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Résume

Résumé

Le cadmium (Cd) est un métal lourd toxique qui peut causer de graves probléemes de santé chez
I'nomme et peut étre associé a diverses maladies humaines liées au stress oxydatif. Cette étude
visait a évaluer I'effet antioxydant du curcuma (Curcuma Longa) sur le stress oxydatif induit par
le cadmium ; et sa modulation des troubles biochimiques, hématologiques et histologiques suite
a une toxicité induite par le cadmium chez le rat. Quarante rats méales de la race albinos Wistar
dévisés en quatre groupes. lls ont été traités avec du chlorure de cadmium (CdCl.) par voie orale
et/ou un régime contenant 2 % de curcuma pendant 30 jours. Le groupe (T) est le groupe témoin
et mange normalement ; le groupe (0-C) recoit un régime expérimental contenant 2 % de
curcuma ; le groupe Cd-0 recoit du chlorure de cdamium par voie orale (5 mg/kg) avec un
régime normal ; le groupe (Cd- C) a recu une dose orale de cadmium (5 mg/kg) et un régime
expérimental contenant 5 % de curcuma. Le traitement au chlorure de cadmium a induit des
effets toxiques heématologiques avec des diminutions significatives de tous les parametres
hématologiques (p<0,001). Cependant, une augmentation significative des paramétres rénaux (p
<0,001) a indiqué une néphrotoxicité, et une augmentation significative (p < 0,001) des activités
des enzymes hépatiques et biliaires ainsi qu'une perturbation du profil lipidique ont indiqué une
hépatotoxicité. De plus, le cadmium a également presenté des effets pro-oxydants, se manifestant
par des réductions significatives des marqueurs tissulaires (niveaux de GSH, activités
enzymatiques du GSH-Px et du CAT) dans les tissus hépatiques et rénaux (p < 0,001). Cet effet
pro-oxydant s'est également manifesté par une augmentation significative des taux de MDA et de
l'activité enzymatique GSH-ST dans ces mémes granulocytes (p<0,001). Les études
histologiques ont révélé des changements pathologiques dans les tissus hépatiques et rénaux
observés en microscopie optique. Cependant, ’ajout de curcuma a I’alimentation des rats a
montré une réduction des effets toxiques du cadmium en améliorant et en modulant les valeurs
de tous les parametres étudiés ainsi que les observations histologiques citées précédemment. Ces
résultats indiquent que le curcuma posséde une forte propriété antioxydante, est capable de
minimiser le stress oxydatif causé par le chlorure de cadmium et a un effet protecteur global en

diminuant les effets toxiques de ce dernier.

Mots clés: Toxicité, Stress oxydant, Chlorure de cadmium, Curcuma longa, Anti oxydant,

Perturbations biochimiques, Histologie.
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Abstract

Cadmium (Cd) is a toxic heavy metal that can induce serious health problems in humans and is
possibly implicated in several human diseases related to oxidative stress. This study was
designed to evaluate the antioxidant action of turmeric (Curcuma longa) against cadmium-
induced oxidative stress; as well as the modulation of the biochemical, hematological and
histological disturbances obtained following a toxicity induced by Cd in the rat. Forty male
Albino wistar rats were divided into four groups. They underwent oral treatment for 30 days with
cadmium chloride (CdCl,) and/or a diet containing 2% turmeric. Group (T) served as a control
and received a normal diet; group (0-C) received an experimental diet with 2% turmeric; the
group (Cd-0) received an oral dose of cadmium chloride (5 mg/kg) with a normal diet; the (Cd-
C) group received an oral dose of cadmium chloride (5 mg/kg) with an experimental diet
containing 5% turmeric. Cadmium chloride treatment caused a hematotoxic effect observed by a
significant decrease (p<0.001). of all haematological parameters, nephrotoxic characterized by a
significant increase (p<0.001) in renal assessments, hepatotoxic found by a significant increase
(p<0.001) in hepatic and biliary enzymatic activity, as well as a disturbance in the observed lipid
profile by a significant increase in its parameters. In addition, cadmium has a pro-oxidant effect
expressed by a significant decrease (p<0.001) in the level of tissue GSH, the enzymatic activity
of GSH-Px and CAT in both hepatic and renal tissues. This pro-oxidant action was also shown
by a significant increase (p<0.001) in the level of MDA and in the enzymatic activity of GSH-ST
in these two ogranes. The histological study revealed pathological changes in hepatic tissue and
kidney which were observed under light microscope. The addition of turmeric in the food of the
rats revealed a reduction in the toxic effect of cadmium by improving all the parameters studied
as well as the histological observations previously cited. These results suggest that turmeric has a
strong antioxidant effect and has a general protective effect by reducing the intensity of oxidative

stress caused by cadmium and reducing the toxic effects caused by cadmium chloride doing.

Keywords: Toxicity, Oxidative stress, Cadmium chloride, Curcuma longa, Anti oxidant,

Biochemical disturbances, Histology
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Introduction

La pollution de I'environnement est considéree comme le plus grand crime de I'homme contre
lui-méme car la pollution de I'écosystéme par les effluents industriels, agricoles et d'eaux usées
entraine la contamination de l'air, des aliments et de I'eau par certains agents toxiques tels que les
métaux lourds, qui constituent une menace publique majeure (Sharma et Ahuja, 2019). Plusieurs
meétaux lourds peuvent pénétrer simultanément dans le corps humain par l'air, I'eau et/ou les
aliments. Une fois a l'intérieur du corps, les métaux lourds ne sont pas facilement métabolisés ou
excrétés; ils s'accumulent rapidement, entrainant une augmentation de leur concentration
(Kenston et al., 2018). lls sont considérés comme des éléments tres nocifs, représentant une
préoccupation mondiale importante, en raison de leurs niveaux de toxicité élevés (Tchounwou et
al., 2012).

Le cadmium (Cd) est I'un des nombreux métaux lourds toxiques qui n'ont pas de fonction
physiologique connue dans l'organisme. Le danger pour la santé lié a I'exposition au cadmium est
reconnu depuis longtemps, tant sur le lieu de travail qu'en dehors (Kukongviriyapan et al., 2016).
Ce métal est I'un des métaux lourds toxiques et sa concentration accrue dans les sols agricoles est
connue pour provenir de l'application d'engrais phosphatés, de boues d'épuration, d'eau et de
pesticides (Vijaya et Sharma, 2018). Le cadmium est un meétal lourd hautement toxique et peut
gravement endommager divers organes et systemes biochimiques. Il peut induire des
intoxications séveres, aigués et surtout chroniques (Kumar et al.,, 2019). L'exposition
professionnelle et environnementale au Cd provient de la métallurgie et de I'industrie du
plastique, des pigments miniers, des stabilisants chimiques, des revétements métalliques et de la
production de batteries. Les terres agricoles et les aliments contaminés par le Cd sont une grande
source d'exposition au Cd. Ce métal peut également étre trouvé dans la fumée de tabac (Branca
et al., 2020). Une fois absorbé, le Cd est efficacement retenu dans le corps humain, ou il
s'accumule tout au long de la vie avec une demi-vie de 25 a 30 ans (Genchi et al., 2020). Le Cd
provoque la peroxydation des lipides membranaires, la dégradation du systeme de défense
antioxydant, l'apparition d'inflammation, I’altération de la structure des protéines, l'oxydation des
acides nucléiques et il affecte négativement le mécanisme de réparation de 'ADN (Unsal et al.,
2020). Bien que le mécanisme exacte de leur pathogénicité ne soit pas connu, divers rapports
indiquent que l'exposition a ce métal lourd ou son accumulation dans les systemes de l'organisme
peut induire la génération d'especes réactives de I'oxygéne (ERO), ce qui conduit a l'apparition
d'un stress oxydatif (Kumar et al., 2019). De nombreuses études ont établi un lien entre la
toxicité du Cd et le stress oxydatif. Plusieurs sources de données indiquent que les espéces

réactives de lI'oxygene (ERO) formées en intéraction avec le cadmium peuvent étre responsables
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de ses effets toxiques dans de nombreux organes (Kukongviriyapan et al., 2016). Des etudes
antérieures ont révélé que le stress oxydatif induit par I'exposition au Cd provoquait une toxicité
dans les reins, le foie, la rate et le systeme immunitaire (Tang et al., 2019). Le cadmium semble
étre impliqué dans les réactions de Fenton. Méme s'il n'agit pas comme catalyseur dans la
réaction de Fenton, il peut produire des ERO en déplacant indirectement un métal Fenton
endogeéne (par exemple le Fe?*) des protéines, augmentant ainsi la quantité de métaux redox-
actifs libres. Le cadmium peut modifier le statut redox cellulaire en réagissant avec des
antioxydants exogenes et endogenes, tels que le glutathion GSH (Genchi et al., 2020). Ainsi, les
mécanismes de toxicité aigué du Cd impliquent I'épuisement du glutathion et des groupes
sulfhydryles liés aux protéines, entrainant une production excessive de ERO tels que l'ion
superoxyde, le peroxyde d'hydrogene et les radicaux hydroxyle (Unsal et al., 2020).

L'utilisation de nutraceutiques et les compléments a gagné en popularité a I'échelle
mondiale au cours des dernieres décennies en raison de l'intérét accru pour les produits naturels
et leurs avantages potentiels pour la santé (Kotha et Luthria, 2019). La securité, l'efficacite et le
faible prix des agents antioxydants naturels par rapport aux autres agents thérapeutiques en font
un excellent choix dans la prévention et le traitement des toxicités (Elshama et al., 2018). Les
antioxydants jouent un réle important dans I'annulation des effets déléteres des radicaux libres,
protégeant ainsi non seulement les cellules et les tissus, mais régulant également divers processus
pathologiques et physiologiques (Akinyemi et Adeniyi, 2018). Curcuma longa Linn est
botaniquement apparenté a la famille des Zingibéracées. Le curcuma est une épice obtenue a
partir de la racine de curcuma qui possede de multiples propriétés médicinales, notamment
antibactériennes, antipaludiques, antivirales, anti-age, anticancéereuses, anti-Alzheimer,
antifongiques, antioxydantes et anti-inflammatoires (Abdel-Shafy et al., 2020). Les bienfaits
médicinaux du curcuma pourraient étre attribués a la présence de principes actifs appelés
curcuminoides. L'un des composants les plus intéressants des curcuminoides est la curcumine
(1,7-bis(4-hydroxy-3-méthoxyphényl)-1,6heptadiene-3,5-dione) ou diferuloylméthane) (Rathore
et al., 2020). En fait, la curcumine est un puissant inhibiteur de divers ERO. Elle présente des
effets protecteurs contre les dommages oxydatifs en tant que capteur de radicaux libres et
empéche la peroxydation des lipides. La curcumine se lie aux métaux lourds tels que le cadmium
et le plomb et a ainsi un effet détoxifiant contre plusieurs métaux lourds (Kumas et al., 2016).

La présente étude avait pour objectif I’évaluation de deux actions importantes du curcuma.
D’une part, notre recherche scientifique a viser la démonstration de I’action antioxydante du
curcuma suite a 1’état de stress oxydant induit par la toxicité du cadmium. D’autres parts, notre
objectif était également de prouver I’effet protécteur du curcuma suite a son action modulatrice

des perturbations métaboliques et histologiques causées par I’exposition au cadmium.
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Chapitre 1 : Le stress oxydant

1.1 Définition du stress oxydant

Le stress oxydatif est défini comme un déséquilibre entre le systeme de défense antioxydant et la
production d'espéces réactives de Il'oxygéne (ERO). Ce déséquilibre résulte soit d'une
surproduction d'oxydants, soit de modifications des mécanismes de défense cellulaire. 1l peut y
avoir des origines endogenes comme une surproduction de prooxydants d’origine inflammatoire,
une carence nutritionnelle en antioxydants, ou des origines exogénes comme une exposition
environnementale a des facteurs prooxydants comme le tabac, les radiations gamma, les
médicaments, les rayons UV, les métaux lourds...... ect. (Christophe, 2011 ; Hassan et al., 2014 ;
Phaniendra, 2015), Figure 1.

o)' ONOO™ Alimentation Défense enzymatique
witarmees C ot €. carotonoides PIUTION DerCayane. CALEaTe
OH HO; vz eencen Sgeron y3e B anse

RADICAUX LIBRES

< =)
ANTIOXYDANTS
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protéowres bpndeos
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Figure 1 : Le stress oxydant (Durackova et al., 2008)

1.2 Lesradicaux libres

1.2.1 Définition des radicaux libres

Un radical libre est une espece chimique qui a la particularité de porter un électron célibataire
(ou non apparié) sur sa couche externe (Refaie et al., 2014). Cet état lui confere une instabilité
énergétique et cinétique, qui lui permet souvent de réagir avec d'autres molécules chimiques qui
I'entourent. De nombreux radicaux libres ne sont pas stables et ont une forte réactivité. Ils

peuvent donner des électrons ou accepter des électrons provenant d’autres molécules, agissant
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ainsi comme agents oxydants ou reducteurs. (Lobo et al., 2010; Quaye, 2012).

1.2.2 Espéces réactives de ’oxygene (ERO)

L’¢énergie apportée par 1’alimentation est indispensable pour le fonctionnement de notre
organisme. La formation de cette énergie produit environ 2 % des molécules d'oxygene (Edeas,
2005). L'oxygeéne peut étre nocif en raison de ses propriétés oxydantes ; il conduit a la formation
de dérivés plus réactifs appelés espéces réactives de I'oxygene (Ichai, 2011). L'ensemble des
radicaux libres et de leurs précurseurs est souvent appelé espéces réactives de I'oxygéne (ERO).
La figure 2 montre les différentes réactions générant les ERO, le tableau 1 illustre les principales
ERO radicalaires et non-radicalaires.

Tableau 1 : Principales ERO radicalaires et non-radicalaires (Migdal, 2011)

| Les radicauy libres Les non radicaux
- _ Espécesréactivesaoxygéne(ERO)
Anton superoxyde (O2s) Peroxyde d'hydrogéne {H202)
Hydroxyle (HO#) Peroxyde organique (ROOH)
Hydroperoayde (1HO2e) Peroxymiiire (ONOO-)
Peroxyle (1RO Acide b foreux (HOC!)

Alkoxyle (ROs) Acude hypobromeux (HOBr)
Oxypéne singulet (O2)

) __ Espices réactives i M'azste (ERA)
Oxsde mitrigue (NOs) Acide nitreux (HNO2)
doxyde d'azote (NO2e) I'noxyde de diszote (N203)
Raddical nitrate (NO3s) Peroxvide d'azote IN20O4)

a/ Radical superoxyde (O2* 7) : dans I’organisme une partie de I’oxygéne moléculaire peut
capter de maniere univalente et séquentielle un électron conduisant alors la formation de 1’anion
superoxyde (02 + € — 0™) (Koechlin-Ramonatxo, 2006 ; Al-Mamun, 2007).

b/ Peroxyde d’hydrogene H>O:: le peroxyde d’hydrogéne H2O2 qui n’est pas un radical libre
peut étre formé secondairement a la dismutation de (O2 *~) par la superoxyde-dismutase ou
produit par réduction bivalente de I'oxygeéne grace a un grand nombre de déshydrogénases,
notamment I’acyl CoA déshydrogénase, la NADH déshydrogénase, la xanthine oxydase, ...etc.
(Al Ghouleh et al., 2011). Le peroxyde d'hydrogene est également un agent oxydant trés réactif
et est donc souvent utilise comme désinfectant et agent de blanchiment. S'il n'est pas détruit
rapidement, le peroxyde d'hydrogéne peut se décomposer et produire des radicaux hydroxyles,

qui attaquent les macromolécules cellulaires (Karp, 2010).
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n;.- +2IHY — H;ﬂz+ﬂ'1
nz +2¢+2H  — Hzﬂz

¢/ Radical hydroxyle : Il est principalement produit par I'anion superoxyde et le peroxyde

d'hydrogéne en présence d'ions fer lors de la réaction de Haber-Weiss

0;” +Fe?" —— 0, +Fe" Réaction de Fenton
H,;0; + Fe!* — 'OH+ OH" + Fe?*

0, +H,0; ——= "OH+ OH +0, ﬁéqctian d'Haber-
eiss

Les radicaux hydroxyles sont tres réactifs dans les milieux biologiques. Ils sont capables
de réagir avec presque tous les composants cellulaires par échange d’¢lectrons, addition de
doubles liaisons ou élimination d’atomes d’hydrogéne (Quaye, 2012). Le radical hydroxyle est
donc un oxydant trés puissant, constituant sans doute le radical libre le plus toxique en biologie,
et est a l'origine d'une production de radicaux libres « secondaires » aprés réaction avec

différents composes cellulaires (Lacolley, 2007).

d/ Autres especes réactives de ’oxygene : les espéces réactives de 1’oxygéne comprennent non
seulement les radicaux libres oxygeénés mais aussi les radicaux libres dérivant d’autres especes
que l'oxygeéne par exemple I’acide hypochloreux (HCIO), le monoxyde d’azote (NO) qui se
combine aisément avec le O2* ~ pour former le peroxynitrite (ONOO ) (Beaudeux et al., 2006 ;
Lobo et al., 2010).

Hydroperoxyl Superoxide
” radical pH 74 radical
0O, + & +H*—» HO,» —» H'+0,~
LH
- + ) {l
e+2 \J 02 Peroxyl
\ " radical o o
Hvdr L — LOO-——— LOOH
kbl e Hydroxyl Linid
peroxide radical Pt
radical

HZOZ_’ OH- + OH'

\—> OH:+e+H' S .
l H,0 + O,
Fe?* + H,0, » Fe'* +OH -+ OH

Figure 2: Les principales réactions générant les ERO (Carocho et Ferreira, 2013)
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1.3  Lesantioxydants

1.3.1 Définition des antioxydants

Les antioxydants ont été definit comme des substances qui peuvent empécher ou ralentir les
processus oxydatifs causés par les especes réactives de l'oxygéene (ERO). Les antioxydants se
caractérisent par leurs capacités a pieger les radicaux. lls réagissent entant que donneurs
d'hydrogene, ou donneurs d'électrons, ou décomposeurs de peroxyde, ou extincteurs d'oxygéne
singulet, ou inhibiteurs d'enzymes et chélateurs de métaux (Luczaj et al., 2017). L'homéostasie
redox cellulaire est un processus endogéne complexe impliquant des enzymes telles que la
superoxyde dismutase (SOD), la catalase (CAT), la glutathion peroxydase (GSH-Px) et des
composés non enzymatiques tels que le glutathion (GSH), les protéines (ferritine, transferrine,
céruloplasmine ou encore albumine... etc.). L'homeostasie redox implique egalement des
capteurs de bas poids moléculaire comme l'acide urique, la coenzyme Q et l'acide lipoique.
D'autres antioxydants légers se trouvent dans l'alimentation, tels que les micronutriments, la
vitamine E (alpha-tocophérol), la vitamine C (acide ascorbique) et le béta-caroténe (Lobo et al.,
2010 ; Pisoschi et Pop, 2015 ; Sarangarajan et al., 2017).

