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Resumé

L objectif de notre travail est d’éudier *impact de I"élément foxique (le plomb) sur certain
aspects biochimique, hémarologique, et histologique ef I'utilisation de la vitamine [ pour
diminuer ou éliminer cette toxicité chez les lapins de soughe cuniculus lepus.il s7agit d'une étude
experimentale menée au laboratoire sur 16 lapins repartis en quaire lots de quatre lapins chacun ,
dont le premiére est le (émoin sain | le deuxiéme est des lapins injectés par le plomb _ le
troisieme est des lapins injectés par le plomb et traités avec la vitamine E ¢t le quatrieme lot est

des lapins sains regoivent la vitamine F

Aprés 3 semaines de traitement les fapins sont sacrifiés ef le sang estrécupéré pour lé dosage des
differents paramétres biochimiques et hématologiques. Aprés la dissection le foic est préleveé

pour Je dosage du glutathion et pour 1'étude histalogiqne,

A partir de "analyse des résultat son observe que le plomb a provogué une perlurbation frés
clawe du weétabolisme plucldique . bpidique et protéique fraduisant par hyperglycémie
Jrypercholestérolemie amnsi quiune augmentation sigmificative de la teneur plasmatique en
triglycérides, en wurée et en acide urique ceci est accompagné par une diminution de la
concentration sérique des protéines totales | cependant I’activité transaminase(TGO, TGP) a été
augmentee de plus le plomb a perturbé le systéme détoxification lis au glutathion et I"histologie
du fole a montre une fibrose au niveau des hépatacytes . et aussi diminution de la conceniration
sérique d’hémoglobine (Hb). Par ailleurs, le traitement par la vitamine E a amélioré tous les

paramétres biochimiques et hématologiques.

Nous pouvant conclure que la supplémentation de la vitamine E aboutif 4 la réduction du degré

d"intoxication par le plomb et nos résultats, par conseéquent, montrent que la vilamine E est un

important facteur dans la protection des cellules vis-a-vis 1effet toxique des métaux lourds.

Mots clés : plomb, vitamine E, lapins, paramétres biochimiques, glutathion, hémogiobine,

TGO, TGP,
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This study was camied ouf to investigate the effect of lead foxicity on certain aspects:
biochemieal, hematological and histological: and the using of vitamin E treatment to reduce this
toxicity among the rabbit cuniculus Lepus. [’s an experimental study led to the laboratory on 16
rabbits distributed in four groups of four rabbits each, whereas the first is used as a control, the
second is rabbits treated by lead of 25 mg/kg , and third group teated by lead/vitamin E, and
the last group receiving vitamin E by oral way . After three weeks of treatment, the rabbits are
sacrificed and Dlood samples are recovered to evaluate the different biochemical and
hematological parameters. After dissection the liver is collected for glutathione dosage and

histological study.

From results analysis we observed that the lead invoked a disturbance of the #lucuse, lipid and
protemn metabalism Irans'lating by hyperglycemia, hypercholesterolemia and highly meaningful
increase of the content plasmatic in triglycerides, in urea and uric acid, with a decreased of the
concentration of total proteins. However, the enzymatic activity of the transaminases (TGO,
TGP), has been increased. Besides, the lead disrupts- the linked detoxification system to the
glutathione and the histology of heypatocyte showed a necrosis ta level of the hypatocyte and

again decreased de the hemoglobin concentration (Hb),

Furthermore, treatment with vitamin E improving all the biochemical and hematological
parameters.

In conelusion, we can say that vitamin E supplementation reduced lead foxicity, in other words
the vitamin E is an important factor in the protection of cells against the poisonous heavy metals
effect.

Key words: lead, vitamin E. rabbits, biochemical parameters, glutathione, hemogiobin, TGO,

TGP.
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Inirecuetion

‘m des problémes majeurs de ce siccle est Ia préservation de la qualité de

'environnement face 4 la croissance industrielle exceptionnelle et 4 Ia pollution engendrée
par le développement & cconomique. Le rejet des substances d’origine naturelle ou industrielles
constitue I"un des plus importants facteurs de dégradation de la biosphére par "homnie,

L'une des caractéristiques essentielles de |a pellution d’origine humaine consiste en la
dispersion, volontaire ou non volontaire, de certaines substances (pesticides, hydrocarbures,
etc.) ou éléments (métaux) qui sont susceptibles de contaminer divers compartiments de Ja
biosphére y compris dans les endroits trés €loignés de leur sites initiales d"émission (Lagadic
et al., 1998),

¢s metaux lourds sont devenus parm les nombreux contaminants les plus rétrouvés dans

notre environnement. Le plomb, le mercure, le cadmium, sont les principaux métaux €mis
dans Iair par les activités bumaines; ces polluants peuvent s avérer fortement toxiques et
ditiriare s lus suls, loy vau, los torels el les enlmrse #n plus de leurs offcts aur Plhonuie
(Chen & Seaton, 1998; ¢ runp, 1999). Tis penvent gliccter le Fyslhme nervous, les fonglione

rénales, hépatiqes et respiratoires (Harberet al, 2000).
e plomb est I’un des métaux le plus anciennement utilisé par I’homme. Le probléme de la

contamination de ["environnement par ce meétal due 4 ses proprietés physico~chimiques
intéressantes (malléabilité, ductilité, bas pointde fusion)et'sa facilité d’extraction.

Les effets déléteres du plomb sur la santé umaine et animale sont potentiels, lorsque ce métal
induit la production d° Espéces Réactives de I'Oxygeéne (ERQ) perturbant le statut tedox des
cellules. Les radicaux libres Peuvent causer des dommages oxydatifs pour les lipides, les
protéines et les acides nucléiques et favoriser plusieurs conditions pathologiques (Stengel,
1996),

a lutte contre les radicsux libres fait appel & deux lignes de défense: les cnzymes

endogenes (Catalase et GpX), et les substances antioxydants proprement dites - lavitamine C,

Cuivre, Zinc, Sélénium, la vitamine E qui est important dans la protection contre les radicaux

libres .
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otre travail a pour but d’explorer I'impact de plomb sur certains aspects : biochimique,
hématologiques ¢t histologique. Chez des lapins de souche «Cuniculus lepusy, et d"évaluer les
effets du traitement par la vitamine E, afin d°établir si cette vitamine peut protéger contre les
effets cytotoxiques du plomb,

& manuscrit comporte deux parties -
La premiére partie de ce travail s attachera 4 donner quelques rappels bibliographiques sur le
plomb, le stress oxydatif ef Ja vitamine E.
La deuxieme partie du mémoire présentera les résultats de Ieffei de la vitamine E sur Ia

toxiciteé du plomb chez des lapins de la souche Cunicudis lepiss.
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Chapitre 1 Plomb
ﬁ

1. Définition des métaux Jonrds :

Les métaux lourds se présents dans tous les compartiments de I’environnement, mais en
geénérale en trés faible quantité. On dit que les métaux sont présents « en lraces», ils sont

aussi « la trace » du passé géologique et I"activité de I"homme.

Un métal une matiére de plus souvent d un minerai d’un autre métal. [ doté d”un éclat
particulier, bon condueteur de la chaleur et délectricité a des caractéristiques de dureté et
malléabilité, se combinant ainsi aisément avec d’autre élément pour former des alliages
utilisables dans I’industrie. Leur caractéristique est de masse volumique élevée supérieur 4

5 gramme par em”,

Les premigres biochimistes ont distingué ces trois métaux toxigues (plomb, cadmium,
mercure).En raison de leur affinité avec le soufre qui permettant d’identifier les protéines
«qui précipitent lourdement » ou donnent facilement des sels (sels dé mercure, sels de

plomb)

En 1969, le chimiste Russe Mendeleiev, classe des éléments chimiques a partir de la

masse atomique et de nambre d'électrons des éléments (Grosman et Melet, 2000),

Les métaux lourds sont des polluants engendrés par l'activité humaine qui ont un fort
Impact toxicologique. Les métaux toxiques sont nombreux. ils ont des impacts sur Jes

vegetaux, les produits de consommation courante et sur I"homme (Ronx et al., 1993) .

2. Histoire de I'utilisation du plomb :

Le plomb a ét¢ I'un des premiers métaux utilisés par I'homme dés 1°age du bronze, il y a
plus de 7 000 ans, le plomb a été largement utilisé par les Grecs et les Romains comme
pigments (oxyde de plomb) ou pour réaliser des canalisations, de la vaisselle, des picces de

monnaie, des toitures...

e e —
_— = — ————————————— =

Contribution & 1'gtude de 1"effet de la vitamine E sur la foxicité de plomb

frn
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Figure 1: Evolution de la production mondiale de plomb (Settle et Patterson, 1980).

L utilisation du plomb 4 ensuite explosé au cours de la révolution industrielle. Pendant
la premiére moitié du XXéme siecle. |z plomb a été utilisé dans I"industrie, |"imprimenié gt
les peintures. Dans la seconde moitie du sigcle, Iutilisation dominante était lide aux
carburants automobiles (Je plomb était ajouté dans "essence comme antidétonant) puis aux
accumulateurs de voitures et industriels.

Depuis les années 1970, le développemenl de nouvelles iechnologies, la prise en compte
des problémes environnementaux et de santé publique, ont conduit 4 la diminution ou &
I"arrét de certaines utilisations du plomb (canalisations, soudure, peinture, pesticides,
antidéfonant dans I'essence... ).

Dans les pays industrialisés, la production secondaire (& partir de la valorisation des
déchets) ne cesse de progresser par rapport 4@ la production primaire (a partir de
minerai) Environ 72 % de cette production était destinée a la fabrication d accumulateurs
(Ademne, 2006).

3 .Définition de plomb :

Le plomb est connu depuis la haute antiquité .11 vient du lafin plombum, signifiant
liquide argente .C'est une bleuté brillant, trés mou, gris, sans goiit, et sans odeur, se
trouvant habituellement en petite quantite dans la crofite terrestre.

= .. -——— ——_.-- - ==
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Chapitre I _Plomb

Dautres processus naturels, comme la dégradation et ’érosion du sol et les feux de foret,
contrition de fagon significative 4 1a libration de plomb.

Mais généralement, ces processus naturels ne conduisent que rarement 4 des concentrations
élevées de plomb dans l'environnement (Abidi et al., 2000).

5.2. Sources anthropiques :

Depuis |a diminution des essences plombées, les principales sources de plomb
Anthropiques sont ;

% la combustion du charbon.

<,

< la métallurgie des non ferreus (production de plomb, de nickel et de cuivre, de zine er
de cadmium).

< lasidérurgie.

£+ la production de ciment,

% ['incinération des déchets (mothé et al., 1999).

6 .Différentes utilisations du plomb :

La présence généralisée du plomb dans 'environnement est essenticllement due aux

activités humaines .Cette ongine anthropiaque ast miltipla car 1es niilisations passées ou

présentes du plomb sont trés nombreuses.

¥ Activités métallurgigues : Elles comprennent la métallurgie de premiére fusion lors
de laquelle le minerai de plomb subit différents traitements afin d’exraire le plomh et
les autres métaux. 11 existe aussi la métallurgie de 2éme fusion ou recyclage, qui
consisie 4 obtenir du métal par la récupération de déchets contenant du plomb.

v Production d’essence au plomb: Le tétra éthyle de plomb était le principal
constituant des agents antidétonants ajoutés & I"essence, pour augmenter le taux
d’octanes.

v’ Protection coutre les radiations : Du fait de sa densité importante. le plomb est

Utilisé pour la protection contre le¢ rayonnement g. Peintures, pigments. le plomb a

également &t¢ utilisé comme composante de nombreux pigments en peinture (Brgm, 2004)
7. Cycle biogéochimique

Le plomb contenu dans les roches peut se retrouver dans les sols, par altération de ces

demiéres, a des teneurs variables selon la composition initiale de la roche mére. De méme,

Conrribution 4 I'étude de 1"effet de la vitamine E sur la toxicité de plomib
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“
Trés malléable et ductile. Tl ternit au comtact de I'air humide, ne réagit ni avec
I"oxygeéne, ol avec 1'eau et il est attaqué par I"acide nitrique .Ses composés sont toxiques

par inhalation ou ingestion, les effets sont cumulatifs (Abidi, 1997).

4. Propriétés physico-chimiques du plomb :

Le plomb appartient au groupe 1V b de la classification périodique des éléments. Ses
principales propriétés physicochimiques sont présentées dans le Tableay 1. De
configuration €lectronique [Xe| 4f14 5d10 6s26p2, il posséde deux électrons non appariés
sur sa couche électronique externe. Cette configuration électronique autorise les degrés
d’oxydation (+2) et (+4), en plus de la forme métal (0).

