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introduction 

Introduction 

Le stress oxydatif, défini comme étant un déséquilibre profond de la balance entre les 

prooxydants et les antioxydants en faveur des premiers, conduit à des dégâts cellulaires 

irréversibles. Les espèces réactives à l'origine du stress sont potentiellement toxiques pour 

l'organisme car elles peuvent inactiver des protéines, induire des cassures au sein de l'acide 

désoxyribonucléique (ADN) avec, comme conséquence, une altération du message génétique, 

dégrader les sucres, oxyder les lipoprotéines et initier des processus de peroxydation lipidique au 

sein de la membrane cellulaire en s' attaquant aux acides gras polyinsaturés (Pincemail et al. , 

1999). 

Un grand nombre de xénobiotiques provoquent le stress oxydant. Le fluorure de sodium 

est notamment par son ion fluorure, l'élément le plus électronégatif dans la nature, une molécule 

génératrice du stress oxydatif. L'ion fluorure traverse les membranes cellulaires très rapidement 

et se distribue dans le muscle du squelette et dans le muscle cardiaque ainsi que dans le foie, la 

peau et les érythrocytes (Bouaziz et al., 2006; Akdogan et al. , 2002 (a), (b) ; Chlubek, 2003). Le 

stress oxydant constitue un des mécanismes soulignant l'intoxication au fluorure. Des 

changements morphologiques, histologiques et biochimiques dans plusieurs tissus ont été 

rapportés dans des études menées sur des animaux qui ont reçus différentes doses de fluorure 

(Chinoy et Patel, 1998 ; Guan et al. , 1998). La génération de radicaux libres, la peroxydation 

lipidique, et l' altération des systèmes de protection antioxydante sont considérées comme jouant 

un rôle important dans les effets toxiques du fluorure. 

Pour se protéger du stress oxydant l'organisme dispose de systèmes de défense 

antioxydante. Ces systèmes de nature enzymatique (les superoxydes dismutases, la catalase, les 

glutathion peroxydases) ou non enzymatique (le glutathion, les vitamines C et E entre autres), 

d'origine endogène ou exogène, œuvrent pour rétablir l'équilibre oxydatif et réparer les 

dommages consécutifs au stress. Parmi les molécules antioxydantes, la vitamine C présente une 

activité antioxydante remarquable qui a fait l'objet de nombreux travaux de recherche qui ont 

abouti à sa caractérisation précise. 

L'objectif de la présente étude expérimentale est d' étudier l' activité antioxydante de la 

vitamine C contre le stress oxydant provoqué par le fluorure de sodium chez les rats wistar 

(Rattus norvegicus albinus) au niveau du plasma et des érythrocytes. Ce travail comprend trois 

chapitres : le premier chapitre est une synthèse bibliographique sur le stress oxydatif, le système 

de défense antioxydante, le fluorure de sodium, et les érythrocytes ; le deuxième chapitre 

comporte le matériel et les méthodes utilisés ; et le dernier chapitre englobe les résultats et la 

discussion. 





Synthèse bibliographique 

1. Généralités 

Les xénobiotiques sont des substances étrangères à l'organisme, elles sont de faible poids 

moléculaire et comportent les médicaments et les substances de l'environnement. Ces substances 

peuvent être naturelles ou artificielles, elles sont souvent hydrophobes et chimiquement réactives 

et doivent être métabolisées pour être neutralisées et surtout éliminées (Habdous et al. , 2004). 

Le tableau 1 montre que le métabolisme des xénobiotiques, nommé aussi 

biotransformation, est orchestré en trois phases : I (réactions d' oxydation), II (réactions de 

conjugaison) et III (systèmes de transport impliquant les protéines ABC) (Habdous et al. , 2004). 
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Syutlièst: bibllographlqut: 

Tableau 1 : Exemples de réactions de transformation des xénobiotiques au sein de l'organisme 

(Habdous et al., 2004). 

Réactions 

Phasel 

Oxydation 

Réduction 

Phase II 

Conjugaison 

Phasem 

Protéines ABC 

MRP 

MOR 

MOAT 

Enzymes Substrats connus 

Hydroxylation, oxydation Cytochromes P450 Phénobarbital, aniline, pbénothiazine, 

HAP 

Décarboxylation, 

désamination 

Déshydrogénation 

Déshydrogénation des 

amines 

Débalogénation 

Oxydation des radicaux 

Peroxydation 

Glucuronoconjugaison 

Sulfoconjugaison 

Acétylation 

Méthylation 

Conjugaison au GSH 

Transport 

Transport 

Transport 

Cytochromes P450 

Alcool déshydrogénase 

Monoamine oxydase 

Cytochromes P450 

Superoxyde dismutase 

Glutathion peroxydase 

NAD(P)H-quinone 

oxydoréductase 

Codéine. amphétamine, histamine 

Alcool 

Catécholamine 

Hydrocarbures dibalogénés 

Oxygène singulet, rarucal hydroxyle 

Lipoperoxydes 

Quinones 

UDP-glucuronosyltransfé- Phénol, alcool, amines, sulfamide, 

rases 

Sulfotransférases 

morphine 

Phénol, amines aromatiques, 

sulfamides 

0-, N-acétyltransférases Sulfamides, procaîne 

0-, N-métbyltransférases Nicotinamides 

Glutatbion-S-transférases Époxydes, lipoperoxydes., quinones, 

carbonyles a,~ insaturés, 

anticancéreux. 

Médicaments, conj~aués au GSH et à 

l'acide glucuronique 

Médicaments, conjugués au GSH et à 

l'acide glucuronique 

Médicaments, conju.,,,aués au GSH et à 

l'acide glucuronique 

., 

.) 



Synthèse bibliographique 

La biotransformation peut conduire schématiquement à trois types de produits : 

~ Des métabolites chimiquement stables et non toxiques inactifs, ce qui est le cas habituel, 

surtout pour les formes hydroxylées et conjuguées, qui sont suffisamment solubles pour 

être éliminées par la bile et l'urine : c'est la voie de détoxification hépatique ; 

~ Des métabolites chimiquement stables et toxiques, par métabolisme de produits parents 

toxiques ou non ; 

~ Des métabolites chimiquement instables et donc souvent toxiques, généralement produits 

par des réactions d' oxydation : ce sont des métabolites capables de contracter des liaisons 

covalentes avec les macromolécules intracellulaires et de produire ainsi des effets 

toxiques : c' est le cas des radicaux libres tels que ceux produits par le métabolisme du 

paraquat (pesticide) dans le parenchyme pulmonaire, ou par l ' oxydation du paracétamol à 

doses toxiques, responsable d'une nécrose hépatocytaire (Marquet et Lachâtre, 1998). 

2. Les radicaux libres 

2. 1. Définition 

Un radical libre est une espèce chimique, atomique ou moléculaire, contenant un ou 

plusieurs électrons non appariés dits électrons célibataires, et capable d ' existence indépendante 

(Helliwell, 1989). La présence d ' électrons célibataires confère au radical libre une grande 

réactivité (demi-vie courte) (Bonnefont-Rousselot et al. , 2003). Pour gagner une stabilité, le 

radical libre réagit avec des atomes ou des molécules (Borel et al. , 2006) en étant une espèce 

oxydante ou réductrice (Bonnefont-Rousselot et al. , 2003). 

