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"La corruption est apparue sur la terre et dans la mer a cause de ce que

les gens ont accompli de leurs propres mains ; afin qu' [Allah] leur fasse
goiiter une partie de ce qu'ils ont ceuvré ; peut-étre reviendront-ils (vers

Allah)"

Ar-Room . Aya41

" Corruption has appeared throughout the land and sea by [reason of]

what the hands of people have earned so He may let them taste part of
[the consequence of | what they have done that perhaps they will return

[to righteousness]"

Ar-Room : Aya.41
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Résumé

Le présent travail consiste a étudier la toxicité du bisphénol A (BPA) ; une molécule
utilisée intensivement dans I’industrie de la plastique ; et ses impacts sur quelques parametres
de la fonction hépatique, rénale et reproductrice chez le rat et de tester les effets modulateurs
de la supplémentation en sélénium et en vitamine E sur la cytotoxicité induite par ce
plastifiant. Trente-deux rats méles de la souche Wistar ont été répartis en quatre groupes de 08
rats chacun ; groupe témoin (T) a recu 1’huile d’olive par gavage et soumis sous un régime
standard (RS). Groupe (Se+Vit E) a recu I’huile d’olive par gavage et soumis sous un régime
enrichi en sélénium (0.5mg/kg aliment) et en vitamine E (100mg/kg aliment) (RS/ (Se+Vit
E). Groupe BPA a été gavé par 10mg/kg.p.c du bisphénol A dissout dans 1’huile d’olive et
soumis sous un régime standard et un quatrieme groupe BPA/ (Se+Vit E) a été gavé par
10mg/kg.p.c du bisphénol A dissout dans I’huile d’olive et soumis sous un régime enrichi en

sé1énium et en vitamine E pendant trois semaines.

Les résultats obtenus, apres 1’administration du BPA a 10mg/kg.p.c par gavage
pendant 3 semaines, montrent que le BPA est incriminé dans 1’augmentation de la croissance
corporelle chez les rats traités par ce plastifiant. Nos résultats ont montré également que le
BPA a provoqué des perturbations au niveau des parametres biochimiques (glucose,
bilirubine, cholestérol, triglycérides, I’albumine, HDL-ch, urée, créatinine) et hormonale (LH
et testostérone). De plus, une surproduction des ROS a été générée induisant un taux élevé de
la peroxidation lipidique (augmentation de malondialdéhyde, MDA) et un déclin du taux de
glutathion réduit (GSH) au niveau du foie, rein, testicule et cerveau. Par ailleurs, une
diminution de I’activité enzymatique de la glutathion peroxydase (GPx), la glutathion-s-
transférase (GST) et la catalase (CAT) tissulaire a ét€ enregistré chez le groupe (BPA) par

rapport au groupe témoin.

Ces perturbations biochimiques sont confirmées par les données histologiques. La
supplémentation en sélénium et en vitamine E offre une protection contre la cytotoxicité

induite par le BPA basée sur le piégeage des radicaux libres.

Mots clés : bisphénol A, cytotoxicité, sélénium, vitamine E, rat, balance métabolique.



Abstract

The present work is conducted to study the toxicity of bisphenol A; a monomer used
extensively in the plastics industry; and its impacts on some parameters of liver, kidney and
reproductive function. Furthermore, to test the modulatory effects of selenium and vitamin E
supplementation on the cytotoxicity induced by this plasticizer. Thirty-two male rats of the
Wistar strain were randomly divided into four groups of eight rats each; control group received
orally olive oil and was given standard diet. (Se+Vit E) group received orally olive oil and was
given diet enriched with Selenium (0.5mg/kg diet) and Vitamin E (100mg/kg diet). BPA group
was orally administered 10mg/kg b.w of Bisphenol A dissolved in olive oil and was given a
standard diet. Fourth group BPA/(Se+Vit E) was orally administered 10mg/kg b.w of bisphenol
A dissolved in olive oil and was given diet enriched with Selenium and Vitamin E for three

weeks.

The gotten results, after the administration of BPA at 10mg/kg b.w for three weeks,
show that BPA is convicted by increasing body weight of rats treated with this plasticizer. Our
results have also shown that BPA has caused a disruption in biochemical parameters (glucose,
bilirubin, cholesterol, triglycerides, albumin, HDL-ch, urea, creatinine) and hormonal (LH,
testosterone). In addition, an overproduction of ROS induced high levels of lipid peroxidation
(increased of malondialdehyde, MDA) and a decline in reduced glutathione (GSH) levels in the
liver, kidney and testis. Furthermore, a decrease in the enzymatic activity of glutathione
peroxidase (GPx), glutathione-s-transferase (GST) and catalase (CAT) was noticed in the same

group as compared to the control.

These biochemical disruptions were confirmed by the histopathological findings.
Supplementation with selenium and vitamin E give a protection against the cytotoxicity induced

by BPA based on trapping free radicals.

Key words: Bisphenol A, cytotoxicity, selenium, vitamin E, rat, metabolic balance
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Introduction générale :

Malgré leurs applications positives dans divers usages, les produits de la
plasturgie peuvent poser de sérieux problémes vis-a-vis de I’environnement et de la santé. En
effet, la contenance des additifs, adjuvants et des monomeres, en quantité plus au moins
grande dans les polymeres, présente le risque de réactions chimiques nocives pendant leur

fabrication et leur usage.

Depuis une vingtaine d’années, 1’'inquiétude de l'innocuité des maticres plastiques
ainsi les résines époxydes contenant du bisphénol A surtout ceux en contact avec notre
nourriture suscite un intérét croissant au sein de la communauté scientifique et dans la
population. Malgré la fixation de la dose journaliere admissible (DJA) par les agences
réglementaires (EFSA., 2008 et FDA., 2010), des études expérimentales réalisées chez les
rongeurs ont mis en évidence la toxicit¢ du BPA pour de faibles expositions
quotidiennes, inférieures aux doses seuils jusqu’alors jugées sans effet pour I’homme
(Rubin et al., 2001 ; Benachour et Garis., 2009). Le potentiel perturbateur endocrinien du
BPA est alors mis depuis la conférence de Chapel Hill aux Etats-Unis (Vom Saal et al., 2007)
au cours de laquelle 38 scientifiques ont conclu a un lien possible entre les troubles de la

reproduction observés et une exposition de la population humaine au BPA.

Le bisphénol A est considéré alors parmi les perturbateurs endocriniens cestrogeno-
mimétiques (Richter et al., 2007). Cette molécule d’intérét de notre projet de fin d’étude
appartient a la famille des diphényl-alcanes hydroxylés. Une fois, le BPA a été utilisé en tant
qu’une hormone synthétique pour prévenir chez la femme les fausses couches et les menaces
d’accouchements prématurés (Dodds., 1936). Apres, il est devenu plus important pour
I’industrie du plastique en faisant réagir le BPA et un phosgene (COCl2) pour obtenir un
plastique plus rigide, plus résistant, 1éger et économique ; d’ou la notion du polycarbonate est
créée (Caliendo., 2012). En effet, le BPA est omniprésent dans nos usages quotidiens a cause
de I'utilisation continue de ces produits en polycarbonates : bouteilles réutilisables, gobelets,
ustensiles de cuisine jetables, téléphone portable et méme dans les dispositifs
médicaux...etc.). Ainsi, sa présence dans des résines époxydiques utilisés dans les emballages

alimentaires et les scellements dentaires (Vandenberg et al., 2012).

A cet égard, nous avons suivi un protocole expérimental qui consiste a évaluer les
effets de ce xéno-cestrogeéne ainsi qu’une approche est mise en évidence pour évaluer I’effet

protecteur de deux suppléments alimentaires ; sélénium et vitamine E. Ces deux molécules
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non enzymatiques sont partout dans notre régime alimentaire ainsi sous forme des
suppléments médicamenteux. En outre, elles possedent des propriétés biologiques et
antioxydantes ce qui les rendent indispensable pour la majorité des processus métaboliques et
pour prévenir la peroxydation lipidique. Des études menées a I’échelle nationale (Messarah et
al.,, 2012 ; 2013 ; Gueroui et al., 2016) et internationale (Lee., 2010 ; El-Demerdash., 2004 ;
Helal et al., 2016) ont montré que la vitamine E et le sélénium ont amélioré la perturbation
métabolique ainsi la réparation des dégats causés par les radicaux libres générés par différents

polluants.
L’objectif de notre étude consiste a :

» Analyser les effets du bisphénol A, administré aux rats par gavage a raison de 10mg/kg/
p.c., sur la variation des parametres physiologiques, hématologiques et biochimiques
ainsi que sur le statut oxydatif au niveau de quelques tissus mous notamment le foie, les

reins, les testicules et le cerveau cher le rat de la souche wistar.

» Tester le pouvoir correcteur de la supplémentation en sélénium (0.5mg/kg aliment) en
en vitamine E (100mg/kg aliment) sur 1’hépatotoxicité et le néphrotoxicité ainsi la

reprotoxicité induite par le bisphénol A.

Au vu de ces données, notre étude est produite dans différentes parties. Nous allons

présenter dans une premiere partie bibliographique qui contient deux chapitres :

Le premier chapitre est consacré sur le bisphénol A, son mode d’action et ses effets

sur la santé humaine et animale.

Le deuxieme chapitre est réservé pour 1’étude de stress oxydatif et les différents

systemes de défense antioxydante de 1’organisme.

Ainsi, nous allons présenter une deuxieme partie expérimentale qui contient elle-méme

deux chapitres :

Le troisieme chapitre est consacré pour la partie « matériel et méthodes » et les
techniques du dosage des parametres biochimiques, hématologiques et ceux du stress

oxydatif.

Le quatrieme chapitre est réservé pour la partie résultats obtenus et leurs discussions
en faisant ainsi une comparaison aux travaux de recherche antérieurs qui font référence dans

le domaine.
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1. Bisphénol A
1.1. Qu’est-ce que le bisphénol A ?

Le bisphénol A (BPA) est une substance d’origine exclusivement anthropique : une
substance chimique de nomenclature scientifique 2,2-bis (4-hydroxyphényle) propane qui a
été découverte en 1891 par le chimiste Russe Alexandre Dianin, mais la premiere fois
annoncé le BPA dans un papier scientifique était en 1905 par Thomas Zincke de 1’université
de Marburg ; Allemand (Caliendo., 2012). Le BPA posséde une propriété cestrogéno-
mimétique, dont les premieres études ont été réalisées dans les années 1930s ou il fut
administré a des rates ayant subi une ablation des ovaires afin de prévenir chez la femme les
fausses couches et les menaces d’accouchements prématurés (Takeshita et al., 2001).
Néanmoins, cette perspective d’utilisation clinique a été abandonnée avec la découverte
en 1938 du diéthylstilbestrol (DES), une molécule possédant une meilleure affinité pour les

ERs et une activité oestrogénique plus importante que le BPA (Kang et al., 2006).

Depuis les années 1950s, apres la découverte d’un nouveau type de plastique plus
rigide par Dr. Hermann Schnell et Dr. Daniel Fox en faisant réagir le BPA et un phosgene
(COCly), le BPA est couramment devenu un monomere important dans I’industrie du

plastique spécifiquement les polycarbonates et les résines époxydiques (Caliendo., 2012).
1.2.  Structure et propriétés physicochimiques :
Le Bisphénol A (BPA); 2,2-bis (4-hydroxyphényle) propane ; est une molécule de

petite taille issue de la catalyse acide de deux phénols avec une cétone, dont la structure

chimique est présentée par la (Fig.01).

CH
\\3
2CgHsOH  + C=0 CisH1g02 +  H,0
S
CH4
phéenol acetone bisphénol A eau
CH,
;ff**\\\ =N
HO— >—cC —<’\\ ) —OH
CHs
bisphénol A

Figure 1. Réaction de formation du BPA (INERIS., 2010).

[—



Chapitre 1. Bisphénol A E

Il est un solide de couleur blanche appartenant a la famille des diphényl alcanes
hydroxylés, ou les bisphénols pouvant se présenter sous forme de poudre, écailles ou cristaux,
d’odeur 1égerement phénolique avant transformation, peu soluble dans I’eau (120-300mg/1 a
25°C), soluble dans 1’acide acétique, les solutions aqueuses alcalines et dans certains
solvants : acétone, éthanol et méthanol). Le bisphénol A est un hydrophobe et présente une
affinité potentielle pour les lipides. Il a une biodégradation rapide en présence d’oxygene dans
les sols, I’eau et I’air (INERIS., 2010). Ses propriétés physico-chimiques sont représentées

dans le tableau suivant :

Tableau 1. Propriétés physico-chimiques du bisphénol A (INERIS., 2010).

Propriétés
Formule chimique brute Ci5Hi60:
N°CAS* 80-05-7
Masse molaire 228,3g/mol
Solubilité dans I’eau 120-300mg/1 a pH=7
Coefficient de partage octanol/eau/log Kou 3,4(2,20-4,16)
Constante d’ionisation pKa) 9,73(9,6-10,2)
Coefficient de répartition (sang/plasma) 0,67-1.1
Pression de vapeur 4,12-10,9 hPa a 25°C
Demi-vie dans I'air 4-5h
Demi-vie dans 1'eau 2,5 — 4 jours
Demi-vie dans les sédiments 300 jours

1.3.  Production du plastique et utilisation du bisphénol A :

La consommation et la production de matieres plastiques n’ont cessé d'augmenter au
cours de ces dernieres décennies, conduisant a une production de déchets sans cesse
progressive (Derraik., 2002 ; Van Cauwenberghe et al., 2013). La production mondiale de
plastiques augmente de 5 a 10 % par an. Malgré la crise de 2008 I’industrie du plastique n’a

été pas épargnée.

En ce qui concerne le BPA, il est utilis€¢ dans de nombreux secteurs industriels pour
ses propriétés d’antioxydant et durcissant. Toutefois, deux utilisations totalisent plus de 97 %
de la consommation de BPA en Europe : la fabrication de plastiques polycarbonates et la

production de résines époxydes, comme nous le démontre le tableau 02 ci-dessous, 1’industrie
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produit plus d'un million de Tonnes de BPA par an, soit environ 0,35 % de la production
totale de plastiques. A 1'échelle mondiale, la consommation de BPA a amplifié d'un taux
annuel moyen de 'ordre de 10 % sur la période allant de 2003 a 2006. On peut expliquer cette

hausse de consommation par une forte demande en polycarbonate (Commission Européenne.,
2008).

Tableau 2. Consommation du BPA en Europe (2005/2006) (Commission Européenne., 2008).

Données sur 1'utilisation Tonnes/an Pourcentage de la
consommation (%)
Total de la consommation 1084 870 100
Polycarbonates (PC) 865 000 79,55
Résines époxydes dont : 196 535 18,08
- € 2
Revétement de canettes ) 755 0,25
Résines phéno-plastiques 8 800 0,81
Polyesters insaturés 3 600 0,33
Papier thermique 1 890 0,17
Polychlorure de Vinyle 1800 0,17
(PVC) dont :
-Stabilisant 450 0,04
-Plastifiant 900 0,08
- Antioxydant 450 0,04

Les polycarbonates (PC) et les résines époxydes représentant environ 97,5% de la
consommation totale de BPA. Mentionnons toutefois que le BPA est également utilisé dans le
PVC. En effet, le BPA s'y retrouve soit comme antioxydant, plastifiant ou comme stabilisant.
De maniere générale, le bisphénol A présent dans le PVC préserve sa souplesse et renforce sa
résistance aux chocs (Peltier., 2011). Les polycarbonates sont des plastiques courants utilisés
dans la conception d'emballages alimentaires tels que des bouteilles d'eau, des récipients de

conservation, des biberons...etc. (Bonefeld-Jorgensen et al., 2007 ).

[—
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Figure 2. Chaine macromoléculaire principale des plastiques polycarbonates (Mathieu Cladiére.,
2012).

On le retrouve également dans la conception de plastiques non alimentaires,
principalement dans les verres optiques, en raison de son caractere transparent. Il sera
également présent en concentration plus ou moins élevée dans les carrosseries automobiles,
les CDs, des DVDs...etc. Tous ces usages sont justifiés par les caractéristiques des
polycarbonates, comme la clarté, ou encore la résistance a la chaleur et aux chocs (INERIS.,
2010). Ainsi, les secteurs d’utilisation des polycarbonates sont présentés dans la Figure 03 ci-

dessous.

>
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Figure 3. Secteurs d’utilisation des polycarbonates en 2010 (Mathieu Cladiére, 2012).
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En Europe, la production et la consommation de PC varient fortement en fonction des
Etats membres considérés (Fig.04). Ainsi, la Belgique produit 22 % de la production totale

européenne de polycarbonate mais n'en consomme que 3 %. Inversement, des pays comme le

e
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Royaume Uni et I'Italie n'en produisent pas mais consomment respectivement 12 et 13 % de la

consommation totale européenne (Mathieu Cladiére., 2012).
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Figure 4. Production et consommation de polycarbonates en EU (Fédération de la Plasturgie.,
2011) La 1ere colonne (bleu) nous renseigne sur les productions de PC tandis que la 2éme colonne (rouge) nous
renseigne sur la consommation de PC.

Les résines époxydes représentent 18 % de I’utilisation totale du bisphénol A. Le
diglycidyl ether de bisphénol A (DGEBPA) est la résine époxyde la plus utilisée a
travers le monde (95 % de la consommation) en raison de son prix relativement faible et de
son adéquation a de nombreuses utilisations (Pham et Marks., 2004). En 2000, le marché
mondial des résines époxydes est estimé a environ 1,15 millions de tonnes, dont plus de 30 %

sont attribués a 1'Union européen, avec plus de 370000 tonnes (Pham et Marks., 2004 ;

INERIS., 2010).
0 CHy
I\
H,CmCH=—CH,—0 0—CH,—HC—CH,
A4
CHy 0

Bisphénol A

Figure 5. Chaine macromoléculaire principale du DGEBPA (Mathieu Cladiére., 2012).

Selon Plastics Europe, les résines époxydes sont utilisées pour leur capacité de
protection contre la corrosion et leur stabilité thermique, majoritairement : elles sont utilisées

comme durcisseurs, présents dans certaines peintures ou encore dans les colles (colle époxy

e
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couramment utilisée par les bricoleurs). Ces résines ont de multiples usages, notamment dans
le domaine de la construction (revétement de sol), l'alimentation (revétement interne des
canettes), ou encore les loisirs (instruments de musique, skis...). On retrouve également du
BPA dans les tickets de caisse, les emballages alimentaires ou encore les ciments dentaires

(INERIS., 2010). Ainsi, les secteurs d’utilisation des résines époxydes sont présentés dans la

Powder Coatings ;
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Figure 06 ci-apres.
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Figure 6. Répartition des utilisations du DGEBPA en 2009 (Mathieu Cladiere, 2012).

1.4. Voies d’exposition au bisphénol A :

Les fenétres d’exposition au BPA sont diverses avec des expositions continues depuis la
gestation se poursuivant a 1’age adulte et dans les générations suivantes ou des expositions
limitées a une période précise du développement par exemple pendant la période
gestationnelle, néonatale, pré-pubertaire, post-pubertaire... Largement présent dans notre
environnement quotidien, le bisphénol A (BPA) se retrouve dans le sang et I’urine de la quasi-
totalité des populations occidentales. Bien que rapidement éliminé, le BPA est présent a

niveau constant dans I’organisme du fait de 1’exposition continue (EFSA., 2006).
1.4.1. Voie d’ingestion alimentaire :

La principale voie d’exposition évoquée est 1’alimentation mais peut-étre d’autres voies ne

sont-elles pas a négliger (EFSA., 2006 et 2008 ; NTP-CERHR., 2008).

Environnement Canada estime que 1’exposition de la population au BPA varie de 0,08 a

4,30 ug/kg p.c. par jour (Tab.03). D’autres sources indiquent une consommation qui varie de
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0,028 a 0,18 pg/kg p.c. par jour chez les bébés, de 0,04 a 14,7 chez les enfants et de 0,36 a
0,43 chez les adultes. Dans la mesure ou le BPA est un monomere des polymeres plastiques
utilisés pour emballer ou contenir les aliments, cette exposition releve d’une part des
monomeres résiduels de BPA présents dans ces matériaux et susceptibles de migrer dans
I’aliment, et d’autre part du BPA qui peut étre libéré par 1I’hydrolyse du polymere, en
particulier au cours du chauffage, comme cela peut se produire pour les biberons en
polycarbonate par exemple. Cette migration est d’autant plus importante que le polycarbonate
a été utilis€ a de nombreuses reprises ou qu’il est au contact de solutions alcalines (EFSA.,

2006 ; Lim et al., 2009).

Tableau 3. Estimations globales de I’exposition journaliére des enfants de 1 an et plus et des
adultes (ug/kg p.c. par jour) (environnement Canada., 2008)

Groupe Absorption attribuable Absorption Absorption globale a Absorption totale
d’age a la consommation attribuable a la partir des milieux estimée
d’aliments migration a partir naturels®
en conserve! de bouteilles en
polycarbonate?
moyenne | maximale Moyenne moyenne | maximale | moyenne | maximale

1- 4 ans 0,25 1,98 0,012 0,012 0,28 0,27 2,27
5-11 ans 0,15 1,28 0,010 0,005 0,16 0,17 1,45
12-19 ans 0,09 0,73 0,005 0,001 0,06 0,10 0,80
Adultes 0,07 0,60 0,006 0,001 0,06 0,08 0,67

'Les valeurs sont fondées sur les concentrations moyennes et maximales de bisphénol A mesurées
dans les aliments en conserve.

?La valeur est fondée sur la concentration moyenne de bisphénol A mesurée dans I’eau, soit 0,24
ppb, par suite de I’utilisation de bouteilles de polycarbonate a la température ambiante.

3Les valeurs sont fondées sur les concentrations moyennes et maximales de bisphénol A mesurées
dans divers milieux naturels.

Dans des conditions normales d’utilisation d’un biberon, cette migration est de quelques
ug/l d’eau ou de lait. Chez les adultes, la consommation de boissons contenues dans des
bouteilles en polycarbonates d’aliments en conserve ou de denrées chauffées a la micro-onde
dans leur emballage plastique se traduit par des valeurs d’exposition moyennes voisines de

0,033 pg/kg p.c/ j (Lim et al., 2009). Alors qu’elles sont environ 25 fois plus élevées pour le
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nourrisson nourri au biberon en polycarbonate soit 0,800 pg/kg/j. Cette dose est tres inférieure
a la dose journalicre admissible pour I’homme (50 pg/kg/j) mais compatible avec des

expositions étudiées chez 1I’animal (EFSA., 2006 ; Vandenberg et al.. 2007a).
1.4.2. Voie cutanée ou inhalatrice :

Les autres modalités d’exposition telles que celles provenant de la manipulation de
papiers thermosensibles ou encore 1’inhalation de poussieres contaminées par du BPA sont
peu documentées et sont considérées comme négligeables pour le consommateur (EFSA.,

2006).

En ce qui concerne ce deuxieme point, peu de données existent sur 1’absorption par
inhalation ainsi que sur les niveaux de contamination de I’air. Toutefois, des travaux récents
indiquent que les poussieres domestiques peuvent contenir plus de 15 000 ug/kg de BPA et
que cette valeur peut étre 5 fois plus élevée pour des poussieres collectées dans des bureaux
(Volkel et al., 2008). Par ailleurs, les calculs d’estimation de 1’absorption cutanée du BPA font
mention d’une valeur de 10 % de la dose appliquée (EFSA., 2006), ce que semble confirmer

les travaux de Kaddar et son équipe a partir d’un modele de peau de porc (Kaddar., 2008).

Le tableau 04 résume les estimations de I’exposition professionnelle au BPA par I’EPA
chez les travailleurs dans le domaine de la plasturgie. Ca nous montre que la voie dermique
est plus importante vue que les produits entre en contact avec la peau des travailleurs lors de
leur production et leur transport. Cependant, la dose inhalatrice des résines époxy est un peu

élevé que les polycarbonates et les flammes (0-28mg/jr).

[—
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Tableau 4. Estimation des concentrations d’exposition inhalatrice ou cutanées du BPA (EPA.,

2010).

Stade Type d’éxposition Dose du BPA (mg/jr)

Industriel Inhalation 0-9.6
Cutanée (liquide/solide) 882-3.100

Polycarbonates Inhalation 0.7-2.7
Cutanée (solide) 0.31-3.100

Résines époxy Inhalation 0-28
Cutanée (solide) 3.100

Flames retardantes Inhalation 0
Cutanée (solide) 3.100

1.4.3. Voie sublinguale :

Le BPA peut étre trouvé comme impureté dans les résines dentaires mais n'est pas utilisé
dans leur formulation car 'humidité de la salive inhibe sa polymérisation en provoquant
I'hydrolyse des 2 groupes hydroxyles terminaux. Ainsi, le diméthacrylate de glycidyle de BPA
(bis-GMA), le dérivé le plus fréquemment utilis€ comme base de la résine, comporte des
groupes méthacrylate de méthyle ajouté aux groupes hydroxyle du BPA via un espaceur
glycidylique. D'autres monomeres tels que le diméthacrylate de triéthyleneglycol (TEGDMA)
et le diméthacrylate d'uréthane (UDMA) sont fréquemment ajoutés a la résine pour maximiser

la viscosité (Soderholm et al., 1999).

11
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Figure 7. Structures chimiques du BPA, du bis-GMA, du bis-DMA et du BPA diglycidyléther
(BADGE) (Soderholm et al., 1999).

Joskow et ces collegues ont pu mesurer les concentrations en BPA dans la salive et dans
I'urine de 14 patients ayant recu des scellements dentaires de différente nature. Les
concentrations moyennes mesurées dans la salive étaient respectivement de 0,54 et 42,8 ug/l,
alors que les concentrations urinaires maximales étaient observées une heure apres
I’application et correspondaient respectivement a 7,26 et 27,3 ug/l, de 2 a 10 fois supérieurs

aux taux moyens habituellement observés (Joskow et al., 2000).

Bien que le BPA pur ne soit pas un composant de la résine dentaire, il a été détecté dans la
salive apres la mise en place de la résine a la suite de I'hydrolyse du bis-DMA par les
estérases salivaires. Bien qu'il ait été démontré que le bis-DMA s'hydrolyse en BPA, le bis-
GMA ne subit pas cette réaction, probablement parce que sa structure chimique empéche

I'hydrolyse au niveau de la liaison ester (Rathee et al., 2012).

D’apres une nouvelle étude, la biodisponibilité du BPA qui en résulte par voie sublinguale
(70-90%) est tres supérieure a sa biodisponibilité par voie digestive (inférieure a 1% dans
I’étude). Une équipe francaise de Toxalim ; une unité de Recherche du Centre INRA de
Toulouse ; a montré que le BPA diffuse a travers la muqueuse sublinguale du chien (tres
vascularisée) et accede directement a la circulation sanguine générale. Les chercheurs ont mis
en évidence une absorption directe du BPA dans la cavité buccale qui conduit a des
concentrations plasmatiques pres de 100 fois supérieures a celles attendues lorsque la méme

quantité de BPA est absorbée au niveau intestinal (Gayrard et al., 2013).

[—
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Figure 8. Différentes voies d’exposition au bisphénol A (Hormann et al., 2014).

1.5. Mode d’action du bisphénol A :

Il existe en effet des relations bien définies entre les caractéristiques structurales du BPA
et son activité biologique. Pour présenter des propriétés cestrogéniques, une molécule doit
présenter deux caractéristiques essentielles : un groupement aromatique hydroxyle (cycle
phénolique) et un squelette hydrophobe. Le groupement hydroxyle est fondamental pour
I’activité hormonale. Le second groupement fonctionnel a base d’oxygene (hydroxyle, cétone,

ou carbonyle) lui confere, ou du moins augmente 1’activité cestrogénique (Perez et al., 1998).