Le cation Pb™" est un acide au sens de Lewis, dlest-d-dire quil est susceptible d*accepter
Un doublet d’¢lectrons venant d’une base, pour former une liaison covalente. Cest
egaléement une espece chargée, susceptible d’interactions électrostatiques avee des ions de
signes contraires pour former une ligison ionigue (Spositoet al., 1982),

Tableau 1: Principales propriétés physico-chimignes dn plomb.

T.es prapriétés chimiques de plomb Les propriétés physiques de plomb

Symbaole ;: Pb Point de fusion : 327 °C
Numéro Atomique : 82 Point d’ébullition : 1740 °C
Masse atomique : 2072 g.mol-1 Densité : 11,35

Valence : 0, +2, +4
Configuration électronique :[Xe] 4f14 || Rayons ioniques :
5d10 62 6p2 Pb2+ 0944149 A
Pbd+10,78 20,94 A

5. Les sources de plomb:
5.1. Sources naturels :

Le plomb est présent dans la crolte terrestre et dans tous les compartiments de la
biosphere. Dans 1’air, 1"émission de plomb provenant de poussieres volcaniques véhiculées

par le vent sont reconnues d’une importance mineure,

Contribution 4 I'étude de I'effet de la vitamine E sur la toxicité de plomb
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_ _
il est present dans tous les autres compartiments de I'environnement (eaix, air et méme les
&tres vivants).

La localisation ou la forme chimique du plomb dans I’environmement peut varier selon des
phénoménes naturels ou par intervention de 1"homme I existe donc un véritable cycle
biogéochimique du plomb (tout comme il existe un cyele pour les élements majeurs et les
autres ¢léments traces) (Lamand ef al., 1991).

roche
e :
«L 0 T _
océan - v Engrais et
o amendements
A e ol X mindraux
| - / «
* Eau . .
cantinzntala Slante
air
herbivores :
t v .
_; Produits _ C Izme_ 115
| ro o Oﬂ'lp {1
ot rejais ' CAMIUONES I <+ minérauz
indusirieis
Processus al'achelle de quelyues années
T Processus al'échelle de quelques centaines  années
TrmmTnes Piocessus al'échelle de quelques milliers d'années

Figure 2: Cycle biogéochimique des éléments (Lamand et al . ,1991).

8. Propagation et devenir du Plomb dans I’environnement :

En grande partie de plomb est insoluble dans 1’eau, ¢ est généralement un constituant
mineur de I'eau de surface et de l'ean souterraine. Tl tend 4 &tre absorbé par les particules de
sol et par la substance organique, principalement prés des sources de plomb.

En outre, la faible solubilité du plomb dans l'saw, rend son "absorption” par les plantes

Contribution 2 1'étude de I'effet de la vitamine E sur la toxicite de plomb -
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généralement restreinte.

En raison de oces propriéiés, 1'élimination des principales sources ponctuelles de
contarmination par le plomb pourrait permettre de rédoire immédiatement les
concentrations de plomb dans Ieau et chez les organismes proches de ces sources.

Le plomb libéré dans I'atmosphére est une source majeure de contamination
environnementale. Une fois dépos¢ sur le sol et les plantes ainsi que dans les eaux de
surface, il peut s'introduire dans la chafne alimentaire.

Les particules de plomb peuvent étre transportées sur des distances considérables dans
I'atmosphére, parfois jusqu'a des milliers de Kilométres de leur source, avani d’étre

déposées via les précipitations (Abidi, 2000).

9. Les effets toxiques :

9.1, Chez I'homme :

Le plomb se diffuse rapidement vers les différents organes comme le cérveau, les dents, les
0s, par la circulation sanguine, La demi-vie du plomb dans les tissus mous et dans le sang
est de 30 jours environ, mais elle passe de 1 & 10 ans dans les os .En général, le plomb
dans I eorps hiimain se répartit comme s -

-142% dans le sang,

- 54 10 % dans les tissus mous (remn. foie, rate)

- Pius de 90 % est fixé sur les as

Lélimination du plomb se fait majoritairement par les urines, puis par les féces, la salive et
la sueur, et enfin par les ongles et les chevenx. Le plomb a de nombreux effets foxiques sur
la santé, qui sont basés sur les niveaux de plomb dans le sang ou plombémie sanguine,

En effet, il est responsable du saturnisme en cas d’exposition chronigue. 11 peut provogquer
une grande fatgue, des troubles du comportement, de la mémoire, du sommeil, des
systémes immunitaires et reproducteurs, mais ses principaux organes cibles sont le systéme
nerveus, les reins et le sang. En bloquant plusieurs enzymes nécessaires a la synthése de
I"hémoglobine, il entraine une diminution du nombre de globules rouges-est une anémie.
De plus, le plomb passe facilement la barriere placentaire par diffusion, d”ou un risque

d’exposition prénatale (Hammond et al., 1993),
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12. métabolisme :

12.1. Absorption :
Le plomb inorganique est absorbé par les poumaens et le wtactus gastro-intestinal

I"abserption cutanée est généralement faible. Chez |"homme adulte, Te plomb est mieux
absorbé par les poumons que par le tractus gastro-intestinal.

L. absorption pulmonaire dépend notamment de la taille des particules chargées en plomb :
seul une partic des particules de diamétre moyen supérieur 4 0.5um est retenu dans les
poumons, la rétention des particules de diamétre {nférieur a 0.5pm est inversement

proportionnel 4 leur taille, chez animal comme ¢hez I"homme (Marrow, 1980),

12.2. Distribution :

A Tétat d’équilibre, le plomb sanguin ne représente que 1 & 2 % de la quantité présente
Dans |'organisme. Les tissus mous en contiennent 5 & 10%: ¢’est 14 plus grande partie du
plomb biologiquement actif. Plus de 90 % (75%chez I"enfant) de la dose interne de plomb
sont osseux .Le plomb Jié 4 I'0s compact ne produit pas d’effet toxique et ses mouvements
sont ires lents

Cependant, il peot élre libéré mussivemenl gn eas de déminéralisarion éendne
fanttinatharapin prvlanpae, asteaporase, fument aagense, immahilisation prolomagte) | de
méme, le pool de plomb biclogiquement actif augmente pendant [a grossesse et
I'allaitement. Le plomb franchit aisément la bamiére placentaire , # la naissance, les
plombémies de la mére et de I'enfant sont peu différentes (Sumino et al, 1975).

12.3. Elimination ;

L excrétion du plomb est principalement urinaire (> 75 %) et fécale (15-20 %). 11 existe
aussi une excrétion lactée, mais elle est faible. A 1"arrét de ["exposition. la décroissance de
la plombemie est lente : la demi-vie d’élimination est d’abord de 30-40 jours ; aprés
quelques mois, elle est supéricure a 10 ans. Elle est trés augmentée en cas d’insuffisance

rénale (Laurewy, 1983).

Contribution a 'étude de |'effet de la vitamine E sur la toxieité de plomb
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Chapitre 11 Stress oxydatif
1. Introduction :

Le métabolisme cellulaire normal de I"oxygéne produit de maniére continue de faibles
quantités de dérives de I"oxygene. Le r6le physiologique de cette production basal de
dérives reactifs de 1"oxygene n’est pas totalement connu, mais cértaines de ces molécules

pourraient avoir une fonction dans les processus de signalisation cellulaire.

Dans certaines situations, cefie production augmente foriemeni, entrainanf un siress
oxydatif que "on définit comme un déséguilibre entre la production et la destruction de ces

molécules (Fontaine, 1998).
2. Historique :

Le mot «stress» signifie une agression biologique de nos cellules, et de nombreux
composés de notre organisme comme les protéines, les lipides. les sucres et méme I'’ADN
de nos noyaux cellulaire, « Oxydatif'» signifie qu’il agit d'une agression oxydative
autrement dit, cette oxydation de notre corps est le prix que noas devons payver & utiliser
pour notre métabolisme énergétique un comburant exceptionnel : 1"oxygéne (Fontaine,

1938).

Depuis le début du 20°™ sigcle, les chimistes ont éwdié les antioxydants, caractérisés par
leur capacite & s'oxyder a la place d’autres molécules. Leur impact sur la sanié n’a été
ewudie par les biologistes que dans les annees 60 grace aux travaux effectués sur les
vitamines,

Le 1dle des antioxydants comme agents protecteurs vis-a-vis des cancers a été beaucoup
étudie, tant sur leurs mécanismes d’action, I"identification de leurs cibles, que leurs
interactions moléculaires (Mehdi, 2008).

3. Définition du stress oxydatif :

Le stress oxydatif (ou oxydant) a ét¢ défini par Sies en 1997comme une perturbation de la
balance entre le pro oxydants et les antioxydants, en faveur des premiers, conduisant & des

dommages potentiels. Le stress oxydatif est la conséquence de -

- la diminution du niveau des antioxydants,
- 'augmentation de la production reactive d oxygéne d’espéce ("ERO).

_—————-— - ———————
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Dans chacune de nos cellules 'oxygéne que respirons libére de grandes quantités de
molécules tres réactives que I"on appelé dérives actifs de oxygéne (ROS Réactive Oxygéne
Species) et aux espéves réactives oxygénées et azotées (RONS, N pour nitrogéne) les

premiers « radicaux libres » gue notre organisme doit combattre (Fantaine, 1998),
3.1. Définition des radicaux libre ;

La majeure partie de la toxicité de I"oxygéne provient de la formation des radicaux libres
(RL) (Bonnefont et al., 2003).

Un radical libre se défini comme un groupe d’atomes ou molécules possédant un électron
non apparie sur l'orbitale externe. Cette caractéristigne lui confire une rdactivité
important - les radicaux libres réagissent avec des molécules plus stables pour capter ou
ceéder leur €lectron, eréant ainsi de nouveawux radiaux en initiant des réactions en cascade.
daris certaines conditions de I"oxygéne (O1)sont incomplétes et abouties 4 la formation des

radicaux libres(Carolinie, 2003),

Hyperproduction des radicaux libres sont 4 la base des explications physio -pathologiques
des grandes maladies dites neurodégénératives : sclérose en plaques. maladie de Parkinson,
maladic d’Alzheimer ct vicillissement cérébral (Meludi, 2008).

3.2. Principaux radicaux libres et leurs origines :

Plusieurs initiafeurs de processus transmissent par les radicaux libres comme la
peroxydation lipidique, la destruction oxydative des protéines et I’ADN, les dommiages
cellulaires, sont aujourd’hui bien connus. Parmi ces initiatews, les radicaux libres, les
métaux de transition, les polluants, les médicaments, les produits alimentaires, les

radiations (Denisov et Afanas., 2005).Ils produisent tous des radicaux libres, comme le

super oxyde ('02-), I"hydroxyle("OH), le per hydroxyle et le monoxyde d azote (NO).

# L’anion super oxyde ('O :
L’ anion super oxyde est une forme réduite de 1"oxygene moléculaire généré par la capture
d’un électron. Il s’agit d’un radical libre initial formé dans la chafne respiratoire

mitochondriale.

Contribution & 1'étude de I'effer de la vitamine E sur la toxicité de plomb -—
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La mitochondrie génere 1'énergie utilisant 4 électrons dans la chaine réactionnclle,
rédnisant "oxygéne en eau. Quelques électrons échappés la chaine réactionnelle de la
mitochondrie réagissent directement avec I"oxygéne et forment les anions superoxyde
(Harman, 2000).

-
D4

e e
0, ———* H,O —* H:;0y —* OH —— H.0

H H* H* o

L anion superoxyde ("0s) joue un rdle important dans la formation des espéces réactives
de I'oxygene comme le peroxyde d’hydrogéne (F,O;), le radical hydroxyle (‘OH), ou
I"oxygéne singlet (O).

(2'0y+ 2B+ — H;O5+ O3)

L’anion superoxyde peut réagir avec le monoxyde d'azote (NO) pour former le

peroxynitrite (ONOQ'), qui peut générer des composés loxiques comme le radical

hydroxyle (OH) et ledioxyde d*azote (Halliwell ct al., 1997).

(ONOU-+ H+'UH + "NUy)
¥ Le radical hydroxyle (OH) :

Le radical hydroxyle (‘OH) est le radical libre le plus réactif ct peut étre formé & parr
de I'anion superoxyde et le peroxyde d’hydrogéne en présence des ions métalliques

comme le cuivre ou le fer.