1.3.2 Différents types des antioxydants

Les antioxydants peuvent étre divisés en deux grandes catégories: les antioxydants enzymatiques
et les antioxydants non enzymatiques. Certains de ces antioxydants sont endogénes et
comprennent des enzymes, de petites molécules et des cofacteurs enzymatiques. De nombreux

antioxydants non enzymatiques sont d’origines alimentaires (Ratnam et al., 2006).

1.3.2.1 Le systeme antioxydant enzymatique

Dans la défense antioxydante, il existe plusieurs enzymes endogenes, ce sont: la superoxyde
dismutase, la catalase, la glutathion peroxydase, la peroxirédoxine, I'héeme oxygénase, la
glutathion peptide transférase, la thiorédoxine réductase ou la thiorédoxine peroxydase. La
plupart de ces enzymes utilisent le donneur réducteur équivalent NADPH, qui, avec le
glutathion, constitue un site de défense antioxydant (Favier, 2003 ; Laukkanen et al., 2016),
(Figure 3).
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Figure 3 : Mode d'action des principaux systéemes enzymatiques antioxydants et leurs
cofacteurs métalliques (Favier, 2003)

al Les superoxydes dismutases (SODs): Il sagit d'une famille d'enzymes étroitement
apparentées qui catalysent la décomposition de I'anion superoxyde (O2¢-) en oxygene (O) et
peroxyde d'hydrogéne (H202) (Lobo et al., 2010). Il existe trois formes de SOD chez I'homme:
la Cu/Zn-SOD cytosolique, la Mn-SOD mitochondriale et la SOD extracellulaire (EC-SOD)
(Zelko et al., 2002 ; Laukkanen et al., 2016). La dismutation du superoxyde se produit aux
centres du cuivre, du manganese ou du fer. La SOD détruit 1’Oze- par oxydation séquentielle et
réduction des ions de métaux de transition dans le site actif dans un mécanisme de type ping-
pong avec une cinétique trés élevée (Denisov et Afanasiev, 2005; Krishnamurti et Wadhvani,
2012).

SOD-Cu** + Oy+- — SOD-Cu* + O,
SOD-Cu* + 05+ + 2H* — SOD-Cu** + H,0,
Bilan: O,* + O,+- + 2H* — O, + H,0,

b/ La catalase : c’est I'un des antioxydants naturels les plus connus et les plus puissants (Ratnam
et al., 2006). Cette enzyme se localisant particuliérement a I’intérieur des peroxysomes et des
mitochondries (Murray et al., 2013), est distribuée dans tout le corps mais plus active dans le
foie, puis dans les érythrocytes et les poumons (Ratnam et al., 2006). La catalase se compose de

quatre sous-unités protéiques, ces derniéres contiennent un fragment hémique avec Fe3* associé
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au site actif. Chaque molécule est généralement protégée de Tinactivation du peroxyde
d'hydrogéne par la liaison de la molécule NADPHH* (Murray et al., 2013). En réagissant avec
H20>, cette réaction donne naissance a des molécules d'oxygene et d'eau .(Powers et Jackson,
2008).

Catalase
2 H20- S H.O + O,

¢/ La glutathion peroxydase (GSH-Px): la glutathion peroxydase (GSH-Px, EC: 1.11.1.19) est
une enzyme qui nécessite du sélénium pour son action (séléno-dépendante) puisqu’elle contient
du sélénocystéine au site actif et agit conjointement avec l'augmentation du glutathion réduit
(GSH) (Ganther, 2014). La GSH-Px est présente a des concentrations élevées dans les cellules et
catalyse la conversion du peroxyde d'hydrogene (H202) ou des peroxydes organiques (ROOH)
en eau ou en alcool (Mukherjee et al., 2010). Elle entre egalement en concurrence avec la
catalase pour le peroxyde d’hydrogene en tant que substrat et constitue la principale source de
protection contre les faibles niveaux de stress oxydatif. L'enzyme GSH-Px élimine le H20O. en
utilisant le H2O, pour oxyder le glutathion réduit (GSH) en glutathion oxydé (GSSG) (Sisein,
2014).

ROOH + GSH-Px-Se + H* — ROH + GSH-Px-SeOH
GSH-Px-SeOH + GSH — GSH-Px-Se-SG + H,O
GSH-Px-Se-SG + GSH — GSH-Px-Se- + H* + GSSG
Bilan: ROOH + 2 GSH — GSSG + ROH + H,O

d/ La glutathion S-transférases (GSH-ST): la GSH-ST est une enzyme necessaire pour la
détoxification des protéines électrophiles xénobiotiques ou des métabolites électrophiles
(Singhal et al., 2015). La GSH-ST régule également la biosynthese et le transport intracellulaire
hormonal. Sur la base de la similarité des séquences et de la spécificité du substrat, les GSH-ST
sont classées en au moins dix sous-familles : alpha, delta, epsilon, kappa, mu, pi, sigma, théta,
zéta et oméga (Kim et al., 2017). La protection contre la peroxydation des lipides est

principalement assurée par la GSH-ST de classe alpha (Sharma et al., 2004).

1.3.2.2 Le systéme antioxydant non enzymatique
La défense antioxydante se compose d'antioxydants synthétisés dans l'organisme appelés
endogenes et dautres antioxydants fournis par les aliments appelés exogénes comme par

exemple la vitamine C, la vitamine E, les caroténoides, l'ubiquinone, le coenzyme Q, les
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flavonoides, le glutathion et T'acide lipoique. Ces antioxydants piegent les radicaux libres et les
électrons individuels, assurant ainsi leur conversion en molécules ou ions stables (Pincemail et al.,
2002 ; Kurutas, 2015).

a/ Le glutathion réduit (GSH): le GSH se compose a partir d'un tripeptide (y-Glu-Cys-Gly ou
y-glutamate-cystéine-glycine). Le glutathion neutralise les ERO (H20., peroxynitrite, peroxydes
lipidiques...etc.), par le mécanisme de la GSH-Px formant le glutathion oxydé (GSSG), qui est
I'union de deux molécules de GSH (Duris et al., 2009 ; Birk et al., 2013). Le GSH est un
antioxydant peptidique largement distribué dans le corps qui joue un role important. Il protege
les tissus et les protéines portant des ions rédox-actifs tels que I'némoglobine, la transferrine, la
ferritine et l'albumine. Le GSH régénere les vitamines C et E oxydées (Figure 4). Cette
détoxification se fait au niveau du foie et peut lier les métaux toxiques (mercure, arsenic...etc.)
(Kurutas, 2015 ; Nimse et Pal, 2015).

Neutralised N2utra|i§ed
free radicals free radicals
(lipids)
A A
GSSG ascorbate a-tocopheroxyl
NAD(P)H \/ radical \
Enzymatic . . K - -
regeneration Glutathione VitaminC VitaminE
NAD(P)* + H* /
GSH DHA o-tocopherol
v
Neutralised free radicals
Collagen formation

Figure 4 : Activités antioxydantes du glutathion, vitamine C et E (Pullar et al., 2017)

b/ La vitamine E : c’est un terme général désignant une famille de composés chimiquement
apparentés subdivisés en deux sous-groupes appelés tocophérols et tocotriénols. De plus, les
tocophérols et les tocotriénols ont des formes a, B, y et 6, nommées en fonction du nombre et de
la position des groupes méthyle sur le cycle chromanol (Shils et al., 2006). La vitamine E
(Figure 5) est une vitamine liposoluble présente dans les membranes cellulaires et les
lipoprotéines circulantes (Denisov et Afanas’ev, 2005). Parmi les quatre tocophérols et les quatre
tocotriénols présents dans les aliments, seul l'a-tocophérol répond aux besoins humains en

vitamine E. Ce dernier piége les radicaux peroxyle produits lors de la peroxydation des lipides,




Chapitre 1 Le stress oxydant

aboutissant a des radicaux tocophérols (Van Stijn et al., 2008). L'a-tocophérol (ArOH) reagit
avec les radicaux peroxyles lipidiques pour former des radicaux hydroperoxydes lipidiques et
des tocophéroxyles (ArOe), bloquant ainssi la peroxydation lipidique (Gulcin, 2012 ; Joshi et
Pratic, 2012).

LOO + ArOH » LOOH + ArOr

HO

Figure 5 : Structure chimique de la vitamine E (Joshi et Pratic, 2012)
¢/ La vitamine A: C'est le nom collectif des rétinoides et des provitamines A, ou caroténoides,
(Figure 6). Les produits animaux (foie, lait, jaunes d'ceufs) sont riches en rétinoides (rétinal,
acide rétinoigue, rétinol) tandis que les fruits et légumes contiennent une importante quantité de
provitamine A (lutéine, béta-carotene, lycopene, etc.) (Von lintig, 2012). La vitamine A posséde
un majeur précurseur qui est le béta-caroténe. Le role de cette vitamine est la neutralisation des

ERO dans un terrain de nature lipidique (Thomas and Johnson, 2018).
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Carotenoids: carotenes
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Figure 6 : Structure chimique et classification des six principaux caroténoides
alimentaires (Von lintig, 2019)

d/ La vitamine C: c’est I’acide ascorbique qui est un antioxydant monosaccharide présent chez
les animaux et les plantes (Lobo et al., 2010). Son role central est connu dans le traitement du
scorbut et la prévention des rhumes. Ce dernier réle est clairement basé sur ses propriétés
antioxydantes (Camarena et Wang, 2016). L'acide ascorbique piégent les radicaux libres, car il
existe in vivo principalement sous la forme de I'anion ascorbate et posséde un groupe hydroxyle
(-OH) tres actif (Figure 7) (Shang et al., 2003). D'autre part, I'acide ascorbique est un excellent
agent réducteur. Il réduit facilement les ions ferriques en ions ferreux, qui catalysent la réaction
de Fenton (Denisov et Afanas'ev, 2005). De plus, en combinaison avec le GSH et des composes
pouvant fournir des équivalents réducteurs, il régenére la vitamine E dans les membranes
cellulaires (Nimse et Pal, 2015).

OH

HO o

HO
oH

Figure 7 : Structure chimique de la vitamine C (Camarena et Wang, 2016)

e/ Les polyphénols:Se sont des molécules chimiques synthétisés par les plantes contenant dans

leur structures moléculaires des unitées de types phénoliques (Masaki, 2010). Cette structure
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(Figure 8) est simple comme dans les acides phenoliques ou hautement polymére comme les
tanins condenseés (Galleano et al., 2010). L’effet antioxydant des composés phénoliques est
important grace a leurs propriétés rédox, en reagissant comme réducteurs, donneurs d’hydrogéne
et arracheur de I’oxygéne singulet, chélateurs de métaux (Gulgin et al., 2010). Les flavonoides
sont les plus courants dans l'alimentation humaine. Ces polyphénols se caractérisent par la
présence de deux cycles aromatiques dans leurs structures, grace a 3 atomes de carbone le phénol
et la pyridine sont reliés, souvent dérivés d'un noyau hétérocyclique contenant de l'oxygene
(Ozcan et al., 2014). Les flavonoides sont impliqués dans la protéction des systeémes biologiques
en activant les enzymes antioxydantes, a diminuer la présence des radicaux a-tocophérols et a
inhiber les enzymes oxydatives (Shahidi et Yeo, 2018), aussi ils se lient a des molécules telles
que les enzymes, les transporteurs hormonaux et I'ADN, ils chélatent les ions des métaux de
transition, ils catalysent le transfert d'électrons et éliminent les radicaux libres tels que les anions

superoxydes (Amiot et al., 2009).

Procyanidine
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Figure 8 : Polyphénols a effets thérapeutiques (Bennetau-Pelissero, 2014)

Quercétine: anti-inflammatoire; procyanidine: vasculo-protectrice; hespérétine: neuroprotectrice et vasculo-
protectrice; entérolactone: vasculo-protecteur et protecteur osseux; resvératrol: anticancéreux; génistéine: anti-

bouffées de chaleur et protectrice osseuse; curcumine: anticancéreuse).

f/ Les oligoéléments

+ Le sélénium (Se) : c’est un oligo-élément qui joue un réle important dans la protection
des cellules et de leurs composants contre les attaques des radicaux libres. 1l est présent dans le
site actif de la glutathion peroxydase dépendante du sélénium (Pisoschi et Pop, 2015). Le

sélénium a de nombreuses fonctions biologiques dans le corps humain, mais son activité
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antioxydante est la plus intérésente (Wrobel et al., 2016; Liu et al., 2017).

+ Le zinc (Zn) : c’est un oligo-élément essentiel au fonctionnement normal du systeme
immunitaire, au contrdle du glucose, a la cicatrisation des plaies et a la réponse au stress oxydatif
(Cheng et al., 2010). Il est bien connu pour son réle de cofacteur pour plus de 300 enzymes et
joue un role important dans la synthese de I'ADN, la prolifération cellulaire, la synthése des
protéines et l'intégrité de la membrane cellulaire (Roohani et al., 2013). Une carence en zinc peut
perturber l'équilibre oxydant/antioxydant et provoquer un stress oxydatif (Richardson et al.,
2001), expulser les ions de métaux de transition liés et empécher la peroxydation des lipides

membranaires (Stehbens, 2003).

1.4 Les sources cellulaires des radicaux libres

Les ERO peuvent étre produites a partir de sources endogénes ou exogenes. Les sources de ERO
endogenes incluent différents organes cellulaires tels que les mitochondries, les peroxysomes et
le réticulum endoplasmique, ou la consommation d'oxygene est élevée (Figure 9) (Finaud et al.,
2006). Il existe également autres sources endogenes comme la synthése de prostaglandine,
I’auto-oxydation de 1’adrénaline, les cellules phagocytaires, la riboflavine réduite, le cytochrome
P 450, l’activation des cellules immunitaires, les inflammations, les infections, le cancer, le
vieillissement, 1’ischémie... etc. (Teshima et al., 2014 ; Phaniendra et al., 2015; Engwa, 2018).
D'autre part, les ERO ont aussi plusieurs sources exogenes par exemple la pollution de l'air et de

I’eau, les pesticides, les métaux de transition, les solvants industriels (Pham-Huy, 2008).
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ranthine ox
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Figure 9 : Les principaux sites cellulaires de productions des ERO (Pham-Huy, 2008)
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1.5 Les effets du stress oxydatif

Les cellules humaines sont soumises a une moyenne de 105 stress oxydatifs par jour et qui sont
ciblées par les radicaux hydroxyles et autres agents oxydants. Les espéces réactives de I'oxygene
(ERO) sont des especes toxiques, hautement réactives et biologiquement importantes, dont les
principales cibles sont le noyau et les membranes des cellules. En outre, les radicaux libres

attaquent des macromolécules importantes, provoquant des dommages cellulaires et une

perturbation de I’homéostasie (Valko et al., 2004; Lobo et al., 2010).

1.5.1 La peroxydation lipidique

Les composants lipidiques des membranes subissent une peroxydation par les radicaux libres,
entrainant une diminution de la fonction membranaire (diminution de la fluidité, inactivation des
enzymes et des récepteurs liés a la membrane) (Favier, 2003 ; Yin et al., 2011). Ce phénomene
se produit sur les acides gras polyinsaturés par des réactions radicalaires en chaine. La
peroxydation des lipides commence lorsqu'un radical libre attaque le groupe méthylene (-CH>)
d'un acide gras et libere de I'hnydrogene, produisant un radical lipidique carbonique (Le) ; ce
phénomene est appelé initiation. Le radical (Le) intéragi avec des molécules d'oxygene pour
former un radical peroxy-lipidique (LOO¢) cette étape est appelé prolongation (Valko et al.,
2006). La derniére phase est appelé terminaison lorsque le radical peroxy-lipidique (LOO¥)
subit une réaction de cyclisation et de réarrangement, formant finalement du malondialdéhyde
(MDA) et du 4-hydroxylnonenal (4-HNA), 2-alcénal. Ces composés sont utilises comme
marqueurs pour mesurer la peroxydation lipidique confirmé dans plusieurs maladies (Signorini
et al., 2013), (Figure 10).
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Figure 10: Mécanisme en chaine de la peroxydation des acides gras polyinsaturés et

nature des produits terminaux formés (Favier, 2003)

1.5.2 L’oxydation des glucides

Les glucides sont attaqués par des radicaux libres tels que -OH, qui tirent au hasard un atome
d'’hydrogéne de I'un des atomes de carbone, produisant ainsi un radical carbone. Cela conduit a la
scission en chaine de molécules telles que l'acide hyaluronique (Sharma, 2014). Dans les étapes
initiales de la glycosylation non enzymatique, la fragmentation des sucres entraine la formation
d'especes a chaine courte telles que le glycolaldehyde (Favier, 2003). Ces chaines sont trop
courtes pour étre cyclisées et sont donc sujettes a l'autoxydation, formant des radicaux
superoxydes. Cette réaction radicalaire en chaine produit des B-dicarbonyles, qui sont connus

comme des agents mutagenes (Sharma, 2014 ; Carocho et Ferreira, 2013).