Le BPA répond a cette regle : il posseéde deux noyaux phénoliques qui lui permettent
de se lier aux récepteurs des cestrogenes ERa et ERP de fagon similaire a I’cestradiol mais
10000 fois moins forte que lui. I active alors une réponse qui a été largement considérée

comme la source de ses effets indésirables lors des études animales (Kuiper et al., 1998).

La liaison du BPA a d’autres types de récepteurs nucléaires est I’hypothese qui peut
expliquer ses effets a faibles doses ainsi que ses effets non-monotones. Plusieurs études ont
montré que le BPA se liait au récepteur nucléaire des androgenes (AR) (Lee et al., 2003 ; Xu.,
2005 ; Li et al., 2010). Contrairement aux ERs, le BPA est un antagoniste pour les ARs et son
affinité est de 1’ordre de la micro-molaire. L’action anti-androgénique du BPA a été exercée
par I’inhibition de l'interaction AR N/C et en renforcant les interactions AR-SMRT et AR-
NCoR (Wang et al., 2017). Le SMRT (silencing mediator of retinoic acid thyroid hormone

receptor) et le NCoR (nuclear receptor co-repressor) sont deux corépresseurs transcriptionnels
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les plus largement caractérisés dans répression de I’AR (Dreer et al., 2016 ; Perissi et al.,
2010). D’autre part, les effets observés a faible dose pourraient en partie s’expliquer par des
actions synergiques a travers les récepteurs ERs (action agoniste et féminisante) et le
récepteur AR (antagoniste de I’effet masculinisant). D’autre part, il est a noter que le BPA a
une activité agoniste a faibles concentrations (1 a 10 nano-molaire) sur une forme mutée de
I’AR (AR-T877A) associée a des cancers de la prostate résistants aux anti-androgenes
(Wetherill et al., 2002 ; 2005). Récemment, il a été montré que le BPA pouvait avoir une
action sur les récepteurs ERy in vitro (Abad et al., 2008 ; Li et al., 2010) et in vivo (Tohmé et
al., 2014). Ces travaux devraient permettre de mieux comprendre les effets de cette molécule
sur le métabolisme, notamment sur le diabete et I’obésité. La liaison a ce récepteur pourrait
expliquer les effets du BPA sur les organes non liés a la reproduction tel que le systeme

auditif (Marion., 2016).

Cytoplasm

Nucleus

Figure 9. L’action anti-androgénique du bisphénol A

Outre, il est également capable de déclencher un effet non génomique dans les cellules
des 1ilots pancréatiques, endothéliales et hypophysaires et dans les cellules du cancer du sein
en initiant des réponses rapides a de faibles concentrations. Bouskine et ses collegues (2009)
ont démontré pour la premiére fois que de trés faibles doses de BPA (10~ a 1072 M)
stimulent la prolifération des cellules de séminome humain en permettant une activation
rapide et non génomique, initiée par des voies de signalisation de la PKA et de la PKG
associées a la phosphorylation du facteur de transcription CREB et le régulateur du cycle
cellulaire Rb (Fig.10). Cet effet promoteur, similaire a celui observé avec E2-BSA mais pas
avec E2 seul, a été déclenché indépendamment des ER classiques via un récepteur

membranaire appartenant a la famille des GPCR.

[—
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Figure 10. Modéle proposé montrant le processus par lequel le BPA stimule la prolifération des cellules JKT-
1 en activant les voies de la PKA et de la PKG via un GPCR non classique (Bouskine et al., 2009). Les lignes

continues représentent les étapes démontrées et les lignes en pointillés représentent les voies possibles a

démontrer. AC, adénylate cyclase.

D’apres les différentes études réalisées, 1’activité du BPA varie selon le niveau
d’expression des ERs au niveau des tissus. Alors, Il peut manifester des effets agonistes,
antagonistes ou des effets mixtes agonistes-antagonistes sur les ERs. De plus, une méme dose

du BPA ne présente pas la méme amplitude d’action biologique au niveau des tissus cibles.

1.6. Toxico-cinétique du BPA :

Les expérimentations menées chez 1’homme adulte montrent que le BPA est totalement
absorbé par la voie digestive. Il est ensuite pris en charge par les enzymes de
biotransformation intestinales et hépatiques, principalement celles responsables de la
conjugaison des xéno-biotiques. Volkel et son équipe (2002) ont administré sous forme de
gélule 5000ug dose unique de BPA marqué au deutérium a des volontaires humains des deux
sexes. Des prélevements de sang et d’urine ont été effectués a intervalles réguliers au cours
des heures qui ont suivi I’administration et ces échantillons ont fait 1’objet d’analyses en GC-
MS/MS et LC-MS/MS avant et apres hydrolyse a la B-glucuronidase. Les résultats obtenus

indiquent que le pic plasmatique est atteint environ 80 minutes apres 1’ingestion
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(concentration=800 nmol/l) et que le BPA circulant est presque exclusivement sous la forme
de conjugué a I’acide glucuronique (BPA-glucuronique). Ce dernier est rapidement €liminé
dans I’urine et aucun autre métabolite n’a été retrouvé par ces auteurs. Des travaux analogues
menés par Tsukioka et son équipe (2004) chez un seul individu recevant par voie orale 100 ug
de BPA deutéré indiquent une concentration urinaire maximale de 90 ug/l (30 minutes apres
le traitement). Ces travaux démontrent chez 1’homme adulte une élimination rapide et
complete du BPA dans I'urine sous forme de BPA-glucuronide, mais ne refletent pas

forcément les conditions d’exposition chronique au BPA de la population générale.

En outre, plusieurs études d’exposition révelent la présence de BPA libre dans 1’urine
pour environ 10% des échantillons. En effet, Il ne peut pas étre exclu que les traces de BPA
libre retrouvées dans I’urine puissent provenir de contaminations au cours de I’analyse elle-
méme (Volkel et al., 2008) ou encore de 1I’hydrolyse du conjugué apres le prélevement

urinaire, libérant de ce fait le composé parent (Waechter et al., 2007).

Compte tenu de la demi-vie du BPA de 4-6h et de I’exposition supposée essentiellement
alimentaire a cet agent chimique, il devrait étre observé une diminution graduelle des niveaux
d’excrétion urinaire du BPA et/ou de ses métabolites. D’apres Stahlhut et ses collegues
(2009), un jetne de 24 h n’a pas d’effet significatif sur les taux d’élimination totale du BPA
(libre + conjugué) dans l'urine. En effet, les concentrations médianes observées chez 129
sujets de la cohorte américaine (NHANES) sont de 2,6 ug/gcréatinine pour les prélévements (0-4-
Sh) et pour 899 individus de 2,4 ug/g de créatinine pour les prélevements (8-5-24h) apres le
début du jelne. Ces données suggerent aux auteurs que 1’exposition alimentaire n’est pas
nécessairement prépondérante, que les cinétiques d’élimination observées pour une dose
unique ne sont peut-étre pas extrapolables a 1’exposition continue, que le BPA pourrait &tre
retenu dans un compartiment tel que le tissu adipeux, ou encore que le BPA urinaire pourrait

provenir d’autres contaminants que le BPA (Stahlhut et al., 2009).

Des extrapolations des données de pharmacocinétiques de 1’animal a 1’homme sont
rendues délicates en raison d’importantes différences inter-especes pour ce qui concerne
I’existence ou non d’un cycle entéro-hépatique dans le processus d’élimination du BPA
conjugué a I’acide glucuronique. En effet, chez le rat ce métabolite est €liminé pour partie
dans la bile pour étre aprés hydrolysé dans la lumicre intestinale, réabsorbé par la paroi
intestinale (Kurebayashi et al., 2003). Ce processus n’a pas lieu chez I’homme, ce qui a pour
conséquence une élimination urinaire plus rapide. De ce fait, la demi-vie du BPA chez

I’homme est de 4 a 6 heures (Volkel et al., 2002 ; 2005) et I’élimination est compléte en 24

[—
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heures, alors que les données chez le rat font état d’une demi-vie comprise entre 24 et 48

heures (Kurebayashi et al., 2003 ).

En outre, chez le rat c’est majoritairement 1’iso-forme 2B1 de I’UDP-glucuronosyl
transférase (UGT2B1) qui prend en charge la glucuronidation du BPA (Yokota et al., 1999).
Chez I’homme, c’est principalement I’'UGT2B15 qui est responsable de cette glucuro-
conjugaison (Hanioka et al., 2008). Le polymorphisme génétique de ’'UGT2B15 pourrait
entrainer d’importantes variabilités interindividuelles en matiere de capacité de détoxication
du BPA chez I’homme. S’il est vrai que I’expression des UGT est limitée chez le foetus et
pendant les premiers jours de la vie, ces enzymes sont suffisamment actives pour métaboliser
de faibles doses de BPA comme le montre I’étude de Calafat et son équipe qui a mis en
évidence des glucuro-conjugués du BPA dans les urines de nourrissons prématurés (Calafat et

al., 2009).
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Figure 11. Schéma de métabolisation du bisphénol A (Bursztyka et al., 2008)

Les données recueillies chez I’ Homme montrent que le BPA-glucuronide est le métabolite
majoritaire puisqu’il représente plus de 90 % de la forme circulante et des métabolites

urinaires. Le BPA-sulfate est plus rarement identifié et quantifié. Kim et son équipe (2003)
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ont démontré chez des sujets coréens masculins (N=15) et féminins (N=15) que le BPA-
sulfate était bien présent. Chez les hommes, les niveaux de BPA sulfate et BPA glucuronide
étaient respectivement de 0,49 + 0,27 et 2,34 + 0,85 pg/l alors que chez les femmes ces
concentrations étaient respectivement de 1,20 = 0,32 et 1,0 £ 0,34 ug/l. Ces deux formes
représentent des voies de détoxication du BPA dans la mesure ou elles ne sont pas actives sur

les récepteurs aux cestrogenes.

Tres récemment, Nishikawa et ses collegues (2010) ont montré chez des rates en gestation
dont I'utérus a été perfusé par de faibles doses de BPA-glucuronide que la dé-conjugaison de
ce métabolite avait bien lieu dans le liquide amniotique et le feetus, libérant de ce fait du BPA.
Tandis, la glucuronidation du BPA représente bien la voie majoritaire chez le rongeur,
plusieurs autres métabolites ont néanmoins été identifiés, tels que le BPA di-glucuronide, ou

des conjugués méthoxylés (Zalko et al., 2003).

1.7. Toxico-dynamique du BPA

Le BPA a fait I’objet de plusieurs évaluations de risque a la demande de différentes
agences sanitaires aussi bien en Europe qu’aux Etats-Unis (Tab.05). Ces évaluations de risque
se sont appuyées principalement sur deux études réalisées par Tyl et son équipe (2002 ; 2008)
selon les lignes directrices de I’OCDE (Organisation de coopération et de développement
économiques). A partir de ces études conduites sur plusieurs générations de rats et souris un
NOAEL de 5 000 pug/kg p.c. /j a été établi. Ce NOAEL est établi pour des effets de toxicité
systémique. Sur la base de ces travaux, les autorités sanitaires ont défini une dose journaliere

admissible pour I’Homme de 50 pg/kg/j en Europe.

[—
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Tableau 5. NOAEL et doses journaliéres acceptables (DJA) (Inserm., 2010).

Evaluation de risques Etude NOAEL*mg/kg/j | DJA* pg/kg/j
SCF 2002/ Europe Tyl et al. 2002 5 10
ECB 2003/ Europe Tyl et al. 2002 50
AIST 2005/Japon Tyl et al. 2002 Sou 50 0.5
EFSA 2006-2008/ Europe Tyl et al. 2002,2008 5 50
ECB 2008/Europe Tyl et al. 2002,2008 50
NTP-CERHR 2008/USA Tyl et al. 2002,2008 4.75 50
US FDA2008/USA Tyl et al. 2002,2008 5
Health Canada2008/Canada Tyl et al. 2002,2008 5 25

*NOAEL : « No Observable Adverse Effect Level =» dose sans effet toxique (dose la plus élevée d’une

substance pour laquelle aucun effet toxique n’est observé) ; *DJA : dose journaliere acceptable.

En Janvier 2015, 1I’Agence Francaise de Sécurité Alimentaire (EFSA) a publié une
réévaluation du BPA qui expliquait que le BPA ne pose pas de risque pour la santé des
consommateurs. En se basant sur de nouvelles données et de nouvelles méthodologies
disponibles, ’EFSA a abaissé le niveau de sécurité estimé, connu sous DJA de 50ug/Kg/j a

4pg/kelj (EFSA., 2015).

Depuis quelques années, un débat sur les risques liés a I’exposition au BPA agite la
communauté scientifique entre les tenants de la toxicologie réglementaire et les
endocrinologues (Myers et al., 2009). Ce débat concerne essentiellement les effets du BPA a
de faibles doses. Classiquement, les effets des substances chimiques sont décrits comme
suivant une courbe monotone dose réponse. Néanmoins, pour certains scientifiques, les
substances chimiques environnementales dont le BPA ayant une activité hormonale ne
répondraient pas a ce principe et pourraient provoquer a de faibles doses des effets opposés a
ceux observés a fortes doses. Cela a constitué des signaux d’alerte pour les pouvoirs publics et
les agences sanitaires. Cependant, a ce jour, le BPA n'a pas été considéré comme VHC (Very

High Concern) ou SVHC (Super Very High Concern) car il n'a pas été démontré qu'il était
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Tableau 6. DL50/CL50 du bisphénol A (ECB., 2003)

Voie Espece DL50/CL50
Inhalatrice Rat > 170 mg/m3
Rat 3 200-5 660 mg/kg
souris 5 200 mg/kg males
Orale 4 100 mg/kg femelles
Lapin 2 230 mg/kg
Cutanée Lapin 3 600 mg/kg
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Figure 12. Altérations métaboliques du bisphénol A (Rezg et al., 2014).

1.7.1 Effet sur la reproduction :

Certaines études épidémiologiques et toxicologiques suspectent la reprotoxicité du

bisphénol A (BPA) mais les agences sanitaires lui classé repro-toxique de catégorie 3 (ni

cancérogenes ni mutagenes) (INSERM., 2010). En effet, I’étude de Nakamura et son équipe

(2010) a révélé une diminution de la concentration de la testostérone et LH suivant un

traitement par le BPA (0, 20, 100 et 200 mg/kg/jr) ou I’E2 (10 et 100 pug/kg/jr) pendant six
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semaines, mais aucun effet sur la concentration de I’E2 et FSH. Outre, un déclin de
I’expression des enzymes stéroidogéniques et cholesterol carrier protein ainsi 1’expression de
a-mRNA récepteur ostrogénique a été observé au niveau des cellules de Leydig chez les
groupes traités par le BPA et ’E2 ce qui affecte leurs nombre. De plus, Yeung et ses
collaborateurs (2011) ont trouvé méme résultats d’inhibition de 1’expression des enzymes
stéroidogéniques 3-HSD, CYP17A1 and 17-HSD3 au niveau des microsomes testiculaires des
rats et de I’homme. Le bisphénol A perturbé 1’homéostasie testiculaire des animaux de
laboratoire ce que El-Beshbishy (2013) a noté comme résultat de son étude. Il a enregistré une
diminution de la concentration de la testostérone et de protéines totales testiculaires,
diminution de I’activité des enzymes testiculaires ; acide phosphatase, alkaline phosphatase et
lactate déshydrogénase, monoamine oxydase et NADH déshydrogénase. Ainsi, un
déséquilibre du statut antioxydant/ pro-oxydant est suit 1’administration orale du BPA
(10mg/kg/jr) : chute de D’activité enzymatique de la glutathione reductase, glutathione
peroxidase, superoxide dismutase et la catalase testiculaire avec un exces de peroxydation
lipidique. Outre, Chitra et ses collegues (2003) ont signalé 1’effet délétere de I’administration
du BPA (0.2, 2 et 20 ug/Kg/jr) pendant 45 jours. Cette étude a révélé un déséquilibre de
I’homéostasie de I’épididyme ; réduction de la motilité et de la concentration du sperme
épidémique. Ainsi, une diminution de I’activité enzymatique du superoxide dismutase,

glutathione reductase, glutathione peroxidase et la catalase avec une surproduction de 1’H>O».

Quelques études épidémiologiques ont été réalisées chez I’homme mais restent peu
informatives quant aux effets a long terme du BPA. 84 travailleurs de 3 usines utilisant de
BADGE (bisphenol A diglycidyl ether) afin de durcir des résines époxy ont ét€ I’objet de
d’évaluation par Hanaoka et ses collaborateurs. 42 entre eux n’utilisaient pas le BADGE. Un
prélevement urinaire a eu lieu entre 10 et 12 h du matin afin de doser la concentration en BPA
et en métabolites de solvants organiques auxquels les travailleurs étaient potentiellement
exposés ; une prise de sang le méme jour a permis le dosage des concentrations plasmatiques
de 3 hormones (LH, FSH et testostérone). Les niveaux médians de LH et testostérone libre
étaient inchangés chez tous les travailleurs. La concentration de FSH plasmatique tendait a
diminuer en fonction de la concentration urinaire du BPA. Bien que, le niveau médian du
BPA était environ le double pour les travailleurs utilisant le BADGE que pour ceux ne
I’utilisant pas ; la moyenne était supérieure de 2,5 uMol/Molcwatinine pour les exposés

(Hanaoka et al., 2002). Une diminution de la fonction sexuelle est obtenue par Li et ses

[—
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collaborateurs en examinant des travailleurs dans une usine de résine époxy en Chine (Li et

al., 2010).

Une étude portant sur 300 femmes coréennes au moment de 1’accouchement, a trouvé des
concentrations plasmatiques comprises entre la limite de détection et 66,48 ug/l alors que
dans le sang du cordon, les valeurs ne dépassaient pas 8,86 ug/l. En Allemagne, une étude
menée chez 599 enfants 4gés de 3 a 14 ans fait apparaitre des taux urinaires moyens de BPA
total de 2,7 ug/l (Lee et al., 2008). Ce sont chez les enfants les plus jeunes (3-5 ans) que les
concentrations les plus élevées ont été observées (3,5 pug/l). Enfin, si aucune augmentation du
BPA n'a été détectée chez les nouveau-nés ayant des testicules non descendus en France
(Fenichel et al., 2012), des données récentes ont montré une corrélation négative entre les
concentrations de BPA et d'insuline-like 3 (INSL3) (Fenichel et al., 2013). L'INSL3 régit la
descente trans-abdominale des testicules feetaux depuis leur position initiale méso-

néphrotique jusqu'a l'entrée du canal inguinal (Ivell et al., 2009).

Depuis ce qui précede, le niveau détecté du BPA est inférieur de la NOAEL. Cependant,
une nouvelle étude fondée par une équipe francaise a montré que les testicules de feetus
humain sont plus sensibles au bisphénol A que ceux des souris ou des rats. Eladak et ses
collaborateurs ont développé un nouveau systeme de culture [r/m/h FeTA (rat/mouse/human
Fetal Testis Assay)] qui permet 1’étude uniquement de 1’effet direct d'un composé sur les
cellules testiculaires sans prendre en compte les boucles de rétroaction potentielles extra-
testiculaires ou les actions qui pourraient compenser ou affecter les effets des produits
chimiques exogenes (Eladak et al., 2015). 1ls ont comparé la sécrétion de la testostérone
basale et stimulée par LH des testicules feetaux de rats, souris et humains explantés a des
stades de développement comparables (14.5 dpc, 12.5 dpc et 6.3-11.1 GW, respectivement) et
cultivés avec le systeme FeTA pour 3- 4 jours. Avec les testicules de rat et de souris, le taux
de la sécrétion basale a augmenté pendant 2-3 jours et a été maintenu ou diminué par la suite.
Avec les testicules feetaux humains, la moyenne de la sécrétion basale quotidienne a
progressivement diminué tout au long de la culture, mais 1'évolution individuelle a changé en
fonction du stade de développement. La capacité a répondre a la LH était plus élevée chez les
rongeurs que chez les humains, et le taux de sécrétion de testostérone stimulé par la LH
augmentait tout au long de la culture chez les rats alors qu'il était stable chez les souris et les

testicules humains (Eladak et al., 2015).

[—
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1.7.2. Les autres effets :

Le bisphénol A est suspecté de se lier aux autres récepteurs et perturbe leurs cascades
fonctionnelles. Une corrélation a été observée entre les teneurs urinaires en BPA les
plus élevées et les patients souffrants des maladies coronariennes, 'augmentation de la
thyroxine libre chez les enfants en surpoids et obeses et 1'accumulation de lipides (Shankar et
al., 2012 ; Trasande et al., 2012). Outre, le diabete de type 2, la résistance a l'insuline, les
troubles cardiovasculaires et I'hypertension sont d'autres maladies a 1'origine de 1'adulte qui
ont été associées a l'exposition au BPA chez l'adulte (Batista et al., 2011 ; D’Cruz et al.,
2012). Alonso-Magdalena (2010) a montré que de faibles doses de bisphénol A et de
diéthylstilbestrol peuvent altérer les signaux de Ca’* dans les cellules o pancréatiques des ilots

de Langerhans.

En évidence, une grande partie de la littérature a fait un lien étroite entre la présence
du bisphénol A et la génération d'especes réactives de I'oxygeéne au niveau des mitochondries
de différentes cellules (Bindhumol et al., 2003 ; Huc et al., 2012 ; Eid et al., 2015) ce qui

résulte un déséquilibre de la balance pro-oxydant/antioxydant : c'est le stress oxydant.

[—
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2. Stress Oxydatif :

La documentation scientifique a caractérisé le stress oxydant comme étant le facteur
majeur dans les effets déléteres du bisphénol A. En théorique, le bisphénol A agit comme une
hormone ostrogénique en faisant augmenté les réactions métaboliques résultant ainsi des
ROS. En effet, un déséquilibre sera apparu entre les processus biochimiques de production de
ces especes réactives oxydantes (ROS) et ceux qui sont responsables de leur contrdle et
élimination. C’est ce qu’on appelle un stress oxydatif (Favier., 2003). Ainsi, le but de cette
deuxieme partie bibliographique est de faire un point explicatif bref sur les principaux

mécanismes de 1’organisme de protection contre ces ROS.
2.1. Présentation des notions d’espeéces réactives oxydantes :

Les especes oxygénées actives (EOA ou ROS Reactive Oxygen Species) désigne les
dérivés réactifs de I’oxygene qui peuvent étre définies : des molécules qui contiennent de
I’oxygene et sont plus réactives que I’oxygene présent dans ’air pouvant réagir avec les
composés biologiques et induire certains dégats cellulaires. Les ROS incluent les radicaux
libres (02, O27) (contenant un ou plusieurs électrons non appariés) et des composés réactifs
oxydants non radicalaires (sans €lectrons libres dans leur couche externe) comme le peroxyde
d’hydrogene (H20.), I’acide hypochloreux (HOCI), I’oxygene singulet, et 1’ozone (O3). Plus
récemment les especes azotées actives (EAA ou RNS Reactive Nitrogen Species) ont été
définies comme un sous-groupe d’oxydants dérivés de 1’oxyde nitrique ou monoxyde d’azote

(NO) (Morel et Barouki., 1999).

Tableau 7. Principales especes réactives oxydantes (ERQO) et azotés (ERA) (Morel et Barouki., 1999).

ERO Abréviation  Lewis adapté
Espéces oxygénées actives EOA

Radical (1on, anion) superoxyde *Oy” 100}
Radical hydroperoxyle HO,- Hee | O+«O |
Peroxyde d’hydrogéne H,0, Hes | OO | «-H
Radical hydroxyle «OH « | O«H
Singulet oxygéne '0, i OO |
Ozone O; : O=0++01
Espéces azotées actives EAA

Oxyde Nitrique ou monoxyde d’Azote +*NO *|*N+O | -
Dioxyde d’azote *NO, e | *NeeQ | =0 |
Peroxynitrite ONOO el OsNe| O | «sO |
Espéces soufiées actives ESA

Radical thiyl RS- Re*S | »
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La réactivité des especes chimiques qui dérivent de ce dioxygene est, elle aussi,
relative. En effet, ’anion superoxyde (O2") et le peroxyde d’hydrogene (H202) sont tres
sélectifs dans leurs réactions avec les molécules biologiques et ne vont, par exemple, interagir
qu’avec quelques enzymes. Au contraire, le radical hydroxyle (‘OH) réagit avec toutes les

molécules présentes a proximité (Gardes-Albert at al., 2003).

2.2. Surproduction des ROS et le stress oxydant :

Les ERO dérivés de 1’oxygene et de I’azote sont reconnus pour leur caractere
ambivalent physiologique et physiopathologique (Favier., 2003). En condition dite
"physiologique", la production des ERO reste faible et ne concerne qu'un faible pourcentage
de l'oxygene capté par la respiration. Elle est alors indispensable en basses concentrations a
I'organisme en participant aux divers processus vitaux tels que : la synthese de I’ADN, des
hormones stéroides, des acides biliaires, des acides gras insaturés, aux réactions dépendantes
de la Vitamine B12, a la biosynthese des mitochondries...etc, la défense immunitaire contre
les agents pathogenes et la destruction par apoptose de certaines cellules tumorales (Garait.,

2000).

1g Métaux y S Mono-oxygénases hv
2 Molecules reductrices
Oxydases ‘ ‘
UVA Complexes [ et I _ Fanton _
0, 0 b H,0, OH
Arg °NO
Catalase Vitamines
Peroxydases GSH
ONOO- Peroxyréedoxines

Figure 13. Voie métabolique de I’oxygene et des EROs (Barouki ., 2000).

Cependant, cette production de ROS peut étre amplifiée de facon exagérée par
différents mécanismes physiopathologiques (inflammation, activité sportive...) ou facteurs
environnementaux (alcool, médicament, rayons ultra-violets, pesticides...) créant un
déséquilibre de la balance pro-oxydant/antioxydant : c'est le stress oxydant. La cellule ne
contrOle alors plus cet exces de ROS qui va engendrer une toxicité cellulaire provoquant des

pathologies séveres (Alzheimer, diabete, cancer, psoriasis...) (Fig.14). Ainsi, ayant besoin
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d'une certaine quantité de ROS, I'organisme ne cherche pas éliminer mais a contrdler leur

niveau pour éviter ce stress oxydant.

Figure 14. Conséquences pathogenes du stress oxydant (Favier., 2006).

2.3. Systeme antioxydant de I’organisme :

Bien expliqué précédemment, les radicaux libres sont produits spontanément et de
maniere continue au sein de notre organisme. Le maintien d'un niveau non cytotoxique de ces
ROS est assuré par des systemes antioxydants résultant alors la notion du potentiel redox
intercellulaire (Fig.15). Ce dernier est la résultante de I’état redox des couples oxydo-
réducteurs présents dans la cellule qui peut s’apparenter a la notion de pH cellulaire associée
aux couples acido-basique. Cette stratégie de défense est bien divisée en deux systemes. Le
premiers est dit endogeéne lui-méme est divisé en deux autre sous unités : enzymatique et non-
enzymatique. Le deuxieéme systéme est dit exogene qui renferme plusieurs molécules telles

que les oligoéléments (Se, Cu, Mn, Fe...) et les vitamines (vit E, vit C...) (Garait., 2006).
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Figure 15. Les principales défenses antioxydantes endogénes et exogeénes dans la cellule
(Fang et al., 2002).

