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BSA : Sérum albumine bovine.

CCMH : Concentration corpusculaire moyen en hémoglobine.
CDNB : 1-chloro, 2.4-dinitrobenzeéne.

Cu : Cuivre.

Cu/Zn-SOD : Superoxyde dismutase aux ions cuivre et zinc.
CL 50 : Concentration Létale Moyenne.

DHLA : Acide dehydrolipoique.

DL 50: Dose Létale Moyenne.

DNTB : Acide 5,5’-dithiobis(2-nitrobenzoique) ou réactif d’Ellman.
EDTA : Ethyléne diamine tétra-acétique.

ERO : Espéces Réactives de 1’Oxygene.

G6PDH : Glucose-6-phosphate déshydrogénase.

GPX : La Glutathion peroxydase.

GR : Glutathion réductase.
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GSSG : Glutathion oxydé.

GST : Glutathion S-transférase.
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H,0, : Le peroxyde d’hydrogene.

LDOPA : L-dihydroxyphénylalanine.

LTOPA : L-trihydroxyphénylalanine.

LOOH : Hydroxyde lipidique.

LPO : Les peroxydes lipidiques.

MDA : Le Malondialdéhyde.

Mn-SOD : Superoxyde dismutase associée au manganese.
NADPH : Nicotinamide dinucleotide phosphate.

Ni : Nickel.

*OH : Radical hydroxyle.

10, : Oxygene singulet.

O, : Radical superoxyde (anion superoxyde).

ROS : Reactive oxygen species ou Espéeces activées de l'oxygéne.
Se : Sélénium.

SeCyst : Sélénocystéine.

SeMet : Sélénométhionine.

SOD : Superoxyde dismutase.

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

TGMH : Teneur globulaire moyenne en hémoglobine.
TrxR : Thiorédoxine réductase.

U : Unité enzymatique.

Vit E : Vitamine E.

Zn : Zinc.
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RESUME

La présente recherche a permis d’étudier I’effet toxique du nickel et d'examiner
le r6le antioxydant du sélénium et de la vitamine E chez les rats blancs males de la
souche Wistar Albinos, vue I’'impact important de la synergie entre ces deux

antioxydants.

Nous avons utilise 70 rats blancs males Rattus rattus de la souche Wistar,
provenant de I’institut pasteur d’Alger. Agés de 8-9 semaines, d’un poids vif moyen
de 270 g. lls ont été repartis en 7 groupes de 10 rats puis traités pendant 21 jours.
Selon nos résultats obtenus, apres 1’administration du sulfate d nickel a 20 mg/kg de
poids corporel par injection intrapéritonéale durant 21 jours, le nickel a provoqué ; un
effet néphrotoxique (augmentation de I’urée, la créatinine sériques et 1’acide urique),
hépatotoxique (augmentation de I’activité enzymatique des transaminases TGO, TGP
et de la phosphatase alcaline PAL , une diminution des protéines totales) et
hématotoxique (diminution du taux des globules rouges, du concentration
d’hémoglobine et le pourcentage de 1’hématocrite). D’autre part, le sulfate de nickel

exerce egalement un effet pro-oxydant, par la diminution ; du taux de glutathion
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réduit GSH et de 1’activité enzymatique de la glutathion peroxydase GPx au niveau du
foie, reins, testicules et cerveau, par I’augmentation ; de I’activité enzymatique de la
glutathion S-transférase GST et du taux de MDA (indice de la peroxydation
lipidique). Par ailleurs, nous avons obtenu des perturbations de la fonction hépatique

en produisant une necrose hépatique.

Les résultats obtenus révelent également, que la supplémentation de la vitamine
E a 15 mg/kg et du sélénium a 10 ug/100g du poids corporel par injection intra-
péritonéale, chez les rats traités par le nickel, entrainent une amélioration de
I’ensemble des paramétres biochimiques, hématologique ainsi que les parametres du

stress oxydant étudiés.

En conclusion, le sélénium et la vitamine E sont des antioxydants puissants
grace a leurs effets protecteurs en synergie et ils sont capables de piéger et de
neutraliser la plupart des radicaux libres et leurs effets toxiques, et par conséquence,

I’atténuation de I’effet toxique du nickel.

Mots clés : Stress oxydant ; Antioxydant; Nickel ; Vitamine E; Sélénium ; Rat.

ABSTRACT

This research was permit to study the toxic effect of nickel and examine the
antioxidant role of selenium and vitamin E in male white male rats Wistar albino,

considering the significant impact of the synergy between these two antioxidants.

In this investigation, 70 adult male albino rats of Wistar Rattus rattus were
randomly divided into seven groups of ten rats in each group. According to the
results, after intraperitoneal injection of nickel 20 mg /kg body weight by
intraperitoneal injection for 21 consecutive days. Nickel provoked a nephrotoxic effect
(increase concentrations of serum urea, serum creatinine and uric acid), hepatotoxic
(increase of alanine and aspartate transaminases GPT, GOT and alkaline phosphatase

PAL activities, decreased of serum total protein) and hematotoxic (decreased of red
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blood cells level, the hemoglobin concentration and the hematocrit percentage). In
addition, nickel sulphate also exerts a pro-oxidant effect, by decreasing of reduced
glutathione GSH level, glutathione peroxidase GPx activity in liver, kidneys,
testicular and brain, with increasing of glutathione S-transferase GST activity and the
rate of MDA (indicator of lipid peroxidation). On the other hand, it disrupts liver
function by producing hepatic necrosis. The results also reveal that vitamin E of 15
mg/kg and selenium supplementation of 10 pg/100g body weight by intraperitoneal
injection, in rats treated by nickel, improved some biochemical, haematological and the

oxidative stress parameters.

In conclusion, selenium and vitamin E are powerful because of their protective
effects in synergy; they are able to neutralize most of free radicals and their toxic

effects, consequently, decreasing the toxic effect of nickel.

Key words: Oxidative stress; Antioxidant; Nickel; Vitamin E; Selenium; Rat.
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INTRODUCTION

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

mort cellulaire, troubles immunitaires, mutagenése et d’autres (Favier, 1997; Favier,

2006; Baudin, 2006).

Le nickel est un composant naturel du sol. On est exposé au nickel en inhalant
de la poussiere, en consommant des aliments et de I'eau, et en touchant certains objets,
comme les piéces de monnaie, les piles rechargeables et les bijoux. C’est un polluant
environnemental potentiellement carcinogene (Poey et Philibert ; 2000). L’exposition
au nickel peut provoquer des effets toxiques sur de nombreux tissus en 1’occurrence,
les reins, le foie, les poumons, et sur 1’hématopoic¢se, la reproduction et sur le
développement. L’accumulation de ce corps toxiques dans l’organisme est
susceptible de déclencher une réaction de défense (Chen et al., 2003; Chiffoleau ;
2001).

Par ailleurs, I’organisme dispose d’un vaste réseau d’antioxydants ou de défense
qui ne se limite pas qu’aux vitamines (C et E) et aux oligoéléments (sélénium, cuivre
et zinc). Il existe une multitude d’antioxydants proprement dits qui sont synthétisés
par ’organisme ou le plus souvent apportés par notre alimentation. Entre autre, des
systéemes enzymatiques extrémement complexes assurent la réparation des éventuels
dommages oxydatifs au niveau des protéines et de I’ADN, en présences des
antioxydants non enzymatiques (vitamine E, sélénium, cuivre,...) sont considéres les

cofacteurs de divers enzymes a activité antioxydante (Defraigne et Pincemail, 2008).

Les antioxydants ont fait ’objet de nombreux travaux expérimentaux, qu’ils
soient ingérés dans 1’alimentation ou sous forme de compléments. En 1’état actuel des
connaissances, I’apport d’antioxydants par I’alimentation peut étre considéré comme

favorable a la santé (Tanguy et al., 2009).

Les compléments alimentaires peuvent surtout étre utiles pour des populations
dont I’apport nutritionnel en antioxydants est médiocre. Cependant, dans notre étude,

d’une part, on a choisi la vitamine E qui est I’anti-oxydant majeur des milieux
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lipidiques (huiles, membranes biologiques, lipoprotéines). Elle est bien connue pour
son pouvoir antioxydant et son caractére indispensable a la fertilité. Sa capacité a
réguler 1’expression génique ainsi que son intervention dans la suppression des
radicaux libres (Berger, 1995 ; Leger, 2000). D’autre part, le sélénium vu son rdle
fondamental en tant que cofacteur biologique de la glutathion peroxydase dans la lutte
contre les radicaux libres, et particulierement il constitue le site actif de la glutathion
peroxydase cette enzyme localisée a la fois dans le cytosol et les mitochondries. De
plus, le sélénium le glutathion et la vitamine E sont capables de piéger et de
neutraliser la plupart des radicaux libres et leurs effets toxiques (Dubois et Belleville,
1988; Simonoff et Simonoff, 1991; Favier et Hininger, 1997).

Le but de cette étude est d'étudier les effets du nickel et d'examiner le role
bénéfique du sélénium et de la vitamine E ainsi que 1’effet protecteur en synergie
antagoniste dans les complications métaboliques associés au nickel chez le rat
Wistar Albinos.

Ce travail comporte deux parties importantes :
Etude bibliographique qui présente quelques connaissances sur :

Le stress oxydatif ; les systemes de défenses enzymatiques et non enzymatiques,
Les dégats et les biomarqueurs du stress oxydant.

Le nickel ; ces propriétés physicochimiques, la toxicité du nickel et
I’implication du nickel dans la genése d’un stress oxydant.

Le sélénium ; ces propriéteés physicochimiques et le role du sélénium dans la
lutte contre le stress oxydant.

La vitamine E ; Son importance biologique ainsi que son implication dans la

protection de I’organisme contre le stress oxydant.

Une partie expérimental regroupe 1’ensemble des résultats obtenus sur
I’évaluation de la toxicité (croissance générale), I’étude de quelques parametres
biochimiques et hématologique et enfin 1’exploration du statut antioxydant des
quelques biomarqueurs du stress oxydant ainsi que par 1’étude histologique du tissu

hépatique.
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I. LE STRESS OXYDANT

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

dégats irréversibles pour la cellule (Favier, 1997 ; Favier, 2003).

A concentrations plus élevées, les ROS (dont font partie les radicaux libres)
peuvent en effet engendrer des dommages importants sur la structure et le
métabolisme cellulaire qui se traduisent par diverses altérations biochimiques
intracellulaires telles que 1’oxydation de ’ADN et de protéines, la peroxydation des
lipides. Cette situation de surproduction d’espéces radicalaires est également associée
a de nombreuses pathologies comme le diabéte, les cancers, les maladies
cardiovasculaires, ou des troubles neurologiques comme la maladie d'Alzheimer ou la
maladie de Parkinson (Poli et al., 2004; Valko et al., 2007).

5. Les radicaux libres biologiques

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

Il peut étre formé par la perte ou le gain d’électrons a partir d’un composé non
radical. Il peut aussi apparaitre au moment de la rupture symétrique d’une liaison
covalente apres laquelle chaque atome conserve un électron et devient un radical
libre. Lorsque cet électron célibataire est situé¢ sur un atome d’oxygeéne, on parle alors
« d’especes réactives de 1’oxygeéne » (ERO) ou « reactive oxygen species » (ROS)

(Haliwell et Gutteridge, 1989 ; Tessier et Marconnet, 1995).

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

1997). Ce sont des especes chimiques instables, tres réactives, et possédent un temps
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de demi-vie extrémement court (10° - 10°S). Ces radicaux sont paradoxalement
indispensables au maintien de la vie cellulaire et jouent un réle important dans la lutte

contre les infections (Tessier, et Marconnet, 1995).

6. Sources et réactions des ERO-/ERN

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

Les ERO et ERN ont plusieurs origines. Elles peuvent étre d’origine exogéne :
produits des radiations (rayons X et lumic¢re UV). Plluants de 1’air (N, NO,), solvants
organiques, anesthésiques, pesticides, drogues, xénobiotiques et métaux toxiques
(chrome, nickel ou cobalt), etc (Haliwell et Gutteridge, 1989). Lorsqu’elles sont
d’origine endogene, elles sont produites, en majorité, au niveau au niveau des
membranes, des organelles (peroxysomes, lysosomes, réticulum endoplasmique,
mitochondrie) et du cytoplasme de différents types cellulaires par le biais de divers
mécanismes (enzymatique et non enzymatique) (Nohl, 1994, Sohal et al., 1990 ;
Becker et al., 1991).

Leur source principale de production est la chaine respiratoire mitochondriale.
En effet, la respiration cellulaire, indispensable a la production d'énergie nécessaire a
la survie, s'accompagne d’une production non réductible de radicaux libres. De plus, il
a été montrée que la membrane mitochondriale a une tres faible permeabilité a

différentes substances antioxydantes (Machlin et Bendich, 1987; Housset, 1990).
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Lors du métabolisme oxydatif, 2 a 5 % de I’oxygéne consommé est converti en
radical superoxyde. Ceci est dii a des électrons qui s’échappent de la chaine
respiratoire et se fixent directement sur 1’oxygeéne moléculaire (O3), conduisant a la
formation du radical superoxyde O, au niveau de 1’ubiquinone (ou coenzyme Q)
selon la réaction :

O, + e O,

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

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

superoxyde dismutases (SOD) qui catalysent sa disparition par dismutation.

SOD, 2 H*

O +0p — 5 HO,+09

L'eau oxygénée (ou peroxyde d’hydrogene, H,O,) ainsi formée n'est pas elle-
méme un radical libre mais une molécule (ayant tous ses électrons périphériques
appariés). Sa production peut également résulter de formation de OHs (Wardman et
al.,1996 ; Cerruti, 1985; Morel et Barouki, 1998).

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

se transforme en radical hydroxyle (OH¢) par :

> la réaction de Fenton : En présence de métaux de transition tels que le fer et le
cuivre. Sous leur forme la moins oxydée (Fe**, Cu*) peut, en réagissant avec
le peroxyde d’hydrogéne(H,0,), conduire a la formation du radical hydroxyle

(OHe) trés agressif pour les structures cellulaires. Le radical OHe est la plus
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réactive des ERO en particulier, vis-a-vis des lipides membranaires en

déclenchant la peroxydation lipidique.

(H20, +Fe™  _OHe+ OH™ +Fe™)

» Ou celle de Haber-Weiss : (H,O; +Oy¢ — OHe + OH +0,).

En présence de métaux de transition tels que le fer et le cuivre. Le radical OHe
est la plus réactive des ERO en particulier, vis-a-vis des lipides membranaires en
déclenchant la peroxydation lipidique (Figure 1) (Haliwell et Gutteridge, 1989;
Tessier, et Marconnet, 1995; Huet et Duranteau, 2008).

Le monoxyde d’azote radicalaire ou NOe< est un composé important; il est
notamment synthétisé par les cellules endothéliales via I’action de NO synthétases sur
la L-arginine. C’est une molécule labile trés diffusible, dont les effets régulateurs
s’exercent sur la plupart des fonctions physiologiques de I’organisme (maintien du
tonus vasculaire, neurotransmission, fonctionnement rénal,...). Toutefois, le NO+ NO
se combine aisément avec 1’anion superoxyde Oye pour former le peroxynitrite
ONOO, agent non radicalaire et un oxydant puissant et diffusible, capable
d’endommager de nombreuses molécules organiques (Figure 2) (Hyaden et Tyagi,
2003 ; Hare, 2004 ; Pryor et Squadrito ; 1995).
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Figure 1 : Représente 1’anion superoxyde et ses dérivés (Afonso et al., 2007).
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Figure 2 : Représente 1’origine des différents radicaux libres oxygénés et espéces

réactives de I’oxygéne impliqué en biologie (Favier, 2003).
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7. Principales cibles biologiques des EOR

Lors d’un stress oxydant, les EOR non « détoxiquées » par le systéme antioxydant
attaquent et endommagent par oxydation les macromolécules directement a leur
contact, contenues dans les cellules, notamment les lipides, les protéines, I’ADN

(Ramonatxo, 2006).

7.1. L’acide désoxyribonucléique ou ADN

L’ADN (ADN), qu’il soit nucléaire ou mitochondrial, est également une cible
majeure des EOR. Les radicaux O,¢ et OHe provoquent des lésions de I’ADN
(Ramonatxo, 2006). Ceux-ci peuvent en effet interagir avec les désoxyriboses de
I’ADN mais aussi avec ses bases puriques et pyrimidiques La guanine, par exemple,
peut réagir avec *OH pour former la 8-hydroxy-2’-déoxyguanosine (8-OH-dG) qui, au
lieu de s’apparier avec la cytosine, s’associera avec l’adénine ou entrainer des

cassures au niveau de la double hélice d’ou le role mutagéne des ERO (Haleng et al.,

2007; Duranda et ., 2013).

Ces altérations structurales lorsqu’elles ne sont « réparées » entrainent a long
terme des altérations géniques : cassures chromosomiques, mutations, délétions,
amplifications, a l’origine d’un dysfonctionnement au niveau du métabolisme
protéique (Figure 3). De par leur action sur les principaux constituants moléculaires
de la cellule, les ERO induisent différents signaux cellulaires susceptibles d’activer
les systemes de protéolyse et de mort cellulaire (Hartmann et Niess 2000 ;
Ramonatxo, 2006).

7.2. Les protéines

La toxicité des ERO s’exerce également sur les protéines. Les acides aminés
possédent des susceptibilités différentes vis-a-vis des ERO. Mais ces derniers sont en
effet capables de réagir avec différents acides aminés des chaines de protéines,

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

» Les acides aminés basiques comme I’arginine, lysine et I’histidine, sur
lesquels le radical OHe s’additionne, modifiant la conformation de la protéine
(Dean et al., 1997).

> les acides aminés soufrés tels que la cystéine et la méthionine, 1’oxydation par
les radicaux libres conduit a la formation de ponts disulfures, donc a

I’agrégation de plusieurs molécules de protéines (Duranda et I., 2013).

Les EOR sont aussi capables de couper des liaisons peptidiques et de former
ainsi des fragments protéiques. Par ailleurs, le radical OHe, mais aussi ’anion
superoxyde O2¢, s’attaquent également aux protéines des tissus de soutien, comme le
collagéne du tissu conjonctif. L’oxydation de ces acides aminés conduit a une
modification de la conformation spatiale et a une altération de la fonction protéique
(Dean et al., 1997 ; Ramonatxo, 2006).

La plupart des dommages sont irréparables et peuvent entrainer des
modifications fonctionnelles importantes (non- reconnaissance d’un récepteur par un
ligand, perte d’activité enzymatique) altérant la signalisation cellulaire (Figure 4).
Certaines protéines oxydées sont peu dégradées et forment des agrégats qui
s’accumulent dans les cellules et dans le compartiment extracellulaire (Haleng et al.,
2007).
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Figure 4 : Représente la nature de quelques modifications des chaines latérales

d’acides aminés des protéines aprés attaque radicalaire (Favier, 2003).

L apport du sélénium et de la vitamine E dans la toxicité du nickel chez le rat Wistar Albinos.
129



7.3. Les lipides membranaires

La lipoperoxydation (LIPOX) est un terme générique décrivant I’ensemble des
réactions entre radicaux libres et les acides gras polyinsaturés (AGPI). C’est un
phénoméne permanent, siégeant dans une grande variété de tissus (Tessier et
Marconnet, 1995).

Les lipides et principalement les acides gras polyinsaturés (AGPI) sont des
cibles privilégiées des ERO en raison de leur richesse doubles liaisons, 1’attaque des
radicaux libres au sein des doubles liaisons lipidiques membranaires induit des
processus de peroxydations en cascade aboutissant a la désorganisation compléte de la
membrane altérant de ce fait ses fonctions d’échange, de barriére et d’information

(Davies, 2000).

Le cycle d’oxydation des AGPI est bien décrit, il comporte trois phases :

I’initiation, la propagation et la terminaison.

» la phase d’initiation. : Le radical hydroxyle (*OH) est capable d’arracher un
hydrogene sur les carbones situés entre deux doubles liaisons (groupement
méthyléne (-CH,-)) des acides gras poly-insaturés (AGPI). Cette phase aboultit
a la formation d’un radical d’acide gras ou radical alkyle (L¢) dont I’instabilité
va rapidement induire des remaniements électroniques conduisant a la
formation d’un diéne conjugué (ou radical dienyl) caractérisé par la présence
de deux doubles liaisons conjuguées.

LH+Re —» L+ RH

» La phase de propagation : le radical diényl se combine avec I’oxygeéne pour
former un radical peroxyle (LO-), suffisamment réactif pour arracher un H* a
un AGPI voisin entrainant la formation d’un hydroperoxyde (LOOH) et d’un
nouveau radical alkyle qui assure la propagation de la réaction.

Le+ O; —» LOOe + LeH + LOO*—» Le¢+ LOOHL*+ O,—» LOO- ...
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» La phase de terminaison : consiste en la formation de composés issus de
I’association de deux especes radicalaires. Le radical alkyle réagit avec un
autre radical alkyle ou radical libre (LOO¢) permettant la neutralisation des
radicaux libres par la glutathion et par la vitamine E intercalée dans la
bicouche lipidique des membranes peroxydase forment un produit non
radicalaire, tel que le malondialdéhyde (MDA) ou le 4-hydroxy-2,3-nonénal
(4-HNE) aboutissant ainsi a la terminaison de la chaine de lipoperoxydation
(Figure 5) (Pré, 1991; Kuhn et Borchert, 2002; Abuja et Albertini, 2001).

LOO++ LOOs —hOOL + 0,
LOO-+Le _—_LOOL

La LIPOX a pour conséquence une diminution de la fluidité membranaire, une
augmentation de la permeabilité aux substances qui ne doivent normalement pas la
traverser, des altérations structurales des membranes et des lipoprotéines, inactivation
des enzymes membranaires structurales et enfin une cytotoxicité qui peut étre
attribuée aux espéces radicalaires qu’elle génére et aux aldéhydes qui en sont issus

par des réactions de coupures (Tessier et Marconnet, 1995; Requena et al., 1996).
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Figure 5 : Représente les étapes intervenant dans la peroxydation des AGPI (exemple
de I’acide linolénique). HPODE : hydroperoxy-octadecatrienoate ; MDA :
malondialdehyde ; HHE : 2-hydroxy-4-hexenal (Duranda et I., 2013).

8. Les systemes de défenses antioxydantes

L’organisme dispose de systemes de protection contre les ERO. Le terme
d'antioxydants est utilisé pour caractériser un ensemble de substances ou composés,
de nature diverse, dont la caractéristique commune est d'étre capable de s'opposer ou
de contréler I'accumulation au niveau cellulaire de radicaux libres. Cette propriété
leur permet d'agir directement ou indirectement en tant que moyen de défense contre
le stress oxydatif (Diplock, 1991 ; Chan et al., 1999 ; Hercberg et al., 2006).
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8.1. Les systéemes enzymatiques

8.1.1. Superoxydes dismutases (SODSs)

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

SOD

20,4 +2H" ——» 0,+H,0,

Elles permettent d’éliminer les radicaux superoxydes mais provoquent
I'apparition de peroxyde d’hydrogéne diffusible et dangereux a distance (Nelson et al.,
1994). L’activité des SOD doit étre couplée a une activité suffisante de la catalase ou
de la glutathion peroxydase (GPx), sinon il s’en suivra une production nette d’H20;
qui, en présence de métaux de transition, pourra donner naissance au puissant oxydant
qu’est le radical hydroxyle et pour lequel il n’y a aucun mécanisme de détoxification

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

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

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

v" La SOD2 ou Mn-SOD est mitochondriale;

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

8.1.2. Les catalases
Se sont des enzymes présentes dans un grand nombre de tissus mais elles

sont essentiellement localisées dans les hématies et les peroxysomes. Elles réduisent

le peroxyde d’hydrogene H,0, en libérant de I'oxygéne et de I'eau comme suit :
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CAT
2 H202—> 2 HZO + 02

Leur role est tres important surtout en présence d'ions ferreux en permettant
d'éliminer l'exces de peroxyde d'hydrogene afin que la réaction de Fenton ne puisse
pas s'amplifier (Lindau-Sehpard et Shaffer, 1993; Kang et al., 1996 ; Mates et al.,
1999).

8.1.3. Glutathion peroxydases

Les glutathion peroxydases (GPx) sont des enzymes tétrameriques dont chaque
unité posséde un atome de selénium dans son site actif sous la forme de
sélénocystéine. Ce qui est essentiel pour l'activité enzymatique. Le facteur limitant de
la synthése des sélénoprotéines, et donc des GSHPX, est la teneur intracellulaire en
sélénium. 11 faut donc la présence concomitante des SOD et des GSHPX pour obtenir
un effet protecteur optimum contre les radicaux libres. Toutes les enzymes GPx sont
connus pour ajouter deux électrons pour réduire les peroxydes d'hydrogene H,O, et
les hydroperoxydes lipidiques en formant selenoles (Se-OH) (Vitoux et al., 1996; José
etal., 1999).

Le role des glutathions peroxydases (GSH-Px) est tres important dans la plupart
des tissus ou elles réalisent la quasi-totalité de 1’¢limination des peroxydes lipidiques
résultant de 1’action du stress oxydant sur les acides gras polyinsaturés. Pour leur
fonctionnement, elles utilisent le glutathion réduit (GSH) comme cofacteur sur lequel
elles transférent I'oxygeéne, le transformant en glutathion oxydeé (GSSG). Protégeant
ainsi les cellules de mammiféres contre les dommages oxydatifs. En fait, le
métabolisme du glutathion est I'un des mécanismes les plus essentiels de défense anti-
oxydante (Esterbauer et al., 1992; Michiels et al., 1991 ; Escobar et al., 1996).

GPx
2 GSH + H,0, —O68SG +2H,0

GPx
2 GSH + ROOH —G8SSG + ROH + H,0O
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Il existe cing isoformes de GPX trouvés chez les mammiferes. Les niveaux de
chaque isoforme varient en fonction du type de tissu.
cGPX ou GPX1 : Cytosolique et mitochondriale ;
GPx-2 (gastro-intestinale) ;
GPX3 extracellulaire ou plasmatique ;

GPx-4 (cytosolique, mitochondriale et membranaire ;

DN N N N

GPX5, exprimé spécifiqguement dans I'épididyme (De Haan et al., 1998; José
et al., 1999).

8.1.4. Glutathion S-Transférases

Les glutathion transférases sont des enzymes séléno-indépendantes qui
participent a la détoxification des radicaux libres d’un grand nombre de composés
électrophiles (médicaments, agents cancérigenes,...). Cette addition permet leur

métabolisation puis leur excrétion (Valko et al., 2006).

Les glutathion S-transférases cytosoliques sont les plus abondantes et les mieux
connues. Elles forment une famille multigénique d’enzymes, dont les membres homo-
ou hétérodimériques sont répartis, en fonction de leur homologie de séquence
peptidique, en cinq classes : alpha (a), mu (p), pi (n), sigma (o) et théta (6). Ils ont
pour substrats des composés chimiques contenant un groupement électrophile
hautement réactif vis-a-vis des protéines, des lipides ou des acides nucléiques, et donc
potentiellement toxiques pour 1’organisme. Elles conjuguent le groupement
électrophile de ces composés au glutathion (GSH), ce qui aboutit a I’inactivation et
I’élimination de leurs substrats. Certaines glutathion S-transférases cytosoliques
possédent également une activité peroxydase vis-a-vis des produits de peroxydation
des acides gras, des phospholipides et de I’acide désoxyribonucléique. Elles sont donc
également importantes dans la lutte contre le stress oxydant (Hayes et Pulford, 1995;
Chasseaud, 1979).
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Il existe d’autres enzymes présentent une activité anti-oXydante importante

comme :

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

> les peroxyredoxines (Prx) qui réduisent un grand nombre de molécules comme
1I’H,0, et utilisent la thioredoxine (Trx) comme reducteur.

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

» l’oxydase hémique (HO) est une protéine impliquée dans la dégradation de
I’héme prostétique. Les métabolites dérivés de ’héme peuvent constituer des
produits ayant une fonction antioxydante, anti-inflammatoire, de signalisation
ou anti-apoptotique (Stocker et al., 1987 ; Ryter et Tyrell, 2000).