1.5.3 L’oxydation des protéines
Les protéines subissent des modifications oxydatives de trois maniéres (Figure 11): oxydation
d'acides aminés spécifiques, clivage de peptides et formation de liaisons transversales protéiques

par réaction avec des produits de peroxydation lipidique (Lobo et al., 2010). La dégradation des
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acides aminés se produit principalement par la reactivité des radicaux hydroxyles. Ces radicaux
ne dégradent pas seulement le squelette de la protéine mais sont également impliqués dans le
clivage des liaisons peptidiques. Les ERO peuvent également oxyder les chaines latérales de
presque tous les acides aminés, en particulier les acides aminés soufrés qui sont la cystéine et la
méthionine et les acides aminés cyclique (Davies, 2000 ; Lund et al., 2011). Les acides aminés
oxydés ont une plus grande tendance a se réticuler, ce qui affecte le repliement et la fonction. La
plupart de ces acides aminés oxydés sont rapidement éliminés de l'organisme, mais s'ils
s'accumulent sur une longue période, ils peuvent contribuer aux dommages associés au

vieillissement et a diverses maladies (Quaye, 2012 ; Reeg et Grune, 2015).
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Figure 11 : Oxydation des protéines (Lund et al., 2011)

1.5.4 L’oxydation de ’ADN

L'ADN est également susceptible d'étre attaqué par les radicaux libres, le plus souvent par
oxydation, notamment par les radicaux hydroxyles (*OH) qui endommagent les bases oxydées
(Gredilla, 2011). Les ERO peuvent induire une oxydation notamment de la guanine, qui peut
réagir avec les radicaux hydroxyles pour former la 8-hydroxyguanosine (8-OH-G), qui est
ensuite converti en 8-hydroxy-2-déoxyguanosine (8-OH-dG) (Kino et al., 2017). Les niveaux de
8-OH-dG trouvés dans certains systéemes biologigques sont utilisés comme marqueur des niveaux
de stress oxydatif (Thanan et al., 2015). Les attaques radicalaires créées par les radicaux
hydroxyles peuvent affecter les molécules d'/ADN, provoquant des cassures et des mutations

cancérigéenes au niveau des brins d'ADN et ’appoptose cellulaire (Lima et al., 2019),(Figure 12).
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Figure 12 : oxydation de ’ADN (Lima et al., 2019)

1.6 Maladies associées au stress oxydatif

Le stress oxydatif est associé a diverses maladies. Certaines maladies sont localisées aux niveaux
tissulaire et cellulaire, sont associées a différents types de radicaux libres et sont associées a
d'autres facteurs causals et a des anomalies génétiques individuelles. (Karam et al., 2013). Le
stress oxydatif, par la production de molécules chimiquement et irréversiblement anormales et la
surexpression de certains genes, sera une cause initiale majeure de plusieurs maladies, dont le
cancer, la sclérose latérale amyotrophique, dégénéerescence maculaire, le syndrome pulmonaire
aigu, l'eedéme pulmonaire et le vieillissement (Phaniendra et al., 2015). Le stress oxydant est un
précurseur de développement de pathologies multifactorielles telles que la maladie d'Alzheimer,
les rhumatismes et les maladies cardiovasculaires. Dans de nombreux autres états pathologiques,
tels que le diabéte et I'infection par le VIH, les troubles nutritionnels et métaboliques secondaires
a la pathologie sous-jacente, méme s'ils ne sont pas systémiques, peuvent étre une cause de stress
oxydatif. Cependant, méme dans des maladies comme le SIDA, le stress oxydatif induit n'est en

aucun cas un épiphénomeéne (Vanessa et al., 2013).
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2.1 Structure et propriétés physico-chimiques du cadmium

Le cadmium, découvert en 1809 par Magnus Martin Pontin et préparé pour la premiere fois en

1817 par le chimiste Allemand Friedrich Stromeyer a partir de la calamine a Thébes en Grece,

ville fondée par Kadmos (Goyer et Clarckson, 2001), est un métal blanc-bleuatre (Figure 13),

ductile et malléable, qui présente une grande résistance a la corrosion dans diverses atmosphéres

et plus particulierement en milieu marin et a une bonne conductibilité électrique (Singh et al.,

2007) (Tableau 2). La valence du cadmium la plus répondue dans I’environnement et la seule

existante dans les systémes aqueux est Cd?* (Bradl, 2005). Le cation métallique Cd2+ est connu

comme accepteur d’électrons doux en raison de sa forte polarisabilité et de sa forte

électronégativité (Sulaymon et al., 2011). Ses propriétés chimiques sont similaires a celles du

calcium, notamment son rayon ionique, qui facilite sa pénétration dans les organismes vivants.

(Zhao et al., 2022).

Figure 13: Aspect du Cadmium (Arris, 2008)

Tableau 2: Propriétés physico-chimiques du cadmium (Genchi et al., 2020)

Caractére Valeurs
Symbole chimique Cd
Nombre atomique 48
Masse atomique 112,411
Nombre d’oxydation +2

Densité 8,650 g/cm?® (293 K)
Etat physique & 20°C Solide

Point de fusion 321,07 °C

Point d’ébullition 767 °C
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2.2 Origine et fabrication

Le cadmium est un élément relativement rare et on ne le trouve pas dans la nature a I'état actif. Il
est présent dans la cro(te terrestre a des concentrations de (0,15 mg/Kg) et est combiné aux
minéraux de zinc (Bradl, 2005). 1l est obtenu comme sous-produit du traitement du zinc et de la
fusion du plomb et du cuivre, et trouvé également dans des émissions prés des mines qui fondent
ces métaux (Sulaymon et al., 2011). Les concentrations de cadmium dans les roches phosphatées
varient de 0,1 a 100 mg/g. Le cadmium est présent également dans le milieu aquatique par le
biais de la pluie, I’érosion naturelle et I'activité volcanique des volcans marins (Genchi et al.,
2022).

2.3 Utilisations

Le cadmium est utilisé dans le traitement de surface, dans les revétements métalliques
anticorrosions, dans la fabrication de piles et de batteries alcalines, comme stabilisateur dans les
plastiques et les alliages dans l'industrie automobile (Pichard, 2000). Ses principaux composés
inorganiques, tels que les oxydes, les chlorures, les bromures, le nitrate, le cyanure, le sulfure et
le séléniure, sont utilisés dans la fabrication de baguettes de soudure, de fusibles, de cellules
photoélectriques, de semi-conducteurs (Friberg et al., 2019), d'émetteurs de lumiére (émetteurs
de lumieére pour les écrans de télévision) et dans l'industrie électronique. Ils sont également
utilisés dans la fabrication de désinfectants pour les terrains de golf, de lubrifiants automobiles,

de miroirs spéciaux et d'écrans de protection pour les réacteurs nucléaires (Morin et al, 2007).

1.4 Pollution au cadmium dans I’environnement

Le rejet de cadmium dans l'air en France a été estimé a 9,4 tonnes en 2002. Bien que les
émissions de I'industrie varient fortement en fonction de la nature de l'activité et de la région, les
émissions de cadmium dans l'air proviennent principalement de la métallurgie (Jumarie et al.,
2001). L'élimination des déchets ménagers représente environ 7 % des émissions de cadmium en
France (4 mg/kg de matiere seche). Les sels de cadmium volatils se trouvent dans I’air sous
forme de tres fines particules solides (fumée et poussiére) (Jumarie et al., 2001; Sinicropi et al.,
2010). Lors d'une exposition professionnelle ou environnementale, ces particules sont inhalées
et se déposent particulierement dans les alvéoles. Le bureau européen de I'Organisation
mondiale de la santé suggére une concentration atmosphérique de cadmium de 5 nanogrammes
par métre cube. (Sulaymon et al., 2011). Outre les émissions atmosphériques, une certaine
quantité de cadmium est également rejetée directement dans le sol et l'eau. les activités
métallurgiques, miniéres et agricoles sont les majeurs facteurs de cette pollution, comme

’utilisation d’engrais phosphatés provoque une contamination des surfaces d’eau par le
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cadmium, ce qui affecte a son tour la chaine alimentaire (Jumarie et al., 2001 ; Friberg et al.,
2019).

1.5  Toxicité du cadmium

La toxicité des métaux dépend de la forme sous laquelle se trouve I'élément, de la maniéere dont il
est absorbé (orale ou inhalée), du type d'organisme dans lequel se trouve le métal, du stade de
développement et d'organes spécifiques (Satarug, 2019). Les métaux lourds, également appelés
les oligo-éléments, sont des composés présents dans I'organisme en général, dont certains sont
particulierement nécessaires au fonctionnement d'enzymes telles que le bore, le zinc et le cuivre
(Audry et al., 2004). D'autres éléments comme le cadmium, le plomb, le mercure et l'arsenic ne
sont pas nécessaires a notre vie et sont pathogenes pour les organismes vivants. Le cadmium est

trés toxique pour les humains et les autres étres vivants (Jumarie et al., 2001).

2.6 La cinétique du cadmium

2.6.1 Absorption et spéciation

La spéciation du Cd, les différentes formes physico-chimiques sous lesquelles il se présente, sont
trés importantes car ca détermine la mobilité, la biodisponibilité et la toxicité des éléments
chimiques. En fait, I'absorption est souvent dépendante de la spéciation (Horiguchi, 2019). Par
conséquent, il convient d'en tenir compte lors de I'évaluation des risques pour la santé humaine.
Sous forme élémentaire, le Cd n'est pas toxique, mais il devient tres nocif sous la forme
cationique électrophile du Cd?* (Bradl, 2005). 1l peut étre absorbé sous cette forme au niveau
intestinal et pulmonaire. Ainsi, en mimant au niveau d'un transporteur membranaire particulier, il
entre en compétition avec d'autres métaux divalents essentiels (Ca? *, Zn?*, Fe?"), mais il peut

aussi étre absorbe sous d'autres formes (Nordberg et al., 2007).

2.6.1.1 Absorption par inhalation

Le Cd et ses sels sont pratiguement moins volatils et existent principalement dans l'air sous
forme d'aérosols enrichis de petites particules de matiere. La biodisponibilité des sediments
pulmonaires et de ces poussieres dépend de leur taille (Sulaymon et al., 2011). La
biodisponibilité pulmonaire du Cd inhalé est estimée a 25-50 %, bien que ce pourcentage
dépende de la solubilité du composé de Cd et de la taille des particules (Oberdorster et al., 2005).
L'absorption du Cd sera plus importante sous forme de vapeurs et de particules fines. Environ 10
a 50 % des particules inhalées se déposent dans les alvéoles et la plupart restent dans la
mugueuse bronchique ciliaire (Genchi et al., 2020). Une fois inhalé, une partie du métal est

repoussée par l'action du mucociliaire vers l'eesophage, qui a son tour peut étre absorbé par voie
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orale. L’absorption de ce métal est trés importante en inhalant la fumée de cigarette riche en
fines particules de Cd (Schwartz et Blaski, 2000).

2.6.1.2 Absorption par ingestion

On pense que seulement 4 a 7 % du cadmium alimentaire est absorbé au niveau gastro-intestinal
et que la biodisponibilité orale chez I'homme est d'environ 5 % (Andersen et al., 2004). Chez les
femmes en age de fertilité, la carence en fer est si fréquente qu'elle peut augmenter jusqu'a 10 %
en raison de l'augmentation des niveaux d'expression du transporteur du fer. Ainsi, en

concurrence avec le fer, le Cd est également mieux absorbé (Nordberg et al., 2007).

2.6.2 Transport et distribution du Cd dans I'organisme

Une fois absorbé dans I'épithélium pulmonaire et intestinal, le cadmium pénétre dans la
circulation sanguine, ou il se lie a une fraction de poids moléculaire élevé (albumine) et a une
fraction de faible poids moléculaire (méthothionine (MT)) (Zhao et al., 2022). La MT a un poids
moléculaire de 6000-7000 g/mol, se compose de 60 a 70 acides aminés et est riche en cystéine
(30 %). La MT immobilise les métaux, y compris le cation métallique Cd?*, grace a ses
nombreux groupes thiol (SH) de cystéine. Dans ce cas, le complexe MTCd se forme (Kumar et
Sharma, 2019). Le cadmium sous sa forme complexe est incapable d'exercer ses effets toxiques
et ainsi de protéger l'organisme. La MT libre est appelée thionine. La synthése des MT dans le
sang et les tissus est induite par I’existance de plusieurs métaux, dont le Cd. Par conséquent, le
Cd libre dans le sang forme des complexes avec la MT (Nordberg et al, 2007). Le cadmium
présent dans le sang se distribu a d'autres parties du corps. Principalement trouvé dans le cortex
rénal et le foie (Horiguchi, 2019). Les recherches montrent que la concentration de cadmium
dans le corps humain augmente avec I’age et s’accumule d’année en année jusqu’a atteindre son
niveau le plus élevé vers 50 ans. Ces taux de distribution dépendent non seulement de I'age et du

contact de tous les jours, mais aussi du statut tabagique (Lopez-Herranz et al., 2016).

2.6.3 Excrétion

Bien que le processus d'élimination soit faible, il est nécéssaire en toxicologie et son atténuation
comporte un grand risque d'accumulation de cadmium et peut entrainer une toxicité (S6derholm
et al., 2022). Une petite partie du cadmium ingéré est excrétée principalement par l'urine et les
selles (0,01 a 0,02 % de l'exposition quotidienne totale au cadmium), mais pas par la sueur, les
ongles ou les cheveux. L'elémination urinaire de Cd augmente avec l'dge (ainsi que son

accumulation dans l'organisme) et par rapport aussi a la charge corporelle totale (Nordberg et al.,
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2007). Les adultes en bonne santé excrétent environ 0,002 mg de Cd par jour, mais les niveaux
urinaires chez les personnes exposeées professionnellement se sont avéres des centaines de fois
plus élevés (Lopez-Herranz et al., 2016). Dans ce cas, la concentration urinaire est un bon
indicateur du taux de toxicité. Le taux d'excrétion dans les matiéres fécales est indépendant de
I'age, mais est partiellement proportionnel a la charge corporelle en Cd. 90 a 95 % du Cd ingéré
par l'alimentation n'est pas absorbé et se retrouve directement dans les feces (Fatima et al.,
2019). Par conséquent, la teneur en Cd dans les matiéres fécales est un bon indicateur de la
teneur du Cd dans la nourriture de tous les jours. De plus, un petit pourcentage de Cd provenant
de la bile hépatique et du suc pancréatique est excrété dans les feces sous forme de complexes
avec le glutathion réduit (GSH) (Reyes-Hinojosa et al., 2019). Le glutathion est un tripeptide
formé de I’association de l'acide glutamique, de la cystéine et de la glycine, il forme des
complexes avec le Cd par le groupement thiol (SH) de la cysteine. En effet, la bile contenant du
GSH-Cd s'écoule dans le duodénum par le canal de Vater (Zhao et al., 2022 ). Ce composant
peut subir une hydrolysation pour donner du cadmium libre, ce dernier aura une réabsorbtion
dans le duodénum et sera par la suite transporte vers le foie via la veine porte hépatique (Wang et
al., 2013). A ce stade, le foie excréte la bile contenant le nouveau complexe GSH-Cd dans la
lumiere duodénale. Ou le cycle entérohépatique est répliqué. Ce dernier peut étre responsable
des effets toxiques durables du Cd, et est donc éliminé plus lentement, augmentant encore sa
demi-vie (Stohs et al., 2000).

2.7  Toxico-dynamique du cadmium

Le cadmium avec toutes ses formes est tres toxique (métaux, vapeurs, sels, composes
organiques) pour ’homme et I’environnement. Le cadmium n'est peut-étre pas un élément
essentiel pour l'organisme, mais il est électrophile, ce qui pose de réels problemes de toxicité
(Gaurav et al., 2010). Il est trés faiblement éliminé par toute dégradation métabolique et est
fortement retenu dans I'organisme, d'ou une longue demi-vie biologique chez 'homme. L'OMS
classe le cadmium comme cancérogeéne de type | (Wang et al., 2013). L'organe cible est souvent
l'organe d'absorption (épithélium intestinal et pulmonaire), mais la toxicité pour les reins, le foie,
les os et les poumons est connue quelle que soit la voie d'absorption (Carriere et al., 2001 ; Picot,
2006).

2.7.1 Toxicité aigie
2.7.1.1 Toxicité par voie digestive : I’ingestion de cadmium ou de ses composés inorganiques
peuvent survenir, surtout si les aliments ou les boissons consommés sont contaminés par du

cadmium. En fait, I’ingestion accidentelle de sels minéraux de cadmium provoque une
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indigestion sévere suivit rapidement par des nausées, des vomissements séveres, des douleurs
d’estomac et de diarrhée (Wang et al.,, 2013). Ces premiers symptdmes sont souvent
accompagnés de convulsions et d’hypersécrétion salivaire avec perte de la masse musculaire.
Des doses élevées provoquent des troubles hydriques et électrolytiques (Ricoux et Gasztowitt,
2001). L'insuffisance rénale est une conséquence des troubles hémodynamiques et provoque un
effet toxique direct sur les tubules rénaux. Des doses élevées peuvent entrainer la mort en

quelques heures (Bismuth, 2000).

2.7.1.2 Toxicité par voie respiratoire: dans les voies respiratoires aprés une période
asymptomatique rapide (4-10 heures) des symptomes séveres d'irritation ont été observés (toux,
douleurs thoraciques), accompagnés de nausées et vomissements, frissons, fievre, maux de téte,
courbatures et leucocytose (lbrahim et al., 2014). La mort peut survenir 1 a 3 jours apres
I'infection. Ainsi, l'autopsie pratiquée montre des signes d'cedéme pulmonaire (Satarug et al.,
2004). C’est la pneumopathie chimique aigué au Cd. En fait, aprés plusieurs heures d'incubation,
la pneumonie au cadmium se présente avec des signes d'inflammation des voies respiratoires, et
provogue une bronchoalvéolite hémorragique, qui peut étre mortelle dans 10 a 25 % des cas

accompagnée de lésions hépatiques et rénales modérées (EI-Boshy et al., 2014).

2.7.2 Toxicité chronique
La population générale est a risque d'empoisonnement au Cd apres une exposition répétée a de
faibles doses (Satarug et al., 2004). L'effet de I'exposition chronique sur divers organes est

discuté en détail ci-dessous.