2.3.1. Systeme endogéne :

2.3.1.1. Antioxydants enzymatiques :

Considérés comme la premiere ligne de défense de notre organisme contre les ROS,
les enzymes endogenes tels que: le superoxyde dismutase, la catalase, la glutathion
peroxydase et la glutathion reductase agissent en synergie pour détruire les superoxydes et les

peroxydes.
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A. Superoxyde dismutase (SOD) :

Le SOD est une métalloprotéine qui catalyse la dismutation des ions superoxydes en
peroxyde d’hydrogene et d’oxygene (Eq.1). Le SOD existe sous plusieurs iso formes dont le
mécanisme réactionnel est catalysé par un métal situé au cceur de I’enzyme. On distingue : les
superoxydes dismutases a manganese (MnSOD) protégeant la mitochondrie, des superoxydes
dismutases a cuivre-zinc protégeant le cytosol (cCu-ZnSOD), la face externe de la membrane
des cellules endothéliales (ecCu-ZnSOD) ou le plasma sanguin (pCu-ZnSOD) (Zelko et al.,

2002). La distribution de ces différentes isoformes varie selon le tissu.

2H*+ + 20, SO0 (Cwzn) | H20:+ 02 (Eq.1)

B. Glutathion peroxydase (GPx) :

La GPx est une séléno-enzyme présente dans le sang, les membranes et le cytosol. Elle
agit en synergie avec le SOD pour protéger 'organisme des dégits induits par le peroxyde
d’hydrogene et des peroxydes organiques formés par oxydation des acides gras ou du
cholestérol (Matés et al., 1999). En présence de glutathion réduit (GSH), elle réduit I’H>O» en
H>O (Eq.2), les hydroperoxydes (ROOH) en alcools (ROH) (Eq.3), et la dégradation

peroxynitrite (Eq.4).
2GSH + H202 GPx (Se) » GSSG +2H20 (Eq.2)
ROOH + 2GSH GPx (Se) » ROH +H20 +GSSG (Eq.3)

ONOO+ 2GSH GPx (Se) » ONO + GSSG +H20 (Eq.4)

Selon leur emplacement cellulaire et la spécificité de substrat, Il existe plusieurs
isoformes de la GPx codés par des genes différents. La GPx-1 est exprimée dans toutes les
cellules et plus abondant dans le foie, les poumons et les reins. La GPx-2 est exprimé dans
I’épithélium gastro-intestinale avec toutefois moins d’affinité pour I’'H202. La GPx-3 est
synthétisée au niveau des cellules tubulaires proximales du rein puis sécrétée dans le plasma.
La GPx-4 a 3 isoformes (cytosolique, nucléaire et mitochondriale). L’efficacité de la GPx est
liée a un flux constant de GSH, et elle est couplée a 1I’oxydation du glucose-6 phosphate en 6-
phospho gluconate, source de NADPH qui est utilisé comme cofacteur par la glutathion

réductase (GRase) pour régénérer le GSH (Reichel., 2010).
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C. Catalase (CAT) :

Elle est une enzyme hémique capable de transformer le peroxyde d’hydrogene en eau
et en oxygene moléculaire (Eq.7) Avec le fer comme cofacteur, la catalase est essentiellement
présente dans les peroxysomes hépatiques, mais aussi dans les hématies et les mitochondries
des cellules cardiaques. Pour catalyser la réaction, ’atome de fer réalise une coupure
hétérolytique de la liaison O-O du peroxyde d'hydrogene, créant de ce fait une molécule d’eau
et un groupement Fe(IV)=0 hautement oxydant (Eq.5) (Putnam et al., 2000). Ce dernier peut
ensuite oxyder une autre molécule de peroxyde d'hydrogene pour donner du dioxygene et de

I’eau (Eq.6) :

H20:2 FedID-CAT _ H,0 + O=Fe(IV)-CAT (Eq.5)
H20: O=FedV)}-CAT ,, (; + Fe(II)-CAT +H20  (Eq.6)
=> 2 H»0, _CATFe) » 2 H20 +0O2 (Eq.7)

D. Glutathion S-transférase (GST) :

Le GST est un systeme trés important dans la protection de la cellule contre les
especes réactives de 1'oxygene, par sa capacité de conjuguer le glutathion avec les composés
électrophiles et la réduction des peroxydes (Eq.8) (Bonnefont Rousselot et al., 2003).

L'activité de conjugaison du GSH avec les composés électrophiles est présentée comme suit :

GSH + R-X GSD__, GSR + HX (Eq.8)

E. Heme oxygénase :

Protéines redox de petits poids moléculaires, les hemes oxygénases (HO) sont des
membres de la famille des protéines de stress heat shock proteins (HSP, HO-1) (Ryter., 2006).
Elle a Trois isoformes (HO-1, -2, et -3) dont ’HO-1 est fortement activée dans la rate et les
autres tissus qui dégradent les globules rouges sénescents. Les HO catalysent la dégradation
de la molécule d’heme, potentiellement oxydante, en biliverdine, dans une réaction générant
du fer et du monoxyde de carbone (CO) (Fig.16). La biliverdine est alors réduite en bilirubine

aux propriétés antioxydantes en tant que scavenger d’ERO (Abraham., 2008). Le CO est
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quant a lui un vasodilatateur dont les propriétés anti-inflammatoires ont été rapportées

récemment.

Heme ——> Oxidative stress

HO-1
HO-2
CcoO Fe?2* —= Oxidative stress
Biliverdin
ﬂ BVR x
Ferritin
Bilirubin Ferroportin

Cell signalig

2 . e Cytoprotection
Anti-apoptotic Antioxidant Antioxidant

Anti-inflamantory

Figure 16. Roles anti-stress des hemes oxygénases (HO-1) (Némecek et al., 2017).

2.3.1.2. Antioxydants non-enzymatiques :
A. Glutathion :

Le GSH est un composé de petit poids moléculaire, non fourni exclusivement par
I'alimentation mais aussi synthétis€é par 1’organisme, assure un rdle antioxydant. Les
principales propriétés biochimiques du GSH lui sont conférées par sa fonction thiol (Del
Corso et al., 2002). Couplé a sa forme disulfure/oxydée GSSG, le GSH représente le tampon
redox le plus important de la cellule, et son équilibre redox (ratio GSSG/2GSH) (Eq.9)
constitue le meilleur indicateur de I’environnement redox de la cellule (Ostergaard et al.,

2004). Ce ratio est déterminé par les enzymes glutathion peroxydase (GPx) et GR.

GSSG + NADPH, H* GR » 2GSH + NADP* (Eq.9)

Le potentiel antioxydant du glutathion lui vient de sa capacité a protéger les cellules de
presque toutes les ERO (OHe, 10, H O, HOCI, ONOO, RO°, RO°), en les réduisant
directement, ou indirectement en tant que substrat de la réaction couplée a la GPx. Le
glutathion occupe une place de pivot cellulaire dans la mise en jeu de voies adaptatives et de
défenses. D’ailleurs, diverses sources de stress oxydant entrainent une augmentation
excessive du rapport GSSG/GSH en modulant les voies de signalisation connectées au statut

redox due aux (Evans., 1999).
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B. Les Métallo-thionines :

Des dérivées métalliques d’une protéine riche en soufre : la thionéine. Ces protéines
régulent les concentrations intracellulaires en métaux (cuivre, zinc, cadmium, mercure) en les
séquestrant, prévenant ainsi leur circulation sous leur forme libre pro-oxydante. Induites lors
d’intoxications aux métaux notamment, les métallothionéines préviennent donc la mise en

place de processus oxydatifs (Petersen et al., 2008).
2.3.2. Systeme exogene :

Pour rétablir la balance stress oxydant/antioxydants, il parait judicieux de renforcer les
défenses naturelles de I'organisme par des apports en antioxydants exogenes (Favier, 2003).
Ces derniers sont trés nombreux et des livres entiers ont été publiés sur leurs importances pour
les organismes et encouragent d'avoir une bonne alimentation. En font partie les polyphénols,
la béta-carotene, les vitamines (A, C et la vitamine E) ainsi que les oligoéléments (Zn, Cu et

le sélénium) (Garait., 2000).

Nombre croissant des études précédentes a illustré une relation étroite entre la
vitamine E et le sélénium en débusquant les ROS générés de différentes molécules
perturbatrices. On s’intéresse dans notre étude au role protecteur de la vitamine E et le

sélénium en synergie contre les ERO générés par le BPA.
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2.3.2.1. Vitamine E :

A. Propriétés physicochimique :

La vitamine E fait partie de la famille des tocophérols, nom proposé pour la premicre
fois en 1936 par Evans et collaborateurs. Ce nom provient du grec tokos pour progéniture et
pherein pour porter. Cette vitamine est présentée en deux familles : les tocophérols et les
tocotriénols (Fig.17). Chaqu’une de ces familles est divisée en quatre sous familles (Cuvelier

et al., 2003).
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T
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Figure 17. Structure chimique des tocophérols et des tocotriénols (Lindsay et Astley.,
2002).

Une vitamine liposoluble indispensable pour le bon fonctionnement de 1’organisme.
Elle est une molécule antioxydante intra et extracellulaire, localisée dans les membranes et les
lipoprotéines. Elle élimine les radicaux peroxyles intermédiaires, dérivés de la peroxydation

lipidique (Mukai., 1993).
B. Biosynthese :

La biosynthese de la vitamine E s’effectue dans les plantes, les algues et certaines
plantes non photosynthétiques telles que les champignons mais pas chez les animaux. Il existe
2 voies de synthese conduisant a la formation de la vitamine E (Cuvelier et al., 2003), 1a voie

des tocotriénols et la voie des tocophérols :

v" Dans la premiére ; la voie des tocotriénols ; [’acide homogentisique réagit avec une

molécule de géranylgéranyl pyrophosphate pour donner un intermédiaire, le 6-
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géranylgéranyltoluquinol, qui donnera naissance a un tocotriénol monométhylé, le
O-tocotriénol. Des méthylations supplémentaires permettront d’obtenir le [-
tocotriénol, le tocotriénol et I’a-tocotriénol. La chaine latérale peut ensuite étre

saturée pour former 1’a-tocophérol.

v' Lors de la seconde voie; voie des tocophérols; une molécule de phytyl
diphosphate est greffée sur le carbone 6 de [’acide homogentisique simultanément
a une réaction de décarboxylation, pour former le 2-méthyle-6 phytylplastoquinol
ou phytyltolugquinol. Une méthylation en position 3 permet la synthese du 2,3-
diméthyle-6-phytylplastoquinol, qui subira une étape de cyclisation pour former le
y-tocophérol. Une deuxieme méthylation en position 5 donne [’a-tocophérol. La
synthése du d- et du B-tocophérol n’a pas encore été clairement élucidée, mais il

est vraisemblable qu’elle se produise a partir du 2-méthyle-6-phytylplastoquinol.
C. Sources alimentaires :

Jusqu’a présent, il n’a pas été possible de définir exactement les besoins journaliers
moyens en vitamine E d’un adulte. Les valeurs de référence sont donc des valeurs estimatives.
Pour les hommes, cette valeur se situe entre 12 et 15 mg /jour et pour les femmes entre 11 et

12 mg /jour (Biihrer-Astfalk et al., 2011).

La source alimentaire majeure de la vitamine E est la végétation (Bonvehi et al., 2000),

les éléments les plus riches étant les céréales et les huiles.

e les céréales : contiennent généralement les 4 formes de tocophérol et trés souvent
aussi des tocotriénols. Il apparait que le blé est moins riche en teneur de I’a-focophérol que le

mais (Tab.8).

Tableau 8. La teneur en tocophérol et en tocotriénol dans les céréales (Surai., 2002).

Aliment Tocophérols Tocotriénols

a pB-ety 5 a p- et y-
Blé 9.0 7.7 0.3 4.2 41.9
Orge 5.7 3.9 0.3 19.5 16.9
Mais 13.7 46.1 - - -
Avoine 34 1.8 0.4 8.1 1.9
Feve de soja 4.1 19.5 4.7 0.3 0.8
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~

* Les huiles végétales : constituent la meilleure source de tocophérols/ tocotriénols. A

titre d‘exemple, les teneurs varient de 10 a 1000 mg/kg dans 1’huile de mais (Tab.9).

Tableau 9. La teneur en tocophérol et en tocotriénol dans les huiles (Bonvehi et al., 2000).

Huile Tocophérols (ug/ml) Tocotriénols (ug/ml)
o 0 0 a r 0
H. de palme 198 - 11 210 408 87

H.de tournesol | 765 - - - - -

H.de noix 12 517 61 ] ) )
H.de noisette 495 68 {7 ] ) ]
H.de mais 263 1365 88 - - i

Les fruits et légumes sont également des sources de vitamine E, mais dans une moindre

mesure :

* les fruits : contiennent des quantités faibles, a I’exception des mires (4,3mg/100g).
Les pommes et les poires renferment plus de vitamine E dans la peau que dans la
chair.

* dans les 1égumes, le taux de vitamine E dépend de la partie de la plante, il est élevé

dans les feuilles et surtout dans les feuilles vertes a maturité.

Au niveau des produits d’origine animale, il faut signaler que la vitamine E est présentée
essentiellement sous forme d’a-tocophérol mais en quantité assez restreinte dans les tissus
animaux (muscles et organes). Dans le lait de vache, la forme a-tocophérol est largement
prédominante. La richesse en vitamine E du lait et des produits qui en dérivent dépend de

I’alimentation des vaches (Artur et al., 1994).
D/ Activités biologiques :

Au plan physiologique, la vitamine E est un antioxydant majeur des structures
lipidiques. Grace a sa double affinité pour les lipides (grace a sa chaine latérale) et pour les
protéines (grace a son noyau chromanol), la vitamine E s’accumule au niveau des membranes
cellulaires et intracellulaires en exercant une action stabilisatrice (Grimm et al., 2016). Ainsi
fixée, elle protege les acides gras insaturés des membranes contre l'oxydation. Cette
protection prend place lors de la deuxieme phase de la peroxydation lipidique dite la

propagation (Fig.18). Apres la formation d’un radical péroxyle (LOO°®) (phase d’initiation)
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(Eq.09.10), les réactions s’enchainent pour produire plusieurs radicaux libres (hydroperoxyde;
LOOH) (Eq.11) (Chow., 2001).

LH+X — L'+XH (Eq.09)
L +°0-O° ——3  LOOe (réaction rapide) (Eq.10)
LOO'+LH —> LOOH + L’ (réaction lente) (Eq.11)

L’alpha tocophérol donne son hydrogene phénolique au radical peroxyle ce qui lui
convertit a un radical tocophéroxyl et puis éliminer apreés avoir une réaction avec un autre
radical péroxyle résultant un produit non radicalaire qui ne peut plus continuer la chaine de

réaction (Eq.12). Finalement, la vitamine E se régénere par 1’acide ascorbique (Eq.13-14).

LOO'+E — LOOH+E’ (Eq.12)
E+C — E+C (Eq.13)
C'+ NADPH —» C +NADP (Eq.14)
k102
LH ) Le chain oxidation
/\ Loo.
k107~
< wb :
07"
a-tocopherol {1) ?a:i?ccgﬁlzﬁmm
Le k102 LH

LOOs k10" LOOH

chain oxidation

R=CigHa3

dimer

Figure 18. La réaction antioxydante de I’ a-tocophérol lors de I’auto-oxydation des lipides
insaturés (Yamauchi., 1997).
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Ce processus prévient la dégénérescence musculaire et hépatique, la stabilité des
membranes des spermatozoides et protege aussi de l'oxydation d'autres vitamines (dont la
vitamine A), des hormones et des enzymes (Duchadeau., 2001). Un manque de sélénium et de
vitamine E affecte la conversion de la méthionine en cystéine (Combs et al., 1981). L’ a-
tocophérol piege aussi le radical peroxynitrite, un agent oxydant, dont la formation dans la
paroi vasculaire est importante tout au long du processus aboutissant a la Iésion
athérosclérotique (Cano et a.l, 2007).

Cette activité antioxydante de la vitamine E est renforcée grace a la mise en place de
chaines d'oxydoréductions faisant intervenir des molécules soufrées (cystéine, glutathion) et

le sélénium (coenzyme des glutathion peroxydases cytoplasmiques et mitochondriales)

(Louisot, 1983) (Fig.19).
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Figure 19. Roles antioxydants de I’ a tocophérol en synergie avec les autres systemes antioxydants
(Louisot., 1983).

De plus, la vitamine E joue de nombreux rdles qui ne s’expliquent pas par son action
antioxydante. L’ a-tocophérol a une action antiproliférative vis-a-vis des cellules musculaires
lisses in vitro, une action inhibitrice sur 1’expression de récepteurs et de protéines d’adhésion
et chimiotactiques, sur la production de cytokines pro-inflammatoires ou impliquées dans

I’allergie. La localisation membranaire de la vitamine E lui donne un rdle stabilisant et anti-
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hémolytique sur les globules rouges. La vitamine E, étant essentiellement transportée par les
lipoprotéines, prévient I’oxydation des LDL, impliquées dans le développement de la plaque
d’athérome. Il existe une corrélation inverse entre le taux plasmatique de la vitamine E et le

risque des maladies cardiovasculaires (MCV) (Léger., 2000).

La vitamine E agit sur la thyroide et les glandes surrénales en synergie avec le
sélénium stimulant la réponse immunitaire (Larbier et al., 1992). Ainsi, elle participe a
I'absorption intestinale et au transport du fer, lequel entre dans la structure de I'héme
(Mikulets., 1996), la synthese des protéines hémiques, dont les cytochromes et 'hémoglobine

(Larbier et al., 1992).
E/ Métabolisme :

Apres hydrolyse intestinale et entérocytaire des esters, les tocophérols sont transportés
dans le sang associés aux lipoprotéines (Une protéine de transfert de 1’a-tocophérol, I’a-
tocophérol transfer protein (a-TTP), incorpore préférentiellement le RRR-a-tocophérol dans
les VLDL exportées par le foie). Le taux d’absorption de 1’alpha-tocophérol est voisin de 70
% et est conditionné par la présence de sels biliaires, de lipase pancréatique, et par la teneur
en lipides de la ration alimentaire. Apres digestion, la vitamine E est transportée par les
chylomicrons et gagne la circulation générale par voie lymphatique. Apres action de la
lipoprotéine lipase, la vitamine E est captée par les hépatocytes, puis 1’alpha-tocophérol est
incorporé aux VLDL dont il suit le métabolisme vasculaire. La concentration plasmatique
d’alpha-tocophérol est corrélée a celle du cholestérol total et des phospholipides. Dans la
circulation, la vitamine E serait surtout présente au sein des LDL et des HDL, mais il existe de
nombreux échanges entre les différentes classes de lipoprotéines. La vitamine E est éliminée
par voie biliaire, soit directement, soit aprés oxydation en quinone, puis réduction en

hydroquinone et glucuro-conjugaison (Léger et al., 2007).
F/ Carence en vitamine E et hypervitaminose E :

En 2016, la commission du codex alimentaire a publié un rapport sur les nouvelles
valeurs nutritionnelles de référence pour la vitamine E. 1'Union européenne (UE) maintient sa
position exprimée en 2015, selon laquelle I'UE opterait une valeur nutritionnelle de référence
de 12mg pour la vitamine E. Canada réitere son soutien a 1'établissement d'une VNR-B pour
la vitamine E de 9 mg. Ainsi, I'EFSA a publié un avis sur les DRV pour la vitamine E en
fixant un Al pour I'a-tocophérol a 13 mg/jour pour les hommes et 11 mg/jour pour les femmes

(CCA., 2016). Vu que ces besoins sont habituellement couverts par 1’alimentation, une
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carence de cette vitamine est rare. Un déficit en vitamine E est le plus souvent le résultat de
prédispositions génétiques ou d’un mauvais développement ; par exemple, chez les bébés nés
tres prématurément et avec un tres faible poids de naissance (<1,5 kg). En effet, ces enfants
peuvent étre sujets a des problemes de développement de la rétine, ou un risque plus élevé
d‘infection. D’autres causes génétiques comprennent un apport insuffisant en protéine ou la
malnutrition énergétique. Une anomalie du gene de la protéine de transfert de 1’alpha-
tocopherol (a-tocopherol transfert protein ou a-TTP) est responsable d’une forme de carence
restée longtemps inexpliquée : « la carence idiopathique familiale en vitamine E »,
aujourd’hui dénommée « ataxie avec déficience isolée en vitamine D (AVED ) »; ou est
indirectement 1ié a des syndromes de malabsorption des lipides (tels que A-béta-
lipoproteinemie, lorsque l’intestin est incapable d’absorber les graisses pour retenir la
vitamine E) (Léger., 2007). De ce que dit en dessus, elle pourrait a long terme favoriser le
développement de pathologies dégénératives. Des carences sont observées dans différentes
situations pathologiques : chez les enfants malnutris, au cours de pathologies entéropathiques
(anomalies congénitales des voies biliaires, a béta-lipoprotéinémie, maladie coeliaque,
pancréatite chronique, colite ulcérative, mucoviscidose), au cours de pathologies
hémolytiques (béta-thalassémie majeure, drépanocytose, sphérocytose héréditaire, anémie
hémolytique du nouveau-né prématuré), chez les patients hémodialysés chroniques ou atteints
de la maladie de Gaucher (Léger., 2007).

Une supplémentation en vitamine E est proposée en cas de carence. Des adultes
prennent des doses relativement élevées de la vitamine E (a-tocophérol 400 a 800 pg/jour)
pendant des mois voire des années ne présentent aucun probleme. Une faiblesse musculaire,
fatigue, des nausées et diarrhées sont parfois observées. Le risque le plus important est
I'némorragie. En cas d’apport en vitamine E (> 1000 ug/jour), le statut vitaminique K doit
impérativement étre surveillé car la vitamine E agit négativement sur les propriétés pro-
coagulantes de la vitamine K. Chez un patient sous AVK, supplémenté en vitamine E, le
risque hémorragique est augmenté. De plus, les analyses d'études antérieures rapportent que
des apports élevés en vitamine E peuvent augmenter le risque d'accident vasculaire cérébral

ischémique et de déces prématuré (Johnson., 2017).
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2.3.2.2. Le Sélénium :

A/ Propriétés physicochimiques :

Le sélénium (Se’*) est un métalloide du groupe VI A dans le tableau périodique, de
masse atomique 79 possédant a la fois des propriétés métallique et non métallique,
chimiquement proche du souffre et apparenté au tellure. Il a été découvert en 1817 par le
chimiste suédois Jakob Jons Berzelius, dans les sous-produits de fabrication d’acide
sulfurique (Tinggi., 2003). 1l n'existe pas de minéral a partir duquel le sélénium peut étre
extrait comme produit primaire mise a part quelques rares minéraux comme la crooksite (Cuz
(T1,Ag)Ses) ou la clausthalite (PbSe). Il se trouve principalement dans les minéraux sulfurés
du cuivre, du fer et du plomb et plus communément dans la chalcopyrite (CUFeS2), la bomite
(CuSFeS4) et la pyrite (FeS2) (Devoy., 2001).

Il est présent tres souvent a 1’état de traces et sous plusieurs formes isotopiques ; 6
isotopes stables (Se’, Se’®, Se”’, Se”8, Se®’, Se®?) et au moins 7 isotopes non stables. Parmi
eux, "°Se, 7'mSe et 3!Se sont utilisés comme marqueurs dans le dosage quantitatif du sélénium
mais I’isotope ">Se est le plus utilisé dans les expérimentations biologiques et ceci du fait de
sa longue demi-vie de 120 jours. Le sélénium est allotropique parmi lesquels trois formes sont
bien connues :

v le sélénium amorphe, rouge foncé

v’ le sélénium vitreux, d’une masse amorphe

V' le sélénium gris ou sélénium métallique considérée comme la forme la plus stable.

Dans I'organisme, le sélénium est présent sous forme de sélénol (R-SeH) ou de
sélénoéther (R-Se-R). Il peut également se combiner au soufre (R-S-Se-H ou R-S-Se-S-R) ou
s’y substituer pour former de nombreux composés analogues séléniés : sélénométhionine
(SeMet) et sélénocystéine (SeCyst) (Seboussi., 2008).

Dans la nature, le sélénium est a I’état élémentaire ou sous forme de séléniures (Se*),
de séléniate (SeO4>) et ou de sélénite (SeOs>). Cet élément est largement répandu dans
I’écorce terrestre avec une concentration moyenne de 0.09 mg/kg. Le sélénium est rarement
présenté seul mais souvent comme constituant majeur dans 40 minéraux et comme composé
mineure dans 37 autres minéraux. Le Canada, le Japon et les Etats Unis sont les principaux
producteurs de sélénium. Or, il est produit a partir des boues d’affinage du cuivre (Seboussi.,
2008).

Les principales formes chimiques du sélénium sont regroupées comme suit :
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Composés inorganiques

H2Se : hydrogene sélénié/ acide hydrosélénique
H2SeOs : acide sélénieux,

Se032 : sélénite

H2SeOs : acide sélénique,

SeOQ42 : sélénate ou séléniate

Composés organiques

Acides aminés sé€léniés

- H-Se-CH (NH2)-COOH : sélénocystéine
- CH3-Se-CH (NH2)-COOH : méthylsélénocystéine
- CH3-Se-CH2-CH2-CH (NH2)-COOH: sélénométhionine

- COOH-CH (NH2)-CH2-Se-CH:2-CH2-CH (NH2)-COOH: sélénocystathionine

Intermédiaires métaboliques

- R-S-Se-S-R : sélénotrisulfure

- G-S-Se-S-G: sélénodiglutathion

- CH3-Se-CHs: diméthylséléniure

- (CH3)3-Se*: ion triméthylsélénonium

B/ Disponibilité et sources alimentaires :

De ce que précede, le sélénium est un constituant naturel de la crofite terrestre. Sa
concentration dans les sols varie considérablement d'une région du monde a I'autre, allant de
0,1pg/kg dans celles ou les sols sont pauvres en sélénium a plus de 1000 mg/kg dans les
régions séléniferes. Cette variation géographique de la teneur en sélénium agit le plus souvent
sur sa teneur en aliment et en eau en tant que des principales sources alimentaires de cet
oligoélément (Merzoug., 2014).

Les besoins quotidiens du sélénium chez I’€tre humain sont présentés dans le rableau
09. Selon la Santé Canada, le besoin en Sélénium s’accroit avec 1’age en allant de 15ug pour
un bébé (0-06 mois) jusqu’a 55ug pour un homme/ femme (50 ans ou plus). Ces besoins ont
été couverts par I’alimentation. L’aliment le plus riche en Sélénium est la noix du Brésil
(340ug) (Santé Canada., 2015). Alors que, la commission de codex alimentaire approuve la

détermination de la VNR-B pour le sélénium a 60 ug (CCA., 2014).
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Tableau 10. Les besoins quotidiens en Sélénium (Santé Canada., 2015).

Age ugljour
Bébé 0-06 mois 15
Bébés 07 mois -03 ans 20
Enfant 04-08 ans 30
Enfant 09-13 ans 40
Homme 19-50 ans 55
Femme enceinte 60
Femme qui allaite 70

Le sélénium se localise dans la fraction protéique de la plante et du tissu animal. La
végétation la plus riche en Sélénium est la noix de Brésil. La teneur du sélénium dans les
animaux est moins faible. 75g de I’huitre du pacifique contient 116y du Sélénium par rapport
au saumon (28-45ug) et foie du poulet et de la dinde (51-87ug) (Santé Canada., 2015). La
variation de la teneur alimentaire en Sélénium selon la Santé Canada est présentée dans le

tableau 11.

Tableau 11. La teneur en Sélénium dans quelques aliments (Santé Canada., 2015).