8.2. Les défenses non-enzymatiques

Il s’agit en général, de petites molécules qui présentent des propriétés de type «
substrat suicide » qui peuvent étre, ou non, métaboliquement réparées ou recyclées.
Ces molécules operent comme bouclier antioxydant en devenant elles-mémes
radicalaires, et protegent les acides nucléiques, les protéines et les lipides (Haleng et
al., 2007).

8.2.1. Le glutathion

Le GSH est est le thiol non protéique (L-y-glutamyl-L-cystéinylglycine)
(Tableau 1) le plus abondant dans les cellules des mammiféres ou il est présent sous
forme essentiellement réduite (GSH) (Sies, 1999; Pompella et al., 2003). C’est un
antioxydant intracellulaire multifonctionnel. Il posséde plusieurs fonctions

importantes pour la viabilité cellulaire (Pastore et al., 2003 ; Ji et al., 1999).
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Tableau 1 : Représente les formules et concentrations plasmatiques des principaux

antioxydants. D’apres Sies, 1999).
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Concentration

Nom Formule plasmatique (umol/L)
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Le GSH possede plusieurs fonctions importantes pour la viabilité cellulaire. Il

interagissant :

> Soit, directement avec différents ROS (radical hydroxyle, superoxyde, NO...)

en piégeant les radicaux libre pour former le disulfure par oxydation -
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GSH + Re — GS<+ RH
GSe + GS— GSSG

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

I1 fait I'objet d'interactions synergiques avec d'autres composants du systeme de
protection antioxydante tels que la vitamine C ou la vitamine E. c’est aussi un
régulateur de 1I’apoptose et permet d’empécher I'oxydation des groupements thiols des
protéines, contribuant ainsi au maintien du potentiel redox de la cellule et donc au
maintien de bon nombre de processus de signalisation.de la prolifération cellulaire, et
un partenaire dans les réactions de détoxification des xénobiotiques auxquels il est
conjugué par la GSH S-transférase. Il est également impliqué dans la synthése des
désoxyribonucléiques. Dans les cellules eucaryotes, le GSH est présent
majoritairement dans le cytosol (90%) mais aussi dans les mitochondries (Deneke et
Fanburg, 1989; Pastore et al., 2003).

Enfin, dans des conditions physiologiques, sa forme oxydée (GSSG) est en
concentration tres faible (Figure 6). Le rapport GSH/GSSG est un indicateur de
1’équilibre redox dans la cellule et il est consideré comme un excellent marqueur de la

peroxydation lipidique et permet d’objectiver I’importance du stress (Jones, et al.,
2000; Stamler et Slivka, 1996; Beck, 1997 ).
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Figure 6 : Représente les roles attribués au GSH suite & un stress oxydant (Bharath
et al., 2002).

8.2.2. Lavitamine E

Ce terme désigne un ensemble d’isomeéres, les tocophérols (constitués d’un
noyau chromanol et d’une chaine latérale saturée a 16 atomes de carbone) et les
tocotriénols (qui different des tocols par la présence de 3 doubles liaisons sur cette
chaine latérale). D’un point de vue biologique, 1’a-Tocophérol est I’isomeére
majoritaire de la famille tocophérols ainsi que la forme la plus active de la vitamine E.
son caractére hydrophobe lui permet de s’insérer au sein des membranes riches en
acides gras polyinsaturés, ou il joue un rdle protecteur en réagissant avec les radicaux
peroxyles (ROO¢) pour former un hydroperoxyde (LOOH) ou un hydroxyde (LOH)
lipidique ainsi qu’un radical tocophéryle, empéchant ainsi la propagation de la
peroxydation lipidique (Haleng et al., 2007; Burton et Ingold, 1989; Pryor, 2000)
(Figure 7)
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LOO' + 0-TOH —p  LOOH + A-TO"

LO +d-TOH — LOH + a-TO-

LOO'\ ,Vit E % » Vit. C-\ ,GSH,LA...
LOOH X\m. EX Vit. C XGSSG, DHILA...

Figure 7 : Représente le schéma des réactions d'élimination des radicaux lipidiques

par les vitamines E et C (Packer et al., 2001).

(LOOe) : radical peroxyle lipidique, (LOOH) : hydroperoxyle lipidique, (Vit. E) :
vitamine E, (Vit. C) : vitamine C, (GSH) : glutathion réduit, (GSSG) : gluthation
oxyde, (LA) : acide lipoique, (DHLA) : acide dehydrolipoique.

8.2.3. La Vitamine C

La vitamine C (acide ascorbique) se trouve dans le cytosol et dans le fluide
extracellulaire; c’est un antioxydant trés important. C’est un excellent un piégeur de
ROS a spectre large, efficace contre les radicaux peroxyles, hydroxyle et superoxyde
ainsi que contre le peroxinitrite. Bien que I’ascorbate soit hydrosoluble, il est capable
de régénérer la vitamine E, ce qui permet de déplacer les ROS de la membrane vers le
cytosol et de prévenir la peroxydation lipidique. Les formes oxydées de 1’ascorbate, le
semidéhydroascorbate et le dehydroascorbate, peuvent étre régénérées par le GSH ou
par d’autres thiols intracellulaires voir figure 8 (Rice, 2000; Kojo, 2004; Evans;
2000 ; Valko et al., 2007).
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Figure 8 : Représente le schéma des défenses antioxydantes enzymatiques (Halliwell
et Gutteridge, 2007).
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8.2.4. Lesoligoéléments

Les oligo-é1éments ont deux fonctions principales : un rdle clé dans le
métabolisme intermédiaire comme cofacteurs ou coenzymes, et un role de
neutralisation des radicaux libres. Il existe.dix oligo-€1éments ou éléments traces
(ET) sont considerés comme essentiels chez I'etre humain. Parmis eux le cuivre (Cu),
le zinc (Zn), le manganése (Mn), le sélénium (Se) et le fer (Fe) sont des métaux
essentiels dans la défense contre le stress oxydant. Toutes les enzymes antioxydantes
requiérent un cofacteur pour maintenir leur activité catalytique (Tableau 2). Ainsi, la
SOD mitochondriale a besoin de manganése, la SOD cytosolique de cuivre et de zinc,
la catalase de fer et la GPx de sélénium (Shenkin, 1993; Neve, 1992 ).

Tableau 2 : Représente les Oligoéléments essentiels : contenu corporel et teneur
moyenne de 1’organisme humain et rappel de leurs fonctions principales (Shenkin,

1994).

Eléments Contenu  Teneur Fonctions principales

(mg)  (mgkg!)

Cuivre (Cu) 80-150 1.5 Transfert d’électrons
Antioxydant : superoxyde dismutases,
céruloplasmine
Synthése collagene, élastine, catéchola-
mines
Immunité

Fer (Fe) 3000-5000 60 Transport d’oxygene (hémoglobine)

Transfert d’électrons (cytochromes)
Métabolisme musculaire

Immunité

Sélénium (Se) 6-15 0.2 Antioxydant : glutathion peroxydases
Métabolisme thyroidien : désiodinase
hépatique

Zinc (Zn) 1500-2500 33 Immunité

Toutes les voies métaboliques
Endocrinologie (insuline, thyroide, etc.)
Antioxydant

Vision nocturne

Chrome (Cr) <10 0,02 Composant du glucose tolerance factor
Métabolisme de graisses

Cobalt (Co) 1.1 0,02 Composant de la vitamine B12

Fluor (F) 2000-3000 37 Structure de I'émail et du squelette

Iode (I) 15-25 0,2 Composant des hormones thyroidiennes

Mangangse (Mn) 12-20 02 Activateur enzymatique : hydrolases,
kinases, caroxylases, transférases

Molybdéne (Mo) < 10 0,02 Métabolisme du soufre (sulfite oxydase)

Métabolisme acide urique (xanthine
oxydase)




Il. LE NICKEL

1. Définition du nickel

Le chimiste suédois Alex Cronstedt a été le premier a isolé le nickel en 1972, il

est le quatrieme métal le plus utilisé au monde (Kazimerz et al., 2003).

Le nickel est un métal lourd, blanc argenté et l'un des micronutriments
essentiels pour la croissance et le développement des plantes et il est également un
oligo-¢lément essentiel pour 1’organisme, dont les carences sont graves. La dose
quotidienne de nickel ingéré se situe idéalement entre 100 et 300 pg/jour, mais peut
varier de 100 a 800 pg selon les habitudes alimentaires. C’est un allergéne puissant,

ubiquitaire et un carcinogene prouve (Stoltz et al., 2003 ).

Sa conductivité électrique et sa conductivité thermique sont élevées, son point
de fusion est de 1 452 °C et il peut étre étiré, laminé, forgé et poli. Il résiste a I’action
de I’air et de I’ecau aux températures ambiantes (-20 a 30 °C) et il est donc souvent

utilise comme revétement électrolytique de protection.

Le nickel (Ni) est le vingt-quatrieme élément le plus abondant de la crodte
terrestre, sa concentration moyenne étant d’environ 75 mg/g. Son numéro atomique
est 28 et il a une masse atomique de 58,71 (Tableau 3). Il existe sous les états
d’oxydation -1, 0, +1, +2, +3 et +4, mais son état de valence le plus courant dans
’environnement est NiZ* (Barceloux, 1999; Valko, 2005).

Le nickel existe sous 5 formes principales :
> nickel élémentaire et ses alliages
» composés inorganiques et hydrosolubles : (sulfates et les chlorures de
nickel).
» composes inorganiques et insolubles dans I'eau : oxydes de nickel.
> composés organiques et insolubles dans I'eau nickel carbonyle Ni (CO),
(Sunderman et al., 1987 ; Haber et al., 2000).

L apport du sélénium et de la vitamine E dans la toxicité du nickel chez le rat Wistar Albinos.
144



Tableau 3: Represente les propriétés de nickel d’aprées (Cotton et Wilkinson, 1988;

Nieboer et al., 1988).

Symbole chimique
Numéro atomique
Masse atomique

Structure cristalline

Ni
28
58,71

cubique a face centrée (a = 0,352 nm)

Densité (a 20°C) 8,902 g/cm?
Température de fusion 1452°C
Température d'ébullition 2732°C

Résistivité électrique a 20°C
Conductibilité thermique a 0-100°C

Configuration électronique

6.9 u ohm.cm
909 W/ (mK)

[2, 8.8] 3d8 4s2

Isotopes de 56 4 66

2. Sources d’exposition

Le nickel est une substance que l'on retrouve dans le milieu naturel,
essentiellement dans les minerais sulfurés extraits des sous-sols et dans les minéraux
silicates se trouvant en surface. Dans I'environnement, le nickel est surtout combiné a

I'oxygéne (oxydes) et au soufre (sulfures).

La crodte terrestre contient environ 0,009 % de nickel. De plus, le nickel est
présent dans l'air, dans les particules en suspension, aprés avoir été rejeté par des
activités humaines ou des phénomenes naturels, comme les éruptions volcanigues, les
incendies de foréts et les météorites provenant de la haute atmosphére (Brun, 1979;
Echevarria et al., 2006).

La présence de nickel dans la nourriture est due a deux facteurs principaux :

I’absorption par les plantes (dont certaines concentrent jusqu’a 1000 fois le taux
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retrouvé habituellement dans le sol) et la contamination secondaire des aliments par
I’utilisation d’ustensiles en acier inoxydable, pour leur préparation, cuisson,
conservation, transformation et ce d’autant plus que ces derniers sont plus acides

(Schollhammer et al., 1994).

La viande et le poisson sont également relativement riches en nickel et ceci
d’autant plus que I’age des animaux augmente. Les produits laitiers et les boissons
sont plut6t pauvres en nickel. Les margarines contiennent des quantités de nickel
élevées, puisque celui-ci est utilisé comme catalyseur dans 1’hydrogénation
commerciale (Stoltz et al., 2003; Brun, 1979).

3. Utilisation

Les composés du nickel sont aussi employés dans divers produits et procédés.
La présence de nickel dans ces produits améliorant leurs propriétés mécaniques et leur
résistance a la corrosion et a la chaleur.
% Préparation d’alliages non ferreux (avec le cuivre, le chrome, 1’aluminium, le
molybdéne...), notamment pour la fabrication de pieces de monnaie, d’outils,
d’ustensiles de cuisine et de ménage...
% Revétement électrolytique des métaux (nickelage).
% Catalyse en chimie organique (hydrogénation d’huiles et de graisses,
désulfuration de produits pétroliers, polymérisation ou décomposition
d’hydrocarbures, réduction d’oxydes d’azote...) (Shacklette et Boerngen,

1984; Thomas et al., 1999).

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

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

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

respiratoire.

Par voie orale, quarante fois plus de nickel sont absorbés par le tractus
gastrointestinal. Le sulfate de nickel est administré dans I’cau de boisson est
plus facilement absorbé que dans la nourriture (Sunderman et al., 1989 ; Solomons
et al., 1982).

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

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

4.2. Distribution

La distribution du nickel varie selon la voie d’exposition.  Aprés
absorption, le nickel se distribue largement dans les tissus, les plus fortes
concentrations étant retrouvées dans le rein (Ishimatsu et al., 1995 ; Dieter et al.,
1988), puis dans le poumon, la thyroide, les glandes surrénales le cceur, le cerveau, la
rate et le pancréas (Rezuke et al., 1987). Le nickel traverse la barriere foeto-

placentaire et s’accumule dans les tissus du foetus (Jasim et Tjalve, 1986).
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Dans le sérum, le nickel est lié a D’albumine, la L-histidine et 1’a-2
macroglobuline. Une faible fraction est liée aux acides aminés (cystéine et histidine).
Chez les humains, les rats et les bovins, la fixation du nickel a I’albumine sé€rique se

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

L’entrée du nickel dans les cellules interfére avec les voies impliquées dans
I’homéostasie du fer (compétition avec la transferrine, Sun et al., 1999 ; Chen et al.,
2005). L’apport en fer peut donc limiter I’absorption cellulaire du nickel (Tallkvist et
al., 2003) et a I’inverse, le nickel peut altérer la régulation de I’homéostasie du fer en

bloquant la traduction d’ARN messagers codant pour la ferritine (Chen et al., 2005).

Les études de Dieter et al., 1988 ; Pardeep, 2004 ; Pari et Prasath, 2008
suggerent que D’intoxication par le nickel témoigne d’une dégénérescence des
hépatocytes. Ainsi, le sulfate de nickel administré par voie cutanée ou orale provoque
chez le rat des effets hépatiques qui se traduisent par un gonflement des hépatocytes,
une nécrose focale et une vacuolisation accompagnés d’une augmentation de 1’activité
enzymatique du foie notamment de la catalase, les transaminases, une augmentation

de lipides et de la bilirubine.

4.3. Excrétion

Apres inhalation, le nickel particulaire insoluble est trés lentement éliminé, ce
qui entrailne une accumulation avec le temps. L’excrétion du nickel dépend de
I’origine de I’exposition ; son élimination se réalise majoritairement par les urines (3-
6%). En cas d’ingestion, la plus grande partie du nickel (non absorbé) est excrété par
les feces (94-97%). a des taux tres variables et un peu également dans la sueur
(Onkelinx et al., 1973).

La demi-vie chez 1’animal est de 48 a 72 heures. Chez ’homme, la demi-vie
plasmatique est de I’ordre de 20 a 34 heures ; la plus forte concentration plasmatique
est mesurée apres 1 h 30 a 3 h post-exposition alimentaire (Tossavainen et al., 1980 ;
Nielsen et al., 1999). Chez des travailleurs exposés a de I’eau de boisson contaminée
par du sulfate et du chlorure de nickel ou la demi-vie plasmatique du nickel a été de
60 h (Sunderman et al., 1988).
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5. Evaluation toxicologique

Les effets sur la santé de I'exposition au nickel dépendent du type, de la
concentration et de la durée de I'exposition. Il faut également tenir compte de certains
facteurs comme I'age, le sexe, l'alimentation, les antécédents familiaux, le style de
vie et la santé de la personne. En général, les concentrations typiques de nickel

n'ont pas d'effets nocifs sur la santé.

5.1. Toxicité aigué
5.1.1. Etude chez ’homme

La toxicité aigué se décompose en deux phases: immédiate et retardée.
La symptomatologie immédiate se manifeste par des maux de téte, des vertiges, des
nausées, des vomissements, de I’insomnie et de I’irritabilité. Elle est suivie
d’une période asymptomatique avant le début de la phase retardée. Celle-Ci est
essentiellement pulmonaire avec des douleurs constrictives dans la poitrine, une toux
seche, une dyspnée, une cyanose, une tachycardie, des symptomes
gastrointestinaux occasionnels, une sudation, des perturbations visuelles et une
débilité. La symptomatologie ressemble a une pneumonie virale. Un décés par
syndrome de deétresse respiratoire a été observé chez une personne qui
pulvérisait du nickel lors d’un procédé de soudure sans porter d’équipement de
protection (Rendall et al., 1994). La mort est survenue 13 jours aprés 1’exposition de
90 minutes & une concentration estimée de nickel métallique de 382 mg /m* (taille des

particules inférieure a 1,4 um).

Un cas de décés d’un enfant de 2 ans et demi a été rapporté aprés une absorption

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

Une intoxication par le nickel a été décrite chez 23 insuffisants rénaux dialysés,
suite a une contamination du liquide de dialyse par 250 pg de nickel/L, comportant
des nausées, une asthénie, des vomissements, des céphalées, et des palpitations, avec

une réversibilité totale des troubles aprés 3 a 13 heures (Webster et al., 1980).

Chez 35 salariés ayant consommé accidentellement 1’eau d’une fontaine

contaminée par du sulfate de nickel, du chlorure de nickel (1,63 g/L) et de 1’acide
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borique (ingestion estimée entre 0,5 g et 2,5 g, soit 7,1 & 35,7 mg/kg), 20 individus ont
présenté des symptdmes pendant quelques heures jusqu’a deux jours (nausées,
vomissements, douleurs abdominales, diarrhées, céphalées, vertiges) et 10 ont été
hospitalisés (3 présentant une augmentation transitoire de la bilirubine sérique, de
I’albumine urinaire et de I’hématocrite). En dépit de la contamination concomitante
par I’acide borique (68 mg/L), les auteurs considérent que le nickel est la cause

principale des troubles observés (Sunderman et al., 1988).

Un certain nombre d'études ont également démontré des effets dermiques chez
les populations sensibilisés suite a l'ingestion de nickel. Certaines études indiquent
notamment que l'ingestion de nickel peut aggraver un eczéma sans pour autant

pouvoir formellement définir un seuil de déclenchement (Haber et al., 2000).

5.1.2. Etude chez I’animal

Les données dont on dispose indiquent que les sels solubles de nickel (le
dichlorure de nickel, le sulfate de nickel, le dinitrate de nickel et le bis (sulfate) de
diammonium et de nickel) ont une toxicité aigué qui varie de modérée a tres élevée
chez le rat avec des doses létales 50 (DL50) de 42,5 a 112 mg par kilogramme de
masse corporelle, alors que la poudre de nickel et les sels de nickel insolubles
(monoxyde de nickel vert ou noir, disulfure de trinickel et sulfure de nickel amorphe)
présentent une toxicité aigué moins élevée (DL50 de 3 235 a 9 000 mg/kg) (Camner
et Johansson, 1992; Camner et al., 1978).

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

%+ Des troubles rénaux (rat, souris et chien) ;

X/
°

Des effets cardiovasculaires, gastro-intestinaux, hématologiques et hépatiques
(rat) ;

%+ Une atteinte pulmonaire (chien et rat) ;

% Des troubles neurologiques, a type de léthargie, ataxie, prostration (rat)
(ATSDR, 2005).
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Les différentes valeurs de CLso et DLsy des composés du nickel sont résumées

dans le tableau ci- dessous.

Tableau 4 : Représente les valeurs de CL50 et DL50 des composés de nickel.

CLso

(mg/L) ou
COMPOSES ESPECES REFERENCES

DLso
(mg/Kg)

Inhalation | tétracarbonylnickel 0,100 Rats, 20minutes OMS IPCS,
1991

0,240 Rats, 30minutes OMS IPCS,

1991
0,067 Souris, OMS IPCS,
30minutes 1991
Voie Sulfate de nickel 39 Rats Sprague- Mastromatteo,
orale Dawley (F) 1986
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Acétate de nickel 116 Rats Fischer Haro et al., 1968
344(F)
136 Souris Swisse- | Haro et al., 1968
webster (M)
Monoxyde de >3930 Rats Sprague- Mastermatteo,
nickel dawley 1986
Sous sulfure de >3665 Rats Mastermatteo,
nickel Sprague_Dawley 1968
5.2. Toxicité chronique

5.2.1. Etude chez ’homme

Les études chez I’homme indiquent que le systeme respiratoire est la cible
principale de la toxicité du nickel par inhalation. Une augmentation de I’incidence des
décés par pathologie respiratoire a été trouvée chez des travailleurs exposés
chroniquement & des concentrations supérieures a 0,04 mg de nickel /m® sous forme

de monoxyde ou de métal (Cornell et Landis, 1984).

Les effets respiratoires étaient de type bronchite chronique, emphyséme,
diminution de la capacité vitale. Cependant, la toxicité observée ne peut étre
uniquement au nickel puisque les travailleurs étaient exposeés a d’autres métaux
comme : I’arsenic, ['uranium, le fer, le plomb et le chrome. D’autres études ne mettent
pas en ¢évidence d’augmentation de 1’incidence des déces par pathologie respiratoire
(Cox et al.,, 1981 ; Enterline et Marsh, 1982; Shannon et al., 1984). Chez 28

travailleurs exposés au nickel (composé non précisé), une augmentation significative

L apport du sélénium et de la vitamine E dans la toxicité du nickel chez le rat Wistar Albinos.
152




des IgG, des IgA et des IgM et une diminution significative des IgE a été observée
(Shannon et al., 1991). Par ailleurs, une augmentation significative d’autres protéines
sérique pouvant étre impliquées dans I'immunit¢ a médiation cellulaire (alphal-
antitrypsine, alpha2- macroglobuline) a été observée. Ces modifications suggerent que

le systéme immunitaire a été stimulé par 1’exposition au nickel.
5.2.2. [Etude chez I’animal

Des rats et des souris ont été exposé par inhalation a du sous sulfure de nickel
par inhalation 6 heures par jour, 5 jours par semaine pendant 90 jours a des
concentrations de 0,1 a1, 8 mg de nickel/m*® (Bencko et al., 1983 ; Dunnick et al.,
1989). Une hyperplasie des macrophages alvéolaire a été notée chez les rats a toutes
les concentrations et chez les souris a partir de 0,2 mg/m*.Pour les plus fortes
concentrations, une inflammation chronique active et une fibrose interstitielle focale

chez certaines souris a été observée.

L’exposition chronique (6 heures/jour, 5jours/semaine pendant 78 semaines) a
des poussieres de sous sulfure de nickel (0,97mg/m? de nickel, soit une concentration
d’environs 0,7 mg/m°) a entrainer une augmentation des lésions pulmonaires chez
des rats Fisher 344 (Benson et al., 1990). Les lésions étaient de type pneumonie,
atélectasie, bronchite, bronchectasie, emphyseme. De plus, une diminution du poids
corporel de 20 a30% a €été observée.

L’exposition chronique pendant deux ans de rats et de souris a du monoxyde
de nickel (0-0,5-1-2 mg/m® pour les rats,0-1-2-3,9 mg/m® pour les souris), du sous
sulfure de nickel ( 0-0,11-0,73 mg/m® pour les rats, 0-0, 44-0,88 mg/m* pour les
souris) , et du sulfate de nickel (0-0,03-0,06-0,11 mg/m® pour les rats,0-0,06-0,11-
0,22 mg/m® pour les souris) a entrainer des lésions respiratoires (Ottolenghi et al.,
1974). Les lésions incluaient une augmentation du poids des poumons, une

inflammation et/ou une fibrose des poumons.

Une atrophie de ’épithélium olfactif a été observée avec le sulfate de nickel.
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Une hyperplasie de la médullosurrénale a été observée chez des femelles

exposées & 2mg/m? de monoxyde de nickel et & 0,73 mg/m? de sous sulfure de nickel.

Une diminution du poids corporel a été observeée chez les souris femelles
exposées & 0,22 mg/m® se sulfate (12% par rapport aux témoins) et & 0,88 mg/m® de

sous sulfure de nickel (14% par rapport aux témoins).

Une hyperplasie des ganglions lymphatiques bronchiques a été observée avec
le monoxyde de nickel (0,5 mg/m® pour les rats, Img/m® pour les souris), les sous
sulfure de nickel (0,11mg/m® pour les rats, 0,44 mg/m* pour les souris) et le sous
sulfate (0,11mg/m*pour les rats, 0,22mg/m?® pour les souris) (Spiegelberg et al.,
1984).

5.3.  Toxicologie subchronique

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

6. Effets génotoxiques

Comme il est habituel avec les métaux, les résultats des essais de mutagénese
sont trés discordants, variant largement selon le composé utilisé et les conditions
expérimentales; il n’est pas possible de généraliser les résultats obtenus (Pichard,
2006).

Le nickel métal et le monoxyde de nickel donnent des résultats positifs in vitro
dans les tests de mutations géniques sur cellules de mammiferes, d’aberrations

chromosomiques et dans les essais de transformations cellulaires (ATSDR, 2005).
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Des résultats similaires pour d’autres composés du nickel, solubles et
insolubles, suggerent un mécanisme d’action similaire pour I’ensemble des composés
nickel et I’hypothése selon laquelle les ions nickel seraient responsables des effets
observés. En effet, alors que I’ion nickel des composés solubles peut atteindre le
noyau cellulaire par solubilisation et diffusion ou par les systémes de transport des
ions métalliques, les composés peu solubles sont phagocytés et les vacuoles liberent
les ions nickel dans le noyau cellulaire, qui peuvent altérer I’ADN (Figure 9) (Zhong
etal., 1990).

Dans une étude plus récente, Kiilunen ne met pas en évidence d'augmentation
du nombre de micronoyaux dans les cellules buccales de sujets exposés a des dériveés
solubles du nickel (non spécifiés) dans une entreprise de raffinage électrolytique
(Kiilunen et al., 1997).
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Figure 9: Représente les interactions des composes de nickel avec les cellules
épithéliales (de cible) dans la région bronchioalveolar du poumon. (Oller et al. 1997).

7. Effets cancérigenes

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

Les études expérimentales disponibles pour juger de la cancérogénicité du
nickel par voie orale sont peu nombreuse (Haber et al., 2000).
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8. Effets sur la reproduction

On a signalé une dégénération des testicules chez des rats exposés a du disulfure
de trinickel & des concentrations de nickel de 1,8 mg/m? et plus et chez des souris
exposées au méme composé a des concentrations de nickel de 3,6 mg/m® et plus
(Benson et al., 1988).

En revanche, une dégénérescence tubulaire des testicules a été observée chez
des rats exposés par voie cutanée avec du sulfate de nickel a la dose de 60 mg
de nickel/kg/jour pendant 30 jours (Mathur et al., 1977).

9. Manifestations allergiques

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

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

Des effets immunologiques, notamment un nombre accru de cellules
formatrices d’anticorps dans les ganglions lymphatiques associés aux poumons et une
activité phagocytaire réduite des macrophages alvéolaires, ont été observés chez des
souris exposées pendant 65 jours, par inhalation, a des concentrations de nickel de

0,47 mg/m?® ou plus (sous forme de monoxyde de nickel) (Haley et al., 1990).

De méme, il y a eu une diminution du nombre de macrophages alvéolaires et de
la réponse humorale chez des rats exposés pendant 4 mois, par inhalation, a une
concentration de nickel de 0,025 mg/m® sous forme de monoxyde de nickel
(Spiegelberg et al., 1984). On a observé une hausse de la mortalité due a des
infections virales chez des souris aprés une instillation intratrachéale unique de 1 a 5
mg de monoxyde de nickel avec une dose de nickel de 7 a 35 mg par kilogramme du

poids corporel (Port et al., 1975).
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I1l. LE SELENIUM

7. Les propriétes physico-chimiques

Le sélénium est un métalloide de la méme famille que 1’oxygene ou le soufre. Il
appartient au groupe VI de la classification des éléments périodique de Mendeleiev. .
Sa masse atomique est de 78,96 et de numéro atomique 34.