Ojt+ HZO; —ip -OH + -OH+ 03

En général, les composés aromatiques ou les composés comportant des liaisons multiples
carbone-carbone subissent des réactions d’addition en présence des radicaux libres
hydroxylés .Dans les composés saturés, un radical hydroxyle capte un atome d’hydrogéne
de Ia Liaison carbone-hydrogeéne la plus faible pour donner un radical libre,

Les radicaux libres néoformeés peuvent réagir avec les lipides, les polypeptides, les
protéines et |I’ADN, spécialement la thiamine et 1a guanosine (Ashok et Ali, 1999),

Les radicaux hydroxyles se lient également facilement aux doubles liaisons.

... . . . - ]
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La barriere énergétique de 'addition des radicaux hydroxyles aux doubles liaisons est plus
faible que ["abstraction d’'un atome d hydrogéne, ce qui favorise ['addition en cas de
compétition, Quand un radical hydroxyle réagit avec les composés aromatiques, il peut
s"additionner par I'intermédiaire de la double lizison conduisant au radical hydroxy-
cyclohexadienyle. Celui-ci peut subir d’autres réactions, comme celle avec Ioxygéne, qui
est le radical peroxyle, ou se décompose en radical de type phénoxyle par élimination

d’eau.
» Le peroxyde d’hydrogéne (H,0;) :

Le peroxyde d’hydrogéne peuf générer a fravers une réaction de dismutation, 1’anion
superoxyde par I"intermédiaire du superoxyde dismutase.

Les enzymes comme |"aminoacide oxydase et Ja xanthine oxydase produisent aussi H,0; &
partir de I’anion superoxyde.

H;0, diffuse facilement & travers la menibrane plasmatique. C’est la molécule la moins.
reactive parmi les espéces réactives de I"oxygéne. Elle est stable & des pH ef des
températures physiologiques, en absence d’ions métalliques, Le peroxyde d’hydrogene
peut générer le radical hydroxyle en présence d’ions meétalliques et I"anion superoxyde
(Lhalliwell, 1997,

"0, + H:Os — 5 'OH+OH-+0

Le peroxyde o' hydrogéne peut ptoduire Moxygéne singlel par réaclion gyec anion
superoxyde ou avec 'acide hypochlorique (HOCI) ou les chloramines dans les étres
vivants. 11 peut ainsi dégrader certains hémes des protéines, comme I"hémoglobine, pour

libérer les ions de fer (Stief, 2003).
> L’oxygene singlet (0) :

L équipe de Takayama (2003 ) a rapporte que les phosphatidylcholines hydroperoxydes

Métastables présentes dans les organismes vivants produisent de I'oxygéne singlet durant
leur dégradation en présence du Cu®* 4 I"obscurité. 11 peut &tre formé & partir du peroxyde
d’hydrogéne qui réagit avec I"anion superoxyde, avec HOCI ou les chloramines dans les

cellules et les tissus.
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Par comparaison avec les autres espéces reactives de 1"oxygene, "oxygéne singlet est

plutét faible et non toxigue pour les tissus des mammiferes, Cependant, il a été montré

qu’il est impliqué dans I"oxydation du cholestérol,
L oxydation et Ja dégradation du cholestérol par I’oxygéne singlet est en effet accélérée

par la coprésence d'esters des acides gras méthylés (Stiet, 2003),

» Les radicaux peroxyles et alcoxyles :

Les radicaux peroxyles (ROO") sont formés par réaction directe de I'oxygéne avec des
Radicaux alkylés (R), mettant en jeu par exemple, la réaction entre les radicaux lipidigues
et J'oxvgéne. La décomposition des peroxydes alkylés (ROOH) conduit aux radicaux
peroxyles (ROO) et alkoxyles (RO).

Lirradiation par des rayons UV on la présence de métaux de transition peut causer

I"homolyse des peroxydes pour produire les radicaux peroxyle ef alkoxyle.
ROOH ~— " ROO+H,ROOH+Fe™™ " ROO+Fe+ 1"

Trs radicairy perovyles et alkoxyles sonl de bons agents oxydants, avant plug de 1000 mV
de potentiel réducteur standard. IIs peuvent capturer un atome d’hydrogéne de molécules
ayant un potentiel réducteur standard plus faible. Cetie réaction est fréquemment observée
dans |’étape de propagation de la peroxydation lipidique.

Trés souvent le radical alkyle formé de cette réaction peut réagir avee 'oxygéne pour
former un autre radical peroxyle résultant de la chaine réactionnelle. Des radicaux
peroxyles se deégradent pour libérer "anion superoxyde on peuvent réagir entre eux pour

générer "oxygene singulet (Mehdi, 2008),

...  — _____—  _—  — _  _ _— — _ ______ ___ ——— |
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Figure 3 : Les principaux radicaux libres et les mécanismes de détoxification.

» Le monoxyde d’azote et le dioxyde d’azofe ;

Le monoxyde d’azote (NO') est un radical libre avec un électron appanié. Il est formé &
partir de L-arginine par la NO syunthéase (Fang et al., 2000).

L’oxyde d’azote est un radical qui n'est pas trés réactif. mais la production excessive du
NO" est impliquée dans la reperfusion ischémique, et les maladies inflammatoires
chroniques ¢t neurodégénératives comme | arthrite rhumatoide et I"inflammation du colon,
L'oxyde d’azote dans le plasma humain peut consommer les concentrations d’acide

ascorbique et d'acide urique, et initier Ja peroxydation lipidique (Halliwell, 1996).
» L'anion peroxynitrite (OONQ) ¢

Le monoxyde d’azote peut réagir avec |'anion superoxyde pour générer du peroxynitrite.
3 p tp p perox)

B

‘05 + NO ‘00NO
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L’anion peroxynitrite est une espéce cytotoxique qui cause des Iésions tissulaires et oxyde
les lipoprotéines & faible densité (Halliwell, 1997).

[’anion peroxynitrite apparaif &tr¢ un radical libre important qui cause des dommages
tissulaires générés sur les sites d’inflammation (Papas,1999).

1l est impliqueé dans les désordres neurodégénératifs ainsi que plusieurs affections rénales.

Le peroxynitrite (OONO ) peut causer la modification et "oxydation des protéines, les

bases d’ADN mimant le role oxydant du radicalhydroxyle, Son role comme oxydant
biologique provient de sa grande capacité de diffusion & travers les membranes cellulaires.
La nitrotyrosine, qui peut &tre formée a partir de réactions de I"anion peroxynitrite avec les

acides amines, a €té trouvée dans les tissus assocics 4 ["dge (knight, 1999).

3.3. Les principales cibles cellulaires des radicaux libres sont :

> Les macromolécules :

Les RL sont également responsables d'inactivation enzymatique en particulier des sérine-
protéases, d'une fragmentation des macromolécules (collagéne, protéoglycanes, acide
hyaluronique), de formation de dimeres ou d'agrégats protéiniques dans les membranes
cytoplasmiques. Les acides amings les plus sensibles & lewr action sonl le tryptophane, la

tyrosine, la phénylalanine, la methinnine et la cysieme (Mehdi, 2008).

7 Les lipides :

Ils sont une cible privilégide des RL qui provoquent l'oxydation des acides gras
polymsaturés (AGPI) des phospholipides membranaires, Le phénoméne d’auto oxydation
ou peroxydation lipidique consiste en |’attague par un RL, d*origine exogéne ou endogéne,
de derivés lipidiques.

Le radical formé (R:) subit un réarrangement imterne, dii @ une tautomére liée au
déplacement de la double liaison Ja plus prache de I'électron célibataire. En présence
d’oxygene. il s¢ forme un radical peroxyde (ROO-) qui déstabilise une deuxieme molécule
d"AGPI et conduif 4 un hydroperoxyde lipidique (ROOH) et 2 un nouveau radical (R-),
Cette auto-oxydation se propage et s’amplifie d’un acide gras a 1"autre (Mehdi, 2008),

Contribution & ["étude de 1"efferde la vitamine E sur la toxicité de plomb


http://www.scantopdf.eu
http://www.scantopdf.eu

Chapitre Il Stress oxydatif

_—— e
» L’oxydation des protéines :

Les modifications oxydatives des protéines par les ERO provoquent "introduction d'un
groupement carbonyl dans la protéine. Ces réactions d'oxydation sont fréquemment
influencées par les-cations méialliques comme le Fez+ou le Cus+ Les réactions d’oxydation
de proteines peuvent étre classées en deux catégories : d’une part, celles qui cassent les
laisang peptidiques ei modifient la chaine peptidique, et d’autre part, les modifications des
peptides par addition de produits issus de la peroxydation lipidigue. De telles
modifications conduisent généralement & une perte de fonction catalytique ou structurale
des protéines affectées et deviennent généralement plus sensibles 4 1"action des protéases
et sont donc éliminées,

L oxydation de la cystéine est réversible mais peut ézalement perturber les fonctions
biologiques du glutathion réduit(GSH) ou de certdines proteines (Delatire et al., 2005).
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Figure 4 : Nature de quelques modifications des chaines latérales d*acides aminés des

protéines aprés attaque radicalaire (Favier, 2003).

> L’ADN :

Les RL peuvent induire des effets mutagénes ou 1"arréf des céplications de I"’ADN. [ls
agissent en provoquant des altérations des bases, des pontages ADN-protéines ou des
ruptures des brins. Les cassures observées sonl dues aux radicaux OH issus de la téaction
de fenton en présence de fer ferreux chélaté a4 certains acides aminés ou aux groupes
phosphates de "ADN. La prévention de ce processus par 'addition de catalase montre le
role du peroxyde d’hydrogéne dans les lésions de ’ADN (Mehdi, 2008).

Contribution % 1'étude de 'effet de la vitaniine E str la toxicité de plomb
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Figure 5: Lésions de ’ADN formées suite & un stress oxydant (Favier, 2003),

4. Définition d’un antioxydant :

Les antioxydants sont des substances endogénes ou exogénes capables de neutraliser ou
récuire les dommages causés par les radicaux libres également dans plusieurs aliments, les
principaux antioxydanis sonl les vitamines C et E. sélénium (Maameri, 2008).

4.1. Systémes de défonces antioxydants:

L’organisme est doté d'un ensemble de systémes de défenses trés efficaces contre la
surproeduction d’ERO. Les systémes anfioxydants peuvent tre classés selon leur mode

d*action, [eur Jocalisation cellulaire et leur origine(Delattre et al., 2005).

4.1.1. Systéme antioxydant enzymatique :

%> Les superoxydes dismutases (SOD) :

Les superoxydes dismutases (SOD) sont des métallo- enzymes qui catalysent la
dismutation des ions peroxydes en oxygénes moléculaires et peroxydes d hydrogenes

composés stables el moins toxiques selon la réaction suivante ;

Contribution  I'étude de {'effer de la vitamine E sur la toxicité de plomb -
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SOD
O,+2H = » 01+H,0,

Ces enzvmes accélérent la vitesse de cette réactdon spontanée rendant trés rapide la
disparition du superoxyde mais en générant le peroxyde d’hydrogéne. Celui-ci est un
composé oxydant mais peut &tre ultérieurement catabolisé par la catalase et les glutathion
peroxydases. Chez les mammiféres, on distingue dans cette famille trois isoenzymes qui
catalvsent la méme réaction mats différent selon la localisation chromosomigque du géne,
leur contenu métailique, leur structure quaternaire et leur localisafion cellulaire.

Le mécanisme réactionnel est catalysé par un métal situé au centre de ['enzyme dont la
nature permettra de distinguer [ SOD 4 cuivre-zine présent dans le cytoplasme (cCu-
ZnSOD), la SOD a manganese (MnSOD) présent dans les mitochondries, et une SOD

extracellulaire ¢’est une SOD a cuivre-zine (Delattre et al., 2005).

> La catalase :

La catalase est une enzyme héminique capable de transformer le peroxyde d’hydrogéne
(géncralement prodwit par les SOD) en cau el oxypéne moléoulaire. Tile est
essenticllement présente dans les peroxysomes, mais aussi dans les mitochondries et SOD

laréaction catalysée par cette enzyme est une dismutation du peroxyde d hydrogene.

Catalase
2H,0, +—— H.0+0;
La catalase est une enzyme tétramerique, chague saus unité comporte un groupement
Ferriprotorphyririe dans son sité actiFavec un atome de fer & 1°état Fe; et une molécule de
NADPH. La fixation du NADPH par la catalase lui confére une protection contre I’attague
de I"H20s.La catalase et la glutathion peroxydase ont des réles protectenrs similaires et
leur contribution relative est assez variable. La catalase est surtout active lorsque le niveau
de suess oxydatif est ¢levé ou que la quantité de glutathion peroxydase est limitée et elle
joue un réle significatif en permettant d'éliminer l'excés de peroxyde d'hydrogéne afin que

la réaction de Feriton ne puisse pas samplifier (Delattre et al., 2003).