Aliments portion Teneur en Sélénium
(ng)
Noix de Brésil 5 340
Champignons 125 ml (1/2 tasse) 10-21
Riz brun, blanc 125 ml (1/2 tasse) 8-10
Fromages 50g-250 ml (1 tasse) 7-13
Lait (3.3%,2%,1% écrémé) 250ml (1 tasse) 8-10
Eufs 2 gros 34
Thon 75¢g 45-53
Huitres d’élevage 75¢g 58
Saumon 75¢g 28-45
Sardines conservées 75¢g 40
Foie (poulet, dinde) 75¢g 51-87
Poulet et dinde 75g 12
Mouton canadien 75¢g 18-27
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C/ Utilisations :

» Utilisation industrielle :

Le sélénium est utilis€é en mélange avec d’autres métaux. Parmi eux : sélénites
d’aluminium, sulfoséléniure de cadmium et cuivre, sélénite d’ammonium et le sélénite de
sodium, sélénate de cuivre, potassium, sodium, dioxide de sélénium, disulfide de sélénium,
monosulfide de sélénium (Bonnard et al., 2002). Ces composés sont utilisés principalement
dans :

v' la métallurgie qui consomme 10 % de la demande mondiale en sélénium.
v’ La fabrication et coloration des verres et de la céramique (NaxSeO3, NaxSeOq,
Se).

v En xénographie, pour le virage des impressions photographiques.

<\

I’industrie des peintures et des plastiques.

v T’industrie des pneumatiques, pour augmenter la résistance du caoutchouc.

Pigment et
chimie Autres
10% N\ 10%
Verrerie
30%

Electronique _—
10%

Figure 20. Répartition du sélénium utilisé dans les différents secteurs en 2009 (George
2010).

Utilisation agricole : 1l est utilisé dans :
les engrais chimiques pour les sols déficients en sélénium.

les produits insecticides pour lutter contre 1’araignée rouge (Na>SeQOs).

ANEENERN

La supplémentation alimentaire pour I’animale afin de combattre les maladies
d’origine nutritionnelle (SeS>).

Additifs alimentaires (Lemly., 2004).

<\
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» Utilisation médicale : il est utilisé dans :

v' Les fortifiants prescrits lors d’une fatigue ou faiblesse (Na2SeQs).

v" La prévention et correction d’un déficit peut étre attendu (insuffisance rénale
chronique traité par ’hémodialyse, cirrhose, hyper catabolisme...)

v Les médicaments prescrits au cours d’affections musculaires et cutanées.

<

Certains shampooings anti pelliculaires (SeS).
v" Le sélénium sous forme de sélénite, séléniate et Se-méthionine est utilisé pour

le diagnostic de certains cancers.

D/ Activités biologiques :

Bien qu'a des teneurs trace, le sélénium est connu comme un antioxydant
indispensable pour l’organisme. Cette importance a été établie en 1957 par une étude
démontrant qu'une carence en cet élément pouvait entrainer des troubles plus ou moins graves
selon I'espece, touchant principalement les muscles, le coeur ou le foie (SturcbJer-Pierrat et
al., 1995).

En 1973, la notion de sélénoprotéine a été mise par la découverte que le sélénium
constitue le site actif de la glutathion-peroxydase. Une sélénoprotéine qui protege les
composants cellulaires de l'oxydation due aux peroxydes produits par le métabolisme
cellulaire (Rotruck et al., 1973). La GPx décompose les hydropéroxides en glutathion réduit.
Le Sélonate (R-Se-) est oxydé par I’hydropéroxide et forme 1’acide sélénique (R-SeOH)
(Eq.15) qui a son tour réagit avec le GSH pour donner GS-Se-R (Eq.16). Un deuxieme GSH

est nécessaire pour libérer du GSSG et de I’eau (Eq17).

GPx-Se + H202
GPx-SeO + HY +GSH
GPx-Se-SG +GSH

v

GPx-SeOH + OH' (Eq.15)
GPx-Se-SG + H20 (Eq.16)
GPx-Se + H* + GSSG (Eq17)

v

v

De plus, une autre sélénoprotéine a été trouvée chez les plantes : la sélénométhionine
considérée moins réactive que les sélénoprotéines (Moksnes., 1986). Elle a la méme structure
que la méthionine sauf que le sélénium y remplace I'atome de soufre. Les plantes absorbent le
sélénium inorganique du sol et le convertissent en formes organiques. La sélénométhionine
est ainsi la principale forme de sélénium que l'on trouve dans les aliments. Lorsqu’il est
assimilé sous cette forme, il se substitue au soufre dans les protéines de l'organisme des

animaux et de I'homme. Elle est directement incorporée dans les protéines de 1'organisme par
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des voies métaboliques similaires a celles utilisées par la méthionine. Elle est convertie en
sélénocystéine puis incorporée dans les sélénoprotéines puis éliminée sous forme de serine et
sélénide. Le remplacement de la méthionine par la sélénométhionine dans la structure de la
protéine n'y induit pas de changement fonctionnel (Burk., 1991).

L’iodothyronine déiodinase ; une sélénoprotéine intervient dans le métabolisme des
hormones thyroidiennes ; la conversion de la thyroxine (T4) en (T3). Elle présente trois
isoformes : DI1 et DI3 sont plus exprimées dans le foie et les reins. La DI2 est plus abondante
dans la thyroide, le coeur, les muscles, les tissus adipeux brins et le syst¢tme nerveux central.
Etant donné que le sélénium est un cofacteur pour non seulement de ces enzymes mais ainsi
d’autres sélénoprotéines ; Thioredoxin Reductases, Methionine-R-Sulfoxide Reductase,
Selenophosphate Synthetase 2...etc (Guyot et al., 2007). L activité de ces enzymes augmente
avec la supplémentation en sélénium. De ce fait, il est bien recommandé d’enrichir notre
apports alimentaires en cet oligoélément ainsi d’autres vitamines.

Autrement, le sélénium intervient dans la synthese de cellules immunocompétentes,
des prostaglandines pro- inflammatoires (activité immunologique) (Finch et al., 1996). De
plus, son role important dans la spermatogenese a été confirmé dés qu’une carence en
sélénium diminue la motilité des spermatozoides chez le taureau, sans pour autant affaiblir
leur viabilité, avec des changements dans leur morphologie chez le rat (Lebreton et al., 1998).
Il joue un rdle dans le métabolisme normal de la testostérone et dans la morphologie

testiculaire, expliquant ainsi la présence de sélénoprotéines dans les gonades (GPx) (150).

E/ Métabolisme :

Le métabolisme du sélénium emprunte différentes voies selon la forme chimique de
I’élément, sa concentration et la voie d’administration. L’ingestion du sélénium par la
végétation, les dérivés animaux ou ainsi les aliments commercialisés sont considéré comme
une voie principale de la disponibilité des deux formes organique et inorganique de cet
oligoélément. Ainsi, 1’absorption digestive du sélénium est tant plus dominante que celles
pulmonaire ou cutanée lors d’une exposition professionnelle. Tandis, en cas d’intoxication,
ces deux voies peuvent devenir plus importantes (Seboussi., 2008).

L’absorption gastro-intestinale du sélénium est bien documentée chez I’animale que
chez I’homme. Chez l'animal (rat, souris ou chien), le taux d'absorption gastro-intestinale est
meilleur apreés administration par gavage (> 80 %) que dans la nourriture (50 %). De plus, le
sélénium traverse la barriere placentaire (env. 13 % de la dose ingérée) et se concentre dans

I'épithélium neuronal de I'embryon ou les yeux, le foie et le squelette du feetus ; une quantité
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similaire passe dans le lait maternel. Chez I'homme, I'absorption gastro-intestinale lors de
prise médicamenteuse de différents composés varie de 44 a 95 % de la dose ingérée (Bisson.,
2011).

Puis, le sélénium absorbé est fixé aux érythrocytes, a l'albumine et aux globulines
plasmatiques. L'albumine semble étre le récepteur immédiat et sert de transporteur vers les
sites de fixation tissulaires, en particulier, le foie, les reins, la rate, le pancréas, les os, les
ongles et les cheveux (Awadeh et al., 1988a). Chez 1'animal, la demi-vie d'élimination est
estimée a 40 jours dans le foie et 30 jours dans le sang, les poumons, les reins, la rate, et le
coeur. Le passage trans-placentaire a été montré in vitro sur placenta humain perfusé, le pic de
concentration, dans la veine et l'artere foetale, apparait 120-150 minutes apres celui de l'artere
maternelle ; 47 % de la dose reste fixé dans le placenta. Puis, sa méthylation en diméthyl-
séléniure, diméthyl-di-séléniure ou en ion tri-méthyl-séléniure. Les réactions de méthylation
sont catalysées par les méthyl-transférases, des enzymes localisées dans le cytosol des cellules
hépatiques et rénales. Finalement, chez le rat, 67 % de la dose administrée est excrétés dans
I'urine et 10 % dans les feces. Chez 'homme, 1'élimination est essentiellement urinaire (50 a

70 %), principalement sous forme libre mais également de dérivés méthyles (Guillard., 2011).

F/ Déficit et Intoxication en Sélénium :

Généralement, la variation géographique de la teneur en sélénium conditionne sa
teneur dans les plantes. L’aliment venu d’une région déficiente en sélénium ou une
malnutrition peut engendre une carence en cet oligoélément. Un déficit sévere en sélénium est
constaté chez une population chinoise atteinte d’une cardiomyopathie endémique virale
(insuffisance du muscle et une anémie) dite Keshan (une région ou la teneur en sélénium dans
le sol et dans l'alimentation est extrémement faible) (Chen., 2012). 11 a été remarqué qu'une
supplémentation en sélénium faisait diminuer ces symptomes. En Russie et en Chine
sibériennes, les enfants qui grandissent avec une carence en sélénium peuvent développer une
ostéoarthropathie chronique (maladie de Kashin-Beck). Associée a une carence en lode, une
carence en sélénium peut contribuer a 1’apparition du goitre ou d’une hypothyroidie (161-
162).

Une limite de 10 a 50u g/l en sélénium a été établie dans 1’eau potable (I’'OMS 2011., le
CEU 2011 et I’EPA 2012). Ainsi, un apport maximal tolérable de 400ug/jour de sélénium a
été établi par I'IOM 2013 et la FDA 2014.

A T'opposé, il est éprouvé que son exces puisse entrainer une toxicité parfois mortelle.

Cette toxicité du sélénium est notamment liée au remplacement du soufre par le sélénium
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dans les protéines et les acides nucléiques induisant par exemple I’altération de la forme
tridimensionnelle des protéines (Lemly., 2002, cité par Fournier., 2005). L'INERIS présente
en premiere approche les VIR publiées par I'ATSDR, 1'US EPA et 'OMS (Tab.12). Une
Valeur Toxicologique de Référence (VTR) est un indice qui établit la relation entre une dose
externe d'exposition a une substance dangereuse et la survenue d'un effet néfaste. Les valeurs
toxicologiques de référence proviennent de différents organismes dont la notoriété
internationale est variable (INERIS., 2018). De plus, les DLsy par voie orale ont été
déterminées pour différents composés du sélénium (Séléniate de sodium : DLso= 1,6 mg/kg,
Sélénite de sodium : DLso=7 mg/kg chez les rats) (INRS., 2002). La toxicité orale varie avec

la solubilité du composé du sélénium.

Tableau 12. Valeur Toxicologique de Référence pour le sélénium (INERIS., 2018) :

Type d’effet Voie Facteur Valeur de Source, Année Origine de la
d’exposition d’incertitude référence de révision valeur retenue
Effets a seuil Orale 3 RfD =5.1073 US EPA, 1991 INERIS, 2011
Sélénium et ses (chronique) mg.kg!j!
composés

Une oligospermie, une dégénérescence et une atrophie testiculaire ont été constatés
chez des souris méles injectées par dioxyde de sélénium (0,035 mg/kg/j pendant 90 jours). En
cas d'expositions accidentelles, professionnelles ou abuse volontaire de sélénium ; les
symptomes associent diversement d'irritations cutanées pulmonaire et oculaire, des troubles
digestifs (nausées, vomissements et diarrhées) et des signes neurologiques. De semblables
effets indésirables du sélénium sur la santé ont été observés entre autres chez des personnes et
des animaux dans des régions séléniferes, parmi lesquelles les immenses plaines du nord des
Etats-Unis (MacFarquhar et al., 2010). A mon avis personnel, il sera bien de respecter la
posologie décrite sur la notice des suppléments nutritionnels et d’enrichir notre régime

alimentaire pour une vie saine.
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3. Matériels et Méthodes :
3.1. Produit chimique utilisé :

Le bisphénol A (BPA) [CisHi602, CAS # 80-05-7, Sigma Aldrich] a été dissout dans
I’huile d’olive pour faciliter son passage (hydrophobe). On a basé sur les travaux précédents de
deux équipes de recherche (Anjum et al., 2011 ; El-Beshbishy et a.l, 2013) ; qui ont évalué les
effets reprotoxique de la dose de 10mg/kg de poids corporel chez les rats pendant 14 jours. La
dose 10mg est la limite d’exposition professionnelle (VLEP) pour les poussieres inhalables
dans les lieux de travail en France (art. R. 4412-149 du Code du travail ; décret n° 2012-746 du
09/05/2012).

Le sélénite de sodium [NaSeO3, CAS # 10102-18-8 sigma Aldrich] est utilisé avec une
dose de 0.5mg/kg poids d’aliment. Cette dose a révélé une protection contre le stress oxydant
induit par le cadmium, le méthimazol le méthomyl et I’arsenic sur différents organes (El-

Demerdesh et al., 2004 ; Ognjanovic, et al, 2008; Messarah et al., 2012).

La vitamine E (a-Tocophérol) [C29Hs5002, CAS # 59-02-9, Vetoquinol. Italia] est utilisée
avec une dose de 100mg/kg poids d’aliment. Cette dose a amélioré les dégats tissulaires induits
par N-nitrosodiethylamine, des métaux lourds, diazinon chez le rat (Bansal et al, 2005 ; Ben

Ammara et al, 2011 ; Messarah et al, 2013).

D’autres produits utilisés dans les différentes technique de dosage sont obtenu de la
société américaine Sigma Aldrich , y compris: acide salicylique [C7HsO3, CAS# 69-72-7 sigma
Aldrich], CDNB [CsH3CLNO4, CAS# 97-00-7], DTNB [C14HsN20sS2, CAS# 69-78-3], EDTA
[Ci10H16N20s, CAS# 60-00-4], GSH [C10H17N306S, CAS# 70-18-8], TBA [C4H4N20,S, CAS#
504-17-6], TCA [C2HCL302, CAS# 76-03-9], phosphate di-sodique[Na;HPO4, CAS# 7558-79-
4],phosphate mono-sodique[NaH>PO4,CAS#7558-80-7], bleu de Coomassie[ C47H4sN3NaO7S2,
CAS# 6104-58-1], acide phosphorique(85%) [H3PO4, CAS# 7664-38-2], éthanol (95%)
[C2H6O, CAS#64-17-5].

3.2. Matériel biologique et traitement :

Quarante rats blancs males de la souche Wistar pesant (240,5+£5,9) g sont inclus dans
notre étude. Ils ont recu de I'institut Pasteur (Centre d’élevages El Kouba, Alger). Tous sont
maintenus dans I’animalerie de notre université et soumis a une période d'adaptation de 30 jours
aux conditions standards de la période de mois de novembre a décembre. Les rats étaient
hébergés dans des cages en polyéthyléne qui sont tapissées d’une sciure de bois nettoyées

quotidiennement. Ils recoivent un régime standard non enrichi en sé1énium et vitamine E et
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I’eau ad libitum. Cette nourriture est obtenu de I’ONEB (unité de bétail El Ksour ; Bejaia,

Algérie).

Apres la période d’accoutumance, 32 rongeurs ont été répartis au hasard en quatre

groupes de 08 rats chacun et regu le traitement pendant 21 jour.

¢ Groupe Témoin : les rats ont recu 1’huile d’olive par gavage et soumis a un

régime standard (RS).

* Groupe (Se+Vit E) : les rats ont recu 1’huile d’olive par gavage et soumis a un

régime enrichi en sé1énium et en vitamine E (RS/ (Se+Vit E).

* Groupe BPA : les rats ont été gavés par 10mg/kg du bisphénol A dissout dans

I’huile d’olive et soumis a un régime standard (RS).

* Groupe BPA/ (Se+Vit E) : les rats ont été gavés par 10mg/kg du bisphénol A
dissout dans 1’huile d’olive et soumis a un régime enrichi en sé1énium et en

vitamine E (RS/ (Se+Vit E).

La prise alimentaire est controlée quotidiennement dans chaque groupe. De plus, les rats

sont pesés trois fois par semaine pendant trois semaines.
3.3. Protocole expérimentale :

A la fin de l'étude, les rats sont sacrifiés par décapitation. Puis, le sang est
immédiatement recueilli dans trois tubes étiquetés, I’'un contient ’EDTA comme anticoagulant,
le deuxieme contient I’héparine comme anticoagulant et 1’autre étant sec. Ces derniers sont
centrifugés a 5000 tours/min pendant 15 minutes, les sérums obtenus ont été stockés au
congélateur a —20°C jusqu’a l’analyse ultérieur des parametres biochimiques (glucose,
I’albumine, urée, créatinine, bilirubine, cholestérol, ch-LDL, ch-HDL, triglycérides,
transaminases...) ainsi I’analyse hormonale (T3, T4, TSH, FSH et la testostérone). Alors que,
les tubes a EDTA sont immédiatement analysés par un Coulter et la formule de numération

sanguine (FNS) a été déterminée.

Apres la dissection des rats, les organes (foie, rein et testicule) ont été récupérés, pesées
et conservés soit dans le formol pour la réalisation des coupes histologiques, soit dans le

congélateur pour le dosage des parametres du stress oxydant (GSH, MDA, GPx, GST et CAT).

Les différentes étapes de 1’étude sont schématisées dans la figure 21.
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Figure 21. Schéma récapitulatif du protocole expérimental.
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3.4. Méthodes d’analyses :
3.4.1. Parametres hématologiques :
*FNS :

La formule de numération sanguine (FNS) a été réalisée a 1’aide d’un Coulter de model
Abacus 4. Le tube EDTA contenant du sang est placé sur le porte tube au niveau de 1’automate
; et la mesure de la FNS commence. Les résultats s’affichent automatiquement sur 1’écran, et
sont ensuite imprimés. Les parametres déterminés sont : globule rouge (GR), globule blanc
(GB), hémoglobine (Hb), hématocrite (HCT), plaquettes (PLT), lymphocytes (LY ), monocytes
(MO), volume globulaire moyen des hématies (VGM) et la concentration corpusculaire

moyenne en hémoglobine (CCMH).
* Principe de dosage du fer :

Apres rupture de la liaison fer-transferrine et déprotéinisation par l'acide chlorhydrique
et 'acide trichloracétique, le fer Fes* est réduit par 1'acide thioglycolique en fer Fe,*. Les ions
Fe,* forment ensuite un complexe coloré avec la bathophénanthroline disulfonée. La coloration
mesurée a 535 nm (520-550 nm) est directement proportionnelle a la concentration en fer dans
le milieu réactionnel.

* Principe de dosage du calcium :

La méthode CPC permet de déterminer la concentration en Calcium total dans le sérum,
le plasma ou les urines. En milieu alcalin, le O-crésolphtaléine complexon ou CPC réagit avec
les ions calcium pour former un complexe coloré rouge foncé dont I’absorbance, mesurée a 570

nm, est proportionnelle a la concentration en calcium dans le spécimen.

3.4.2. Parametres biochimiques :

L’analyse des différents parametres biochimiques a été réalisée a I’aide d’un automate

biochimique suivant la fiche technique Spinreact (détaillée dans 1’annexe).
3.4.2.1. Exploration de la fonction hépatique
A. Principe de dosage de la glycémie :
Le glucose est transformé par le glucose oxydase (GOD) en acide gluconique et

peroxyde d’hydrogene (H20.) (Eq.18). Ce dernier, en présence de peroxydase (POD), oxyde le
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chromogene incolore (4-aminophénazone) en un composé coloré en rouge-violet

(quinoneimine) (Eq.19) (Kaplan, 1984), selon les réactions suivantes :

p - D - Glucose + 02 + H20Q = A cide gluconique + H202 (Eq.18)

POD
H20: + Phénol + 4-aminophénazone === Quinone + H20 (Eq.19)

B. Principe de dosage de I’Albumine :

L’albumine présente dans 1’échantillon réagit avec le vert de bromocrésol en milieu

acide, en donnant lieu a un complexe coloré quantifiable par spectrophotométrie.
C. Principe de dosage de la bilirubine directe :

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

la bilirubine dans I’échantillon (Kaplan et al, 1984).
D. Principe de dosage du cholestérol :

Le cholestérol présent dans I’échantillon forme un complexe coloré (Naito, 1984) selon

les réactions ci-dessous :
CHE
Cholestérol ester + H2) s Cholestérol + Acides gras (Eq.20)

CHOD
Cholestérol + 02 ——————— 4-Cholesténone + H20:2 (Eq.21)

POD
2H202 + Phénol + 4-Aminophénazone m———e— Quinonimine + 4H20 (Eq.22)

E. Principe de dosage du cholestérol HDL :

Les chylomicrons et les lipoprotéines de tres faible densité (VLDL) et de faible
densité (LDL) contenus dans I’échantillon sont précipités par 1’addition d’acide

phosphotungstique en présence d’ions magnésium. Un surnageant obtenu apres
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centrifugation contient les lipoprotéines de haute densité (HDL) dont le cholestérol est

dosé par le réactif cholestérol enzymatique.
F. Principe de dosage du cholestérol LDL :

Au cours de la premiere phase, seules les lipoprotéines non-LDL sont solubilisées par
le 4-amino-antipyrine. Le cholestérol ainsi généré, soumis a I’action du cholestérol Oxydase
(CO) et du cholestérol Estérase (CE), produit un composé incolore. Au cours de la seconde
phase, le Tampon MES (pH 6,3) solubilise le cholestérol- LDL. Le couple chromogénique
développe une réaction colorée proportionnelle a la concentration en cholestérol-LDL. La
lecture s’effectue a 546 nm.

G. Principe de dosage des triglycérides :

L’incubation des triglycérides de 1’échantillon avec la lipoprotéinlipase (LPL) libere le
glycérol et des acides gras. Le glycérol est convertit en glycérol-3-phosphate (G3P) et adénosine
diphosphate (ADP) par le glycérol kinase et I’ ATP. Le glycérol-3-phosphase (3GP) est ensuite
convertit par le glycérol phosphate déshydrogénase (GPO) en dihydroxyacétone phosphate
(DAP) et peroxyde d’hydrogene %EL __). Dans la réaction finale, le peroxyde d’hydrogene réagit
avec 4-aminpphénazone (4-AP) et le p-chlorophénol en présence de peroxydase (POD) pour

donner une couleur verte (Kaplan et al, 1954).

Triglycérides + H20 Glycérol + Acides gras libres (Eq.23)
Glycérol Kinase
Glycérol + ATP === G3P + ADP (Eq.24)
GPO
G3P+0; =-—————=—o7 DAP + H:20:2 (Eq.25)
POD

H20: + 4-AP + p-Chlorophénol == Quinone + H20 (Eq.26)

H. Principe de dosage des transaminases plasmatiques :
* Dosage de ’aspartate aminotransférase (ASAT) :

L’aspartate aminotransférase (ASAT) appelée aussi 1’oxaloacétate de glutamate
transaminase (GOT) catalyse le transfert réversible d’un groupe aminé a partir de 1’aspartate
au o-cétoglutarate formant le glutamate et 1’oxaloacétate. L.’oxaloacétate est réduit au malate
par la malate déshydrogénase (MDH) et le NADH-H* (Murray, 1984) selon la réaction ci-

dessous :
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AST

Aspartate + a-Cétoglutarate =———————qGlutamate + Oxaloacétate (Eq.27)
MDH

Oxaloacétate + NADH,H+ =———————s=—17 Malate + NAD- (Eq.28)

* Dosage de I’alanine aminotransférase (ALAT) :

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 malate par la

malate déshydrogénase (MDH) et le NADH, H+ (Murray, 1984), selon la réaction suivante :

ALT

Alanine + a-Cétoglutarate = Glutamate + Pyruvate (Eq.29)
MDH

Pyruvate + NADH,H*  =—————=— ] actate + NAD+ (Eq.30)

3.4.2.2. Exploration de la fonction rénale :
A. Principe de dosage de I’urée :

L’urée est hydrolysée enzymatiquement en ions d’ammoniac (NH4+) et dioxyde de
carbone (CO2). Les ions d’ammoniac formés réagirent avec le salicylate et 1’hypochlorite
(NaClO) en présence du catalyseur nitroprusside pour former I’indophénol vert (Kaplan, 19584),

selon les réactions suivantes :

Uréase

Urée + H20 = (NH4+)2+ CO2 (Eq.31)
Nitroprusside
NHa4 + Salicylate + NaClOQ =g Indophénol (Eq.32)

B. Principe de dosage de la créatinine :

La créatinine réagit avec le picrate alcalin pour donner un complexe
coloré, mesuré dans un intervalle de temps défini et proportionnel a la concentration en

créatinine de 1’échantillon (Murray, 1984)
3.4.2.3. Exploration de la fonction thyroidienne :
A. Principe de dosage de la thyroxine libre (FT4) :

La thyroxine (T4) est sécrétée par la thyroide sous I'influence de la TSH. Elle est
converti en T3 dans le sang (T4= forme de réserve des hormones thyroidiennes). La T4 est

majoritairement liée a la hyroxine binding globulin TGB en circulant dans le sang.
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Le principe du dosage associe la méthode immuno-enzymatique par compétition a une

détection finale en fluorescence (Enzyme Linked immunosorbent Assay, ELISA).

B. Principe de dosage de la triiodothyronine T3 :

La triiodothyronine (T3) sécrétée par la thyroide et elle aussi liée a les TGB. Cette

hormone présente une action plus puissante que la T4.

Le principe du dosage associe la méthode immuno-enzymatique par compétition a une

détection finale en fluorescence (Enzyme Linked immunosorbent Assay, ELISA).

C. Principe de dosage de la TSH :

La TSH est sécrétée par I’hypophyse et stimule la sécrétion des hormones
thyroidiennes.
Le principe du dosage associe la méthode immuno-enzymatique par compétition a une

détection finale en fluorescence (Enzyme Linked immunosorbent Assay, ELISA).

3.4.2.4. Exploration de la fonction reproductrice :
A. Principe de dosage de la LH :

L’hormone lutéinisante (LH) est sécrétée par 1’anté-hypophyse. Elle fait partie des
gonadotrophines : elle controle, avec d’autres hormones, les glandes sexuelles (gonades). Chez
le male, elle stimule les cellules de Leydig a I'origine de la sécrétion de testostérone. Chez la
femelle, c’est précisément le pic de LH qui va déclencher 1’ovulation lors d’une série de

réactions en chaine.

Le principe du dosage associe la méthode immuno-enzymatique par compétition a une

détection finale en fluorescence (Enzyme Linked immunosorbent Assay, ELISA).
B. Principe de dosage de la testostérone :

La testostérone est une hormone stéroidienne sécrétée par les testicules sous le contrdle

de LH. Elle intervient dans le développement sexuel des individus.