Du fait de l'identité de la couche électronique externe, les é1léments de la
colonne VI ont un grand hombre de propriétés physicochimiques communes.
Toutefois, ils se différencient, notamment en ce qui concerne le soufre et le sélénium,
par le fait qu'a pH physiologique, les groupements sélénohydryls sont fortement
dissociés (R-Se-) contrairement aux groupements sulfhydryls généralement protonés
(R-SH). Cela rend compte de l'intérét particulier du Se au niveau du site actif des
enzymes sé1éniées comme échangeur d'électron (Jacob et coll., 2003).

Le sélenium présente de nombreux états d'oxydation (2, 0, + 2, + 4, + 6), sous
forme de seléniure, sélenium élémentaire, sélénite, selénate (L&uchli, 1993) et est
capable de réagir avec de nombreux é1éments pour donner des composes semblables

a ceux obtenus avec le soufre (liaison Se-Se).

Ce sélénium est alors un cofacteur de plusieurs protéines, incorporé lors de leur

synthese sous forme d'un acide aming, la sé1énocystéine. (Therond et al., 1997).

8. Différentes formes de sélénium

Le sélénium est présent dans la nature et les organismes animaux et végétaux sous

des formes organiques et inorganiques.

Les formes organiques sont : la sélénométhionine et la sélénocystéine ;

L apport du sélénium et de la vitamine E dans la toxicité du nickel chez le rat Wistar Albinos.
158



Les formes inorganiques sont: sélénite, séléniure, sélénate et 1’élément sélénium
(figure 10).

Formes organiques Formes inorganiques
0O
2.
AN Sélénométhionine Se Séléniure
OH
2-
Se SeO;  Sélénite
/
O 2-
SeO,  Sélénate
H2N Sélénocystéine
OH
Se Sélénium
Se
e

Figure 10 : Représente les formes organiques et inorganiques du sélénium
(Graham, 1991).

9. Source et dose recommandée en sélénium

Dans 1’écorce terrestre, le sélénium se trouve a un taux moyen de 0,2ug/g.
Toutefois, sa répartition dans les sols est extrémement variable. A partir du sol,
I’élément peut-&tre extrait par les plantes qui le transforment en composés organiques,
telle la sélénométhionine. La teneur en Se des aliments varie beaucoup selon le type
d’aliment et la concentration en Se des sols utilisés pour la culture, la cuisson ou la
transformation n’a que peu d’effet sur la concentration en Se des aliments (Maggee et

James 1996; Navarro-Alarcon et Cabrera-Vique, 2008).
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Le sélénium se trouve généralement dans la fraction protéique des aliments, ce
sont ceux qui sont riches en protéines qui auront les teneurs les plus élevées. C’est le
cas de la viande, des poisons et des céréales, par exemple, le thon peut contenir
jusqu’a 6,2 mg Se/kg de matiere séche, le saumon et le hareng posseédent jusqu’a une
concentration moyenne de 1,9 mg/kg de matiére seche. Les fruits et les légumes verts,
de méme que le lait et les produits litieres ne contiennent que des quantités infimes de
Se (Pedrero et Madrid, 2009; Rezanka et Sigler, 2008).

Selon le tableau 5 la dose journaliére de sélénium recommandée a été fixée par
le Nutrition Board américain a 70ug pour I'homme et a 55 pg pour la femme en
dehors de la grossesse (65 pg) ou de l'allaitement (75 pg) avec un maximum de 500
pg. Le tableau résume ces données en fonction de I'age et du sexe. (Simonoff et
Simonoff, 1991).

Les symptomes d'intoxication chronique apparaissent entre 2 400 et 3 000 ug, et
une ingestion de 500 a 1 000 pg par jour est sans danger. La dose Iétale pour I'homme
est estimée entre 0,5 et 1 g par jour sous forme de sélénite ou de sélénate de sodium

selon les données obtenues chez I'animal. (Baruthio 1991).
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Tableau 5: Représente 1’apports quotidiens en sélénium recommandeés par le
Nutrition Board américain (Therond et al., 1997).

Apports recommandés

Catégories (ng)
Enfant 0 a 6 mois 10
6 moisalan 15
lanaé6ans 20
7 ans a 10 ans 30

11lansal4ans:

Gargons 40

Filles 45

15 ans 50

Homme 16 ans a 18 ans 50
Plus de 19 ans 70

femme 16 ans a 18 ans 50
Plus de 19 ans 55

Enceinte 65

allaitante 75
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10. Métabolisme du sélénium dans I’organisme

10.1. Voies de pénétration

La principale voie de pénétration du sélénium dans 1’organisme et la voie orale.

Les autres voies peuvent étre transcutanées, cutané et pulmonaire.

- Les voies transcutanée et cutanée représentent le mode de pénétration du Se
sou forme se sulfure Se qui présent dans certains shampoings antipelliculaires
et quiest plus facilement absorbé par un épithélium enflammé ou endommaggé.

- Quant a la voie pulmonaire, ce sont le Se élémentaire et le séléniure
d’hydrogene (H,Se) qui se forme par décomposition des séléniures en milieu

acide ou aqueux, qui sont surtout absorbés (Tinggi, 2003; Favier et al., 1984).

10.2. Absorption

L’efficacité d’absorption intestinale du sélénium est élevée (50 a 95 %). Elle
dépend de la forme d’apport du sélénium, du statut adéquat ou non en sélénium et de
la présence ou non d’autres aliments. Certaines formes sont préférentiellement
incorporés dans les sélénoprotéines (protéines qui nécessite Se pour l'activité
catalytique), d'autres ne sont pas spécifiquement incorporé dans les protéines, tandis
que d'autres sont excrétés (Navarro-Alarcon et Cabrera-Vique, 2008 ; Pedrero et
Madrid, 2009 ; Zeng et al., 2008).

La sélénométhionine, mieux absorbée que le sélénite, elle est majoritairement
absorbée au niveau du duodénum par un transport actif, alors que le sélénite est

absorbé par simple diffusion. Le sélénate est absorbé par un mécanisme de transport
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actif. L’ensemble des formes organiques et inorganiques du sélénium peuvent étre
utilisées par I’organisme mais leur métabolisme est différent (Figure 11). (Ducros et

Favier, 2004 ; Underwood et Suttle, 2004 ; Lebreton et al., 1998).

Se-cystéine <« | Protéines &
56 ldnvum non
[/ l spécifiques \
! \
Se04? -E—»GSS&SG—»S@H: |
|| ‘

\ Sélénophosphate [Sélénoproéines

| waes
SeCys-ARNt
\ | {//

— — =

Figure 11: Représente le métabolisme cellulaire du selénium selon Ducros et Favier,
2004.

10.3. Transport

Les formes solubles du sélénium sont redistribuées dans tout 1’organisme a

partir du duodénum (Graham, 1991).

Le sélénium est lié a des protéines plasmatiques identifiées comme étant des
protéines de transport. Actuellement, on distingue trois entités : la glutathion
peroxydase qui représente 12 a 15 % du selénium plasmatique chez 1’homme, la
sélénoprotéine- P qui en représente plus de la moitié dont sa concentration varie
directement avec la concentration alimentaire en sélénium lorsque celle-ci est
supérieure a 0,1 mg/kg d’aliment (Saito et al., 1999 Underwood et Suttle, 2004) et
les sélénoprotéines non spécifiques ou le sélénium est incorporé de fagon non
spécifique qui sont essentiellement assimilées a la sélénoalbumine car I’albumine est

la protéine plasmatique la plus abondante (Behne et Kyriakopoulos, 2001).
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Les formes organiques du sélénium traverseraient mieux les membranes
érythrocytaires que les formes ioniques. Le sélénium se lie aux globulines, albumines
et autres protéines non spécifiques (Lebreton et al., 1998). Le transfert placentaire du
sélénium est corrélé positivement au statut sélénique de la mere. La concentration
hépatique est plus élevée chez le foetus que chez la mere tout au long de la grossesse.
Le sélénium serait alors transféré par voie transplacentaire, essentiellement en fin de

grossesse (Rowntree et al., 2004).

La concentration en sélénium des différents organes est variable. Deux organes
sont riches en sélénium: le foie et le rein. Le rein, principal lieu de synthese de la
glutathion peroxydase plasmatique a la plus haute teneur en selénium par unité de
poids. Le muscle squelettique semble fonctionner comme un organe de stockage du
sélénium, il représente 45 % du sélénium corporel total (Avissar et al., 1989; Whitin
et al., 2002).

10.4. Meétabolisme du sélénium

On sait que plusieurs especes de Se présents dans les aliments sont
généralement bien absorbés dans l'intestin des étres humains. L'effet physiologique de
la consommation du Se dépend de sa forme chimique. Le métabolisme du sélénium
n’est pas totalement ¢élucidé mais le foie joue un réle central (Navarro-Alarcon et
Cabrera-Vique, 2008). En général, le corps humain métabolise les formes diverses
comme sélénite en séléniure d’hydrogene H,Se-. Ce dernier joue un réle central dans
le métabolisme du Se, car il est rapidement conjugué au glutathion sous forme de
sélénodiglutathion au niveau de cellulaire (Pedrero et Madrid, 2009).

Entre autre, le Se de SeMet, consommé sous forme de protéines alimentaires
et/ou complements alimentaires, est ainsi transférée afin de former forme biologique
du sélénium qui est 1’acide aminé sélénocystéine (SeCys) qui va étre utilisée pour

produire des sélénoprotéines (Zeng et al., 2008; Ducros et Favier, 2004).

10.5. Elimination
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L’excrétion du sélénium absorbé se fait sous forme de dérivés méthylés, mais
I’importance relative des voies d’élimination ou d’excrétion dépend d la nature des
composées séléniés ou ingérés, de la qualité absorbée et de la durée de I’exposition.

» Les poumons constituent une voie d’élimination mineure sous forme de
diméthylséléniure qui n’intervient qu’en cas de forte absorption.

» L’élimination urinaire est la voie d’excrétion majoritaire. D’aprés Lebreton
et al., 1998 elle représente 60% de 1’excrétion lors d’apport satisfaisant en
sélénium. Le taux d’excrétion urinaire est régulé par les apports : il y a
conservation du sélénium qui sera dirigé vers des organes prioritaires
(cerveau, glandes endocrines...) en cas d’apports faibles (Hatfield et
Gladyshev, 2002).

» L’¢élimination fécale est causée par les transformations du sélénium sous
forme insoluble, tandis que la quantité de sélénium excrétée est corrélée a la

quantité de sélénium ingérée (Underwood et Suttle, 2004).

11. Usages du sélénium

11.1. Utilisation du sélénium dans ’industrie

Les usages de sélénium et de ses composés peuvent étre divisés en diverses
catégories: applications électriques (25%), fabrication des pigments (10 %), industrie
de verre (40%), métallurgie (10%), applications agricole et biologique (5%), autres
usages comme vulcanisation de caoutchouc ou oxydation de catalyseur (10%)
(Simonoff et Simonoff, 1991).

11.2. Utilisations médicales du sélénium

Le Se sous forme de sélénite, séléniate et Se-méthionine est utilisé pour le
diagnostic de certains cancers. Le Se-sélénomethionine est utilisé, pour calculer la
demie-vie des plaquettes et du fibrinogene et le turn-over des protéines. Le
sélénoguanine et le sélénoguanosine ont une activité antitumorale ainsi que leurs

dérivés méthylés. Le sulfure de sélénium est utilisé dans le traitement des pellicules,
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de l'acné, de l'eczéma, de la dermatite séborrhéique et d'autres maladies de peau
(Dubois et Belleville 1988).

12. Les fonctions du sélénium dans I’organisme

12.1. Le réle des formes actives du sélénium

Le sélénium n’est pas actif en tant qu’élément simple mais au sein du site actif
de certaines enzymes. Il y est toujours incorporé a partir de la sélénocystéine, via un
transfert spécifique d’ARN. L’enzyme la plus connue, est la glutathion peroxydase,
découverte en 1957 par Gordon C. Mills. Les autres enzymes sont des sélénoprotéines
(Tableau 6).

Tableau 6 : Représente un récapitulatif des réles du sélénium (Underwood et Sulttle,
2004).
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Principales
Nomenclature Sélénoprotéine localisations Fonction
GPX1 GSH peroxydase Cytosol, Stockage,
) cytosolique (GPX) érythrocytes antioxydant
GPX2 e Plasma, reins, A11t10xydal.1t
poumons extracellulaire

. B o Membranes Antioxydant

GPX3 GPX phospholipidique intracellulaires intracellulaire
GPX4 GPX gastrointestinal Muque.uses L e
5 intestinal muqueuses

D1 Ioc.lotl.lyronule 5'-
deiodinase type [

D2 Iodothyronine 5'- Conversion de T4 en
deiodinase type II T3
Iodothyronine 5'-

D3 deiodinase type III HaEET

TRR Thioredoxine reductase Cytosol Redox/ antioxydant

Transport,
e . antioxydant,
Sel P Sélénoproteine P Plasma stockage, détoxifiant
des métaux lourds
Sélénoproteine W Muscle Antioxydant?
Sel W Sélénoprotéi .

© Se1e110p1.0te111e = Testicules Structural?

testicules

12.1.1. Glutathion peroxydase

Est une sélénoprotéine ubiquitaire ou le sélénium est le centre actif de cette
protéine tétramérique. Chaque sous unité posséde un atome de sélénium sous la forme
d’un résidu sélénocystéine. C’est une enzyme antioxydante, constitue une des
principales lignes de défense contre les agressions produites par les radicaux libres de
I’oxygene (Stoytcheva et Berry, 2009; Valko et al., 2006).

12.1.2. Sélénoprotéine désiodinase

La sélénoprotéine désiodinase est une enzyme monomeérique qui posséde un atome
de sélénium par mole de protéine. Il existe une interrelation trés étroite entre le
métabolisme du sélénium et celui de 1’iode. ce qui permit d’expliquer pourquoi le
sélénium est essentiel dans I’action des hormones thyroidiennes (Arthur et al., 1990 ;
Vanderpas et al., 1990).

12.1.3. Thioredoxine réductase
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Sélénoprotéine dimérique récemment découverte, elle est située dans le
cytoplasme des cellules humaines. Le systeme thiorédoxine est classiquement
composé de la thiorédoxine réductase (TrxR) et de son substrat, la thiorédoxine (Trx)
(Gromer et Coll., 2003; Gromer et Coll., 2004).

La réduction de la thiorédoxine par la thiorédoxine réductase serait un
mécanisme important de régulation de la croissance cellulaire normale ou tumorale,
mais aussi de la mort cellulaire programmeée et, par conséquent ferait de la carence en

sélénium un facteur de risque de développement tumoral (Didier et al., 2001).

12.1.4. Sélénoprotéine P

La sélenoprotéine P n’est pas seulement la sélénoprotéine la plus abondante
dans le plasma, mais c’est également elle qui constitue plus de 50% des réserves de
sélénium plasmatique. Cette nouvelle molécule contient plus de dix résidus sélénium
(Mostert, 2000; Burk et Hill, 2005).

Il a été proposé que sa fonction primaire soit le stockage et le transport de
sélénium dans 1’organisme (Saito et Takahashi, 2002). Par ailleurs, Ses propriétés
rédox ainsi que la capacité du sélénium a se lier aux métaux lourds suggérent

également un réle antioxydant extracellulaire.

La sélénoprotéine-P posséderait également une activité peroxydase spécifique
des phospholipides (Saito et al., 2000; Tujebajeva et al., 2000; Rayman, 2009).

12.1.5. Sélénoprotéine W

La sélénoprotéine W a d’abord été isolée a partir du cceur et des muscles et
contient 1 gramme d’atome de sélénium par mole. Des fonctions antioxydants ont été
suggerées pour cette protéine capable de lier le glutathion (Underwood et Sulttle,
2004 ; Ducros et Favier, 2004).

12.2. RO6le immunomodulateur
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Le sélénium présent en quantité importante dans les tissus a vocation
immunitaire comme le foie, la rate, et les ganglions lymphatiques. Son réle de
modulateur de la réponse inflammatoire et immunitaire passe par son action sur la
phagocytose aussi bien que par I’activation, la prolifération et la différentiation des
lymphocytes contrélant ainsi 1’expression des geénes lors de la réponse immunitaire.
Les sélénoenzymes pourraient prévenir I’apoptose, en protégeant les membranes (par
les GPx phospholipidiques) et les fragmentations de I’ADN par les peroxydes
cytosoliques (Kayanoki et al., 1996; Forceville et Van Antwerpen, 2008).

12.3. Sélénium et cancer

Le Se pourrait inhiber la carcinogénese, par augmentation de la réponse
immunitaire primaire, en protégeant les cellules contre les oxydations aberrantes, et
en diminuant la formation de métabolites cancérigénes. 1l a un réle comme inhibiteur
de la croissance tumorale et comme toxique spécifique vis-a-vis des cellules

tumorales (Simonoff et Simonoff, 1991).

12.4. Sélénium et fertilité

Le sélénium est essentiel pour la fertilité masculine; nécessaire a la biosynthése
de la testostérone et a la spermatogenese et il a été également constaté que des taux
plasmatiques de sélénium particulierement faibles avaient été observés chez des
femmes ayant subi plusieurs interruptions naturelles de grossesse. Une premiéere
explication moléculaire a été apportée concernant les problémes d’infertilité
masculine, et correspond au ro6le structural que peut avoir la GPx4 dans la

spermatogenése (Behne et Kyriakopoulos, 2001; Oldereid et al., 1998).
12.5. Fonctionnement de la thyroide

Le sélénium intervient dans la régulation de la fonction thyroidienne, et permette la
maturation et la dégradation des hormones thyroidiennes, car les désiodases
essentielles pour la régulation des taux de T3, sont des sélénoprotéines (Bianco et al.,
2002).
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En cas de déficit alimentaire en sélénium dans la thyroide, comme dans le cerveau.
Une interaction du sélénium avec 1’iode est également décrite, la carence séléniée
aggravant le deficit iode et ses conséquences (Kohrle, 2005).

12.6. Le sélénium dans le cerveau humain

Le cerveau représente un organe privilégié pour fournir le sélénium. 1l contient de
grandes quantités de cet oligo-élément essentiel, qui est conservé de maniere efficace
méme dans des conditions de carence en sélénium. Toutes les parties du cerveau et du
systeme nerveux contiennent sélénium dépendant de la GSH-Px (Christopher
Newland et al., 2006; Nazoruglu, 2009).

12.7. Détoxification des xénobiotiques et des métaux lourds

Les roles essentiels précédemment décrits sont complétés par d’autres fonctions
essentielles du sélénium, telles que son rbéle de détoxication des métaux lourds
(cadmium, mercure, plomb) ou son effet activateur de la métabolisation des

xenobiotiques organiques (Roussel et Hininger-Favier, 2009).
12.8. Modulation de I’inflammation

D’autres situations de stress oxydant et d’inflammation ont été associées au
statut en sélénium. En plus de ses effets antioxydants. Lors de traumatisme vasculaire
ou de stress oxydatif, c’est-a-dire lorsque la quantité d’hydroperoxydes d’acides gras
est trop importante, la cellule s’active par une production accrue de produits
proagrégants et pro-inflammatoires. Entre autre le sélénium exhibe des propriétés
anti-inflammatoires par la régulation de la concentration en peroxydes au site

inflammatoire.

Le sélénium intervient dans la synthése de 1’hémoglobine par son effet
réducteur puissant sur les enzymes du métabolisme de I’héme oxygénase (Rayman,

2000 ; Vitoux, 1996).

13. Carence, apport supplémentaire et toxicité
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Les carences vraies en sélénium se rencontrent lorsque les apports alimentaires
quotidiens sont tres faibles, en particulier pour des raisons geéographiques (sols
pauvres en sélénium). Deux maladies ont été associées a une carence endémique

sévere en sélénium : la maladie de Keshan et la maladie de Kaschin-Beck.

Une supplémentation a dose supranutritionnelle est souvent préconisée dans les
stratégies de prévention des pathologies associées aux déficits séléniés, cancers de la
prostate en particulier, mais le risque de toxicité doit également étre évalué pour ces
doses élevées potentiellement pro-oxydantes. Les intoxications chroniques ou aigués
par le Se du fait de 1’alimentation sont rares chez 1’homme. La dose létale (DL50) est
fixée chez I'homme entre 500 mg et 1 g de sélénium sous forme minérale (sélénite ou

sélénate de sodium) (Roussel et Hininger-Favier, 2009).

Des signes évidents de sélénose ont été rapportés par Yang et al., 1983 chez un
homme de 62 ans ayant ingéré quotidiennement 1 mg de sé1lénium sous forme de
sélénite de sodium pendant une période de deux ans. Des signes d'intoxication ont été
rapportés (perte de cheveux, des irritations bronchiques et dermiques, et fragilité des
ongles...), entrainant la mort dans certains cas (Combs, 1994; Ducros et Favier, 2004).
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V1. LAVITAMINE E

1. Définition et structure de la vitamine E

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

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

membranaires (Valko et al., 2006).

Le terme générique vitamine E regroupe deux grands groupes de molécules : les
tocophérols et les tocotrienols, comprenant chacun différentes formes moléculaires :
des vitameres alpha, beta, gamma et delta (a, B, y et 6) dépend du nombre et de la
position des groupements méthyles sur le cycle aromatique (Jensen et Lauridsen, 2007
; Aggarwal et al., 2010 ; Brigelius-Flohe, 2009; Azzi, 2007 ; Traber et Atkinson,
2007). Leurs structures chimiques se composent d’un cycle chromanol mono-, di-, ou
tri méthyle auquel est rattachée une chaine latérale a 16 atomes de carbone. (Figure

12). Cette chaine permet de définir les deux grandes familles :
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v' les tocophérols présentent une chaine latérale saturée.

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

Parmi les quatre tocophérols, 1’alpha-tocophérol est la forme de vitamine E la
plus présente dans 1’organisme, est ’antioxydant liposoluble majeur qui protége les
membranes et les lipides de la peroxydation lipidique en neutralisant les radicaux
peroxyle, alkyle et alcoxyle (ROO¢). Il est aussi I’unité de mesure pour les apports
nutritionnels recommandés et la teneur en vitamine E des aliments (Herrera et
Barbas, 2001).

OH
R, R1 R2 R3
alpha-tocopl‘llerol CH; CH; CH;
Ry alpha-tocotriénol
S béta-tocophérol
CH; H CH;

CH, béta-tocotriénol

gannna-tocopl'l’erol H CH; CH;
gamma-tocotriénol
delta-tocophérol

delta-tocotriénol H H CH;

Figure 12 : Représente la structure chimique de la Vitamine E. Les doubles liaisons
indiquées en rouge ne sont pas présentes dans les tocophérols
(Hoppe et Krennrich, 2000).

2. Les principales sources de vitamine E

Dans notre alimentation, les céréales (germes de blé 22 mg de vitamine E pour
100 g d’aliment) et les huiles végétales (30-100 mg de vitamine E pour 100 g
d’aliment) comme I’huile de tournesol ou I’huile d’olive, constituent la source
majeure de vitamine E. On la retrouve aussi dans les fruits secs (noisettes et amandes
seches), les légumes verts, le beurre et la margarine (10-80 mg de vitamine E pour
100g d’aliment) ainsi que les poissons gras parmi lesquels on peut citer le thon, le

saumon etc. (Jiang et al., 2001 ; Desmettre T et al. 2004).
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3. Besoins physiologiques et supplémentation en vitamine E

Les apports nutritionnels conseilles (ANC) en vitamine E sont variables en
fonction de I’age et de 1’état physiologique (Martin, 2001). Ainsi les besoins en
vitamine E des adultes sont estimes a 12 mg par jour tandis que chez les enfants, ils

sont compris entre 4 et 11 mg (Tableau 7).

Il existe une relation directe entre supplémentations en vitamine E (dans une
gamme allant de moins de 50 mg/j a plus de 1 000 mg/j) et I'enrichissement en
vitamine E du plasma, I'enrichissement en vitamine E des LDL et I'augmentation de la
protection anti-oxydante des LDL (Léger, 2000).

Des études, chez I'hnomme, ont montré que la supplémentation orale par la
vitamine E augmente la résistance des LDL a l'oxydation (Jialal et Grundy, 1993).
Divers travaux ont également suggéré que l'apport de vitamine E pouvait élever la

concentration du HDL-cholestérol (Hercberg et al., 1996).

De ce fait, en regroupant les données de différentes études d’intervention, nous
avons en effet rapporté que 1’augmentation de la résistance a 1’oxydation des LDL
circulantes était directement liée a la dose d’apports supranutritionnels de vitamine E

(Carbonneau et al., 1998 ; Tribble et al., 1995).

Les niveaux de supplémentation en vitamine E dépassent de tres loin lI'apport
nutritionnel conseillé dans : I'anémie hémolytique du nouveau-né prématuré (10 a 20
mg/kg/j), les pathologies du prématuré occasionnees par l'oxygénothérapie (100
mg/kg/j dans la fibroplasie rétrolentale (Wilfond et al., 1994), la malabsorption
chronique due a des anomalies génétiques (50 Ul/j dans la mucoviscidose (Peters et
Kelly, 1996), l'ataxie avec déficience isolée en vitamine E (1200 Ul deux fois par
jour), la maladie d'Alzheimer (2000 Ul/j), et chez les patients hémodialysés
chroniques (500 Ul/j) (Vatassery et al., 1999).
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Tableau 7 : Représente les apports Nutritionnels conseillés (d’aprés Martin, 2001).

Nourrissons 4
Enfants de 1 a 3 ans 6
Enfants de 4 a 6 ans 7.5
Enfants de 7 a 9 ans 9
Enfants de 10 &4 12 ans 11
Adolescents et adolescentes (13 a 19 ans) 12
Adultes de sexe masculin ou féminin 12
Femmes enceintes 12
Femme allaitantes 12
Personnes agees 20450
4. Meétabolisme, absorption, distribution et excrétion

La premiere phase du processus de digestion-absorption est la dissolution des
vitamines liposolubles, et d’une fagon générale des micronutriments liposolubles,
dans la phase lipidique du repas. Cette phase est ensuite émulsifiée en gouttelettes

lipidiques au niveau stomacal puis duodénal.
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Il ne semble par ailleurs exister aucun métabolisme de ces vitamines

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

Dans la suite du processus de digestion, les vitamines lipophiles se retrouvent
incorporées, avec les autres composants lipidiques, dans des micelles mixtes, de cette
facon la vitamine E est absorbée de 55-79 %, depuis la lumiére intestinale par un
processus de diffusion passive a travers ’entérocyte en méme temps que les lipides
alimentaires (Reboul, 2011). Par ailleurs, il est admis que la vitamine E est incorporée
sous forme libre dans les chylomicrons. Ce processus implique la MTP (microsomal

triglycerides transfert protein) (Anwar et al., 2007).

La vitamine E restant dans les chylomicrons résiduels, ¢’est-a-dire celle qui n’a
pas été échangée avec d’autres lipoprotéines ou distribuée aux tissus périphériques
lors de la lipolyse par les lipases endothéliales, est captée par le foie. L’a-tocophérol
est incorporée dans les very low density lipoprotein (VLDL), selon un mécanisme non
élucide, ce qui va permettre sa distribution aux tissus périphériques. Cette
incorporation met en jeu 1’a-tocopherol tranfert protein (a- TTP), qui possede une
stéréospécificité forte pour le RRR-a-tocophérol, ce qui explique la prépondérance de

ce vitamere dans le plasma (Traber, 2007).

En plus La protéine du transfert plasmatique des phospholipides (PLTP), qui est
connue pour favoriser I'échange de phospholipides et dautres composés amphiphiles
entre les structures lipidiques, facilite I'échange du a-tocophérol entre les High-
density lipoproteins (HDL) et les Low-density lipoproteins (LDL) (Desrumaux et al.,
1999). Approximativement la moitié du a-tocophérol plasmatique est présente dans
les LDL et I’autre moitié est distribuée entre les VLDL et les HDL, voir figure 13
(Cuvelier et al., 2003).

La vitamine E connait 2 voies d’excrétion : une excrétion urinaire pour les
métabolites résultant de 1’action antioxydante du a-tocophérol et ceux qui proviennent
d’une voie d’excrétion non oxydative. L’excrétion fécale est majeure pour la vitamine
E ingérée (Traber et Kayden, 1989).
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Figure 13 : Représente le mécanisme d’absorption, transport, distribution de la

vitamine E d’apres Azzi et stocke, 2000.