Contribution & ["etude de 1'effet de la vitamine E sur la toxicité de plomb ==
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» Les glutathions peroxydases :

Les glutathions peroxydases (GPx) constituent une famille d’enzymes capables de réduire
des composes hydroperoxydes en leurs composés hydroxyles correspondants en utilisant
du giutathion ou des agents réducteurs équivalents comme Co-substrats. 11 existe des GPx
avec ou sans résidu séléno-cystéine dans leur site actif mais les plus courantes sont celles
possédant une séléno-cystéine. L’ensemble des GPx séléno-cysiéine cafalysent la
réduction des hydroperosydes minéraux ou organique en eau ef en alcool lipidigue
respectivement, tandis que le glutathion réduit (GSH) est transformé en glutathion oxydé
(GSSG).

Toutes ces enzymes contiennent dans leurs sous-umtés un a4 guatre atomes de sélénium

selon I'isoenzymes (Delattre et al, 2005).

Tablean 2 : Les enzymes anti-oxydantes,

Enzymes T Fonction T ]
Snperavyde ismitase Climination du superoxyde -T
Catalase Elimination de I"hydroperoxyde

Glutathion peroxvdase Elimination de I"hydroperoxyde "
Gluatathion disulfideréductase Réduction de la glutathione oxydée

Glutathion-S-transférase Elimination de |"hydroperoxyde lipidique

Meéthionine sulfoxyderéductase Réparation des résidus méthionine oxvdés

Peroxydase Décomposition du peroxyde d hydrogéne et

e ——

du lipide hydroperoxyde

|l _

4,1.2. Les antioxydants endogénes non enzymatiques :
La production physiologique d’ERO, est régulée par des systémes de défense composés
d'enzymes (SOD, CAT, héme oxygénase, peroxyrédoxine...), de molécules antioxydants

de petite taille (ghutathion, _) et de protéines (Transferrine, ferritine, ...).
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Enfin, un systéme secondaire de défense composé de phospholipases, d°ADN
endonucléases, de ligases et de macroxyprotéinases empéche I'accumulation dans la
cellule de lipides. d"ADN ¢t des protéines oxydés et participe & ’8limination de leurs
fragments toxigues (Mehdi, 2008).

4.1.3 .Les antioxydants exogénes :

Toutes ces défenses peuvent étre renforoées par des apports exogeénes en

» Médicaments :

Ils constituent wme source (mportante d antioxydants. Actuellement, les classes
thérapeutiques comme les anti-inflammatoires non steéroidiens.

Les anfihyperlipoprotéinémiques, les béta-bloquants et autres antihypertenseurs ont été

évalugés pour leurs propriétés anti-oxydantes.

% Antioxydants naturels :
» La vitamine C ou acide ascorbique :
Son dction est trés controversée quant 4 son effet protecteur ou activateur face 4 la toxicité
de 'oxygéne. Selon le pH, la vitamine C peut prendre une forme réduite ou oxydée. Le
passage de 1’une a Iautre se fait par I"intermédiaire d"un radical libre, le radical ascorbyle,
et en présence de glutathion/glutathion-réductase.
La vitamine C forme done un couple redox uvee une lorme intermédiaire radicalaire
capable de captet 1'osygéne singulet et certaines espéces radicalaires. CTest ainsi qu'elle
protégerait la peau de la toxicité induite par les rayonnements UV mais, 4 forte
concentration. la vitamine C peut se comporter comme un oxydant générateur de radicaux
libres (Mehdi, 2008).
» Lavitamine E ou tocaphérol :
Le terme générigue de vitamine E désigne en fait une famille constituée des tocophérols et
tocotriénols, la forme la plus active étant I’a-tocophérol. Cette vitamine est décrite comme
¢tant e principal antioxydant liposoluble dans le plasma et les érythrocytes chez |"homme,
situé dans les lipoprotéines et dans les membranes, |’ e-tocophérol est capable, d'une part,
de pi¢ger chimiquement ["oxygéne singulet (10;) en s oxydant en quinone, d’autre part, de
réagir avec le radical hydroxyle (OH). Mais son principal role biologique est de réagir

avee les radicaux peroxyles (ROO') pour former un radical tocophéryle. L’a-tocophérol est

- - s
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régénére essenfiellement selon deux voies ; d'une part, la vitamine C, ou [’acide
ascorbique, est capable de réduire le radical tocophéryle, d'auire part, une enzyme
spécifique, glutathion dépendante, 14 tocophéryl réductase, est capable de réduire le radical
tocophéryle en a-tocophérol. Parallélement, le glutathion & I"étal réduit (GSH) est oxydé
en glutathion oxydé (GSSG). Ce métabolisme implique la participation de la vitamine B2,
cofacteur de la glutathion réductase, nécessaire & la régénération du GSH aprés son

oxydation par le radical tocophéryle (Delattre ef al., 2005),

» Le sélénium :
Les effets bénefiques de cet oligo-élément sur I"organisme ne sont connus que de puis un
quart de siécle. 1l neutralise les métaux toxiques (plomb, mercurg), 1l aurait aussi une

action préventive sur certains cancers (Diallo, 2005).

5. Les maladies liées an stress oxydatif :

La plupart des maladies induites par le stress oxydant apparaissent avec I"age, car le
vieillissement diminue les défenses anti-oxydantes et augmente la production
mitochondrnale des radicaux. En faisant apparaitre des molécnles bialogiques anormales e
en Sur-exprimant certains genes, le stress oxydant sera la principale cause initiale de
phustenrs: maladies © canear, patamote selitase Tildale smyntosphigque, syndrome de
détresse respiratoire aigu, cedéme pulmonaire, vieillissement aceéléré,

Le stress oxydant est aussi 'un des facteurs potentialisant 1'apparition de waladies
plurifactorielles tel que le diabéte, la maladie d”Alzheimer, les rhumatismes et les maladies

cardiovasculaires (Favier, 2003).
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1. Introduction :
Les vitamines sont des substances qui n’apportent pas d’énergie mais qui sont

indispensables & I'organisme, incapable dans la plupart des cas de les synthétiser. Elles
doiveni done €tre apportées par 'alimentation. Une alimentation suffisante en quantité et
variée, comprenant des aliments d’origine animale (viande, ceufs, poisson, produits laitiers)
et des céréales, des fruits et légumes, permet un apport satisfaisant en vitamines. Elles
jouent un rdle capital dans l¢ maintien d'une bonne forme physique (développement,
croissance, réactions chimiques et bon fonctionnement des différents organes de

"erganisme). (Laroche et al., 2003).

Le sportif a besoin d'un apport complémentaire en vitamines. De plus, les vitamines sont
fragiles et résistent peu a la chaleur, & la lumiére, d 1"oxydation, 4 la dessiccation. Une
carence ou un excés de certaines vitamines peut étre préjudiciable 4 la santé, 1] est
préferable de demander 1avis & un médecin en cas de doute. Pour certaines personnes, il est
nécessaire d’augmenter la posologie habituelle de certaines vitamines (Laroche et al.,

2003).
2. Définition des vitamines ;

Le mot « vitamine » vient de ln contruction de deux mots @ « vitale »sipnific la
vie «amine » signifie la molécule orzanique. Le nom « amine vitale » a ét¢ utilisé, la
prenuére fois, par les chercheurs Casimirfunk et Sir Frédéric Gowlandhopkinsen 1912.
On peut définir les vitamines comme des biocatalyseurs fournis par I'alimentation &
I"organisme en trés petite quantité et de fagon continue pour permeétire le fonctionnement
normal des organes. Les besoins quotidiens en vitamines ne sont que de quelques fractions
de microgramme & quelques milligrammes. Ceci est dit au fait que la plupart agissent
comme des coenzymes ou des cofacteurs au cours des réactions enzymatiques.

Les vitamines doivent étre apportées en faible guantité dans l'alimentation (kazi, 1990).

3. Classification des vitamines :

Les vitamines sont classées selon leur critére de solubiliié

- Les vitamines hydrosolubles : solubles dans |’eau, touf excés est immédiatement excrété
principalement dans I"urine, Quelques cas de toxicité ont néanmoins été décrits comme la

vitamine C. B, B

Contribution a I'érude de I"effet de la vitamine E sur la toxicité de plomb
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- Les vitamines liposolubles: solubles dans les graisses, elles sont stockées dans
I"organisme et une ingestion excessive peut-tre toxique, comme vitamine A, D, K, E
(kazi, 1990).

4. Historique de la vitamine E :

En 1922: Iembryologiste Herbert Evans et son assistante Katherine Bishop, de
I"Université de Californie & Berkeley, constatent que chez des rats soumis a un régime
appauvri en lipides, les femelles peuvent fomber enceintes mais aucun feetus ne se
developpe. Cependant, les grossesses arrivent 4 terme quand le régime est supplémenté
avec ‘des feuilles de laitue ou do gemne de blé. Les deux scientifiques soupgonnent
Iexistence d'un compos¢ lipophile, qu'ils nomment Factewr X, indispensable au
développement du foetus,

En 1924 : indépendamment des recherches de H. Evans et K. Bishop, Bennett Sure, de
I"Université de 1" Arkansas. montre qu°un composé retiré d*un régime alimentaire induit la
stérilité chez les rats méles. Bennett Sure nomme ce composé vitamine E. Elle regoit aussi
le nom de tocophérol, du gree tokos: progéniture et pherein: porier. L Evans et Oliver
Fwwrron vévnsinnent o inolor T whiaming BA parglr do hyile germe de blec,

En 1936 : bvans et Eemhlz détermnent la structure de la vitamine E

En 1938 Paul Karrer réalise la synthése de 1’alpha-tocuphérol racémique.

En 1968 : La commission sur les denrées alimentaire et Ia nutrition du conseil national de
recherche des Etats —unis reconnait enfin la vitamine E en tout gu’élément nutritif essentis)
pour I"étre humain. Les circonstances de la découverte de la vitamine E lui ont valu dans le
grand public ung réputation de vitamine de Ja fertilité, voire de la puissance sexuelie.
Historiquement, la vitamine E reste tout de méme la vitamine de la reproduction (volhardt
eLschore, 1999),

5. Définition de la vitamine E
La vitamine E est une substance organique sans valeur énergétique propre qui est
necessaire @ I"organisme. Gréce 4 ses propriétés biochimiques ef métaboliques, elle pent

étre utilisée dans I'industrie agroalimentaire en tant qu’additif alimentaire (Claude,2003).
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La vitamine E est un antioxydant permettant a4 "organisme de lutter contre le stress
oxydatif, en partioulier la peroxydation lipidique (Cuvelier, 2003).

6. Les sources de la vitamine E ;

Les tocophérols sont largement répandus dans les produits naturels d’origine végétale ou
animale. Les sources alimentaires les plus riches en vitamine E sont les céréales (seigle,
ble, Avoine...) dont leurs germes. les fruits (bananes, fraise, melon...), la plupart des
oléagineux. dont leurs huiles (tournesol, soja, mais, olive, arachide...). On trouve de la
vitaming E dans les légumes & feuilles (salade, epinard, chou, poireau), dans la graisse
animale ainsi que dans le lait, le beurre et le fromage et également dans le poisson (Jean et

al, 2002),

7. Structure chimique :

La vitamine E existe sous huit formes, quatre tocophérols et quatre tocotriénols. Les
tocophérols sont des substances constifuées par un noyau hydroxychromane et une chaine
latérale saturée phytyle & L6 carbones. Le nombre et [a position des groupements méthyle
sur le noyau hydroxyehromane définissent les difTérentey formes de tocophérols et
weotridnols.

La forme la plus active st I'a-tocophérol que I’on rencontre le plus fréquemment dans la
nature. Les B et y tocophérols ont une activité vitaminique réduite (respectivement 40 et 15
% environ de 1'activité de la forme a, alors que le 8 est pratiquement inactif

Les tocofri¢nols se distinguent des tocophérols parla présence de trois doubles liaisons sur
la chaine latérale. Deux de ces produits possédent également une certaine activité
vitaminique, environ 20% pour "u-tocotriénols et 5% pour le B-tocotrignols. Les autres

sont inactifs (Claude, 2003).

OH
—
R CHa
HoC CHo

Figure 61 Structure du tocotriénols. (Cuvelier, 2003).
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Figure 7: Structure du tocophérol. (Cuvelier, 2003).