Actuellement, il est fait mention d'espèces réactives de l' oxygène (ERO) pour désigner 

à la fois les radicaux libres dérivés de l ' oxygène (02·-, OH", Ro· , R00°) et les espèces non 

radicalaires dérivées de l'oxygène (H20 2, 10 2, HOCl, ONOO} Par ailleurs, tous les radicaux 

libres ne dérivent pas de l'oxygène comme le monoxyde d' azote No· qui dérive de l' azote 

(Bonnefont-Rousselot et al. , 2003). A noter aussi que l ' ion ONOO- est considéré comme une 

espèce réactive de l'azote tout comme de l'oxygène (Belli, 2008) et l' acide hypochloreux HOCl 

est un dérivé du chlore (Auberval, 2010). 
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2.2. Nature et sources cellulaires des espèces réactives de l'oxygène et de l'azote 

2.2.1. Les dérivés radicalaires de l'oxygène et de l'azote 

2.2.1.1. L'anion superoxyde (02._) 

C'est l'espèce la plus couramment générée par la cellule. Elle est formée par réduction de 

l'oxygène moléculaire selon la réaction : 

02 + e- ---02·-

La réaction semble être surtout catalysée par des NADPH oxydases membranaires des 

mitochondries. L'anion peut être formé aussi au sein de certains organites cellulaires tels que les 

peroxysomes (via la conversion de l'hypoxanthine en xanthine, puis en acide urique, catalysée 

par la xanthine oxydase) (Wolin, 1996), et les mitochondries où 2 % de l' oxygène utilisé dans la 

respiration est converti en 0 2·-, pourcentage qui augmente lors d 'une respiration plus intense ou 

lorsque interviennent des désordres inflammatoires ou nutritionnels qui augmentent avec l'âge 

(Favier, 2003). 

Le 0 2·- est relativement stable et peu toxique pour l' organisme mais il est l' initiateur de 

cascades de réactions aboutissant à la production de composés plus réactifs et nocifs. 

2.2.1.2. Le radical hydroxyle (OH) 

Il est formé par la dégradation du peroxyde d 'hydrogène H20 2 en présence de métaux de 

transition (fer et cuivre) sous leur forme réduite. Ainsi le peroxyde d 'hydrogène associé à du fer 

ferreux conduit à la réaction de fenton : 

H102 + Fe2
+ ---.... OH.+ OH-+ Fe3+ 

La mise en jeu de cette réaction in vivo a longtemps fait l' objet de controverse. 

Actuellement, il est généralement admis que le radical hydroxyle est produit in vivo suivant la 

réaction d'Haber-Weiss (Cossu et al. , 1997), qui est la résultante de la réaction de réduction de 

Fe3
+ en Fe2

+ grâce au pouvoir réducteur du radical superoxyde et de la réaction de fenton 

(Bonnefont-Rousselot et al., 2003) : 

02·- + Fe3+ 0 2 + Fe2+ réduction de Fe3+ par 0 2·-

Fe2
+ + H102 ----.... Fe3+ + OH.+ OH- réaction de Fenton 

Bilan: 02·- + H102 OH.+ OH-+ 02 réaction d'Haber-Weiss 
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Une autre source de ce radical est l'interaction entre 0 2·- et l'oxyde nitrique NO' selon le 

schéma réactionnel suivant (Bourdon, 2004) : 

NO'+ 02'- ONOO -

ONoo-+H+ ONOOH 

ONOOH OH'+N02' 

L'acide hypochloreux, généré notamment lors de la phagocytose par action de la 

myéloperoxydase, peut aussi conduire à la formation de radicaux OH' (Bonnefont-Rousselot et 

al., 2003) : 

HOCI + 02'- • 02+Cr+OH' 

Avec une durée de vie de l ' ordre de la nanoseconde le radical hydroxyle est le plus 

instable et le plus réactif de toutes les espèces dérivées de l' oxygène (Marfak, 2003). Il apparait 

comme ayant la responsabilité majeure dans la cytotoxicité des radicaux libres (Frelon, 2001). 

Il a une capacité à diffuser restreinte (Delattre et al. , 2005) et réagit sur le lieu de sa 

production (Bonnefont-Rousselot et al., 2003). Il peut attaquer tous les types de constituants 

cellulaires : 

~ Par addition sur la molécule cible, comme dans le cas des bases puriques et pyrimidiques 

des acides nucléiques, 

~ Par arrachage d'un atome d'hydrogène, ce qui peut initier la peroxydation lipidique des 

acides gras insaturés et la dégradation des acides aminés, 

~ Par transfert d'électrons (Cossu et al. , 1997). 

2.2.1.3. Le radical alcoxyl (RO') 

Il se produit lors de la dégradation des peroxydes organiques, il est très réactif 

(Markaf, 2003). 

2.2.1.4. Les radicaux peroxyles (ROO') 

Ils se forment par l' addition d' oxygène moléculaire sur des radicaux libres carbonés. Ils 

sont peu réactifs mais sont capables de diffuser à travers les membranes biologiques 

(Badouard, 2006). 

2.2.1.5. L'oxyde nitrique (NO') 

L'oxyde nitrique, molécule gazeuse peu réactive et hautement diffusible dans les 

membranes biologiques, est présent dans tous les types de cellules (Massion et al. , 2002). Les 

NO synthases (NOS) assurent la biosynthèse du NO'. Elles catalysent la réaction entre l' atome 

d'azote appartenant à la L-arginine et une molécule d'oxygène (Sarr, 2004). 
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La toxicité du No· réside en sa capacité de générer des ions nitrites (N02.) ou de fixer un 

groupement nitroxyle sur les acides aminés comme la tyrosine pour générer la nitrotyrosine. 

Aussi lorsque le No· interagit avec les métaux de transition (principalement le fer) , il se produit 

une réaction de M-nitrosylation, qui aboutit à la formation de complexe métal-nitrosyl (M-NO), 

au niveau de différentes métallo-enzymes dont les hémoprotéines (Wink et al. , 1997). 

2.2.1.6. Le dioxyde nitrique (N02) 

Le dioxyde nitrique est formé à partir de la réaction du radical pyroxyle avec NO. Il est 

un puissant déclencheur de la peroxydation lipidique par sa capacité d'arracher un atome 

d'hydrogène d'une double liaison au niveau des acides gras polyinsaturés (Hamadi, 2010). 

2.2.2. Les composés oxygénés non radicalaires 

2.2.2.1. Le peroxyde d'hydrogène (H202) 

Lorsqu'un second électron s' additionne à l' anion superoxyde, il en résulte l'ion peroxyde 

qui est protonné immédiatement en H20 2 dans les conditions de pH physiologique, compte tenu 

du pka très élevé de H202. Toutefois, la source majeure de H20 2 est la dismutation de 1' 0 2·­

catalysée par la superoxyde dismutase (SOD) selon la réaction (Coulon, 2005) : 

02·- + 21I' 02 + H202 

Le H20 2 est généré dans le peroxysome, les microsomes et les mitochondries. Le 

peroxyde d' hydrogène est capable de traverser les membranes des cellules et des organites 

cellulaires pour engendrer des dommages sur des distances relativement grandes du site de 

production. 

