé -20°C en attendant d’effectuer les dosages des

parametres du stress oxydant.

1.7.2.Dosage des protéines tissulaires

Les protéines tissulaires ont été quantifiees selon la méthode colorimétrique de Bradford
(1976) qui utilise le Bleu Brillant de Coomassie G250 (BBC) comme réactif et I’albumine de
sérum de boeuf (BSA) comme standard. Le BBC réagit avec les groupements amines (-NH2)
des protéines pour former un complexe de couleur bleue. L’apparition de cette couleur refléte
le degré d’ionisation du milieu acide et I’intensité établit la concentration des protéines qui est

mesurée spectrophotométriqguement a 595nm.
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e Mode opératoire
Prélever 0,1 ml de I'hnomogénat.

- Ajouter 5 ml du réactif de Bradford.

- Agiter et laisser reposer 5 min pour la stabilisation de la couleur.

- Lire la densité optique a 595 nm, contre le blanc (H20 a la place de ’homogénat).

- La densité optique obtenue est rapportée sur une courbe d'étalonnage préalablement
tracée.

e Calcule de la concentration des protéines :

La densité optique obtenue est rapportée sur une courbe d'étalonnage préalablement
tracée. La concentration des protéines est déterminée par comparaison a une gamme étalon

d’albumine sérique bovine (1 mg/ml) réalisée dans les mémes conditions (annexe).

1.7.3.Détermination du taux de glutathion réduit (GSH)
Le glutathion est un thiol intracellulaire le plus abondant présent dans toutes les cellules
animales.
e Principe
Ce dosage repose sur la mesure de I’absorbance optique de 1’acide 2-nitro-5-
marcapturique qui résulte de la réduction de I’acide 5,5-dithio-bis-2-nitrobenzoique par les
groupements (-SH) du glutathion.

NO»
COOH
NO
S
COOH
COOH
3 [
DTNB 1 + GSH _~ +
S
$ NO;
|
G TNB
COOH absorbant
Acide glutathionyl-dithio-nitrobenzoique
NO>

Figure 24: Principe de dosage du glutathion
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e Mode opératoire
La procédure expérimentale du dosage du glutathion est la suivante :
Prélever 0.8 ml de ’homogénat0.2ml de la solution d’acide salicylique (0.25%)
Agiter et laisser pendant 15 minutes dans un bain de glace
Centrifuger a 1000 tours /min pendant 5min
Prélever 0.5ml du surnageant

Ajouter 1 ml du tampon Tris-NaCl, pH 7.4

AN N N N NN

Mélanger et ajouter 0.025 ml de I’acide 5,5dithio-bis-2-nitrobenzoique (DTNB) a
0.01M.
Laisser pendant 5min & une température ambiante et lire les densités optiques a 412 nm

contre le blanc réactif.

Calcul de la concentration :
La concentration du GSH est obtenue par la formule suivante :

DO x 1 x 1.525
13.100 X 0.8 X 0.5 X mg proteines

GSH (pmol/mgproteines) =

= DO : La densité optique

= 1 : Volume total des solutions utilisées de la déprotéinisation (0.8ml homogénat, 0.2ml
SSA).

= 1.525 : volume total des solutions utilisées dans le dosage du GSH au niveau du
surnageant (0.5 ml surnageant + 1ml tris + 0.025 ml| DNTB).

= 13.100 : Coefficient d’absorbance (concernant le groupement —SH a 412 nm).

= (0.8 : Volume de I’homogénat aprés déprotéinisation.

= 0.5 : Volume de surnageant trouvé dans 1.525 ml.

e Préparation des solutions tampons

» Tampon Tris-EDTA : Tris (C4H11NO3) a 0,4M et EDTA a 0,02M, on dissout
19,382¢g deTris et 2,976g d’EDTA dans 400ml d’eau distillée. Le pH doit étre ajusté a I’aide
d’un pHmétre a 9,6 en ajoutant I’HCI (acide) ou le NaOH (base).

» Solution SSA : On dissout 0,063g d’acide sulfosalycilique dans 25ml d’eau
distillée.
» Solution DTNB 0,01M : Dissout 0,0594g dans 15ml de méthanol absolu.
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1.7.4.Dosage de I’activité de la glutathion S-transférase (GST)

Les glutathion S-transférases appartiennent a une famille d’enzymes multifonctionnelles
essentiellement cytosoliques, impliqués dans le transport et la biosynthése intracellulaire.
Elles catalysent des réactions de conjugaison entre un peptide endogéne, en présence d’un
cofacteur le glutathion, et des molécules réactives comportant des sites électrophiles. La
conjugaison entraine la formation d’une molécule nouvelle ; 1- S- Glutathionyle 2- 4

Dinitrobenzéne permettant de mesurer ’activité de GST.

e Principe

La mesure de I’activité de la glutathion-S- transférase (GST) est déterminée selon la
méthode de Habig et al., (1974).Elle est basée sur la réaction de conjugaison entre la GST et
un substrat, le CDNB (1-Chloro2 ,4 di nitrobenzene) en présence d’un cofacteur le glutathion
(GSH), la conjugaison entraine la formation d’une molécule novelle ; 1-S-Glutathionyl 2-4

Dinitrobenzene permettant de mesurer I’activité de GST selon la réaction suivante :

Cl
//‘\\}/ o S
GSH + ‘ L, OzN_<\ // s +CI"+H
P \
\f/ % \/
NO
NO,
CDNB GS-DNP

e Mode opératoire

Les échantillons sont homogénéisés dans 1 ml de tampon phosphate (0.1M, pH6).
L’homogénat est centrifugé a 1400 t /min pendant 30 min et le surnageant récupéré servira
comme source d’enzymes. Le dosage consiste a faire réagir 200 pl du surnageant avec 1,2 ml
du mélange CDNB. La lecture des absorbances est effectuée toutes les minutes pendant 5
minutes a une longueur d’onde de 340nm dans un spectrophotometre UV/visible contre un

blanc contenant 200 pl d’eau distillée remplacant la quantité du surnageant.
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Tableau 06: Protocole utilisé pour le dosage du GST

) Blanc Echantillon
Réactifs
(n (D)
Tampon phosphate (0.1M
Pon PHosP ( ) 850 830
pH 6.5
CDNB (0.02 M) 50 50
GSH (0.1 M) 100 100
Homogénat | ....... 20

e Calcul de P’activité de la GST
L’activité de la GST exprimée en nanomoles de C-DNB par minute par milligramme de

proteines (nmol C-DNB/min/mg prot) selon la formule suivante :

GS T (nmol C-DNB/min/mg prot) = A DO échantillon — A DO Blanc

e x L x mg pro

= A DO échantillon — A DO blanc : moyenne des DO des échantillons par minute —
moyenne des DO des Blancs par minute ;
= ¢ : Coefficient d’extinction moléculaire du C-DNB, ¢C-DNB = 9.6 mM-1.cm-1 ;

= L : Trajet optique de la cuve = 1cm. [J
Préparation des solutions tampons

+ Tampon phosphate (0.1 M) pH 6.5 : de la méme facon que celui de pH 7.4 juste on

réglée pH a I’aide du pH metre a 6.5 par ’ajout du HCI.

+ Solution CDNB (0.02M) : Dissoudre 202,55 mg CDNB dans 50 ml d’éthanol
absolu.