8. Propriétés physico-chimiques :

Tous les tocophérols se présentent, & la température ambiante, sous la forme d une huile
visquense de coloration jaune péle. Ils sont insolubles dans 1"eau, trés solubles dans les
graisses. les huiles et les solvants organiques (éthers, acétone, chloroforme, méthanol,
alcools méthyliques et éthyliques).Ils sont peu sensibles & la chaleur, 4 la lumire et aux
acides, mals trés sensibles & I’oxydation et aux bases.

Les esters de tocophérols et notammeni ["acétate de dl-u-tocophérol sont relativement

stables. (Cuvelier, 2003).

9. Propriétés biochimiques et métaboliques ;

La fonction naturelle de la vitamine E est d’étre antioxydant. Grace 4 ce role, elle assure
la protection des membranes cellulaires et prévient le durcissement des cellules. Elle aide
également & maintenir la santé du systéme immunitaire en protégeant la vie des globules

puges dans e circulalion smlg_uin‘e: (Clanda, 2003).

% Protection des membranes cellulaires :

La vitamine E aide & protéger les membranes cellulaires : les acides gras insaturés,
insolubles dans I"eau, servent 4 la constitution de la structure interne des parois de chaque
cellule de [l'organisme et des membranes des organes internes. Elle ralentit le
vicillissement cutané en protégeant les membranes cellulaires. Sa présence permet la
conservation de I'intégrité de ces acides gras, trés sensibles a I"oxydation. Grice & sa
longue chaine lipidique, la vitamine E se fixe au sein des membranes lipidiques, et ¢'est sa
fonetion phénolique qui est responsable de son activité antioxydant. D’oi les affections et
les allergies qui peuvent résulter d’une carence en vitamine E.

En protégeant les membranes cellulaires, la vitamine E aide le foie a détoxiguer
I"organisme sans lésions hépatiques. En inhibant la formation de radicaux au nivean de la

cellule, 1a vitaming E protége également les constituants cellulaires comme les protéines et
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les acides nucléiques. Elle peut aussi améliorer certaings néphrites ou maladies des reins,
ce qui se manifests par la disparition du sang et de I"albumine des urines des malades, ainsi
qu’une diminution de la rétention d’eau et de la tension artérielle (Jean, 1989),

10. Action antioxydant de la vitamine I ;

La vitamine E va stopper I"oxydation des acides gras en s’oxydant & leur place. C’est la
réaction qui nécessite le moins d'énergie qui se fera préférenticllement. La vitamine E
intervient surtout au stade de I'initiation, en cédant un de ses atomes d’hydrogéne au
radical peroxyde qui se stabilise et devient non réactif. Cela permet ainsi d’arréter les
réactions enchaine (Jean et al., 2002).
10.1.Métabolisme :

Chez les mammiféres, la vitamine E doit &re apportée par 'alimentation, soit sous
forme libre (vitamine E naturelle contenue dans les végétaux) soit sous forme est
érifiée(vitamine E de synthése).Elle est absorbée avec les graisses erice aux sels biliaires
et & la lipase pancréatique. Elle est transportée par les chylomicrons des vaisseaux
lymphatiques 3 la circulation générale,

L absorption intestinale est de 35 4 80%. Dans le plasma, 40 a 60% de la vitamine est
transporte par les 1.1, et environ 35% par les HDIL Flle est stockés dans 1e foie, les

muscles et dans I¢ tissu adipeux (Higgins et al., 2008).

10. 2. Mode d’action et réle dans la cellule :

La vitamine E fait partie des systémes de défense de I’organisme contre le phénoméne
de «siress oxydatifh.La vitamine E fait partie des systdmes de défense non enzymatigues,
qui protégent les phospholipides membranaires contre les réactions en chaine de
peroxydation.

Elle inactive les formes réactives de ’oxygéne par captation de |’électron non apparié. La
vitamine E est un donneur d*hydrogéne par 1*intermédiaire notamment du radical OH. L o-
tocophérol réagit avec les peroxydes lipidiques pour former des hydroperoxydes et de
transformer alors en quinone. L u-tocophérol agit en synergie avec d’aulres systémes

antioxydants comme le glutathion pour décomposer les hydroperoxydes (Pauline,2010).

Contribution & I'étude de 1"effet de la vitamine E sur la toxicité de plomb o
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11. Pathologies associées 4 une carence en vitamine E :

11. 1 Chez Phomme :

La vitamine E chez I"homme a un rble antioxydant Elle pourrait ainsi avoir un réle dans
la prévention de 1"athérosclérose, en luttant contre "oxydation des LDL. Par ailleurs elle
inhibe I"agrégation plaquettaire. Elle a aussi un réle immunomodulateur: elle stimule la
production des lymphocytes, diminue les prostaglandines E2 et les hydroperoxydes
sériques immunodépresseurs. Dans ’espéce humaine, lors de carence, on observe des
syndromes différents selon I"dge du patient. Chez le prémature; on observe un syndrome
hémolytique lors de faibles réserves du feetusa la naissance
En effet, chez le prématuré; "absorption digestive est faible pendant les trois premiers

mois &t la teneur en vitamine E du lait maternel est faible (Munnich et al., 1987).

11.2 Chez les animaux :

Un manque de vitaming E peut éwre dangereux chez les animaux, en effer ses
conséquences sont multiples, tout d'abord, atteinte sur le muscle est de loin et le plus
fréquents et grave. Elle caractérise par la dégénérescence des muscles squelettiques et de
systemes nerveny, los reprodictenr ot cavdiovasenlaivo sont tonehdes esf anssi e
dégenerescence de [epithelium germinal des testicules avec perturbation de la
spermatogenése. Les jeunes animaux est le plus concernes, car comme "homme leurs
réserves en yitamine E est plus faible, C est pourquoi la nourriture animale est le marche
le plus importanie pour cetie vitamine ! environ de 75% de production mondiale de

vitaming E est utilise en tant qu*additif dans la nourriture animale (Hand et al., 2000).

12.Hypervitaminose :

La vitamine E, comme le béta-caroténe, la vitamine C et la plupart des vitamines. est
atoxique, méme 4 forte dose prise de maniére prolongée. Il n'existe pas d'effets connus dus
4 une surdose de vitamine E, toutefois une prise excessive de cétte vitamine peut entrainer
quelques dés agrémentstels que:

*Troublesgastro-intestinanx.
* Maux de téte (Seott et sheffey, 1987).

Contribution 4 1'étude de I'effer dela vitamine E sur Ia toxicité de plomb
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1. Matériel biologique et conditions d’élevages :

Notre étude a été réalisée sur un échantillon de 16 lapins de population locale, de souche
Camictlus lepus provenant de [a région de Guelma durant de mois mars, agés de (2-4 mois) et
pesants 1000- 1500 g,

Les animaux soni élevés dans des cages ferreux, tapissées de carton change
quotidiennement, ces cages sont nettoyées par Iutilisation de détergents comme ’ean de Javel
pour éviter les infections. Signalons que I"élevage des lapins a éié effectué qu nivean de
I"animalerie du département de biologie (université de Guelma).Ces lapins sont acclimarés
aux conditions de notre animalerie pendant 3 semaines & une température ambiante ef ure
photopériode naturelle. La nowriture a é1é bien équilibrée et variée, elle contient tous les
¢léments nécessaires pour la croissance naturelle des animaux. Aprés la période d"adaptation,

on repartit les lapins en 04 groapes (4 lapin chacun),
2. traitement des animauy :

# Lot 1 :4 lapins sains témorn.
Lot 2 : 4 lapins injectés par I’ acétate de plomb avee ine dose quotidienne de 25 mg /kg .

Y

> Lot 3 :4 lapins injectés par I"acétate de plomb et traités avee 1a vitaming B 2 la dose de
100 mg/ke,

# Lot d 4 lapins sams regoivent la vitamine E.

Le traitement par la vitamine E 2 &ié effectué par gavage (voie orale), chaque jour avec une
dose de 100 mg /kg de poids pendant 21 jours.

3. prélévement sanguin :

Les prélévements sanguins se font par sacrifice & la fin du traitement, Les schantillons

sanguing sont recueillis dans des tubes EDTA pour le dosage de I'hémoglobine et des fubes

héparinés pour les dosages biochimiques, ces derniers sont centrifugés a 3000 ir /minute
pendant 15 minute Le sérum est séparé en trois fractions dans des tubes Eppendorf, puis mis

4 (-20), jusqu’an moment du dosage.

Contribution & étudede I'effet de la vitamine E sur lz texicié de plomb =
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4. prélévement des organes :

Apres la dissection, Ie fpie est préléve, débarrassé de son fissus adipeux, rincé dans une
solution de chlorure de sodium (Na CI) & 0.9 % Un fragment du foie est conservé au
congélateur a (-20C°) pour le dosage du glutathion et des protéines hépatiques. Un detxiéme
fragment du foie est mis dans le Bouin alcoolique pour I"étude histologique.

Contribution & l’émde de l'effet de la vitamine Esur la foxicité de plomb
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Duosages des paramétres Stockage du foie & | Stockage du foie dans
biochimiques A o le Bouin alcoolique
(-20C*) pour le dosage (étude histologique)
' ¥ du glufathion (GSH) '

e,

_ _
Figure 8 : schéma réea pitulatif du profocole expérimental
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5. Dosage des paramétres biochimiques :
5.1. Dosage du glucose :(Kaplan, 1984) selon la fiche technique Spinréact
% Principe :

Le glucose est mesuré aprés une oxydation enzymatique en présence du glucose oxydase et la
peroxydase, selon la réaction suivante :

glucose + 0, +E120 —@D—; Acide gluconigue + HZD

e Echantillon : Sérum.
¢ Les réactifs utilisés:

-tris PH =7 4 92mmol/1
~Phénol 0.3 mmol/]
Glucose ox oD) 15000 /1
Pen‘ﬂxydase (P@D) 1000 U/
-4- Aminophenasone (4-AP) 2.6 mmal /1

-solution de glucose 100 mg /dI

% Préparation de réactif de travail (RT) :

v Dissoudre le contenue de réactif (Rz) dans la fiole de réactifiR;).
v' Mélanger bien et doucement jusqu'a la dissolution compléte. Ce réactif de travail est
stable un mois & 2-8 C° ou 7 jours 4 15 -25 C°.

% Mode opératoire :

Mo [t [ iiodlle

1 ml I i 1 ml
Ll 10 pf —

ST h. 10,1

CQnﬁ'IblItm ai -_etu.de.da Ieffer de la vitamine E surla toxicité de plomb -
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v Agiter bien et ineuber pendant 10 mina 37 C° ou 15 -20min a 25 C°.

¥ Mesurer I'absorbance (A) de |'échantillon et de standard 4 505 am contre le blanc, 1a
cotileur est stable pendant 30 min_

% Calenl ;

La concentration du gliucose dans I"échantillon est calculée par la formule suivante :

Glucose(mg (dly = A echantidion
(A)éralon

La concentration d’étalon =100 mg/1

5.2. Dosage du cholestérol :(Naito, 1984) selon Ja fiche technique Spinréact

% Principe:

Le cholestérol présent dans I"échantillon forme un camplexe coloré selon la réaction stivante :

Cholestgrol ester + H:0 Cholestéro] estérase » Cholestéro] + Acides gras

Cholestérol + O, Cholestérol Oxydase

» 1 Cholesténone +11 0,

N } . Peroxydase e
2H;00,  +Phénol +1 - Aminiophena sone o > 4 5 U+ Quwnonemmt ne

L'intensité de la conleur formée est proportionnelle 4 la concentration du cholestérol dans
I"g¢chantillon,

e« Fchantillon : sérum.
o Les réactifs ntilisent :

Réacfif (R1) -pipes PH=6.9 90 mmol/1
Tampon : -phénel 26 mmol/1
Réactif (R2) ~cholestérol estérase. 300 Un
(enzymes) -cholestérol oxydase. 300 un
-peroxydase 1250 UA
-4-aminophenasone (4-AP) 04 mmol/]
étalon -Cholestérol aqueux primaire 200 mg /dl

standardisé.
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% Préparation du réactif de travail (RT) !

' l v dissoudre le cantenu de réactif (R;) dans la fiole de réactif (R)).
— v' Meélanger (RT) est stable pendant 4 mois & 2-8 C° ou 40 jours 4 15-25 C°.

% Mode vpératoire :

1 mil I ml I ml
———— oW e -
| S - 10 ul

! ¥ Meélanger et incuber les tubes pendant § min& 37 C* ou 10 min 4 15 -25 C°.
' ¥ Lire I'absorbance (A) de I"échantillon et de *étalon 4 505 nm contre le blanc.