5. Les interactions entre la vitamine E et certains antioxydants

Aucun facteur vitaminique ne peut étre considéré isolement. En effet, I’activité
de la plupart des vitamines dépend souvent d’un ou plusieurs autres nutriments
(vitamines, minéraux et oligoéléments). Les interactions vitaminiques peuvent
s’exercer au niveau de 1’absorption intestinale, du métabolisme et des mécanismes
d’action des vitamines. Les interactions vitaminiques se traduisent soit par des effets
additifs, soit par des effets synergiques, soit par des effets antagonistes. Dans le
premier cas, I’interaction des deux vitamines résulte en 1’addition de I’effet de
chacune des deux vitamines tandis que dans le deuxiéme cas, I’interaction résulte en
un effet supérieur a la somme des effets produits par chaque vitamine. Dans le

troisieme cas, la somme des effets est inferieure a I’effet propre de chaque vitamine
(Guilland, 2011).
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5.1. Interactions entre les vitamines E et C

Le stress oxydatif induit des dommages irréversibles dans les molécules telles
que les lipides, les protéines et I’ADN. 1l a été¢ impliqué dans la genese de nombreuses
maladies (cancers, athérosclérose, diabéte sucré, maladie d’Alzheimer...) (Tribble et
al., 1995).

La régénération du radical tocophéroxyle par la vitamine C est bien démontrée
in vitro. Le mécanisme de cette synergie est basé sur la réduction des radicaux
tocophéroxyles (a-TO¢) par 1’acide L-ascorbique pour régénérer la a tocophérol, la
vitamine E serait régénérée a 1’interface cytosol (phase aqueuse)/membrane cellulaire
(bicouche de phospholipides) et I’interaction ascorbate/radical tocophéroxyle serait
facilitée par le positionnement du noyau chromanoxyle a proximité de la surface de la
membrane. Dans ce modele, la queue phytyle du tocophérol est bien ancrée dans la
double couche lipidique et le noyau chromanol « flotte » au contact de I’interface
phase aqueuse/phase lipidique afin de rendre accessible a 1’ascorbate la fonction
hydroxyle en position 6 du noyau chromanol qui est oxydé. ce mécanisme a été mis
en évidence par Niki et al., 1982. Cette réaction fait partie du systéme de protection
antiradicalaire des membranes biologiques (Jacques et al., 1995).

En fait, la régénération de la vitamine E ne dépend pas que de I’ascorbate : le
radical tocophéroxyle pourrait aussi arracher un électron a I’ubiquinol (coenzyme

Q10) membranaire.

De méme, I’acide lipoique, le glutathion et le B-caroténe semblent interagir
entre eux et avec la vitamine E afin de maintenir la constance de 1’état redox
cellulaire. Un schéma hypothétique a donc été proposé (Figure 14) (Bertinato et al.,
2007).
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Figure 14 : Represente la régénération de la vitamine E a partir de sa forme
radicalaire et synergies probables entre différents couples oxydoréducteurs (Guilland,
2011).

5.2. Interactions entre les vitamines E et A

Les mécanismes par lesquels la vitamine E épargne la vitamine A incluent : une
protection de la vitamine A de I’oxydation dans la lumiére intestinale; une
augmentation de 1’absorption intestinale de la vitamine A et une augmentation du
stockage de cette vitamine. Il existe également une relation entre le niveau des
réserves de vitamine A et la teneur du régime en vitamine E a été établie par plusieurs
auteurs. (Moore, 1940; Sklan et Donoghue, 1982; Abawi et Sullivan, 1989).

Les résultats des études qui ont investigué les effets de 1’administration. de
vitamine A (25 000 Ul/j) associée au B-caroténe (30 mg/j) pendant six ans induit une
augmentation faible mais significative de la concentration sérique de 1’a-tocophérol

(Goodman et al., 1994).
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Des travaux anciens montrent qu’un apport normal de vitamine E stimule la
conversion du B-caroténe en vitamine A, des doses élevées de vitamine E réduisent
significativement la quantité de vitamine A formuée et stockée dans le foie (Johnson
et Baumann, 1948). Cet effet est observé méme lorsque le B-caroténe est administré
par voie intraveineuse avec 1’a-tocophérol (Mc Gilivray et Worker, 1958). Les doses
¢levées de vitamine C semblent aussi moduler 1’utilisation du -caroténe (Mayfield et
Roehm, 1956).

5.3. Interactions entre les vitamines E et K

Bien que I’existence d’interactions entre les vitamines E et K soit connue depuis

plus de 50 ans, les mécanismes impliqués ne sont pas encore précises.

La vitamine E pourrait avoir un effet anticoagulant en modulant le métabolisme
de la vitamine K. I’étude the Glynn et al., 2007 a montré que la consommation de

suppléments de vitamine E diminue le risque de thrombose veineuse de 21 %.

La vitamine K intervient a la phase post-transcriptionnelle de la synthése de
plusieurs protéines de la coagulation, dont le facteur IX, par une réaction de

carboxylation qui transforme des précurseurs inactifs en protéines fonctionnelles.

La vitamine E bloque cette réaction de carboxylation de la prothrombine, il
donc probable que la vitamine E a un effet antithrombotiques grace a son pouvoir

d’inhiber 1’agrégation plaquettaire. ainsi que le montrent Tovar et al., 2006)

5.4. Interactions entre les vitamines E et le sélénium

La vitamine E est une vitamine liposoluble, et se concentre dans les parties
riches en matieres grasses du corps. Au niveau cellulaire cela signifie que la vitamine
E se trouve dans la membrane cellulaire, ou elle fonctionne comme un antioxydant
protégeant la cellule contre l'oxydation toxique. La vitamine E agit comme
antioxydant en coopération étroite avec le Sélénium, oligo-élément, qui se trouve, lui,

a l'intérieur de la cellule (Pharazyn et al., 1990).

L apport du sélénium et de la vitamine E dans la toxicité du nickel chez le rat Wistar Albinos.
180



La biodisponibilité de la vitamine E et le sélénium est influencé par la quantité et
la nature des protéines présentes dans la ration alimentaire ( Barbezat et coll, 1984 ;
Greger et Marcus, 1981) et la présence de la vitamine E modifient le degré de toxicité
du sélénium dans certains cas de toxicité au sélénium (Levander et Morris, 1970 ;
Wittinget Horwitt, 1964).

Des données récentes confirment le role majeur que joue le sélénium dans de
nombreuses situations physiopathologiques. Une carence modérée en sélénium,
surtout lorsqu’elle est associée a un statut en vitamine E bas, semble accroitre la

sensibilité a diverses maladies dans lesquelles le stress oxydant est implique.

Le sélénium entre dans la composition de la glutathion-péroxydase, une enzyme
isolé dans les hématies humaines (Auasthi et al., 1975). Il semble y avoir interaction
entre cet enzyme et la vitamine E pour prévenir toute destruction oxydative de la

membrane cellulaire (Gibson et Scythes, 1984; Thompson et Robinson, 1980).

6. Roles biologiques de la vitamine E

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

Les lipides membranaires sont particuliéerement sensibles aux radicaux
oxygenes (effet polaire). Leur réaction avec I’oxygéne (autoxydation) géneére des
radicaux peroxyalkyles instables qui évoluent pour fournir des aldéhydes ou des
cetones susceptibles d’altérer les molécules d’ADN et les protéines. De nombreux
phénomeénes inflammatoires ont pour origine des réactions en chaine induites par des

radicaux libres oxygénés.

Les constituants de la vitamine E sont aptes a céder de facon efficace leur atome

d'’hydrogéne phénolique aux radicaux hydroxyles (OHe¢) ou peroxydes (ROQs). Ce
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transfert d'atome ne réduit bien sOr pas la concentration en radicaux libres puisqu'il se
forme un radical aryloxy (tocophéryloxy). La durée de vie du radical tocophéryle est
de I’ordre de la seconde. (Figure 15). 1l peut donc se coupler avec un autre radical (par
exemple alkylperoxy) et conduire ainsi a la formation de peroxydes qui peuvent étre
¢liminés : il y a rupture de la chaine d’autoxydation (disparition de radicaux) ; une
particularité des radicaux tocophéryles par rapport a des radicaux oxygénés plus

simples est leur relative inertie chimique vis-a-vis d’une liaison C-H ce qui bloque la

Initiating Event

* Carbon-centered

Free Radical
E ree Ica 02 ~

Chain

Reaction
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> PROPAGATION

4 g
Peroxyl Radical
- <<
= W a-TO TERMINATION

via
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R-O0-H

Lipid (polyunsaturated fat,
pid (polyunsaturated fai) Hydroperoxide

chaine d’autoxydation afin de stabiliser les membranes cellulaires (Burkitt , 2001).
Figure 15: Représente I’effet de la vitamine E au niveau des trois phases de la

peroxydation lipidique (Burton, 1990).

Ce rble essentiel lui confere le pouvoir de stabilisateur de membrane et donc de

protection des membranes cellulaires (myocarde, systeme nerveux), des globules
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rouges, de 1’endothélium vasculaire, de la peau et des acides gras essentiels. Elle

protége également la membrane des spermatozoides (Van Acker et al., 1993).

Des études animales ont montré des effets bénéfiques de suppléments de
vitamine E, tels que modulation de la réponse immunitaire, diminution de la
peroxydation des lipides, réduction de la mortalité chez la souris brllée infectée
(Kuroiwa et al., 1991), Peck et Alexander, 1991; Lennon et al., 1993), diminution de
I'accumulation intra-pulmonaire de leucocytes et augmentation de la synthése

hépatique de protéines en réponse h l'injection d'endotoxine (Grimble, 1993).

. MATERIELS ET METHODES

L apport du sélénium et de la vitamine E dans la toxicité du nickel chez le rat Wistar Albinos.
183



5. Matériel biologique et conditions d’élevage

Nous avons utilisé 70 rats blancs males Rattus rattus de la souche Wistar,
provenant de I’institut pasteur d’Alger. Agés de 8-9 semaines, d’un poids vif moyen
de 270 g. Ce sont des mammiféres de ’ordre des rongeurs, largement utilisés dans

divers domaines de recherche.

Ces rats ont ét¢ soumis a une période d’adaptation d’un mois environ, aux
conditions de I’animalerie; a une température de 25°C £ 2° et une photopériode

naturelle.

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

énergétiquement equilibré, dont la composition est détaillée dans le tableau 8.

Tableau 8 : Représente la composition de I’alimentation pour 1 kilogramme
d’aliment (Upreti et al, 1989).

Matieres alimentaire Quantité en g/kg d’aliment Pourcentage (%)
Mais 420 42
Soja 260 26
Saccharose 210 21
Huile 20 2
Son 60 6
Vitamine 30 3

6. Traitement des rats

Les rats males ont été repartis en 7 groupes de 10 rats, il s’agit de :
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Groupe 1 : rats témoins ont recu une eau physiologique par injection intra-

péritonéale.

Groupe 2 : rats traités par la vitamine E sous forme de a-tocophérol a raison de

15 mg/kg de poids corporels (Pari et Prasath, 2008).

Groupe 3 : rats traités par le sélénium sous forme de sélénite de sodium a raison
de 10 pg/100 g de poids corporels (Pari et Prasath, 2008).

Groupe 4 : rats traités par le nickel sous forme de sulfate de nickel a raison de 20

mg/kg de poids corporel chaque jour (Sakly et al, 2003).

Groupe 5 : rats traités par le sulfate de nickel avec la méme dose que celle du
groupe 4 avec supplémentation quotidienne en o-tocophérol a raison de 15 mg/kg de

poids corporel.

Groupe 6 : rats traités par le sulfate de nickel avec la méme dose que celle du
groupe 4 avec supplémentation quotidienne en sélénite de sodium a raison de 10

ug/100 g de poids.

Groupe 7 : rats traités par le sulfate de nickel avec la méme dose que celle du
groupe 4 avec supplémentation quotidienne en a-tocophérol et en sélénite de sodium

avec les mémes doses précédemment détermines.

Ce traitement s’est poursuivi pendant 21 jours par voie intra-péeritonéale pour les

sept groupes.

7. Sacrifices et prélevements des organes

7.1. Prélevement sanguin

Apres 21 jours de traitement les 7 groupes sont sacrifiés (par décapitation), le
sang est immédiatement recueilli dans deux tubes polyéthylénes étiquetés. L’un
contient I’anticoagulant EDTA et ’autre étant sec, ce dernier est centrifugé a 5000
tours/min pendant 15 minutes, les échantillons obtenus ont été stockés au congelateur
a —20°C jusqu’a I’analyse. Alors que les tubes & EDTA ont été utilisés pour

déterminer la formule de numération sanguine (FNS).
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7.2. Prélevement des organes

Les animaux sacrifiés ont été pesés puis ouverts ventralement pour le

prélevement de certains organes :

v Les reins, les testicules et le cerveau ont été stockés au congélateur pour le
dosage des parameétres du stress oxydant.

v' Le foie a été stocké selon deux méthodes : la moitié au congélateur pour le
dosage des parameétres du stress oxydant, et I’autre moitié fixée dans le Bouin

alcoolique afin de réealiser des coupes histologiques.

La Figurel6 schématise les différentes étapes du protocole expérimental utilisé.
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Figure 16 : Représente le schéma récapitulatif du protocole expérimental.

8. Meéthodes de dosage des paramétres biochimiques

8.1. Protéines totales

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

8.1.1. Principe

Les liaisons peptidiques réagissent avec les sulfates de cuivre en milieu alcalin
formant une coloration violette (bleu-violet) dont I’intensit¢é mesurée a 550 est

proportionnelle a la quantité de protéines présentes dans le milieu (Burtis et al, 1999).

8.1.2. Réactifs

Réactif du Biuret Tartrate de potassium sodium 15 mmol/l.
lodure de sodium 100 mmol/l.
lodure de potassium 5 mmol/l.
Sulfate de cuivre 19 mmol/I.

Calibrant Sérum albumine bovin (standard) 70 g/l.

8.1.3. Mode opératoire

Blanc Etalon Echantillon
Réactif (ml) 1.0 1.0 1.0
Etalon (ul) - 25 -
Echantillon (ul) - - 25
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Meélanger, incuber pendant 5 min a 370 C, ou 10 min a une température ambiante.

Lire les densités optiques des échantillons et de 1’étalon contre le blanc a 550 nm.

8.1.4. Calcul de la concentration

La concentration des protéines totales est calculée par la formule suivante :

.. DO, . : i
Proteine totale (g/1) = ﬁ = concentration de l'etalon { 70 g/1)
étalon

8.2. Dosage d’albumine

La détermination de la concentration de I’albumine a été réalisée par la méthode

colorimétrique.

8.2.1. Principe

L albumine réagit avec le vert de bromocrésol (BCG), pour former un complexe
coloré. Le pH du milieu est maintenu a 4.2 par le tampon. Apres I’incubation,
I’absorbance du mélange est mesurée a 628 nm (Doimas, 1971).

8.2.2. Réactifs

Réactif 1 : Vert de bromocrésol 0.14 g/L.
Tampon succinate pH 4,2 75 mmol/L.
Brige 35 7 ml/L.

Calibrant Sérum albumine bovin (standard) 50 g/L.

8.2.3. Mode opératoire

Blanc Etalon Echantillon

L apport du sélénium et de la vitamine E dans la toxicité du nickel chez le rat Wistar Albinos.
189



Reéactif (ml) 5 5 5
Etalon (ul) - 20 -

Echantillon (ul) - - 20

Mélanger, incuber pendant 5 min a 370 C. Lire les densités optiques contre le blanc a
628 nm.

8.2.4. Calcul de la concentration

La concentration d’albumine est calculée par la formule suivante :

DO, _ .
Albumine (g/1) = —===tl® . concentration de 1'étalon ( 50 g/1)
Doénlnr_

8.3. Dosage du glucose

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

glucose oxydase selon la fiche technique (Spinreact).

8.3.1. Principe

Le glucose est transformé par la glucose oxydase (GOD) en acide gluconique et
peroxyde d’hydrogéne (H,O;). Ce dernier, en présence de peroxydase (POD), oxyde
le chromogeéne incolore (4-aminophénazone) en un compose coloré en rouge-violet

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

p—D—Glucose+0O, +H,O LD;- Acide gluconique + H,O,.

H,O, + pheénol + 4 —aminophénazone ﬂ} Quinone + H,O.

8.3.2. Réactifs

Réactif 1 : TrispH 7.4 92 mmol/l.
Tampon Phénol 0.3 mmol/l.
Réactif 2 : Glucose oxydase (SOD) 15000 U/ 1.
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Enzyme Peroxydase (POD) 1000 U/

4-Aminophenazone (4-AP) 2.6 mmol/l.

Glucose calibrant Glucose aqueous (standard) 100 mg/dl.

Réactif de travail: dissoudre le contenu de réactif 2 dans le flacon de réactif 1 et

mélanger Iégérement.

8.3.3. Mode opératoire

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

Mélanger, incuber pendant 10 min a 370 C, ou 15-20 min a une température
ambiante. Lire les absorbances des échantillons et de 1’étalon contre le blanc réactif a

505 nm. La coloration finale est stable au moins 30 minutes.

8.3.4. Calcul de la concentration

La concentration du glucose est calculée par la formule suivante :

DO, , .
Glucose (mg/dl) = —=kz=tllen . concentration de I'étalon (100 mg/dl).

atalon

8.4. Dosage de la créatinine

La détermination de la créatinine a été réalisée par la méthode cinétique
colorimétrique selon la fiche technique (Spinréact).

8.4.1. Principe

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

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

concentration en créatinine de I’échantillon (Murray, 1984).

8.4.2. Réactifs

Réactif 1 : Acide picrique 17.5 mmol/l.
Réactif 2 : Hydroxyde de sodium 0.29 mol/ .
Créatinine calibrant Créatinine aqueux (standard) 2 mg/dl.

Réactif de travail: mélanger un volume de réactif 1 avec un volume de réactif 2.

8.4.3. Mode opératoire

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

Mélanger, déclencher le chronometre. Lire a 492 nm la densité optique (DO1) apres

30 secondes et la densité optique (DO2) apres 90 secondes.

8.4.4. Calcul de la concentration
La concentration de la créatinine est calculée selon la formule suivante :

o ADO -ADO,, .
Créatinine (mg/dl) =

< concentration de ['étalon (2 mg/dl)

ADO=(DO1-DO02)

8.5. Dosage de I’urée
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Le dosage de 'urée a été réalisé par la méthode cinétique enzymatique a

I’uréase (Kit Spinréact).
8.5.1. Principe

L’uréase hydrolyse 1’urée en ammoniaque (NHj3) et le dioxyde de carbone (CO,).

L’ion ammonium réagit avec 1’alpha-cétoglutarate en présence de la glutamate
déshydrogénase et du systtme NADH/NAD+ servant I’indicateur, ou la diminution de
I’absorbance a 340 nm due a la transformation du NADH en NAD+, cette diminution
est directement proportionnelle a la concentration de I'urée dans 1’échantillon

(Kaplan, 1984), selon les réactions ci-dessous :

Urée+H,0+2H" _UIE NH, + O,

GLDH
2NH J o cétoglutarate + NADH ————  H.,O+ NAD +L- glutamate.

8.5.2. Réactifs

Reactif 1 : TrispH 7.8 80 mmol/l.
Tampon a-cétoglutarate 6 mmol/l.
Réactif 2 : Urease 3750 U/I.
Enzymes Glutamate déshydrogénase (GLDH) 6000U/L.
NADH 0.32 mmol/l.
Urée calibrant Urée aqueux (standard) 50 mg/dl.

Réactif de travail: dissoudre le réactif 2 dans le réactif 1 et mélanger légérement.

8.5.3. Mode opératoire

Blanc Etalon Echantillon

Réactif de travail (ml) 1.0 1.0 1.0
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Etalon (ul) - 10 -

Echantillon (ul) - - 10

Mélanger, Lire les densités optiques de 1’échantillon et de 1’étalon apres 30

secondes (DO1) et aprés 90 secondes (DO2) a 340 nm.

8.5.4. Calcul de la concentration

La concentration de 1’urée est calculée par la formule suivante :

ADO

Urée (mg/dl) = échantillon

ADO
ADO=(DO2-DO1)

< concentration de 'etalon (50 mg/dl)

etalon

8.6. Dosage de I’acide urique
Pour réaliser ce dosage, nous avons utilisé des coffrets (Spinreact).
8.6.1. Principe

L’oxydation de 1’acide urique en allotoine et peroxyde d’hydrogéne par 1’uriase.
Sous I’action de la POD-4 aminophenazone (4-AP) et le 2-4 dichlorophénol sulfate

(DLPS) ; le peroxyde forme un composant rouge de Quinoneimine.

Uricase
Acide urique+ 2H,0 +0O, gllontoine +CO, +H,0,.
Peroxydase
2H,0, + 4-AP+ DLPS @uinoneimine +4H,0.
8.6.2. Réactifs

Réactifs Composition Concentration

R1 Phosphate pH7.4 50 mmol/L
Tampon 2-4 Dichlorophenol sulphonate 4 mmol/L

(DCPS)
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R2 Uricase 60 U/L
Enzyme Peroxydase (POD) 660 U/L
Ascorbate oxidase 200 U/L
4- Amino antipyrine (4-AP) 1 mmol/L
R3 Etalon de l'acide urique aqueux 6 mg/dl
primaire
Etalon

Dissoudre le contenu de R2 dans la fiole de R1. Mélanger bien et doucement

jusqu'a la dissolution compléte.

8.6.3. Mode opératoire

Blanc Etalon Echantillon
RT (ml) 1 1 1
Etalon (ul) - 25 -
Echantillon (ul) - - 25

Agiter bien et incuber pendant 5 min a 37°C, ou 10min a 15-25 minutes.

L’intensité de la couleur est proportionnelle a la concentration de 1’acide urique
dans I’échantillon. Aprés incubation du mélange a 37C°, et & une longueur d’onde A=
520 nm. Les densités optiques de 1’échantillon et du standard sont déterminées contre

celle du blanc. La persistance de la couleur a duré 30 minutes.

8.6.4. Calcul de la concentration

Mesurer l'absorbance (A) de I'échantillon a 520nm et de I'étalon contre le blanc, la

couleur est stable aprés 30 min.

La formule donnant la concentration de I’acide urique est la suivante :
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DO Echontillon
Acide urique = x 6 (concentration du standard).
DO Standard

8.7. Dosage de la phosphatase alcaline
Pour réaliser ce dosage, nous avons utilisé des coffrets (Spinreact).
8.7.1. Principe

La phosphatase alcaline catalyse 1’hydrolyse de p-nitrophényl phosphate & pH 10.4
pour donner le p-nitrophénol et le phosphate (Wenger et al, 1984 ; Rosalki et al,

1993), selon la réaction suivante :

P - nitrophényl phosphate+ H O i} p - nitropheénol + phosphate.

La formation de p-nitrophénol est mesurée photométriquement, ou elle est

proportionnelle a I’activité catalytique de la phosphatase alcaline dans 1’échantillon.

8.7.2. Réactifs

Réactif 1: Diethanolamine (DEA) pH 10.4 1 mmoll/l.
Tampon Chlorure de magnésium 0.5 mmol/l.
Réactif 2 : p-nitrophényl phosphate (pNPP) 10 mmol/l.
Subsrat

Reéactif de travail : dissoudre une tablette de réactif 2 (substrat) dans le tampon
(réactif 1).

8.7.3. Mode opératoire

Reéactif de travail (ml) 1.2

Echantillon (ul) 20

M¢élanger, incuber pendant une minute. Lire a 405 1’absorbance initiale et démarrer
le chronometre simultanément. Lire a nouveau apres 1, 2 et 3 minutes. Déterminer la

moyenne des absorbances par minutes (A Abs/min) pour I’utiliser dans les calculs.
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8.7.4. Calcul de la concentration

Pour estimer I’activité enzymatique de la PAL, on utilise la formule suivante :
PAL (UL'L) = A DO/min = 3300

8.8. Dosage d’Aspartate aminotransférase
Nous avons utilisé des coffrets (Spinreact) pour réaliser ce dosage.
8.8.1. Principe

L’aspartate aminotransférase (AST) appelée aussi L'oxaloacétate de glutamate
(GOT) catalyse le transfert réversible d'un groupe aminé a partir de l'aspartate au o-
cétoglutarate formant le glutamate et I'oxaloacétate. L'oxaloacétate est réduit au
malate par la malate déshydrogénase (MDH) et le NADH,H+ (Reitman, 1957,
Murray, 1984):

. AST .
Aspartate + o — cétoglutarate —2" 5 glutamate + oxaloacétate
, NMDH
Oxaloacétate + NADH+H” — " sMalate + NAD"

8.8.2. Réactifs

Réactifs Composition Concentration
R1 TrispH 7.8 80 mmol/L
Tampon L-Aspartate 200 mmol/L
R2 NADH 0.18 mmol/L
Substrat Lactate déhydrogénase (LDH) 800 U/L
Malate déhydrogenase (MDH) 600 U/L
a-cétoglutarate 12 mmol/L

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

8.8.3. Mode opératoire
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Réactif de travail (ml) 1.0

Echantillon (ul) 100

Me¢élanger, incuber pendant une minute. Lire a 340 ’absorbance initiale et démarrer

le chronomeétre simultanément. Lire a nouveau apres 1, 2 et 3 minutes.

8.8.4. Calcul de la concentration

La concentration d’aspartate aminotransférase calculée par la formule suivante :

ASAT (ULLy=AA/min x 1750

8.9. Dosage d’Alanine aminotransférase
Nous avons utilisé des coffrets (Spinreact) pour réaliser ce dosage.
8.9.1. Principe

Le principe est présenté selon la réaction suivante :

ALT

o —cétoglutarate + L — alanine ——— > glytamate + pyruvate
£ LDH £
pyvruvate + NADH+H ——— > L —lactate + NAD

La diminution de la concentration en NADH est directement proportionnelle a

I’activité enzymatique d’alanine aminotransférase dans I’échantillon (Reitman, 1957;

Murray, 1984).

8.9.2. Réactifs

Réactifs Composition Concentration
R1 TrispH 7.8 100 mmol/L

Tampon L-Alanine 500 mmol/L
R2 NADH 0.18 mmol/L

Substrat Lactate déhydrogénase (LDH) 1200 U/L
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Oxoglutarate 15 mmol/L

Réactif de travail (RT) : Dissoudre le contenant du R2 dans le flacon de R1. Ce réactif

est stable 2 semaines a 2-8°C.

8.9.3. Mode opératoire

Réactif de travail (ml) 1.0

Echantillon (ul) 100

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

absorbances par minutes (A Abs/min) pour 1’utiliser dans les calculs

8.9.4. Calcul de la concentration

La concentration d’alanine aminotransférase est calculée par la formule suivante :

ATAT (UVL)=AA/min x 1750
8.10. Dosage de a amylase
Nous avons utilisé des coffrets (Spinreact) pour réaliser ce dosage.
8.10.1. Principe
Le taux de la formation de 2-chloro-4 nitrohenol est directement proportionnel a la

concentration catalytique de a-amylase dans I'échantillon.

o amylase
10 GNPG; »  9CNP (2-chloro-4 nitrohenol) + 1CNPG 2 (2-

chloro-4 nitrohenyl-  -D- maltoside) + Maltotriose (G 3) + Glucose (G )

8.10.2. Réactifs

Réactifs Composition Concentration
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R MSE pH 6 100 mmol/I
CNPG3 2.25 mmol/l
Sodium clorhidre 350 mmol/l
Calcium acetate 6 mmol/l
Potassium thiocyanate 900 mmol/I
Sodium acide 0.95 gr/l
8.10.3. Mode opératoire
Température 37°C
Réactif : (ml) 1
Echantillon (ul) 20

Mélanger et incuber 30 secondes, a une temperature 37°C. Mesurer I'absorbance

(A) de I'échantillon a 405 nm par minute pendant 1a 3 minutes

8.10.4. Calcule de la concentration

Activité (AMS) UI/L = A DO x 3954

8.11. Dosage de la bilirubine totale

La détermination de la bilirubine a été réalisée par la méthode colorimétrique

(selon la fiche technique Spinreact).

8.11.1. Principe

L apport du sélénium et de la vitamine E dans la toxicité du nickel chez le rat Wistar Albinos.
200



La bilirubine réagit avec ’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 & la concentration de la bilirubine dans 1’échantillon (Malloy et al,
1937 ; Kaplan et al, 1984 ).