2.7.2.1 Atteinte pulmonaire: la teneur élevee en cadmium du tabac est due aux propriétés de la
plante nicotiana, qui est capable d'accumuler le cadmium. Les cigarettes contiennent 0,5 a 1
microgramme de cadmium par cigarette (Genchi et al., 2020). L'oxyde de cadmium, formé lors
de la combustion, a une biodisponibilité élevée. En estime que 10 % de I’oxyde de cadmium
inhalé se localise dans les alvéoles et 30 a 40 % est transféré dans le sang par un mécanisme
encore inexpliqué qui peut utiliser le transporteur DMTL1 (transporteur de métal divalent 1)
(Merra et al., 2014). Par conséquent, Les niveaux de cadmium dans le sang des fumeurs sont 4 a
5 fois plus €élevés que chez les non-fumeurs, et les niveaux de métal accumulé dans les reins sont
2 a 3 fois plus élevés que chez les non-fumeurs et peut méme conduire a un adénocarcinome du
poumon (Brzoska et al., 2016). La capacité du cadmium a induire un stress oxydatif semble

jouer un réle important dans la cancérogenése (Waalkes, 2003; Satarug et Moore, 2004).
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2.7.2.2 Atteinte osseuse : I existe un Tlien étroit entre Tempoisonnement au cadmium et les
Iésions osseuses. La maladie Itai-Itai, signalée pour la premiére fois au Japon en 1967, provoque
des perturbations du métabolisme du calcium et une déminéralisation osseuse entrainant une
ostéomalacie associée a des troubles rénaux (Reyes-Hinojosa et al., 2019). Ces études montrent
également que moins il y a de calcium, de protéines, de fer ou de matiéres grasses dans
I'alimentation, plus I'absorption de cadmium est importante (EI-Boshy et al., 2014). Les victimes
ressentent d'abord des douleurs au dos et aux jambes avant d'étre sujettes a des fractures
squelettiques spontanées. La maladie Itai-Itai, qui signifie « douleur » en japonais, est
généralement associée a un dysfonctionnement rénal qui supprime l'activation de la vitamine D
(Reeves et Cheney, 2004 ; Ernie, 2006).

2.7.2.3 Atteinte rénale: Les reins sont considéerés comme l'organe le plus endommagé par le
cadmium. Le Cd se lie a la métallothionéine (MT-Cd) dans le foie et est transporté par la
circulation systémique vers les reins. Dans les reins, les complexes MT-Cd sont emmagasinés
dans les lysosomes, ou ils sont catabolises provoquant une nephrotoxicité (Goyer et Clarckson,
2001; Zhao et al., 2022). Environ la moitié des réserves de Cd du corps se trouvent dans les
reins. Une exposition élevée et prolongée endommage les reins, principalement les cellules des
tubules rénaux et des glomérules. Les lésions rénales induites par le cadmium se manifestent
généralement par un dysfonctionnement tubulaire rénal (Baiomy et Mansour, 2016),
accompagné d'une excrétion accrue de protéines de faible poids moléculaire (par exemple, B2-
microglobuline, a-microglobuline, N-acétylglucosaminidase) et de Iésions caractérisées par une
augmentation du volume urinaire, excrétion de glucose et de glucosamine, acide et calcium apres

capacité de réabsorption réduite (Thevenod, 2003).

2.7.2.4 Génotoxicité du cadmium : certaines études in vitro ont montré que le Cd ne peut se lier
a I'ADN que dans des expériences expérimentales. L'exposition au Cd a été associée aux cancers
des poumons, de la prostate, du pancréas, du foie et des Reins. Le Cd a été classé par le centre
international de recherche sur le cancer (CIRC) comme cancérogene de type | (Genchi et al.,
2022).
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Chapitre 3 : Le Curcuma longa

3.1. Origine, histoire et production du curcuma
Le curcuma a été cultivé et utilisé dans les pays d'Asie du Sud-Est. Ses propriétés en font un
ingrédient nutritionnel et pharmaceutique trés efficace. La premiere référence au curcuma peut
étre vue dans I’Atharvaveda, la médecine traditionnelle indienne dans laquelle le curcuma était
prescrit pour éliminer la jaunisse (Ravindran et al., 2007). Il a également été recommandé dans le
traitement de la Iépre. Pour les anciens, le curcuma n'était pas une épice mais un colorant et un
remeéde a de nombreux maux. Il est introduit dans la cuisine pour conserver les produits
alimentaires et est souvent utilisé pour colorer les plats (Prabhakaran, 2013).

Originaire d'Inde, le curcuma a atteint les cotes chinoises 700 ans plus tard, I'Afrique de
I'Est 100 ans plus tard et I'Afrique de I'Ouest 500 ans plus tard. L'Inde est le plus grand
producteur, consommateur et exportateur. Environ 80% de la production mondiale de curcuma
provient de I'Inde. Les producteurs étrangers sont la Thailande, la Chine, 'Amérique du Sud, les
Tles du Pacifique (Ching, et al., 2014). La production annuelle de curcuma en Inde est d'environ
635 950 tonnes avec une superficie de 175 190 hectares (en 2002-2003). La production du
curcuma représente environ 5,5 % de la superficie de ’Inde et 20,6 % de la production d'épices
de I'Inde. Le curcuma indien est considéré comme le meilleur sur le marché mondial en raison de

sa forte teneur en curcumine (Prabhakaran, 2013).

3.2. Description botanique du curcuma

Le curcuma est une plante vivace dressée qui pousse chaque année et, dans certains cas, tous les
deux ans (Figure 14). La hauteur atteint environ 120 cm. Curcuma longa appartient a la famille
des Zingiberaceae, de l'ordre des Zingiberales des monocots. La famille comprend 47 genres et
1400 especes. Les feuilles sont touffues, alternant en diagonale droite. Les pousses feuillues
dépassent rarement 1 m de hauteur (Motaleb et al., 2013). Habituellement, il y a 6 a 10 feuilles
dans une pousse feuillue. Le rhizome est la tige souterraine du curcuma, qui peut étre divisée en
deux parties, le rhizome mere central en forme de poire et ses branches axillaires latérales
appelées doigts. Normalement, il n'y a qu'un seul axe principal (Xia et al., 2015). Un doigt
complet ou un rhizome mere est utilisé comme matériel de plantation. Le rhizome est orange
foncé et l'extérieur est orange jaunatre avec un fort ardbme. Les fleurs sont fines, blanches et
fugaces et mesurent environ 5 cm de long. La floraison commence apres 109-155 jours de la date
de plantation. Les inflorescences durent environ 1 a 2 semaines aprés leur apparition
(Prabhakaran, 2013).
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Figure 14 : La plante Curcuma longa (Leroy, 2019)

3.3 Composition chimique du curcuma

Les rhizomes de Curcuma longa (Figure 15- A, B) contiennent des substances volatiles et non
volatiles. Les composants chimiques des huiles volatiles sont artturmerone, turmerone,
Zingiberene et Curlone. Plus de 20 composés ont été identifiés dans I'huile des feuilles, dont
I'aphellandréne, le 1,8 cinéole, le p-cyméne et le B-pinéne, qui sont les composés majeurs
(Hoppe, 2001). Les composés non volatils du curcuma sont des colorants (Motaleb et al,, 2013).
Les principaux composants bioactifs du curcuma, appelés curcuminoides (Figure 16), sont une
riche source de composés phénoliques, a savoir la curcumine 1 (diferuloyl méthane), la
curcumine 1l (déméthoxycurcumine) et la curcumine Il (bisdeméthoxy curcumine) (Rao et al.,
2015). La curcumine | est le principal ingrédient actif dérivé de la racine de curcuma (Péret-
Almeida et al., 2005). La curcumine est soluble dans I'éthanol et I'acétone mais insoluble dans
I'eau. Dans la composition du curcuma, il y a également de nombreux glucides, minéraux,

proteines et vitamines (Prabhakaran, 2013), (Tableau 3).

(A) Racine de curcuma (B) Poudre de curcuma cristallisé

Figure 15 : Rhizomes de curcuma (Wicht et Anton, 2003 ; Péret-Almeida et al., 2005)

E
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Figure 16 : Structure chimique des curcuminoides (Wicht and Anton, 2003 ; Péret-Almeida
et al., 2005)

Tableau 3 : Les constituants chimiques du Curcuma longa et leurs pourcentages
(Ravindran et al., 2007)

Composition Pourcentage (%)
Humidite 6-13
Glucides 60-70
Protéines 6-8
Fibre 2-7
Matieres minérales 3-7
Graisse 5-10
Huile volatile 3-7
Curcuminoides 2-6

3.4. Utilisation du curcuma

3.4.1 Le curcuma dans la médicine traditionnel

Le curcuma est souvent utilisé comme antiseptique, il a un effet rajeunissant sur I'état post-
partum de la mére aprés la naissance. Le curcuma est utilisé pour traiter l'arthrite, le rhume, la
grippe et la conservation des aliments grace a ses activités antibactériennes (Esatbeyoglu et al.,
2012). Cet ancien traitement combat également les problémes dentaires et les troubles digestifs
comme l'indigestion, les problémes de digestion, l'acidité, les flatulences et les ulcéres (Anil et

al., 2011). Dans le systeme de médecine Unani (Indien), le curcuma est utilisé pour l'ascite, la
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jaunisse et l'inflammation. En revanche, dans le systeme de medecine Himalayen, le curcuma est
utilisé comme contraceptif et tonique cutané, ainsi que pour traiter les gonflements, les plaies, la
coqueluche, les lésions internes, les furoncles et autres lésions extérieures (Wichtz and Anton,
2003).

3.4.2 Le curcuma en cosmétologie

Le curcuma est une plante qui a la capacité d'éclaircir la peau. Les propriétés antibactériennes du
curcuma aident au traitement de l'acné et ses propriétés anti-inflammatoires traitent les boutons.
Le curcuma peut étre utilisé pour les peaux grasses comme nettoyant ou masque (Emiroglu et al.
2017). 1l peut également bloquer les enzymes inflammatoires impliquées dans le psoriasis. Selon
une étude japonaise, le curcuma peut empécher la formation de rides et de pigment de mélanine
(Esatbeyoglu et al., 2012). Il prévient la perte délasticité de la peau causée par I'exposition
chronique aux UVB. Il a éte utilise méme en dentisterie, il blanchit et protege les dents
(Chaturvedi, 2009).

3.4.3 Le curcuma comme additif alimentaire

Le curcuma, connu sous le nom de "safran Indien"”, est utilisé depuis 4000 ans, et largement
utilise comme épice dans la cuisine sud-Asiatique et moyen-orientale (Van der Veen, 2014).
Codé "E100" comme additif alimentaire, le curcuma est utilisé comme colorant pour le fromage
et le beurre (Abou-Elkhair et al., 2014), et dans les aliments manufacturés tels que les boissons
en conserve, les produits laitiers, les produits de boulangerie, la créme glacée, le yogourt, le jus
d'orange, les biscuits, le mais souffle, les bonbons, le glacage a gateau, les céréales, les sauces et
la gélatine (Ashok Kumar and Bangaraiah, 2001). C'est un ingrédient important dans la plupart
des poudres de curry commerciales. 1l peut étre incorporé dans les aliments, notamment les plats
a base de riz et de haricots, pour améliorer la digestion et réduire les gaz et les ballonnements.
C’est un cholagogue qui stimule la production et excrétion de la bile dans le foie (Prasad et
Aggarwal, 2011).

3.5 Propriétés médicinales du curcuma

3.5.1 Propriétés néphroprotectrices

La curcumine empéche la néphrotoxicité.ll a été prouvé que le traitement a la curcumine a été
nettement protecteur contre la protéinurie, I'albuminurie, I'nypoalbuminémie et I'hyperlipidémie
induite par I'ADR (Venkatesan et al., (2000). Les effets néphroprotecteurs du curcuma
(notamment du xanthorrhizol isolé du rhizome de Curcuma longa) ont été démontrés contre la

néphrotoxicité provoquée par la substance toxique cisplatine (Kim et al., 2005).
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3.5.2 Propriétés gastroprotectrices

Le curcuma est bénéfique pour les maux d'estomac, les coliques et les ballonnements. Les
extraits de curcuma réduisent la sécrétion d'acide gastrique et protégent contre les dommages tels
que l'inflammation le long de la paroi de l'estomac ou des intestins et les ulceres causés par
certains médicaments (Agarwal et al., 2010). La curcumine réduit la motilité intestinale chez les
rats albinos suite a une dose intragastrique unique de 1 g/kg de poids corporel, ce qui peut
expliquer en partie l'utilisation traditionnelle de la curcumine dans ces troubles tels que la

diarrhée, les crampes abdominales et le syndrome du célon irritable (Ravindran et al., 2007).

3.5.3 Propriétés cardioprotectrices

La curcumine réduit I’augmentation du poids relatif du ceeur et la nécrose cardiaque. Méme les
modifications tissulaires architecturales observées dans la nécrose cardiaque (Naik et al., 2011).
Le curcuma améliore aussi la tension artérielle chez des rats soumis a un regime contenant de
I'ail et du curcuma (Zahid Ashraf et al., 2005).

3.5.4 Propriétés hépatoprotectrices

La curcumine peut réduire la toxicité hépatique, la curcumine s'est avérée pres de dix fois plus
efficace que le traitement conventionnel a l'acide ascorbique (Song et al., 2001). Le curcuma est
bénéfique en cas de cirrhose du foie qui est une maladie diffuse, chronique, irréversible et grave
du foie avec des lésions des cellules hepatiques, une fibrose, et des nodules de régénération. Les
tissus sains sont donc remplacés par des cicatrices, ce qui empéchent le fonctionnement correcte
du foie (Eybl et al., 2004).

3.5.5 Propriétés antimicrobiennes

L’utilisation médicinale traditionnelle du curcuma est répondue en raison de ses propriétes
antibactériennes, par exemple I'extrait de rhizome était en effet efficace contre les champignons
Fusarium oxysporium, Aspergillus niger, A. nidulans et Alternaria solani et les bactéries

Staphylococcus albus, E. coli et Pseudomonas pyocyanea (Chauhan et al., 2003).

3.5.6 Propriétés antidiabétiques

Le rhizome de curcuma a récemment été utilisé pour lutter contre le diabete. Les rats diabétiques
assignés a la streptozotocine (STZ) ont montré une augmentation significative de la glycémie, de
la polyurie et une diminution du poids corporel. Le traitement chronique a la curcumine réduit

significativement le stress oxydatif chez les rats diabétiques (Priyadarsini, 2014). La curcumine
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alimentaire améliore I'etat metabolique chez les patients diabétiques. Des souris albinos ayant
recu un régime de 0,5 % de curcumine ou de 1 % de cholestérol ont développé un diabéte par
injection de streptozotocine (Chen et al., 2015). Les souris diabétiques maintenues a un régime
de curcumine pendant 8 semaines excrétent moins d'aloumine, de créatinine, d'urée et de
phosphore inorganique. L'utilisation de la curcumine a considérablement réduit la glycémie et les
taux d'HbA:C (Li et al., 2012).

3.5.7 Propriétés anti-inflammatoires

La curcumine est hautement anti-inflammatoire et est utilisée en Inde depuis des siecles pour
traiter 1'inflammation. Au niveau moléculaire, la curcumine bloque une protéine appelée NF«kB.
Cette derniere est responsable de I’activation des génes liés a I’inflammation aprés sa pénération
dans le noyau (Edwards et al., 2017). La curcumine aussi était bénéfique pour les personnes
atteintes de la maladie intestinale inflammatoire qui est caractérisée par un stress oxydatif et une
infiltration leucocytaire. La curcumine réduit l'infiltration de neutrophiles et la peroxydation

lipidique dans le cdlon enflammé (Aggarwal et al., 2005).
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La partie pratique est réalisée dans différents laboratoires. Les rats ont été sacrifiés et les
paramétres hématologiques et biochimiques ont été déterminés au Laboratoire d'Ecophysiologie
Animale de I'Université Annababaji Mokhtar (UBMA), Algérie. Concernant les parameétres du
stress oxydatif, leur dosage a été réalisé au Laboratoire de Biochimie et Microbiologie
Appliquée, Département de Biochimie, Université Annababaji Mokhtar (UBMA), Algérie. Les
coupes histologiques et leur interprétation ont été réalisées au service d'anatomopathologie de
I'nopital EI Bouni d'Annaba (Algérie).

Le but de de notre étude est de prouver I’effet protecteur et antioxydant de Curcuma longa
contre les effets toxiques et oxydatifs délétéres induites par I'exposition subchronique au

cadmium.

4.1 Produit chimique
Dissoudre le chlorure de cadmium pur (Fluka Macédoine) dans de I'eau minérale et ajuster

chaque dose a 5 mg/kg de poids corporel de rat. (Kehili et al., 2017)

4.2 Produit végetal

Rhizomes de curcuma achetés au marché local d'Annaba (Algérie). Pour obtenir une fine poudre
de curcuma, broyez le rhizome en laboratoire a 1’aide d’un mortier et d’un pilon, puis a l'aide
d'un mixeur et enfin tamisés pour obtenir une poudre de taille uniforme. Du curcuma a été

administré aux rats a raison de 2 % dans le régime alimentaire. (Saidi et al., 2019)

4.3 Entretien des rats

L’expérimentation animale a été menée sur 40 rats males adultes de la souche Albinos wistar
pesant 160 + 10 g, obtenus de I'Institut Pasteur d'Alger - Algérie. L’¢élevage des rats a été
effectué au niveau de 1’animalerie de 'université Badji Mokhtar - Annaba. 1ls sont éleves dans
des cages en polyéthyléne, tapissés d’une litiére en copeaux de bois. Les cages ont été nettoyés et
la litiere changée une fois tous les deux jours avec un acces libre a la nourriture.

Les rats ont subi une période d'adaptation de deux semaines dans des conditions
environnementales standard a I’animalerie (cycle lumiére/obscurité de 12 h, température a 21 +£2
°C et humidité relative a 50 + 10 %). Les rats ont été nourris avec un régime alimentaire

spécifique que nous avons préparé selon Upreti et al., (1989) (Tableau 4), I'eau potable est
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fournie a volonté dans des biberons ad libitum. Les procédures de recherche ont été effectuées
conformément aux directives pour le soin des animaux de linstitut national de la santé et

approuvées par le comité d'éthique de 'UBMA.