' La couleur est stable pendant 2 heures.

! % Calcul :

(A) Lchantillo n y
(4) Ztalon

1200

' Cholestérol (mg/dly =

Ta enneentration datalon = EOOmg/dl.

5. 3.Dosage des triglycérides :(Buccolo ef al., 1973)selon les fiche fechmque Spinreact
v" Principe :

Les iriglyeérides sont enzymatiquement hydrolysés en glycérol er en acide gras libres par
lipoprotéines —lipase (LPL).Le glycérol sous 'effet de glycérol kinase forme de glycérol -3-
phosphate (GTP) qu’est oxydé en H;Oz Ce dernier forme avec le 4 — aminophenasone et Ie p-
chloroplienol en présence de peroxydase un complexe touge, selon les guatre réactions
stiivantes

Triglycérides-+ FiO— "= 3 Glycérol + acide gras libre

Glyeérol + ATP—9%_s Glycérol - 3 phosphats + ADP

Contribution & I'étude de I'effet de la vitamine E sur Ja toxicité de plomb
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¥ Lire I'absorbance (A) de I'échantillon et de Iétalon & 505 nm contre le blane.

Contribution & Pétude de I'effet de fa vitamine E sur la toxicité de plomb R

Glyeérol - 3P+0:— 22, yihydroxy acétone— P .05

F:02 +4—aminophenasone + P —‘Cﬁlﬂﬂ]ﬁpﬁﬁﬁdﬂ;ﬂ—sﬂﬁuﬁm +Hz0

L’lﬂteﬂﬂte de la couleur est proportionnelle 4 la concentration des triglycérides dans
I’échantillon.

* Echantillon : sérum.
o Les réactifs utilisés ;

-GOOD PH =7.5 50 mmol /1
-P-cholestérol 2 mmol/1
-lipoprotéine lipase (LPL) 150000 U/1
-Glyeérol kinase (GK) 500 wun
-Glycérol-3-oxydase (GPO) 2500 U/
Peroxydase (POD) 440 un
-4-aminophenozone(4-AP) 0.1 mmoll
-ATP 0.1 mmol/]
Triglyceride aqueux primaire 200 mg /dl
standardise '

II‘I

% Préparation de véaetf de travail (RT):
v Dissoudre le contenu de réactif (Rz) dans la fiole de réactif(R,).
v Mélanger bien et doncement a solution jusqu' i cc quelle devien homogéne,

Ce reactif (RT) est stable pendant 6 semaines 4 2 -8 C° ou une semaine & 15- 25 C°.

% Maode opératoire :

1 ml 1 ml
10 ul P —

— 10l

¥ Meélanger et incuber les tubes pendant 5 min 4 37 C° ou 10 min 4 15 225 ¢,
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% Calcul :

i o ] , ! (&) Echantillon
iglycérides (mg /i) = niton 4 ‘
l%}g{ycendfes (mg/dl) (4) Etalo %200

5.4, Dosage des protéines dans le sérum : (Burtis et al..1999) selon la fiche technique
Spinréact :

% Principe :

Les protéines du sérum forment dans un milieu alcalin avec les fons de cuivre, un complexe
coloré en bleu violet.

L*intensité de la couleur violette est proportionnelle 4 la quantité des protéines présentées dans
I"échantilion.

Protéines + Cu +* —PHalealin_ complexe protéinique:

= lichantillon ,
e [.es réactils niiliséy -

e T

-sodium potassium tarirate. 15 mmol/1
-sodium fodique. 100 mmal/1
-potassitm iodique. 5 mmol/l
-sulfate de cuivre 19 mmol/1

-sérum bavin albumine 7 wdl

% Mode opératoire ¢
1 ml ! ml I ml
— 25yl -
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¥ Mélanger et incuber les tubes pendant 3 min 4 37 C?ou 10 min 3 15 -25 C°,
v" Lire I"absorbance (A) de I"échantillon ¢t I'étalon 4 540 nm conire le blanc,

La couleur est stable pendant 30 min.

% Calcul ;

Pr otéines (g / di) :(_JU_M o
(A) Etalon

La concentration d*étalon = 7 grdl .
5.5 Dosage de 'urée 1 (Kaplan, 1984) selon la fiche technigue Spinréact

% Principe:
L'urée est hydrolysée enzymatiquement en ammoniym (NHz) et dioxyde de carbone (CO,)
selon la réaction suivante *

Urée + H20 + 2H™ —[{%2 NH; + COz

Les jons ammoniums formés réagissent avec o- cétoglutarate dans une réaction catalysée par
glutamate déshydrogénase (GLDH) avec oxydation simultanée de NADH a NAD.

NI + s ~cétoglutarate + NADH —SLDH 1 64 NAD* | L - Glutamate

La baisse dans la coneentration de NADH, es| proportionnelle 4 la quantité d°urée présentée
dans l'échantillon.

Contribution & I'étude de 1'efiet de la vitariine E sur la toxicite deplomb =
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*¢ Echantillon : Sérum
% Les réactifs utilisés :

80 mmol/i
6 mmol/i
-Uréase. 3750 U
-glutamate 6000 /1
déshydrogénase (GLDH). 032 U/t
-NADH
-Urée aqueux
standardise.

ire 50 mg/dl

% Préparation de réactf de travail (RT):

¥ Dissoudre le contenn de réactif (R,) dans la fiole de réactif (R;).

¥ Melanger bien et doucement Ja salition jusqu's 1 dissolution compléte.
Ue réactif (RT) est stable pendant 6 semaines a 2-8 “C oy Tjowrs & 15-25 °C,

% Mode apératnire ;

N T T

1 ml I ml I mil
m——— I'O’J_[ i

v Mélanger e lire I'absorbance (A) de I'échantilion et de I'étalon & 340 nm conwe le blang
aprés 30's (Ay) et apres 90 s (A,).
v Caleuler: AA =A, — A,

% Calcul:

Irée (mg ldl)= 1 <

Contribution % I'étude de I'effet de la vitamine E surla toxloité de plomb L
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La concentration d'étalon = 5( mg/d),

5.6. Dosage de Pacide vrique :(schultz, 1984) selon la fiche technique Spinréact

% Principe :

L'acide urique est oxydé par aricasé a allantoine et eau oxygénée (2H;0;) qui sous I'influence
de peroxydase (POD), 4-Aminophenasone (4-AP) e le 2-4 dichlorophenolsulfonate (DCPS)
forme un complexe rouge (Quinoneimine).

Acide urique + JH:0 +0r — 200858 o1 toine s OOs 4 7FL0s

2H20:4 4= AP+ DOPS ———— POD »Quinoneimi ne + 4H:0

L intensité de la couleur formée esi proportionnelle & |a concentration de acide urique

dans ["échantillon.

-phosphate PH=7.4 50 mmol/1
-2-4  Dehlorophenolsutfonate 4 mmol/]
(DCPS) )

-Uricase 60 U/1
~peroxydase (POD) 660 U/
-Ascrobateoxydase. 200 U/
~-4-aminophenasone (4-AP) | mmol/1

e Echantillon : sérum.
® Les réacfifs utilisés :

-acide urique aqueux primaire
standardise

% Préparation de réactif de travail (RT) :
¥ Dissoudre le-contenu de réactif (Ry) dans la fiole de réactif (R ).
¥ Melanger bien et doucement la solution jusqu’a ce quelle devient homogéne.

Contribution 2 I'émide de I'effet de la viamine E surla toxicité de plomb e
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%
Ce réactif (RT) est stable pendant un mois  2-8 C° ou 10 jours a 1525 C°,

< Mode opératoire ;

1T mi 1 ml 1 ml
S 25w
5
V' Mélange et incuber les tubes pendant 3 min 4 37 C° ou 10 min & 1595 Ce,
v" Lire I'absorbance (A)de I"échantillon et de Iétalon 4 520 nm comfre le blane.,
v La couleur est stable pendant 30 min.
% Calcal

—r ———iaa 2

Gy

(A) Echanillon

Acide wrigue (me 1 dl) = :
' rrique (mg /i) (A) Etalon

Conceniration de I"étalon =6 myg /dl.

5.7. dosage de I'activité d’aspartateaminotransférase ASAT(TGO) er d’alanine
aminotransferase ALT ( GPT) :( Murray,1984 ) _selon Ia fiche techitique Spinréact .

% Principe ;

La transaminase TGO et TGP présentes dans le sérum caralysent le transfert dn groupsment
amine du glutamate vers I’ oxaloucétate et le pyruvate daus des réactions réversihles 1. actvité
de ces enzymes est proportionnelle a la quautitc du pyrivare ou IMoxuloacétate formée apris
une réaction avee 2.4- dmitrophénylhydrazine (DNPH) dans un milieu alealin.
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¢ Echantillon : sérum.

e Le réamfs utilisés :

-DL-aspartate. 100 mmol/1
~DL-alanine. 200 mmol/|
-o-cetoglutarate 2 mmol/l

(DNPH).
-Etalon de pyruvigue. 12 mmol1

~hydroxyde de sodium 04 N

1 mmol/l

% Mode opératoire :

LT T [k

er et retourner les tubes au bain marie.

¥ Mélanger et mcuber les tubes pendant 20 min & 15- 25 C°.,

Contribution & I'étude de 'effet de la vitamine E sur Ia toxicité deplomb B
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¥" Mélanger et incubér pendant 5 min & 15- 25 C°.
v Lire I'absorbance (A) de I'échantillon & 505 nm conire 1’eau distillée. la couleur est
stable pendant une heure.
< Caleul

Les absorbances (A) obtenues sont rapportées sur la courbe d'étalonnage.

% Courbe d'étalonnage :

1 ml 0.9 ml 08 ml 0.7 ml 0.6 ml 0.5ml

0.0 aul 0.1 il 0.2 ml 0.3 ml U4 ml Wl il
1 ml L ml 1 oml 1 ml 1 1 ml

¥ Meélanger et incuber les tubes pendant 20 min & 15-25°C.

+ Mélanger et incuber pendant 20 min,
v Lire I'absorbance (A) & 505 nm contre l'eau distillée.

m 00 12 24 40 62 S

Contribution & I'éwde de I'efferde la vitamine E sur la toxicité de plomb -
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y =0,0052x + 0,1969
R =0,9613

TGO (U/)

v = 0,005z + 0,22 :
R*= 0,9543

Figure 10: La courbe d étalonnage de I’ Alanine Aminofransferase (ALAT/GPT).

Contribution 4 I'étude de effet de la vitaminie E sur Ia toxicité de plomb =
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5.8 .dosage de glatathion hépatique(GSH) : (Weakberker ef al.,1988).

+ Principe :

Le principe de ce dosage repose sur la mesure de I*absorbance optique de ['acide 2-nitro-3
mercapturigue. Ce dernier résulte de la réduction de Iacide 5.5 -dithio-bis 2 —
nitrobenzonique(réactif’ d*Ellman) par groupement (-SH) du glutathion.

Une foie preparé, I"homogénat doit subir une déprotéimsation (par acide sulfosalysilque 0.25
%) afin de protéger les groupements (-SH) du glutathion.

< Echanfillon : foie.
%+ Les réactifs utilisés et leur préparation :
o Tampon (Tris -EDTA) pH=9%,6

Dissoudre 12.114g de tris (0.4 M) et 1.8612g d'EDTA (0.02) dans 250m] d*ean distillée,
¢ Solution d’acide sulfosalysilique 0.25 % :

Dissoudre 0.25 g de la poadre dans 100 m! d’eau distillee.
» Solution de DTNB (0.01M) :

Dissoudie 79myg de la puudie daus 20 wl Je méthanol absolu 99%,
+ Solution EDTA (0.02 M) :

Dissoudre | 8612g de la poudre dans 250 ml d’eau distillée.

Les échantillons (250 mg de foic de chaque animal) son! mis individuellement en présence de
10 mi de solution EDTA (acide éthyléne diamine téira acérique)a 0.02 M.

Le mélange mis dans des glagons est broyé a 'ultrason (soniffer B-30)pendant 33 secondes.

Prélever 0.8 m] de I'homogénat.

Ajouter 0.2 m! d°une solution d*acide sulfosalvsilique (SSA) 025 5%.

Agiter et laisser pendant 15 minuies dans wi bain de glace.

Centrifuger 4 1000 tour / min pendant 5 minutes.

Prélever 0.5 ml du surnageant.

Ajouter 1 ml du tampon tris, pll =9.6.

Mélanger et ajouter 0.025 ml de I"acide 5,5 -dithio-bis -2-nitrobenzonique (DTNB).