2.2.2.2. L'oxygène singulet (10 2) 

Il représente l' état excité de l' oxygène moléculaire dans sa forme delta (10 2 Llg) et se 

caractérise par la présence d'électrons périphériques à spin antiparallèles (Badouard, 2006). De 

ce fait, il est très instable et extrêmement réactif vis-à-vis des molécules riches en électrons. Il 

peut se former au niveau des pigments biologiques (chlorophylles, rétinol, flavines et 

porphyrines) lors de leur exposition à la lumière en présence d ' 0 2: 

02 
Lumière UV I o

2 
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2.2.2.3. L'acide hypochloreux (HOCI) 

L'acide hypochloreux est un oxydant puissant, capable de réagir avec de nombreuses 

molécules biologiques notamment celles contenant des groupements thiols (-SH). Il est généré 

lors de la phagocytose par action de la myéloperoxydase, participant ainsi à la bactéricidie 

(Bonnefont-Rousselot et al. , 2003) : 

H202 + cr HOCI +OH" 

2.2.2.4. Le peroxynitrite (ONOOH) 

Il est formé par la réaction de NO" avec 1'02·- : 

NO"+ 02·- oNoo-

L'ion ONOO- est considéré comme une espèce réactive de l'azote mais aussi de 

l'oxygène, sa protonation en acide (ONOOH) donne une espèce très oxydante (Sarr, 2004). 

2.2.2.5. L'hydroperoxyde organique (ROOH) 

C'est la forme hydrogénée du radical peroxyle. Il est réactif et se décompose en radical 

peroxyl ou en radical alcoxyl (Haton, 2005). 

3. Le stress oxydant et les systèmes de défenses antioxydantes 

3.1. Définition du stress oxydant 

Le stress oxydant est le déséquilibre entre la génération des espèces réactives et la 

capacité du corps à les neutraliser et à réparer les dommages oxydatifs (Boyd et al. , 2003). Il 

correspond à une perturbation du statut oxydatif intracellulaire (Morel et Barouki, 1999). Les 

espèces réactives de l'oxygène et de l' azote sont donc à l' origine du stress. En réalité ces espèces 

sont produites par divers mécanismes physiologiques car elles sont utiles à l ' organisme à dose 

raisonnable. Cette production physiologique est parfaitement maîtrisée par des systèmes de 

défense. En temps normal on dit que la balance antioxydants / prooxydants est en équilibre. Si tel 

n'est pas le cas, que ce soit par déficit en antioxydants ou par suite d' une surproduction énorme 

des espèces en question, l' excès de ces dernières est appelé stress oxydant (Favier, 2003). Celui­

ci peut être aussi induit par des perturbations provenant de l 'environnement de l' organisme 

(Silvestre, 2005) par exposition excessive à des facteµrs environnementaux (xénobiotiques, 

métaux lourds, irradiations ionisantes, pathogènes, etc.) (Martin, 2003). 
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La peroxydation lipidique, réaction caractéristique des lipides, est amorcée par l ' attaque 

des lipides et principalement de leurs acides gras polyinsaturés par le radical hydroxyle (Off) 

qui arrache un hydrogène sur un carbone situé entre deux doubles liaisons. Cette réaction produit 

un radical diène conjugué qui sera oxydé en radical peroxyle (Favier, 2003). Le radical peroxyle 

peut arracher un autre hydrogène d'une autre molécule lipidique, ce qui fait progresser la 

peroxydation lipidique par une réaction en chaîne autocatalytique. A ce stade le radical peroxyle 

se combine avec l'hydrogène qu'il capte pour former un hydroperoxyde lipidique ou un 

peroxyde cyclique. La molécule lipidique à laquelle l ' hydrogène a été arraché se transforme en 

radical qui repart dans le circuit de peroxydation assurant ainsi sa propagation (Amzal, 2010). 

Au stade terminal les radicaux libres produits se combinent les uns aux autres stoppant les 

réactions en chaînes pour mettre fin à la peroxydation (Amzal, 2010). La réaction finale 

schématisée ci-dessous produit un composé non radicalaire par formation d 'une liaison covalente 

suivant différents cas de figures (Eymard, 2003) : 

Roo· + Roo· [ROOOOR] 

R 0 +R· 

Roo·+R· 

RR 

ROOR 

ROOR+ 02 

Les hydroperoxydes peuvent aussi continuer à s' oxyder et à se fragmenter en aldéhydes, 

acides et en alcanes (éthane, éthylène, pentane). Les peroxydes cycliques, après coupure 

moléculaire, peuvent libérer différents aldéhydes toxiques dont le malonaldialdéhyde ou 

l'hydroxynonenal (Favier, 2003). 

Cette attaque des lipides peut concerner les lipoprotéines circulantes ou les 

phospholipides membranaires. Les conséquences sont différentes selon le cas : l ' attaque des 

lipides circulants aboutit à la formation de LDL (lipoprotéines de densité légère) oxydées, alors 

que l'attaque des phospholipides membranaires modifie la fluidité de la membrane (et donc le 

fonctionnement de nombreux récepteurs et transporteurs) et la transduction des signaux 

(Favier, 2003). 

3.2.2. L'oxydation des protéines 

Des modifications s ' opèrent sur les protéines au cours d 'un stress oxydant, soit sous 

l'action des ERO et ERA, soit en présence de cations métalliques tels le Fe2
+ et le Cu2

+ 

(Stadtman, 1991 ; 1993). Les modifications en question peuvent être de plusieurs types : 

fragmentation de la protéine par cassure des liaisons peptidiques, oxydation des châmes latérales 
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des acides aminés et formation de liaisons croisées entre deux protéines (Bonnefont-Rousselot et 

al., 2001). Tous les acides aminés constituant les protéines peuvent être oxydés mais les 

protéines comportant un groupement sulfydryle (SH) (cystéine et méthionine) et des acides 

aminés aromatiques (tyrosine et triptophane) sont les plus sensibles et les plus en proie aux 

dommages consécutifs au stress (Belli, 2008). 

Les deux principaux marqueurs biologiques de l' oxydation des protéines sont la 

formation de carbonyles protéinés et de groupes nitrotyrosines. Les carbonyles protéinés sont 

formés lorsque les espèces réactives de l'oxygène attaquent les résidus d' acides aminés. 

L'histidine, la praline, l' arginine et la lysine sont particulièrement prédisposées à cette attaque. 

La formation de nitrotyrosines est due au peroxynitrite hautement toxique, produit par la réaction 

du monoxyde d'azote et du superoxyde (Levine, 2002). 

Les protéines modifiées par oxydation perdent leurs propriétés biologiques (enzyme, anti­

enzyme, récepteur . . . ) et deviennent beaucoup plus sensibles à l ' action des protéases et 

notamment du protéasome. Les protéines oxydées deviennent aussi très hydrophobes, soit par 

suppression de groupements amines ionisables, soit par extériorisation de zones hydrophobes 

centrales (Favier, 2003). 

3.2.3. L'oxydation de l'ADN 

Il existe au sein de la cellule deux types d'ADN: l'ADN nucléaire et l 'ADN 

mitochondrial. Ce dernier est la cible privilégiée des oxydations par les ERO du fait de son 

potentiel de réparation plus faible que celui de l 'ADN nucléaire et de sa proximité directe de 

l'une des principales sources des ERO cellulaires : la chaîne respiratoire mitochondriale. Ainsi le 

taux de bases oxydées serait 2 à 3 fois supérieur dans l' ADNmt par rapport à l 'ADNn (Stevnsner 

et al. , 2002). 

Les dommages médiés par le stress oxydant au niveau de l' ADN sont de cinq types : 

l'oxydation des bases, la formation de sites abasiques, les adduits intra-caténaires, les cassures 

de brins et les pontages ADN-protéines (Cadet et al. , 2002). 