8.11.2. Réactifs

Réactif 1 : Acide sulfanique 30 mmol/l.
Bilirubine totale Acide chlorhydrique 50 mmol/l.
Diméthylsulfoxide (DMSO) 7 mmol/l.
Réactif 2 Nitrite de sodium 29 mmol/l.
Calibrant Il est sous la réference : 1002250

8.11.3. Mode opératoire

Blanc BL totale
Réactif 1 : BL totale (ml) 15 1.5
Réactif 2 : (ul) - 50
Echantillon/calibrant (pul) 100 100
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Mélanger et lire la densité optique apres 5 minutes d’incubation a une longueur
d’onde 555 nm.

8.11.4. Calcul de la concentration

La concentration de la bilirubine est calculée par la formule suivante :

DO échantillon- DO blanc échantillon
Bilirubine totale = X-Concentration de calibrant
DO calibrant- DO blanc calibrant

8.12. Dosage du cholestérol

8.12.1. Principe

La méthode est celle décrite par Trinder, 1969.Le cholestérol et ses ester, sont
libérés a partir lipoprotéines par les détergents. Le cholestérol estérase hydrolyse les
esters. Le H,O, est formé dans la réaction d’oxydation enzymatique du cholestérol
sous I’action du cholestérol oxydase. Ce dernier réagit avec le phénol pour produire le

quinonimine.

Le cholestérol est présent dans I’échantillon sous forme d’un complexe coloré

selon la réaction suivante :

CHE
Cholesterol esters + H,O — cholesterol + asides gras
CHOD
Cholesterol + O; » 4-cholestenona + H 209
POD
2 H,0, + phenol + 4-aminophenasone > quinonimine + 4 H,0

L’intensité de la couleur formée est proportionnelle a la concentration du

cholestérol dans I’échantillon.

8.12.2. Réactifs

Réactifs Composition Concentration

R1 tampon Pipes pH 6,9 90 mmol/L
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phénol 26 mmol/L
R2 enzymes Cholestérol estérase (CHE) 300 U/L
Cholesterol oxydase (CHOD) 300 U/L
Peroxydase (POD) 1250 U/L
4- aminophenasone (4-AP) 0.4 mmol/L
Calibrant Etalon de cholestérol aqueux 200mg/dL
primaire

Réactif de travail : Dissoudre le contenu de R2 dans la fiole R1.

Mélanger bien et doucement jusqu'a la dissolution complete. Ce réactif de travail
est stable 1 moi a 2-8 C ° a I’abri de la lumieére.

8.12.3. Mode opératoire

Blanc Etalon Echantion
RT (ml) 15 1.0 1.0
Etalon (pul) - 10 -
Echantillon (ul) - - 10

Agiter bien et incuber pendant 5 min a 37°C, ou 10min a la température de 25C°.

Mesurer 1’absorbance (A) de 1’échantillon a 505 nm et de 1’étalon contre le blanc,

la couleur est stable apres 60min.

8.12.4. Calcule

(A) échantillon

X200(standard concentration) = mg/dl cholestérol de I’échantillon

(A) Etalon
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Facteur de conversion : mg/dLx0, 0258=mmol/L.

8.13. Dosage des triglycérides

8.13.1. Principe

La méthode utilisée est celle décrite par Tietz, 1990. Les triglycérides sont

déterminés aprés une hydrolyse enzymatique par les lipases. L’indicateur est un

quinoneimine formé a partir du peroxyde d’hydrogéne, du 4-aminophénazone et du 4-

chlorophénol sous I’influence catalytique de la peroxydase. Les triglycerides présents

dans 1I’échantillon sous la forme d’un complexe coloré selon la réaction suivante :

LPL

Les triglycérides +H o0O ——— glycérol+acides gras libres

Glycerol kinase
Glycerol + ATP » G3P+ ADP.

GPO
G3P+0, » DAP+H,0,

POD

2H»07 +P-chlorophenol+ 4-Aminophenazone —— > quinone+H,0.

L'intensité de la couleur formée est proportionnelle a la concentration des

triglycérides dans L’échantillon.

8.13.2. Réactifs

Réactifs Composition Concentration
R1 tampon GOOD pH 7,5 50 mmol/L
p-chlorophenol 2 mmol/L
R2 enzyme Lipoprotéin lipase (LPL) 150000 U/L
Glycérolkinase(GK) 500 U/L
Glycérol-3-oxidase(GPO) 2500 U/L
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Peroxidase(POD) 440 U/L
4-aminophenazone(4-AP) 0,1 mmol/L
ATP 0,1 mmol/L
Calibrant Etalon de triglycéride primaire 200 mg/dL

Réactif de travail : Dissoudre le contenu de R2 dans la fiole R1.

Mélanger bien et doucement jusqu'a la dissolution compléte. Ce réactif de travail

est stable 6 moi a 2-8¢° ou une semaine a 15-25C°.

8.13.3. Mode opératoire

Blanc
RT (ml) 1.0
Etalon (ul) -
Echantillon (pl) -

Etalon

1.0

10

Echantillon

1.0

10

Agiter bien et incuber pendant 5min a 37°C, ou 10 min a la température de 25C°.

Mesurer I'absorbance (A) de I'échantillon a 505nm et de I'étalon contre le blanc, la

Couleur est stable aprés 30 min.

8.13.4. Calcule

(A) échantillon
X 200 (&talon.co
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(A) étalon

8.14. Dosage des lipides totaux

La méthode utilisée est celle décrite par Kaplan et al, 1984. Selon la fiche
technique Spinreact.
8.14.1. Principe

Les lipides insaturés réagissent avec 1’acide sulfurique pour former des ions

carbonium ensuite ces ions forment avec le phosphovainille un complexe rose.

8.14.2. Réactifs

Réactifs Composition Concentration

Réactif principale phosphovainilline 235 mmol/L
Etalon Etalon des lipides totaux 750 mg/dl
Reéactif optimal Acide sulfurique H 2SOy 80%

8.14.3. Mode opératoire

Blanc Etalon Echantillon
H 2S04 (ml) 25 25 25
Etalon (pl) - 100 -
Echantillon (ul) - - 100

Mélanger bien et incuber les tubes préparés pondant 10 min dans un bain marie

a 100°C. Refroidissez dans la glace et transférez dans une cuvette.

Blanc Etalon Echantillon
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H 2S04 (ml) 1.0 1.0 1.0

Etalon d'acide condensé (ul) - 50 -

Echantillon d'acide condensé (ul) - - 50

v’ Secouer entiérement les tubes, utiliser un provocateur mécanique.
v" Incuber pendant 15 min a 37°C.
v" Mesurer l'absorbance (A) de I'échantillon a 520 nm et de I'étalon contre le

blanc, la couleur est stable apres 1heure.

8.14.4. Calcule

(A) échantillon
X 750= mg/dI concentration des lipides totaux

(A) étalon
9. Dosage des paramétres hematologique

La toxicité hématologique a été mise en évidence a travers la détermination de la
formule numérique sanguine (FNS) a 1’aide d’un Coulter automatique. Les paramétres
mesurés sont les globules rouges et blancs, 1’hémoglobine (Hb), I’hématocrite (Ht), le
volume globulaire moyen (VGM), la concentration corpusculaire moyenne en

hémoglobine (CCMH) et la teneur globulaire moyenne en hémoglobine (TGMH).

10. Dosage des paramétres du stress oxydant
10.1. Préparation de I’homogénat

Un gramme de foie, des reins, des testicules ou du cerveau des rats des différents
groupes étudiés, a été utilisé. Apres broyage et homogénéisation des tissus dans le
TBS (Tris 50 mM, NaCl 150m M, pH 7.4), on a procédé a une centrifugation de la
suspension cellulaire (9000 trous/min, 4°C, 15 min), puis le surnageant obtenu est
aliquoté dans des tubes eppendorfs puis conservés a -20°C en attendant d’effectuer les

dosages des parameétres du stress oxydatif.

10.2. Dosage du glutathion des organes

L apport du sélénium et de la vitamine E dans la toxicité du nickel chez le rat Wistar Albinos.
207



Le dosage du glutathion est réalisé selon la méthode de Ellman (1959) modifié par
Jollow et al., 1974. Le principe de ce dosage repose sur la mesure de 1’absorbance
optique de 1’acide 2-nitro-5-mercapturique qui résulte de la réduction de ’acide 5,5
dithio-bis-2-nitrobenzoique (DTNB) par les groupements (-SH) du glutathion. Pour
cela on réalise une déprotéinisation afin de garder uniquement les groupements (-SH)

spécifique du glutathion.

La procédure expérimentale du dosage du glutathion est la suivante :
v" Prélever 0.8 ml de I'homogénat.
v' 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.

SSEENEE NN

Ajouter 1 ml du tampon Tris, pH 9.6.
v" Mélanger et ajouter 0.025 ml de I’acide 5,5 dithio-bis-2-nitrobenzoique
(DTNB) a 0.01 M.

Laisser pendant 5 min a une température ambiante et lire les densités optiques a
412 nm contre le blanc réactif.

La concentration du glutathion est obtenue par la formule suivante :

DO x 1 = 1,525
13100 = 0.8 x 0.5 x mg protéine

GSH (nmol GSH/ mg protéine) =

e DO : Densité optique.

e 1 : Volume total des solutions utilisées dans la déprotéinisation (0.8ml
homogénat + 0.2 ml de 1’acide salicylique).

e 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).

e 13100 : Coefficient d’absorbance du groupement —-SH a 412 nm.

e (.8 : Volume de I’homogénat.

e 0.5:Volume du surnageant.

10.3. Dosage des protéines
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La concentration de protéines est déterminée selon la méthode de Bradford (1976)

qui utilise

le bleu de Coomassie comme réactif. Ce dernier réagit avec les

groupements amines (—-NHy) des protéines pour former un complexe de couleur bleu.

(L apparition de la couleur bleue refléte le degré d’ionisation du milieu acide et

I’intensité correspond a la concentration des protéines).

Pour cela, nous avons procédés aux étapes suivantes :

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

Lire a 595 nm les densités optiques contre le blanc.

La concentration des protéines est déterminee par comparaison a une gamme

¢talon d’albumine sérique bovine (Img/ml) préalablement réalisée dans les mémes

conditions (voir fig.12).

DO

0.8
0,7
0,6
0.5
0.4
0.3
0,2
0,1

0

y=0,652x+ 0,016
R*= 0,995

0 0,2 0.4 0.6 0.8 | 1.2
BSA mg/ml

Figure 17 :

10.4.

Représente la gamme d’étalonnage utilisée (BSA 1mg/ml) pour le dosage
des protéines.

Dosage de malondialdéhyde (MDA)
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Le MDA peut é&tre détecté par une réaction colorimétrique a 1’acide
thiobarbiturique (TBA). La détection du MDA issue de la dégradation des acides gras
polyinsaturés a 3 ou 4 doubles liaisons peroxydées, constitue une méthode trés
sensible pour déterminer une lipopéroxydation in vitro. Le dosage du MDA est réalisé
selon la méthode d’Esterbauer et al, (1992).

Le principe de ce dosage est basé sur la condensation de MDA en milieu acide et a
chaud avec I’acide thiobarbiturique, pour former un pigment (rose). Ce chromogene

peut étre donc mesuré par spectrophotométrie d’absorption a 530 nm.

La procédure experimentale du dosage, est la suivante :
v Prélever 375 ul de 'homogénat (surnageant).
v Ajouter 150 pl de la solution tampon TBS (Tris 50 mM, NaCl 150 mM
pH 7.4).
v" Ajouter 375 pl de la solution TCA-BHT (TCA 20%, BHT 1%)

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

Ajouter 80 pl du HC1 0.6 M.
Ajouter 320 pl de la solution Tris-TBA (Tris 26 mM, TBA 120mM).

v' Mélanger et incuber au bain marie a une température de 80°C pendant

v
v Prélever 400 pl du surnageant.
v
v

10 minutes.

La densité optique a été enregistrée a A = 530 nm. L’absorbance est directement
proportionnelle a la quantité de MDA formé, donnant ainsi une évaluation précise des

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

DO.10°

C (nmol/mg protéine) = ——
e.L.y.Fd

« C : Concentration en nmoles/mg de protéines ;
* DO : Densité optique lue a 530 nm ;
* ¢ : Coefficient d’extinction molaire du MDA = 1.56 105 M-1 cm-1 ;
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* L : Longueur du trajet optique = 0.779 cm ;
* X : Concentration de I’extrait en protéines (mg/ml) ;

» Fd : Facteur de dilution : Fd = 0.2083.

10.5. Dosage de I’activité enzymatique du glutathion peroxydase (GPx)

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

transformé en (GSSG) sous I’influence de la GPx selon la réaction suivante :

H,0, + 2GSH—> GSSG + 2H,0.

Pour cela que, nous avons procédé aux étapes suivantes :
v Prélever 0.2 ml de I'hnomogénat (surnageant).
v' Ajouter 0.4 ml de GSH (0.1 mM).
v' Ajouter 0.2 ml de la solution tampon TBS (Tris 50 mM, NaCl 150 mM
pH 7.4).
v"Incuber au bain marie a 25°C, pendant 5 min.
v' Ajouter 0.2ml de H202 (1.3 mM) pour initier la réaction, laisser agir
pendant 10 minutes.
v' Ajouter 1 ml de TCA (1%) pour arréter la réaction.
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)

Mélanger et apres 5 minutes lire les densités optiques a 412 nm.

NSRRI

La détermination de I’activité¢ enzymatique de la GPx se fait a ’aide de la formule

suivante :

(DO échantillon x DO étalon x 0.04

GPx(umol GSH/mg protein)= X 5/[protéinelmg/ml
DO étalon
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e DO échantillon : Densité optique de 1’échantillon.
e DO ¢étalon : Densité optique de I’étalon.

e 0.04 : Concentration de substrat (GSH).

10.6. Dosage de ’activité de Glutathion S-Transférase (GST)

La mesure de l’activit¢ des GST, consiste a fournir a ’enzyme un substrat en
général du (CDNB) 1-chloro, 2.4-dinitrobenzene, qui réagit facilement avec de
nombreuses formes de GST et du glutathion. La réaction de conjugaison de ces deux
produits entraine la formation d’une molécule nouvelle qui absorbe la lumiére a 340

nm de longueur d’onde.

10.6.1. Protocole expérimental

La méthode utilisée dans cette étude pour doser les GSTs est celle de Habig et al
(1974) ; celle-ci consiste a faire agir les GSTs contenues dans 1’homogénat sur un
mélange (GSH + CDNB) a une température de 37°C et a un pH de 6.5. La variation
de la densité optique, due a I’apparition du complexe GSH-CDNB, est mesurée

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

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

La valeur de la densité optique du blanc (conjugaison spontanée du substrat) a été
ensuite retranchée a la valeur de chaque essai afin de mesurer la variation due

uniquement a I’activité de I’enzyme.
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La concentration de la GST est obtenue par la formule suivante :

: . DO échant/min — DO blanc/mi
GST(nmol GST/min/mg proteine) = (DO échant/min anc/min)

9.6 x mg de proteine
e Do : Densité optique de 1’échantillon /min.

e Do/min blanc : Densité optique du blanc /min

e 9.6 : Coefficient d’extinction du GSH-CDNB exprimé en mM. Cm.
11. Etude histologique
Les coupes histologiques ont été réalisées a I’hopital d’Ibn Roched d’Annaba,
Service de I’Anatomie Pathologique. La technique utilisée est celle décrite par
(Houlod, 1984) qui comporte les étapes suivantes :

> Fixation : La fixation des échantillons a été faite dans le Bouin alcoolique

Préparation du Bouin alcoolique (100ml)

e Solution d’acide picrique 1% dans 1’éthanol a 95% : 45 ml.
e Formol : 26 ml.

e Acide acétique : 07 ml.

e Eau distillée : 22 ml.

Les prélevements réalises sont alors mis dans des cassettes spéciales a parois

tournées afin de permettre le passage des liquides.

» Déshydratation des échantillons
Au début, il faut déshydrater les échantillons a 1’aide d’un appareil automatique qui
permet le passage automatiques et progressif des échantillons dans des bains
d’¢éthanol de concentration croissante (70%, 95% et 100%).

» L’inclusion et réalisation des blocs

Les piéces sont alors plongées dans des bains de paraffine liquide.
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Les tissus étant maintenu et imbibés de paraffine, viennent alors 1’étape de
I’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 I’état liquide par un
systeme de chauffage, un petit robinet et une plaque métallique réfrigérée pour obtenir

la solidification rapide du bloc de paraffine contenant le tissu.

La réalisation des coupes minces de quelques microns (5 um en moyenne) est
possible grace a des appareils spéciaux appelés « Microtomes ». Ces coupes sont
étalées sur des lames porte-objet, déplissées et fixés sur la lame par 1’utilisation d’une

eau gélatineuse chauffée.

> La coloration

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

coloration suive les étapes suivantes :

e Déparaffiner et hydrater les lames a I’eau du robinet puis rincer a I’eau
distillée.

e Immerger dans un bain d’Hématoxyline de Harris (15 minutes) qui colore en
bleu violacée les structures basophiles (noyaux).

e Différencier les coupes dans I’alcool acide (1 a 2 plongées) ; déposer ensuite
les lames dans un bain d’eau du robinet et vérifier la différenciation au
microscope.

e Bleuir dans un bain d’eau ammoniacale.

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

lavages a I’eau du robinet.
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Les préparations ont ensuite été séchées puis observées au microscope optique et

photographiées a I’aide d’un appareil photo.

12. Traitement statistique des résultats

Les résultats ont été représentés sous forme de moyenne plus ou moins (Moy +
SEM) I’écart type moyen, la comparaison entre les différents groupes sont effectuées
aprés une analyse de la variance (ANOVA) et une comparaison des moyennes par le
test Whitney. L’analyse statistique des données a été réalisée grace au logiciel
MINITAB (Version 16.1.1.0).

Les différences sont considérées comme :

significatives lorsque (P < 0,05).

e hautement significative comparant au témoin (P <0,01).

e trés hautement significative comparant au témoin (P < 0,001).

e significatives comparant au lot traité par le toxique seul (P <0,05).

e hautement significative comparant au lot traité par le toxique seul (P <
0,01).

e trés hautement significative comparant au lot traité par le toxique seul
(P <0,001).

e Avec P : Seuil de signification.
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Il. RESULTATS

1. Parametres de croissance

1.1. La croissance corporelle

Nos résultats montrent une diminution trés hautement significative (P<0,001)
de poids corporel chez le lot traité par le sulfate de nickel (-24.45%) par rapport au
groupe témoin, et une diminution significative (P<0,05) chez le lot traité par Ni+Vit
E, tandis que, on n’enregistre aucune différence significative du poids corporel chez
les lots traités par le sélénite de sodium, la vitamine E et par les combinaisons; Ni+Se

et Ni+Vit E+Se comparant aux rats témoins.

En effet, nous remarquons une diminution de 22,79 du gain du poids corporel
des rats traité par le sulfate de nickel comparativement aux rats témoins et aux rats
traités par la vitamine E sous forme de a-tocophérol ; le sélénite de sodium et les
combinaisons (Ni+Vit E; Ni+Se et Ni+Vit E+Se) ou nous avons enregistré des
augmentations au niveau du gain de poids corporel de +38,7g jusqu’a +54,9g
(Tableau 9).

En revanche on a remarqué une différence tres hautement significative
(P<0,001) des combinaisons Ni+Vit E ; Ni+Se et Ni+Vit E+Se comparativement au

lot traité par le sulfate de nickel (Tableau 9 ; Figure 18).

1.2. Etat pondéral de certains organes
1.2.1. Foie

On Note une diminution significative (P<0,05) du poids absolu (Tableau 10,
figure 19) chez les groupes traité par le sulfate de nickel (+6,82%) comparants au
groupe témoin, et une diminution trés hautement significative (P<0,001) du poids
relatif chez le méme lot comparativement au lot témoin. Par contre, on n’enregistre
aucune différence significative chez les lots traités par la vitamine E, sélénium,
Ni+Vit E, Ni+Se et Ni+Vit E+Se (Tableau 10, figure 19, figure 20) avec une
différence significative (P<0,05) du lot trait¢ a la combinaison Ni+Vit E+Se

comparativement aux rats traités par le Ni (Tableau 10, figure 20).
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1.2.2. Reins

Nos résultats montrent qu’il y a une différence significative (P<0,05) du poids
absolu et une différence trés hautement significative (P<0,001) du poids relatif des
reins chez le groupe traité par le nickel (+11,11%) comparant au groupe témoin. Et
gu’il n’y a pas eu de variations statistiguement significatives du poids relatif ainsi que
celle du poids absolu des reins chez les lots traités par la vitamine E, le sélénium et
par les combinaisons (Ni+Vit E, Ni+Se et Ni+Vit E+Se) comparant aux rats témoins.
On a enregistré une différence significative (P<0,05) des combinaisons (Ni+Vit E et
Ni+Vit E+Se) comparativement au lot traité par le nickel (Tableau 10, figure 21,
figure 22).

1.2.3. Cerveau

Les résultats du tableau 10 et des figures 23 et 24 révélent une augmentation
tres hautement significative (P<0,001) du poids relatif du cerveau chez le lot traité par
le nickel (+5,80%) et non significative chez les rats traité par la vitamine E, le
sélénium et par les combinaisons (Ni+Vit E, Ni+Se et Ni+Vit E+Se) comparant aux
rats témoins. Par ailleurs, on n’enregistre aucune différence significative du poids
absolu du cerveau chez I’ensemble des los traités comparativement au lot témoin. On
note une différence trés hautement significative (P<0,001) comparativement au lot

toxique chez les lots traités par la vitamine E et/ou le sélénium.

1.2.4. Testicules

Au niveau des testicules les résultats des poids absolus et relatifs ne présente
aucunes variations significatives chez les rats traités par la vitamine E, le sélénium et
par les combinaisons (Ni+Vit E, Ni+Se et Ni+Vit E+Se) comparant aux rats témoins.
Mais, on note une différence significative du poids absolu (P<0,05) et une différence
tres hautement significative (P<0,001) du poids relatif chez les rats traité au nickel
(+7,28%) comparant aux rats témoins. En revanche, il existe une difference
significative (P<0,05) chez les rats traité & la combinaison Ni+Se et une différence
hautement significative (P<0,01) chez le lot traité par le Ni+Vit E+Se en comparant

avec le lot traité au Ni (Tableau 10 et des figures 25 et 26).
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Tableau 9: Représente la variation de poids corporel (g) et le gain de poids (g) chez les rats témoins et les rats traité par la vitamine E (Vit E), le

sélénite de sodium (Se), le sulfate de nickel (Ni) et les combinaisons (Ni+Vit E, Ni+Se et Ni+Vit E+Se) aprés 21 jours de traitement.

Lots expérimentaux

Parametres
Témoin Vit E Se Ni Ni+Vit E Ni+Se Ni+Vit E+Se
Poids initial
229,3 + 14,66 228,2 + 15,54 230,8 + 10,39 233,4 + 34,38 229,7 + 12,46 229,6 + 35,21 229,5 +4,92
(9)
Poids final
278,9 + 12,52 279,2 + 9,68 281,8 + 8,56 210,7+33,28 ¢ 268.4 +7,96% 271,2 +20,08" 2844 +6,27
(9)
% - +0,10 % +1,03 % -24.45 % -3,76 % -2,76 % +1,97 %
Gain de poids
© +49.6 +51 +51 2227 +38,7 +41,6 +54.,9
g

% . Différence significative comparant au témoin (P <0,05).° : Différence trés hautement significative comparant au témoin (P <0,001).
" Différence trés hautement significative comparant au lot traité par le Ni (P <0,001). P : Seuil de signification.
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Figure 18 : Représente la variation du poids corporel en (g) des rats témoins et traités apres
21 jours de traitement.

% : Différence significative comparant au témoin (P <0,05).

¢ : Différence trés hautement significative comparant au témoin (P <0,001).

"- Différence trés hautement significative comparant au lot traité par le Ni (P <0,001).
P : Seuil de signification.
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Tableau 10 : Représente la variation des poids absolus (PA) (g) et relatif (PR) (g/100g de poids corporel) des organes (foie, rein, cerveau et

testicules) chez les rats témoins et les rats traité par la vitamine E (Vit E), le sélénite de sodium (Se), le sulfate de nickel (Ni) et les combinaisons

(Ni+Vit E, Ni+Se et Ni+Vit E+Se) aprés 21 jours de traitement.

Lots expérimentaux

Organes
Témoin Vit E Se Ni Ni+Vit E Ni+Se Ni+Vit E+Se
PA 8,94 + 0,25 8,88 + 0,24 8,89 + 1,23 9,55 + 0,787 8,99 + 0,52 8,95 + 0,53 8,91 +0,27°
Foie
PR 3,21+0,19 3,18+0,16 3,16+0,16 4,65+0,92° 3,35+0,19" 3,30+0,16' 3,13+0,10'
% - -0,67% -0,55% +6,82% +0,55% +0,11% -0,33%
PA 0,72+0,05 0,71+0,06 0,70+0,07 0,80+0,07° 0,70+0,07¢ 0,75+0,10 0,71+0,03¢
Reins
PR 0,26+0,06 0,25+0,01 0,25+0,02 0,38+0,05° 0,26+0,03" 0,27+0,03" 0,25+0,01"
% - -1,38% -2, 77% +11,11% 2,77% +4,16% -1,38%
PA 1,55+0,18 1,563+0,15 1,51+0,18 1,64+0,15 1,62+0,05 1,569+0,08 1,56+0,09
Cerveau
PR 0,560,08 0,54+0,05 0,53+0,07 0,79+0,10° 0,60+0,02" 0,59+0,06' 0,55+0,04"
% - -1,29% -2,58% +5,80% +4.51% +2.58% +0,64%
Testicules PA 1,561+0,12 1,52+0,11 1,563+0,11 1,62+0,10% 1,53+0,09 1,562+0,07° 1,50+0,07 ¢
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PR

0,54+0,05

0,54+0,04

0,54+0,04

0,78+0,15°

0,57+0,03"

0,56+0,06"

0,52+0,03"

%

+0,66%

+1,32%

+7,28%

+1,32%

+0,66%

-0,66%

% . Différence significative comparant au témoin (P <0,05).° : Différence trés hautement significative comparant au témoin (P <0,001).

9: Différence significative comparant au lot traité par le Ni (P <0,05). ®: Différence hautement significative comparant au lot traité par le Ni (P
<0,01). ": Différence trés hautement significative comparant au lot traité par le Ni (P <0,001). P : Seuil de signification.
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Figure 19 : Représente 1’évolution du poids absolu du foie (g) chez les rats témoins et traités

aprés 21 jours de traitement.
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Figure 20 : Représente 1’évolution du poids relatif du foie (g/100mg Pc) chez les rats témoins

et traités apres 21 jours de traitement.
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Figure 21 : Représente 1’évolution du poids absolu des reins (g) chez les rats témoins et

traités apres 21 jours de traitement.
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Figure 22 : Représente 1’évolution du poids relatif des reins (g/100mg Pc) chez les rats

témoins et traités apres 21 jours de traitement.
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Figure 23: Représente 1’évolution du poids absolu du cerveau (g) chez les rats témoins et

traités apres 21 jours de traitement.
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Figure 24: Représente 1’évolution du poids relatif du cerveau (g/100mg Pc) chez les rats

témoins et traités aprés 21 jours de traitement.
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Figure 25 : Représente 1’évolution du poids absolu des testicules (g) chez les rats témoins et

traités apres 21 jours de traitement.
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Figure 26 : Représente 1’évolution du poids relatif des testicules (g/100mg Pc) chez les rats

témoins et traités aprés 21 jours de traitement.
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DISCUSSION

Notre étude est réalisée avec une concentration de 20 mg/kg poids corporel de sulfate de
nickel, une dose de 10ug/100g du sélénite de sodium et une dose de 15 mg/100g de a-
tocophérol en se référant respectivement aux travaux effectueés par Pari et Prasath, 2008;
Sakly et al, 2003.

La réduction du poids corporel est utilisée comme un indicateur général de I'état de
santé du rat. Dans nos conditions expérimentales, I’administration intra-péritonéale du sulfate
de nickel, pendant 21 jours chez le rat Wistar males a provoqué une diminution trés
hautement significative du poids corporel par rapport aux rats témoins. Cette réduction peut
étre due a la faible consommation de la nourriture, un déséquilibre hormonal et la réduction

des taux de protéines (Pardeep et al, 2004; Smialowicz et al, 1987).