LARN RN

Contribution 4 I'étade de 1'effet de lavitamine E sur la toxicite de plomb =
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v Laisser pendant 5 minutés dans la températiire ambiante pour la stabilisation de la couleur.

v Lire I’absorbance optique a 412 nm contre un blanc contenant i"eau distillée 4 la place de
I"homiogénal.

% calcul ;

_ Lo xlx] 325
2213100 % 0.8 0.5 mg Pri

GSH

DQ: densité optique.

1: le volume total des solutions utilisées dans la déprotéinisation (0.8 ml homogénat +0.2 ml
SSA).

1.525 _;'Ie‘ volume total des solutions utilisées dans le dosage du GSH au nivean du surnageant
(0.5 ml surnageant +1 ml tris EDTA -+0.025 m| DTNB).

13100 : Coefficient d'absorbance (concemant le groupement — SH 4 412 mm).

0.8 1 le volume de surnageant trouyvé dans 1 ml,

0.5 : le volume de surnageant trouvé dans 1 525 ml.

5.9. Dosage des protéines hépatiques :( Bradford,1976)

% Principe ;

Ties proféines réagissent avec nm réaetif coloré contenant de acide arthophosphorique de
U8l anssi que Te Blan de covtnmassle (RBC) Ce vdactlf rdaglr avee 1& groupement (-
NH2) des proléumes, Lmlensilé de la couleur relléle la concentration des protéines se fait
selon la méthode de Bradford (1976).

Echantillon : le foie.

Les réactifs utilisés :

Le bleu de coomassieG 250 (BBC).
Lacide orthaphosphorique.

Sérum albumine de bovin (SAB)..

CA S o

Préparation de réaciif de Bradiord :

Dissoudre 100mg de la poudre de blen de coommassie dans 50 m] d’éthanol (95%).
Agiter le mélange pendant 2 heures avec un agitateur.

Ajouter 100 mil de 1 acide orthophosphorique (FsPO)8S %.

Compléter le volume jusqu'a 1 litre avec I'eau distillée.

Filtrer la solution obtenue avec un papier filtre.

BT U S
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%
Ce réactif est stable pendant 2 semaines 2 4 .

% Mode opératoire

v Prélever 0.05 ml de "homogénat.

¥ Ajouter 2.5 ml de réactif de Bradford.

v' Agiter et laisser 5 min pour stabilisation de la couleur.

Mesurer I'absorbance optique 4 595 nm contre lé blanc contenant I"eau distillée 4 la place de
I'homogénat. La densité optique obfenue est rapportée sur la courbe d’étalonnage
préalablement tracée(0-1 mg /mi de sérum albumine de bovin).

| y=0.737x - 0.008
o7 R?=0.976

06 o

05

DO

(
&’) 0,2 0,4 08 0,8 1 1,2

concentration pres(mg/ml) y

Figure 1 L: Courbe d’étalonnage dn sérum albumine bovin.
6. Etude histologique :

Les coupes histologiques du foie ont été réalisées siivant la technigue classique du Houlot,
1984.

Pour chaque lapin. On préléve un fragment du foie de 0.5 om’, ces fragments sont mis

directement dans le Bouin alcoolique, fixateur couramment utilisé. Puis ces morceaux sont
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retirés et coupés & I"aide du couteau franchant a fin de réaliser des prélévements pour I"étude
histologique avec une surface de 1-2 em? et une épaisseur proche de 1.5 mm. Les picces
abtenues sont alors mis dans des boites spéciales 3 parois tournées afin de permettre le
passage des liquides.

6.1. Déshydratation :

Les échantillons sont ensuite déshydratéds pendant 12 heures au minimum pour éliminer
I"eau Des tissus, cette opération nécessite le passage du tissu dans des bains d"éthanol de

concentration croissante (70%, 80% ,90% et 100%),
6.2. Inclusion :

Les pieces anatomiques sont alors plongees dans des bains de paraffine liquide, puis on
procede a I"étape de enrobage qui consiste a inclure Je fissu imprégné dans un bloc de
paraffine qui, en se solidifiant, va permettre sa coupe. La réalisation des coupes minces de
quelque micron (5 um en moyenne) sont possibles grice d’un microtome. Ces coupes sériées
sont reliées entre elles sous forme des rubans : les quels sont par suite étalés sur des lames

porte —objels, déplissés et fixés sur les lames par [utilisation d'une eau gélatineuse chauffée,
3 Culnentian

Selen la technique a Phémalun-éosine, la coloration suive les étapes suivantes :

1~ Déparaffmer et liydrater les lames 4 eay de robinet puis rincer a I"eau distiliée.
2-lmmerger dans un bain d"hématoxyline de Harris (15 min) qui colore en bleu violacse

Les structures hasophiles (noyair),

3-différencier les coupes dans I"aleool acide (100 ml éthanol & 70 %50 mi H CL) puis rincer a

IFeau de robinet.
4-bleuir dans un bain d’eau ammoniacale (100 ml d’eau distiliée +2 ml d’ammoniague).

5- immerger dans un bain d*Eosine (15 secondes 3 2 min) qui colore les structures acidophiles

(cytoplasme).
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6~ déshydrater, éclaireir ef wounter les lames 4 Eukiit. Tous ces bains sonf séparés par des

lavages 4 1"eau de robinet.

7-Enfin, passer 4 |'observation au microscope photonique, lequel est équipé d’un appareil

photographique,

7. exploration statistique des résultats :

>

-.-P

Les calenls statistiques ont été effectues & Iaide d’un logiciel d’analyse et de traitement
statistique des données (Origine 6.0).

Les résultats sont représentés sous la forme (moyenne.écart type moyen) et les différences
ont été considérées significatives a P <0.05.

Nous avons déterminé, grice aux statistique &lémentaires ; les paramétres statistiques de
base biochimique et hépatiques, pour chaque lot expérimental. Les données ont été
analysées par I'analyse de variance 4 un critére de classification (ANOVA).

A I"aide de ce testf(ANOVA). nous avons comparé les moyennes denx 4 deux pour chaque

varahln (paramétro r‘»md;’g_':),
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Tableau 3 : représente la concentration sérique du glucose (mg/ dI), du cholestérol
(mg/dl), et triglyeérides (mg/dl) chez les lots expérimentaux.

Témoin sain plomb plomb +vitamine E _ vitamine E

(n=4) (n=4) (u=4) (0=4)

M + SEM MESEM M £SEM M £SEM
Glucose 134.5" 1025 173.5"225  13325":3.25 153.25 1395
Cholestérol 84 25"+ 0,75 88.75£1.75 66 £9 84.75" £0.375
Triglycérides 7] 5% 5,75 90"+ 8 585" 15 94"x 4

Contribution 4 Pétude de 1'effet de la vitamine E sur la toxicité de plomb

a, b, ¢, sont des lettres alphabéfiques. $°il va une déférence dans leur écriture dans la méme
ligne cela veut dire qu’il ya une déférence significative (P<0.05).

n : nombre des échantillons
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Figure 12: Peffet de traitement sur la variation de la concentration sérique du glucose,

du chiolestérol et triglycérides chez les lots expérimentaux.

Nos résultat illusirent qu'il existe une augmentation, hautement significative de la
concentration sérique du glicose (P< 0.01), significative de la concentration sérique du
cholestérol et des tiglycérides, (P< 0.05), chez le groupe injecté par le plomb par rapport au
témoin. Par contre le groupe braité par la vitamine E présente une diminution trés hautement

significative de la concentration sérique du glucese (P< 0.001), significative de la
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concentration sérique du cholestérol, (P< 0,05) ot trés hauntement significative de la
concentration sérique des triglycérides (P< 0,001) par rapport av  groupe non traité.

Tableau 4: représenfe la concentration sérigue de Purée (mg/dl), de Pacide urique
{mg/l) chez lots expérimentanx

Témoin sain p]]oml_; Pfemb'ﬂ-itamiue E wtamme E

(n=4) (n=4) (n=4) (n=4)

M = SEM M+ SEM M + SEM M £ SEM
L’acide urique  27.41°:7.415  38.93"+] 065 27.64"£6.767 34.83°£1.935
L’urée 30.25"+£ 0375 33.25": 0.75 247435 2775+ 1.375

a, b, ¢, sont des lettres alphabétiques. 8'il ya une déférence dans lour écriture dans la méme

ligie veta veul dive gu’il ya une déference sismtieatve (P<0.03)

a. numbie des échanillons

s B =

50
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Figure 13 : I'effet de traitement sur la variation de la concentration sérigue de Iacide

urique et de I'urée chez les lots expérimentaux.

Nos résultats montrent qu'il y a une augmentation significative de la concentration sérique
de "acide nrique (P<0.05), hautement significative de la concentration sérique de Murée
(PN OT) chex lo groupe injecte par 10 ploml par cappand ans o, Aprés builemsul put
la vitamine E on remarque une diminution significative (P<0.05) de la concentration sérique

de I'acide urique et de |"urée.

Tableau5 : représente Pactivité enzymatique de Paspartateaminotransférase (AST
/TGO) (UA), de I'alanine aminotransférase (ALT/TGP) (U?I) chez les  lots

expérimentaux.

Témoin sain __ plomb plomb +vitamine B vitamine E
(n=4) (n=4) (n=4) (n=4)
M = SEM M=+ SEM M +SEM M+ SEM
TGO 32% 15 425395 285" .75 30.75"¢ 1.12
TGP 82.5":25 26" 9 90" 1 79.25°+1.25
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a, b, ¢, soni des lettres alphabétiques. $'il ya une déférence dans leur écriture dans la méme
ligne cela veut dire qu’il ya une déférence significative (P<0.03)

n : nombreg des échantillons

“ \
||||‘ 11118301 ?—"‘“'—n
e -

“"P”lm | J”:'h =

Figure 14:  P'effet de  traitement swr  Dactivitd enzymatigque de
Paspartateaminotransférase(ASAT /TGO), de Palanine aminofransférase (ALAT/TGP)
chez les lots expérimentaux
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Les résultats illustrés, monfrent une augmentation de ['activiié enzymatique des
transaminases! trés hautement significative de TGP (P<0.001) et hautement significative de
TGO (P<0.01) chez les lapins injectés par le plomb par rapport aux témoins, Aprés
traitement par la vitamine E on enregistre une diminution trés haitement significative de la
concenfiation sérique de (TGP) (P<0.001), hautement sigmificative de la concentration
sérique de (TGO) (P<0.01).

Tableau 6: représente la concentrafion sérique des proféines totales (g/dl) et du

glutathion hépatique (nmol/mg prot) chez les lots expérimentaox.

Témoin sain piomi: plomb +vitamine E Vitamine E
(n=4) (n=4) (n=4) (n=4)
M+ SEM M = SEM M + SEM M + SEM
Protéines 64.6"+ 4.6 53.67"+0.72 6025 =375 623"+ 2.2
todales
glutathion 16.48" + 0.99 IL13"£037 15.57" < [.33 13325 1,12

4, b, ¢, sont des lettres alphabétiques. 8%l va une déférence dans leur écriture dans la méme

ligne cela veut dire qu’il ya une déférence significative (P<0.05)

n: nombre des échantillons
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Figure 15: P'effet de traitement sur la variation de la concentration sérigue des
protéines totales et du glutathion hépatique chez les lots expérimentaux.

Nos résultats révelent une diminution significative de la coneentration sérique des protéines
totales (P<0.05); trés hautement significative de la concentration sérique du glutathion chez
le groupe injecté par le plomb par apport aux  témoins. Alors que le groupe traifé par la
vitamine E présente une augmentation significative de la concentration sérique des protéines

Contribution 4 I"etude de- I'effet de la vitamine E sur la toxicité de plomb.
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totales (P<0.05), hautement significative de [a concentration sérique du glutathion hépatique
(P< 0.01).

‘Tablean 7; représente la concentration sérique de Phémoglobine (g /dl) chez les lots
expérimentaux.

" Témomn sain plomb ) plomb+vitamine E (wtamlue E
(n=4) (n=4) (v=4) (=4)
M = SEM M £ SEM M + SEM M = SEM
HB 10.55°+ 0.45 9.82"+0,18 11.62°% 0.86 10.95"+= 042

a, b, ¢, sont des lettres alphabétiques. §'il ya une déférence dans lenr écriture dans la méme
ligne cela veut dire qu'il ya une déférence significative (P<0.05)

n : nombre des échantillons

L . )

Figurel6 : TVeffet de traitement sur Is variation de la concentration sérique
d’hémoglobine chez les lots expérimentanx.
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Selon le tableau (7) et la figure 13 on enregistre une diminution significative de la
concentration sérique de |’hémaglobine (P < 0.05) chez le groupe injecté par le plomb par
rapport témoin. or le traitement par Ia vitamine E révéle une augmentation significative de
la concentration sérique de I’hémoglobine.
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Figure 16: les coupes histologiques de foie (x100).