+ Solution GSH (0.1M) : Dissoudre 153,65 mg GSH dans 50 ml d’eau distillée.

o0
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1.7.5.Détermination du taux de malondialdéhyde (MDA)

Le MDA est I'un des produits des réactions de peroxydation lipidique qui se forme lors
de l'attaque des lipides polyinsaturés par des espéces réactives de l'oxygene, générées par
certains contaminants. Dans notre étude, le niveau dela peroxydation lipidique a été évalué
par le dosage des TBARS d’apres la méthode de Buege et Aust (1978), dans le rein, le foie et
le cerveau.
1.7.5.1. Principe

Le principe de ce dosage est basé sur la condensation de MDA en milieu acide et a
chaudavec l’acide thiobarbiturique. La réaction entraine la formation d’un complexe, de
couleurrose entre deux molécules d’acide thiobarbiturique, qui peut étre donc mesuré par

spectrophotométrie d’absorption a 530 nm.

r

\( \
malondialdéhyde

(MDA) oH
[H] Acide thioarbiturique
A (TBA)

Dérivé MDA(TBA),
coloré en rose

Figure 25. Réaction du dialdéhyde malonique avec 1’acide thiobarbiturique.
e Mode opératoire :
- Prélever 375 pl de 'hnomogénat.
- Ajouter 150 pl de la solution tampon TBS (Tris 50mM, NaCl 150mM pH 7.4)
- Ajouter 375 pl de la solution TCA-BHT (TCA 20%, BHT 1%).
- Agiter et centrifuger a 1000 tours/min pendant 10 min a 4°C.
- Prélever 400ul du surnageant
- Ajouter 8oul du HCI (0.6 M)
- Ajouter 320 ul de la solutionTris-TBA (Tris 26 mM, TBA 120mM).
- Mélanger et incubé au bainmarie a une température de 80°C pendant 10 min.

Les densités optiques sont mesurées a530 nm contre le blanc réactif.
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e Calcul de la concentration du MDA :
La quantit¢ du MDA dans I’échantillon est exprimée en nmol/gramme de protéine.
Selon 1’équation :

DO x 10°

MDA 1 i = —
(nmol/mg protéines) Ex X+ L+F,

- C: Concentration en nmol/mg de protéines.

- DO : Densité optique lue a 530 nm.

- E : Coefficient d’extinction molaire du MDA = 1.56 10° Mt cm™.

L : Longueur du trajet optique = 0.779 cm.
- X Concentration de I’extrait en protéines (mg/ml).

Fd : Facteur de dilution : Fd = 0.2083.

1.7.6.Dosage de I’activité de la catalase (CAT)
e Principe :

Les catalases sont présentes dans un grand nombre de tissus. Ce sont des enzymes
tétramériques, chaque unité portant une molécule d’héme et une molécule de NADPH. Ces
enzymes interviennent dans la défense de la cellule contre le stress oxydant en éliminant les
especes réactives et en accélérant la réaction spontanée de I’hydrolyse du peroxyde
d’hydrogéne (H20>) toxique pour la cellule en eau et en oxygene (Aebi, 1984).

La réaction se fait en deux étapes. La réaction bilan est :

H>O;, + H203 ----- Catalase ------ >2H0 + 0O,

L’activité de la CAT est mesurée a 240nm a 1’aide d’un spectrophotometre UV/visible
par la variation de la densité optique consécutive a la dismutation du peroxyde d’hydrogéne
(H202).Mode opératoire :

Le mode opératoire a été réalisé comme suite :

Réactifs Zéro (pul) Blanc (ul)  Essai (ul)

Tampon phosphate (PBS) 1000 800 780
(100mM, pH 7.4)

H,0, (0.500 mM) | =eeee 200 200

Homogénat | -eeem e 20
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La quantité de surnageant est déterminée en fonction de la quantité de protéine qui doit
étre comprise entre 1 et 1,5 mg/ml, soit une quantité de 10 a 20 ul de surnageant dilué.
Ensuite, la lecture de I’absorption a 240 nm se fait apres 15 secondes de délais et du durant 60
secondes de mesure.

e Calcul de I’activité enzymatique :
L’activité enzymatique de la catalase est exprimée en micromoles de H20. par minute

par milligramme de protéines (umol H202/min/mg prot) selon la formule suivante :

ADO/min

Catalase (umol H202 /min/mg proteins) = cxLxXxFd

- ADO : Variation de la densité optique par minutes.

- &€ : Coefficient d’extinction moléculaire de I’eau oxygénée, € H20 = 0.043 mM-1.cm-
1 =0,043 umol cm-1ml-1.

- L : Largeur de lacuve=1cm

- X : Quantité de protéines en mg/ml

- Fd : Facteur de dilution pour le H202 dans la solution tampon

1.8.Etude histopathologique

L’étude histologique des organes cible a savoir le foie et les testicules a éte réalisé selon
la méthode décrite par Houlot (1984). Le foie et testicules prélevés ont été soigneusement
lavés dans du tampon phosphate et d’amblée, ils sont conservés dans le formol (10 %). les
fragments d’organes ont été déshydratés et inclus dans de la paraffine pour pouvoir les coupés

en pieces de 5um selon les étapes décrite ci-apres :

+ Déshydratation :la premiére étape de déshydratation consiste a remplacer I’eau
présente dans les organes par de 1’éthanol 100%, lequel sera ensuite substitué¢ par du toluéne
qui lui-méme sera remplacé par de la paraffine. Elle s’effectués par immersion dans des bains
d’éthanol de concentrations croissantes (de 70°, 95 et 100°).

+ Inclusion en paraffine des tissus : Elle a pour but de permettre la réalisation de
coupes fines et réguliéres. En effet les tissus sont inclus dans des blocs de paraffine. Des
tranches de section de 5 um d’épaisseur seront ensuite réalisées grace a un microtomequi

permet de trancher le bloc a I'épaisseur désirée.
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+ Déparaffinage :il consiste a éliminer la paraffine, les lames sont placées sur une
plague chauffante (a 45-60°C) pendant 15 min, afin d’obtenir la liquéfaction et donc
I’élimination de la paraffine.

+ Réhydratation : en immergeant les lames dans des bains d’alcool de degrés
décroissant (de I’alcool a 100° jusqu’a I’alcool 50°), puis dans I’eau distillée.

4+ Coloration avec la combinaison entre deux colorants hématoxyline et éosine (HE)

Pour la coloration, on a utilisé la technique a I’'Hématoxyline-Eosine qui nécessite la
présence de I’alcool acide (100 ml d’alcool éthylique a 70% + 50 ml d’acide HCI), eau
ammoniacale (100ml d’eau distillée + 2 ml d’ammoniaque) et solution d’Eosine

+ La coloration suive les étapes suivantes : déparaffiner et hydrater les lames a I’eau du
robinet puis rincer a ’eau distillée. Immerger dans un bain d’Hématoxyline de Harris (15
minutes) qui colore en bleu violacée les structures basophiles (noyaux).

+ 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.

+ Bleuir dans un bain d’eau ammoniacale.

+ Immerger dans un bain d’Eosine (15 secondes a 2 minutes) qui colore en rose les
structures acidophiles (cytoplasme). Tous ces bains sont séparés par des lavages a 1’cau du
robinet.

4+ Observation : les coupes ont été observées au microscope optique Leica DM720

doté d’un systeme de traitement d’image Las Ez 3.2.

1.9. Etude statistique

Les résultats ont été representés sous forme de moyennes avec leur écart-type (Moy *
écart-type). Le traitement statistique des résultats est exploité en réalisant une analyse de
variance a un facteur (ANOVA), le test de Tukey a été utilisé pour comparer les groupes.
Toutes les analyses statistiques ont été réalisées en utilisant le logiciel statistique Minitab 17.1

et Excel 16.0 (Microsoft, Inc.). Le niveau de signification statistique était fixé a p < 0,05
Nous avons effectué deux comparaisons :

> Les groupes traités (BPA1mg, BPA10mg, BPA1mg+API et BPA10mg+API)

par rapport au groupe témoin :

v * : Différence significative (p <0.05) ;

v **: Différence hautement significative (p < 0.01) ;

S
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v *** . Différence trés hautement significative (p < 0.001).