Les bases qui composent l'ADN, et particulièrement la guanine, sont sensibles à 

l'oxydation. L'attaque radicalaire peut être directe et entraîner l'oxydation des bases, engendrant 

un grand nombre de bases modifiées : 8 oxo guanine, 8 nitro guanine, formamidopyrimidine, 8 

oxo adénine, formimido uracile, 5 hydroxy cytosine, 5 hydroxy méthyl uracile, thymine diol 

oxazolone. Mais le stress oxydant peut aussi attaquer la liaison entre la base et le désoxyribose, 

créant un site abasique, ou attaquer le sucre lui-même, créant une coupure de chaîne simple brin. 

Des dommages indirects peuvent résulter de l'attaque des lipides dont la peroxydation génère des 

JO 



Synthèse bibliographique 

aldéhydes mutagènes, formant des adduits sur les bases de l'ADN de type MDA-guanine ou 

éthénodérivés. L'attaque radicalaire des protéines qui sont très nombreuses à entrer en contact 

avec l'ADN pour le protéger (histones) ou pour le lire (enzymes et facteurs de la réplication ou 

de la transcription), entraîne des pontages des protéines ou des adduits sur des bases de type 

lysinoguanine. Le rôle des nombreux métaux (Fe, Mg, Zn, Cu, Ni, Cd ... ) fixés à l'ADN, qui est 

un polyanion, est crucial pour amplifier ou orienter le profil de ces lésions (Favier, 2003). 

3.3. Les systèmes de défenses antioxydantes 

Un antioxydant est défini comme étant toute substance qui peut retarder ou empêcher 

l'oxydation des substrats biologiques (Boyd et al., 2003). 

Les antioxydants sont des composés qui réagissent avec les radicaux libres et les rendent 

ams1 inoffensifs. Certains agissent en formant des produits finis non radicaux, d ' autres en 

interrompant la réaction en chaîne de peroxydation (en réagissant rapidement avec un radical 

d' acide gras avant que celui-ci ne puisse réagir avec un nouvel acide gras) tandis que d' autres 

antioxydants absorbent l'énergie excédentaire de l ' oxygène singulet pour la transformer en 

chaleur. D'une manière générale, un antioxydant peut empêcher l'oxydation d 'un autre substrat 

en s'oxydant lui-même plus rapidement que celui-ci. En même temps les antioxydants arrêtent la 

réaction, la plupart du temps parce que la structure des antioxydants est relativement stable 

(Vansant, 2004). 

Les systèmes de défense primaire et secondaire, sont les deux systèmes mis en jeu par 

l ' organisme dans la défense antioxydante. 

3.3.1. Le système de défense antioxydante primaire 

Constitué de systèmes enzymatiques et non enzymatiques (endogènes et exogènes), le 

système primaire est mis en œuvre par l ' organisme pour se protéger des dommages que peuvent 

engendrer les espèces réactives de l' oxygène. 

3.3.1.1. Le système de défense antioxydante enzymatique 

Composant le système enzymatique antioxydant primaire, des enzymes auront comme 

fonction d'empêcher l'initiation ou la propagation des réactions radicalaires (Krinsky, 1989). Les 

plus importantes développées ci-dessous sont les superoxydes dismutases, la catalase, et les 

glutathion peroxydases. 
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a) Les superoxyde dismutases 

Les superoxyde dismutases représentent une grande famille de métalloprotéines 

possédant des groupements prosthétiques différents (Bourdon, 2000). Elles catalysent la 

dismutation mono-électronique de l' anion superoxyde (02"·) en peroxyde d 'hydrogène (H20 2) et 

en oxygène moléculaire (02) (Bonnefont-Rousselot et al. , 2003) selon la réaction : 

2Ir 

02"· + 02"· H202 + 02 

Les superoxyde dismutases existent sous plusieurs isoformes dont la structure d ' ensemble 

est très bien conservée lors de l' évolution, formant un puits hydrophobe au centre de la protéine 

dans lequel se glisse l' anion superoxyde. Le mécanisme réactionnel est catalysé par un métal 

situé au cœur de l' enzyme dont la nature permettra de distinguer les superoxydes dismutases à 

manganèse (Mn-SOD) protégeant la mitochondrie, et les superoxydes dismutases à cuivre-zinc 

protégeant le cytosol (cCu, Zn-SOD), la face externe de la membrane des cellules endothéliales 

ainsi que l'espace interstitiel des tissus et les fluides extracellulaires (ecCu, Zn-SOD) ou le 

plasma sanguin (pCu, Zn-SOD) (Favier, 2003 ; Soares, 2005). 

Dans le cas de la (Cu, Zn-SOD), les ions Cu2
+ sont nécessaires à l ' activité superoxyde 

dismutase, tandis que les ions Zn2
+ (qui n' ont qu' un seul état de valence possible) ne participent 

pas au cycle catalytique, mais stabilisent la structure de l'enzyme. L' enzyme est de couleur bleu­

vert et est inhibée par le cyanure et le diéthyldithiocarbamate (qui lie le Cu2
+ et le retire du site 

actif). Sa catalyse de la dismutation est comme suit (Bonnefont-Rousselot et al. , 2003) : 

Enzyme-Cu2+ + 02"· • Enzyme-Cu+ + 0 2 

Enzyme-Cu++ 0 2··+2Ir ---- Enzyme-Cu2+ + H202 

Bilan: 02"· + 02"· + 2Ir---- H202 + 02 

La Mn-SOD entièrement différente de la Cu, Zn-SOD est de couleur rose en rapport avec 

le manganèse du site actif. Elle n ' est pas inhibée par le cyanure et le diéthyldithiocarbamate. Sa 

catalyse de la dismutation est comme suit (Bonnefont-Rousselot et al. , 2003) : 

Mn3+ + 02·· ----- [Mn3
+ - 02··1 Mn2

+ + 02 

Mn2+ + 02·· ---• [Mn2+ -02··1 Mn3
+ + H202 
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b) La catalase 

La catalase est une enzyme héminique capable de transformer le peroxyde d'hydrogène 

(généralement produit par les SOD) en eau et oxygène moléculaire. La réaction catalysée par 

cette enzyme est une dismutation du peroxyde d'hydrogène (Bonnefont-Rousselot et al. , 2003) : 

Catalase-Fe3
+ + H202---- composé 1 + H20 

Composé 1 + H202 ___ __ 3+ 0 catalase-Fe + H20 + 2 

Bilan: 2H202 2H20 + 02 

Elle est essentiellement présente dans les peroxysomes, mais aussi dans les mitochondries 

et le cytoplasme (pour les cellules qui ne possèdent pas cette organelle, exemple : érythrocytes) 

(Lindau-Shepard et Shaffer, 1993). 

La catalase est une enzyme tétramérique, chaque sous unité comporte un groupement 

ferriprotorphyrine dans son site actif avec un atome de fer à l'état Fe3
+ et une molécule de 

NADPH. La fixation du NADPH par la catalase lui confère une protection contre l' attaque de 

l'H20 2 (Delattre et al. , 2005). 

La catalase et la glutathion peroxydase ont des rôles protecteurs similaires et leur 

contribution relative est assez variable. La catalase est surtout active lorsque le niveau de stress 

oxydatif est élevé ou que la quantité de glutathion peroxydase est limitée, et elle joue un rôle 

significatif en permettant d'éliminer l'excès de peroxyde d'hydrogène afin que la réaction de 

Fenton ne puisse pas s'amplifier (Cantin et Paquette, 1999). 

c) Les glutathion peroxydases 

Les GPx constituent une famille d'enzymes capables de réduire des composés 

hydroperoxydes en leurs composés hydroxyles correspondants en utilisant du glutathion ou des 

agents réducteurs équivalents comme Co-substrats (Gladyshef et al. , 1999 ; Arthur 2000). 