Tableau 4: Composition du régime alimentaire pour un 1 kg d’aliment (Upreti et al, 1989)

Matiere primaire Pourcentage (%) Quantité en g/kg
Amidon (mais) 42 420
Saccharose 20 200
Soja 26 260
Composant Minéro-Vitaminique (CMV) 2 20
Huile 8 80
Son 2 20

4.4 Traitement des rats

Aprés la période d’adaptation, les rats ont été répartis au hasard en quatre groupes de dix rats
chacun, et traités quotidiennement pendant 30 jours par gavage a ’aide d’une sonde gastrique.
Le protocole de traitement est expliqué comme suit:

+ Groupe 1 (0-0): a servi de témoin et a recu un régime alimentaire normal et de I'eau minérale
par gavage (per 0s).

+Groupe 2 (0-Cur): est nourri par un régime alimentaire expérimental contenant 2 % de
curcuma et de lI'eau minérale.

+£Groupe 3 (Cd-0): a recu une dose orale (per os) de chlorure de cadmium (5 mg/kg)
associée a un regime alimentaire normal.

+Groupe 4 (Cd-Cur): a recu une dose orale (per os) de chlorure de cadmium (5 mg/kg)

associée a un régime expérimental contenant 2 % de curcuma.

4.5 Prélevement sanguin

A la fin de la période du traitement, les rats sont mis a jeun pendant la nuit. lls sont sacrifiés le
matin par décapitation. Pour chaque rat, la glycémie a été mesurée sur place par un glucometre
(Accu-check active) et le sang a été immédiatement recueilli dans deux tubes étiquetés, 1'un sec
et I’autre contient 'EDTA comme anticoagulant:

+ Les tubes a EDTA ont servi pour la détermination de la formule de numération sanguine
(FNS) ;
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+ Les tubes secs ont été centrifugés a 3000 tours/minute pendant 15 minutes, les sérums
récupérés ont servi a la détermination des parametres biochimiques (glycémie, acide urique,
urée, créatinine, protéines totales, cholestérol, triglycéride, phosphatase alcaline, transaminase
AST/ALT, lactate déshydrogénase, bilirubine total et directe, a amylase et lipase).

4.6 Prélevement des organes

Aprés la dissection, le foie, les reins, les testicules, le coeur, la rate, et une partie des intestins ont
été prélevés et débarrassés de leurs tissus adipeux puis pesés. Un fragment de foie et de rein de
chaque groupe ont été fixés séparément dans le Bouin alcoolique afin de réaliser des coupes
histologiques. Une partie de ces organes ont été stockés au congélateur a - 20 °C pour le dosage
des parametres de stress oxydant (GSH, MDA, GPx, GST, CAT). La figure 17 résume les

différentes étapes du protocole expérimental.
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40 rats males
(Albinos wistar)

Période d’adaptation

Groupe
(0-Cur)
2% Curcuma
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(0-Cd)

5mg/Kg CdCl»
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(Cd-Cur)
2% Curcuma

+

5mg/Kg CdCl;

Evaluation des
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Foie

Rein

Rate
Coeur
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parameétres du
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histologiques

Foie
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héematologiques
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HCT
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PLQ

Evaluation des
parametres
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Bil T, Bil- D,
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Urée, Creatinie,
Acide urique,
Prot-T,a
Amylase,
Lipase

Figure 17: Schéma du protocole expérimental

E
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4.7 Méthodes de dosage

4.7.1 Dosage des paramétres hématologiques

La mesure de la formule de numération sanguine (FNS) a été effectuée par un automate
d'hématologie (MINDRAY bc-3200). Les tubes a EDTA contenant le sang ont été placés dans
I’automate, et la mesure de la FNS commence. Au bout de 2 minutes les résultats s’affichent sur
I’écran. Les parametres hématologiques mesurés sont: globules rouges (GR), globules blancs
(GB), hémoglobine (HGB), hématocrite (HCT), plaquettes (PLT), lymphocytes (LY), monocytes
(MO), neutrophiles (NEUT), volume globulaire moyen des hématies (VGM), concentration
corpusculaire moyenne en hémoglobine (CCMH), et teneur corpusculaire moyenne en
hémoglobine (TCMH).

4.7.2 Dosage des parameétres biochimiques

Les parameétres biochimiques mesurés a l'aide d'un analyseur automatique de biochimie (pictus
1000) en utilisant des kits fournis par Spinreact (Espagne) pour estimer:

v le bilan hépatique: les transaminases (AST, ALT), le lactate déshydrogénase (LDH), la
phosphatase alcaline (PAL), la bilirubine totale (BIL-T) et directe (BIL-D), les protéines totales ;

v le bilan rénal: I’'urée, la créatinine et I’acide urique ;
v le bilan lipidique: le cholestérol, les triglycérides ;
v le bilan pancréatique : o amylase, la lipase.

4.7.3 Dosage des paramétres du stress oxydant

4.7.3.1 Mesure le taux du glutathion (GSH)

> Préparation de I'homogénat pour le dosage de GSH: 200 mg de tissu (foie, reins,
cceur, rate, intestins et testicules) ont été mis en présence de 8 mL d'une solution d’acide éthyléne
diamine tétra acétique (EDTA) a 0,02 M, puis ont été broyés a froid (4 °C) a I'aide d’un

homogénéisateur ultrason pendant 30 secondes pour obtenir un homogénat.

> Principe: le dosage du glutathion a été réalisé selon la méthode de Weckbecker et Cory
(1988). Le principe de ce dosage repose sur la mesure de lI'absorbance optique de l'acide 2-nitro-
5-mercapturique. Ce dernier résulte de la réduction de l'acide 5,5'-dithio-bis-2-nitrobenzoique
(réactif d'Ellman, DTNB) par les groupements (-SH) du glutathion. Pour cela une
déprotéinisation de I’homogénat est indispensable afin de garder uniquement les groupements

thiol spécifiques du glutathion.
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> Mode opératoire
e Prélever 0,8 mL de I’homogénat.
e Déprotéiniser en ajoutant 0,2 mL d'une solution d'acide sulfosalicylique (SSA) a 0,25 %.
o Agiter le mélange et laisser pendant 15 minutes dans un bain de glace.
e Centrifuger & 1000 tours/min pendant 5 min.
e Prélever 0,5 mL du surnagent.
e Ajouter 1 mL du tampon Tris + EDTA (0,4 M Tris + 0,02 M d’EDTA), pH 9,6.
e Mélanger et ajouter 0,025 mL de DTNB a 0,01 M (dissous dans le méthanol absolu).
e Laisser pendant 5 minutes a température ambiante pour la stabilisation de la couleur qui
se développe instantanément.

e Lire les densites optiques (DO) a 412 nm contre le blanc.

> Calcul: la concentration du glutathion est obtenue par la formule suivante:

GSH: nM GSH/ mg protéines.

DO: Densité optique.

1: Volume total des solutions utilisees dans la

déprotéinisation (0,8 mL homogénat + 0,2 mL

SSA).
[GSH] = DOx1x 15251000 1,525: Volume total des solutions utilisées dans le
13100 x0,8x 0,5 x mg prot dosage du GSH au niveau du surnageant (0,5 mL

surnageant +1 mL Tris + 0,025 mL DTNB).
13100: Coefficient d’absorbance du groupement -SH
a412 nm.
0,8: Volume de I’homogénat trouvé dans 1 mL.

0,5: Volume du surnageant trouvé dans 1,525 mL.

4.7.3.2 Mesure Pactivité de la glutathion peroxydase (GPx)

> Préparation de I'homogénat pour le dosage de GPx: 500 mg de foie ou de rein des
différents groupes sont broyés a froid (4 °C) en présence de 5 mL d'une solution de tampon TBS
(Tris 50 mM, NaCl 150 mM, pH 7,4) a I’aide d’un homogénéisateur ultrason pendant 30

secondes pour obtenir un homogeénat.

> Principe: I'activité enzymatique de la glutathion peroxydase (GPx) a été mesurée par la

méthode de Flohé et Gunzler (1984). Cette méthode est basée sur la réduction de peroxyde
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d’hydrogéne (H20>) en présence de glutathion réduit (GSH), ce dernier est transformé a sa forme

oxydée (GSSG) sous I’influence de la GPx selon la réaction suivante:
H.0, + 2 GSH — GSSG + 2 H,0

> Mode opératoire
e Prélever 0,2 mL de I'homogénat.
e Ajouter 0,4 mL de GSH (0,1 mM).

e Ajouter 0,2 mL de la solution tampon TBS (Tris 50 mM, NaCl 150 mM, pH 7,4).

e Incuber au bain marie a 25 °C, pendant 5 minutes.

e Ajouter 0,2 mL de H2O2 (1,3 mM) pour initier la réaction, laisser agir pendant 10

minutes.

e Ajouter 1 mL de TCA (1 %) pour arréter la réaction.

e Mettre le mélange dans la glace pendant 30 minutes.

e Centrifuger durant 10 minutes a 3000 tours/minutes.

e Prélever 0,48 mL du surnageant.

e Ajouter 2,2 mL de la solution tampon TBS a pH 7,4.

e Ajouter 0,32 mL de DTNB (1 mM).

e Meélanger et apres 5 minutes lire les densités optiques a 412 nm contre le blanc.

> Calcul: la détermination de I’activité enzymatique de la GPx se fait a I’aide de la formule

suivante:

_ (DO echantillon — DO ctalon) x 0.04
B DO etalon

Qx 1000

GPx (nM GSH/min/mg prot) = "
mg pro

Q: Quantité de GSH disparue (oxydée)
dans 0,2 mL extrait dans 1 mL.

DO échantillon: Densité optique de
I’¢échantillon.

DO ¢étalon: Densité optique de 1’étalon.

0.04: Concentration du substrat (GSH).

4.7.3.3 Mesure de P’activité de la glutathion S-transférase (GST)

> Préparation de I'homogénat pour le dosage de GST: 500 mg de foie ou de rein des

différents groupes sont broyés a froid (4 °C) en présence de 5 mL d'une solution de tampon TBS

.
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(Tris 50 mM, NaCl 150 mM, pH 7,4) a l'aide d’un homogénéisateur ultrason pendant 30
secondes pour obtenir un homogénat.

> Principe: la mesure de ’activité des GSTs a été réalisée par la méthode de Habig et al.,
(1974), celle-ci consiste a fournir a I’enzyme un substrat en général le 1-chloro,2,4-
dinitrobenzene (CDNB), qui se conjugue facilement avec le glutathion sous I’action de
nombreuses isoformes de GST. La réaction de conjugaison de ces deux produits entraine la

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

> Mode opératoire: la méthode utilisee dans cette étude consiste a faire agir les GST
contenues dans I’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 cinétiqguement pendant 1 minute durant 5 minutes a une longueur d’onde de 340 nm.
Cette cinétique est réalisee parallelement dans le blanc et les échantillons contre la solution du

tampon phosphate.

> Réactifs

Blanc (uL) Essai (uL)
Tampon phosphate (0,1 M) pH 6,5 850 830
CDNB (0,02 M) 50 50
GSH (0,1 M) 100 100
Homogeénat - 20

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

de ’enzyme.

> Calcul: Pactivité enzymatique de la GST est obtenue par la formule suivante:

GST: nM GSH-CDNB/min/mg proteines.

DO échantillon/min: Densité optique de
I’échantillon par minute.

(DO echantillon/min - DO blanc/min)

GST = DO blanc/min: Densité optique du blanc
9,6 x mg prot

par minute.
9,6: Coefficient d’extinction du GSH-
CDNB exprimé en mM 1.Cm™,
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4.7.3.4 Mesure activité de la catalase (CAT)

> Préparation de surnagent pour le dosage de CAT: 500 mg de foie ou de rein des
différents groupes sont broyés a froid (4 °C) en présence de 5 mL d'une solution de tampon
phosphate (0,1 M; pH 7,4) a l’aide d’un homogénéisateur ultrason pendant 30 secondes pour
obtenir un homogénat, ce dernier est centrifuger a 5000 tours/min pendant 15 minutes afin

d’obtenir un surnagent.

> Principe: la méthode utilisée est celle d’Aebi (1984). La CAT catalyse la destruction du
peroxyde d’hydrogene en eau et en oxygene. L’activité de la CAT a été mesurée a 240 nm a
I’aide d’un spectrophotometre, par la variation de la densité optique consécutive a la diminution

du H202 a une température d’incubation de 25 °C.

> Mode opératoire :

> Réactifs Blanc (uL) Essai (uL)
Tampon phosphate (0,1 M) 800 780
pH7,5
H,0> (0,5 M) 200 200
Surnagent (S9) - 20

e Le zéro de I’appareil est réalisé par le tampon phosphate.
e La quantit¢ de I’homogénat (S9) doit étre déterminée en fonction de la quantité des
protéines comprise entre 1 et 1,5 mg/mL, soit une quantité de 10 a 20 puL de S9 dilué.
e L’activité décroit rapidement, il est important de mettre toujours le méme temps de
pipetage et le moment ou on place la cuve en quartz au spectrophotometre.
e La lecture de I’absorption se fait aprés 15 secondes de délai et durant 60 secondes de
mesure.
> Calcul: I’activité enzymatique de la CAT est calculée par la formule suivante:
CAT: uM H202/min/mg protéines.
ADQ: Variation de la densité optique par minute.
ADO x 10 g: Coefficient d’extinction du H,O2 (0,04 mM=*.Cm™).
CAT = =x LxXxFd L: Largeur de la cuve ou longueur du trajet optique (1 cm).
X: Quantité des protéines en mg/mL.

Fd: Facteur de dilution du H20: dans le tampon (0,02).
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NB: On note que le dosage de plusieurs parametres (GSH, GPx, GST) est mesuré par rapport a 1

mg de protéines. C'est pour cela ce dosage doit étre accompagné par le dosage des protéines.

4.7.3.5 Dosage des protéines

> Principe: la concentration des protéines est déterminée selon la méthode de Bradford
(1976) qui utilise le bleu de Coomassie (G 250) comme réactif. Ce dernier réagit avec les
groupements amines (-NHy) des protéines pour former un complexe de couleur bleu.
L’apparition de cette couleur reflete le degré d’ionisation du milieu acide et I’intensité

correspond a la concentration des protéines dans I'échantillon.

> Mode opératoire
e Prélever 0,1 mL de I'homogénat.
e Ajouter 5 mL du réactif de Bradford.
o Agiter et laisser reposer 5 min pour la stabilisation de la couleur.
e Lire la densité optique a 595 nm, contre le blanc.
e La densité optique obtenue est rapportée sur une courbe d'étalonnage préalablement

tracée.

> Calcul: la concentration des protéines est déterminée par comparaison a une gamme

¢talon d’albumine sérique bovin (BSA) réalisée dans les mémes conditions (voir annexe 99).

4.7.4 Etude histologique
Les coupes histologiques ont été realisées au niveau du service d’anatomopathologie de 1’hopital El
Bouni, Annaba, (Algérie). La technique utilisée est celle décrite par Houlot (1984), qui comporte

les étapes suivantes :

4.7.4.1 Fixation

Elle a pour but d’immobiliser les structures cellulaires tout en conservant leurs morphologies. Le
temps de la fixation est essentiel pour la réussite de la technique histologique. Elle doit étre
réalisée rapidement apres la décapitation des rats et prélevement des organes. Des fragments de
foie et de rein (surface 1 & 2 cm? et épaisseur 2 mm) ont été alors mis dans le liquide de Bouin
alcoolique (voir préparation aux annexes) qui constitue de fixateur classique le plus utilisé. 1l

permet de durcir I’échantillon sans I’abimer. Apres 48 heures de fixation les pieces d’organes




Chapitre 4 Matériels et Méthodes

sont retirées du Bouin puis rincées a I’eau distillée. Les échantillons sont placés dans des
cassettes spéciales a parois trouées afin de permettre le passage des liquides au cours des

manipulations qui suivent.

4.7.4.2 Déshydratation

Comme la paraffine n’est pas miscible a I’eau, les échantillons doivent étre alors complétement
déshydratés avant I’inclusion dans la paraffine. Cette derniere n'est pas soluble dans l'alcool
utilisé pour la déshydratation, on assiste donc a une substitution par le xyléne. La déshydratation
se fait grace a un automate qui fait immerger les échantillons dans des bains d’éthanol a
concentration croissante (70, 95 et 100 %), puis dans des bains de xyléne qui constitue un agent
éclaircissant donnant au tissu une certaine transparence. Ensuite, dans 1’étuve le xyléne s’évapore

des pieces anatomiques. Cette étape est réalisée par un appareil appelé le circulateur.

4.7.4.3 Inclusion et réalisation des blocs

Elle ne peut étre satisfaisante que si I’échantillon est complétement déshydraté et ne contient plus
de solvant intermédiaire (alcool). Les piéces sont alors plongées (2 heures) dans des bains de
paraffine liquide fondue a 60 °C. Les échantillons étant imbibés de paraffine viennent alors
I’étape de ’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 systéme de chauffage, un
petit robinet et une plaque métallique réfrigérée pour obtenir la solidification rapide (10 a 15
min) du bloc de paraffine contenant le tissu. La réalisation des coupes minces de quelques
microns (5 um en moyenne) est possible grice a des appareils spéciaux appelés «Microtomesy.
Ces coupes sont étalées sur des lames porte-objet, déplissées et fixés sur la lame par I’utilisation

d’une eau gélatineuse chauffée.

4.7.4.4 Confection des coupes histologiques

Les blocs de paraffine sont préalablement taillés avant de subir des coupes au microtome de 4 a 5
um. Les rubans de paraffine obtenus sont étalés sur des lames porte-objet, puis déplissés et fixés
par une eau gélatineuse chauffée a 40 °C. Les lames sont marquées au nom des différents lots a

’aide d’un crayon d’argent, ensuite séchées dans une étuve a 100 °C pendant 1 heure.

4.7.4.5 Coloration et montage

Pour la coloration, on a utilisé la technique a 1’Hématoxyline-Eosine (HE); qui nécessite la
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présence de 1’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 (100 mL

Eosine solution aqueuse a 3 %, 125 mL alcool éthylique a 95 %, 375 mL d’eau distillée et 2

gouttes d’acide acétique). La coloration suit les étapes suivantes:

Déparaffiner et hydrater les lames a 1’eau du robinet puis rincer a I’eau distillée.