> Les groupes traites (BPALmg+API et BPA10mg+API) par rapport au groupe
traité (BPA1lmget BPA10mg)

v # : Différence significative (p <0.05) ;
v ## : Différence hautement significative (p < 0.01) ;

v ### : Différence trés hautement significative (p < 0.001).

- Avec p : Seuil de signification
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I1. Résultats

11.1. Effet du BPA et de la supplémentation de I'API sur les parametres physiologiques,
biochimiques et hormonaux
I1.1.1. Action sur la croissance corporelle

Nos résultats montrent une diminution du poids corporel chez les rats traités par le BPA
et chez les rats traités par la combinaison BPA/API par rapport au groupe témoin (tab07., fig
26.). On note une différence hautement significative (P < 0,01) apres 1’exposition auBPA a
raison del0 mg/kg PV et une différence significative (p<0,05) chez le groupe traité par le

BPA (1mg) par rapport au témoin.

I1.1.2.Action sur le poids absolus du foie et testicules

Les résultats obtenus montrent qu’il y a une diminution significative (p<0,05) du poids
absolu du foie chez les rats traités par le BPA a raison de 1mg/kg et 10mg/kg de poids
corporel comparant au groupe témoin. Alors que, chez les rats traités par la combinaison
BPA/APIL,on enregistre une différence significative (p<0,05) du poids absolu du foie
comparant aux lots traités par le BPA.

Concernant les groupes traités par la combinaison BPA1mg+API et  BPA10mg+API ,
on constate une différence significative (p<0,05) du poids absolu du foie API par rapport aux
groupes traités par le BPA . Aussi bien on trouve une diminution significative du poids absolu
de testicules (p<0,05) chez les rats traités par leBPA(10mg/kg) et les rats traités par la

combinaison BPA10mg/API comparativement au groupe témoin.




Tableau 07 : Variation de poids corporel PC (g), poids absolu (g) du foie, de testicule

chez les rats témoins et traités apreés 30 jours du traitement.

Lots expérimentaux
Parameters
_ BPA BPA
Témoin BPA 1mg BPA 10mg
1mg+API 10mg+API
Poids
323.445.60 | 286+6.30* | 260+5.10** | 242+ 4.90* 287.2+7.20
corporel(g)
Poids absolu
) 7.46+0.93 | 5.46+0.82* | 5.40+0.87* | 7.01+0.93" 6.69+1.08%
du foie
Poids absolu
) 2.63+0.13 | 2.38+0.19 1.53+0.17* 2.43+0.21 1.96+0.12**
des testicules
Nombre
S 89.61+ 6.35 | 55.39+4.80* | 31.85+ 3.60** | 61.13+7.20* | 46.08+5.1*"
pz

##P <0,01 ; "P<0,05 : Différence significative comparant au groupe témoin.

#p <0,01 ; *P < 0,05 : Différence significative comparant au groupe traité par le BPA.
P : Seuil de signification.
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Figure 26:Etude de I'évolution du poids corporel chez le lot témoin et les lots traités

apres 28jours de traitement.
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Figure27:Variation du absolu (g) du foie chez les rats témoins et traités aprés 28jours
du traitement.

o



45 -
35 | 1

r
25
15 -

0.5 -

poids moyen des testicules (g)

Témoin BPA1mg BPA 10mg BPA BPA
1mg+API  10mg+API

Lots exp erilnentaux

120

100 I
80

*
* * g
- I
40
20 i
0

Témoin BPA1mg BPA10mg BPA1API BPA10API

No,bre/mL
(o))
o

Figure28 :Variation du absolu (g) des testicules et concentration des spermatozoides
chez les rats témoinset traitésapres 28jours du traitement.
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11.1.3.Effet du traitement sur certains bios marqueurs plasmatiques de la fonction
hépatique

Le tableau 08 et les figures (29,30)montrent la variation de certains biomarqueurs
plasmatiques de la fonction hépatique des rats témoins et des rats traités par le BPA et par les
combinaisons BPA plus APl aprés 28 jours du traitement.

A- Concentration plasmatique en bilirubine totale

D’apres les résultats obtenus (Tabl 08 ), on observe une augmentation significative (P <
0,05) de la concentration plasmatique en bilirubine totale chez les rats traités par le BPA a
1mg/kg et hautement significative (p< 0.01) chez les rats traités par le BPA a 10mg/kg par
rapport au témoin alors qu'une diminution est observee chez ceux traités par BPA +API 1 et
10mg/kg En effet ,cette concentration varie de 3.31et 3.48 mg/dl pour les rats traités par 1 et
10 mg/kg de BPA et 2.03 et 2.39 mg/dl pour ceux traités par 1 et 10 mg BPA+Api.

B- Activités des transaminases
Le traitement des rats par le BPA a 1mg/kg induit une augmentation significative (P <
0,05) de l’activité de ’ALAT et de ’ASAT et une augmentation hautement significative (P <
0,01)de I’activité des transaminases chez les rats traités par le BPA a 10mg/kg par rapport au
groupe témoin. Par contre, on note un rétablissement par une diminution significative de
I’activité des transaminases chez les rats traités par les combinaisons BPA +API avec une

variation significative (p<0,05) par rapport aux lots traités uniquement au BPA.




Tableau 08: Variation de certains biomarqueurs plasmatiques de la fonction hépatique

chez les rats témoins et traités apres 28jours du traitement.

Lots expérimentaux

Parametres

Témoin BPA 1mg BPA 10mg | BPA1Omg+API | BPA 10mg+API
Brb (mg/l) | 1.06£0.23 | 3.31+£0.19* @ 3.48+0.12** 2.03+0.142* 3.91+ 0.18**
ALT(U/L) | 42.37£2.39 | 51.55+3.22* | 61.97+3.89** 41.84+2.87* 39.53+3.58"
AST(U/L) | 121.58+3.50 | 168.5+3.10* | 285.52+4.20** 142.85+3.3 135. 21+2.8*

Les valeurs sont exprimées sous forme de moyenne = SEM (n= 5 animaux). **P <0,01 ;

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

Différence significative comparant au groupe traité par le BPA. P : Seuil de signification.
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Figure29 : Variation de la concentration en Bilirubine en mg/Dl chez
les rats témoins et traités apreés 30 jours du traitement.
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Figure30:Variation de I'activité enzymatique des transaminases ASAT (Ul/l) et I'ALAT
(UI/1)) chez les rats témoins et traités apres 28 jours du traitement.
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11.1.4.Effet du traitement sur les niveaux plasmatiques d’hormones impliqués dans
régulation de la fonction reproductrice

La Figure (31)Illustre les résultats concernant la variation des niveaux de la LH plasmatique

et la testostérone et chez les rats témoins et les rats traités aprés quatre semaines de traitement.

C- Variation du taux de LH plasmatique
Nos résultats montrent que le niveau de la LH plasmatique diminue
significativement chez les rats traités par les deux concentrations du BPA al et 10 mg/kg,
alors qu’une augmentation remarquable est observée chez ceux traités par les combinaisons
BPA/API 1 et 10 mg/l. En effet, le traitement par 1’ Apigenine semble avoir un effet réparateur
sur les niveaux de la LH. Les résultats s’accordent pour une altération de la réponse de I’axe

gonadotrope. L’analyse statistique n’a pas révélé de différences significatives (p <0,005).