Cet effet peut étre aussi expliqué par l'action du nickel sur le transport des
éléments nutritifs (les acides aminées, le glucose et les minéraux essentiels comme le
zinc, le magnésium, le fer...) par le sang et par conséquence, ils peuvent induire une mauvaise
assimilation des aliments par le corps. Dieter et al, 1988; Cempel et Janicka, 2002 ont signalé
que la baisse du gain de poids corporel peut-étre di a la dégradation augmentée de lipides et
de protéines par suite de toxicité du nickel. Notre étude est concomitante a celle de (Mandava
et al, 2009).

En revanche, le traitement des rats par la combinaison sélénite de sodium et/ou la
vitamine E chez les rats traités par le sulfate de nickel a entrainé une amélioration des poids
corporels, (Ben Amara et al., 2011; Mandava et al, 2009) ces auteurs expliquent le gain de
poids corporel de lI'animal par une augmentation de l'appétit, d’autres études ont suggéré que
la supplémentation du sélénium chez des étres humains volontaires a diminué les dépenses
énergétiques et donc causé le gain de poids et que cette amélioration est due a I'effet
protecteur du sélénium et de la vitamine E contre la toxicité des métaux lourds (Jotty et al,
2009; Soudani et el, 2011).

En ce qui concerne les effets sur le poids absolu des organes (foie, reins, testicules et

cerveau), nous avons remarqué une augmentation significative au niveau de foie, les reins et
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les testicules par contre aucune différence significative du poids absolu au niveau du cerveau.
L’augmentation de poids absolu et relatif peut étre due a I’accumulation de nickel dans les
organes étudiés ou a 1’hypertrophie tissulaire de ces organes causé par ce métal ; ces résultats
est en accord avec les travaux de Novelli et al, 1998 ; Misra et al, 1990 ; Leelavinothan et
Kasinathan, 2011.

En revanche, le traitement des rats par le sélénium et la vitamine E a entrainé une
amélioration des poids corporels et des poids relatifs des organes, cette amélioration est due a
I'effet protecteur du sélénium et de la vitamine E contre la substance toxique (Soudani et al,
2010; Cemek et al, 2010)

Nos résultats sont en accord avec les données bibliographiques (Aposhian et al, 2000)
qui ont montré que I’administration des antioxydants a augmenté I’excrétion biliaire et réduit
les concentrations hépatiques des métaux lourds, ce qui conduit a la réduction de les effets

toxiques des ces substances toxiques.

L’ensemble de ces résultats montre que la vitamine E et le selénium semble protéger le

foie, les reins les testicules ainsi que le cerveau de I’accumulation du sulfate de nickel.
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2. Parameétres biochimiques
2.1. Bilan énergétique
2.1.1. Glucose

Les résultats obtenus montrent qu'il existe une variation hautement significative
(P<0,01) de la concentration sérique du glucose (+12,94%) chez le lot traité au nickel
comparant au groupe témoin, le groupe traité par la combinaison Ni+Vit E présente une
différence significative (P<0,05) par rapport au lot témoin (+8,44%). Tandis que, la
comparaison entre les groupes traités par le Sélénium, la vitamine E et par les combinaisons
(Ni+Se et Ni+Vit E+Se) ne présente aucune différence significative. Il existe une différence
hautement significative (P<0,01) chez le lot traité par la combinaison Ni+Vit E+Se

comparativement au lot traité par le sulfate de nickel (Tableau 11, Figure 27).

2.1.2. Protéines totales

La concentration sérique des protéines totales présente une diminution trés hautement
significative (P<0,001) chez le lot traité au nickel (-18,65%) par rapport au témoin, on note
une diminution significative (P<0,05) chez les lots traités par la combinaison Ni+Vit E (-
5,73%) par rapport au lot témoin et aucune différence significative chez les rats traités
uniquement par le sélénium, uniquement par la vitamine E, et par la combinaison nickel,
sélénium et vitamine E comparant au lot témoin. En revanche, on a enregistré une différence
trés hautement significative (P<0,001) chez les lots traités par les combinaisons (Ni+Vit E,
Ni+Se et Ni+Vit E+Se) par rapport aux rats traité par le nickel (Tableau 11, Figure 28).

2.1.3. Albumine

L’analyse du taux sérique de 1’albumine révele I’existence d’une diminution trés
hautement significative (P<0,001) chez les rats traits par le sulfate de nickel (-10,40%) et une
diminution significative chez le lot traites par la combinaison Ni+Vit E (-3,13%)
comparativement aux rats témoins avec une différence hautement significative
comparativement au lot traité au nickel. Cependant, il n’existe plus de différences hautement
significatives (P<0,01) chez les lots traits par la vitamine E, le sélénium, Ni+Se et Ni+Vit
E+Se par rapport au lot témoin. Par contre on a enregistré une différence trés hautement

significative (P<0,001) en comparant au lot traité au nickel (Tableau 11, Figure 29).
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Tableau 11 : Représente la variation de quelques parameétres énergétiques chez les rats
témoins et les traités par le sulfate de nickel (Ni) ; la vitamine E (Vit E) sous forme de a-
tocophérol; le selénium (Se) sous forme de sélénite de sodium et par les combinaisons

(Ni+Vit E ; Ni+Se et Ni+Vit E+Se) aprés 21 jours de traitement.

Lots expérimentaux
Parametres
Témoin Vit E Se Ni Ni+Vit E Ni+Se Ni+Vit E+Se
08,70+ | 98,33+ | 97,05+ | 111,48+ | 107,04+ | 101,87+ | 95,04 +6,90°
Glucose 570 | 561 | 465 11,32° 9.67° 13,97
(mg/dl)
% - -0,37% | -1,67% | +12,94% | +8,44% | +3,21% -3,70%
6,97 + 6,88+ 6,81+ 5,67 6,57 + 6,6 + 6,94 10,34f
Protéines 0,37 0,35 0,33 0,27° 0,35 0,29
totales mg/dl)
% - -1,29% | -2.29% | -1865% | -573% | -530% -0,43%
5258+ | 5253+ | 52,38+ | 47,11+ 50,93+ | 52,30+ | 52,81 +0,42
c ae f
Albumine (g/ty | 028 | 017 | 025 0,35 2,05 0,51
% - -0,09% | -0,38% | -10,40% -3,13% -0,53% +0,43%

% : Différence significative comparant au témoin (P <0,05).

®. Différence hautement significative comparant au témoin (P <0,01).

¢ Différence trés hautement significative comparant au témoin (P <0,001).
°: Différence hautement significative comparant au lot traité par le Ni (P <0,01).
": Différence trés hautement significative comparant au lot traité par le Ni (P <0,001).

P : Seuil de signification.
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Figure 27: Représente la variation de la concentration sérique en glucose (mg/dl) chez les rats

témoins et traités apres 21 jours de traitement.
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Figure 28: Represente la variation de la concentration sérique en protéines totales (g/l) chez

les rats témoins et traités apres 21 jours de traitement.
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Figure 29: Représente la variation de la concentration sérique en albumine (g/l) chez les rats

témoins et traités aprés 21 jours de traitement.

2.2. Bilan rénal
2.2.1. Urée

L’administration, du nickel seul induit une augmentation (+37,48%) trés hautement
significative du taux de I’urée (p< 0,001) avec une augmentation significative (p <0.05) chez
le lot traité par la combinaison Ni+Vit E (+9,68%) ainsi que la combinaison Ni+Se (+5,04%)
I’apport du sélénium et de la vitamine E chez le méme lot traité au nickel tend a normaliser
ces valeurs. Par contre, il existe une différence trés hautement significative (p< 0,001) chez
les lots traités aux combinaisons (Ni+Vit E, Ni+Se et Ni+Vit E+Se) comparativement au lot
traité au nickel (Tableau 12, figure 30).
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2.2.2. Créatinine

Les résultats montrent une augmentation hautement significative (P <0,01) du taux
sérique en créatinine chez les rats traité au nickel (+45,46%) et une augmentation significative
(P <0,05) chez le lot traité a la combinaison Ni+Vit E (+27,11%) comparant au groupe
témoin. En revanche, on note aucune différence significative de la créatinine chez les rats
traités par le sélénium, la vitamine E et les combinaisons (Ni+Se et Ni+Vit E+Se) par rapport
au lot témoin avec une différence hautement significative (P <0,01) comparativement au lot

traité par le toxique seul (Tableau 12, figure 31).

2.2.3. Acide urique

Les niveaux de I’acide urique on été seulement sensiblement augmentés (+18,68%)
d’une fagon hautement significative (P <0,01) chez le groupe traité au nickel par rapport au
groupe témoin. Par contre, il n’existe aucune différence significative chez les autres lots

traités.

De plus, on enregistre une différence significative (P <0,05) chez les rats traités aux
combinaisons Ni+Vit E et Ni+Se, et une différence hautement significative (P <0,01) chez le
lot traité a la combinaison Ni+Vit E+Se par rapport au groupe traité au sulfate de nickel
(Tableau 12, figure 32).
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Tableau 12 : Représente la variation de quelques parameétres rénaux (urée, créatinine et acide

urique) chez les rats témoins et les traités par le sulfate de nickel (Ni) ; la vitamine E (Vit

E) sous forme de a-tocophérol; le sélénium (Se) sous forme de sélénite de sodium et par les
combinaisons (Ni+Vit E ; Ni+Se et Ni+Vit E+Se) aprés 21 jours de traitement.

Lots expérimentaux

Parametres
Témoin | VitE Se Ni Ni+Vit E Ni+Se | Ni+Vit E+Se
34,71+ | 34,36+ | 34,09+ 47,72 £ 38,07 + 36,46 + | 3591 +221'
c af af
Urée (mg/dly | 142 | 146 | 165 1,51 4,93 3,40
% - -1% | -1,78% | +37,48% | +9,68% | +5,04% +3,45%
B 059+ | 0,57+ 0,58+ 0,86+ 0,75+ 0,63+ 0,58+0,19°
Creatinine 0,18 0,16 0,15 0,14° 0,13° 0,15°
(mg/dl)
% - -3,38% | -1,69% | +45,46% | +27,11% | +6,77% -1,69%
_ _ 4,71+ | 470+ | 4,62+ 559 + 491 + 4,88 + 4,57 +0,59°
Acide urique | 072 | 0,73 0,68 0,64° 0,33¢ 0,34¢
(mg/dl)
% - -0,21% | -1,91% | +18,68% | +4,24% | +3,60% -2,97%
& Différence significative comparant au témoin (P <0,05).
® . Différence hautement significative comparant au t¢émoin (P <0,01).
¢ : Différence trés hautement significative comparant au témoin (P <0,001).
d: Différence significative comparant au lot traité par le Ni (P <0,05).
°: Différence hautement significative comparant au lot traité par le Ni (P <0,01).
" Différence trés hautement significative comparant au lot traité par le Ni (P <0,001).
P : Seuil de signification.
233

L’apport du sélénium et de la vitamine E dans la toxicité du nicRel chez le rat Wistar Albinos.




Concentration (mg/dl)

60

50

40

30

20

O Témoin

B Vit E

B Se

@ Ni

O Ni+ Vit E

O Ni+Se

O Ni+Vit E+Se

Figure 30: Représente la variation de la concentration sérique en urée (mg/dl) chez les rats

témoins et traités aprés 21 jours de traitement.
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Représente la variation de la concentration sérique en créatinine (mg/dl) chez les

rats témoins et traités aprés 21 jours de traitement.
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Figure 32 : Représente la variation de la concentration sérique en acide urique (mg/dl) chez

les rats témoins et traités apres 21 jours de traitement.
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2.3. Bilan lipidique
2.3.1. Cholestérol

Les résultats obtenus révelent une augmentation tres hautement significative (P <0,001)
de la concentration sérique du cholestérol chez le lot traité au Ni (+28,32%), une
augmentation significative (P <0,05) chez le lot trait¢ par la combinaison nickel et le
sélénium (+6,65%) et la combinaison nickel et vitamine E (+6,69%) par rapport aux groupe
témoins. En revanche, I'administration du sélénium et de la vitamine E chez le lot traité au

nickel a amélioré de sorte significative I'effet du toxique de nickel.

En revanche, on enregistre une différence tres hautement significative (P <0,001) chez
les rats traités par les combinaisons (Ni+Vit E, Ni+Se et Ni+Vit E+Se) comparativement au
lot traité au sulfate de nickel (Tableau 13, figure 33).

2.3.2. Triglycérides

L'analyse du taux des triglycérides révéle I'existence d'une augmentation
hautement significative (P <0,01) significative chez les rats traités au Ni (+14,13%) par
rapport aux témoins. Cependant, on ne note aucune différence significative chez les lots

recus une addition du sélénium et/ou vitamine E par rapport au lot témoin.

Alors que, comparativement au lot traité par le sulfate de nickel, il existe une différence
significative (p< 0.05) chez les lots traités par Ni+Vit E et Ni+Se, avec une différence tres
hautement significative (p< 0.001) chez le lot traité par la combinaison Ni+Vit E+Se
(Tableau 13, figure 34).

2.3.3. Lipides totaux

D’aprés le tableau 13 et la figures 35, la concentration sérique des lipides totaux
augmente de facon tres hautement significative (p< 0.001) chez le lot traité par le sulfate de
nickel (+17,57%) et une augmentation significative (p< 0.05) chez le lot traité par le nickel et
la vitamine E (+4,14%) par rapport au lot témoin; en revanche, on n’enregistre aucune

différence significative chez le lot traité par sélénium, la vitamine E et les combinaisons
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(Ni+Se et Ni+Vit E+Se) par rapport au lot témoin.

D’apres nos résultats, on enregistre une différence trés hautement significative (p<
0.001) chez les lots traités par la vitamine E et/ou le sélénium comparativement aux rats

traités au sulfate de nickel.
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Tableau 13: Représente la variation de quelques paramétres lipidiques (cholestérol,

triglyceérides et lipides totaux) chez les rats témoins et les traités par le sulfate de nickel (Ni) ;

la vitamine E (Vit E) sous forme de a-tocopherol; le sélénium (Se) sous forme de sélénite de

sodium et par les combinaisons (Ni+Vit E ; Ni+Se et Ni+Vit E+Se) apres 21 jours de

traitement.

Lots expérimentaux

Parametres
Témoin Vit E Se Ni Ni+Vit E Ni+Se Ni+Vit E+Se
8547+ | 84.81+ | 84.69+ 109.68+ 91.19+ 91.16% 83,95 +2,46'
Cholestérol | 7 74 750 | 750 7.70° 290" | 442"
(mg/dl)
% - -0,77% | -0,91% | +28,32% | +6,69% | +6,65% -1,77%
7745+ | 76.95t | 76.02% 88.40+ 82,20+ 81,48 + 76,70+4,80'
Triglycérides | ¢ gq 691 | 7.85 6.79" 373" | 2,59
(mg/dl)
% - -0,64% | -1,84% | +14,13% | +6,13% | +5,20% -0,96%
Lipides 332,03+ | 331,59+ | 328,02+ | 390,39+ | 34580+ | 340,60 + 330,25 =
f f f
totaux 15,88 16,50 16,07 12,87° 11,25° 17,13 15,55
(mg/dl)
% - -0,13% | -1,20% | +17,57% | +4,14% | +2,58% -0,35%
& Différence significative comparant au témoin (P <0,05).
® . Différence hautement significative comparant au témoin (P <0,01).
¢ : Différence hautement significative comparant au témoin (P <0,001).
f: Différence significative comparant au lot traité par le Ni (P <0,05).

P : Seuil de signification.

Différence tres hautement significative comparant au lot traité par le Ni (P <0,001).
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Figure 33 : Représente la variation de la concentration sérique en cholestérol (mg/dl) chez les

rats témoins et traités aprés 21 jours de traitement.
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Figure 34 : Représente la variation de la concentration sérique en triglycérides (mg/dl) chez

les rats témoins et traités apres 21 jours de traitement.
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Figure 35: Représente la variation de la concentration sérique des lipides totaux (mg/dl) chez
les rats témoins et traités apres 21 jours de traitement.

2.4. Bilan hépatique et enzymatique

2.4.1. Transaminases

Le traitement des rats par le sulfate de nickel induit une augmentation trés hautement
significative (P <0,001) de la concentration enzymatique du TGO (+83,35%), une
augmentation significative (P <0,01) du TGP (+51,79%), une augmentation significative du
TGO (+31,76%) et TGP (+20,56%) chez les lots traités par le nickel et la vitamine E, et une
augmentation significative (P <0,05) des transaminases chez le lot traité par la combinaison
Ni+Se comparativement au groupe témoin. Par contre au note aucune différence significative
de la concentration enzymatique des transaminases chez les rats traités uniquement par le
sélénite de sodium et uniquement par la vitamine E et la combinaison Ni+Vit E+Se comparant

aux rats témoins.

En revanche, comparativement au lot traité au sulfate de nickel, on enregistre une
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différence hautement significative (P <0,01) de la concentration enzymatique du TGO chez
les rats traité par le NI+Vit et Ni+Se avec une différence trés hautement significative (P
<0,001) chez lot traité par la combinaison Ni+Vit E+Se. Entre autre, nos résultats montrent
une différence significative (P <0,05) de la concentration enzymatique du TGP chez les ratés
par le Ni+Vit E et une différence hautement significative (P <0,01) chez les combinaisons

Ni+Se et Ni+Vit E+Se par rapport au lot traité au nickel (Tableau 14, figure 36 et 37).

2.4.2. Phosphatase alcaline

Nos résultats montrent une augmentation trés hautement significative (P <0,001) de la
phosphatase alcaline chez les rats traités par le sulfate de nickel (+39,34%) par rapport aux
rats témoins, en revanche on note aucune différence significative chez les rats traités par le
sélénium, la vitamine E et la combinaison Nickel et vitamine E, Nickel et sélénium et enfin la

combinaison Ni+Vit E+Se, toujours par rapport aux rats témoins.

Par ailleurs, on enregistre une différence hautement significative (P <0,01) de la
concentration enzymatique de la phosphatase alcaline chez les lots traités par le Ni+Vit E et
Ni+Se et une différence trés hautement significative (P <0,001) chez le lot traité par la
combinaison Ni+Vit E+Se comparativement au lot traité par le sulfate de nickel seul
(Tableau 14, figure 38).

2.4.3. o amylase

Les résultats illustrés dans le tableau 14 et figure 39, montrent que la concentration
enzymatique de la o amylase augmente d'une facon statistiquement hautement significative
(P <0,001) chez les rats traités au nickel (+6,64%) par rapport aux témoins. Aussi, on
note une augmentation significative de cette enzyme chez le lot traité par la combinaison
Ni+Vit E (+3,84%). Par contre, aucune différence significative chez les lots traités par la
vitamine E seul, le sélénium seule et les combinaisons Ni+Se et Ni+Vit E+Se

comparativement au lot témoin.

Entre autre, comparativement au lot traité par le nickel, on enregistre une différence

significative (P <0,05) chez le lot traité par la combinaison Ni+Vit E+Se.
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2.4.4. Bilirubine totale

L’administration de sulfate de nickel chez les rats induit une diminution hautement
significative (P <0,01) de la concentration plasmatique en bilirubine totale (+41,37%), ainsi
qu’une diminution significative (P <0,05) chez le lot traité par Ni+Vit E et Ni+Se. Tandis que,
nos résultats ne montrent pas de variations statistiquement significatives chez les rats traités

par Vit E ; Se ; Ni+Vit E+Se comparant aux rats témoins.

Nos résultats montrent une différence hautement significative (P <0,01) chez le traité
par la combinaison Ni+Vit E+Se comparativement aux rats traités par le sulfate de nickel
(Tableau 14, figure 40).

2.4.5. Bilirubine directe

Nos résultats exposent que 1’administration de du sulfate de nickel (+57,14%) chez les
rats provoque une augmentation hautement significative (P <0,01) et chez le lot traité par le
Ni+Vit E on a enregistré une augmentation significative (P <0,05) de la teneur plasmatique
en Bilirubine directe (+32,35%). Par contre, chez les rats traités uniqguement par le sélénite de
sodium, la vitamine E et par les combinaisons Ni+Se et Ni+Vit E+Se, on n’enregistre aucune

différence significative comparant aux rats témoins.

Par ailleurs, on enregistre une différence significative (P <0,05) chez le lot traité par le
Ni+Se et une différence hautement significative (P <0,01) chez le lot traité par la combinaison

Ni+Vit E+Se par rapport au lot traité par le nickel (Tableau 14, figure 41).
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Tableau 14 : Représente la variation de quelques parametres hépatiques et enzymatiques

(TGO, TGP, PAL, a amylase, bilirubine totale et directe) chez les rats témoins et les traités

par le sulfate de nickel; la vitamine E sous forme de a-tocophérol; le sélénium sous forme de

sélénite de sodium et par les combinaisons (Ni+Vit E ; Ni+Se et Ni+Vit E+Se) apres 21 jours

de traitement.

Lots expérimentaux

Parameétres
Témoin VitE Se Ni Ni+Vit E Ni+Se Ni+Vit E+Se
88,00+ 87,95+ | 87,42+ 161,35+ 115,95+ | 117,52+ | 88,69+23,50'
TGO (UIL)
27,27 27.32 26.98 23,70° 28,88% 35,49%
% - -0,05% | -0,65% | +83,35% | +31,76% | 33,54% +0,78%
39,00+ 38,47+ | 38,82+ 59,20+ 47,02+ 41,80+ | 36,92+10,64°
TGP (UIL) ) )
7,26 6,92 7,10 16,56 7,37% 4,40°
% - -1,35% | -0,46% | +51,79% | +20,56% | +7,17% -5,33%
131,67+ | 131,01+ | 129,36+ | 183,48+ 146,29+ | 147,79+ | 129,18+12,72"
PAL (UI/L)
19,14 19,37 17,02 19,50° 20,21° 19,30°
% - -0,50% | -1,75% | +39,34% | +11,10% | +12,24% -1,89%
a amylase 428,50+ | 429,00+ | 427,63+ | 456,97% 444,96+ | 441,85+ | 437,50+16,87°
(UI/L) 16,22 12,76 | 15,83 19,93° 15,557 17,31
% - +0,11% | -0,20% | +6,64% +3,84% | +3,11% +2,10%
Bilirubine 1,16+ 1,16+ 1,13+ 1,64+ 1,41+ 1,40+ 1,15+0,15°
totale (mg/dl) | 0,24 0,24 0,24 0,40° 0,19% 0,56
- 0% -2,58% | +41,37% | +21,55% | +20,68% -0,86%
Bilirubine 0,70x 0,70 0,69+ 1,10 = 0,93 091+ 0,69+0,27¢
directe (mg/dl) | 0,32 0,31 0,33 0,21° 0,17 0,23°
% - 0% -1,42% | +57,14% | +32,35% +30% -51,70%
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: Différence significative comparant au témoin (P <0,05).
: Différence hautement significative comparant au témoin (P <0,01).

: Différence trés hautement significative comparant au témoin (P <0,001).

: Différence significative comparant au lot traité par le Ni (P <0,05).
: Différence hautement significative comparant au lot traité par le Ni (P <0,01).

P : Seuil de signification.

: Différence trés hautement significative comparant au lot traité par le Ni (P <0,001).
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Figure 36 : Représente la variation de I'activité enzymatique de la TGO (UI/l) chez les rats

témoins et traités aprés 21 jours de traitement.
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Figure 37 : Représente la variation de l'activité enzymatique de la TGP (Ul/l) chez les rats

témoins et traités aprés 21 jours de traitement.
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Figure 38 : Représente la variation de l'activité enzymatique de la PAL (Ul/I) chez les rats

témoins et traités aprés 21 jours de traitement.
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Figure 39 : Représente la variation de l'activité enzymatique de la o amylase (Ul/I) chez les

rats témoins et traités aprés 21 jours de traitement.
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Figure 40 : Représente la variation de la concentration sérique de la bilirubine totale (mg/dl)

chez les rats témoins et traités apres 21 jours de traitement.
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Figure 41 : Représente la variation de la concentration sérique de la bilirubine directe (mg/dl)

chez les rats témoins et traités apres 21 jours de traitement.

DISCUSSION

Il a été enregistré une augmentation significative du glucose sérique chez les rats traités
au sulfate de nickel par rapport aux témoins. Des changements similaires de la concentration
sérique de glucose ont été observées chez les rats traités avec une solution de nickel (4 mg
(30umol)/kg du poids corporel) (Hfaiedh et al, 2008) et chez les rats traités avec du sulfate de
nickel (20 mg / kg de poids corporel, ip) (Pari et Prasad, 2008).

Le traitement au nickel a entrainé des perturbations du métabolisme des glucides qui se
manifeste par une augmentation du taux sérique du glucose, ou il bloque I’utilisation du

glucose par les cellules et meéne a la présence d’une concentration €élevée d’insuline (Eva et

Sunderman,1975 ; Sunderman et al, 1976 ; Gisela et al, 1981).

L'augmentation de la glycémie résulte probablement de I'effet inhibiteur de nickel sur la
libération d'insuline par le pancréas ou des effets directs sur le pancréas (Mathur et Tandon,
1979).
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D’autres études ont montré que le nickel inhibe la libération d'insuline dans les Tlots de
rat en réponse a des différents stimuli. Ces études suggerent une possible implication de
nickel dans la libération de I'normone pancréatique. Des études ont également suggéré que le
nickel peut provoquer une hyperglucagonémie qui semble étre responsable d’une

hyperglycémie (Sanjay et al, 2000).

Il a également été rapporté que le Ni peut augmenter l'excrétion urinaire de
corticostéroides, en outre les glucocorticoides diminuent l'absorption du glucose périphérique
et stimulent la libération de glucagonce qui explique I’hyperglycémie chez les rats traité au
nickel (Jordi et Luis, 1992; Horak et al, 1975). Cette hyperglycémie est donc due aux effets
du stress oxydant induit par le nickel

Tandis que, la diminution des taux sériques en glucose vers le niveau de controle a été
remarqué chez les rats administrés par le sélénium seul, la vitamine E seul et Ni+Vit E ;
Ni+Se et Ni+Vit E+Se peut étre due a la capacité du sélénium et de la vitamine E de
neutraliser les ROS avant qu'ils ne causent des dommages (Bansal et al., 2005) ainsi que la
supplémentation de la vitamine E pourrait modifier les récepteurs d’insuline des tissus
musculaires et adipeux par 1’augmentation de la perméabilit¢ de la membrane a fin
d’améliorer I’absorption du glucose (Bierenbaum et al,1985; Moorthi et al, 2006). Nos
résultats sont en accord avec les résultats antérieurs de Faure, et al, 2009,

Dans la présente étude, une diminution significative du niveau de I’albumine et de
protéines plasmatiques a €té enregistrée chez le lot traité par le sulfate de nickel. Les résultats
des études de Mandava et al, 2009 ont démontré aussi une baisse significative du taux des
protéines apres un traitement au nickel chez les souris. Cette réduction peut étre expliqué par ;
le fait que les ions de nickel ont une trés grande affinité pour les protéines et les acides aminés
possédent des groupements (SH, OH) et capable de produire 1’oxydation des protéines dans
les cellules. La liaison du nickel avec de certaines protéines de la chromatine dans les cellules
somatiques peut entrainer des dommages oxydatifs et structurale importantes (Costa et al,
1994; Kasprazak, 2003).

Par ailleurs, I’injection du sélénium et/ou la vitamine E aux groups traits au nickel, aide

a élever le contenue des protéines, il I’apport presque aux limites normales et d’autres études
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similaire ont montré I’effet protecteur du sélénium et de la vitamine E (Karakilgik et al, 2009;

El-Demerdash et al, 2009).

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

Ces résultats peuvent étre expliqué par la dégradation intense des composés lipidiques
des tissus lipidiques pour assure 1’énergie nécessaire aux fonctions vitale de 1’organisme, avec

diminution de I'absorption d'acides gras par le tissu adipeux (Gupta et al, 2008).