Le principe du dosage associe la méthode immuno-enzymatique par compétition a une

détection finale en fluorescence (Enzyme Linked immunosorbent Assay, ELISA).
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3.4.5. Les Parametres du stress oxydant :
3.4.5.1. Préparation de I’homogénat

Un gramme de foie, rein ou du cerveau de rats des différents groupes étudiés, a été
utilisé. Apres broyage et homogénéisation des tissus dans la TBS (Tris 50mM, NaCl 150mM,
pH 7.4), on a procédé a une centrifugation de la suspension cellulaire (9000 tours/min,
4°C, 15 min), puis le surnageant obtenu est versé dans des tubes eppendorfs puis conservés

a -20°C en attendant d’effectuer les dosages des parametres du stress oxydant.
3.4.5.2. Dosage des protéines totales :

Les protéines tissulaires ont été quantifiées selon la méthode colorimétrique dont on
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 de (Bradford., 1976). L’ apparition de cette
couleur reflete le degré d’ionisation du milieu acide et I’intensité établit la concentration des

protéines qui est mesurée par spectrophotometre a 595nm.
Mode opératoire :

+ Prélever 0.1 ml de I’homogénat.
+ Ajouter 5 ml du bleu de Coomassie.
+ Agiter et laisser reposer 5 minutes.

+ Lire 2 595 nm les densités optiques contre le blanc

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

(Fig.22).
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Figure 22. La gamme d’étalonnage utilisée (BSA 1mg/ml) pour le dosage des protéines.

3.4.5.3. Principe de dosage du taux de malondialdéhyde (MDA) :

Le MDA est I'un des produits terminaux formés lors de la décomposition des acides
gras polyinsaturés (PUFA) méditées par les radicaux libres. Le niveau de peroxydation
lipidique a été évalué en mesurant le malondialdéhyde avec le test TBARS (Thiobarbituric

reactive species) (Buege et Aust., 1972).

Le principe de ce dosage est basé sur la condensation de MDA en milieu acide et a
chaud avec I’acide thiobarbiturique. La réaction entraine la formation d’un complexe de
couleur rose entre deux molécules d’acide thiobarbiturique qui peut étre donc mesuré par

spectrophotométrie d’absorption a 530 nm.
Mode opératoire :

Prélever 375 ul de 'homogénat (surnageant).

Ajouter 150 ul de la solution tampon TBS (Tris 50 mM, NaCl 150 mM pH 7.4).
Ajouter 375 pl de la solution TCA-BHT (TCA 20%, BHT 1%)

Vortexer et Centrifuger a 1000 tours/min pendant 10 min.

Prélever 400 ul du surnageant.

Ajouter 80 ul du HC1 0.6 M.

Ajouter 320 ul de la solution Tris-TBA (Tris 26 mM, TBA 120mM).

EF F F F o F o F

Meélanger et incuber au bain marie a une température de 80°C pendant 10 minutes.
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La densité optique a été enregistrée a A = 530 nm. L’absorbance est directement

proportionnelle a la quantité de MDA formé, donnant ainsi une évaluation précise des

lipides peroxydés.

La concentration du MDA est calculée selon la loi de Beer-Lambert (DO = E.C.L) :

DOx 10°
C (nmol/mg protéine) =

ex L x yx Fd

* (C: Concentration en nmol/mg de protéines.

« DO

: Densité optique lue a 530 nm.

o E: Coefficient d’extinction molaire du MDA = 1.56 10° M cm™'.

* L : Longueur du trajet optique = 0.779 cm.

» X : Concentration de I’extrait en protéines (mg/ml).

¢ Fd : Facteur de dilution = 0.2083.

3.4.5.4. Principe de dosage du taux du glutathion réduit (GSH) :

Le glutathion est un thiol intracellulaire le plus abondant présent dans toutes les

cellules animales. Leur principe de dosage consiste a couper la molécule d’acide 5,5 dithiodis-

2-nitrobenzoique (DTNB) par le GSH, ce qui libere 1’acide thionitrobenzoique (TNB) qui

présente une absorbance a 412 nm (Ellman., 1959).

Mode opératoire :

*

+

Prélever 0.8 ml de I'hnomogénat.

0.2 ml 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 5 min.

Prélever 0.5 ml du surnageant.

Ajouter 1 ml du tampon Tris, pH 9.6.

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

0.01 M.
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+ Laisser pendant 5 min a une température ambiante et lire les densités optiques a
412 nm

contre le blanc réactif.

La concentration du glutathion est obtenue par la formule suivante :

DO x1x 1.525

GSH (nmol GSH /mg protéine) =

13.6 x 0.8 x mg protéine
* DO : Densité optique.

e 1: Volume total des solutions utilisées dans la déprotéinisation (0.8ml homogénat +

0.2 ml de I’acide salicylique).

* 1.525: Volume total des solutions utilisées dans le dosage du GSH au niveau du

surnageant (0.5 ml surnageant+1 ml Tris + 0.025 ml DTNB)
* 13.6 : Coefficient d’absorbance du groupement —-SH a 412 nm.
* 0.8 : Volume de I’homogénat.
* 0.5: Volume du surnageant.
3.4.5.5. Principe de dosage de I’activité enzymatique
A/ Dosage de I’activité de la glutathion peroxydase (GPx) :

L’activité de la glutathion peroxydase (GPx) a été calculée par la diminution de taux de

GSH réduit par rapport a la réaction non enzymatique « blanc » (Flohe et Gunzler, 1984).

ROOH + 2 GSH

GSSG + ROH + H20 GPx (Eq.35)
GPx

Mode opératoire :

+ Prélever 0.2 ml de 'homogénat (surnageant).

+ Ajouter 0.4 ml de GSH (0.1 mM).

+ Ajouter 0.2 ml de la solution tampon TBS (Tris 50 mM, NaCl 150 mM pH 7.4)

+ Incuber au bain marie a 25°C, pendant 5 min.

+ Ajouter 0.2ml de H202 (1.3 mM) pour initier la réaction, laisser agir pendant 10
minutes.

+ Ajouter 1 ml de TCA (1%) pour arréter la réaction.
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Mettre le mélange dans la glace pendant 30 minutes.
Centrifuger durant 10 minutes a 3000 tours /minutes.
Prélever 0.48 ml du surnageant.

Ajouter 2.2 ml de la solution tampon TBS.

Ajouter 0.32 ml de DTNB (1.0 mM)

- F F F +

Mélanger et apres 5 minutes lire les densités optiques a 41.2 nm
La détermination de I’activité enzymatique de la GPx se fait a I’aide de la formule suivante :

(DO échantillon - DO étalon) x 0.04 5

GPx (umol GSH/mg protéine) = X
DO étalon mg protéine

* DO échantillon : Densité optique de 1’échantillon.
e DO étalon : Densité optique de I’étalon.

¢ (.04 : Concentration de substrat (GSH)

B/ Dosage de ’activité de la glutathion S-transférase (GST)

Les glutathion S-transférases catalysent des réactions de conjugaison entre un peptide
endogene, le glutathion, et des molécules réactives comportant des sites électrophiles.
L’activité de la GST est mesurée suivant la cinétique de formation entre un substrat modele,
le chlorodinitrobenzene (C-DNB) et le glutathion (a une température de 37°C et a un pH de
6.5), qui absorbe la lumiere a 340 nm (Habig et al., 1974).

Mode opératoire :

+ Mettre 830 pl du tampon phosphate (0.1M) pH 6.5
+ Ajouter 50u1 CDNB (0.02M)
+ Ajouter 100ul GSH (0.1M)

+ Ajouter 20ul d” Homogénat.
La variation de la densit¢ optique est mesurée pendant 1 minute durant 5 minutes.

La concentration de la GST est obtenue par la formule suivante
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DO échantillion/min - DO blanc/min
GST (nmol GST/min/mg protéine) =

9.6 x mg protéine

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

* 9.6 : Coefficient d’extinction du GSH-CDNB exprimé en mM. Cm.

C/ Dosage de D’activité de la catalase (CAT)

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 1’hydrolyse du peroxyde
d’hydrogene (H202) toxique pour la cellule en eau et en oxygene (Aebi., 1984). La réaction se

fait en deux étapes. La réaction bilan est :
2 H202 —m— 2 H20 + O2 (Eq.38)

L’activité de la CAT est mesurée a 240 nm a I’aide d’un spectrophotometre UV/visible
par la variation de la densité optique consécutive a la dismutation du peroxyde d’hydrogene

(H202).
Mode opératoire :

+ Mettre 780ul Tampon phosphate (0.1 M, pH 7.4).
4+ Ajouter 200ul H2O».
+ Ajouter 20ul d’homogénat.

La lecture de I’absorbance se fait a 240 nm apres 15 secondes de délai et durent 60 secondes de

mesure.
3.4.6. Technique Histologique :

Les coupes histologiques ont été réalisées suivant la technique classique de Houlot

(1984) :
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A. Fixation :

Des fragments de foie, rein, testicule et cerveau de chaque rat sont mis dans un Bouin
alcoolique. Apres 48 heures de fixation, les organes sont retirés du Bouin puis rincées a 1’eau
distillée. Des coupes transversales ont été faites et placés dans des cassettes spéciales a parois

trouées afin de permettre le passage des liquides au cours des manipulations qui se suit.
B. Déshydratation :

Comme la paraffine n’est pas miscible a 1’eau, les échantillons doivent étre alors
completement déshydratés avant I’inclusion dans la paraffine. Cette dernicre n'est pas non plus
soluble dans 1'alcool utilisé pour la déshydratation, on assiste donc a une substitution par le
xylene. La déshydratation se fait grace a un automate qui fait immerger les échantillons dans
des bains d’éthanol a concentration croissante (70, 90 et 100 %), puis dans des bains de xylene
qui constitue un agent éclaircissant donnant au tissu une certaine transparence. Ensuite, dans
I’étuve le xyleéne s’évapore des pieces anatomiques. Cette étape est réalisée par un appareil

appelé le circulateur.
C. Inclusion :

Apres la déshydratation complete des tissus, ils sont alors plongés dans des bains de
paraffine liquide fondue a 60°C. Les tissus étant maintenu et imbibés de paraffine, viennent
alors I’étape de 1’enrobage qui consiste a inclure le tissu imprégné dans un bloc de paraffine
qui, en se solidifiant, va permettre sa coupe. Cette opération fait appel a des appareils « dits a
inclusion » refermant un réservoir de paraffine maintenue a 1’état liquide par un systeme de
chauffage, un petit robinet et une plaque métallique réfrigérée pour obtenir la solidification

rapide du bloc de paraffine contenant le tissu.
D. Confection des Coupes :

Les blocs de paraffine sont préalablement taillés avant de subir des coupes au microtome
de 4 a 5 um. Les coupes sériées sont étalées et fixées sur la lame par I’utilisation d’une eau
gélatineuse chauffée. Les rubans de paraffine obtenus sont étalés sur des lames porte-objet, puis
déplissés et fixés par une eau gélatineuse chauffée a 40 °C. Les lames sont marquées au nom
des différents lots a 1’aide d’un crayon d’argent, ensuite séchées dans une étuve a 100 °C

pendant 1 heure.
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E. Coloration et Montage :

La méthode de I’Hématoxyline-Eosine HE (ou Hématéine-Eosine) est la plus utilisée.

La coloration suit les étapes suivantes :

+ Déposer les coupes dans un bain de xylene pendant 10 minutes afin de déparaffiner

les échantillons et faire pénétrer les colorants.

+ La réhydratation des coupes se fait par passage dans un bain d’éthanol pendant 10

minutes puis hydrater les lames par 1’eau du robinet

+ Immerger les coupes dans un bain d’Hématéine (10 minutes) qui colore en bleu

violacé les structures basophiles (noyaux cellulaires). Rincer a I’eau courante.

+ Le deuxieme colorant utilisé est I’éosine qui colore en rose les structures

acidophiles (cytoplasmes cellulaires). Rincer a I’eau courante.

Le montage consiste a fixer une lamelle en verre sur les coupes histologiques apres

coloration. Cette étape permet la :

+ protection mécanique des coupes.
+ protection chimique des colorants.
+ Sécher les lames puis observer au microscope optique équipé d’un appareil

photographique.
3.5. Analyse Statistique :

Les résultats ont été représentés sous forme de moyenne plus ou moins I’écart type
moyen (M + SEM). Ces moyennes sont comparées par un test ANOVA One Way suivi par le
test post hoc de rukey. Cette analyse statistique est obtenue a I’aide du logiciel MINITAB

(version 16). Les différences sont considérées significatives a p < 0,05.
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Chapitre IV. Résultats et discussion

4. Résultats et discussion :

4.1. Impact du bisphénol A sur quelques parameétres physiologiques : effets protecteurs
de la supplémentation en sélénium et en vitamine E

4.1.1. Evolution pondérale, prise alimentaire et rapports organo-corporels :

¢ Analyse des résultats :

Au cours du suivi des rats avec la dose de 10mg/kg du BPA pendant les trois
semaines, nous avons constaté une augmentation de la masse corporelle dans les quatre
groupes. Cependant, cette prise corporelle a été plus importante chez le groupe traité par le
bisphénol A que chez les autres groupes (Fig.23). Les rats soumis sous traitement uniquement
du BPA présentent un pourcentage de gain du poids plus élevé (18.99%). Cependant, 1’ajout
des antioxydants (Se+Vit E) au régime des rats traités par le BPA a diminué significativement
leur poids corporel par rapport aux rats traités seulement par le BPA. Curieusement, la prise
alimentaire a été diminuée de facon significative chez les rats du troisieme et quatricme

groupe [BPA ; BPA/ (Se+Vit E)] par rapport aux rats témoins (Tab.13).

Tableau 13. Variation corporelle, rapports organo-corporels et la prise alimentaire chez les rats
de différents groupes.

Parameétres Témoin (Se +Vit E) BPA BPA/(Se+ Vit E)
Poids corporel Initial (g) 275.67+£4.19* 271.83+£2.91* | 270.25%2.51* 270.5+2.310?
Poids corporel Final (g) 299.71+5.94b 310.62+6.91° | 345.50+9.40? 291.75 +£5.30°
Gain du poids (%) 8.16x2.35Y 8.87+1.51P 18.99+2.032 3.80+2.13P
Prise alimentaire (g/jr/rat) 19.74+0.77* 21.69+0.90* 17.62+1.01° 17.09+2.69P

* Les moyennes ne partagent aucune lettre sont significativement différentes (p<0.05)

[—
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Evolution Pondérale (g)
[
8

S0 ) 51 52 S3
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=== TEmoin (Se+vit E) BPA BPA/(Se+vitE)

Figure 23. Evolution Pondérale (g) chez les rats de différents groupes durant la période
d'expérimentation.

D’autre part, aucun changement n’a été enregistré au niveau du poids relatif des
différents organes (foie, reins, testicules) entre les quatre groupes. De méme, le poids absolu
des trois organes (foie, testicules et cerveau) n’a pas montré aucune variation entre les quatre
groupes. Cependant, le poids absolu des reins a été évolué significativement chez les rats
traités seulement par le BPA ainsi chez les rats administrés le BPA concomitant avec les

antioxydants (Se+Vit E) par rapport aux témoins (Tab.14).

Tableau 14. Variation du poids absolu (P.A) (g) et relatif (P.R) (g/100g de PC) du foie, reins,
testicules et cerveau chez les rats de différents groupes.

Parametres Témoin (Se+Vit E) BPA BPA/(Se+Vit E)
P.A du foie (g) 8.12+ 058" 7.92+036° | 837+035°% | 8.28+0.29°
P.R du foie (z/100g.p.c) 2.60£0.10° 270£0.10° | 2.9320.10° | 2.63+0.05°
P.A du rein (g) 0,700,02° 0,75£0,02° 1,0120,05° | 0,890,027
P-R du rein (g/100g.p.c) 0,300,01° 0,30:0,01* | 027+0,01* | 0,29+0,01
P-A du testicule (g) 1,4420,08° 1,520,06° 1,4520,10° | 1,5120,032°
PR du testicule (5/100g.p-0) | ) ;5. o3 0,5120,013* | 0,48£0,04* | 0,530,012
P-A du cerveau (g) 1,30:£0,067 1,2740,03? 1,26£0,07% | 1,3120,04*
PR du cerveau (g/100g.p-0) | 1} s 0,4240,01° | 0,41£0,03* | 0,4620,02°

* Les moyennes ne partagent aucune lettre sont significativement différentes (p<0.05)
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+ Discussion :

En raison de I’omniprésence du bisphénol A dans notre vie quotidienne, sa migration
du récipient vers son contenu est mise en doute. Le phénomene est augmenté par la
température ou la nature grasse du contenu (Vandenberg et al, 2007). Des études
épidémiologiques antérieures ont mis en évidence une corrélation positive entre le taux
urinaire du BPA et la prise corporelle des individus humains (Shankar et al., 2012 ; Trasande
et al., 2012). Ces observations sont en accord avec nos résultats d’ou on a trouvé un surpoids
significatif chez les rats administrés 10mgkg p.c. De plus, des études ont trouvé que
I’administration du BPA durant les périodes prénatale et néonatale chez les rongeurs résulte
d’une augmentation du poids corporel des progénitures particuliecrement chez les femelles
(Rubin et al., 2001 ; Somm et al., 2009). En effet, Rubin et ses collaborateurs montrent que le
BPA a augmenté le poids corporel chez la progéniture femelle et male nés de meres exposées
au BPA (0.1 mg- 1.2 mg/kg p.c.), bien que ’augmentation persiste plus longtemps chez les
femelles. De plus, chez la progéniture femelle, la plus faible des deux doses de BPA produit
un effet plus important et plus persistant sur le poids corporel par rapport a la dose plus élevée
(Rubin et al., 2001). Auparavant, Masuno (2005) a découvert que le BPA pouvait déclencher
la différenciation des cellules 3T3-L1 dans les adipocytes (composant cellulaire principal du
tissu adipeux). Il a conclu que le BPA agissait via la voie PI 3-kinase et Akt kinase, entrainant
une augmentation de 1'accumulation de TG (triacylglycerol) et l'expression des genes des
adipocytes en accélérant la différenciation terminale des cellules 3T3-L1). Cette voie est la

méme impliquée par I’insuline, un agent adipogene.

Plus loin, il est connu que les hormones thyroidiennes régulent I’hémostasie d’énergie
corporelle, A 1'état hyperthyroidien, la thermogenése, et donc le taux métabolique basal,
augmente et le poids corporel a une tendance a diminuer (Vanderpump et al., 1996).
Néanmoins, un hypothyroidisme est en dépendance d’un gain du poids avec une diminution
de la dépense énergétique au repos (REE) (Kim., 2013). Des taux de T4 étaient élevés chez les
petits animaux traités au BPA, mais les niveaux de TSH n'étaient pas différents de ceux
observés chez les témoins (Zoeller et al., 2005). Ces résultats refletent un profil endocrinien
similaire a celui observé dans le syndrome de résistance thyroidienne (Cheng., 2005). Par
contre, 1’étude de Meeker et son équipe (2010) ont enregistré une relation inverse entre la
concentration du BPA urinaire et le taux du T4 et TSH circulant chez des patients d’une
clinique d’infertilité. D’ailleurs, lorsqu'il a été administré a des doses élevées (4 or 5 mg/j)

pendant 15 jours a des rats, le BPA a entrainé une réduction du poids corporel et une prise

[—
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alimentaire réduite (Nunez et al., 2001), tandis que d'autres ont découvert que I'administration
de BPA a des rats pendant trois mois ne modifiait pas le poids corporel ou le taux des

triglycérides (Seidlova-Wuttke et al., 2005).

Ces dernieres années, la vitamine E et le sélénium préoccupent un intérét croissant
pour la régulation et la correction des défauts morphologiques et physiologiques induits par
les xénobitiques. La vitamine E est connue en tant qu’un antioxydant protecteur de la
membrane cellulaire qui protege la cellule des radicaux hydroxyles et alkoxyles. Le sélénium,
un minérale de trace, agit en tant qu’un cofacteur pour les sélénoprotéines. C’est ainsi qu’en
expérimentation animale, elle révele des effets hypocholestérolémiants. Des études ont
conseillées de prendre la vitamine E et le sélénium ainsi leurs apports ensemble au cours d’un
régime pour le maintien de la fitness pour les hommes (Combs et Scott., 1981 ; Astfalk.,
2011). Des hommes sains ont recu 47ug/j pendant 21 jours. Apres, ils ont divisé en deux
groupes : le premier a recu 14ug/j, le deuxiecme a recu 297ug pendant 99 jours. Dans le
groupe a faible teneur en sélénium, les augmentations des taux sériques de T3 et des
triacylglycérols sériques, accompagnées de pertes de graisse corporelle, suggerent qu'une
réponse hypothyroidienne était induite par un régime alimentaire faible en sélénium. Alors
qu’une prise corporelle significative a été enregistrée chez le deuxieme groupe (Hawkes et
Keim., 2003). Par contre, des rats traités au Se ont montré une diminution significative de la
masse du grasse abdominale, des adipocytes et de l'adiponectine, qui sont associées au
métabolisme des lipides. Ainsi, le tissu adipeux présentait une expression significativement
plus faible des genes marqueurs des adipocytes (Kim et al., 2012). D’ autre part, des rats ayant
un régime alimentaire déficient en vitamine E pendant 28 jours ont présenté une réduction
significative du poids corporel et de I'apport alimentaire. Une supplémentation en vitamine E
a 60 mg/kg p.c. n’était pas suffisante pour prévenir les changements de poids corporel ou

d'ingestion de nourriture (Fahami et al., 2005).

Apres la glucoronisation dans le foie, le BPA est rapidement éliminé par les reins
(70% a 90% BPA- glucuronide) (Tsukioka et al., 2004), avec une demi-vie dans le sang
inférieure a 2 heures apres 1’ingestion orale, ce qui se traduit généralement par une baisse de
son taux sanguin. En revanche, chez les patients présentant une insuffisance rénale, 1'excrétion
urinaire du BPA semble diminuer, permettant son accumulation (Murakami et al., 2007 ; You
etal.,, 2011). Alors, la variation enregistrée au niveau du poids absolu des reins peut étre due a
I’accumulation des métabolites non seulement du BPA mais aussi de la vitamine E et du

sé€lénium.
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4.2. Impact du bisphénol A sur les parametres hématologiques : effets protecteurs de la

supplémentation en sélénium et en vitamine E

¢ Analyse des résultats :

Nos résultats ne montrent aucun changement dans les différents parametres de la
formule de la numération sanguine chez les différents groupes. Seulement, une baisse
significative de I’hématocrite a été enregistrée chez les rats traités par le BPA par rapport aux
autres rats. De plus, le taux de I’hémoglobine est augmenté de maniere significative chez les

mémes rats ainsi les rats administrés par le BPA et le (Se+Vit E) par rapport aux rats témoins.

Tableau 15. Variation de taux du quelques parametres hématologiques chez les rats de différents groupes.

Parametres Témoin (Se +Vit E) BPA BPA/(Se+Vit E)
GR (10271 8.01+0.11° 8.99+0.23° 8.01+0.29° 8.68+0.182
HCT (%) 44.94+0.89° 43.84+0.972 35.63+0.73P 43.58+0.42°
Hb (g/dl) 135.43+2.05P 138.86+2.60° 147.71£2.022 143.142.95%b
GB (10°N1) 4.7240.43P 4.88+0.19° 6.29+0.26* 5.50+0.312
Lym (10°71) 4.94+0.45% 5.23+0.69* 5.63+0.49* 5.77+£0.222
Eos (10°/1) 0.09+0.012 0.09+0.022 0.11£0.032 0.10+0.02#

Plts (10°/1) 630.40+£16.90? 592.43+14.15° 610.43£14.02° 597.60£12.90?
MCYV (1) 49.00£1.29° 48.28+0.632 46.85+1.19* 46.420+0.429*
MCH (pg) 15.78+0.27° 15.97+£0.42° 15.31£0.22? 15.250+0.241 2
MCHC (g/) 322.1446.92° 332.71£8.22° 317.57+6.24° 330.860+2.430*
Fer (ng/dl) 125.01+£14.02° 126.02+£12.6 125.59+14.25° 124.03£12.56°
Ca2* (mM/1) 1.03+0.022 1.10+0.01* 0.99+0.02* 1.1240.022

* Les moyennes ne partagent aucune lettre sont significativement différentes (p<0.05)
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¢ Discussion :

La diminution du taux de 1’hématocrite et I’augmentation du taux d’hémoglobine est
toujours liée a une anémie hémolytique (Larousse Médicale., 1988). Cependant, aucune étude
publiée n’a annoncé une relation entre le BPA et I’anémie. Seulement, une étude égyptienne
menée par Ahmed et ses collaborateurs (2015) ont reporté une diminution significative des
érythrocytes, le taux de I’Hb et I’Hct ; syndromes d’une anémie normocytaire. De plus, une
diminution légere de taux des globules blanc avec une augmentation aussi légere
statistiquement non significative a été enregistrée chez des rats maéles et femelles apres
I’injection intrapéritonéale des doses croissantes du BPA (0.05, 0.5 et 5 mg/kg p.c) (Park et
al., 2004). On peut lier I’effet exercé par le bisphénol A sur les cellules hématologique a la
génération des especes réactives de 1’oxygenes par cette molécule détruisant ainsi leurs
membranes cellulaires. Autrement, les malades souffrants de la stéatose ou de la cirrhose
hépatique ont été diagnostiqués par ses symptomes. Dans la littérature antérieure, le BPA
entraine une accumulation des graisses au niveau du foie ce qui lui donne le nom : foie gras

non alcoolique (ENDO., 2017).

En outre, la vitamine E et le sélénium joue un rdle majeur dans la protection des
cellules contre les radicaux libres induits par différents polluants. Silva et son équipe (2017) a
étudié I'effet de la présence et I’absence de la vitamine E sur des cellules sanguines
préservées a 4°C pour 35 jours. Ils ont observé la diminution du taux généré des ROS au
niveau des GR ainsi leur protection a long terme. On outre, I’administration de (1 pg/kg p.c)
du sélénium préserve la capacité antioxydante des érythrocytes chez des rats mis sous un
régime riche en cholestérol. Par contre, une dose €élevée de (50ug/kg p.c) du sélénium entraine
une hémolyse des érythrocytes (Harisa et al., 2013). Autrement, Messarah (2012) a reporté
que la vitamine E diminue les ROS au niveau des érythrocytes aprés une administration de
diazinon au rats. L’activit¢é enzymatique antioxydante a été rétablie suivant la

supplémentation en vitamine E.
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4.3. Hépatotoxicité induite par le bisphénol A : effets protecteurs de la supplémentation

en sélénium et en vitamine E

4.3.1. Action sur quelques parametres sériques de la fonction hépatique :

¢ Analyse des résultats :

Une augmentation de la concentration des parametres de 1’énergie: glucose,
cholestérol, LDL-ch et les triglycérides a été enregistrée chez les rats apres une administration
du BPA (Tab.16). Cependant, la concentration de I’"HDL-ch et le taux de 1’albumine ont subi
une diminution significative chez les mémes rats par rapport aux rats des autres groupes. De
plus, les enzymes de la fonction hépatique (ASAL et ALAT) ont enregistré une activité élevée
de maniere significative chez les rats traités par ce xéno-cestrogene. Ainsi, la concentration de
la bilirubine totale est supérieure de celle des autres groupes avec le maintien de la

concentration de la bilirubine directe sans changement.

D’autre part, I’ajout des antioxydants (Se+Vit E) au régime des rats traités par le BPA
a amélioré le déséquilibre de I’homéostasie induit apres I’administration de ce monomere. La
concentration du cholestérol, LDL-ch et TG a été diminuée et comparable a celle obtenus
chez les groupes témoin et (Se+Vit E). Bien que, 'HDL-ch et 1’albumine ont subi une
récupération de leurs concentrations normale. D’autre part, la concentration de la bilirubine
totale a été diminuée 1égerement ainsi que I’activité enzymatique de I’ASAT. Par contre, le

taux du glucose et I’activité enzymatique de I’ ALAT ont resté élevé.
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Tableau 16. Variation de quelques parametres biochimiques de la fonction hépatique chez les rats

[—

de différents groupes.