D- Variation de la concentration plasmatique en testostérone

Concernant la testostérone plasmatique, nos résultats montrent une diminution
significative (p <0,005) et dose dépendante chez les rats traités au BPA a raison delmg/kg et
une diminution hautement significative (P < 0,01) chez les rats traités au BPA a raison del0
mg/kgcomparativement au groupe témoin. Alors que le traitement par les combinaisons

BPA/API 1 et 10 mg/l semble avoir un effet réparable sur les niveaux de testostérone

plasmatique,
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Figure3l:variationdu taux de la LH etde la testostérone plasmatique chez

les rats témoins et traitéspendant 28 jours du traitement.




11.2. Effet du BPA et de la supplémentation en API sur la réponse des bios marqueurs de
stress oxydatif

11.2. 1. Au niveau hépatique

11.2. 1.1. Effet sur le taux du glutathion réduit(GSH)

La Figure(.)illustre les résultats concernant la variation de taux du glutathion réduit
(GSH) chez les rats témoins et les rats traités aprés quatre semaines de traitement. On constate
une diminution significative (p<0,05) du taux du glutathion réduit (GSH) au niveau hépatique
chez les rats traités par deux les concentrations de BPA a savoir let 10 mg/kg de poids
corporel pendant 28 jours comparativement au lot témoin.Cependant, la supplémentation en
API semble atténuer I’effet radicalaire du BPA qui se traduit par une augmentation de la
teneur en glutathion réduit hépatique.On a constaté, suite aux tests réalisés une différence
significative (p<0,05) chez le lot traité par la combinaison du BPA1mg/API par rapport au lot
témoin et une différence significative (p<0,05) chez le lot traité par la combinaison du

BPA10mg/API par rapport aux lots traités aux BPA seul.

11.2. 1.2. Activiteé de la glutathion S-transférase (GST)

La figure (32) représente la variation de l'activité de la glutathion-S-transférase (GST)
au niveau hépatique des rats témoins et traités par BPA almg, BPAal0mg, BPA1/API et
BPA10mg/API aprés 28 jours du traitement.Les résultats de la figure (32) montrent une
augmentation hautement significative (p<0.01) de I’activité enzymatique de la glutathion S-
transférase (GST) au niveau du foie chez les rats traités au BPA a raison del0 mg/kg et une
augmentation significative (p<0,05) chez les rats recevant BPA a raison del mg/kg par
rapport au groupe témoin. Tandis qu’on enregistre un rétablissement par une diminution
remarquables de I’activité de la GST chez les rats recevant les combinaisons BPA/Api 1 et 10

mg/Kkg.

11.2.2.1.2. Activité de la catalase (CAT)

Les activités de la catalase présentent une diminution chez les lots traités par leBPA.L’analyse
de la variance met en évidence une difference significative(p<0.05) entre les animaux du lot
témoin et ceux des lots traités par BPA. En revanche, le traitement protecteur des
animaux avec APl normalise clairement I’activité de cette enzyme, et on constate une

variationhautement significative de leur activité par rapport au témoin (Figure 32).
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11.2.2.1.1. Taux du malondialdehyde (MDA)

Nous avons constaté une ¢élévation du MDA significative (p<0.05) chez les rats

recevant BPA par rapport au témoin,Cependant, l'administration du I'APl a diminué le

taux du MDA de fagconhautement
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Figure 32 :Variation de la teneur cellulaire en glutathion(GSH),de I'activité de la
glutathion-S-transférase (GST),de la catalase et malondialdéhydehépatique chez les rats
témoins et traités pendant 28 jours du traitement.
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11.2. 2. Au niveau testiculaire
11.2.2.1.Effet sur la teneur en glutathion réduit (GSH)et activité de la glutathion-S-
transférase (GST)

La Figure (33) représente la variation du taux de GSH au niveau des testicules des rats
traités par Le BPA a 1 et 10mg/kg de poids corporel et BPA/API aprés quatre semaines de
traitement. On a remarqué que la concentration du glutathion réduit (GSH) diminue
hautement significative (p<0.01) et significative (p<0,05) chez les rats traités par deux doses
du BPA (10 et 1 mg/kg de poids corporel). Toutefois, les rats traités par APl montrent une
augmentation du taux de GSH par rapport a ceux traité par BPA1mg/API.

Concernant I’activité de la GST, nos résultats affichent une augmentation de I’activité
de cette enzyme chez les groupe traité par le BPA cette réponse est dose dépendante (p<0.01
et p<0,05). Le traitement de rats par API semble avoir un effet inhibitif et a rétablie I’activité

de la GST qui devient comparable a celle du témoin (Figure 33)
11.2.2.1.2. Activité de la catalase (CAT)

Les activités de la catalase présentent une diminution chez les lots traités par le
BPA.L’analyse de la variance met en évidence une difference significative(p<0.05) entre les
animaux du lot témoin et ceux des lots traités par BPA. En revanche, le traitement
protecteur des animaux avec APl normalise clairement ’activité de cette enzyme, et on

constate une variationhautement significative de leur activité par rapport au témoin.

11.2.2.1.1. Taux du malondialdéhyde (MDA)
Nous avons constaté une ¢lévation du MDA significative (p<0.05) chez les rats
recevant BPA par rapport au témoin,Cependant, l'administration du I'APl a diminué le

taux du MDA de faconhautement significative (p< 0,01) chez les lots traités par BPA.




Testis GSH (nmol/mg protein)

807 ¢ 5007 g4
<
£ 400
>\ -
60+ # £9
5o
T g
* oD
© £ 3001
40+ * e
8 E
» = 2004
=0
20- 89
F o 100+
S
2
0- 0-
S () Xy N N
o(’*éo vi‘& & &5 &
¢ & & E <
RO LS
Q Q
600 -~
600 -
E 00 1 - —~500 1 -
_ #
= 400 £ 400 - #
= * # £
3 300 - E 300 - X
o =
€ 200 - Iy 2 o
£ € 200 -
2 100 - =
S = 100 -
O T T T T 1 © O ; ; ; ;
N > S Q Q N N Q N N
@0\ (gz?‘ QV’N X va @0\ QV‘ v’\' Vg ,R?
<@ ) Qv')' Qv') 2 ® N Qv.'\' v’\«g
"4
Lots expérimentau? Lots expér%enta&

Figure 33 :Variation de la teneur cellulaire en glutathion(GSH), de I'activité de la
glutathion-S-transférase (GST),de la catalase et malondialdéhydetesticulaire chez les
rats temoins et traités pendant 28 jours du traitement.
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11.3. Effet du BPA et de la supplémentation en API sur la structure des testicules

L'observation microscopique de I'histologie des testicules de rats témoins montre un
tissu testiculaire normal constitué d'une structure normale du tube séminifére (Ts) avec spz
sperme concentré dans la lumiere (Lu) a, d cellule de leydig normale (Cl) dans le tissu
interstitiel (TT) et aucune modification dans un épithélium séminifére stratifié (Es) (figure ...
A et B).Cependant, dans les groupes de traitement au BPA, a révélé des altérations séveres de
I'épithélium séminifére stratifié avec réduction de sa densité et avec des cellules germinales
rares a noyaux pycnotiques (Np), l'absence de cellules de leydig est pratiquement absente
dans I'esprit et une diminution significative du nombre de spermatozoides(Figure .. C, D).(V):
vacuolisation.Cependant, I'observation microscopique de coupes de testicules de rats recevant
le traitement combiné (BPA + API) a montré moins daltérations histologiques dans
I'épithélium séminifere stratifié par rapport aux seuls rats traités au BPA, et par consequent,