Il existe des GPx avec ou sans résidu séléno-cystéine dans leur site actif mais les plus 

courantes sont celles possédant une séléno-cystéine. Jusqu'à présent 5 GPx séléno-cystéine ont 

été identifiées GPxl , GPx2, GPx3 , GPx4 et GPx5 chez les eucaryotes : la GPxl ou cGPx 

cytoplasmique et mitochondriale, la GPx2 ou giGPx gastro-intestinale, la GPx3 ou pGPx 

plasmatique, la GPx4 ou PHGPx (Phospholipid Hydroperoxide Glutathione Peroxidase) à 

localisation intracellulaire et la GPx5 ou snGPx épididymaire. La plus abondante est la GPx 1. 

Elle est exprimée dans la plupart des cellules (Bouldjadj , 2008 ; Bacot, 2004). 
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L'ensemble des GPx séléno-cystéine catalysent la réduction des hydroperoxydes 

minéraux ou organiques en eau et en alcool lipidique respectivement, tandis que le glutathion 

réduit (GSH) est transformé en glutathion oxydé (GSSG). Toutes ces enzymes contiennent dans 

leurs sous-unités un à quatre atomes de sélénium selon l'isoenzyme (Delattre et al. , 2005). Elles 

fonctionnent toutes selon le même mécanisme catalytique suivant : 

ROOH + GPx-Se- + H+ 

GPx-SeOH + GSH 

GPx-Se-SG + GSH 

ROOH+2GSH 

ROH+ GPx-SeOH (réaction 1) 

GPx-Se-SG + H20 (réaction 2) 

GPx-se-+ GSSG + W (réaction 3) 

GSSG + ROH + H20 

La première étape est une oxydation du groupement sélénol de l' enzyme par un 

hydroperoxyde pour former un acide sélénique (réaction 1 ). La seconde étape conduit à la 

formation d'une liaison covalente entre le soufre du GSH et le sélénium de l' enzyme (réaction 

2). La dernière étape est la régénération de l'enzyme sous sa forme réduite grâce à l' action d'une 

deuxième molécule de GSH qui rompt le pont sélénosulfure (réaction 3) (Favier, 2003). 

L'activité antioxydante de ces peroxydases est cependant très dépendante de l' apport nutritionnel 

en sélénium (Favier, 2003 ; Delattre et al., 2005). 

3.3.1.2. Le système de défense non enzymatique 

Les antioxydants non-enzymatiques réagissent directement avec les agents oxydants et 

les désactivent (Servais, 2004). 

A) Le système de défense non enzymatique endogène 

Ce groupe de systèmes antioxydants renferme de nombreuses substances endogènes 

parmi lesquelles on peut citer le glutathion, l' acide urique, la bilirubine, l' acide lipoïque, 

l'ubiquinone (coenzyme Q10) , et le cytochrome c. 

De tous ces composés endogènes synthétisés par les cellules, le plus important est sans 

doute le glutathion réduit (GSH) (thiol majeur au niveau intracellulaire) qui est un tripeptide (y 

glutamyl-cystéinyl-glycine). Il protège non seulement contre les radicaux oxygénés, mais aussi 

contre les peroxydes ou le NO" (Favier, 2003). Le glutathion peut en effet non seulement réduire 

le H20 2 en eau en agissant comme co-substrat des glutathion peroxydases ainsi que les 

peroxydes de types ROOH en alcool, mais également interagir directement avec les ERO formés 

par l'oxydation des vitamines E et C baissant ainsi les niveaux de peroxydation lipidique 

(figure 1) (Bourdon, 2004 ; Cossu et al., 1997). 
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Le rapport glutathion réduit/glutathion oxydé (GSH/GSSG) est souvent utilisé comme un 

marqueur du stress oxydant car plus le flux d'H202 est important, plus le glutathion réduit est 

consommé et le glutathion oxydé augmenté (Ji et al, 1992). Le glutathion est un constituant 

intracellulaire ubiquiste présent à des concentrations millimolaires dans la plupart des cellules et 

micromolaires dans le plasma (Gérard-Monnier et Chaudière, 1996). 

Catalase 

/02·­

Superoxyde Dismutase 

/ 
Métabolisme des 

radicaux libres 

H20 + 02 H202'ROOH H20/ROH 

~ 
~ 

Glutathion-S-Transférase 

X,b.~ eno 1ottques 

GSH Cycle du glutathion GSSG 

~ 
GRED 

GSH 

Métabolisme des xénobiotiques 

(Phase II) 

j Elimination 

Xénobiotiques 

Figure 1 : Schéma illustrant l'implication du GSH dans le métabolisme des xénobiotiques et des 

radicaux libres (Bourdon, 2004). 

L'acide urique présente également, aux concentrations physiologiques, une activité anti­

oxydante puisqu'il piège les radicaux Olf. La bilirubine est, quant à elle, capable de piéger des 

radicaux peroxyles (ROO") et l'oxygène singulet, protégeant ainsi l' albumine et les acides gras 

liés à l'albumine des attaques radicalaires (Neuiil et Stocker, 1993). L'acide alpha-lipoïque est 

un antioxydant qui peut piéger les radicaux libres aux niveaux intracellulaire et extracellulaire. 

Du fait qu'il est aussi bien liposoluble qu'hydrosoluble, il peut accéder à toutes les parties de nos 

cellules (Packer et al., 1995). En étant impliqué dans la formation de l' acétyl co-enzyme A à 

partir du pyruvate, il est un réducteur puissant sous sa forme réduite, capable de réduire le 

glutathion et les radicaux peroxyles, et de désactiver l'oxygène singulet (Cossu et al. , 1997). 

L'ubiquinone (co-enzyme Q10), sous la forme "ubiquinol-10", sa forme réduite, agit comme 

antioxydant (Power et Lennon, 1999). L'ubiquinol protège les membranes de la peroxydation 

lipidique par une diminution de la formation et de la propagation de radicaux peroxyles. 

L 'ubiquinone est également impliquée dans la régénération de la vitamine E ce qui amplifie son 

rôle protecteur contre les ERO (Packer et al. , 1997). Le cytochrome c, présent aux niveaux de la 
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membrane interne de la mitochondrie, a un rôle de détoxification en captant l'électron libre d' 0 2'­

produit au niveau de la chaîne respiratoire. Ainsi réduit, il cède cet électron au complexe IV 

formant du cytochrome c oxydé et de l'H20 (Skulachev, 1998). 

B) Le système de défense non enzymatique exogène 

1. La vitamine C 

1.1. La nature de la vitamine C 

La vitamine C est l' acide ascorbique, très soluble dans l ' eau, et sensible à la chaleur et à 

l'oxydation par l ' air. Au plan chimique, sa forme ionisée (ascorbate) est un donneur d ' électrons 

(un réducteur) qui se transforme tout d'abord en intermédiaire radicalaire (semi­

déhydroascorbate) puis en déhydroascorbate (forme oxydée) . Le radical ascorbyle est 

relativement peu réactif et disparaît en terminant les chaînes radicalaires, se qui redonne 

naissance à l'ascorbate et produit du déhydroascorbate. Ce dernier dérivé est lui-même 

immédiatement retransformé en ascorbate par des enzymes de type réductases ou par réduction 

chimique par le glutathion (Corpet, 2008 ; Neve et Pincemail, 2008). 