Immerger les coupes dans un bain d’hématoxyline de Harris (15 minutes) qui colore en
bleu violacé les structures basophiles (noyaux). Rincer a ’eau courante.

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.

Bleuir dans un bain d’eau ammoniacale.

Immerger les coupes 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.

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

Cette étape permet la:

>
>

Protection mécanique des coupes.

Protection chimique des colorants.

Les préparations ont ensuite été séchées puis observées au microscope optique équipé d’un

appareil photographique. La figure 18 illustre quelques étapes de la réalisation des coupes

histologiques.
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Fixation des organes dans le formol ‘

Fixation dans le Bouin Coupe transversale Cassette

Réalisation des blocs de parrafine

Solidification du bloc Dégrossir un bloc Réalisation d'un ruban L.
Fixation des coupes sur les lames

Coloration des lames

Bacs de coloration Lame colorée

Figure 18: Quelques étapes de I’étude histologique

E
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4.7.5 Analyse statistique des résultats

Toutes les données ont été exprimées en moyenne = SEM. Les valeurs ont été déterminées par
une analyse de variance unidirectionnelle (ANOVA) suivie par comparaisons multiples de
Tukey. Le logiciel GraphPad Prism 5.0 a été utilisé pour effectuer les statistiques et dessiner les
graphiques (GraphPad Software, Inc., San Diego, USA). Des valeurs de p < 0,05, < 0,01 et <
0,001 ont été considérées comme statistiquement significatives, hautement significatives et trés
hautement significatives, respectivement (Fisher et Yates 1974).
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Chapitre 5 : Résultats

5.1 Résultats de I’étude pondérale

5.1.1 Influence du traitement sur la croissance corporelle

Le tableau 5 montre les changements de poids corporel des rats témoins et des rats traités
quotidiennement avec du chlorure de cadmium et/ou du curcuma pendant 30 jours. Les résultats
obtenus n'ont montré aucun changement significatif dans la croissance physiologique des rats du
groupe traité par rapport au groupe témoin. Les rations alimentaires n'ont pas changé et les rats

ont conservé un appétit normal et ont ainsi maintenu leur poids corporel.

5.1.2 Influence du traitement sur les rapports organocorporels

Aprés I’étude statistique, des changements dans le poids des organes par rapport a 100 g de
poids corporel a montré une augmentation significative du rapport hépatocorporel,
splénocorporel et cardiocorporel chez le groupe traités au chlorure de cadmium (Cd-0) par
rapport au groupe témoin (0-0). . Dans ce cas, il n’y a eu aucun changement dans le rapport
rénocorporel par rapport au groupe témoin (0-0). (Figure 19, Figure 20, Figure 21, Figure

22)

Rapport heépatocorporel %
6
*
5 T
4 T
37 ERapport hepatocorporel®o
2 |
1 |
o - : : : Groupes
0-0 0-Cur Cd-0 Cd-Cur

Figure 19: Variations du rapport hépatocorporel (%) chez les rats témoins et traités par le
Chlorure de cadmium et/ou le Curcuma longa apreés 30 jours (moyenne = SEM, n=10)

* P <0.05: différence significative par rapport aux témoins (0-0).
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Rapport renocorporel %
0,9
0,8 T
0,7 T
0,6
0,5
04 MR apport rénocorporel%o
0,3
0,2
0,1
0 . . . Groupes
0-0 0-Cur Cd-0 Cd-Cur

Figure 20: Variations du rapport rénocorporel (%) chez les rats témoins et traités par le

Chlorure de cadmium et/ou le Curcuma longa apreés 30 jours (moyenne + SEM, n=10)
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Rapport splenocorporel%
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M Rapport splénocorporel%
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0,1 -

0 - Groupes
0-Cur d-0 Cd-Cur

Figure 21: Variations du rapport splénocorporel (%) chez les rats témoins et traités par le

Chlorure de cadmium et/ou le Curcuma longa aprés 30 jours (moyenne + SEM, n=10)

** P <0.01: différence significative par rapport aux témoins (0-0).
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Figure 22: Variations du rapport cardiocorporel (%) chez les rats témoins et traités par le
Chlorure de cadmium et/ou le Curcuma longa apres 30 jours (moyenne + SEM, n=10)

* P <0.05: différence significative par rapport aux témoins (0-0).
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5.2 Résultats de I’étude hématologique

Les résultats illustrent que la supplémentation du curcuma dans le régime alimentaire (O-
Cur) par rapport au groupe (0-0) n’a révélé aucun changement significatif de la formule
numérique sanguine (FNS). Toutefois, le traitement des rats par le chlorure de cadmium
(Cd-0) a démontré une diminution significative des valeurs de I'ensemble des parametres
hématologiques en comparant aux rats témoins (0-0). L’association du curcuma avec le
cadmium (Cd-Cur) pourrait protéger les rats de I'effet nocif du cadmium en maintenant les
paramétres hématologiques a des valeurs proches de celles des témoins en comparant avec le
lot (Cd-0). Les figures (23, 24 ; 25, 26, 27, 28) suivantes illustrent les effets du traitement

des rats par le chlorure de cadmium et/ou le Curcuma longa sur le bilan hématologique.
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Figure 23: Variation du nombre des globules rouges (10%/pL) chez les rats témoins et
traités par le chlorure de cadmium et/ou le Curcuma longa pendant 30 jours (moyenne *
SEM, n=10)

** P <0.01: différence significative par rapport aux témoins (0-0).
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Figure 24: Variation du taux d’hémoglobine (g/dl) chez les rats témoins et traités par le

chlorure de cadmium et/ou le Curcuma longa pendant 30 jours (moyenne £ SEM, n=10)

*** P <0.001: différence significative par rapport aux témoins (0-0).

### P < 0.001: différence significative par rapport au groupe (Cd-0).
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Figure 25: Variation du pourcentage de I’hématocrite chez les rats témoins et traités par
le chlorure de cadmium et/ou le Curcuma longa pendant 30 jours (moyenne = SEM, n=10)

*P <0.05, ** P <0.01: différence significative par rapport aux témoins (0-0).
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Figure 26: Variation du taux des globules blancs (10%/uL) chez les rats témoins et traités
par le chlorure de cadmium et/ou le Curcuma longa pendant 30 jours (moyenne + SEM,
n=10)

*P <0.05, *** P <0.001: différence significative par rapport aux témoins (0-0).

## P < 0.01: différence significative par rapport au groupe (Cd-0).

E



Chapitre 5 Résultats

LY (103/uL)
12
#
10 T
* ¥k k
8
6
M LY(103/pL)

4

2

0 . . . 1 Groupes

0-0 0-Cur Cd-0 Cd-Cur

Figure 27: Variation du taux des lymphocytes (10%/uL) chez les rats témoins et traités par
le chlorure de cadmium et/ou le Curcuma longa pendant 30 jours (moyenne + SEM, n=10)

*** P <0.001: différence significative par rapport aux témoins (0-0).
# P <0.05: différence significative par rapport au groupe (Cd-0).
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Figure 28: Variation du taux des plaquettes (10%/uL) chez les rats témoins et traités par le

chlorure de cadmium et/ou le Curcuma longa pendant 30 jours (moyenne = SEM, n=10)
*** P <0.001: différence significative par rapport aux témoins (0-0).

# P < 0.05: différence significative par rapport au groupe (Cd-0).
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5.3  Résultats de I’étude biochimique

5.3.1 Influence du traitement sur la fonction rénale

Par rapport au groupe témoin (0-0), I'exposition au cadmium dans le groupe (Cd-0) a provoqué
une augmentation significative des niveaux des protéines totales, de la créatinine, de l'urée et de
I'acide urique. A linverse, les résultats ont montré une amélioration des mémes paramétres
biochimiques aprés l'administration de curcuma dans le groupe (Cd-Cur) par rapport au groupe
traité au cadmium (Cd-0) .Les figures (29, 30, 31, 32) montrent les effets du traitement des rats

par le chlorure de cadmium et/ou le Curcuma longa sur la fonction rénale.
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Figure 29: Variation de la concentration serique des protéines totales (mg/L) chez les
rats témoins et traités par le chlorure de cadmium et/ou le Curcuma longa pendant 30 jours
(moyenne £ SEM, n=10)

** P <0.01: différence significative par rapport aux témoins (0-0).

## P <0.01 : différence significative par rapport au groupe (Cd-0).
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Figure 30: Variation de la concentration sérique de I’urée (g/L) chez les rats témoins et
traités par le chlorure de cadmium et/ou le Curcuma longa pendant 30 jours (moyenne *
SEM, n=10)

** P <0.01: différence significative par rapport aux témoins (0-0).

# P < 0.05: différence significative par rapport au groupe (Cd-0).
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Figure 31: Variation de la concentration sérique de la créatinine (mg/L) chez les rats
témoins et traités par le chlorure de cadmium et/ou le Curcuma longa pendant 30 jours
(moyenne £ SEM, n=10)

** P <0.01: différence significative par rapport aux témoins (0-0).

## P < 0.01: différence significative par rapport au groupe (Cd-0).
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Figure 32: Variation de la concentration sérique de I’acide urique (mg/L) chez les rats
témoins et traités par le chlorure de cadmium et/ou le Curcuma longa pendant 30 jours
(moyenne £ SEM, n=10)

*** P <0.001: différence significative par rapport aux témoins (0-0).

## P < 0.01: différence significative par rapport au groupe (Cd-0).

E



Chapitre 5 Résultats

5.3.2 Influence du traitement sur le bilan pancréatique

Comme le montre les figures (33, 34, 35) une augmentation significative a été observée dans le
niveau de glucose, les activités a-amylase et lipase chez les rats traités au cadmium (Cd-0) par
rapport au groupe témoin (0-0). L'ajout de curcuma chez les rats (Cd-Cur) a atténué les niveaux

accrus de ces paramétres et a diminué les effets nocifs du cadmium comparativement au groupe

(0-0) et (Cd-0) .
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Figure 33: Variation de la concentration sérique du glucose (g/L) chez les rats témoins

%k
T
0-Cur Cd-0 Cd-Cur

et traités par le chlorure de cadmium et/ou le Curcuma longa pendant 30 jours (moyenne
+ SEM, n=10)
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*P <0,05, *** P <0,001 : différence significative par rapport au groupe témoin (0-0).

## P < 0,01 : différence significative par rapport au groupe (Cd-0).
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Figure 34: Variation de Pactivité de I’a-Amylase (UI/L) chez les rats témoins et traités par

le chlorure de cadmium et/ou le Curcuma longa pendant 30 jours (moyenne + SEM, n=10)

*** P <0,001 : différence significative par rapport au groupe témoin (0-0).

## P <0,01 : différence significative par rapport au groupe (Cd-0).
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Figure 35: Variation de ’activité de la lipase (U/L) chez les rats témoins et traités par le

chlorure de cadmium et/ou le Curcuma longa pendant 30 jours (moyenne £ SEM, n=10)

*** P <(0,001 : différence significative par rapport au groupe témoin (0-0).

## P < 0,01 : différence significative par rapport au groupe (Cd-0).
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5.3.3 Influence du traitement sur le bilan hépatique

Les résultats concernant la détermination du profil hépatique, présentés et les figures (36, 37, 38,
39, 40, 41) affirment I'existence d'un énorme trouble métabolique et d'une hépatotoxicité du
cadmium qui s'est clairement exprimée dans le groupe (Cd-0). Il a été rapporté une augmentation
significative des activités des enzymes sériques ALT, AST, ALP, LDH et des concentrations
sériques de bilirubine totale et directe par rapport au groupe témoin (0-0). Alors que la
supplémentation en curcuma dans le régime alimentaire du groupe (Cd-Cur) a amélioré ces

biomarqueurs et restauré la fonction hépatique par rapport aux groupes témoins (0-0) et (Cd-0).
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Figure 36: Variation de Dl’activité de I’alanine amino-transférase (UI/L) chez les rats

témoins et traités par le chlorure de cadmium et/ou le Curcuma longa pendant 30 jours
(moyenne £ SEM, n=10)
*** P <0,001 : différence significative par rapport aux témoins (0-0).

## P <0,01: différence significative par rapport au groupe (Cd-0).
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Figure 37: Variation de D’activité de I’aspartate aminotransférase (UI/L) chez les rats

témoins et traités par le chlorure de cadmium et/ou le Curcuma longa pendant 30 jours

(moyenne £ SEM, n=10)

** P < 0,01 : différence significative par rapport aux témoins (0-0).

# P <0,05 : différence significative par rapport au groupe (Cd-0).
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Figure 38: Variation de P’activité de la phosphatase alcaline (UI/L) chez les rats témoins et

traités par le chlorure de cadmium et/ou le Curcuma longa pendant 30 jours (moyenne +

SEM, n=10)

** P <0,01 : différence significative par rapport aux témoins (0-0).

# P <0,05 : différence significative par rapport au groupe (Cd-0).
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Figure 39: Variation de Pactivité de la lactate déshydrogénase (UI/L) chez les rats témoins

et traités par le chlorure de cadmium et/ou le Curcuma longa pendant 30 jours (moyenne

+ SEM, n=10)

** P < 0,01 : différence significative par rapport aux témoins (0-0).

## P < 0,01 : différence significative par rapport au groupe (Cd-0).
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Figure 40: Variation de la concentration de la biliribune totale (mg/L) chez les rats témoins
et traités par le chlorure de cadmium et/ou le Curcuma longa pendant 30 jours (moyenne
+ SEM, n=10)

** P <0,01, *** P <0,001 : différence significative par rapport aux témoins (0-0).

## P < 0,001 : différence significative par rapport au groupe (Cd-0).
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Figure 41: Variation de la concentration de la biliribune directe (mg/L) chez les rats
témoins et traités par le chlorure de cadmium et/ou le Curcuma longa pendant 30 jours
(moyenne £ SEM, n=10)

*P <0,05, ** P <0,01 : différence significative par rapport aux témoins (0-0).

# P < 0,05 : différence significative par rapport au groupe (Cd-0).
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5.3.4 Influence du traitement sur le bilan lipidique

Comme le montre les figures (42, 43), les rats traités avec du chlorure de cadmium (Cd-0) ont
manifesté une augmentation des concentrations sériques de cholestérol (CHL) et de triglycérides
(TG) par rapport au témoin (0-0). L'ajout de curcuma (Cd-Cur) a atténué les niveaux accrus de
ces biomarqueurs et a diminué les effets nocifs du cadmium comparativement aux groupes
témoins (0-0) et (Cd-0).
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Figure 42: Variation du taux des triglycérides (g/L) chez les rats témoins et traités par le
chlorure de cadmium et/ou le Curcuma longa pendant 30 jours (moyenne + SEM, n=10)
** P <0,01 : différence significative par rapport aux témoins (0-0).

# P <0,05 : différence significative par rapport au groupe (Cd-0).
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Figure 43: Variation du taux de cholesterol (g/L) chez les rats témoins et traités par le

chlorure de cadmium et/ou le Curcuma longa pendant 30 jours (moyenne £ SEM, n=10)

*P <0,05, *** P <0,001: différence significative par rapport aux témoins (0-0).

### P <0,001: différence significative par rapport au groupe (Cd-0).

5.4 Résultats des parametres du stress oxydant

L'évaluation du stress oxydatif était basée sur la mesure de certains biomarqueurs tels que GSH,
MDA, GST, GPx et CAT dans différents organes. Le traitement au chlorure de cadmium (Cd-0)
a entrainé une diminution significative du statut en glutathion dans tous les organes étudiés (foie,
rein, cceur, rate, testicules et intestins) par rapport au groupe témoin (0-0) (Figure 44). En
revanche, chez les mémes rats traités, le niveau de MDA dans le foie et les reins a augmenté de
maniére significative par rapport au groupe témoin (0-0) (Figure 45). L'ajout de curcuma dans
l'alimentation des rats traités au cadmium (Cd-Cur) minimise la toxicité du cadmium en

ramenant le niveau de GSH et de MDA a la normale par rapport au groupe (Cd-0).
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Figure 44 : Teneur en glutathion tissulaire (nM/mg prt) chez les rats témoins et traités par

le chlorure de cadmium et/ou le Curcuma longa pendant 30 jours (moyenne + SEM, n=10)
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Figure 45: Teneurs hépatiques et rénales en malondialdéhyde (nM/mg tissu) chez les rats
témoins et traités par le chlorure de cadmium et/ou le Curcuma longa pendant 30 jours

(moyenne = SEM, n=10)
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* P <0,05, *** P <0,001: différence significative par rapport au groupe témoin (0-0).
## P <0,01, ## P <0,001: différence significative par rapport au groupe (Cd-0).

Le dosage des enzymes antioxydantes (GST, GPx et CAT) dans les tissus hépatiques et rénaux a
révélé une perturbation de leurs activités chez les rats traités au chlorure de cadmium (Cd-0),
(Figure 46, 47 et 48); exprimée par une diminution significative de la GPx et de la CAT, et une
augmentation significative de la GST dans les deux organes étudiés par rapport au groupe témoin
(0-0). Cette perturbation des activités enzymatiques était moins notée lorsque le curcuma a été

ajouté avec du chlorure de cadmium (Cd-Cur) par rapport aux groupes témoins (0-0) et (Cd-0).
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Figure 46: Activité de la glutathion S-transferase (nM GSH/min/mg proteines) hépatique et
rénale chez les rats témoins et traités par le chlorure de cadmium et/ou le Curcuma longa

pendant 30 jours (moyenne + SEM, n=10)

** P <0,01, *** P <0,001 : différence significative par rapport au groupe témoin (0-0).

# P <0,05, ## P < 0,001 : différence significative par rapport au groupe (Cd-0).
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Figure 47: Activité de la glutathion peroxydase (uM GSH/mg protéines) hépatique et
rénale chez les rats témoins et traités par le chlorure de cadmium et/ou le Curcuma longa
pendant 30 jours (moyenne + SEM, n=10)

*P <0,05, *** P <0,001 : Différence significative par rapport au groupe témoin (0-0).

# P <0,05, ## P < 0,001 : Différence significative par rapport au groupe (Cd-0).
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*P <0,05, *** P <0,001: différence significative par rapport au groupe témoin (0-0).
### P < 0,001 : différence significative par rapport au groupe (Cd-0).