I'intensité des lésions tissulaires testiculaires a été nettement réduite.
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Figure 34 : Coupes histologiques des testicules chez le rat;temoin (A, B) BPA (C, D) et

BPA-API traités (E, F) colorés a I'hématoxyline-éosine.
A et B montrent une structure normale du tubule séminifére (St), des spermatozoides Spz
concentrés en lumiere (Lu), des cellules de Leydig (LC) dans le tissu interstitiel (TI) et de
I'épithélium séminifere stratifié (Es).Ce dernier est moins dense et posséde des cellules
germinales rares avec des noyaux pycnotiques (Np), les cellules de Leydig sont pratiqguement
absentes chez les rats BPA (C, D).(V): vacuolisation.Restauration d'Es dans traité avec API
(E, F). Les coupes ont été observées a un grossissement de 150 et 600 fois (barres d'échelle:
50 um).
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11.4. Effet du BPA et de la supplémentation en API sur la structure du foie

Des altérations morphologiques susceptibles d'étre attribuées au traitement par le BPA ont été
observées dans le tissu hépatique. Les modifications histopathologiques du foie de rat
résultant du traitement par BPA sont illustrées dans la figure N°34(C et D). Les rats témoins
présentaient une morphologie hépatique normale avec des hépatocytes distincts aux noyaux
proéminents et aucune lésion tissulaire (Fig.N°35.A et B). En revanche, les coupes de foie
des rats traités au BPA (Figure N° C et D présentaient des Iésions structurelles caractérisées
par l'infiltration de cellules mononucléaires, I'expansion périportale, le ballonnement et la
dégénérescence des hépatocytes. Le Traitement des rats par APl semble restaurer ces
altérations (Figure N°35E et F)
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Figure 35 :Photomicrographie de coupes H&E de foie de rats témoins (A et B) montrant des
cellules hépatiques normales avec des noyaux et un cytoplasme bien définis (Hc), une veine
hépatique normale (double fleche) (barre d'échelle 50 et 25 pum). C et D Section du foie de rats
traités par le BPA, montrant des altérations dégénératives avec des hépatocytes anucléaireset
une infiltragion de lymphocytes et de cellules de Kupffer (fleches noires), une congestion et la
présence dline zone nécrotique ( ). E et F section du foie de rat BPA + APl montrantun
amélioration au niveau du tissu hépatique avec une nette diminution de I’inflammation barre
d'échelle 50 um barre d'échelle 25 um).
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I11. Discussion

Le bisphénol A (BPA : 4 dihydroxy-2,2-diphenylpropane) fait partie des produits
chimiques qui sont produits en grandes quantités. Il est couramment utilisé comme plastifiant
et intermédiaire dans la synthése des résines époxy, des plastiques polycarbonates [Huang et
al 2012] ainsi que comme additif pour I'élimination de l'excédent d'acide chlorhydrique
d'acide chlorhydrique lors de la fabrication du polychlorure de vinyle (PVC). Il important de
signaler, aussi que le BPA est largement utilisé dans la production d'équipements de santé
[Vandentorren et al. 2011], de composites dentaires [Drozdz et al. 2011], de lentilles de contact,
de verres de lunettes, de jouets, de supports de stockage et d'autres matériaux, lentilles de
contact, des verres de lunettes, des jouets, des supports de stockage et des films pour fenétres
par ce qui signifie qu'il en contact direct avec I’organisme [Arnold at al., 2013]. On estime
gu'en 2008, la production mondiale totale de BPA était d'environ 5,2 millions de tonnes
[Arnold at al., 2013]. En raison de sa production de masse, un grand nombre de déerives du BPA
sont libérés dans l'environnement, ce qui entraine une augmentation de la pollution et de la
contamination du sol et des eaux souterraines (Genuis at al., 2012). Le bisphénol Aest répandu
de maniére ubiquitaire dans notre environnement, largement utilisé dans la fabrication
des plastiques avec I’'un des plus grands volumes de production a I’échelle mondiale.il est un

perturbateur endocrinienpar excellence de type cestrogéno-mimétique.

Plusieurs études ont rapporté que le BPA affecte défavorablement beaucoup d’organes
particuliérement le foie et les testicules par I’induction de I’état d’oxydation.La présente étude
a pu mettre ’accent sur l'effet protecteur d'une supplémentation d'un flavonoide «
Apigenine»a raison de 20mg/kg du poids corporel vis-a-vis la toxicité et 1’état de stress
oxydative induite par le BPAa des doses de let 10mg/ kg chez les rats Wistar.

Il a été rapporté dans un ensemble de travaux quela réduction du poids corporel est utilisée
comme indicateur de la détérioration de 1’état de santé générale du rat.En outre la perte
d'appétit est souvent synonyme a des perturbations en métabolisme des glucides, protéines ou
lipides (Yuet et al., 2013).Dans nos conditions expérimentales, I’administration du BPA a des
dose de 1 et 10mg/ kgde poids corporel chez rats a provoqué une diminution de poids corporel
par rapport au lot témoin. Ceci pourrait étre expliqué par la diminution des prises quotidiennes
en aliment (données non documentées).

Ces résultats sont en accord avec les travauxde hassan et al.,2012 ;Gurmeet et., al.2014 qui

ont montré une diminution significative du poids corporel des rats exposés au BPAa des

5]

L7




doses de ( 1, 5 et 100 mg/kg) par rapport au groupe témoin. En général, la chute corporelle est
due en premier & une diminution de la masse grasse suivie de celle de la masse maigre. Elle
représente la conséquence ultime d'un déséquilibre de la balance énergétique entre les apports
qui sont inférieurs aux dépenses énergétiques (Ritz et al., 2007).

Contrairement a nos résultats, Rubin et al.,2001 ont trouvé 1’augmentation significative du
poids corporel de la progéniture femelle de rats de SpragueDawley exposée a de faibles doses
de BPA.Chez des femelles Sprague-Dawley adultes, ovariectomisés une exposition au BPA a
des doses de 4 mg/j ou 5 mg/j via des mini pompes implantées au niveau dorsal pendant 15 j
montre une diminution de gain de poids, avec une accumulation préférentielle au niveau du
tissu adipeux brun (Nunez et al 2001).

Malgreé les effets du BPA sur la balance énergétique, les mécanismes restent encore peu
élucidés. Xu et al, 2011 montrent une variation dans la préférence au sucré (saccharine et
sucrose) aprés une exposition in utero a des faibles doses de BPA (0,1 mg/kg PC/j, 1 mg/kg
PC/j). Cette augmentation de consommation de sucré signifie une augmentation de prise
d’énergie qui se traduit par une augmentation de poids corporel (Xu et al 2011a). Des
interactions au niveau du systéme neuroendocrinien qui controle la balance énergétique d’une
part et d’autre part la reproduction peuvent étre la cible de perturbateur endocrinien, ce
qui peut expliquer ces effets (Bourguignon et al 2010).

Dans nos conditions expérimentales, 1’addition d’APIa raison de 20 mg/kgaux rats traités

par le BPA a engendré une élévation de poids corporel. Ceci pourrait étre due a la réduction
de l’accumulation des radicaux libres induite par les antioxydants et confirmer par
I’augmentation de la consommation quotidienne de nourriture. Ces résultats sont en
accord avec les résultats obtenus par Al-Shinnawy (2008), Ismail et al. (2009), Sankar et al.
(2010), Messarah et al. (2012) et Mossa et al. (2014), qui ont utilisé d'autre antioxydants.