Parametres Témoin (Se + Vit E) BPA BPA/(Se +Vit E)
Glucose (g/dl) 1.30+0.05" 1.54+0.07>2 1.65+0.08? 1.53+0.08?
Cholestérol (g/1) 0.98+0.07° 0.89+0.10° 1.3240.082 1.02+0.039°
LDL-CH (g/l) 0.13+0.01° 0.17£0.01° 0.24+0.032 0.17£0.01°
TG (g/) 0.4940.06P 0.4420.02° 0.80+0.05* 0.55+0.02°
HDL-CH (g/l) 0.28+0.02# 0.26+0,01* 0.200.01° 0.25+0.01*
Albumine (g/1) 33.74+1.25% 30.76+0.94* 28.1940.72° 33.69+0.83*
T-Bil (g/) 2.11 £0.02¢ 2.14+ 0.04¢ 2.49+ 0.03? 2.27+0.12°
D-Bil (g/l) 0.14+0.012 0.14+0.01* 0.15+0.01* 0.16+0.01*
ALAT (U/L) 107.71+ 3.78P 124.29+ 5.26° 155.71+£5.15* | 131+ 4.14®
ASAT (U/L) 89.14+ 4.38¢ 93.29+ 5.67¢ 132.43£6.09* | 115+ 4.42°

* Les moyennes ne partagent aucune lettre sont significativement différentes (p<0.05)

4.3.2. Action sur le taux du MDA, GSH et sur ’activité de quelques enzymes

antioxydantes :

Apres le gavage par 10 mg/kg p.c. du BPA, les rats ont présenté un taux élevé du

MDA ; produit terminale de la peroxydation lipidique ; statistiquement significatif par rapport
aux rats du groupe témoin ainsi du groupe (SE+vit E). Cependant, un taux diminué
significativement du GSH hépatique est constaté chez les mémes rats. Egalement, nos
résultats obtenus montrent une diminution significative de 1’activité enzymatique
antioxydante suivant un traitement par le BPA. En effet, I’activit¢ enzymatique de la
glutathionne peroxydase, de la GST et de la catalase a été diminuée significativement au

niveau du foie des rats traités par le BPA par rapport aux rats témoins (Tab.17).

D’autre part, la supplémentation en sélénium et en vitamine E a diminué la
concentration du MDA hépatique chez le quatriecme groupe (BPA/Se+ Vit E) mais elle reste
un peu supérieure en comparent avec le témoin. Par contre, les antioxydants augmentent le
taux de GSH hépatique de facon significative chez les rats traités par la combinaison

(BPA/Se+Vit E) par rapport au rats trait€és seulement par le BPA. Pareillement, I’activité
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enzymatique de la glutathionne peroxydase a été renforcée de facon significative suivant
I’ajout de Se et Vit E au régime des rats traités par le BPA par rapport aux rats traités
seulement par le BPA. D’ailleurs, ce renforcement est encore de fagon significativement
inférieure a 1’activité enzymatique de la GPx enregistrée chez les rats témoins et les rats du
groupe (Se+Vit E). De plus, une claire restauration de I’activité enzymatique de la GST a été
enregistrée chez les rats du quatrieme groupe accompagnée par une amélioration significative

de I’activité enzymatique de la CAT par rapport au troisieme groupe.

Tableau 17. Variation du taux du MDA (nmol/mg prot), GSH (nmol/mg prot) et de ’activité de
quelques enzymes antioxydantes au niveau du foie des rats de différents groupes.

Parametres Témoin (Se + Vit E) BPA BPA/(Se +Vit E)

MDA (nmol/mg prot) | 0.89+0.047° 0.87+0.048"° 1.25+0.122 0.99+0.05% "

GSH (nmol/mg prot) 141.10+14.202 130.42+2.982 93.02+4.99P 124.84+7.57
Glutathionne 320.20%+11.602 290.27+8.992 192.20+10.10¢ 229.40+6.38
peroxydase !

Glutathionne 15.48+0.412 15.31+0.272 7.3740.25 13.21+0.55%P
transférase?

Catalase? 120.52+5.612 125.60+4.56* 05.06+5.94° 115.19+6.24

! Glutathione peroxidase : nmol GSH/min/mg protein, > Glutathione transferase: nmol C-DNB/min/mgjpror.

3Catalase : umol H,O, /min/mg pror.

* Les moyennes ne partagent aucune lettre sont significativement différentes (p<0.05)

4.3.3. Action sur la structure histologique du foie :
¢ Analyse des résultats :

D’apres les résultats présentés dans le tableau 18, I’histo-structure hépatique des rats
traités par le BPA a montré une modification structurale non comparable a celle des rats
témoins. En effet, une congestion de vaisseaux sanguins hépato portaux a été trouvée (fleche
bleue) avec des endroits d’ou les hépatocytes sont dégénérées (étoile). Outre, des infiltrations
inflammatoires autours des veines portes centrales (fleche noire) et I’apparition des foyers
nécrotiques (N). Cette modification anatomique du foie est présentée en état modéré vers un
état sévere (Fig.24). Cependant, la supplémentation en (Se+Vit E) apres le gavage des rats par

le BPA a corrigé les changements anatomiques du parenchyme hépatique. Mais, une légere
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congestion des vaisseaux sanguins et une légere infiltration inflammatoire a été enregistrée

chez ces rats.

Tableau 18. Comptage semi quantitatif des modifications histo-structurales au niveau du foie des

rats de différents groupes.

Groupes
Parametres Témoin (Se +Vit E) BPA BPA/(Se+ Vit E)
Dégénération des hépatocytes - - ++ -
Congestion de vaisseaux sanguins hépato - - ++ +
portaux
infiltration inflammatoire - + +++ +
Foyers nécrotiques - - ++ -

(-) Normale, (+) légere, (++) modérée, (+++) sévere

+* Discussion :

Les données sur I’impact du BPA sur le profil biochimique sont réduites. Une étude
sur les hommes qui habitent au sud de I’'ltalie a reporté une corrélation positive entre la
présence du BPA dans les urines des individus et I’augmentation significative du taux des TG
et la résistance a I’insuline. De plus, ces individus ont présenté un taux élevé du I1-6 et TNFa
des marqueurs inflammatoires liés a une obésité viscérale (Savastano et al., 2015). Helal et
son équipe (2013) ont conclu une hypercholestéromie avec une augmentation significative de
la concentration des lipides totaux, cholestérol, TG et LDL-ch. Cependant, une diminution

significative de la concentration des protéines totales, I’albumine et HDL-ch a été constaté.

Une étude épidémiologique menée par The National Health and Nutritional
Examination (NHANES) 2003-2008 aux Etats-Unis montre 1’existence d’une corrélation
entre I’augmentation des concentrations de BPA dans les urines et 1’apparition du diabete
chez 3967 participants (51,7% femmes) (Shankar et Teppala., 2011). Silver et ses collegues
(2011) ont noté des résultats similaires. IIs ont également analysé les données regroupées des
périodes de déclaration NHANES de 2003-2004, 2005-2006 et 2007-2008. Dans cette étude,
le diabete était défini comme une hémoglobine Alc > 6,5% ou par ['utilisation de

médicaments antidiabétiques. Alonso-Magdalena et ses collegues (2010) ont testé I’effet de
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10-100 pg/kg/j a partir du jour gestationnel 9-15 ans chez des souris OF-1. La tolérance au
glucose chez les meres enceintes a été évaluée au cours du jour 16-18 de la gestation, et les
meres enceintes traitées au BPA ont présenté des écarts de glycémie plus élevés au cours d'un
test de tolérance au glucose par voie intrapéritonéale. Le suivi de la progéniture male apres 4
mois d’exposition a une dose élevée du BPA (100 ug/kg/j) présentait des altérations de la
tolérance au glucose. Ces auteurs suggerent un dysfonctionnement des cellules [
pancréatiques avec une exposition a une dose élevée de BPA pendant la gestation (Alonso-
Magdalena et al, 2010). Le transport du glucose dans le foie nécessite la présence du GLUT2
pour permettre un équilibre physiologique rapide du taux du glucose intracellulaire et
extracellulaire (Rencurel et al., 1996). Une augmentation significative de la protéine GLUT2
membranaire dans le foie des groupes traités au BPA a été montrée par (Sahnkar et al., 2013)
associée a une hyperinsulinemia mais aucun changement du taux du glucose n’a été

enregistré.

D’ailleurs, Chez des souris males adultes, I’exposition au BPA via des injections
sous-cutanées (pendant 8 jours), a des doses relativement faibles (100 pg/kg PC/j) diminue le
métabolisme énergétique ce qui se traduit par une déficience dans la signalisation d’insuline
au niveau périphérique (surtout au niveau musculaire). Le poids corporel n’a pas été affecté
alors qu’on observe une diminution de prise de nourriture, une diminution de la température
corporelle et de I’activité locomotrice, ce qui laisse penser que le BPA peut étre considéré

comme un facteur de risque dans le développement du diabete (Batista et al., 2012).

D’autre part, une nouvelle preuve montre la capacité des faibles doses de BPA a
induire le syndrome métabolique, en particulier la NAFLD (Nonalcoholic fatty liver disease =
Stéatose hépatique non alcoolique). Un dysfonctionnement significatif au niveau
mitochondrial, notamment la production de ROS mitochondriales et 'hyperpolarisation ont
été enregistrés. Ces événements sont associés a une accumulation de lipides dans la cellule, a
une lipo-peroxydation (LPO) et a la libération des cytokines pro-inflammatoires : Interleukin-
8 (IL-8) et le facteur de nécrose tumorale alpha (TNFa) (Huc et al., 2012). 1L6, IL8 et TNFa
sont produits dans plusieurs types de lésions du foie. Le TNFa est une cytokine pro-
inflammatoire dont I’augmentation est notée chez les patients atteints de la NAFLD (Jarrar et
al., 2008). Cette cytokine pourrait favoriser ’attraction des leucocytes inflammatoires et
activer le SREBPI1c (protéine régulatrice du stérol), qui a son tour régule la lipogenese (Endo

et al., 2007). Ces données confirment que le BPA affecte directement 'homéostasie hépatique
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et peut déclencher une lipogenese en inhibant également la production d’adiponectine par le

tissu adipeux (Ben-Jonathan et al., 2009 ; Hugo et al., 2008).

La dégénérescence des hépatocytes, des infiltrations inflammatoires ainsi 1’apparition
des foyers nécrotiques observés dans notre étude peut étre due a la production accrue des ROS
affectant ainsi I’homéostasie hépatique. Ahmed (2015) a aussi trouvé des modifications de la
structure des hépatocytes apres le traitement par le BPA. La manifestation d’une
dégénérescence nucléaire, dysfonctionnement mitochondrial, dilatation et congestion dans les
sinusoides sanguins ont été reporté par les mémes hauteurs. Outre, Korkmaz (2010) a observé
des congestions et des foyers nécrotiques au niveau du foie des rats traités par différents
polyphénoles (BPA, NP et OP). De méme, une étude égyptienne menée par I’institut national
de nutrition a reporté une congestion et dilatation des veines centrales, prolifération accrue
des cellules de Von Kupffer, infiltration lymphocytaire et une légere inflammation apres
1’administration du BPA (10-30 mg/kg p.c) (Helal et al., 2013). Egalement, Kourouma et ses
collegues (2015) ont montré qu'une dose élevée du BPA (50mg/kg i.p) augmente non
seulement la formation de H202, mais diminue également sa capacité a détoxifier les ROS.
D’ailleurs, D’activité des enzymes hépatiques tels que la transaminase glutamique-
oxalacétique (GOT), la transaminase glutamique-pyruvique (GPT) et le lactate
déshydrogénase (LDH) ont été significativement augmentés en réponse a la méme dose
élevée du BPA. Tandis, I’activité enzymatique du y -Glutamyl Transferase (y -GT) a été
diminuée de facon significative. Ce déséquilibre enzymatique est un marqueur de dommage

hépatique : apoptose des hépatocytes.

La supplémentation en sélénium et en vitamine E a restauré le déséquilibre induit par
le BPA ce qui est concorde avec I’étude de Ben Amara dont elle a constaté une restauration de
I’activité enzymatique des ASAT et ALAT et la diminution du taux de bilirubine totale apres
une supplémentation en sélénium et en vitamine E chez des rattes traités par le dimethoate ;
un pesticide utilis€ pour la protection des pommiers (Ben Amara et al., 2011). De plus,
I’utilisation du sélénium pour la protection contre la cytotoxicité induite par 1’arsenic a révélé
un rétablissement du taux de glucose, albumine et I’activité enzymatique de I’ASAT, ’ALAT
et de la PAL (Messarah et al., 2012). L’ effet réparateur de la vitamine E et du sélénium sur la
structure histologique est bien documenté dans la stabilisation des membranes cellulaires et
nucléaires. Ils jouent un role de piégeurs des ROS. Messarah et son équipe (2012) ont reporté
une récupération de la structure cellulaire normale du foie par le sélénium apres le recoit de

I’arsenic. De plus, le sélénium a atténué les changements histopathologiques au niveau des
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poumons suivant un traitement par le BPA (Abedelhaffez et al., 2017). Al-Attar a reporté le
role protecteur de la vitamine e contre la toxicité d’un mélange des métaux lourd (Pb, Hg, Cd
et Cu) sur la morphologie des reins et des testicules. La vitamine E a diminué les altérations
histologiques dans les différents groupes (Al-Attar., 2011). Ainsi, une supplémentation en
sélénite de sodium (1mg/kg p.c, i.p) a considérablement réduit 1'activité de la bilirubine totale
et de I'ALAT et a restauré le taux GSH et I’activité enzymatique du SOD bien qu’il a diminué
l'activité de la catalase et le taux de MDA. Ces résultats indiquent que le sélénite de sodium
atténue successivement la cirrhose du foie induite par le thioacétamide (Syeda Nuzhat et
Tabassum., 2013). La supplémentation en vitamine E et sélénium a diminué I’activité de
I’aspartate amino transferase (AST), alkaline phosphatase et la concentration du glucose chez
des rats soufrés d’une résistance a I’insuline avec un aspect normal des hépatocytes
(Ghassemi et al., 2014). De méme, Sadeghian (2014) a trouvé que le sélénium a improuvé le
profile lipidique des rats ayant un syndrome métabolique (NAFLD) ce qui diminue

I’infiltration des cellules inflammatoires dans le parenchyme hépatique.
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Figure 24. Coupes histologiques colorées par 1’Hématoxyline et 1’éosine au niveau du foie des rats de
différents groupes (x10). (A) témoin. (B) (se+vit E). (C) BPA. (D) (BPA/Se+Vit E). (Fléche vert) veine porte
centrale. (Fléche bleue) congestion du vaisseau sanguin hépato portale. (Etoile) dégénérescence des hépatocytes.
(Fleche noire) infiltrations inflammatoires. (V) foyers nécrotiques



Chapitre IV. Résultats et discussion

4.4. Néphrotoxicité induite par le Bisphénol A : Effets protecteurs de la supplémentation
en sélénium et en vitamine E

4.4.1. Action sur quelques parametres sériques de la fonction rénale :

¢ Analyse des résultats :

Nos résultats obtenus montrent une augmentation significative de la concentration de
I'urée et de la créatinine suivant un traitement par le BPA par rapport au groupe témoin et
(Se+Vit E) (Tab.19). Tandis, le recoit du sélénium et de la vitamine E a diminué leurs teneurs

a I’état normale comparable a celle du groupe témoin et (Se+Vit E).

Tableau 19. Variation de la concentration de 1'urée (g/1) et de la créatinine (mg/dl) chez les rats de
différents groupes.

[—

Parametres Témoin (Se + Vit E) BPA BPA/(Se+Vit E)
Urée (g/) 0.62+0.15" 0.59+0.13> 1.65+£0.112 0.66+ 0.16"
Créatinine (mg/dl) 0.25+0.04° 0.28+ 0.05" 0.41+0.04* 0.30+0.03P

* Les moyennes ne partagent aucune lettre sont significativement différentes (p<0.05)

4.4.2. Action sur le taux du MDA et GSH et sur ’activité de quelques enzymes

antioxydantes :

Le statut antioxydant/oxydant a été perturbé en réponse a 1I’administration de 10mg/kg
p.c du BPA. En effet, le taux tissulaire de MDA était élevé par rapport aux rats témoins et aux
rats recus (Se+Vit E). A "opposé, le taux du GSH était plus réduit chez les mémes rats en
comparaison aux rats des autres trois groupes. Egalement, 1 activité enzymatique de la GPx et
de la CAT a été diminuée de fagon significative par rapport aux rats témoins et aux rats regus
(Se + Vit E). Cette diminution persiste méme apres 1’ajout du (Se+Vit E) au régime des rats
administré le BPA. D’ailleurs, la diminution significative de I’activité de GST suite au gavage

du BPA a été rétablie apres la supplémentation en (Se + Vit E) (Tab.20).
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Tableau 20. Variation du taux du MDA (nmol/mg prot), GSH (nmol/mg prot) et de ’activité de
quelques enzymes antioxydantes au niveau des reins des rats de différents groupes.

[—

Parametres Témoin (Se + Vit E) BPA BPA/(Se+Vit E)

MDA (nmol/mg prot

( g prot) 0.6620,04° 1,020,01° 0.780,03%°

0,61+0,03°

GSH (nmol/mg prot) 104,4+9.8* 102,9+5.4+% 58,38+11.3Y 91,13+8.522
Glutathionne 120.30£13.50° | 143.1246.26° 85.18%11.21° 99.65+11.25°
peroxydase !
Glutathionne 5.294+2.73 % 6.56+4.21% 3.02+2.31° 5.64+2.78 2
transférase?
Catalase? 59.26+3.592 64.15+3.152 44.02+3.98" 54.09+3.25%"

! Glutathione peroxidase : nmol GSH/min/mg protein, > Glutathione transferase: nmol C-DNB/min/mgpror.

3Catalase: pmol H>O, /min/mg pro.

* Les moyennes ne partagent aucune lettre sont significativement différentes (p<0.05)

4.4.3. Action sur la structure histologique des reins :

Le traitement par 10 mg/kg p.c du BPA a entrainé des altérations histologiques au
niveau des reins. Des infiltrations inflammatoires (fleche noire) ont été enregistrées avec des
tubules distaux contournés (fleche blanche) et proximaux (fleche rouge) (Fig.25). De plus,
une dilatation et congestion des vaisseaux sanguins (fleche bleue) ont été trouvée chez les
mémes rats. Apres 1’ajout de sélénium et de la vitamine au régime des rats traités par le BPA,
une réparation cellulaire a été entamée et la diminution de nombre des tubules proximaux

contournés et I’inflammation.

Tableau 21. Comptage semi quantitatif des modifications histo-structurales au niveau du rein des rats de
différents groupes.

Groupes
Parametres Témoin (Se +Vit E) BPA BPA/(Se+ Vit E)
Tubules distaux contournés - - 44 +
Tubules proximaux contournés - - +++ +
Dilatation et congestion de vaisseaux - - ++ +
sanguins
infiltration inflammatoire - - +++ +

(-) Normale, (+) 1égere, (++) modérée, (+++) sévere
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< Discussion :

La principale fonction des reins est de détoxifier et d’excréter les déchets dehors
I’organisme. Malgré cela, nos résultats ont montré un taux élevé des deux métabolites
majeurs : I’urée et la créatinine sérique qui sont des déchets produits par le métabolisme
protéique. Lorsqu’une insuffisance rénale s’établit, le taux de ces indicateurs augmente, c’est
ce que nous avons observé chez les rats traités avec le BPA. De plus, un stress oxydatif a été
induit par le BPA objectivé par une surproduction de MDA et un déclin de I’activité
enzymatique de GPx, GST et de la CAT. Helal (2013) a constaté les mémes résultats avec un
pourcentage de changement (40% urée et 22% créatinine) par rapport au témoin. Par contre,
Korkmaz (2011) n’a pas trouvé aucune signification du taux de la créatinine entre les rats
administrés le BPA et ceux témoins. D’autre part, il a enregistré une diminution significative
du taux de la créatinine apres la supplémentation en vitamine C par rapport aux rats traité
seulement par le BPA et aux rats témoins. De plus, une congestion des vaisseaux sanguins et
des endroits nécrotiques ont été constaté par le méme hauteur. Yildiz et Barlas (2013) n’ont
enregistré aucun changement du taux de 1’'urée ou de la créatinine chez les rats traités par le
BPA (125-250mg/kg/j). Cependant, une dégénérescence des tubules rénales et une fibrose ont
été enregistrées chez les mémes rats. Nos observations au niveau histologique des rats traité
par le BPA sont en accorde aussi avec les résultats obtenus par Helal (2013) qui a reporté une
infiltration des cellules mononucléaires et une dégénérescence tubulaire au niveau des reins
ainsi qu’une hémorragie. Egalement, Olea-Herrero et ses collégues (2014) ont observé que le
BPA pouvait induire une hypertrophie et une apoptose dans des podocytes de souris en
culture. Ces effets ont été accompagnés par une augmentation de l'inhibiteur de la kinase
dépendant de la cycline p27kip1, le TGF-B et collagene IV (classiquement impliquées dans la

glomérulosclérose).

Peu de documentations épidémiologiques misent en évidence une corrélation entre la
présence du BPA et les maladies chroniques des reins. Chez les patients souffrants d’une
insuffisance rénale, I’excrétion urinaire de BPA semble diminuer, ce qui permet son
accumulation. Le taux sanguin du BPA est en corrélation avec le taux de la créatinine sérique
(tres élevé), comme l'a montré deux études japonaises (Haishima et al., 2001 ; You et al.,
2011). D’ailleurs, deux autres études de population, I'une impliquait 3077 de la population
adulte chinoise (Li et al., 2012) et 'autre impliquait 710 enfants aux Etats-Unis (Trasande et
al., 2013). Les deux études ont démontré une association significative entre 1'excrétion

urinaire de la concentration de BPA et 'albuminurie.
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Il est bien documenté que la supplémentation en sélénium et/ou en vitamine E
améliore les déséquilibres métaboliques et histologiques induits par différent toxines (Yilmaz
et Yilmaz., 2006 ; Bucioli et al., 2011 ; Srikanta et al., 2011). D’ailleurs, une dose de 5
mg/kg/j de la Vitamine E a réduit le taux de MDA et a augmenté le taux du GSH et de la
vitamine E rénale (Bucioli et al., 2011). De plus, Yilmaz et Yilmaz (2006) ont reporté une
augmentation de D’activité enzymatique de la GPx mais non pas de la CAT apres une
supplémentation de 100 mg/kg/j p.c (i.p) de vit E aux rats soumis a une irradiation (720 cGy).
Un rétablissement du taux de GSH réduit, acide ascorbique a été enregistré suivant une
supplémentation de 200mg/kg/j de Vit E. Alors que, I’activité enzymatique du Cu/Zn-SOD,
Mn-SOD et catalase chez les rats traité€s au L-thyroxine (Srikanta et al., 2011). Un traitement
oral par 250 mg/kg/j de vitamine C, 250 mg/kg/j de vitamine E et 0.25 mg/kg/j du sélénate
sodium a entrainé une diminution significative du taux de LPO et une augmentation du taux
de GSH dans les reins de rats recevant du cadmium. Ainsi, Les taux sériques de 1’urée et de la
créatinine ont été diminués (Karabulut-Bulan et al., 2008). Bien que, un régime déficient en
sélénium a provoqué une diminution significative de 1’expression de I’ARNm glomérulaire du
Cu/Zn-SOD, de la catalase et de la GPx avec une augmentation significative de I'ARNm de
TGF-bl (une cytokine profibrotique). Or, une supplémentation en Se a amélioré
considérablement I’expression de I’ARNm glomérulaire des enzymes antioxydantes. Au
niveau histologique, le Se non seulement a renversé la sclérose glomérulaire, mais élargit

également la taille de la lumiere de I'artere interlobulaire (Reddi et Bollineni., 2001).
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Figure 25. Coupes histologiques colorées par ’Hématoxyline et 1’éosine au niveau du rein des rats de
différents groupes (x10). (A) témoin. (B) (se+vit E). (C) BPA. (D) (BPA/Se+Vit E). (Fléche noire)
infiltrations inflammatoires. (Fléeche blanche) tubules distaux contournés. (Fleche rouge) tubules proximaux
contournés. (Fléche bleue) une dilatation et congestion des vaisseaux sanguins.
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4.5. Reprorotoxicité induite par le bisphénol A : Effets protecteurs de la

supplémentation en sélénium et en vitamine E
4.5.1. Action sur quelques hormones de la reproduction :

Une diminution significative de la concentration de la testostérone a été constatée apres
le traitement des rats par le BPA. En revanche, une augmentation de la concentration de LH a
été enregistrée chez les mémes rats par rapport aux rats témoins. De plus, une diminution
significative du taux sérique de la triiodothyronine (T3), la thyroxine (T4) et de la TSH a été
noté chez les rats traités par le bisphénol A ainsi chez la rats recevant en concomitante le BPA

et (Se+Vit E) par rapport aux rats témoins.

D’autre part, la supplémentation en sélénium et en vitamine E a modifié le désordre
hormonal. Un rétablissement du taux de LH et la testostérone a été observé chez le quatrieme
groupe par rapport au groupe BPA. En revanche, le taux des HTs ne montre aucune

amélioration.

Table 22. Variation du profile hormonal sexuel chez les rats des différents groupes.

[—

Parametres Témoin (Se + Vit E) BPA BPA/(Se+Vit E)
LH (UIN) 0.003+0.001° 0.004+ 0.001> 0.007+ 0.0022 0.004+ 0.001°
Testostérone (ng/dl) | 0.028+0.0022 0.029+0.0012 0.011£0.002" 0.022+0.0022
TSH (mUI/L) 0,0041+0,0005> 0,0051+£0,0004* 0,0038+0,0005" 0,0030+0,0005*>
T3 (pg/mL) 0,12+0,010? 0,13+0,004? 0,08+0,009° 0,09+0,004P
T4 (pg/mL) 0,0065+0,0008? 0,0061+0,0006* 0,0022+0,0006" 0,0021+0,0003"

* Les moyennes ne partagent aucune lettre sont significativement différentes (p<0.05)

4.5.2. Action sur le taux du MDA et GSH et sur I’activité de quelques enzymes

antioxydantes :

Les rats ont présenté un taux élevé du MDA statistiquement significatif suivant un

traitement par le BPA en comparant aux rats du groupe témoin ainsi du groupe (SE+Vit E).
Cependant, le taux du GSH est diminué significativement chez les mémes rats. D’ailleurs, une
réduction significative de l’activité enzymatique de la GPx, GST et la catalase a été

enregistrée chez les mémes rats (Tab.23).
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D’autre part, la supplémentation en sélénium et en vitamine E a rétabli la défense
antioxydante chez les rats du quatrieme groupe BPA/ (SE+vit E). En effet, le Se et la Vit E
ont réduit le taux du MDA testiculaire. Pareillement, I’activité enzymatique de la GPX, GST
et de la CAT a été renforcée de facon significative suivant 1’ajout de Se et Vit E au régime des

rats traités par le BPA par rapport aux rats traités seulement par le BPA.

Tableau 23. Variation de taux du MDA (nmol/mg prot), GSH (nmol/mg prot) et de I’activité de
quelques enzymes antioxydantes au niveau des testicules des rats de différents groupes.