70 CEEE
=i -|—
50
0 i
=0 o
20
10
Foie

CAT (M H-05 ) min/mg proteins |

Feins

m0-0 mo-Cur [ ] CekCur

Figure 48: Activité de la catalase (UM H.O2/min/mg protéines) hépatique et rénale chez les
rats témoins et traités par le chlorure de cadmium et/ou le Curcuma longa pendant 30
jours (moyenne + SEM, n=10)

*P <0,05, *** P <0,001: différence significative par rapport au groupe témoin (0-0).

### P < 0,001 : différence significative par rapport au groupe (Cd-0).

E




Chapitre 5 Résultats

5.5 Résultats de I’étude histologique

5.5.1 Etude histologique hépatique et rénale

Les coupes des tissus hépatiques et rénaux (Figure 49 et 50) des rats traités par Cd (Cd-0)
pendant une période de 30 jours ont présenté des altérations pathologiques. Dégénérescence des
hépatocytes précisément au niveau de la vacuole et le noyau qui est volumineux, élargissant ainsi
la forme des hépatocytes accompagné d'une dégenérescence tubulaire rénale. Les coupes
histologiques hépatiques et rénales des rats nourris au curcuma (Cd-Cur) ont montré un aspect
normal des hépatocytes, les glomérules et les tubules des reins semblaient se régénérer par

rapport aux témoins.
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Figure 49 :Coupes histologique hépatiques des rats témoins et traités par le chlorure de

cadmium pendant 30 jours .Microscopie optique(x100)

(T dégénérescence vaculaire et granulaire)
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Figure 50 :Coupes histologique hépatiques des rats témoins et traités par le chlorure de

cadmium pendant 30 jours .Microscopie optique(x100)

(T dégénérescence tubulair)
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Chapitre 6 : Discussion

La toxicité au métaux lourd et surtout le cadmium peut entrainer differents troubles métaboliques
affectant la santé et la vie humaine. Cette toxicité est toujours associée a la production accrue des
radicaux libres en causant un stress oxydant (Lu et al., 2017). Afin d’éviter le céut élevé des
médicaments et leurs effets secondaires, beaucoups de traitements alternatifs naturels a base de
plantes médicinales sont utilisés. Ces plantes se caractérisent par leurs multiples actions
thérapeutiques et antioxydantes qui peuvent diminuer les effets délétéres du stress oxydant induit
par les métaux lourds (Al-Ishaq et al., 2019).

Notre étude scientifique a comme objectif de dévoiler les effets antioxydants et protecteurs
d’une plante médicinale le Curcuma longa, contre les perturbations métaboliques, oxydatives et

histologiques causées par le chlorure de cadmium.

Au regard des résultats trouves, nous avons constaté que la variation de tous les paramétres
étudies au niveau du groupe (0-Cur), n’a pas été significative par apport au groupe témoin (0-0).
Ceci peut probablement indiquer I’effet non toxique du Curcuma longa puisque le métabolisme
cellulaire, I’état oxydatif cellulaire ainsi que I’architecture histologique des tissus, n’ont pas été
affecté par la supplémentation du curcuma. Les 2% du curcuma utilisés ne sont donc pas

toxiques et n’ont pas présentés d’effets néfastes sur les rats.

L'exposition des rats au cadmium n'a produit aucun signe de mortalité ni de perte de poids
corporels, ceci est probablement attribué a la durée de I’exposition au Cd (30 jours) qui n’était
pas suffisante pour affecter une variation significative au niveau du poids corporel. Concernant
les rapports organosomatiques, nous avons remarqué une augmentation des rapports
hépatosomatique, splénosomatique et cardiosomatique chez le groupe des rats traités par le
cadmium (Cd-0). Ceci s'explique d'une part par I'hypertrophie tissulaire de ces organes
provoquée par ce métal, et dautre part par la forte accumulation du métal lui-méme dans ces
organes cibles (Messaadia et al, 2013). Toutefois, la supplémentation de l'alimentation par le
curcuma au niveau du groupe (Cd-Cur) a entrainé une amélioration des rapports
organosomatiques par rapport au groupe (Cd-0). Cette amélioration est due a l'effet protecteur du
curcuma contre la toxicité du cadmium comme comme I'explique I'étude de Kalahasthi et al.,
(2006).

Suite a I’exposition au Cd, la formule numérique sanguine (FNS) a été perturbée. Nos
résultats ont présenté des variations significatives des paramétres hématologiques au niveau du
groupe de rats (Cd-0) comparativement aux rats témoins. Globalement, il semble que le

cadmium a causé une anémie qui pourrait étre le résultat d'une destruction accélérée des
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érythrocytes en raison de la perméabilité altérée de la membrane érythrocytaire, d'une fragilité
mécanique accrue et/ou d'une défaillance de I'absorption intestinale du fer (Fe**) suite aux
Iésions des muqueuses (Yuan et al., 2014). Hanson et al., (2012) ont expliqué que I'exposition
prénatale au Cd peut induire une déficience au niveau du systéme immunitaire altérant la
production postnatale du nombre des lymphocytes T. Par ailleurs, plusieurs études ont
documenté les effets immunosuppresseurs du Cd sur le systeme immunitaire (Ikram et al., 2004).
Le Cd induit des états d'autoimmunité par une production accrue d'anticorps non spécifiques et
une production réduite d'anticorps spécifiques a l'antigéne (Ohsawa, 2009). Andjelkovic et al.,
(2019) ont trouvé des résultats similaires apres le traitement des rats par le cadmium. Ils justifient
la diminution des globules blancs par une destruction excessive de ces cellules par ce métal
lourd. Cependant, la raison de la diminution des globules rouges, de I'némoglobine et les
plaquettes pourrait é&tre une hémolyse intravasculaire. L'un des mécanismes possibles de
I'némolyse causée par le traitement aigu au Cd est l'induction d'un stress oxydatif suite a la
production des radicaux libres et a la peroxydation lipidique (Hounkpatin et al., 2017).
Cependant, au niveau du groupe traité par le curcuma (Cd-Cur), nous avons observe une
restauration de I'état hématologique dans ces valeurs normales par rapport au groupe (Cd-0). Le
curcuma peut exercer ses actions protectrices contre I'hématotoxicité induite par le cadmium
chez le rat, éventuellement par le biais de ses mécanismes antioxydants (Attia et al., 2014).
L’évaluation de la fonction rénale a été exprimée par l'augmentation significative des
concentrations des protéines totales, de l'urée sérique, de la créatinine et de l'acide urique chez
les rats (Cd-0) . Ce résultat est un signe de dysfonctionnement rénal et de filtration glomérulaire
(Kehili et al., 2017). Abdelaziz et al., (2012) ont également trouvé des résultats similaires et ont
rapporté dans leur littérature que les dommages rénaux causés par le cadmium sont représentés
par laugmentation des niveaux des biomarqueurs rénaux sériques. Gabr et al., (2019) ont
commenté que la toxicité rénale peut étre attribuée a une production anormale de radicaux libres
oxydatifs. Ces derniers causent des dommages aux cellules rénales (Kumar and Sharma, 2019).
Cette toxicité touche principalement le segment S1 de la partie proximal des tubules renaux et
par conséquence des signes cliniques peuvent apparaitre comme le syndrome de Fanconi qui se
caractérise par des défauts observables dans la réabsorption des protéines, des acides aminés, du
glucose, du bicarbonate et du phosphate. Ces défauts sont dus aux dommages oxydatifs induits
par le Cd sur les protéines de transport allant méme jusqu'a l'apoptose des cellules tubulaires
(Fujiwara et al., 2012). Pareil & nos résultats de I’amélioration des valeurs du bilan rénal chez le
groupe (Cd-Cur) comparativement avec le lot (Cd-0), Aggarwal et al., (2007) ont suggéré que
I’administration de curcuma entraine une diminution significative de 'urémie et de la
créatinémie. En effet, la curcumine possede un effet protecteur contre la néphrotoxicité grace a

N
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I'induction des enzymes antioxydantes (Trujillo et al., 2013).

L’influence du traitement sur la fonction pancréatique a été marquée par I’augmentation du
taux de glucose et des activités enzymatiques de I’a-amylase et la lipase chez les rats traités par
le Cd (Cd-0). Ceci est probablement dus a la toxicité pancréatique causée par le cadmium ou il
sert d'antagoniste métabolique du zinc (Zn) qui potentialise I'action de I'insuline (Anetor et al.,
2016). Sharma et Anu (2017) ont expliqué que les perturbations sont dues au stress oxydatif car
les cellules des Tlots pancréatiques présentent un faible niveau d'enzymes antioxydantes et la
peroxydation lipidique diminue la fluidit¢ membranaire, modifie les propriétés de phase des
membranes et diminue la résistance électrique. L'augmentation de l'a-amylase et de la lipase
plasmatiques sont les bio-indicateurs de la pancréatite aigué et il a été rapporté que le pancréas
accumule de fortes concentrations de cadmium (Shimada et al., 2000). La lipase est une enzyme
pancreatique avec une tres faible activité dans les conditions physiologigques. Cette enzyme est
considérée comme un parameétre sensible et spécifique dans le diagnostic de la pancreéatite
(Almasiova et al., 2012). Nos résultats sont en concordance avec ceux d'Almasiova et al.,
(2012), qui ont montré une augmentation des niveaux de la lipase chez les rats exposés au
cadmium. Néanmoins, nous avons constaté une amélioration de tous ces parametres apres
supplémentation en curcuma (Cd-Cur) par rapport au groupe (Cd-0). Cela est da a la curcumine,
qui exerce des effets cholérétiques en augmentant I'excrétion biliaire ainsi qu'en augmentant la
solubilité biliaire, donc éventuellement prévention et traitement de la lithiase biliaire (Akram et
al., 2010).

Pour la fonction hépatique, nos résultats ont montré que l'exposition au cadmium (Cd-0) a
entrainé une élévation significative des taux d'enzymes hépatiques (AST, ALT et PAL) par
rapport aux témoins (0-0); par correspendance avec les résultats d'Abdelaziz et al., (2012) et
Kang et al., (2013). La lactate déshydrogénase (LDH) est une enzyme clé de la voie anaérobie,
jouant un réle important dans la production d'énergie en catalysant I'interconversion du pyruvate
en lactate dans le processus de glycolyse. Les variations de LDH refletent les altérations
métaboliques (Saidi et al., 2020). Le résultat de I'augmentation de Il'activité de la LDH chez les
rats traités au cadmium est cohérent avec celui obtenu par Kang et al., (2013). AST, ALT, LDH
et PAL sont les plus des biomarqueurs sensibles qui sont directement impliqués dans I'étendue de
la toxicité et des dommages cellulaires car ils sont cytoplasmiques et libérés immédiatement dans
la circulation apres une lésion cellulaire (Aouacheri et Saka, 2020). Nos résultats ont dévoilé une
augmentation de la concentration de bilirubine dans le groupe de rats traités avec Cd. De leur
coté, Abdelaziz et al., (2012) ont signalé l'augmentation du taux de bilirubine chez les lapins
traités au cadmium. Plusieurs études comme celles de Shahat et al., (2018), ont observé un taux

élevé de cholestérol et de triglycérides aprés une exposition au cadmium. Cette équipe de
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recherche a montré que la toxicité du cadmium entraine une variété de déréglements dans les
processus métaboliques et régulateurs des lipides, qui a leur tour conduisent a la dyslipidémie, la
complication métabolique la plus courante observée dans la toxicité des meétaux lourds.
Cependant, selon Hewlings et Kalman (2017), l'augmentation des niveaux des triglycérides (TG)
observée dans le foie des rats traités au Cd a €té attribuée a une importante synthése de TG, qui
est due a la diminution de l'activité de la lipoprotéine lipase (LPL), une enzyme clé dans
I'hydrolyse des TG. L’amélioration des perturbations hépatiques aprés supplémentation par le
curcuma (Cd-Cur) et comparativement au groupe (Cd-0), est probablement attribuée au curcuma
qui est connu pour ses caractéristiques antioxydantes et plusieurs chercheurs ont confirmé ses
propriétés hépatoprotectrices (Saidi et al., 2020).

Le corps renferme un complexe de défense antioxydant qui repose sur des antioxydants
enzymatiques et non enzymatiques endogenes. Ces molécules agissent collectivement contre les
radicaux libres pour résister a leurs effets néfastes sur les biomolécules vitales et sur les tissus
corporels (Ighodaroab et Akinloyeb, 2018). Nos résultats montrent des perturbations
significatives des paramétres mesurant le stress oxydatif apres traitement au Cd chez le groupe
(Cd-0) par rapport au groupe témoins (0-0). Les especes réactives de lI'oxygene (ERO) sont
souvent impliquées dans la toxicité du Cd. Le cadmium a été impliqgué comme ayant une forte
affinité pour les groupes sulfhydryle (-SH) de diverses enzymes, des antioxydants soufres tels
que la N-acétyl-L-cystéine (NAC), l'acide alpha-lipoique (ALA), le glutathion (GSH), les
rendant inactifs et sensibles au stress oxydatif et aux dommages de la membrane cellulaire
(Shome et al., 2016). Il a été suggeré que les mécanismes de la toxicité aigué du cadmium
impliguent la déplétion du glutathion et des groupes sulfhydryles liés aux protéines, entrainant
une forte production des ERO comme I’ion superoxide, le peroxyde d'hydrogéne et radicaux
hydroxyle. Le cadmium a augmenté la production des ERO qui déclenchent la peroxydation
lipidigue et les lésions de I'ADN (Liu et al., 2009). Dans notre étude, aprés avoir traité des rats
avec du cadmium, les niveaux de glutathion ont diminué dans tous les tissus étudiés. Cela peut
étre d0 a la consommation de glutathion car la majorité des métaux sont fortement liés aux
groupes -SH des cystéine, faisant de la cystéine libre un chélateur efficace d'ions métalliques
(Jozefczak et al., 2012). D'autres études ont également montré un niveau réduit de GSH
hépatique chez les rats traités par le Cd en raison de son oxydation en GSSG (glutathion oxydé)
(Kim, 2012). Le GSH exerce son r6le dans la synergie avec des enzymes antioxydantes telles
que la GST, la GPx, la SOD et la catalase. Cette derniére enzyme (CAT) convertit le H20 en
oxygene et en eau, protégeant ainsi les cellules contre les dommages oxydatifs (Saka et al., 2002;
Sharma et Ahuja, 2019). Cette fonction est partagée avec GPx et nécessite du GSH et du

sélénium pour fonctionner correctement (Valko et al., 2007). L'évaluation biochimique de ces
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systemes enzymatiques antioxydants a montré que les activités GPx et CAT étaient
significativement réduites dans le foie et les reins des rats traités au cadmium, tandis que
I'activité GST était significativement augmentée. La forte activité de la GST chez les rats traités
au cadmium explique l'implication de cette enzyme dans les réactions de conjugaison des
composeés éelectrophiles issus de I'effet du cadmium avec le GSH. Ces reactions de conjugaison
sont dues a la production d'acides mercapturiques non toxiques excrétés dans les urines (Saka et
Aouacheri, 2017; Aouacheri et Saka, 2020). Il a été démontré que le cadmium diminue les
activités des biomarqueurs antioxydants tels que GPx et CAT chez les rats ayant recu du chlorure
de cadmium (5 mg/kg PC) pendant 28 jours (Kehili et al., 2017). Le Cd peut inhiber l'activité des
enzymes antioxydantes telles que Cu/Zn SOD et CAT probablement par interaction directe
Cd/enzyme, ce qui diminue les défenses antioxydantes intracellulaires. Il a également été
démontré que le Cd remplace le fer et le cuivre dans les métalloprotéines (Zwolak, 2019). La
réduction marquée de l'activité CAT pourrait résulter d'une carence en métal (fer). Le cadmium
peut interagir avec les cations divalents, tels que le fer, et induire une carence en fer. Le fer est le
composant structurel du site actif de CAT ; ainsi la carence en fer pourrait étre responsable de la
réduction de l'activité CAT. La GPx étant une enzyme contenant du sélénium, la déplétion en
sélénium (par le cadmium) peut réduire l'activité de la GPx (Momeni et Eskandari, 2019). Le
MDA est le produit de dégradation des aldehydes le plus abondant de la degradation oxydative
des acides gras polyinsaturés (AGPI). Ces AGPI sont fréquemment utilisés comme indicateur de
I'étendue de la peroxydation des lipides (Domijan et al., 2014). Le MDA peut réagir avec les
proteines et 'ADN, il est considéré comme toxique et mutagéne (Nair et al., 2007). Sur la base
de notre étude, nous avons observé une augmentation significative des taux de MDA dans le foie
et les reins. Apres le traitement par le cadmium. Ceci est similaire a d'autres études qui ont
trouvé une augmentation dose-dépendante des niveaux de MDA dans les tissus hépatiques (Kara
et al., 2005). Le traitement des rats avec du cadmium associé au curcuma a montré une
amélioration significative ou les niveaux de GSH reviennent a des niveaux proches de la normale
au niveau du groupe (Cd-Cur) tout en comparant avec le lot (Cd-0). En effet, le curcuma
augmente la disponibilité du GSH et protege la cellule contre les dommages oxydatifs induits
lors de la déplétion du GSH. En complément, il améliore a la fois les niveaux de GSH cellulaire
et la capacité de piégeage des ERO (Saidi et al., 2020). 1l apparait également que la curcumine
exerce une action antioxydante protectrice en renforcant les principales activités enzymatiques
(Damiano et al., 2020). La formation des ERO induite par le Cd a été significativement
supprimée par la curcumine; cela indique I'association de lactivité cytoprotectrice et
antiradicalaire de la curcumine (Somparn et al., 2015). Par conséquent, la curcumine a le

potentiel de piéger les ERO tels que les radicaux superoxydes, les radicaux hydroxyles et les
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radicaux alcoxy. La curcumine agit comme un mimétique de la superoxyde dismutase tout en
piégeant les radicaux superoxydes et entraine la dégradation complete du superoxyde (Shome et
al., 2016).