Dans les études de toxicologie, I’estimation du poids des organes est un bon indicateur dans
I’évaluation des effets nocifs des xénobiotiques (Bailey et al. 2004, Sellers et al 2007).

Concernant le poids des organes, nous remarquons une diminution de poids relatif de foie et
des testicules chez les rats traités par BPA. Ceci est explicable par le fait que le BPA pourrait
agir sur les hormones régulant le métabolisme et principalement ceux qui contrdlent le
comportement alimentaire. Cette constatation est appuyée par les résultats rapportésés par
Hassan et al. (2012) et ceux de Gurme et et al.(2014) qui ont montré une diminution
significative du poids corporel des rats exposés a 1, 5 et 100 mg/kg de BW de BPA par
rapport au groupe témoin. D’autre part, certains rapports dans les littératures étaient
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incompatibles avec nos résultats, ou Rubin et al.(2001) ont trouvé I’augmentation significative
du poids corporel de la progéniture femelle de rats de Sprague-Dawley exposée a de faibles
doses de BPA. Il a été rapporté dans un ensemble de travaux que la réduction du poids
corporel serait un indicateur de la détérioration de I’état de santé général des rats. En outre la
perte d'appétit est souvent synonyme a des perturbations en métabolisme des glucides,
protéines ou lipides (Yuet et al., 2013). Chez des femelles Sprague-Dawley adultes,
ovariectomisés une exposition au BPA a des doses de 4 mg/j ou 5 mg/j via des mini pompes
implantées au niveau dorsal pendant 15 j montre une diminution de gain de poids, avec une
accumulation préférentielle au niveau du tissu adipeux brun (Nunez et al 2001). Malgré les
effets du BPA sur la balance énergétique, les mécanismes restent encore peu €élucidés. Xu et
al, 2011 montrent une variation dans la préférence au sucré (saccharine et sucrose) aprés une
exposition in utero a des faibles doses de BPA (0,1 mg/kg PC/j, 1 mg/kg PC/j). Cette
augmentation de consommation de sucré signifie une augmentation de prise d’énergie qui se
traduit par une augmentation de poids corporel (Xu et al 2011a). Des interactions au niveau
du systéme neuroendocrinien qui controle la balance énergétique d’une part et d’autre part la
reproduction peuvent étre la cible de perturbateur endocrinien, ce qui peut expliquer ces effets
(Bourguignon et al 2010).

En revanche, nos résultats indiquent que I’administration d’API au groupe trait¢ par BPA a
entrainé une amélioration des poids absolu des organes (foie et testicules). Cette amélioration
est due a I’effet protecteur de I'API contre la toxicitéinduite par le BPA a une dose de 1 et
10mg/ kg chez les rats Wistar.

Le foie, principal organe de métabolisme, d’excrétion intervenant dans Ila
détoxication des xénobiotiques (Rjeibi et al.,2016), doté d’un accés immédiat aux substances
toxiques provenant du tube digestif a travers la veine porte, il exerce une action chimique et
enzymatique sur ces agents (LeCluyse et al, 2012). Lors d’insuffisance hépatique, ces
substances indésirables ont tendance a s’accumuler dans le corps et entrainent potentiellement
des toxicités.

De plus, les enzymes sériques, notamment I'ALP, 'ALAT, I'ASAT et la LDH, sont les
biomarqueurs les plus sensibles utilisés pour déterminer le dysfonctionnement hépatique
et les Iésions hépatotoxiques (Heikal et al., 2013 ; Uzun et Kalender, 2013 ; Moser et al.,
2015). Dans notre étude, L’administration du BPA a raison de 1 et 10 mg/Kg pendant 30
jour chez les rats a provoqué une élévation marquée dans des activités sériques du
I’AST et I’ALT .Nos résultats sont en accord avec les travaux de Yamaski et al.(2001);
Korkmaz et al. (2010), Mourad &Khadrawy (2012) et Abdel-Rahman (2018).
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En outre, le niveau de I’ALAT plasmatique est également utile en indiquant I’existence
des affections hépatiques, car cette enzyme est présente en grande quantité dans le foie. Il
augmente dans le plasma quand la dégénération ou la destruction cellulaire se produite
dans cet organe (Hassoun et Stohs, 1995). L'augmentation du taux d'ASAT est virtuellement
responsable de tous les types de maladies hépatiques. Sa concentration maximale et son
rapport aux autres enzymes reflétent le type de Iésion hépatique. Il est bien connu que I'ASAT
est une enzyme trés spécifique pour le tissu hépatique. Il est plus sensible aux dommages
hépatiques et son niveau augmente plus vite et plus haut dans la plupart des types de
dommages cellulaires hépatiques (Tivari et Srivastava, 2001). Ces résultats reflétent le
changement de la perméabilit¢ membranaire des hépatocytes (Eissa et Zidan, 2010 ;
Raina et al, 2015) qui permet la sortie de ces enzymes du cytoplasme dans la
circulation sanguine indiquant une nécrose et des réactions inflammatoires (Navarro et
al., 1993 ; Acker et al. 2012 ; EI-Demerdash et al., 2012 ; Heikal et al., 2013 ; Tanvir et al.
2015). Donc ils ont causé des dommages hépatiques séveres (Oluah, 1998, 1999 ; Rao, 2006).
Plusieurs études indiquent 1’effet hépatoprotecteur de 1I’APIcontre les produits chimiques.
Dans notre travail, ’administration d’API a raison de 20 mg/kg semble avoir un effet
protecteur vis-a-vis la toxicit¢ du BPA au niveau hépatique, ceci est révélé par un
rétablissement des concentrations des marqueurs enzymatiques seriques, les transaminases,
Ceci est en accord avec les résultats de plusieurs études antérieures qui ont investi 1’effet
hépato-protecteurs d’API.
Ces résultats sont en accord avec les travaux de Yang,J et al.,2013qui ont observé apres
administration orale d'API a des doses de 100 et 200 mg/ kg pendant 7 jours. une diminution
du taux sériques d'alanine aminotransférase et d'aspartate aminotransférase progressivement et
la gravité des lésions hépatiques a diminué sur les Iésions hépatiques aigués chez la souris
induites par l'acétaminophene.Nos résultats sont en accord avec ceux obtenus par Tsaroucha
et al. (2016) et Raskovic et al. (2015), ce qui explique que le traitement de la dose toxique de
paracétamol ainsi que I’APG ont considérablement réduit la concentration sérique des
enzymes ALP, ALT et AST.

Les contaminants environnementaux affectent les fonctions normales des systémes
endocriniens et reproducteurs soit en imitant ou en inhibant les hormones endogenes, soit en
modulant la synthése des hormones (Sonnenschein et Soto, 1998). Comme perturbateur

endocrinien, les effets du BPA sur le systéeme reproducteur humain, incluant des effets sur
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la sécrétion hormonale, sont susceptibles d’affecter la sécrétion d’hormones telles
I’oestrogene, la testostérone, I’hormone Lutéinisante (LH).

L’hormone Lutéinisante (LH) et testostérone sont des hormones essentielles pour la
spermatogenése. L hormone LH est sécrétée de la glande pituitaire et déclenche la production
de testostérone. D’autre part, il y a un besoin pour la testostérone pour produire et maintenir le
sperme (Mantovani, 2002).

Plusieurs études animales in vivo du BPA ont démontré des anomalies et des toxicités a
des doses a I'ordre de microgrammes (ug/kg) ou du nanogrammes (ng/kg), sur la fonction
de reproduction provoquant une réponse dans I’expression des genes en se liant aux
récepteurs nucléaires des cestrogenes (Richter etal., 2007).