Groupe. témoin

- Parenchiyme hépatique d’architecture conservée
- Plusieurs espaces ports

- Les cellules hépatocytes sans modification.

Groupe : plomb
- Plusienrs espaces ports €largis.

-Lyphoplasmocytaire avec identification des
discrétes fibroses pertales.

-Les hépatocytes présentent des signes de
souffrance hépatique.

Groupe  plomb +vitamine B

- Les-alteranons marpholugijues soul woins

Groupe ° vitamine E

-Parenchyme hépatiques sans modification.
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Discussion et esnclusion

La protection contie les métaux lourds est un probléme qui n’a pas été résolu dé maniére
satisfaisante jusqu'a présent. Les métaux lourds (plomb, nickel, cadmium ...) peuvent agir
comine des catalyseurs détérioration oxydative des macromolécules. Cela peut se produire
par la formation d’oxygene actif, I'augmentation de la peroxydation lipidique, la diminution
des groupements sulfhydriles et la lésion oxydative du tissu (Aust et al., 1985; Stahs et
Bagchi, 1995) Nous avons tenté dans le cadre de cetie étude, d évaluer I"impact d"un métal
toxique (plomb) sur des lapins cuniculus lepus. Mais notre attention sera fixée sur |"action
protectrice possible de la vitamine E sur les effefs toxiques de ce métal,

Dans nos conditions expérimentale, 1"administration infrapéritonéale de 25mg /kg de plamb
pendant 21 jours-a provequé une augmentation significative du glucose. Cette hyperglycémie
est probablement due aux effets du stress oxydative induif par le plomb. Santure et al,, 2002
ont montré que le sitress oxydatif est responsable d'une multitude des dysfonctions
metaboliques comme la résistance & I'insuline. Léfat de la résistance 4 ["insuline est
caractérisé par une diminution de la réponse des cellules insulinosensibles 4 I'insuline,
L'insulinorésistance entraine une élévation de tawx circulant d’insuline et une intolérance au
glucose avec une diminution de la stimulation du captage du glucose par 'insuline, Ce qui
inhibe la pénéiration du glucose dans les tissus et provogue une hyperglycémie (Baudler et
al, 2003).Aprés le iraitement par la vitamine E la concenwation sérique du glncose est

diminuée presque 4 la normale et ceci suggére que la vitamine E 3 un effet hypoglveémiant.

Nous avons enregistré une augmentation trés claire de la concentration sérique de cholestérol
et des wiglycérides chez les lapins imjectés par le plomb par rapport aux témoins, celte
augmentation est due a la dégradation des lipides des tissus adipgux pour fournir I’énergie
nécessaire aux fonetions vitales de ["organisme, Cartana et Arola, 1992 ont rapporté un
niveau augmenté du glycérol sérique, avec une augmentation similaire des acides gras libres
apres I'injection de plomb. Ces résultats sont confirmeés aussi par une étude de Das et AL,
2006, Alors que la vitaming E a diminué la concentration de cholestérol et des triglycérides
par la diminution de Ia peroxydation lipidique et augmentation de "activité de superoxyde

dismutase(SOD) et par conséquence un effet positif sur I'hémostasie de glucose,

e e
e ————  _———————— .
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En revanche, nous avons constaté wme réduction significative de la concentration des
proteéines totales dans le sérum chez le groupe injecté par le plomb par rapport au témein,
Cecl s explique par : le fait que la plus part des protéines possédent des groupements (SH,
OH) ces derniers réagissent avec le plomb et lés radicaux libres générés par ce métafloide et
par conséquence ces protéines peuvent se dénaturer et se fragmenter, ou perdre leurs

structures primaires et sécondaires (Ahmed et siddigue,2007),

Par ailleurs, I"administration de la vitamine E aide a élever le contenne des protéines ceite
propriéte de la vitamine E pourrait étre atiribuée a sovn réle dans la synthése de
metallothionine, et régler de celte facon les précursewrs des acides aminés pour Ja synthése

des protéine (Dhawan et al., 1992 ;tekeli et aL,2002 jcopearova et al, 2008),

Nos résultat sont tévéle aussi que la dose injectée du plomb a induit ung augmentation
significative de la concentration sérique de I"urée et de acide urique. qui est considérée
comme un biomarqueur de la dysfonction rénale ef la filtration gloménulaire cette
‘augmentation est expliqués par les dommages rénaux et 1'effet néphrotoxigque provoqués par
le plomb (Finco, 1997 : Thylambal et Saroja,2004 ; Nandi et al., 2006 ; El-Demerdash et al.,
2009).

De plus, laugmentation de I'ur¢e dans le sérum est corrélée avec "augmentation de
catabolisme proiéique, les proiéimes peavenl &ire dégradées en acides aminés puis en urée
(L’urée est le produit final de dégradation des proténes) Ceci confirme le résultat précédent
coneernant la diminution des protéines totales alors que I"augmentation de "acide urique peut
s’expliquer par la dégradation de matériel génétique (ADN, ARN).Aprés le traitement par la
vitamine E la concentration de I'urée et de I'acide urique est diminuée presque a Iétai
normal; T sembie que la vitamine E protége le rein contre 1"effet néfaste du Pb, il augmente
les processus de défense cellulaire vis-a-vis les effets oyiotoxiques du siress oxydant induit

par le plomb et il réduit la production des radicaux libres{Ahmed et Siddiqui,2007)

Pour ["activité enzymatique, nous avons constafé une augmentation hautement significative
de ["activité enzymatique des transaminases (TGP, TGQ) ¢chez le groupe injecté par le plomb,
cette augmentation est liée d’une part a I"effet hépatotoxique du plomb i 1’accumulation de
¢e métal et les métabolites toxiques de la peroxydation lipidique provoque tne lésion des

_———
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cellules hépatiques qui déversent leurs conténu tels que les transaminases dans le
sang(Klaassen et Watkin, 1984 ; Ronald et Koretz , 1992 ),ce résultat est confirmé par les
constatations histologiques de foie .D'autre part a "accumulation des acides aminés comme
alanine et I"acide glutamigque dans le sérum, provenant de la dégradation des composés
protéiques. Ainsi ces acides aminés peuvent se transformer sous 'action dés transaminases
sériques en composés carboxyliques tels que I'acide o eétoglutamique et 1"acide pyruvique
puis en glucose. Ce qui implique alors une forte activité enzymatique de TGQ et TGP,
{Denskey et al., 1986 ; chen et al.,,1998) ,

Alors que, le groupe traité par la vitamine E a montré une diminution de fransaminases done
IMeffet précité indique clairement que la vilamine E peut offrir la protection en se stahilisant

la membrane cellulaire contre les désordres hépatiques- induit par le plomb (Paken,1991).

Nos résultats montrent que I’ injection intrapéritonéal de plomb a provoqué une diminution
hautement significative du GSH au niveau du foie. La baisse de GSH peut étre éxpliquée par

plusieurs hypothéses :

Le GSH joue un réle clé dans la détoxification des radicaux libres el des métaux lourds
(Hultberg et al, 2001), et donc le cas du plomb le glutathion peut interagir avec les radicaux
libres générés par ce méialloide (Chen et al., 1998; Ito et al.,, 1998; Flora, 1999; Flora et al.,
2005)ce qui induit probablemen! une augmentation dans "utilisation du glutathion.

D’autre part le plomb inhibe la glutathion synthétase, et la glutathion réductase (Bisson,
2002), donc peu de GSH est produil. Tous ces facteurs conduisent 4 une forte diminution du
glutathion réduit (GSH) ¢t une augmentation du glutathion oxydé (GSSG), et par
conséquence ine diminution de la activité des enzymes GSH-dépendantes.

L’organisme possede tout un arsenal d’enzymes qui permettent de lutter conire le sivess
oxydant. Cependant ces enzymes peuvent étre affectées par le plomb, qui agisse en
provoquani la décroissance des activités des enzymes antioxydantes telles que la CAT, les
SOD, la GPx (Rames et al., 1995).Ainsi il apparait nécessaire de mesurer les activités de ces

enzymes pour évaluer I'impact de plomb comme agent inductenr de stress oxydant.

Par contre, le traitement par la vitamine E enfraine yne amélioration importante, ot le taux de
glutathion hépatique revient presque a la normale. Ceei est due a 'effer antioxydant de cette
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vitamine 4 cause de son action indirecte & réduire les niveaux des espéces reéactives
d’oxygene, qui est due la plupart du temps de sa haute affinité pour les métaux lourds
(Templeton et Cherian, 1991 ;Klassen et al., 1999, par conséquent résulter en stress oxydant
reduit, ces résultats en accord avec 'étude de Sidhu, 2004; Pari et Prasath, 2008.

L'analyse de nos résultats a montré que le plomb, a induil aussi une diminution iimportante
d'liémoglobine, On peut dire que le plomb & provoqué une anémie (chute du taux du Hb).
Cette anémie est due d"une part ; aux effets des radicaux libre générés par le plomb sur les
globules rouges, ou certains radicaux libres comme ; O; et ‘OH sont des espéces trés
réactives capables de provoquer des dommages cellulaires par le biais de la peroxydation des
lipides membranaires, de plus en présence de fortes concentrations de ces radicaux,
I'hémoglobine pent facilement s’oxyder ( Griggs 1964 ; Wadron,1966 ; Gurer et al., 1998 ;
Hughes, 2002 ; Modi et al., 2006) .

Dautres part, FALAD I'acide §-aminoléyuliniquedéshydrataseest une enzyme posséde des
gronpements sulfhydriles et catalyse la biosynthése de héme (Emmanuelli et al ., 1998).elle
esl rds wensihle e mlfing oxiques e plomb quy est capable de dénanirer on inhiber la
Tomatron dor oel sneymag(Aliwad et al, 2002).

L inhibition de I'activité de FALAD et la dimmution de la syrthése de 'héme induit une
réduction de ['hémoglobine et conduit 4 I'apparition de 1'anémie. Ces résultats sont en
accord avec les études de Kalia etal,, 2006 ; Maodi ét al., 2006.

Tandon et ses collaborateurs, 1993, ont montré que les métaux lourds comme le plomb,
Iarsenie, le nickel el Ie cadmium peuvent provoquer Paltération de nombreux paraméires
hématologiques, ceci confirme la diminution significative de Hb provoquée par
I"administration de plomb

Cependant, cette anémie est améliorée chez le groope fraité par la vitamine B ce qui

montre I'effet antioxydant de la vitamine E contre I"effet toxigue de plomb (Levander, 1977).

_—

Contribution 4 I"éude d¢ 1"effet de la vitamine E sur la toxicité de plomb
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Conelusic

Notre étude s'est basée sur 'effet de la vitamine E sur la toxicité de I'acétate de plomb et

suite 4 cela, nous avons enregistré que

[Vinjection de I'acétate de plomb chez les lapins de souche Cuniculus lepus 2 induit des
perturbations du métabolisme glucidique, lipidique et protéique traduisant par une
hyperglvcémie, hypercholestérolémie ; augmentation de la concentration sérique des
triglyeerides, de I"urée et de 1'acide urique accompagnés par une diminution des protéines
totales. Alors que le traitement par la vitamine E a rétabli les valeurs de ces paramétres

presque aux normes.

L4 toxicite de plomb a provoqué également des altérations histologiques du foie révélées
par la dégénérescence des hépatocytes par fibrose portal dus a la surproduction des
radicaux Iibres générés. Ceei esl combing & une déplétion du systéme de détoxification du

glutathion

Fow Pactivité encymatique, 1o plomb o provogud une augmentation do aotivitd doa

transaminases (TGP /TGO). Or la vitamine E a améiioré cette activité

Fonfin nous pouvons confirmer que la vitamine F est douée d’une activité antioxydante
contre les effets foxiques de plomb.

Yu I"importance de ces résultats, il serail intéressant de développer la recherche afin de
bien connaitre le mécanisme réel de cette activité on prend en considération les

recommandations suivantes.

¥ Travailler sur des autres dérivés de la vitamine E, en utilisant des différentes doses.
¥ Deévelopper la recherche afin de bien connaitre l¢ mécanisme réel par lequel agit la
vitamine E pour I utiliser dans I*avenir comme un reméde efficace contre la toxicité de

plomb.
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