Parametres Témoin (Se +Vit E) BPA BPA/(Se+ Vit E)
MDA (nmol/mg prot) 0,490,04 0,77+0,08 0,6120,05% b
0,55+0,02
GSH (nmol/mg prot) 137,9748.5 146.2+11.6° 4738+13.53¢  112,15%9.19

Glutathionne peroxydase! = 169.2 +24.12¢ 175.51+11.3* 90.76+13.52" | 115.12+14.35°
Glutathionne transférase?> = 0.45+0.12? 0.62+0.142 0.26+0.15° 0.4940.19%°
Catalase® 102.11£11.05* 101.59+8.25% 65.74+14.36° | 99.48+10.68?

! Glutathione peroxidase : nmol GSH/min/mg protein, 2 Glutathione transferase: nmol C-DNB/min/mgpror.

3Catalase : pmol H,O, /min/mg pror.

* Les moyennes ne partagent aucune lettre sont significativement différentes (p<0.05)

4.5.3. Action sur la structure histologique des testicules :

Les testicules des rats témoins et du groupe (Se+Vit E) portent une histoarchitecture
normale. Le tubule séminifere renfermé par une gaine péri tubulaire et entouré par des cellules
interstitielles de Leydig (fleche bleue). Il porte des cellules germinales en différents stade
d’évolution (spermatogénese active) et des cellules de soutien ; Sertoli ; de forme pyramidale.
La lumiere tubulaire est riche en spermatozoides (fleche blanche). Par contre, I’administration
du BPA a entrainé des malformations histologiques bien distinctes au niveau des tubes
séminiferes. Parmi, une diminution des cellules germinales (G), atrophie des tubes
séminiferes (fleche noire), vacuolisation (V), cellules interstitielles moins développées et
dégénérées (fleche rouge) (Fig.26). En outre, la vitamine E et le sélénium ont guéri et modifié

ces altérations et la spermatogénese est revenue dans la plupart des tubes séminiferes.

[—
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Tableau 24.Comptage semi quantitatif des modifications histo-structurales au niveau du testicule des rats
de différents groupes.

[—

Groupes
Parametres Témoin (Se +Vit E) BPA BPA/(Se+ Vit E)
Diminution des cellules germinales - - +++ +
Atrophie des tubes séminiféres - - o+ +
Vacuolisation - - T+ +
Cellules interstitielles dégénérées - - o+ +

(-) Normale, (+) 1égere, (++) modérée, (+++) sévere

< Discussion :

L’accusé du BPA d’étre une molécule reprotoxique a été fondée sur le nombre
croissant des recherches menées par des endocrinologues et les rapports annoncés par les
différentes agences sanitaires. L’homéostasie testiculaire non seulement des animaux de
laboratoire mais aussi celle de ’homme a été perturbée suivant 1’administration du BPA
(Inserm., 2010 ; Anjum et al., 2011 ; El-Beshbishy et al., 2013 ; Hanaoka et al., 2013.
Eladak et al., 2015).

La chute de l’activité enzymatique testiculaire de 1’acide phosphatase, 1’alcaline
phosphatase et le lactate déshydrogénase était 1’observation importante déclarée par El-
Beshbishy (2013). Ainsi, le succinate déshydrogénase, le malate déshydrogénase, 1’isocitrate
déshydrogénase, la monoamine oxydase et la NADH déshydrogénase ont été diminués chez
les rats aprés le gavage de 10 mg/kg p.c. du BPA (El-Beshbishy et al, 2013). Egalement, une
étude antérieure a reporté les mémes résultats utilisant la méme dose de 10 mg/kg p.c. du
BPA (Anjum et al., 2011). Outre, la concentration de la testostérone basale est diminuée
tandis le taux de LH est augmenté ; indiqué le méme auteur. De méme, on a constaté une
diminution de la testostérone avec un taux élevé de LH chez les rats traités par le BPA par
rapport aux rats témoins. Aussi, une étude francaise en collaboration entre 1’université de
Paris Diderot, Institut National de la Santé et de la Recherche Médicale et I’hopital A. Béclere
a révélé la méme perturbation des hormones sexuelles au niveau des testicules implantés (rat,
souris et foetus humain) avec un systeme de culture (fetal testis assay [FeTA]). Une

diminution de la sécrétion de la testostérone est remarquée suivant un traitement avec des
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doses croissantes (10 nmol/L, 100 nmol/L, 1000 nmol/L) du BPA, BPF et BPS (BPF et BPS
sont des alternatifs du BPA) chez les trois mode¢les utilisés (Eladak et al., 2015). En revanche,
une diminution de la concentration de la testostérone et LH suivant un traitement par le BPA
(20, 100 et 200 mg/kg p.c/jr) ou I’E2 (10 et 100 pg/kg p.c/jr) pendant six semaines, mais
aucun effet sur la concentration de I’E2 et FSH (Nakamura et al., 2010). Cette perturbation
hormonale a été associée a une diminution significative du poids absolu ou relatif des organes
reproducteurs (testicules, épididyme, vésicule séminale et la prostate). De plus, le nombre des

cellules de Leydig a été diminué sans affecter le nombre des cellules de Sertoli.

Il est connu que la testostérone est synthétisée a partir du cholestérol dans les cellules
de Leydig. Le cholestérol produit dans les cellules est transporté dans les mitochondries via
des protéines StAR et PBR (Hauet et al., 2005 ; Papadopoulos., 1993 ; Stocco et Clark.,
1996), et convertis en pregnénolone par l'action catalytique de P450scc (cholesterol side-chain
cleavage enzyme) (Hanukoglu., 1992 ; Jefcoate et al., 1992). Ensuite, la prégnénolone est
convertit en androstendione dans le réticulum endoplasmique lisse (RSS) par deux voies : une
voie, via le DEHA, via P45017, puis le DEHA (déhydroépiandrostérone) est modifié en
androstendione par l'action catalytique du 3-HSD. L'autre voie passe par la progestérone
catalysée par la 3-HSD, suivie par la catalyse en androstendione par P450;7,. Dans le RE,
I'androstendione est converti en testostérone par 17-HSD (Payne et Youngblood., 1995).
Nakamura a rapporté que le BPA et ’E2 ont réduit de maniere indépendante I’expression de
StAR et d’enzymes stéroidiennes telles que P450scc, P45017, et 17-HSD-ARNm. Cependant,
ces traitements n’ont pas influencé le 3-HSD-ARNm, une autre enzyme stéroidienne. Par
conséquent, la diminution de 1'expression des enzymes stéroidiennes et de StAR impliquant
dans la synthése de la testostérone pourrait étre principalement associée a la diminution du

taux de la testostérone suivant le traitement au BPA et a 1'E2 (Nakamura et al., 2010).

Une étude épidémiologique a mis une corrélation positive entre le taux urinaire du
BPA et le métabolisme des cestrogenes chez les adultes coréens (Kim et al., 2013). Les
concentrations d'estrone, de 17B-estradiol et de leurs métabolites hydroxylés chez les hommes
et les femmes étaient significativement plus élevées dans le groupe BPA-H (11.05 + 20.47
E/g creatinine) que dans le groupe BPA-L (0.70 % 0.22 pg/g creatinine) (p < 0.04). En effet, le taux
de 4-hydroxyestrogenes a augmenté chez les hommes et les femmes, tandis que le taux de 2-
OH-E1 a augmenté chez les hommes mais le taux de 2-OH-E2 a augmenté chez les femmes.
De plus, la 4-hydroxylation était plus active que la 2-hydroxylation dans le groupe BPA-H, ou

les 4-hydroxyestrogenes sont connus pour étre une source de stress oxydant par le biais du

[—
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cycle redox métabolique de I'cestrogéne conduisant a la formation de carcinogenes endogenes
(Parl et al., 2009). Au contraire, la 2-hydroxylation est bénéfique car 2-méthoxyestrogenes
pourraient tre excrétés et le 2-MeO-E2 agit comme un puissant métabolite anti tumoral dans
plusieurs cancers (Fotsis et al, 1994 ; Zhu et Conney., 1998). En conséquence,

I'hydroxylation des cestrogenes peut modifier leurs liaisons au récepteur (Kuiper et al., 1997).

En plus de ce qui précede, des travaux antérieures ont mis en évidence la présence du
récepteur TRal impliqué dans I’action de la T3 au niveau des testicules ce qui indique
I’importance de ces HTs dans le développement testiculaire (Holsberger et al., 2005). La T3
intervient via TRal et TRP ainsi la FSH dans le contrdle de la prolifération des cellules de
Sertoli (Holsberger et a.l, 2005 ; McLachlan et al., 2002 ; Walker et Cheng., 2005). Nos
résultats ont montré une insuffisance thyroidienne caractérisée par un taux élevé de la TSH et
un déclin du taux de T3 et T4. En réponse a cette hypothyroidie, I’hypophyse réagit au
manque d’hormones thyroidiennes (T3 et T4) en sécrétant davantage de TSH pour qu’elle
stimule leurs sécrétions. Ce qui explique I’augmentation de son taux sérique. De ce fait, la
diminution du taux des HTs peut affecter la fonction des cellules de Sertoli en perturbant ainsi
la spermatogenese. Sachant que ces cellules sont la source premiere d’cestrogeénes de la
naissance a la puberté des rongeurs (Van der Molen et al., 1981). Apres la puberté,
I’expression de 1’aromatase diminue et disparait. Ce sont les cellules de Leydig qui prennent
alors le relai (Carreau et al., 1999). Mais les cellules de Sertoli controlent de méme la
fonction des cellules de Leydig par le bai de 5Sa-réductase et androgen-binding protein (ABP)

et les facteurs de croissance (Walker et Cheng., 2005).

Ces observations au-dessus peuvent expliquer les altérations histologiques observées
dans notre étude. La déficience de la sécrétion de la testostérone peut étre due a la destruction
des cellules de Leydig. Les cellules de Leydig secretent cette hormone sexuelle a la présence
du glucose et sous l'influence de LH. Antérieurement, Il est bien documenté que le BPA
provoque une hyperglycémie plasmique et une résistance a 1’insuline. Autant, il diminue les
enzymes glycolytiques, le transporteur du glucose-8 (GLUT-8) et le substrat du récepteur a
I’insuline-2 (IRS-2) testiculaires chez les rats. L’inhibition des transporteurs du glucose
(GLUT-8 et GLUT-2) par le BPA réduire la diffusion du glucose a I'intérieur des cellules de
Leydig se qui perturbe le processus de la spermatogenese et diminue la stéroidogénese
(Nakamura et al., 2010; D’Cruz et al, 2012). La richesse des testicules en acides
polyinsaturés en a fait une cible aux ROS. Par conséquence, I’atrophie des tubes séminiferes

que nous avons constatés est probablement due soit a la diminution du nombre des cellules

[—
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interstitielles de Leydig induite a cause de I’inhibition des transporteurs (GLUT-8 et GLUT-2)
par le BPA (D’Cruz et al., 2012). Soit, par la suppression de la prolifération des cellules de
Sertoli par I’inhibition de I'interaction AR N/C et I’encouragement de I’interaction AR-SMRT
et AR-NCoR (action antagoniste du BPA au récepteur androgene AR) (Wang et al., 2017).
Les cellules de Sertoli sont des cellules de soutien primaires créant un environnement
physiologique nécessaire au développement des cellules germinales pendant la
spermatogenese (Kopera et al., 2010). La régulation de la spermatogenese par les cellules de
Sertoli dépend de ses fonctions et de son nombre. Ge et ses collegues ont étudié I’effet de
deux dose du BPA (10® M ; 10° M) sur la prolifération des cellules TM4 de Sertoli en
culture. Ils ont conclu que la concentration la plus faible du BPA a activé et régulé
positivement les protéines déclenchates la prolifération des cellules TM4 telles que la protéine
ribosomale, le cytochrome b-cl et le RGGP4, qui sont liées a la prolifération cellulaire, au
cycle cellulaire et a l'apoptose (en favorisant le métabolisme énergétique et la production
d’ATP). Inversement, la concentration plus élevée de BPA les régulent négativement en

inhibant la prolifération cellulaire des TM4 (génération des ROS) (Ge et al., 2014).
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Conclusion et perspectivesE

Conclusion générale :

Au terme de notre étude, nous pouvons désormais présenter des réponses a notre
problématique initiale. Malgré, son implication dans divers domaines de notre vie
quotidienne, le bisphénol A est accusé d’étre un perturbateur endocrinien en produisant un
exces des ROS. D’autre part, notre organisme possédé plusieurs systemes de défense pour
contréler cet excés. Mais, ils peuvent perdre le contréle et auront un besoin de renforcement

par des apports alimentaires en antioxydants.

Les résultats obtenus nous ont permis de tirer les conclusions suivantes :
» Un gain du poids corporel durant I’expérimentation.

» Augmentation du poids absolu des reins.

» Un désordre métabolique des biomarqueurs de la fonction hépatique :

o Augmentation de la concentration sérique du glucose, bilirubine, cholestérol et

triglycérides

o Diminution de la concentration de 1’albumine et HDL-ch

o Augmentation de I’activité enzymatique des transaminases (ASAT et ALAT)
» Un désordre métabolique des biomarqueurs de la fonction rénale :

o Augmentation de la concentration sérique de 1’urée et la créatinine.
» Un déséquilibre de I’homéostasie testiculaire :

o Diminution de la concentration plasmatique de la testostérone.

o Augmentation de la concentration plasmatique de LH.
» Un déséquilibre du redox cellulaire induisant ainsi un stress oxydatif objectivé par :

o Une surproduction du MDA bio marqueur d’une peroxydation lipidique active au

niveau du foie, rein, testicule et cerveau.
o Une chute du taux de la GSH ce qui refléte une surproduction des ROS.

o Une perturbation des activités de 1’activité¢ de quelques enzymes antioxydantes telles

que la GPx, le GST et la CAT.
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» Une altération histopathologique au niveau foie, rein, et testicule.

La supplémentation en sélénium et en vitamine E chez des rats traités par le bisphénol A

aentrainé :
» Une amélioration de la croissance générale des rats

» Un rétablissement des paramétres biochimiques : glucose, bilirubine, triglycérides,

cholestérol total, créatinine et urée

» Une réduction de ’activit¢ des biomarqueurs de la cytolyse et de 1’inflammatoire :

ASAT et ALAT.
» Un déclin du taux de MDA et une augmentation du taux de GSH.

» Le maintien du statut antioxydant par un renforcement de ’activité enzymatique de la

GPx, le GST et la CAT.

» Des protections d’ordre histologique, aux niveaux étudiés.

Les perspectives de notre travail sont encore nombreuses sur ce sujet, Il serait alors

intéressant :
> D’approfondir les recherches par 1’étude de la génotoxicité induite par le bisphénol A.

» D’évaluer la teneur en BPA et ses métabolites in vivo et in vitro.

» D’étudier les effets protecteurs des extraits de plantes meédicinales cotre la toxicité

induite par le bisphénol A in vivo et in vitro.
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Abstract

Bisphenol A, an everywhere chemical, is applied as a plasticizer in polycarbonate plastics, which often used in our
everyday products and in epoxy resins as protective coatings and linings for food and beverage cans for decades.
Human exposure to BPA may lead to adverse effects by interfering with oestrogen receptors. Our present study
was conducted to investigate the protective effects of selenium (Se) and vitamin E (Vit E) on BPA-induced dam-
age in the liver of male rats. Animals were randomly divided into four groups: the first group received olive oil
and served as control. The second group received both (Se + Vit E) (0.5 mg/kg diet; 100 mg/kg of diet). The third
one treated orally by (10 mg/kg b.w) of BPA. The last group received (Se + Vit E) (0.5 mg/kg diet; 100 mg/kg of
diet) concomitantly with (10 mg/kg b.w.) BPA. Exposure to BPA for three weeks engendered a hepatic disorder.
An increased AST and ALT enzymatic activity was noticed in BPA-treated group as compared to other groups.
Furthermore, a change in glucose, cholesterol, LDL-C, HDL-C, albumin, bilirubin level was remarkable. More-
over, exposure to BPA increased malondialdehyde levels while reduced gluthatione content was decreased in the
liver homogenate. A decrease in glutathione peroxidase, glutathione s-transferase and catalase activities was
observed in the same group. Administration of selenium and vitamin E through the diet in BPA treated rats ame-
liorated the biochemical parameters cited above. In addition, an improvement in activities of liver enzymes was
recorded. The histological findings confirmed the biochemical results. The model of this study that we employed
characterized the relationships between BPA-induced hepatotoxicity and its alleviation by natural antioxidants like

selenium and vitamin E.
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INTRODUCTION

Bisphenol A (4, 4"-isopropylidenediphenol) is one of the
most ubiquitous synthetic chemical compounds in the

Correspondence to: Mahfoud Messarah, Laboratory of Biochem-

istry and Environmental Toxicology, Faculty of Sciences, Badji

Mokhtar University, BP 12 Sidi Amar, Annaba, Algeria

E-mail: mahfoud.messarah@univ-annaba.dz,
mmessarahdz@yahoo.fr

This is an Open-Access article distributed under the terms of the
Creative Commons Attribution Non-Commercial License (http://
creativecommons.org/licenses/by-nc/3.0) which permits unre-
stricted non-commercial use, distribution, and reproduction in
any medium, provided the original work is properly cited.

plastic production today (1). Previously, it was used as a
synthetic oestrogen usually prescribed to prevent miscar-
riage in pregnant women (2). Nowadays, it is widely used
as an antioxidant component in polycarbonate plastics,
epoxy resins and as a coating on metal lids for glass jars
and bottles, including containers used for infant recipe (3).

It is mostly acknowledged that BPA has harmful effects
on both animal and human health (4,5). Given studies
regarding BPA have generally focused on the reproduc-
tive system. In mammals, BPA binds and activates the two
estrogen receptors ERa and ERp, though with an affinity
10,000-fold weaker than for their natural ligand 17(3-estra-
diol (6). It may act via a G-protein-coupled receptor (GPR30),
acting as a trans-membrane estradiol receptor (7). Effects via
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other ligand nuclear hormone receptors, such as the thyroid
hormone receptor, the androgen receptor, and the glucocor-
ticoid receptors, have also been suggested (8). More
recently, the orphan nuclear receptor estrogen-related recep-
tor y (ERR B) has been shown to bind BPA at the nano-
molar range (5.6 nM) with high specificity (9). Therefore,
bisphenol A impairs male fertility and disrupting blood-
testis barrier (4,10). In addition, it is related to coronary
artery disease and may affect thyroid function (11,12), renal
disease and exhibits nephrotoxicity (13), oxidative stress
leading to mitochondrial dysfunction in liver (14). How-
ever, to date, no clear link between an in vivo effect of BPA
and one of these different targets has been determined.

The antioxidant defence system of our body depends on
large and various protection mechanisms to keep reactive
oxygen species (ROS) originating from endogenous or
exogenous sources at physiologically optimal levels (15).
Natural antioxidants supplementation are largely used to
scavenge oxidative impairment induced by these free radi-
cals. Since both Selenium and vitamin E possess biologi-
cal and antioxidant properties, they are recently used to
constrain oxidative damages (16-19). Selenium is a micro-
nutrient required in selenoproteins such as glutathione per-
oxidase (GPx) which ultimately allows the enzymes to be
even more reactive (17,18). On the other hand, vitamin E
is a fat-soluble antioxidant essential for the majority of
metabolic processes preventing lipid peroxidation. It has a
crucial role in anti-inflammatory processes, inhibition of
platelet aggregation, and immune enhancement (19,20).
Subsequently, vitamin E (a-tocopherol) is a chain-break-
ing antioxidant to inhibit the propagation step where the
alkyl radical reacts with molecular oxygen at a very high
rate, giving a peroxyl radical. a-tocopherol efficiently trans-
fers a hydrogen atom to a lipid free radical; o-tocopheroxyl
radicals and stops the chain reaction (21,22). Earlier stud-
ies had shown that dietary selenium and vitamin E intake
reinforces the level of glutathione peroxidase (23,24). In
addition, previous studies were occurred on the protective
effects of selenium alone or vitamin E alone on BPA-
treated animals. The results showed that selenium or vita-
min E ameliorated the toxicity induced by BPA in liver,
testis and lungs (25-27). Growing investigations had shown
that both selenium and vitamin E are more powerful to
scavenge ROS synergistically (16,28,29).

Further, the liver exhibits one of the highest antioxidant
enzyme capacity in the body. It is involved in many bio-
logical processes including glycogen storage, decomposi-
tion of red blood cells, plasma protein synthesis, detoxifi-
cation and others (30). According to data, this tissue is one
of the main targets of the bisphenol A and its metabolites
(3,14,31). Thus, the present study was conducted to evalu-
ate lipid peroxidation and oxidative stress induced by BPA
in liver rat, and the possible protective effect of selenium
and vitamin E supplementation, since it has not yet been

investigated.
MATERIALS AND METHODS

Reagents. BPA (C;H,;0,, CAS # 80-05-7, Sigma
Aldrich, MO, USA) is asynthetic oestrogen used as a poly-
mer in the plastics output. IUPAC name: 4, 4'-(propan-2-
ylidene) diphenol (Fig. 1). Sodium selenite (Na,SeO;,
CAS # 10102-18-8, Sigma Aldrich). a-Tocophérol (C,Hs,0,,
CAS # 59-02-9, Votoquinol Italia, Italy). All other chemi-
cal products used in this study were purchased from Sigma
Aldrich.

Experimental design. Twenty-eight male rats of Wis-
tar strain weighing (250~270 g) were obtained from the
Algerian Pasteur Institute (Algiers, Algeria). Food (stan-
dard diet, supplied by the ONAB/Food Unit of El-Kseur,
Bejaia, Algeria) and water were available ad libitum. Ani-
mals were acclimated for two weeks under conventional
conditions. The experiment took place for three weeks
successively, where rodents were randomly assigned into
four groups of seven individuals each as follow:

* Groups 1 was orally received olive oil and serving as

control

* Groups 2 was received selenium (0.5 mg/kg of diet)

and vitamin E (100 mg/kg of diet.)

* Groups 3 treated orally by 10 mg/kg.b.w. of bisphe-

nol A

* Groups 4 was concomitantly administered (Se + vit E)

with BPA

The dose of BPA used in this study represents 1/320 of
LD50 (10 mg/kg.b.w) which had been used previously by
other investigators since it is toxic but not lethal to rats
(32). The dose of selenium (0.5 mg/kg of diet) used in our
experiment and in other findings gave high protection
against stress conditions in several tissues (17,18). The
dose of vitamin E (100 mg/kg of diet) gave high protec-
tion against toxicity in an earlier study (33).

During treatment, body weight and food intake were
recorded periodically during the experiment weeks. After
an overnight fast, animals were sacrificed by decapitation
and blood samples were immediately collected into tubes
without anticoagulant and centrifuged at 5,000 rpm for
5 min. The separated serum was allocated into aliquots for
biochemical assays. Later, their livers were carefully
removed, weighed and were placed either in a buffer solu-

HsC CHs

HO I I OH

Fig. 1. Chemical structure of bisphenol A.
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tion of TBS (Tampon buffered saline, 50 mM Tris, 150
mM NaCl, pH 7.4) at a temperature of 4°C for oxidative
damage analysis, or in formol solution (10%) for histo-
pathological studies. One gram of liver was homogenised
in 2 mL of TBS by an ultrasound homogeniser. Homoge-
nates were centrifuged at 9,000 rpm for 15 min at 4°C, and
the supernatants were divided into aliquots and stored at-
20°C before being used. All experiments were fulfilled in
accordance with European Commission guidelines for the
accommodation and care of animals used for experimen-
tal and other scientific purposes (33).

Biochemical assays. The transaminase activities; aspar-
tate transaminase: AST and alanine transaminase: ALT,
albumin as well as total bilirubin, direct bilirubin, glucose,
cholesterol, LDL-C (Low Density Lipoprotein Choles-
terol), HDL-C (Height Density Lipoprotein Cholesterol)
and triglycerides were measured using commercial kits
obtained from Spinreact (Barcelona, Spain).

Lipid peroxidation levels and antioxidant status.

Estimation of lipid peroxidation: Malondialdehyde
(MDA), which is the final product of polyunsaturated fatty
acids oxidation, was assessed as a marker for lipid peroxi-
dation and reacts with thiobarbituric acid (TBA) to pro-
duce a red coloured complex, which has peak absorbance
at 532 nm. Thus, 125 pL of supernatant were homoge-
nized by sonication with 50 uL of PBS, 125 puL of TCA-
BHT (trichloroacetic acid-butylhydroxytoluene) in order
to precipitate proteins, and then centrifuged (1,000 rpm for
10 min, at 4°C). Afterwards, 200 puL of supernatant were
mixed with 40 uL of HCI (0.6 M) and 160 pL of TBA dis-
solved in Tris, and then the mixture was heated at 80°C for
10 min. The absorbance of the resultant supernatant was
obtained at 530 nm. The amount of TBARS was calcu-
lated using a molar extinction coefficient of 1.56 x 10° M/
cm (34).

Reduced glutathione level: Analysis of GSH level
was based on the development of a yellow colour when
DTNB is added to components having sulthydryl groups
(35). In brief, 200 pL of 0.25% sulphosalicylic acid was
added to 800 pL of organ supernatant and tubes were cen-
trifuged at 1,000 rpm for 15 min. Supernatant 500 pL. was
mixed with 1,000 uL phosphate buffer (0.1 M, pH 7.4)
and 25 pL of DTNB (10 mM). Finally, absorbance at 412
nm was recorded. Total GSH content was expressed as
(nmol GSH/mg protein).

Assays of glutathione-S-transferase: The measure-
ment of the activity of GST is based on the conjugation
reaction of glutathione and 1-chloro, 2.4-dinitrobenzene
(C-DNB) which results a new molecule that absorbs light
at 340 nm (36).

Assay of glutathione peroxidase activity: The Super-
natant obtained after centrifuging 5% of the liver at 10,000

rpm for 30 min at 4°C was used for GPx assay. Reaction
mixture of 1,000 uL was prepared which contained 300 pL
of phosphate buffer (0.1 M, pH 7.4), 200 uL of GSH (2
mM), 100 pL of sodium azide (10 mM), 100 pL of hydro-
gen peroxide (H,0,) (1 mM) and 300 pL of tissue super-
natant. After incubation at 37° for 15 min, the reaction was
terminated by the addition of 500 uL of TCA (5%). Tubes
were centrifuged at 1,500 g for 5 min and the supernatant
was collected. Totally, 200 pL of phosphate buffer (0.1 M,
pH 7.4) and 700 uL of DTNB (0.4 mg/mL) were added to
100 pL of reaction supernatant. After mixing, absorbance
was recorded at 420 nm (37).

Assay of catalase activity: The reaction was started
by adding 20 puL of H,O, (0.5 M) to 200 uL of superna-
tant and 780 uL of phosphate buffer (0.1 M, pH 7.4).
Later, the decomposition was monitored by following the
decrease in absorbance at 240 nm for 1 min. The enzyme
activity was calculated by using an extinction coefficient
0f 0.043 mM ™" cm™ (38).

Protein assay: The protein content of supernatant was
spectro-photometrically estimated using bovine serum albu-
min as standard (39).

Histopathological examination: The liver was dis-
sected and was weighed in order to calculate organ/body
weight ratio for each animal. After weighing, tissue sam-
ples were fixed in 10% formol and proceed to routine his-
topathological process. Then, they were dehydrated in 70~
100% ethanol series and were embedded in the paraffin
baths at 58°C for paraffin inclusion. Sections of 4~6 uM
were prepared from paraffin blocks using a Leica Rotary
Microtomy (Wetzlar, Germany). These sections were then
stained with Hematoxylin-Eosin (H-E) according to stan-
dards. All slides were evaluated and photographed under a
light microscope (Leica DM 500, Leica light microscope,
Wetzlar, Germany).

Statistical analysis: All the results were expressed as
Mean value + SEM. Data comparisons were carried out by
using one way analysis of variance followed by post hoc
of tukey test to compare means between the different treated
groups. Differences were considered statistically signifi-
cant at p < 0.05.