1.2. Les sources de la vitamine C 

Les principales sources alimentaires de vitamine C sont les fruits ayant un caractère acide 

qui stabilise la vitamine C (Kiwi, acérola, agrumes, fraise, framboises, groseilles, cassis, cerises, 

papaye), et les végétaux colorés comme les choux, les brocolis, les tomates, les poivrons, les 

nouvelles pommes de terre, le persil, la mâche et le cresson de fontaine (Neve et Pincemail , 

2008). 

1.3. L'effet antioxydant de la vitamine C 

La vitamine C permet de régénérer l' activité antioxydante de la vitamine E dans les 

systèmes cellulaires. Elle la maintien sous sa forme réduite active en réagissant avec le radical 

tocophéryle formé lors de l ' inhibition de la peroxydation lipidique membranaire par la vitamine 

E. Ce phénomène, qui démontre que les antioxydants agissent de manière complémentaire, est 

impliqué dans la protection des LDL contre l ' oxydation (Corpet, 2008 ; Neve et Pincemail, 

2008). 

Des études réalisées sur du plasma montrent que l ' ascorbate est la première ligne de 

défense contre les radicaux libres hydrosolubles : il réagit rapidement et désactive les radicaux 

superoxydes 0 2·- et hydroxyle HO', ainsi que l' oxygène singulet 10 2 . Il d' interagit aussi avec le 

peroxyde d'hydrogène H20 2 et l' oxyde nitrite NO' (Corpet, 2008 ; Neve et Pincemail, 2008). 
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Contrairement à une idée simpliste répandue, la vitamine C n ' est pas un «antioxydant» 

qui permettrait de contrer les radicaux libres. La vitamine C est en fait un agent redox : c ' est un 

antioxydant dans certaines circonstances, probablement aux concentrations apportées par les 

végétaux; c'est aussi un oxydant puissant, qui participe à la formation de radicaux libres dans 

d'autres circonstances. C' est peut-être le cas lorsqu' il est apporté pur et en grande quantité par 

des suppléments médicamenteux, en particulier lorsqu' il est associé avec du fer, ou donné à 

quelqu'un qui a des réserves excessives de fer (Corpet, 2008). 

2. Autres molécules antioxydantes exogènes 

2.1. La vitamine E 

Le terme générique de vitamine E désigne en fait une famille constituée des tocophérols 

et tocotriénols, la forme la plus active étant l' a-tocophérol. Cette vitamine est décrite comme 

étant le principal antioxydant liposoluble dans le plasma et les érythrocytes chez l 'homme. Situé 

dans les lipoprotéines et dans les membranes, l' a-tocophérol est capable, d' une part, de piéger 

chimiquement l'oxygène singulet ( 10 2) en s' oxydant en quinone, et d' autre part, de réagir avec le 

radical hydroxyle (OH} Mais son principal rôle biologique est de réagir avec les radicaux 

peroxyles (ROO.) pour former un radical tocophéryle. L ' a -tocophérol est régénéré 

essentiellement selon deux voies ; d' une part, la vitamine C (l ' acide ascorbique) est capable de 

réduire le radical tocophéryle, d'autre part, une enzyme spécifique, glutathion dépendante, la 

tocophéryl réductase, est capable de réduire le radical tocophéryie en a-tocophérol (Delattre et 

al., 2005). 

2.2. Les caroténoXdes 

Les Caroténoïdes sont une classe de composés phytochimiques très importante, trouvés 

dans les légumes et fruits , mais également dans le lait. Ils protègent notamment contre les 

dommages oxydants en augmentant le métabolisme de désintoxication. Les exemples de 

caroténoïdes, incluent l' alpha carotène, bêta carotène, lycopène, phytofluène, phytoène, lutèine, 

neoxanthine, viloxanthine, anthéraxanthine, alpha cryptoxanthine et bêta cryptoxanthine. Leur 

structure polyène leur permet d'absorber la lumière et de neutraliser l ' oxygène singulet. Cette 

chaîne polyène, par mécanisme d' addition, permet l' incorporation des espèces réactives ou 

radicaux libres et de ce fait ralentir leur propagation. De la sorte les caroténoïdes stoppent les 

réactions en chaîne de peroxydation lipidique et protègent les structures cellulaires contre 

l'agression oxydante (Hale, 2003 ; Goudable et Favier, 1997). 
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2.3. Les polyphénols 

Les polyphénols végétaux regroupent une grande variété de composés comprenant entre 

autres les flavonoïdes, les anthocyanes et les tanins. Ce sont des composés ubiquistes que l' on 

retrouve dans les plantes. Ils attirent l ' attention depuis quelques années à cause de leurs 

propriétés antioxydantes. En effet, ils sont capables de piéger des radicaux libres, d' inhiber la 

peroxydation lipidique en réduisant les radicaux hydroxyles, superoxydes et peroxyles. Ils sont 

aussi capables de piéger les ions métalliques, car ils ont des propriétés chélatrices (Delattre et al. , 

2005). 

2.4. Les oligoéléments 

Le cuivre (Cu), le zinc (Zn), le manganèse (Mn), le sélénium (Se) et le fer (Fe) sont des 

métaux essentiels dans la défense contre le stress oxydant. Toutes les enzymes antioxydantes 

requièrent un cofacteur pour maintenir leur activité catalytique. Ainsi, la SOD mitochondriale a 

besoin de manganèse, la SOD cytosolique de cuivre et de zinc, la catalase de fer et la GPx de 

sélénium. Cependant, certains oligoéléments, notamment le fer, lorsqu'ils sont en excès dans 

l'organisme et sous leur forme réduite, peuvent avoir une action prooxydante (réaction de Fenton, 

et réaction d'Haber-Weiss) (Garait, 2006). 

3.3.2. Le système de défense antioxydante secondaire 

Ce système enzymatique a pour rôle d'éliminer les produits du système primaire de 

détoxification tels que le GSSG. 

a) La glutathion réductase 

La glutathion réductase a pour rôle de régénérer le GSH à partir du GSSG grâce au 

NADPH qui est utilisé comme donneur d' électrons. En effet, la concentration cellulaire en 

glutathion étant limitée, il est nécessaire de le réduire constamment pour que la GPx maintienne 

sa fonction. 

GSSG + NADPH, Ir ----- 2GSH + NADP 

Le glutathion oxydé (GSSG) est réduit par le NADPH crée par la glucose-6-phosphate 

déshydrogénase (G-6-PD) de la voie des pentoses phosphates (Bounekta et al., 2008) . 
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b) Les glutathion-S-transférases 

Les glutathion-S-transférases sont une famille d'enzymes multifactorielles présentes chez 

tous les organismes (Rajurkar et al. , 2003). 

La glutathion-S-transférase (GST) est un système très important dans la protection de la 

cellule contre les espèces réactives de l'oxygène, par sa capacité de conjuguer le glutathion avec 

les composés électrophiles et la réduction des peroxydes (Jiang et al., 2004 ; Gattas et al., 2004). 

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

GSH+R-X~ GSR+HX 

Q Z (oxygène fondamental) 1 e-

~ 
~/ r Je- '2'~ 0-,MPO ,__Iv'V\__L, 

~ o{ } c=) S H202,{ 1 :> {HOCl '> 
~ .r *SOD, Vir e ~ ' Î/\ J 
anion s{peroxyde peroxyde d hydrogene acide hypochloreux 

~- (eau de javel) 
catalasc _ \/ 11 . C ,

7 
.. d 

/\. ru . .J avo1101 es. 