Par contre, le traitement avec le selénium et/ou Vit E a relativement améliorée le profil
lipidique chez le lot traité par le nickel, ces résultats sont en accord avec les d’autres études
(Bansal et al, 2005; Lehr et al, 1999). Entre autre la vitamine E est un antioxydant important
qui diminue la peroxydation des lipides insaturés par radicaux libres; Il contribue ainsi a la
stabilité des membranes cellulaires. Il existe des interactions entre les groupes méthyles du
tocophérol (vitamine E) et de la double liaison cis des acides gras insaturés a créer une
stabilité dans les phospholipides de la membrane cellulaire (Gupta et al, 2008; Lieber, 1993).
Tandis que le sélénium a influencé sur le profile lipidique par son pouvoir au niveau des
enzymes antioxydantes qui permettent non seulement la suppression de la toxicitt ROOH
mais elles permettent aussi la régénération des molécules lipidiques par le recyclage au niveau

de la membrane cellulaire (Karakilgik et al, 2003).

La membrane basale glomérulaire des reins n'a pas I'habitude de permettre le passage
des protéines de grande taille, et I'excrétion de ces protéines est actuellement I'un des indices

d’un dysfonctionnement rénal.

Notre étude sur la fonction rénale a montré une augmentation des taux sériques en

I’urée, en creatinine et en acide urique chez les rats traités par le nickel, est considérée comme
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un biomarqueur du dysfonction rénale et les dommages rénaux provoqué par le nickel (Prasad
et al, 1995, Novelli et al, 1998). Le niveau accru des marqueurs rénaux apres un traitement au
nickel reflete son interaction avec la membrane cellulaire, conduisant a modifiée la
perméabilité de ces membranes (Prasad et al, 2006), I’intoxication par le nickel et de
nombreux métaux lourds, induit un dysfonctionnement tubulaire ou une néphropathie tubulo-
interstitielle, qui évolue vers une insuffisance rénale. Sur le plan clinique, la néphropathie
tubulo-interstitielle chronique est diagnostiquée par I’augmentation de 1’urée et/ou de la
créatinine sanguines expliqué par 1’augmentation du catabolisme protéique, puisque ces
derniéres peuvent étre dégradées en acides aminés puis en urée et créatinine en présence de

certains facteurs (Hfaiedh et al, 2005) est en accord avec nos résultats.

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

nickel.

Dans le présent travail, nous avons étudié l'efficacité du sélénium et de la vitamine E
contre la néphrotoxicité induite par le nickel. L'administration du sélénium et/ou de la
vitamine E chez les lots traités par le nickel par voie intrapéritonéale protége la fonction
rénale de l'intoxication du nickel, comme il est indiqué par une restauration significative de
I'urée plasmatique, de la creatinine ainsi que de 1’acide urique. Des études récentes ont montré
que le sélénium a des effets protecteurs contre les dommages rénaux induits par certains
métaux lourds comme le chrome (Soudani et al, 2010). Les auteurs suggeérent aussi que la
vitamine E est un agent de protection efficace pour les reins car il augmente les processus de
défense cellulaire vis-a-vis les effets cytotoxiques du stress oxydant induit par le nickel et

réduise la production des radicaux libres (Al-Attar, 2011).

Nos résultats révelent aussi une augmentation de D’activité enzymatique de Il'a
amylase, qui peut étre expliqué par des changements dans la synthése et la sécrétion
de cette enzyme au niveau du pancréas traduisant les troubles de la fonction de cet

organe (Dormer et al, 1973).
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L’administration de la vitamine E et du sélénium a rétablit 1'a amylase a la normale ce
qui indique l'amélioration des fonctions pancréatiques grace a 1’amélioration de la
perméabilité membranaire (El-Demerdash et al, 2009), ce qui confirme nos précédents
résultats ou on a enregistré une amélioration de la concentration sérique en glucose chez les

lots traités par les combinaisons Vit E et/ou Se chez les rats traités au sulfate de nickel.

Dans plusieurs organes, les dommages cellulaires sont suivis par la libération d'un
certain nombre d'enzymes cytoplasmiques dans le sang, un phénomene qui fournit la base
pour le diagnostic clinique. Dans la présente étude, la toxicité du au traitement du nickel a été
incontestablement prouvée par l'augmentation de I’activité enzymatique de I’ASAT (aspartate
aminotransferase), ALAT (alanine aminotransferase) et de la PAL (phosphatase alcaline) ce
qui montrant que certains organes ou tissus ont été endommagés. Ces paramétres hépatiques
ont ét¢ considérés comme un outil considérable afin d’étudier la viabilité des différentes
cellules et les différentes changements de la perméabilité des membranes cellulaires (Vonen
and Morland, 1984; Misra et al, 1990).

L’augmentation sérique des aminotransferases est liée a I’effet hépatotoxique du nickel,
nos résultats sont cohérents avec les résultats de Misra et al, 1990; apres le traitement des rats

male par 107umol/kg d’acétate de nickel.

L'augmentation est probablement attribuée a une atteinte hépatique résultant en une
libération accrue d'enzymes fonctionnelles de la biomembranes ou sa synthese accrue. Selon
d'autres mécanismes, une augmentation de I’activité enzymatique du TGO, de TGP et de la
phosphatase alcaline a cause d’une fuite de ces enzymes qui peuvent étre dues a des lésions
tissulaires enjoindrai par la toxicité du nickel entrainant ainsi la perméabilité des
membranaires altérées, ce dernier étant la condition nécessaire pour la libération de ces
enzymes a partir de le tissu dans le plasma (Pardeep et al, 2004; Leelavinothan et Kasinathan,
2011; Pari et Prasath, 2008; El-Elaimy et EI-Nabi, 1990).

D’aprés nos résultats, le traitement par le sélénium et/ou la vitamine E a amélioré les
I’activité des enzymes étudié, cette étude est en accord avec celle observée par (Abdelaziz and
Ashour, 2011). Mais l'effet du traitement de sélénium était plus puissant que chez le groupe
traité a la vitamine E. En effet le sélénium est connu par sa capacité antioxydante afin

d’inhiber les processus oxydatifs des lipides et des lipoprotéines dans les membranes
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cellulaires par le biais de sa relation interactive avec les métabolites intermédiaires (Ozardalia
et al, 2004; Karakilcik et al, 2003).

Des études récentes ont montré que le sélénium a un effets protecteurs contre les
dommages du foie induite par certains métaux lourds comme I’arsenic (Nielson, 1995) et le
chrome (Ozardalia et al, 2004) indiquant I'importance du réle du sélénium dans la protection
de l'intégrité et le fonctionnement des tissus et des cellules hépatiques par son interaction avec
certains métabolites intermédiaires produits suite a un effet stressant du nickel sur les lipides

insaturés des membranes cellulaires d’une part.

D’autre part, la vitamine E et le sélénium sont bien connus par leurs capacités d’inhiber
le processus oxydative des lipides et des lipoprotéines au niveau des membranes cellulaires,
ce qui assure la stabiliser des membranes cellulaires hépatiques et de protéger les hépatocytes
contre les effets toxiques du nickel qui permet ainsi de diminuer la fuite des enzymes dans la

circulation sanguine (McPherson, 1994).

L'élévation observée de la concentration sérique de la bilirubine totale et directe chez
les rats traités par le sulfate de nickel est aussi compatible avec la présence de lésions
hépatiques qui est un indicateur de la présence d’une hyperbilirubinemie est clairement

démontre par (Leelavinothan and Kasinathan, 2011).

Chez le lot traité par la combinaison sélénium et/ou vitamine E, on a constaté
précédemment que le sélénium et la vitamine E peuvent stabiliser la membrane cellulaire
hépatique contre les différentes répercutions cellulaire provoquer par 1’effet hépatotoxique du
nickel. Cela peut étre attribué a la propriété antioxydante du sélénium et de la vitamine E
(Karakilcik et al, 2003 Soudani et al, 2011).
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3. Parameétres hématologiques

3.1. Nombre des globules rouges et taux d’hémoglobine

Selon le tableau 16 et les figures 42 et 43, chez le lot traité par le sulfate de nickel nous
avons constaté une diminution tres hautement significative (P <0,001) du taux
d’hémoglobines (-5,36%) et du nombre des globules rouges (-5,74%) comparativement au lot
témoin et une diminution significative (P <0,05) du nombre des globules rouges (GR) chez le
lot traité par la combinaison Ni+Vit E par rapport au rats témoin. Par ailleurs, il n’existe
aucune différence significative chez le lot traité par la Vit E, Se et les combinaisons Ni+Se et
Ni+Vit E+Se.

Par contre, on enregistre une différence trés hautement significative (P <0,001) du taux
d’hémoglobines et du nombre des globules rouges chez le lot traité par la combinaison Ni+Vit
E+Se. Entre autre, il existe une différence significative (P <0,05) du nombre des globules
rouges chez le lot traité par le Ni+Vit E et le lot traité par le Ni+Se comparativement aux rats

traités par le nickel.

3.2. Nombre des globules blancs

Nos résultats révélent I’existence d’une 1égére augmentation significative (P <0,05) des
lots traités par les combinaisons Ni+Se (+9,57%) et Ni+Vit E+Se (+9,32%) du nombre de
globules blancs (GB) comparant au groupe témoin. Par contre, aucune différence significative

chez les lots traités par le Ni, Vit E, Se, Ni+Vit E+Se comparativement au lot témoin.

Par ailleurs, il existe une différence hautement significative (P <0,01) du nombre de
globules blancs chez le lot traité par la combinaison Ni+Vit E+Se par rapport au lot traité par
le sulfate de nickel (Tableau 15, figure 44).

3.3. Volume globulaire moyen et du taux de I’hématocrite

Le traitement des rats par le sulfate de nickel, entraine une diminution hautement
significative (P <0,01) du taux d’hématocrite (-12,54%) et une diminution significative (P
<0,05) du volume globulaire moyen (VGM) comparativement aux rats témoins (-5,91%)

(Tableau 15, figure 45). En revanche, chez les rats traités par la combinaison Ni+Vit E on
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enregistre une difféerence significative (P <0,05) du taux de I’hématocrite et aucune différence
significative chez les lots traités par la Vit E, Se et les combinaisons Ni+Se et Ni+Vit E+Se en

comparaison avec le groupe témoin.

D’aprés nos résultats, on enregistre une différence trés hautement significative (P
<0,001) du taux d’hématocrite chez les lots traités par le nickel et la vitamine E et/ou le
sélénium plus comparativement au X rats traités par le nickel seul. En plus, il existe une
différence hautement significative (P <0,01) du VGM des rats traités par la combinaison

Ni+Vit E+Se par rapport au lot traité par le sulfate de nickel (tableau 15, figure 46).

3.4. Concentration corpusculaire moyen en hémoglobine et de la teneur globulaire

moyenne en hémoglobine

On constate une diminution statistiquement non significative de la concentration
corpusculaire  moyenne en hémoglobine et de la teneur globulaire moyen en

hémoglobine chez le lot traité par le nickel comparativement au lot ttémoin (Tableau 15).
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Tableau 15 : Représente la variation du nombre des globules rouges (GR), globules blancs

(GB), du taux moyen d’hémoglobine (Hb), du pourcentage d’hématocrite, du volume

globulaire moyen (VGM), de la concentration corpusculaire moyen en hémoglobine (CCMH)

et de la teneur globulaire moyen en hémoglobine (TGMH), chez les rats témoins et les traités

apres 21 jours de traitement.

Lots expérimentaux

Parameétres
Témoin Vit E Se Ni Ni+Vit E Ni+Se Ni+Vit E+Se
8,01+ | 8,02+ 8,05+ 7,55+ 7,81+ 7,84+ | 8,31+0,45'
GR (x10%ul) | 99 0,19 0.21
0,36° 0,15% 0,15¢
% - +0,12% | +0,49% | -574% | -2,49% | -2,12% +3,74%
783+ | 7,82+ 7,80+ 7,92+ 7,84+ 8,58+ | 8,56+0,53%
GB (x10°/ul) | gg 0,89 0,90
0,49 0,58 0,73%
% - -0,12% | -0,38% | +1,14% | +0,12% | +9,57% +9,32%
f
Hémoglobine | 15.09% | 1510+ | 1510+ | 1428% 14,64+ 14,50+ | 15,25+0,57
(g/dI) 0.65 0.64 0.66 0,48 0.29 072
% - +0,06% | +0,66% | -536% | -2,98% | -3,90% +1,06%
Hématocrite | 49,28+ | 49,35+ | 4953+ | 43,10+ 46,72+ 46,66+ | 50,44+1,54
%
%) 3,77 3,70 3,71 0,99° 1,35 1,17%
% - +0,94% | +0,50% | -12,54% | -5,19% | -5,31% +2,35%
VGM (fl) | 52,62+ | 52,87+ | 5353+ | 4951+ 50,65+ 51,46+ | 52,07+1,37°
3,77 4,05 3,45 1,25° 2,04 3,48
% - +112% | +1,72% | -591% | -3,74% | -2,20% -1,04%
CCMH (pg) | 17,87+ | 17,94+0, | 18,01+ | 17,82+ 17,98+ 17,84+ | 17,79+0,43
0,54 45 0,46 0,28 0,51 0,46
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TGMH (g/dI)

34,11+ | 34,0440,
0,78 81

33,92+
0,36

33,59+
0,80

33,56+
0,77

33,66+
0,60

33,94+ 0,57

* : Différence significative comparant au t¢émoin (P <0,05).

** . Différence hautement significative comparant au témoin (P <0,01).
%: Différence significative comparant au lot traité par le Ni (P <0,05).

. Différence hautement significative comparant au lot traité par le Ni (P <0,01).
°: Différence trés hautement significative comparant au lot traité par le Ni (P <0,001).

P : Seuil de signification.
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Figure 42: Représente la variation des globules rouges (10%/ul) chez les rats témoins et traités

aprés 21 jours de traitement.
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Figure 43: Represente la variation d'hémoglobine (g/dl) chez les rats témoins et traités apres

21 jours de traitement.
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Figure 44: Représente la variation des globules blancs (10*/ul) chez les rats témoins et traités

aprés 21 jours de traitement.
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Figure 45: Représente la variation du volume globulaire moyen (fl) chez les rats témoins et

traités apres 21 jours de traitement.
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Figure 46: Représente la variation d'hématocrite (%) chez les rats témoins et traités aprés 21

jours de traitement.
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DISCUSSION

Aprés le traitement au nickel et comparativement aux rats témoin, d’aprés nos
résultats, I'némato toxicité se manifeste par une diminution discréete du nombre des
globules rouges, d’hémoglobine et d’hématocrite avec une diminution significative de VGM
et aucune différence significative des ; CCMH, TGMH, et cela peut étre dd a l'action des
métaux lourds d'induire I'némolyse des globules rouges. Donc on peut dire que le sulfate de

nickel a provoqué une anémie (Stohs et Bagchi, 1995).

La peroxydation lipidique est un processus de dégradation induite par le stress oxydatif
et se produit facilement dans les tissus riches en acides gras polyinsaturés. La peroxydation
des lipides dans les membranes biologiques entraine des perturbations de lintégrité
structurale, la perte de fluidité, une diminution du potentiel de membranaire, et augmentation
de la perméabilité des membranes aux ions. Ces changements conduisent a des ruptures au
niveau des membranes et la libération du contenu des cellules. Les membranes des globules
rouges sont riches en acides gras polyinsaturés, une cible primaire pour les réactions
impliquant les radicaux libres, ce qui a rendu les érythrocytes vulnérable aux dommages
oxydatifs (Soudani et al, 2011).

Dans la présente étude, la sensibilité a I'némolyse des érythrocytes en présence du
sulfate de nickel pourrait étre le résultat d'une diminution de I'érythropoiése par I’inhibition de
la production des globules rouges proérythroblastes et par la destruction des érythrocytes dans
les organes hématopoiétiques. Notre conclusion est similaire a la précédente étude
d’Okwusidi, 2004, qui reléve que 1'exposition des métaux lourds a des niveaux élevés de fer
trouvés dans les hématies crée des radicaux libres qui sont trés destructeur pour la membrane

plasmique des érythrocytes.

On a enregistré une diminution de taux d'’hématocrite chez les rats traités par rapport
aux témoins, méme résultats trouvé dans I'étude de Jerry et al, 2008. Cette diminution

pourrait étre due a la diminution de taux d'hémoglobine et la compte d'érythrocytes.
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Le chlorure de nickel sensibilise in vitro les macrophages du péritoine murin a
I’induction de I’expression des genes des cytokines (Pestha et Zhou, 2006). D’autre part, par
voie orale, le traitement au sulfate de nickel n’a pas induit chez nos rats une augmentation des
globules blancs et nos résultats sont accord avec ceux rapportés chez le rat par Smialowicz et
al, (1985; 1986; 1987) ou le nickel supprime 1’activité des cellules NK (Natural Killer) et par
Jensen et al., 2004 chez ’homme dans le cas de dermatite de contacte, une diminution des
sous populations de lymphocytes T dans le sang. D’autre part, le nickel semble augmenter le
taux d’altération de I’ADN des leucocytes sanguins chez le rat (Danadevi et al, 2003) et chez

I’homme exposé professionnellement (Danadevi et al, 2004).

Par contre, le traitement par le sélénium et/ou la vitamine E a amélioré la concentration
sérique des globules rouges, d’hémoglobine et des hématocrites. D’autres études ont
considéré le sélénium comme un oligo-élément essentiel qui pourrait étre utilisée en tant que
complément alimentaire contre I'anémie. Vu le role important du sélénium dans la prévention
de la formation de radicaux hydroxyles ainsi que dans la protection des différents fonctions
tissulaire. L'effet protecteur du sélénium peut étre di a ses propriétés de stabiliser la
membrane cellulaire, bien que I’inhibition de la peroxydation lipidique (Soudani et al, 2011;
Inan et al, 1998).

En revanche, On a enregistré une augmentation bien claire des globules blancs
chez les rats traités a la combinaison Ni+Se et Ni+Vit E+Se par rapport aux témoins.
Cette augmentation constatés dans nos résultats, explique que l'animale mobilise toutes
ces capacité de défense (notamment les leucocytes) pour lutter contre les infectieux
causés par la présence des xénobiotiques dans son organisme (Srivastava et Narain, 1985;
Wataha et al, 2002). Ce qui confirme la présence d’une amélioration du systéme immunitaire

contre l'infection qui pourrait avoir été causé par les toxiques.

L'addition du sélénium et de la vitamine E chez les lots traités par le nickel a induit une
augmentation significative de nombre des globules blancs. Ce ci est du au réle exercé par la
synergie de la vitamine E et de sélénium dans la régulation de 1’expression des cytokines et
des sélénoprotéines pour le bon fonctionnement des cellules du systeme immunitaire. Donc,
il semble que le sélénium et la vitamine E agit comme antioxydants et diminue I’effet toxique
du nickel (Levander, 1977).
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Les données obtenues suggerent que la supplémentation en vitamines E et en sélénium
touche différents marqueurs sérologiques dans le sérum des rats traité par le nickel, qui
suggére que ces antioxydants ont un impact sur les indices biologiques associés a la toxicité
du sulfate de nickel. lls ont une action sur la défense de l'intégrité de la membrane cellulaire
contre les agents oxydant agents grace a la modulation de I'état de défense antioxydant de
l'animal ou par l'augmentation du pouvoir antioxydant des animaux, ce qui pourrait
compenser la les modifications des concentrations sériques des différents paramétres étudies

résultant du traitement par le nickel, comme I'a remarqué Abdelaziz et Ashour, 2011.
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4. Parameétres du stress oxydant
4.1. Glutathion réduit (GSH)

Le traitement des rats par le sulfate de nickel, a une dose de 20 mg/kg de poids corporel
pendant 21 jours, entraine une diminution tres hautement significative (P<0,001) de la teneur
cellulaire en glutathion dans les organes : foie, rein, testicule et cerveau. En revanche, chez les
rats traités par la combinaison nickel et vitamine E on enregistre une différence hautement
significative (P <0,01) de la teneur en glutathion au niveau des reins (-13,19%) et une
différence significative (P <0,05) dans les organes (foie -11,92%’, testicule ‘-12,52%" et
cerveau ‘-16,70%"’). Chez les rats traités par la combinaison nickel et sélénium, il existe une
différence significative au niveau du foie, rein et cerveau, alors qu’il n’existe aucune

différence significative au niveau des testicules comparativement au lot témoin.

Par contre, les groupes traités par le sélénium, la vitamine E et la combinaison sélénium
et vitamine E chez le lot traité par le nickel ne monte aucune variation significative du taux de

GSH dans les organes étudiés comparativement au groupe témoin.

En revanche, chez le lot traité par la combinaison Ni+Vit E+Se, il existe une différence
tres hautement significative (P <0,001) de la teneur cellulaire en GSH au niveau du foie, rein,
testicule et cerveau comparativement au lot traité par le nickel. En plus, on enregistre une
différence trés hautement significative chez le lot traité par la combinaison Ni+Vit E au
niveau du foie et une différence hautement significative (P <0,01) au niveau des testicules par
rapport aux rats traités par le nickel. Par ailleurs, il existe une différence trés hautement
significative (P <0,001) chez le lot traité par la combinaison Ni+Se au niveau des reins et une
différence significative (P <0,05) au niveau du cerveau comparativement au lot traité par le
toxique (Tableau 16, Figure 47 et 48).
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Tableau 16 : Représente la variation de glutathion (GSH exprimé en nmol/mg prot) dans les
organes (Foie, rein, testicule et cerveau) chez les rats témoins et les traités par le sulfate de
nickel (Ni) ; la vitamine E (Vit E) sous forme de a-tocophérol; le sélénium (Se) sous forme de
sélénite de sodium et par les combinaisons (Ni+Vit E ; Ni+Se et Ni+Vit E+Se) apres 21 jours

de traitement.

Lots expérimentaux
Organes
Témoin Vit E Se Ni Ni+Vit E Ni+Se Ni+Vit E+Se
113,39+ | 116,33+ | 119,70+ | 99,87+ 107,04+ | 105,76+ | 112,23+5,02
Foie
8,54 7,49 6,82 2,61° 3,447 6,76°
% - +2590% | +556% | -11,92% | -560% | -6,72% -1,02%
i 114,76+ | 116,56+ | 120,77+ | 99,62+ 104,38+ | 106,85+ | 118,66+1,49"
ein
9,40 4,04 7,03 3.46° 5,55° 3,39
% - +1,56% | +5,23% | -13,19% | -9,04% | -6,89% +3,39%
resticul 120,44+ | 122,79+ | 128,16+ | 105,36+ | 113,00+ | 113,09+ | 127,73+9,36'
esticule
8.89 7.77 8,53 3,80° 6,40% 13,14
% - +1,95% | +6,40% | -1252% | -6,17% | -6,10% +6,05%
Cerveau | 112,43+ | 113,79+ | 118,01+ | 93,65+ 103,50+ | 106,24+ | 114,14+546
7 44 7.13 6,55 9,94° 9,512 3,79%
% - +1,20% | +4,96% | -16,70% | -7,94% | -550% +1,52%

a
b

C

: Différence significative comparant au témoin (P <0,05).

: Différence hautement significative comparant au témoin (P <0,01).

: Différence trés hautement significative comparant au témoin (P <0,001).

: Différence significative comparant au lot traité par le Ni (P <0,05).

: Différence hautement significative comparant au lot traité par le Ni (P <0,01).

: Différence trés hautement significative comparant au lot traité par le Ni (P <0,001).
P : Seuil de signification.
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Figure 47: Représente la variation de la teneur cellulaire en glutathion (nmol/mg prot) dans le
foie et le rein chez les rats témoins et traités apres 21 jours de traitement.
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Figure 48: Représente la variation de la teneur cellulaire en glutathion (hmol/mg prot) dans

les testicules et le cerveau chez les rats témoins et traités apres 21 jours de traitement.
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4.2. Malondialdéhyde (MDA)

D’apres les résultats obtenus (Tableau 17, Figure 49 et 50) on observe une augmentation
trés hautement significative (P<0,001) du taux de MDA dans les organes : foie (+51,19%) ,
rein (+41,17%), testicule (+50%) et cerveau (+16,66%) chez le lot traité par le nickel par
rapport aux rats témoins, une augmentation significative chez le lot traité par le sélénite de
sodium et le sulfate de nickel au niveau des testicules et cerveau et aucune différence
significative (P<0,05) dans le foie et les reins comparativement aux rats témoins. Chez les rats
traités par le sulfate de nickel et la vitamine E on a enregistré une augmentation significative
(P<0,05) du taux de MDA dans I’ensemble des organes étudie par rapport aux rats témoins.
Tandis que les rats traités par le sélénium seul, la vitamine E seul et a la combinaison le
sélénium et la vitamine E chez les rats traités par le nickel ne montent pas de variations
significatives du taux de MDA dans les organes (foie, rein, testicule et cerveau), en

comparaison avec le groupe témoin.

Par ailleurs, chez le lot traité par la combinaison Ni+Vit E+Se, il existe une différence
tres hautement significative (P<0,001) au niveau du foie, rein et testicule et une différence
hautement significative (P<0,01) au niveau du cerveau. En plus, chez le lot traité par la
combinaison Ni+Se on enregistre une différence tres hautement significative (P<0,001) au
niveau des reins et une différence hautement significative (P<0,01) au niveau du foie et des
testicules comparativement au lot traité par le sulfate de nickel. Entre autre, chez le lot traité
par la combinaison Ni+Vit E il existe une différence trés hautement significative (P<0,001) au
niveau des reins, une différence hautement significative (P<0,01) au niveau du foie et

significative (P<0,05) au niveau des testicules par rapport aux rats traité au nickel.
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Tableau 17 : Représente la variation de Malondialdéhyde (MDA exprimé en nmol/mg prot)

dans les organes (Foie, rein, testicule et cerveau) chez les rats témoins et les traités par le

sulfate de nickel (Ni) ; la vitamine E (Vit E) sous forme de a-tocophérol; le sélénium (Se)

sous forme de sélénite de sodium et par les combinaisons (Ni+Vit E ; Ni+Se et Ni+Vit E+Se)

apres 21 jours de traitement.

Lots expérimentaux

Organes
Témoin Vit E Se Ni Ni+Vit E Ni+Se Ni+Vit E+Se
co 0,84+ 0,82+ 0,81+ 1,27+ 0,93+ 0,91+ 0,83+0,08"
ole
0,12 0,08 0,05 0,28° 0,04% 0,04°
% - -238% | -357% | +51,19% | +10,71% | +8,33% -1,19%
i 0,85+ 0,83+ 0,83+ 1,20+ 0,91+ 0,86+ 0,81+0,12"
ein
0,01 0,02 0,02 0,22° 0,08 0,01
% - -235% | -2,35% | +41,17% | 7,05% | +1,17% -4,70%
_ 0,72+ 0,71+ 0,69+ 1,08+ 0,79+ 0,80+ 0,68+0,12'
Testicule g
0,06 0,07 0,07 0,24° 0,06% 0,08%
% - -1,38% | -4,16% | +50% +9.72% | +11,11% -5,55%
Cerveau 0,78+ 0,79+ 0,77+ 0,91+ 0,86+ 0,86+ 0,77+0,05°
0,05 0,09 0,01 0,08° 0,09° 0,08?
% - +1,28% | -1,28% | +16,66% | 10,25% | +10,25% -1,28%

a

-~ ©® O O

P : Seuil de signification.

: Différence significative comparant au témoin (P <0,05).
: Différence trés hautement significative comparant au témoin (P <0,001).
: Différence significative comparant au lot traité par le Ni (P <0,05).
: Différence hautement significative comparant au lot traité par le Ni (P <0,01).
: Différence trés hautement significative comparant au lot traité par le Ni (P <0,001).
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Figure 49: Représente la variation du malondialdéhyde (nmol/mg prot) dans le foie et le rein

chez les rats témoins et traités aprés 21 jours de traitement.
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Figure 50: Représente la variation du malondialdéhyde (nmol/mg prot) dans les testicules et

le cerveau chez les rats témoins et traités aprées 21 jours de traitement.
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4.3. Glutathion peroxydase (GPx)

D’apres le tableau 18 et la figure 51 et 52 on constate que le traitement des rats par le
sulfate de nickel provoque une diminution trés hautement significative (P< 0,001) de I’activité
enzymatique de la glutathion peroxydase (GPx) dans les organes : foie, rein, testicule et
cerveau, une diminution hautement significative (P< 0,01) au niveau du cerveau avec une
diminution significative au niveau des testicules et des reins chez les rats traités par la
combinaison nickel et vitamine E. On note aussi une diminution significative (P< 0,05) de la
GPx dans le foie les reins et le cerveau chez le lot traité par la combinaison nickel et sélénium
comparativement au groupe témoin. En revanche, on n’enregistre aucune différence
significative de la glutathion peroxydase (GPx) chez les rats traités ; par le sélénite de sodium
uniquement, la vitamine E sous forme de a-tocophérol et par la combinaison nickel, sélénium

et vitamine E par rapport aux témoins.