RESULTS

Effect of treatments on both body, absolute and rela-
tive weight of liver. Body weight of treated rodents
with bisphenol A was increased significantly compared to
untreated animals (13% to 8.16%). After the first week of
treatment, rodents progressively gained weight until 331g
at the end of the experiment. Whereas, the body weight
was maintained normally in the mixture group [BPA +
(Se + Vit E)] even lower than the control and (Se + Vit E)
groups (Table 1). However, absolute and relative weight
of liver did not reveal any change between different groups.
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Table 1. Effects of treatments on body weight (g), absolute (g) and relative liver weights (g/100 g bw), daily food intake (g) in

experimental groups

Parameters Control (Se + Vit E) BPA BPA/(Se + Vit E)
Initial body weight (g) 275.66 +4.2° 271.83 +£2.91° 270.25+2.51° 270.5 +£2.31°
Final body weight (g) 300 £ 5.94° 310.62 £ 6.91° 345.5+9.4° 291.75+5.3°
Body gain weight (%) 8.16 +2.35 8.87+1.51° 19£2.03" 3.8+2.13°
Absolute liver weight (g) 8.12+0.58° 7.92 +£0.36 8.374 £ 0.35° 8.28 +0.3°
Relative liver weight(g/100 g bw) 2.6+0.1° 2.7+0.11° 2.934+0.1° 2.63+£0.05"
Food intake (g/day/rat) 19.75£0.77* 21.7+£0.9* 17.62+1° 17.09 +£2.7°

Values are given as mean + SEM for groups of 7 animals each.

““Means in a row without a common superscript letter differ (p < 0.05) as analyzed by two-way ANOVA and the TUKEY test.

Table 2. Effects of treatments on plasma biochemical parameters of control and treated rats

Parameters Control (Se + Vit E) BPA BPA/(Se + Vit E)
Glucose (g/L) 1.31+0.05° 1.54+0.07" 1.65+0.08" 1.53 £0.08"
Cholesterol (g/L) 0.98£0.07° 0.89+0.01° 1.32+0.08" 1.02 £ 0.04°
LDL-C (g/L) 0.13+0.01° 0.18£0.01° 0.24 + 0.03° 0.17+0.01°
Triglycerides (g/L) 0.49£0.01° 0.44 +0.02° 0.80 + 0.05° 0.55+0.02°
HDL-C (g/L) 0.28 + 0.02" 0.26 +0.01*" 021+0.01° 0.25+0.01*
Albumin (g/L) 33.74 £ 1.25° 30.76 £ 0.94° 29.19+0.72° 33.69 + 0.83°
Total bilirubin (mg/dL) 2.11+0.02° 2.14 +0.04¢ 2.49+0.03" 227+0.117°
Direct bilirubin (mg/dL) 0.14+0.01° 0.14+0.01° 0.15+0.01° 0.16+0.01°
ALT (U/L) 107.71 +3.78° 12429 + 5.26° 155.71 £5.15° 131 £4.14°
AST (U/L) 89.14 £4.38° 9329+ 5.67° 132.43 + 6.09° 115+4.42°

Values are given as mean + SEM for groups of 7 animals each.

““Means in a row without a common superscript letter differ (p < 0.05) as analyzed by two-way ANOVA and the TUKEY test.
LDL-C: Low Density Lipoprotein Cholesterol; HDL-C: Height Density Lipoprotein Cholesterol; ALT: Alanine Transaminase; AST: Aspartate

Transaminase.

Effect of treatments on biochemical profile. In Table
2, rats treated for 3 weeks with BPA had a higher concen-
tration of blood sugar compared to the control animals.
However, no significant change was found statistically in
the mean of the groups: (Se + Vit E) and [BPA/(Se + Vit
E)] compared to control group. Our data showed that
chronic exposure to BPA had engendered a hepatic disor-
der. Where albumin was significantly declined in the
BPA-treated group compared to control. Whereas, total
bilirubin concentration was significantly increased in the
same group with no change in the direct bilirubin as
compared to non-treated rodents. Furthermore, the enzy-
matic activity of AST and ALT had shown a significant
increase in the BPA-treated rodents compared to the con-
trol ones. Likewise, lipid profile of BPA-treated rats pre-
sented a significant increase in total cholesterol, trigly-
cerides and LDL-C levels while the level of HDL-C was
decreased.

On the other hand, selenium and vitamin E supplemen-
tation significantly improved those dosed parameters above.
Indeed, total and direct bilirubin had shown a significant
decrease as well as the enzymatic activity of AST and
ALT. Likewise, total cholesterol, triglycerides and LDL-C
were decreased. However, albumin revealed a recovery

compared to the BPA-treated group.

Effect of treatments on lipid peroxidation and gluta-
thione contents. As shown in Table 3, a significant
increase in MDA level, the indicator of lipid peroxida-
tion, after the administration of BPA to rats as compared
to control ones. While rats treated concomitantly with
BPA and (Se + Vit E) showed a significant decrease in
MDA concentration as compared to BPA-treated group.
On the other hand, BPA-treated rats showed a significant
decline in glutathione content (GSH) as compared to con-
trols. Nonetheless, selenium and vitamin E co-treatment to
BPA significantly enhanced GSH content when compared
to BPA-treated group. Yet, this recovery of GSH still
lower than normal level.

Effect of treatments on antioxidants enzymes acti-
vities. Data concerning antioxidant enzymes activity
presented in the Table 3, showed a significant decline in
the GPx, CAT and GST activities following a treatment
with BPA. Yet, a non-significant increase was noticed in
the group receiving dietary (Se + Vit E) as compared to
control. While rats administered BPA and (Se + Vit E)
concomitantly showed a recovery as compared to BPA-
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Table 3. Effects of treatments on MDA and GSH levels, and liver antioxidant enzymes activities of control and treated rats

Parameters Control (Se + Vit E) BPA BPA/(Se + Vit E)
MDA (nmol/mg prot.) 0.89 + 0.05" 0.87 +0.05 1.248 +0.12° 0.99 + 0.05*
GSH (nmol/mg prot.) 141.1 +£14.20° 130.42 £ 3° 93.02+5° 124.84 £7.57°
GPx (nmoles GSH/min/mg prot.) 3202+ 11.6° 290.27+9° 192.2 £ 10.1° 229.4 £ 6.38"
GST (nmol C-DNB/min/mg prot.) 15.48 +£0.4° 1531027 7.37+0.25° 11.03 £ 0.55°
CAT (umoles H,0,/min/mg prot.) 120.52 £ 5.61° 125.6 + 4.56° 95.06+5.9" 115.19 + 6.24°

Values are given as mean + SEM for groups of 7 animals each.

““Means in a row without a common superscript letter differ (p < 0.05) as analyzed by two-way ANOVA and the TUKEY test.

Table 4. Semi-quantitative recording of architectural damage on histopathological analysis of the liver of control and treated rats

Treatment groups

Parameters

Control (Se + Vit E) BPA BPA/(Se + Vit E)
Degeneration of hepatocytes - - ++ _
Congestions of hepatoportal blood vessels - - ++ +
Inflammatory infiltration — + 4+ 4
Necrotic foci - - ++ -

(-) indicates normal, (+) indicates mild, (++) indicates moderate, and (+++) indicates severe.

treated group yet it is inferior to control groups.

Effect of treatments on hepatic histology. A liver
section of control rat showing a healthy parenchyma, nor-
mal hepatic plates radiating from a thin walled central
vein (green arrow) separated by blood sinusoids lined by
endothelial cells. While, the liver tissue of BPA treated
rats shows congestions of hepatoportal blood vessels (blue
arrow), inflammatory infiltrations (black arrow) and
degeneration of hepatocytes (asterisk) with necrotic foci
scattered throughout the liver (N). Liver section of both
(Se + Vit E) and the fourth group where rats received both
dietary Selenium and vitamin E with BPA showed less
inflammatory infiltrations as compared to treated rats with
only BPA (Fig. 2). The histopathological changes are graded
and summarized in Table 4. Histological grading was made
according to four severity grades: — (none); + (mild); ++
(moderate) and +++ (severe).

DISCUSSION

The present study was carried out to determine the anti-
oxidant capacities of both selenium and vitamin E to
restore the hepatic damage induced by bisphenol A to
male rats. Our results showed a significant increase in the
energetic profile parameters such as glucose, cholesterol,
LDL-C and triglycerides associated with an overweight
following BPA administration compared to non-treated
rats. In another hand, relative and absolute liver weight
remained unchanged in all dosage groups as compared
with the control animals. This is in line with some previ-
ous observations in human populations where elevated
concentration of urinary BPA was associated with an

increased waist circumference as an abdominal obesity
factor in Korean adults (5). It seems to down control adi-
pose tissue metabolism, endocrine hormone systems, and
the central hypothalamic-pituitary-adrenal axis (40). Spe-
cifically, it has been found that low concentrations of BPA
induce lipid accumulation mediated by the production of
reactive oxygen species in the mitochondria of HepG2
cells (41). However, these findings were not accorded with
some studies that have reported a decreased body weight
in response to developmental BPA exposures (42), and
some others have found no significant effects on body
weight, relative or absolute liver weight (43).

As well, activity of enzymes liver function such as
aspartate transaminase and alanine transaminase and total
bilirubin level was increased comparably to the control rats.
Previous studies reported same findings where increased
doses of BPA increased the biochemical levels of ALT,
AST, ALP and total bilirubin (44,45). However, after being
fed with selenium and vitamin E concomitantly with BPA,
a recovery of balance was noticed comparing to control
rodents. Which endorse the powerful effects of both sele-
nium and vitamin E to restore the hepatic toxicity of reac-
tive oxygen species generated by several environmental
pollutants including BPA (46,47). In fact, there is a grow-
ing evidence that nutritional supplements are the essential
elements in almost all biological systems and could pro-
vide an important dietary source of antioxidants. They lat-
ter constrain membrane lipids peroxidation by scavenging
lipid peroxyl radicals, and is consequently converted into
a-tocopheroxyl radical (16,17).

It is acknowledged that hepatic GSH (L-gamma-Glu-
tamyl-L-cysteinyl-glycine) acts as an electrophile, radical
scavenger, and a redox partner. GSH may also serve as a
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Fig. 2. Histologic sections stained with Hematoxylin-Eosin (H&E) show the liver of the experimental groups: (A) control rats, (B)
(Se + Vit E) treated rats, (C) BPA treated rats, (D) (Se + Vit E)/BPA treated rats. (A) Liver section of control rats showing a healthy
parenchyma, normal hepatic plates radiating from a thin walled central vein (green arrow) separated by blood sinusoids lined by
endothelial cells, polyhedral hepatocytes contained rounded vesicular nuclei x100. (B) Liver section of (Se + Vit E) treated rats show-
ing a healthy hepatic architecture x100. (C) The histo-architecture of the liver tissue of BPA treated rats shows congestions of hepa-
toportal blood vessels (bleu arrows), inflammatory cellular infiltrations (black arrow) and degeneration of hepatocytes (asterisk) with
necrotic foci scattered throughout the liver (N) x100. (D) The liver section of (Se + Vit E)/BPA treated rats show few inflammatory

cellular infiltrations (black arrow) x100.

cofactor for several drug-metabolizing enzymes (i.e., GSTs)
where it is consumed, or for antioxidant enzymes (i.e.,
GPx) where it serves as a redox partner (47). During oxi-
dation, GSH forms a dimer, glutathione disulfide (GSSG),
which, in turn, can be reduced by the enzyme GR at the
expense of NADPH (48). The reduction in activities of
antioxidant enzymes in our study is in line with several
studies that reported same disorders (49). The failure of
the primary antioxidant system to act against free radicals
generated may reflect the inability of liver mitochondria
and microsomes to eliminate hydrogen peroxide pro-
duced after exposure to bisphenol A. This may also be due
to enzyme inactivation caused by excess ROS production
in mitochondria and microsomes (31). These findings are
linked to histopathological changes in treated animals.
Where, liver tissue of BPA treated rats shows congestions
of hepatoportal blood vessels (blue arrow), inflammatory
infiltrations (black arrow) and degeneration of hepato-

cytes (asterisk) with necrotic foci scattered throughout the
liver (N). Although, experimental studies have shown that
BPA is rapidly metabolized and excreted in rodents (50).
It was reported an accumulation of bisphenol A in several
target organs (brain, gonads and liver) following three oral
doses (0.1, 10 or 100 mg/kg) of "“C-bisphenol A in Fischer
344 female rats (51). In addition, previous studies con-
firm that human environmental exposure to BPA is contin-
uously as an inhaled or swallowed dust or by ingestion of
migrated polymer from polycarbonates (52,53).

Dietary Selenium and vitamin E attenuated the above
findings. Antagonism between (Se and Vit E) and BPA
was noticed where a decline of lipid peroxidation and a
recovery of antioxidant enzymatic activities of GPx, GST
and CAT were recorded in the fourth group. This amelio-
ration is reflected by a reduced inflammatory infiltration
in the hepatic tissue. In a previous study, it was reported
that selenium effectively reinforces cellular antioxidant
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activity against atrazine-induced changes in rats by increas-
ing hepatic glutathione, glutathione peroxidase, superox-
ide dismutase activity, and ascorbate content while hepatic
catalase activities decreased (47-49). In addition, previous
studies demonstrated crucial effects of selenium and vita-
min E in synergy (16,25,29,50-55), selenium alone (17,18)
and vitamin E alone (19,20,56). Therefore, an earlier study
reported that selenium-deficiency and vitamin E-deficiency
are susceptible to induce body functional abnormalities
such as haemolysis of erythrocytes (57,58). Collectively,
co-treatment of selenium and vitamin E revealed a signifi-
cant reduction in lipid peroxidation content and an improve-
ment in GSH level. In addition, a reinforcement of enzymatic
activities of the liver was found. Nonetheless, more stud-
ies are needed to evaluate their repairing capacities on his-
topathological changes.
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Annexe.3 G

I. Fiches techniques Kit Spin react (Espagne)
1.1. Bilan de la fonction hépatique :
1.1.1. Dosage de la glycémie :

> Réactifs
i TrispH 7.4 92 mmol/L
Reactif 1 : Tampon Phénol 0.3 mmol/L
Glucose oxydase (GOD) 15000 U/L
Réactif 2 : Enzymes Peroxydase (POD) 1000 U/L
4-Aminophenazone (4-AP) 2.6 mmol/L
Glucose calibrant Glucose aqueux (standard) 100 mg/dL

> Préparation du réactif de travail :
e Dissoudre le contenu du réactif 2 dans le flacon du réactif 1 et mélanger
legerement.

» Mode opératoire

Echantillon
Blanc Etalon
Reactif de 1.0 1.0 1.0
travail (ml)
Etalon (ul) -- 10 --
Echantillon (ul) | -- -- 10

e Meélanger, incuber pendant 10 min a 37°C, ou 15 a 20 min a une température
ambiante.

e Lire les absorbances des échantillons et de 1’étalon contre le blanc réactif a 505
nm.

e La coloration finale est stable au moins 30 minutes.
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» Calcul de la concentration : La concentration du glucose est calculée par la

formule suivante :

DO échantillon
Glucose (mg/dl) = x concentration de 1’étalon (100 mg/dl)
DO étalon

1.1.2. Dosage de I’Albumine :

Réactif :
R Vert de bromocrésol pH 4,2 | 0,12 mmol/L
Etalon primaire de
ALBUMINE CAL détection de I’albumine 5
g/dL

» Préparation du réactif de travail/ : Le réactif et 1’étalon sont préts a I’emploi.

» Mode opératoire :

Blanc Etalon Echantillon
R (mL) 1,0 1,0 1,0
Modeéle
(Remarque 1,2) - 5 --
(nL)
Echantillon (uL) | -- -- 5

e Meélanger et incuber pendant 5 min. a 37°C ou 10 min. a 15-25°C.
e Lire I’absorbation (a) du patron et I’échantillon, en comparaison avec le blanc du
réactif. La couleur reste stable pendant 1 heure a température ambiance

Calcul :

DO échantillon
Albumine(g/l) = x concentration de I’étalon
DO étalon
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1.1.3. Dosage de la bilirubine :

> Les réactifs

Acide sulfonique 30 mmol/l
R 1 (D) ) ] Y
Acide hydro chlorhydrique 150 mmol/
Acide sulfonique 30 mmol/l
R2(T) Acide hydro chlorhydrique 50 mmol/I
Dimethyl sulfoxide (DMSO) 7 mol/l
R3 Nitrite de sodium 29 mmol/l
Facultatif Bilirubine standard Ref : 1002250

» Préparation du réactif de travail : Les réactifs sont préts a I’emploi.

» Mode opératoire :

Blanc B totale Blanc dBirecte
R 1 (D) (ml) -- -- 1.5 1.5
R 2 (T) (ml) 15 15 - -
R 3 (ul) -- 50 -- 50
Echantillon / Standard (pl) 100 100 100 100

e Meélanger et incuber pendant 15 minutes a 15-25°C.

e Mesurer 1’absorbance (A) a 555 nm.
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Calcule

Bilirubine (mg/dl) = ((A) échantillon - (A) échantillon blanc) x Facteur

Concentration du standard

Facteur =
(A) Standard - (A) Blanc

Bilirubine totale =19.1
Facteur théorique {

Bilirubine directe =14

1.1.4. Dosage du cholestérol :

> Les réactifs

R 1 tampon PIPES pH 6.9 90 mmol/Il
P Phénol 26 mmol/I
Cholestérol estérase (CHE) 300 U/
R 2 enzvimes Cholestérol oxydase (CHOD) 300 U/
y Peroxydase (POD) 1250 mmol/I
4-Aminophenazone (4-AP) 0.4 mmol/l
Cholestérol calibrant | Cholestérol aqueux standard 200 mg/di

> Préparation du réactif de travail (RT)
e Dissoudre le contenu de R2 dans une fiole de R1.
e Meélanger bien et doucement jusqu'a la dissolution compléte.

> Mode opératoire

Blanc Standard Echantillon
RT (ml) 1.0 1.0 1.0
Standard (pl) - 10 -
Echantillon (ul) -- - 10

e Agiter et incuber pendant 5 min a 37°C.

e Mesurer I’absorbance (A) de I’échantillon et du standard a 505 nm contre le blanc.

117



Annexe.3 G

(A) échantillon
Calcule | Concentration du cholestérol (mg/dl) = x 200 (standard conc.)
(A) standard
1.1.5. Mesure des triglycérides
> Les réactifs
R 1 tampon GOOD pH 7.5 50 mmol/Il
P P-chlorophénol 2 mmol/l
Lipoprotéine lipase (LPL) 150000 U/
Glyceérol kinase (GK) 500 U/l
R 2 enzvimes Glycérol-3-oxydase (GPO) 2500 U/
y Peroxydase (POD) 440 U/
4-Aminophenazone (4-AP) 0.1 mmol/l
ATP 0.1 mmol/l
Triglycerides triglycérides aqueux standard 200 mg/dl
calibrant

> Préparation du réactif de travail (RT)
e Dissoudre le contenu de R2 dans une fiole de R1.
e M:¢langer bien et doucement jusqu’a la dissolution complete.

» Mode opératoire

Blanc Standard Echantillon
RT (ml) 1.0 1.0 1.0
Standard (ul) -- 10 --
Echantillon (ul) -- -- 10

e Agiter bien et incuber pendant 5 min & 37° C.

e Mesurer I’absorbance (A) de I’échantillon et du standard a 505 nm contre le blanc.

(A) échantillon
Calcule | Concentration des triglycérides (mg/dl) = ——— x 200 (standard conc.)
(A) standard
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1.1.6. Mesure de I’aspartate aminotransférase (ASAT / TGO)

» Les réactifs

Annexe.3 G

R 1 tampon TrispH 7.8 80 mmol/I
P L-aspartate 200 mmol/l
NADH 0.18 mmol/I
Lactate déshydrogénase (LDH) 800 U/
R 2 substrat Malate déshydrogénase (MDH) 600 U/I
a-cétoglutarate 12 mmol/I

» Préparation du réactif de travail (RT) : Dissoudre un comprimé de R 2 dans une

fiolede R 1.

» Mode opératoire

Réactif de travail (ml) 1.0
Echantillon (ul) 100
Température (°C) 37

e Mélanger et incuber pendant une minute.

e Lire I’absorbance initiale a 340 nm et démarrer le chronométre simultanément.

e Lire de nouveau apres 1, 2 et 3 minutes.

1.1.7. Mesure de I’alanine aminotransférase (ALAT/TGP)

» Les réactifs

R 1 tamoon TrispH 7.8 100 mmol/I
P L-alanine 500 mmol/l
NADH 0.18 mmol/I
R 2 substrat Lactate déshydrogénase (LDH) 1200 U/
a-cétoglutarate 15 mmol/l

» Preparation du reactif de travail (RT) : Dissoudre un comprimeé de R2 dans le

flacon de R1.
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» Mode opératoire

Annexe.3 G

Réactif de travail (ml) 1.0

Echantillon (pl)

100

Température (°C)

37

e Meélanger et incuber pendant une minute.

e Lire I’absorbance initiale a 340 nm et démarrer le chronométre simultanément.

e Lire de nouveau apreés 1,2 et 3 minutes.

Calcule

ALAT (U1 = AA / min x 1750

1.2. Bilan de la fonction rénal :

1.2.1. Dosage de ’urée

» Les réactifs

Phosphate pH 6.7
EDTA 50 mmol/I
: . 2 mmol/Il
R1 tampon Salicylate de sodium 400 Ul
Nitroprusside de sodium mmo
10 mmol/l
Hypochlorite de sodium 140 mmol/Il
R2 Naclo Hydroxyde de sodium 150 mmol/I
R3 Enzymes Urease 30000 U/I
Urée calibrant Urée aqueux standard 50 mg/dl

> Préparation du réactif de travail (RT) :

e Dissoudre un comprimé R3 dans la fiole R1, mélanger bien et doucement jusqu’a la

dissolution compléte.
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e Le réactif R2 est prét pour 1’usage direct.

» Mode opératoire

Blanc Standard Echantillon
RT (ml) 1.0 1.0 1.0
Standard (pl) -- 10 --
Echantillon (ul) -- -- 10
Mélanger et incuber pendant 5 min a 37°C
R2 (ml) 1.0 1.0 1.0
Mélanger et incuber pendant 5 min a 37°C

e Mesurer I’absorbance (A) de I’échantillon et du standard a 580 nm contre le blanc, la

couleur est stable apres 30 min a une température allant de 15 a 25°C.

(A) échantillon
Calcul Concentration de l'urée (mg/dl) = — x50 (standard conc.)
(A) standard
1.2.2. Dosage de la créatinine :
> Les réactifs
R1 Acide picrique 17.5 mmol/l
R2 Hydroxyde de sodium 0.29 mol/l
Créatinine calibrant Créatinine aqueux standard 2 mg/dl

» Préparation du réactif de travail (RT) : mélanger a parts égales R 1 et R 2.
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» Mode opératoire :

Annexe.3 G

Blanc Standard Echantillon
RT (ml) 1.0 1.0 1.0
Standard (ul) -- 100 --
Echantillon (ul) -- -- 100

e Meélanger et déclencher le chronometre.

e Lire la densité optique (Al) aprés 30 secondes a 492 nm et la densité optique (A2)

apres 90 secondes.

e Calculer : AA=AA2 - AA1. (La concentration du standard = 2 mg/dl).

Calcule | Concentration dela créatinine (mg/dl) =

AA échantillon - AA blanc

2

AA standard = AA blanc

1.3. Dosage du Fer
> Réactifs :
R1 Guanidine, HCI 4,5 mmol/l
Tampon acétate pH 5
R2 Acide ascorbique 40 mmol/l
R3 Ferrozine 1 mg/l
R4 Standard 17,9 pmol/l
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» Mode opératoire :

Blanc Réactif | Standard | Blanc echantillon échantillon
200 - - -
Eau distillée (ul)
Standard R4 (ul) - 200 - -
Echantillon (ml) - - 200 200
Réactif A (ml) - - 1,0 -
Réactif B (ml) 1,0 1,0 - 1,0

Meélanger attendre 10 minutes puis lire les densités optiques a 562 nm.

» Calcule :

DO échantillon
Ferfmg/]) = x concentration de 1’étalon
DO étalon
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2. Fiches techniques Kit DiaMetra (Espagne)

2.1 Dosage de LH

o _ echantillon/
Reactif Calibreur A blanc
Controle

échantillon/
R 20 pL
Controle

Calibreur

20 pL
C0-C5 :

conjugué 100 pL 100 pL

Incuber a température ambiante (22 + 28 ° ¢)
pendant 1 heure.
Retirer le contenu de chaque puits et laver les puits

3 fois avec 300 pL de solution de lavage diluée.

TMB Substrat 100 pL 100 pL 100 pL

Incuber a température ambiante (22 + 28 ° ¢)

pendant 15 minutes dans I'obscurité.

Solution de Stop 100 pL 100 pL 100 pL

Secouez doucement la microplaque.
Lire I'absorbance (E) & 450 nm contre le blanc dans

les 5 minutes.

> Calcul des résultats

Les concentrations exprimées en mlU/mL.
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Préparation des Solutions pour le Dosage des Parametres du Stress Oxydatif :
1. Dosage du glutathion :
Solution Tris (0,4 M), EDTA (0,02 M) et pH 9,6 :

Dissoudre 12,114g Tris et 1,871g EDTA dans 250ml d’eau distillée et ajuster le pH a 9,6
en ajoutant HCL ou NaOH.

Solution EDTA (0,02 M) :

Dissoudre 5,613g EDTA dans 750ml d’eau distillée.

Solution DTNB (0,01 M) :

Dissoudre 200 mg DTNB dans 50 ml de méthanol absolu.
Solution d’acide salicylique (0,25%) :

Dissoudre 250 mg d’acide salicylique dans 100ml d’eau distillée.
2. Dosage des protéines par la méthode de Bradford :
Solution BSA (Img/ml) :

Dissoudre 5 mg BSA dans 5 ml d’eau distillée.

Réactif de Bradford :

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

pendant 1mois au maximum a une température de 4°C et a I’abri de la lumiere.
2. Dosage du MDA :
Solution TBS : Tris (50mM), NaCL (150mM) et pH 7,4 :

Dissoudre 8,775g NaCL dans 1L d’eau distillée, puis poser 6,057g Tris et compléter le
volume a 1l par la solution NaCl (150mM) et ajuster le pH a 7,4 en ajoutant HCL ou
NaOH.

125



Annexe.3 G

Solution TCA-BHT (TCA 20%, BHT 1%) :

Dissoudre 20g TCA dans 100 ml d’eau distillée pour obtenir la solution TCA 20% puis
poser 1g de BHT et compléter le volume a 100 ml par la solution TCA 20% et agiter a

chaud.

Solution HCI 0.6 M :

51,56 ml d’HCI pur et compléter le volume a 1L par I’eau distillée.
Solution Tris-TBA (Tris 26 mM, TBA 120mM) :

Dissoudre 3,149¢g Tris dans 1L d’eau distillée, puis poser 17,299g TBA et compléter le

volume a 1L par la solution Tris (26 mM).

3. Dosage du glutathion peroxydase (GPx) :

Solution du GSH (0.1 mM) :

Dissoudre 3,073 mg GSH dans 100 ml d’eau distillée.
Solution TCA (1%) :

Dissoudre 1g TCA dans 100 ml d’eau distillée.

Solution DTNB (1.0 mM) :

Dissoudre 100 mg DTNB dans 250 ml de méthanol absolu.
4. Dosage du Glutathion-S-Transférase (GST) :
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.
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