~~ GSH 

:> '""'' l-1 

~.._j'J\r~)fe:ri;ùw: 1;ansfe~ri11e, 2z_ OH, f ~ ~ 
1 

0 0 P.nt., r hdrArP.W .\ ~î i>< RQQIL? 
Ü 2 radical hydroxyle ~~_r-'" 

\/\J'..f~ ;){ lipoperoxydes 

oxygè~gulet acide uriqite, Vit C, GSH . , ~-.. 
J3-carar.ène, lycopène Vi t E, Se-CP.x, uhiqMznonc 

!] ;( ........... 

Figure 2: Régulation de la production d'espèces réactives de l'oxygène (ERO) par les systèmes 
de défenses antioxydantes (Pincemail, 2002). 
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4. Le fluorure de sodium 

4.1. Propriétés physico-chimiques 

Le fluorure de sodium est peu soluble dans l' eau, sa solubilité est de 42g/l à 10°C, et il 

est insoluble dans l'alcool. La masse molaire du fluorure de sodium est de 42.0, ses points de 

fusion et d'ébullition sont respectivement 992°C et 1704°C, sa densité (D41
4) est de 2.55 et sa 

tension de vapeur de 133 Pa à 1077°C. On obtient le fluorure de sodium en saturant l ' acide 

fluorhydrique par du carbonate de soude pur. 

4.2. Les utilisations 

Le fluorure de sodium (NaF) fait partie des composés fluorés utilisés dans les 

préparations médicamenteuses de dentifrice. Son utilisation est à but carioprophylactique, un 

effet assuré par l'ion fluorure. Il est aussi utilisé comme agent carioprophylactique dans l'eau de 

boisson. Le fluorure de sodium est utilisé aussi dans nombre d' industries. Les principales 

industries concernées sont les suivantes : 

~ Métallurgie de l'aluminium. 

~ Préservation du bois et fabrication d'adhésifs. 

~ Fabrication des insecticides. 

4.3. La toxicité 

Le fluorure de sodium est toxique en cas d ' ingestion. Il est irritant pour les yeux et la 

peau. Au contact d'un acide, il dégage un gaz très toxique et l' inhalation de ses poussières irrite 

les voies respiratoires. 

5. Les érythrocytes comme modèle pour l'étude du stress oxydant 

Les globules rouges sont très riches en enzymes antioxydantes comme la superoxyde 

dismutase (SOD), la catalase et la glutathion peroxydase (GPx). De très nombreuses études chez 

l' animal ont montré que le taux d'enzymes antioxydantes est soit augmenté par expression 

moléculaire en cas de faible stress oxydatif (adaptation), soit diminué lorsque l' intensité du stress 

oxydatif est trop importante. La susceptibilité des globules rouges au stress oxydatif peut être 

aussi déterminée en soumettant ces cellules à un système produisant des ERO de manière 

constante et en mesurant à intervalles réguliers le taux d'hémolyse comme marqueur in vitro du 

dommage oxydatif (Pincemail et al. , 1999). 
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1. Matériel 

1.1. Matériel animal 

L' étude de l' effet protecteur de la vitamine C contre la toxicité induite par le fluorure de 

sodium a été réalisée sur des rats femelles adultes de type Wistar (Rattus norvegicus albinus) 

pesant entre 1 OO à 200 g, provenant de l'institut Pasteur d'Alger. 

Les 24 rats utilisés pour cette étude ont été logés dans des cages regroupant chacune 6 rats ayant 

libre accès à l'eau et à la nourriture. Ils ont été maintenus dans un environnement contrôlé sous 

des conditions standard de température et d' humidité avec une photopériode de 12h / 24h et une 

aération réalisée a l'aide de deux extracteurs. 

2. Méthodes 

2.1. Traitement des animaux 

Les rats sont répartis en quatre lots chacun contenant six rats: 

Lot 1 : lot témoin recevant de l'eau distillée par gavage. 

Lot 2 : recevant de la vitamine C à la dose de 10 mg/kg par jour par voie intra-péritonéale 

pendant 4 jours. 

Lot 3 : recevant un traitement à la vitamine C par voie intra-péritonéale à la dose de 10 mg/kg 

par jour pendant 4 jours, suivi par un traitement au fluorure de sodium en solution à une dose de 

100 ppm par gavage pendant 4 jours. Au total le traitement aura duré 8 jours. 

Lot 4 : recevant une dose journalière de fluorure de sodium en solution de 1 OO ppm par gavage 

pendant 4 jours. 

Le traitement des lots 2 et 4 a commencé en même temps que le traitement au fluorure de sodium 

du lot 3. 

2.2. Sacrifice des animaux et prélèvement des échantillons 

Les animaux sont sacrifiés 24h après le dernier traitement. Le prélèvement du sang a été 

effectué par ponction cardiaque en utilisant des seringues. Après chaque prélèvement sanguin, le 

sang est mis dans des tubes à EDTA. Les volumes de sang prélevés ont été de 2.5 ml à 4 ml. 

2 1 



Matérie l et Méthodes 

2.3. Préparation des échantillons 

Le sang est centrifugé à 3000 tours/min pendant 15 min et le surnageant (plasma) est 

récupéré pour le dosage du glucose, du cholestérol, des triglycérides et des protéines 

plasmatiques. Le culot est lavé une fois au PBS puis centrifugé à 3000 tours/ min pendant 15 

min. Après centrifugation, les globules rouges sont lysés par un volume de tampon phosphate 

hypotonique. En fin, après une dernière centrifugation à 3000 tours/ min pendant 15 min, le 

surnageant (hémolysât) est conservé pour le dosage de la catalase, et de la glutathion-S­

transférase. 

2.4. Dosage des paramètres biochimiques du plasma 

2.4.1. Dosage du glucose par la Méthode de Dubois et al., 1956 modifiée 

2.4.1.1. Principe 

Cette méthode est basée sur le développement d'une coloration sous l' effet d'un réactif, 

l'intensité de la coloration est proportionnelle à la concentration du sucre dans le milieu, il s' agit 

d'un dosage colorimétrique. La micro méthode colorimétrique ou méthode Dubois, est basée sur 

le même principe. 

L'acide sulfurique H2S04 concentré et à chaud provoque le départ de plusieurs molécules 

d' eau à partir des alcools des oses, cette déshydratation s' accompagne de la formation d' un 

Hydroxy-methylfurfural, (cas d' un hexose) et d'un furfural (cas d'un pentose). Ce composé se 

condense avec le phénol pour donner des composés colorés ; l' intensité de la coloration est 

proportionnelle à la concentration de l' ose en cause. 

~ Réactifs 

Acide Sulfurique concentré d=l ,84, Phénol 5 %, Eau distillée, Solution de glucose (lmg/ml). 

2.4.1.2. Mode opératoire 

Consiste d' abord en la préparation des dilutions adéquates, puis l' addition des réactifs , et 

enfin, la lecture de l' absorbance à 488 nm. 

Tableau 2 : réalisation de la gamme d'étalonnage du glucose. 

Concentration du glucose (mg/ml) 0 0.1 
Solution de glucose (ml) 0,5 0,5 

Acide sulfurique d=l ,84 (ml) 2,5 2,5 
Phénol Si'. (ml) 0,5 0,5 

Laisser reposer 10 min après agitation. 