Selon nos résultats, il existe une différence tres hautement significative (P< 0,001) chez le
lot traité par la combinaison Ni+Vit E+Se au niveau du foie, rein, testicule et cerveau par
rapport au lot traité par le nickel. En revanche, chez le traité par la combinaison Ni+Se, il
existe une différence trés hautement significative (P< 0,001) au niveau du foie et des reins et
une différence hautement significative (P< 0,01) au niveau des testicules et du cerveau. Par
ailleurs, on enregistre chez le lot traité par la combinaison Ni+Vit E une différence hautement
significative (P< 0,01) au niveau du foie et une différence trés hautement significative (P<

0,001) au niveau des reins comparativement aux rats traités par le nickel.
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Tableau 18 : Représente la variation de Activité enzymatique de la GPx (mol GSH/mg prot)

dans les organes (Foie, rein, testicule et cerveau) chez les rats témoins et les traités par le

sulfate de nickel (Ni) ; la vitamine E (Vit E) sous forme de a-tocophérol; le sélénium (Se)

sous forme de sélénite de sodium et par les combinaisons (Ni+Vit E ; Ni+Se et Ni+Vit E+Se)

apres 21 jours de traitement.

Lots expérimentaux

Organes
Témoin Vit E Se Ni Ni+Vit E Ni+Se Ni+Vit E+Se
Foi 0,21+ 0,21+ 0,22+ 0,15+ 0,19+ 0,19+ 0,22+0,01"
oie
0,03 0,01 0,02 0,02° 0,03° 0,01%
% - 0% +4,76% | -28,57% -9,52% -9,52% +4,76%
Rei 0,13+ 0,13+ 0,14+ 0,08+ 0,10+ 0,11+ 0,16+0,06"
ein
0,03 0,01 0,05 0,01° 0,01* 0,01
% - 0% +7,69% | -38,46% -23,07% | -15,38% +23,07%
_ 0,16+ 0,17+ 0,17+ 0,11+ 0,13+ 0,14+ 0,17+0,03'
Testicule
0,03 0,01 0,01 0,02° 0,03° 0,01%
% - +6,25% | +6,25% | -31,25% -18,75% | -12,50% +6,25%
Cerveau 0,13+ 0,13+ 0,14+ 0,10+ 0,12+ 0,12+ 0,13+0,01'
0,01 0,01 0,01 0,01° 0,01° 0,01*
% - 0% +7,69% | -23,07% -7,69% -7,69% 0%
% : Différence significative comparant au témoin (P <0,05).
® . Différence hautement significative comparant au témoin (P <0,01).
¢ : Différence trés hautement significative comparant au témoin (P <0,001).
:: Différence hautement significative comparant au lot traité par le Ni (P <0,01).

P : Seuil de signification.

: Différence trés hautement significative comparant au lot traité par le Ni (P <0,001).
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Fig

ure 51: Représente la variation de I’activité enzymatique de la glutathion peroxydase (umol

GSH/mg prot) dans le foie et le rein chez les rats témoins et traités apres 21 jours de

traitement.
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Figure 52: Représente la variation de I’activité enzymatique de la glutathion

peroxydase (umol GSH/mg prot) dans les testicules et le cerveau chez les rats témoins et

traités apres 21 jours de traitement.
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4.4. Glutathion - S- transférase (GST)

L’administration du nickel par voie intrapéritoniale pendant 21 jours chez les rats induit
une augmentation trés hautement significative (P<0,001) de I’activité enzymatique de la
glutathion S-transférase (GST) dans le foie, les reins, les testicules et le cerveau par rapport
aux rats témoins. Par ailleurs, on a enregistré une augmentation hautement significative
(P<0,01) de la GST au niveau des testicules, et une différence significative (P<0,05) au niveau
du foie, du cerveau et des reins chez le lot traité par la combinaison Ni+Vit E. En plus, une
augmentation significative au niveau des testicules et du cerveau a été enregistrée chez le lot
traité par la combinaison nickel et sélénium par rapport au lot témoin. Tandis que, on
n’enregistre aucune différence significative chez les rats traités par ; la combinaison nickel et
sélénium au niveau du foie et des reins, et également aucune différence significative au niveau
de I’ensemble des organes étudié chez les rats traités par ; le sélénite de sodium uniquement,

la vitamine E seul et par la combinaison Ni+Vit E+Se comparativement aux rats témoins.

D’aprés nos résultats, comparativement au lot traité au sulfate de nickel, on enregistre
chez le lot traité par la combinaison Ni+Vit E+Se, une différence trés hautement significative
(P<0,001) au niveau du foie, rein, testicule et cerveau. On note chez le lot traité par le Ni+Se
une différence trés hautement significative (P<0,001) au niveau du foie, testicule et cerveau
et une différence hautement significative (P<0,01) au niveau des reins. En plus, chez le lot
traité par le Ni+Vit E, il existe une différence tres hautement significative (P<0,001) au
niveau des testicules et cerveau et une différence hautement significative (P<0,01) au niveau

du foie (tableau 19, figures 53 et 54).

L apport du sélénium et de la vitamine E dans la toxicité du nicRel chez le rat Wistar Albinos. 275



Tableau 19 : Représente la variation de Activité enzymatique de la GST (nmol GSH/min/mg

prot) dans les organes (Foie, rein, testicule et cerveau) chez les rats témoins et les traités par

le sulfate de nickel (Ni) ; la vitamine E (Vit E) sous forme de a-tocophérol; le sélénium (Se)

sous forme de sélénite de sodium et par les combinaisons (Ni+Vit E ; Ni+Se et Ni+Vit E+Se)

apres 21 jours de traitement.

Lots expérimentaux

Organes
Témoin Vit E Se Ni Ni+Vit E Ni+Se Ni+Vit E+Se
Fo 1,68+ 1,65+ 1,66+ 2,67+ 1,97+ 1,73+ 1,69+0,04
oie
0,21 0,26 0,16 0,25° 0,38% 0,11
% - -1,78% | -1,19% | +58,92% | +17,26% | +2,97% +0,59%
mei 1,75+ 1,72+ 1,72+ 2,30+ 2,04+ 1,90+ 1,70+0,16
ein
0,21 0,20 0,11 0,31° 0,337 0,20°
% - -1,71% | -1,71% | +31,42% 16,57% | +8,57% -2,85%
] 1,80+ 1,74+ 1,75+ 2,74+ 1,96+ 1,97+ 1,74tO,ZOf
Testicule of "
0,09 0,06 0,14 0,21° 0,11 0,19°
% - -3,33% | -2,77% | +52,22% +8,88% | +9,44% -3,33%
Cerveau 1,53+ 1,52+ 1,53+ 2,11+ 1,73+ 1,69+ 1,51+0,13"
0,20 0,09 0,22 0,15° 0,17% 0,21%
% - -0,65% 0% +37,90% | +13,07% | +10,45% -1,30%

a
b

C

e
f

P : Seuil de signification.

: Différence significative comparant au témoin (P <0,05).
: Différence hautement significative comparant au témoin (P <0,01).
: Différence trés hautement significative comparant au témoin (P <0,001).
: Différence hautement significative comparant au lot traité par le Ni (P <0,01).
: Différence trés hautement significative comparant au lot traité par le Ni (P <0,001).
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Figure 53: Représente la variation de I’activité enzymatique de la glutathion S-transférase

(nmol GSH/min/mg prot) dans le foie et le rein chez les rats témoins et traités aprés 21 jours

de traitement.
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DISCUSSION

Selon les résultats précédents, 1’administration intrapéritonéale du sulfate de nickel a
une dose de 20mg/kg, pendant 21 jours chez le rat Wistar males a provoqué des perturbations
importantes au niveau plasmatique et cellulaire. Nos résultats confortent ces travaux puisque
nous avons mis en évidence une diminution significative de la glutathion (GSH) et de
glutathion peroxydase (GPx) au niveau du foie, des reins, des testicules et du cerveau chez
les rats traités au sulfate de nickel par rapport aux témoins. Mémes résultats trouvées
dans d'autres études de Misra et al, 1990; Cartana et al, 1992; Iscan et al, 1995;
Chakrabarti et Bai, 1999 et Hfaiedh et al, 2008.

Le glutathion est un antioxydant important et le plus abondant dans toutes les cellules
eucaryotes. Il est également impliqué dans de nombreux processus qui sont essentiels pour les
fonctions biologiques normales, comme la désintoxication des xénobiotiques, par conjugaison
via la glutathion-S-transférase (GST), ainsi que la participation de I'ADN, des protéines et la
synthese des leucotrienes (Meister et Anderson, 1983). Le glutathion conserve également les
niveaux cellulaires des formes actives de la vitamine C et E. Ces vitamines participent a
neutraliser les radicaux libres et sont étroitement liées les unes aux autres (Favier et al, 2006;
Winkler, 1992).

L-g-glutamyl-L-cysteinylglycine est un tri peptide composer de cystéine, I’acide
glutamique et la glycine, le groupe active est représenté par le groupement thiol (—SH) des
résidus cystéine (Nielson, 1995; Soudani et al, 2011).

La GSH joue un role a divers niveaux dans la lute contre le stress oxydant. En effet, le
GSH est considéré en tant que composé essentiel qui maintient l'intégrité cellulaire en raison
de sa propriété de réduction et de sa participation dans le métabolisme cellulaire (Ben Amara
etal, 2011).

Par ailleurs, il est important dans le stockage et le transport de la cystéine et a également
joué un réle important dans les défenses cellulaires contre les radicaux libres et peroxydes.
Par conséquent, la GSH joue un réle important dans la détoxification des ROS (Soudani et al,
2011).
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Notre étude montre que 1’injection intrapéritonéale du nickel (20mg/kg/j pendant 21
jours), a provoqué une diminution importante du taux de GSH au niveau du foie, reins,
testicules et cerveau. La baisse de GSH peut étre expliquée par I’influence de 1'injection de
nickel se manifeste par une carence immédiate du GSH hépatiqgue. Vu que l'activité
peroxydasique des ions métalliques est généralement liée a leur capacité a réduire la teneur en
GSH cellulaire qui est connu pour maintenir le potentiel redox cellulaire (Manoj et al, 1950;
Athar, 1987). Autres études ont également signalé une diminution des niveaux de GSH, suite
a une intoxication induite par le nickel et le chrome et qui est clairement un indicative du
stress oxydatif (Mandava et al, 2009; Chakrabarti et Bai, 1999).

Par contre le traitement des rats par le selénium et la vitamine E pourrait protéger
l'altération, par 1'élimination des toxines de l'organisme ou de I'encapsulation du métal. L’une
des raisons de cette amélioration est vu que la vitamine E est I’un des antioxydants biologique
actif possédant la capacité de protéger la membrane du stresse oxydatif grace a sa propriété
liposoluble. Une fois que le radical tocophérol est formée, elle peut migrer vers la surface de
la membrane et reconverti en a-tocophérol par réaction avec de l'ascorbate ou le GSH. Le
radical ascorbate résultant peut régénérer l'ascorbate par réduction avec le GSH, ce qui peut
également pieger les ROS directement, et GSSG résultant peut régénerer a travers le systeme
GSH réductase NADPH-glutathion. Par ailleurs le sélénium pourrait jouer un réle important
dans le métabolisme du GSH qui leur tour augmenté la concentration de thiol et donc
l'augmentation du pouvoir antioxydant intracellulaire et, par conséquent, I’amélioration de
I'équilibre antioxydant / prooxydant du tissu. (Kumar et Selvam, 2003; Bhatti et al, 2010;
Berggren et al,1999; Cemek et al, 2010; Soudani et al, 2010; Nemmiche et al, 2007).

La GPx est une enzyme antioxydante clé qui regle le niveau des ROS, elle est fortement
dépendante de la concentration en glutathion, I'équilibre de ce systéme enzymatique peut étre
essentiel d'éliminer anion superoxyde et peroxydes genérés dans les tissus (Bray et Taylor,
1993; Jung et Henke, 1996). La GPx est capable de non seulement de réduire le peroxyde
d’hydrogene H,0O, en eau, mais aussi les hydroperoxydes résultants de 1’oxydation des acides
gras insaturés, et donc protege les cellules contre les dégats généré par le nickel (Pardeep et
al, 2004; Leelavinothan et Kasinathan, 2011).
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D’apres nos résultats on observe une diminution de 1’activité GPx dans les organes
étudiés (foie, reins, testicules et cerveau) chez les rats traités par le nickel en comparaison
avec le lot témoin. Cette diminution est due principalement a une surproduction de peroxyde
d’hydrogéne et I’épuisement du sélénium et de GSH dans la détoxification du nickel. Ce qui
entraine une diminution de 1’activité enzymatique de la GPx (Bray et Taylor, 1993; Jung et
Henke, 1996).

En revanche, on enregistre une amélioration importante de la concentration de
glutathion peroxydase (GPx) chez les rats apres traitement par le sélénium et/ou la vitamine E
par rapport aux témoins. Ce qui indique le réle essentiel de ces éléments dans l'activité des
enzymes antioxydantes endogénes (Venardos et al, 2004; Zhang et al, 2008).

Il a été rapporté que la propriété anti-oxydant le plus important du sélénium est sa
fonction au niveau du site actif des sélénoenzymes glutathion peroxydase (Chu et al, 1993).
En outre, la vitamine E peut améliorer ’effet du stress oxydant en réduisant les dommages
oxydatifs (Stawiarska-Pieta et al, 2012). Des changements similaires ont été observés par
Sahoo et al, 2008; Banudevi et al, 2006, Agarwal et al, 2010, Ben Amara et al, 2011.

Concernant la glutathion S-transférase (GST), cette enzyme joue un réle important dans
la désintoxication des xénobiotiques et elle a une grande capacité a réduire les peroxydes
lipidiques (Iscan et al., 2002 ; Griffith,1999).

D’aprés nos résultats on observe une augmentation trés hautement significative de la
GST dans le foie, les reins, les testicules et le cerveau chez les rats traités au sulfate de nickel

comparativement au lot témoin.

Le traitement avec de la vitamine E a été trés efficace dans la prévention des dommages
oxydatifs induits par Ni, qui a entrainé une diminution significative de la GST par I’induction
une grande couplage intermédiaires des électrophiles avec le GSH selon Bansal et al, 2005;
Salamaa et al, 2012; Ognjanovic et al, 2010. En autre, on remarque que le traitement par le
sélénium a amélioré I’activité de la GST (Zhang et al, 2008; Stajn et al, 1997; Luchese et al,
2009). Ces résultats peuvent étre expliqués par les effets antioxydants importants du sélénium
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et de la vitamine E dont ils ont capable de résister a une hépathotoxicité, néphrotoxicité ainsi
que la restauration du GST vers les niveaux physiologiques normaux au niveau des testicules
et du cerveau. Le sélénium et de la vitamine E sont rapportés a agir en synergie afin de fournir
une protection majeur contre les maladies et les processus dégénératifs causés par le stress
oxydatif (Olas et al, 2002, Chaudiere et Ferrari-llliou, 1999; Stawiarska-Pieta et al, 2012;
Kashif et al, 2004; Adesiyan et al, 2011).

Des études expérimentales ont montré que le stress oxydatif au niveau des systemes
biologiques est généralement suite a un déséquilibre entre la production d'espéces oxydantes

et les défenses antioxydantes cellulaires (Banerjee, et al, 1999).

La peroxydation lipidique est un processus de dégradation par oxydation des acides gras
polyinsaturés (AGPI) et sa présence dans les membranes biologiques provoque une altération

membranaire ainsi que la fonction et l'intégrité structurelle (Gutteridge et Halliwell, 1988).

Toutefois, selon Draper et al, 1988; Valko et al, 2005 MDA est l'aldéhyde le plus
abondant résultant de la peroxydation lipidique; par la suite, cet aldéhyde peut étre considéré

comme un indicateur important de la peroxydation lipidique (LPO).

On a enregistré que l'injection de nickel augmente la production d'espéces oxygenées
activées, qui peuvent a leur tour endommager les lipides, les membranes cellulaires et I'ADN.
Le nickel contribue également a la peroxydation lipidique dans le foie, les reins les testicules
et le cerveau des rats (Cemek et al., 2010 ; Xiel et al.,1995).

Le traitement par le sélénium et/ou la vitamine E a été tres efficace dans la prévention
des dommages oxydatifs induits par Ni, ce qui a entrainé une diminution significative de la
peroxydation des lipides hépatiques ou le taux de malondialdéhyde (MDA) dans les organes

étudiés et elle revient presque a la normale.

La supplémentations des antioxydants a été prouvé d'avoir des effets protecteurs contre
les dommages oxydatifs en renforcant les défenses antioxydantes cellulaires. Les antioxydants
peuvent prévenir ou réduire les effets néfastes du stress oxydatif dans les différents tissus
(Pincemail et al, 2002; Maellaro et al, 1990; Beyer, 1994; Ben Amara et al, 2011). Il a été

également suggeré que le sélénium joue un réle important dans la protection de la formation
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de MDA (peroxydation des lipides) et qui est un cofacteur de nombreuses enzymes
antioxydantes (Adesiyan et al, 2011; Flora et al, 1999; Talas et al, 2008).

Entre autre, ’action indirecte de la vitamine E a réduire les niveaux de la peroxydation
lipidique la formation du radical pyroxyle (ROO’) qui se transforme en hydroperoxyde
(ROOH) par un court circuit en présence de la vitamine E durant la phase de propagation de la
peroxydation lipidique (Burton, 1990). Et enfin Il a été constaté que le sélénium et la vitamine

E ont la propriété de protection par synergie (Cemek et al, 2010).
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5. Etude histologique (au niveau du foie)

Le foie est constitue par des cellules appelé hépatocytes qui forment des lames
aplaties anastomosées constituées habituellement d'une seule couche cellulaire comme se

manifeste chez les témoins (Figure 55: A, B et C).

L’observation microscopique du foie des rats traités par le sulfate de nickel (Figure 56 ;
D) révele une modification cellulaire bien visible, qui traduit par la présence d’une nécrose
tissulaire avec un filtre inflammatoire périvasculaire autour du vaisseau avec l'infiltration de
cellules lymphocytaires et une dilatation des espaces portes accompagné d'élargissement des
espaces sinusoide, ces altérations graves de la structure affectent la fonction hépatique et
peuvent contribuer a un dysfonctionnement de cet organe. Les modifications observées chez

les groupes traités confirment que le Ni induise de dégénérescence membranaire.

Ces formes des atteintes tissulaires observes chez les rats traités au nickel sont
moins importantes chez ceux traités a la combinaison Ni+Vit E avec la présence
d'élargissement des espaces sinusoide avec un vaisseau congestif (plein de sang) (Figure 56 ;
E).

Alors que 1’¢tude histologique du foie des rats traités par la combinaison Ni+Se (Figure
56 ; F) et Ni+Vit E +Se (Figure 56 ; G) ne présentent aucune anomalie et ont une structure

similaire a celle de témoin.
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d’un rat témoin, montrant les
hépatocytes a état normale.
Grx400.

B . Coupe histologique de foie

d’un rat traité par la vitamine E a 15
mg/100 g du poids corporel pendant
21 jours, montrant les hépatocytes a
état normale. Grx400.

-
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. / : .
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C : Coupe histologique de foie
d’un rat traité par le sélénium a 10
ug/100 g du poids corporel
pendant 21 jours, montrant les
hépatocytes a état normale.
Grx400.

Figure 55 : Représente les coupes histologiques du foie de rat témoin et traités par la Vit E et
le Se colorées a Hématéeine-Eosine 400X.
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Grx100.

Grx400.

D : Coupe histologique de foie
d’un rat traité par le nickel 20
mg/kg pendant 21 jours,
montrant la présence une
nécrose hépatocytaire (NH)
avec une inflammation discréte
(Lym). Dilatation des espaces
portes accompagnés
d'élargissement des espaces
sinusoide (EP).
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d’un rat traité par la combinaison
Ni+Vit E pendant 21 jours,
montrant une diminution
importante des dommages
histologique avec une dilatation

des espaces portes (EP) Grx400.

F : Coupe histologique de foie

d’un rat traité par la combinaison
Ni+Se pendant 21 jours, montrant
les hépatocytes a état normale.
Grx400.

G : Coupe histologique de foie
d’un rat traité par la combinaison
Ni+Vit E+Se pendant 21 jours,
montrant les hépatocytes a état
normale. Grx400.

Figure 56: Représente les coupes histologiques du foie de rat témoin et traités par le Ni et par

les combinaisons (Ni+Vit E, Ni+Se et Ni+Vit E+Se) colorées a Hématéine-Eosine.
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DISCUSSION

L’observation des coupes histologique des rats traites par le nickel montrent des
changements remarquables au niveau du tissu hépatique, ce qui pourrait s'expliquer par ’effet
toxique du nickel suite a la génération des radicaux oxygénés libres ainsi que I’augmentation
des taux cellulaires de la peroxydation lipidique (Chan et Decker, 1994; Yu, 1994), qui ont

provoqué des effets nuisibles sur les composants membraneux d'hépatocytes.

L’étude histologique du foie a montré la présence d’une nécrose tissulaire avec une
inflammation discrete toute autour qui peut étre di a la suppression de la réponse
immunitaire, en plus, il existe un filtre inflammatoire périvasculaire autour du vaisseau avec
l'infiltration de cellules lymphocytaires ou la présence des polynucléaires n’est pas en quantité
assai importante et une dilatation des espaces portes accompagné d'élargissement des
espaces sinusoide a été également observé. Cela pourrait étre dd a la formation de radicaux
hautement réactifs en raison de l'oxydation induite par I’effet toxique du nickel. Les
hydroperoxydes accumulées peuvent provoquer la cytotoxicité, qui est associée a la
peroxydation des phospholipides membranaires par les hydroperoxydes lipidiques, considéré
la base de dommages cellulaires (Cempel et Janicka, 2002)

Les conditions nécrotiques coincident avec nos études biochimiques, qui montrent une
augmentation des niveaux tres élevé du taux de I’MDA, l’indicateur de la peroxydation
lipidique avec I’augmentation des transaminases et la phosphatase alcaline et une diminution

des protéines et d’albumine (Pari et Amudha, 2011).

Dans les études antérieures, des observations similaires ont été enregistrés suite a la
toxicité du nickel (Mathur et al, 1977; Sidhu et al, 2004; Iscan et al, 2002).

Alors que, chez le lot traité par a la combinaison Ni+Vit E il existe une légere dilatation
des espaces sinusoide (plein de sang) avec une restauration de modéle lamellaire
d'hepatocytes. Il est également observé que le traitement a la combinaison Ni+Se ainsi que la
combinaison Ni+Vit E+Se est efficace pour réduire I'accumulation de nickel au niveau du

tissu hépatique, ou le tissu hépatique présente des hépatocytes régulieres.
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Cela peut étre attribué a la capacité antioxydante du sélénium de la vitamine E a réduire
la menace des radicaux oxygénes et augmentent la régenération de la structure du foie ce qui
méne a la réduction de changement pathologiques (Hanafy et Soltan, 2004; Bansal et al,
2005; Agarwal et al, 2011; Bhatti et al, 2010).

Ces résultats suggerent que 1’injection intrapéritoniale de la vitamine E et le selénium
peuvent réduire les facteurs de risque hépatiques et peuvent empécher la peroxydation
lipidique et des lipoprotéines au niveau des tissus (Soudani et al, 2010; Ben Amara et al,
2011; Hfaiedh et al, 2012; Stawiarska-Pieta et al, 2012)

L apport du sélénium et de la vitamine E dans la toxicité du nicRel chez le rat Wistar Albinos. 289



CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES :

La présence étude a évalué 1’effet protecteur du sélénium et de la vitamine E contre la
toxicité induite par le sulfate de nickel. Les résultats de cette étude démontrent, d’une part,
que l’administration du sulfate de nickel a 20 mg/kg de poids corporel par injection
intrapéritonéale chez les rats males adultes pendant 21 jours, a provoqué 1’apparition
d’atteintes tissulaires causées au niveau métabolique et excréteur, associée a des perturbations
des parameétres biochimiques, hématologique ainsi que quelques parameétres du stress
oxydatif. D’autre part, les résultats obtenus montrent que la supplémentation du sélénium sous
forme de sélénite de sodium (10ug/100g de poids corporel) et de la vitamine E sous forme de
a-tocophérol (15mg/kg de poids corporel) avec le nickel a amélioré la plus parts de

parametres €tudiés qu’on peut les résumés dans les points suivantes:

+ La croissance physiologique des rats a été influencée par le traitement par le nickel
puisque on a enregistré une diminution du poids corporel; avec une augmentation des
poids absolus et relatifs des organes (foie, reins, testicules et cerveau). Signalons que

ces perturbations sont améliorées par le traitement avec la vitamine E et le sélénium.

+ Une perturbation du métabolisme biochimique plasmatique, le nickel a
induit hyperglycémie, une augmentation de la concentration sérique du cholestérol,
des triglycérides, lipides totaux de l'urée, de la créatinine, de 1’acide urique, de
bilirubine total et direct. Ceci s'accompagné par une augmentation de I'activité
enzymatique des marqueurs hépatiques AST, ALT et ALP ainsi que de la a-
amylase. Une diminution de la concentration des protéines totales et de I’albumine
été également signalés. L’association au vitamine E et au sélénium a ramené presque
a la normale les valeurs de ces paramétres, ce qui peut témoigner 1’effet protecteur de

ces deux antioxydants contre la toxicité du nickel.

+ La toxicité du sulfate de nickel sur la fonction hématologique a été reflétée par une
chute du nombre de globules rouges (GR), du taux de I’hémoglobine (Hb), du taux de
I’hématocrite (HC) ainsi que des valeurs du VGM témoignant de I’installation d’une
anémie. Par contre, le traitement par la vitamine E et le sélénium, ces perturbations
enregistrées avec le nickel sont améliorées. Donc, il semble que le sélénium et la

vitamine E protege I’érythropoiése contre les effets cytotoxiques.
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+ Une meilleure caractérisation de I'népatotoxicité et la néphrotoxicité vis a vis a la
toxicité du nickel a travers le dosage du GSH, du GPx au niveau de foie, des reins
ainsi que la présence d’une toxicité au niveau des testicules et du cerveau qui est
expliqué par une déplétion du systeme de détoxification a glutathion en
comparaison avec les rats témoins. Une augmentation hautement significative des
taux de péroxydation lipidique (MDA) ce qui montre I’effet peroxydatif de ce métal au
niveau des organes étudiés. Une augmentation de I’activité enzymatique de la
glutathion — S — transférase. Associées au sélénium et/ou la vitamine E, ces
perturbations enregistrées avec le nickel sont améliorées. Donc, il semble que le
sélénium et la vitamine E possédent un I’effet antioxydant contre I’effet cytotoxiques

au niveau du foie, reins, testicule et cerveau.

+ Une altération structurale du foie a été détectée par la présence d’une nécrose
hypatocytaire avec une inflammation discréte associée a une suppression de la réponse
immunitaire. Ceci témoigne de I’effet cytotoxique local du nickel sur les hépatocytes.
En présence du sélénium et de la vitamine E, le nickel n’exerce plus un effet
cytotoxique hépatique, ceci grace a le pouvoir antioxydant et 1’effet protecteur en

synergie de ces deux €léments essentiels.

Les perspectives de notre travail sont encore nombreuses sur ce sujet. Il serait
intéressant d’éclaircie davantage les mécanismes de défenses radicalaires, et ceci par des
études de recherches plus approfondie en s’intéressant de prés au systeme radicalaire et au
statut antioxydant total par d’une part, le dosage d’autres marqueurs du stress oxydant (Le
rapport GSH /GSSG , Catalase, SOD, Vitamines E et C, ....) et d’autre part, apprécier les
effets du nickel sur le systéme immunitaire et I’effet protecteur possible du sélénium et de la
vitamine E. En plus il est souhaitable de réaliser des études in vitro afin de mieux comprendre

les différents molécules de signalisation cellulaire présente au cour de ce traitement.
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PREPARATION DES SOLUTIONS

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
’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 lumiére.

3. Dosage du MDA

» Solution TBS : Tris (50mM), NaCL (150mM) et pH 7,4
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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.

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

4. 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.

5. 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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