Gurmeet et al. (2014) ont démontré que l'administration de BPA par gavage pendant
une période de 6 semaines chez les rats Sprague-Dawley (SD) prépubertaires méles (n = 8
dans chaque groupe) a des doses de 1, 5, 10 et 100 mg / kg BW (poids corporel) induit des
effets importants sur le développement des organes reproducteurs et des taux plasmatiques
d'’hormones sexuelles chez le rat adulte. Ainsi, apres 6 semaines d'exposition, les rats recevant
le BPA versus ceux recevant la solution contréle (un véhicule a base de Tween) ont
montré une réduction significative de la spermatogenese. Celle-ci était liée a des
dommages des tissus épithéliaux séminiferes qui incluaient la rupture des jonctions
intercellulaires et la destruction des cellules germinales. En outre, la lumina des tubules
séminiféres et I’épididyme de ces animaux étaient obstruée de cellules germinales
immatures et de debris cellulaires. Ces dommages ont entrainé une réduction
significative du diameétre tubulaire séminifere chez les animaux traités. Ces résultats
sont associés a la baisse significative des taux plasmiques de testostérone en I’absence
de différences significatives du gain de poids corporel, du poids total et relatif des testicules
ou du poids de I’épididyme des animaux traités par BPA par rapport aux animaux témoins.
Les résultats supportent ainsi certains effets physiologiques néfastes du BPA sur le systeme
reproducteur masculin (Gurmeet et al., 2014).

Certains auteurs ont rapporté que I'exposition périnatale des souris meres au BPA (0.5 a
10 mg/kg/j ) entrainait, chez la descendance femelle, une puberté précoce, un
changement des cycles cestraux, une chute des niveaux plasmatiques de I'hormone
gonadotrope lutéinisante (LH), des lésions au niveau de l'utérus et des ovaires et une
altération du développement des glandes mammaires (Nikaido et al., 2004; Zhang et al., 2011)

Les résultats de la présente étude suggerent que I’exposition a 1 mg/kg/jours pendant
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30 jours du BPA par voie orale favorisé la toxicité de la reproduction méale chez les rats
adultes. Une diminution significative des niveaux de plasma LH et parallelement une baisse
du taux detestostérone plasmatique totale dans les groupes traités par BPA.

Ces résultats sont en accord avec ceux des études précédentes, dans lesquelles le BPA a
caus¢ un changement dans I’axe hypothalamique-pituitaire-gonadal en diminuant le
fonctionnement de la cellule de Sertoli(Jin et al.,2013).

Selon Akingbemi et al. (2004), le BPA a un effet sur ’hypophyse et perturbe I’activité

testiculaire, réduisant ainsi la libération de LH. Le BPA a également été rapporté pour réduire
la production de testostérone des cellules de Leydig en réduisant I’activité de 17a-hydroxylase
ou en augmentant I’activit¢ d’aromatase (Kim et autres, 2010). Cependant, I’administration
d’API a amélioré ces résultats. L’effet protecteur de ’APG sur le systeme reproducteur
masculin a été signalé (Yousaf et coll., 2016).
Des données issues d'expérimentations animales montrent que l'exposition au BPA peut
également étre a l'origine d'une puberté précoce. L'exposition prénatale de rats a des
concentrations de BPA de 2 mg/kg de poids corporel par jour accelére la puberté par rapport
au groupe témoin (Honma et al., 2002). Il semble que le principal de la puberté précoce due a
I'exposition au BPA est di a son faible pouvoir oestrogénique. est di a sa faible activité
cestrogénique qui, par le biais d'un mécanisme de rétroaction positive stimule l'activité du
générateur d'impulsions GnRH du générateur d'impulsions GnRH, ce qui entraine une
augmentation de la LH et de la FSH dans I'nypophyse. la sécrétion de LH et de FSH dans
I'nypophyse (Ozaki et 2004). Certains rapports font état d'un réle potentiel du BPA dans la
pathogenese du cancer du sein. pathogénie du cancer du sein. Des études menées in vitro ont
montré que I'exposition au BPA d'une lignée cellulaire lignée cellulaire humaine de cancer du
sein au BPA augmentait sa prolifération et provoquait un stress oxydatif accru prolifération et
provoguait une augmentation du stress oxydatif (Wetherillet al., 2007) Des résultats similaires
ont été obtenus pour les cellules MCF-7 a récepteurs d'eestrogénes positifs (ER +), ou de
faibles niveaux de BPA ont significativement significativement sa prolifération et I'expression
des récepteurs de la récepteurs de la progestérone (Krishnan et al., 1993). Des concentrations
sériques élevées de BPA chez les femmes ménopausées sont également en corrélation avec la
densité mammographique du tissu mammaire, la densit¢é mammographique du tissu
mammaire (Spargue et al, 2013). 1l est également suggéré que I'exposition professionnelle au
Il est également suggéré que l'exposition professionnelle au BPA augmente l'incidence du
cancer du sein (De Metteo et al. 2012).

o]




Le BPA pourrait étre I'un des facteurs contribuant au développement du cancer de la prostate.
au développement du cancer de la prostate. Les études menées chez des hommes atteints de
cancer de la prostate ont montré une concentration de BPA beaucoup plus élevée dans l'urine
de ces patients patients par rapport au groupe témoin (Trapore et al. 2014). Des études in vitro
ont montré Des études in vitro ont montré que le BPA induit la prolifération des cellules
cancéreuses humaines cellules cancéreuses de la prostate humaine sensibles aux androgénes
(Wetherill et. 2007). Chez les rats traités au BPA, une augmentation du poids de la prostate et
de I'épididyme a également été observée. de la prostate et de I'épididyme (Gupta, 2000). En
outre, I'exposition au BPA I'exposition au BPA in utero a contribué a I'hypertrophie de la
prostate chez les descendants males (Negel et al., 1997).L'obésité est un trouble métabolique
sur lequel le BPA a également un impact sur l'obésité. Des études animales ont montré une
correlation entre I'exposition prénatale a des perturbateurs endocriniens, dont le BPA, et la
prévalence de l'obésité, de I'insuffisance prévalence de l'obésité, de l'altération de la tolérance
au glucose et du métabolisme lipidique chez la souris. métabolisme lipidique chez les souris
(Newbold et al., 2009).

Le stress oxydatif est un desequilibre entre la quantité de production de radicaux libres et la
présence d’antioxydants. Les cellules ont divers mécanismes de défense contre le stress
oxydatif, y compris les charognards enzymatiques tels que GSH, SOD, CAT et TPS qui
protegent le systeme contre les effets déléteres de ROS. Le glutathion fournit une premiére
ligne de défense contre ROS, tout comme peut récuperer les radicaux libres et réduire H202.

Cette étude a révélé une diminution significative des niveaux de GSH chez les rats traités
au BPA. Ces résultats étaient conformes a ceux enregistrés par Wu et al. 2011 ; Hassan et
al.,(2012) et Abdel-Wahab et al., (2014). Cela pourrait s’expliquer par ’augmentation de la
consommation de GSH dans le piégeage des ROS généré par le BPA. La réduction de GSH
montre I’échec du systéme antioxydant primaire a agir contre les radicaux libres.