Ces résultats ont été confirmés par les résultats des études histologiques. La dose de Cd
utilisée a affecté I'histologie des tissus hépatiques et rénaux. Plusieurs études ont rapporté
I'association du cadmium & ces changements comme celle de Berrouche et al., (2014). Comme il
a été rapporté précédemment, environ la moitié du cadmium absorbé par les intestins est
localisée dans le foie et les reins. Dans le foie, le Cd induit la synthése de la méthallothionéine
(MT), formant ainsi le complexe Cd-MT. La saturation de la méthallothionéine conduit & des
exces du cadmium dans le foie et cela conduit aux lésions membranaires des hépatocytes
(Nzengue et al., 2012). Concernant le tissu histologique rénal, nos données ont été étayées par
d'autres comme Gabr et al., (2019), qui ont rapporté que la toxicité du cadmium induisait une
nécrose tubulaire ou une perte de la bordure brunch et des dommages dans les petits tubules du
rein. Dans notre étude, nous avons demontre que l'association du curcuma au cadmium (Cd-Cur)
conduit a une réduction de l'inflammation dans et les tissus hépatiques en raison de l'effet anti-
inflammatoire du curcuma. Elle a été confirmée par plusieurs investigations, comme celle de
Soliman et al., (2014), qui ont confirmé la capacité du curcuma a réduire le nombre de radicaux
libres et a exercer son activité anti-inflammatoire lors de toxicité hépatique. De plus, de
nombreuses études ont démontré l'effet phytoprotecteur du curcuma sur les lésions rénales,
comme Song et al., (2015), qui ont rapporté que I'effet thérapeutique du curcuma améliore les

Iésions rénales en régulant considérablement I'inflammation et lI'apoptose.
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Conclusion et perspectives

Nous avons entrepris la présente étude pour évaluer I'efficacité du curcuma contre la toxicité
induite par le Cd chez le rat. Aux regards de nos résultats trouveés, l'intoxication au cadmium a
entrainé de graves effets toxiques dans le sang et les organes des rats Albinos wistar, comme en
témoignent les perturbations au niveau des marqueurs oxydatifs, hématologiques, hépatiques,
lipidiques, rénaux, pancréatiques et histopathologiques. La supplémentation en curcuma a
montré des résultats satisfaisants et encourageants; il a contrecarré efficacement cette toxicité
grace a l'action de la curcumine, qui posséde des propriétés antioxydantes putatives et de
piégeage des radicaux libres. Le stress oxydatif est un mécanisme majeur de toxicité et a été
impliqué comme un facteur significatif dans notre étude. Ainsi, davantage d'antioxydants
naturels devraient étre inclus dans l'alimentation quotidienne pour lutter contre les effets

delétéres des métaux lourds. Nos résultats sont récapitulés comme suit :

+ L’étude physiologique montre que la croissance des rats n’a pas été influencée par le
traitement. Cependant, une augmentation des indices hépato, réno, spléno et cardio- somatiques
chez les rats traités par le cadmium a été enregistrée. L’association du Curcuma a ameélioré ces

changements.

+ Le traitement par le chlorure de cadmium a induit une hématotoxicité, observée par une
diminution significative des paramétres hématologiques (GR, GB, HGB, HCT, PLT,
LY).L’addition du curcuma a amélioré les changements hématologiques, en témoignant I’effet

protecteur de cet ingrédient alimentaire.

+ Une perturbation du métabolisme biochimique aprés le traitement par le cadmium a été
révélée par ’augmentation des taux sériques en : urée, créatinine, acide urique, protéines totales,
glycémie, activité enzymatique de 1’a- amylase et la lipase, ainsi que 1’augmentation de
Pactivité enzymatique des : ASAT, ALAT, LDH et PAL et aussi la biliribune totale et
directe.Les perturbations ont été observé aussi aux niveaux des taux du choléstérol totale et les
triglycérides plasmatiques. La supplémentation du curcuma a considérablement réduit cette

perturbation, ceci montre son effet protecteur.

+ Les rats soumis au cadmium développent une augmentation du taux tissulaire de MDA et de
la GSH-ST, diminution de I’activité enzymatique de la GSH-Px et la CAT et du taux de

glutathion. Ces parametres ont étés équilibrés par la supplémentation du curcuma.
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+ Les coupes histologiques réalisées sur des fragments de foie et de rein, permettent de
confirmer I’effet cytoprotecteur du curcuma par la restitution des hépatocytes, la régénération

des glomérules et des tubules rénaux.

Tous ces résultats ont permis de mettre en évidence I’action protectrice du curcuma et
sacapacité a moduler les effets toxiques causés par le cadmium. Il serait judicieux de compléter
cette recherche scientifiques par :

v Le dosage de biomarqueurs de stress oxydant plus performants et reflétant bien 1’état de
stress oxydant cellulaire comme par exemple le rapport GSH/GSSG, le taux des radicaux libres,
le taux des vitamines C et E, 8-OH-2'-deoxyguanosine (8-OH2DG).. .etc.

v La détermination du taux de cadmium dans le sang, les urines et les organes cibles.

v L’étude phytochimique du curcuma pour déterminer les composés actifs responsables des
effets protecteurs du curcuma.

v Dosage des hormones stéroidienne
v Dosage de la LPL
v Coupes au microscope éléctronique
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Annexe 1

+ Mesure des parameétres biochimiques (Fiches techniques Kit Spinréact (Espagne))
1/ Bilan rénal sanguin

X Mesure de ’urée

e Les réactifs

Phosphate pH 6.7 50 mmol/I

EDTA 2 mmol/I
R 1 tampon

Salicylate de sodium 400 mmol/I

Nitroprusside de sodium 10 mmol/I

Hypochlorite de sodium 140 mmol/I
R 2 NaClO )

Hydroxyde de sodium 150 mmol/I
R 3 Enzymes Uréase 30000 U/l
Urée calibrant Urée aqueux standard 50 mg/dl

e Préparation du réactif de travail (RT)
Dissoudre un comprimé R 3 dans la fiole R 1, mélanger bien et doucement
jusqu’a ladissolution complete.

Le réactif R 2 est prét pour I’usage direct.

e Mode opératoire

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

Mélanger et incuber pendant 5 min a 37°C

R 2 (ml) 1.0 1.0 1.0

Mélanger et incuber pendant 5 min a 37°C

Mesurer 1’absorbance (A) de I’échantillon et du standard & 580 nm contre le blanc, la

couleur est stable aprés 30 min a une température allant de 15 a 25°C.
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(A} échantillon

Calcul Concentration de I'urée (mg/dl) = x 50 (standard conc.)
(A) standard
Mesure de la créatinine
. Les réactifs
R1 Acide picrique 17.5 mmol/I
R2 Hydroxyde de sodium 0.29 mol/I
Creatinine calibrant Créatinine aqueux standard 2 mg/dl
o Préparation du réactif de travail (RT) : mélanger a parts égalesR 1 et R 2.
o Mode opératoire
Blanc Standard Echantillon

RT (ml) 1.0 1.0 1.0
Standard (un -- 100 --
Echantillon (un -- -- 100

Mélanger et déclencher le chronometre.

Lire la densité optique (A1) aprés 30 secondes a 492 nm et la densité

optique (Az)aprés 90 secondes.

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

AA ichantillon - AA blanc
Concentration de la créatinine (mg / dl} = x2

Calcul
AA standard = AA blane

ke
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o Mesure de I’acide urique

. Les réactifs
Phosphate pH 7.4 50 mmol/I
R 1 tampon
2-4 Dichlorophenol sulphonate (DCPS) 4 mmol/I
Uricase 60 U/l
Peroxydase (POD) 660 u/i
R 2 enzymes
Ascorbate oxidase 200 U/l
4-Aminophenazone (4-AP) 1 mmol/I
Acide urique calibrant L’acide urique aqueux standard 6 mg/dl
o Preparation du réactif de travail (RT)
Dissoudre le contenu de R2 dans une fiole de R1.
Mélanger bien et doucement jusqu’a la dissolution compléte.
o Mode opératoire
Blanc Standard Echantillon
RT (ml) 1.0 1.0 1.0
Standard (un - 25 --
Echantillon (un - -- 25

Agiter et incuber pendant 5 min a 37° C.

Mesurer 1’absorbance (A) de I’échantillon et du standard a 520 nm contre le blanc.

Caleul [ Concentration del"acide nrique (mg/dl) =

(A) echantillon

x 6 (standard cone.)

(A) standard

o
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2/ Bilan lipidique

7

<> Mesure du cholestérol

. Les réactifs
PIPES pH6.9 90 mmol/I
R 1 tampon
Phénol 26 mmol/I
Cholestérol estérase (CHE) 300 U/l
R 2 enzymes Cholestérol oxydase (CHOD) 300 U/l
Peroxydase (POD) 1250 mmol/I
4-Aminophenazone (4-AP) 0.4 mmol/I
Cholestérol calibrant Cholestérol aqueux standard 200 mg/dl
o Preparation du réactif de travail (RT)
Dissoudre le contenu de R2 dans une fiole de R1.
Mélanger bien et doucement jusqu'a la dissolution compléte.
o Mode opératoire
Blanc Standard Echantillon
RT (ml) 1.0 1.0
Standard (un -- 10
Echantillon (1) - --

Agiter et incuber pendant 5 min a 37°C.

Mesurer I’absorbance (A) de 1’échantillon et du standard a 505 nm contre le blanc.

Caleul Concentration du cholestérol (mg/dl) =

(A) échantillon

(A) standard

% 200 (standard eone.)

=
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» Mesure des triglycérides

. Les réactifs
GOOD pH 7.5 50 mmol/I
R 1 tampon
P-chlorophénol 2 mmol/I
Lipoprotéine lipase (LPL) 150000 U/l
Glycérol kinase (GK) 500 U/l
Glycérol-3-oxydase (GPO) 2500 U/l
R 2 enzymes
Peroxydase (POD) 440 u/i
4-Aminophenazone (4-AP) 0.1 mmol/I
ATP 0.1 mmol/I
Triglycérides calibrant triglycérides aqueux standard 200 mg/dl
o Preparation du réactif de travail (RT)
Dissoudre le contenu de R2 dans une fiole de R1.
Mélanger bien et doucement jusqu’a la dissolution compléte.
o Mode opératoire
Blanc Standard Echantillon
RT (ml) 1.0 1.0 1.0
Standard (un -- 10 --
Echantillon (ul) -- -- 10

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

Mesurer I’absorbance (A) de 1’échantillon et du standard a 505 nm contre le blanc.

{A) échantillon
Calcul Concentration des trigl}rcérides {m.g.l'dl] =
(A) standard

s 200 (standard conc. )

-
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o Mesure des lipides totaux

. Les réactifs
Réactif principal (R) Phosphovainilline 235 mmol/I
Lipides totaux calibrant Lipides totaux aqueux standards 750 mg/dl
Réactif optimal Acide sulfurique H2SO4 80 %
Les réactifs sont préts pour I’usage direct.
o Mode opératoire
Standard Echantillon

H2SO4 (ml) 2.5 2.5
Standard (1) 100 --
Echantillon () -- 100

Mélanger et incuber les tubes préparés dans un bain marie pendant 10 min a 100°C.

Refroidissez dans la glace et transferez dans une cuvette.

Blanc Standard Echantillon

R (ml) 1.0 1.0 1.0
Standard de I’acide condensé (pl) -- 50 -
Echantillon d’acide condensé (pl) - -- 50

Secouer entierement les tubes en utilisant un agitateur mécanique.

Incuber pendant 15 min a 37°C.

Lire I’absorbance (A) de I’échantillon et du standard a 520 nm contre le

blanc, lacouleur est stable apres 1 heure.

(A) échantillon
Concentration des lipides totaux (mg/dl) =
(A) standard

Calecul

3 700 (standard conc.)
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3/ Bilan hépatique

o Mesure de ’aspartate aminotransférase (ASAT / TGO)

. Les réactifs
Tris pH 7.8 80 mmol/I
R 1 tampon
L-aspartate 200 mmol/I
NADH 0.18 mmol/I
R 2 substrat Lactate déshydrogénase (LDH) 800 U/l
Malate déshydrogénase (MDH) 600 U/l
a-cétoglutarate 12 mmol/I
o Préparation du réactif de travail (RT) : dissoudre un comprimeé de R 2
dans une fiole deR 1.
o Mode opératoire
Réactif de travail (ml) 1.0
Echantillon (1) 100
Température (°C) 37
Mélanger et incuber pendant une minute.
Lire I’absorbance initiale & 340 nm et démarrer le chronometre simultanément.
Lire de nouveau apres 1, 2 et 3 minutes.
Calcul [ ASAT (UM = AA / min = 1750 }
w» Mesure de I’alanine aminotransférase (ALAT/GPT)
. Les réactifs
Tris pH 7.8 100 mmol/I
R 1 tampon
L-alanine 500 mmol/I
NADH 0.18 mmol/I
R 2 substrat Lactate déshydrogénase (LDH) 1200 u/i
a-cétoglutarate 15 mmol/I
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K/
%

o Préparation du réactif de travail (RT) : Dissoudre un comprimé de R2

dans le flacon deR1.

o Mode opératoire

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

Meélanger et incuber pendant une minute.

Lire ’absorbance initiale & 340 nm et démarrer le chronomeétre simultanément.

Lire de nouveau apreés 1, 2 et 3 minutes.

Calcul [

ALAT (U/I) = AA / min x 1750

Mesure de la phosphatase alcaline (PAL)

o Les réactifs

Diethanolamine (DEA) pH 10.4 1 mmol/I
R 1 tampon

Chloride de magnésium 0.5 mmol/I
R 2 Substrat p-Nitrophenylphosphate (pNPP) 10 mmol/I

o Préparation du réactif de travail (RT)

Dissoudre un comprimé de R2 dans une fiole de R1.

Meélanger bien et doucement jusqu’a la dissolution compléte. Ce réactif est stable 21

jours a 2-8°C, ou 5 jours a 15-25°C.

o Mode opératoire

Réactif de travail (ml) 1.2
Echantillon (")) 20
Température (°C) 37

&
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Mélanger et incuber une minute

Lire ’absorbance initiale & 405 nm et démarrer le chronométre simultanément.

Lire de nouveau apres 1, 2 et 3 minutes.

Calcul

PAL (U/I) = AA / min % 3300

X Mesure du lactate déshydrogénase (LDH)

o Les réactifs

Imidazol 65 mmol/I
R 1 tampon

Pyruvate 0.6 mmol/I
R 2 Substrat NADH 0.18 mmol/I
o Préparation du réactif de travail (RT)

Dissoudre un comprimeé de R2 dans une fiole de R1.

Mélanger doucement jusqu’a la dissolution complete.

o Mode opératoire

Réactif de travail (ml) 3
Echantillon (1) 50
Température (°C) 37

Mélanger et incuber une minute.

Mesurer la diminution de la densité optique par minute pendant 1 a 3 minute.

Calcul

LDH (U/T) = AA / min x 9690
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< Mesure de la bilirubine

Les réactifs

Acide sulfonique 30 mmol/I
R 1 (D)

Acide hydro chlorhydrique 150 mmol/I

Acide sulfonique 30 mmol/I
R2(T) Acide hydro chlorhydrique 50 mmol/I

Dimethyl sulfoxide (DMSO) 7 mol/I
R3 Nitrite de sodium 29 mmol/I
Facultatif Bilirubine standard Ref : 1002250

Préparation du réactif de travail : les réactifs sont préts a ’emploi

Mode opératoire

Blanc B totale Blanc B directe
R 1 (D) (ml) -- -- 1.5 1.5
R2(T) (ml) 1.5 1.5 -- --
R3 (uh) -- 50 -- 50
Echantillon / Standard (pl) 100 100 100 100
Mélanger et incuber pendant 15 minutes a 15-25°C.
Mesurer 1’absorbance (A) a 555 nm.
Calcul
[ Bilirubine (mg/dl) = ((A) échantillon - (A) échantillon blanc) x Facteur ]

Facteur =

Concentration du standard

(A) Standard - (A) Blanc

Facteur théorique {

Bilirubine totale = 19.1

Bilirubine directe = 14

.




AANNEXES

Annexe 2
+  Préparation des solutions

o Dosage du glutathion
Solution EDTA (0,02 M) :

Dissoudre 5,613 g 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 100 ml d’eau distillée.

» Dosage du MDA
Solution TCA (20 %) :

Dissoudre 20 g de TCA dans 100 ml d’eau distillée
Solution Tris :

Dissoudre 0,15 g de tris dans 50 ml d’eau distillée
Solution TBA (0,67 %) :

Dissoudre 0,33 g de TBA dans 50 ml de la solution tris

o Dosage de la glutathion peroxydase (GPx)
Solution TBS : Tris (50 mM, NaCl (150 mM) :
Dissoudre 8,775g NaCl dans 11 d’eau distillée, puis poser 6,057g Tris et compléter
le volume a 11 par la solution NaCl (150 mM) et ajuster le pH a 7,4 en ajoutant
HCI ou NaOH.
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.

X2 Dosage de la glutathion-S-transférase (GST)
Solution CDNB (0,02 M) :
Dissoudre 202,55 mg CDNB dans 50 ml d’éthanol absolu.
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Solution GSH (0,1 M) :
Dissoudre 153,65 mg GSH dans 50 ml d’cau distillée.

o Dosage du catalase (CAT) :
Tampon phosphate (0,1M) :
Solution (A) : dissoudre 35,8 g de Na2HPo4 dans 1 1 d’eau
distilléeSolution (B) : dissoudre 13,8 g de NaH2PO4 dans 1 |
d’eau distillée
Meélanger 61,5 ml de la solution (A) et 438,5 ml de la solution (B), et ajouter 21,39 g de

saccharose.

» Dosage des protéines par la méthode de Bradford :

Solution BSA (1 mg/ml) :
Dissoudre 5 mg BSA dans 5 ml d’eau distillée.

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

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

» Réalisation de la gamme d'étalonnage des protéines

0.3 -
0,25 -

0.2 -

DO

0.1 -

0,05 -

N

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6

BSAmg/mL
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Réalisation de la gamme d'étalonnage du MDA

DO

0,9
0.8
0,7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1

v=10,004x+ 0,014
R*= 0,299

100 150 200 250
MDA nM/L
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Annexe 3

% Préparation du Bouin alcoolique (100 ml)

Mélanger :
45 ml de solution d’acide picrique 1 % dans de I’éthanol (95 %)
26 ml de Formol.
07 ml d’acide acétique.

22 ml d’eau distillée.
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