La diminution du GSH peut entrainer une altération des mécanismes de
détoxification métabolique (Verma et al., 2007), car le rdle du GSH dans la détoxification a
été démontré dans de nombreuses études (Lu, 1999 ; Rouabhi et Bazouzi, 2012). Cet
antioxydant joue un réle crucial dans le maintien de I'homéostasie redox cellulaire (Shi et al.,
2004). Bien que les mitochondries produisent des ROS continues pendant la phosphorylation
oxydative, les fuites de superoxyde dans la chaine de transport d'électrons sont examinées
par la superoxyde dismutase mitochondriale et cytoplasmique (SOD) et les peroxydases en
réduisant le taux de GSH (Gasmi et al., 2016)
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Les glutathion S-transférases (GST) représentent un groupe majeur d’enzymes de
détoxification (Hayes et Pulfordet, 1995) et/ou dans la protection contre les métabolites
nocifs générés par la dégradation des macromolécules en raison de leur exposition au stress
oxydatif (Che-Mendoza et al., 2009 ; Rouabhi et al., 2015). Sur la base de nos observations,
nous avons observé une diminution significative de l'activit¢ de la GST cytosolique et
dans les mitochondries hépatiques des rats traités au BPA a deux doses (1 et 10 mg/kg) .

Le GSH protege les cellules contre un stress oxydatif généré par les produits
chimiques environnementaux tels que le BPA (Che-Mendoza et al., 2009). Il catalyse la
conjugaison de divers substrats électrophiles du groupe thiol du GSH, produisant des
formes moins toxiques (Mansour et Mossa, 2009). La diminution de Dactivit¢ de GST
observée dans la présente étude pourrait de loin contribuer a la peroxydation lipidique
augmentée, représentée par les niveaux accrus du MDA (Zaidi et Banu, 2004). En outre,
cette diminution reflete I’insuffisance des niveaux de GSH (Garg et al., 2008 ; 2009).

Raza et al. (2002) ont montré que la GST purifiée a partir des mitochondries hépatiques
de souris peut jouer un role important dans la défense contre le stress chimique et oxydatif, et
le maintien d'un état redox mitochondrial favorable durant le métabolisme cellulaire.
Hubatsch et al. (1998) ont démontré que la GST joue un role protecteur important, et que des
variations dans son expression peuvent avoir des consequences physiopathologiques
importantes.

Dans cette étude, on a remarqué une forte augmentation des niveaux de TPS chez les
rats traités par BPA. Ce résultat est en ligne avec ceux obtenus par Heba et al. (2015). Une
diminution de la GSH et une augmentation des niveaux de GST des rats en raison du BPA ont
été rétablies sous I’effet de I’API. Ceci peut avoir le potentiel antioxydant de I’APL. A cet
¢gard, des études antérieures ont rapporté que I’API ont des propriétés antioxydantes contre
les dommages oxydants hépatiques induits par des produits chimiques agissant probablement
comme charognards des especes réactives d’oxygene (ROS) (Ali et al., 2014).

Selon les résultats histologiques, chez les rats traités par BPA ont montré une atrophie
testiculaire et la vacuolisation des tubes séminiféres. Le lumen des tubes séminiferes contenait
trés peu de sperme. Les changements ainsi observés refletent le début de I'arrét de la
spermatogenese. Le début de l'arrét de la spermatogenese se refléte par une réduction du
nombre de cellules de Leydig chez les rats BPA traités. Le BPA semble avoir un effet direct
sur ces cellules de Leydig et limite la synthese des hormones stéroides (Marghani et coll.,
2018, John et coll., 2019).
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L’hypotrophie du tissu endocrinien observée chez les rats traités au BPA aurait un
impact sur le fonctionnement des cellules annexées et endocriniennes, comme la cellule de
Sertoli produisant de I’inhibine et de I’ABP (Salian et al., 2009). On pense que tous les
changements structurels et biochimiques dans les testicules et les organes connexes sont
secondaires aux troubles hormonaux tels que la baisse des niveaux plasmatiques de FSH et de
LH observée chez les mammiféres contamines par des perturbateurs endocriniens (Akingbemi
et al,, 2004). L’analyse des paramétres histomorphométriques des testicules a révélé une
augmentation des altérations chez les rats traités au BPA (hypoplasie testiculaire significative
dans ce dernier par rapport aux témoins, associée a une diminution du nombre de tubes
séminiféres chez les rats traités au BPA par rapport a ceux traités par API) (Munir et al.,
2017). Ces changements sont corrélés avec une baisse du niveau de protéines testiculaires et
épididymales et une diminution du nombre de spermatozoa chez les rats BPA. L’albumine, les
proteines de transport hormonal (Sex-HormonBinding Globulin ou SHBG), les facteurs de
croissance (facteur de croissance de I’insuline ou IGF) et les enzymes sont des facteurs
essentiels dans la régulation de la fonction reproductrice (Drewes et coll., 2003). Considérant
la participation des protéines dans la synthése des facteurs et des enzymes contrélant la
fonction de reproduction, leur diminution pourrait justifier I’altération de spermatogencse
observée dans le BPA traité. Vawda et Mandlwana (1990) ont suggéré qu’une carence en
proteines peut affecter le nombre de spermatozoides et la mobilité. Ce désordre de
métabolisme de protéine peut également inhiber la sécrétion du GnRH hypothalamic et la
production du LH pituitaire et de FSH modifiant la steroidogenese et la spermatogenése
(Kumar et autres, 2009). Néanmoins, la co-administration d’API a atténué les perturbations
testiculaires induites par le BPA via I’amélioration marquée des niveaux de LH et d’hormones
testeurs. Ces résultats réaffirment les propriétés antioxydantes et anti-inflammatoires de 1’ API

démontrées par plusieurs études (Singh et autres, 2004 ; Rithidech et coll., 2012).
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Conclusion

Conclusion

L’objectif de ce travail était d’explorer deux fonctions vitales hépatique et testiculaire
susceptibles d’étre affectées par un perturbateur endocrinien le BPA chez le rat et de tester
I’effet cyto-protecteur antioxydant d’un flavonoide I’apéginine.

Les résultats obtenus nous ont permis de tirer les conclusions suivantes :
- L’administration de BPA chez les rats, a engendré :

+ Des perturbations au niveau de la croissance générale des rats :
v Diminution du poids corporel durant la période de traitement
% Des perturbations au niveau de certains parametres métaboliques biomarqueurs de
I’activité hépatique :
v/ Augmentation des  concentrations  plasmatiques en  bilirubine de
I’endommagement du foie.
v Augmentation de I’activité enzymatique des transaminases (ASAT et ALAT).
% L’exposition continue au BPA génére un état de stress oxydant traduit par
desperturbations au niveau de certains parametres biomarqueurs
v' une perturbation des activités de quelques antioxydants enzymatiques telles que la
GST et des antioxydants non enzymatiques tels que la GSH et de MDA.
D’autre part le dosage immuno-enzymatique révele une perturbation de I’axe
gonadotrope caractérisé par une diminution significative des concentrations des niveaux de la

LH et la testostérone plasmatique chez les individus traités par rapport aux témoins.

Ces perturbations humorales sont appuyées par les altérations histologiques des

testicules chez les rats traités au BPA.

La supplémentation en Apéginine chez des rats traités au BpA a provoqué :

v Une correction des taux plasmatiques en bilirubine

v" Une réduction de I'activité des biomarqueurs( ASAT, ALAT)

v' Une amélioration du statut enzymatique antioxydant telles que la GSTet non
enzymatique telle que la GSH au niveau hépatique.

Ainsi, des supplémentations en Apégininepermettent de limiter les perturbations
provoquées par le BPA. Ces supplémentations semblent avoir des effets bénéfiques, par une
limitation des phénoménes radicalaires et une réparation des dommages oxydantes, ceci est

expliqué par leur pouvoir antioxydant qui conduit donc a contracter 1’état du stress oxydant
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