Mettre au bain-marie pendant 20à 30 min à 30 ° C. 

Lecture de l' absorbance à 488 nm. 

La courbe d' étalonnage figure dans l' annexe 2. 

0.25 
0,5 
2,5 
0,5 

0.5 0.75 1 2 
0,5 0,5 0,5 0,5 
2,5 2,5 2,5 2,5 
0,5 0,5 0,5 0,5 
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2.4.2. Dosage du cholestérol et des triglycérides 

Le dosage du cholestérol et des triglycérides a été effectué avec un automate DIAt\1S et 

exprimé en g/l. 

Le réactif utilisé pour le dosage des triglycérides est le Glycérol peroxydase, P AP 

(laboratoire Bio magreb ). 

Le réactif utilisé pour le dosage du cholestérol est le Cho.od.P AP (laboratoire Human). 

2.4.3. Dosage des protéines totales (Bradford, 1976) 

2.4.3.1. Principe 

Le dosage des protéines est effectué par la méthode de Bradford (1976). Cette méthode 

mesure la concentration protéique basée sur une réaction calorimétrique entre les protéines et le 

bleu brillant de coomassie G 250 qui se lie avec les acides aminés aromatiques et les résidus 

hydrophobes des acides aminés présents dans les protéines. Le changement de l' absorbance est 

proportionnel à la quantité de colorant lié, indiquant la concentration en protéines dans 

l'échantillon. 

2.4.3.2. Méthode de dosage 

Un volume de 100 µl de la fraction plasmatique du sang dilué à 1;5ème avec de l'eau 

distillé est ajouté à 4 ml du réactif de Bradford. Après agitation au vortex (Heidolph, REAX top ; 

Germany), le mélange est incubé 5 min à température ambiante. La lecture des absorbances est 

effectuée à 595 nm contre un blanc à l'aide d'un spectrophotomètre UV-Visible (SHIMADZU, 

China.). 

La concentration en protéines de l'échantillon nécessite l' élaboration d'une gamme 

d'étalonnage de protéines standards réalisée dans les mêmes conditions avec des échantillons 

d'albumine sérique bovine (BSA) de concentration connus. Selon le tableau suivant: 

Tableau 3 : réalisation de la gamme d'étalonnage des protéines. 

Tubes Blanc 2 "' 4 .) 

Concentration de BSA 0 0.1 0.25 0.5 
(mg/ml) 

Solution BSA (µI) 100 (H20) 100 100 100 
BBC (ml) 4 4 4 4 

La courbe d'étalonnage figure dans l' annexe 3. 

5 6 
1 2 

100 100 
4 4 

7 
3 

100 
4 

8 
4 

100 
4 
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2.5. Dosage des enzymes de détoxification 

2.5.1. Mesure de l'activité enzymatique de la catalase (Claiborne, 1985) 

2.5.1.1. Principe 

Matériel et Méthodes 

L'activité de la catalase est déterminée par la méthode de Claibome (1985). Le principe 

est basé sur la disparition de l 'H20 2 en présence de la source enzymatique à 25°C. 

2.5.1.2. Méthode de dosage 

La cuve de mesure contient: 1 ml de tampon phosphate (KH2P04 O.lM, pH 7.2), 0.950 

ml peroxyde d'hydrogène (0.019M), 0.01 ml de la source enzymatique. La lecture de 

l' absorbance est effectuée à 240 nm chaque minute pendant 2 minutes. 

2.5.1.3. Calcul 

Une unité de l'activité de la catalase est calculée par l'équation suivante : 

Sachant que : 

K _ (2.3033 } Al) 
- -- X og­

T A2 

K: Constante de vitesse de la réaction d 'ordre 1. 

2.3033 : coefficient d' extinction molaire. 

T : Intervalle de temps en minute. 

A1 : Absorbance au temps ta. 

A2 : Absorbance au temps t1. 

L'activité enzymatique de la catalase = K/mg de protéine (U/mg de protéine). La 

concentration des protéines de l ' hémolysât nécessaire pour ce calcul est estimée par la méthode 

de Bradford (1976). 

2.5.2. Mesure de l'activité enzymatique de la glutathion-S-transférase (GST) (Habig et al, 

1974) 

2.5.2.1. Principe 

L'activité enzymatique de la GST est déterminée selon la méthode de Habig et al (1974). 

Cette activité enzymatique est étudiée en cinétique. Le substrat utilisé est le 1-chloro-2-4-

dinitrobenzène (CDNB) préparé dans l' éthanol 95°; l 'enzyme a besoin d' un second substrat 

pour être active, additionné sous forme de glÙtathion. L' enzyme permet le transfert du glutathion 

riche en électron (GSH= GS 0 + W) sur le CDNB chargé positivement par gain d 'un proton: 

attaque électrophile. 
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2.5.2.2. Méthode de dosage 

La mesure de l' activité enzymatique est effectuée au spectrophotomètre à 340 nm et à 

25°C. Dans la cuve de mesure, nous avons introduit 1.7 ml du tampon phosphate (KH2P04 O. lM, 

pH 7.2), 100 µl de CDNB (20 mM). Après 10 minutes d ' incubation à 37°C, 100 µl de glutathion 

(20 mM) et 100 µl de l' homogénat (cytosol) sont ajoutés à la cuve de mesure. L' absorbance est 

suivie pendant 5 minutes avec 1 minute d' intervalle à 340 nm. Le mélange de réaction sans 

enzyme a été utilisé comme un blanc. 

2.5.2.3. Calcul 

L'activité de la glutathion-S-transférase est exprimée en activité totale et en activité 

spécifique. 

A t . "t ' t t 1 d 1 GST ( 1/ · ) li abs 340nm/ m in test x Vt 1 l/F c iv1 e o a e e a µmo mm = x - x 
Vez 9.6 

Sachant que : 

9.6 : coefficient d ' extinction molaire par mM- 1 cm-1 

!::,. abs 340 nm/min test: différence de l ' absorbance 

Vt : volume total de cuvette par ml 

Vez: volume de la fraction cytosolique ajoutée par ml 

F : facteur de dilution 

L' activité spécifique de la GST = activité totale/mg de protéine (µmo l/min/mg de 

protéine). La concentration des protéines de l'hémolysât nécessaire pour ce calcul est estimée par 

la méthode de Bradford (1976). 

2.6. Evaluation statistique 

Les résultats quantitatifs des différentes évaluations réalisées in vitro ont été exprimés en 

moyenne ± écart type. Ces résultats ont été traités statistiquement à l' aide du logiciel Excel 2007 

par l'analyse des tests de student. Toutes les analyses sont réalisées au seuil de signification de 

5 %. Pour la valeur p , des astérisques (*) sont utilisées afin d ' indiquer l'importance de la 

signification pour la comparaison des différents échantillons avec les rats témoins. 

Différence non significative : p > 0.05. 

Différence significative : * p < 0.05. 

Différence très significative : ** p < 0.01. 

Différence hautement significative : *** p < 0.001. 
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1. Résultats 

1.1. Les paramètres biochimiques 

1.1.1. Le taux du glucose plasmatique 
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Figure 3 : Effet de la vitamine C sur le taux du glucose plasmatique chez les rats traités au 

fluorure de sodium. Les données sont exprimées en valeurs moyennes ± écart type. NaF P < 

0.05 versus témoin. 

Dans le plasma, chez les rats traités au fluorure de sodium, le taux du glucose (0.495 ± 0.112 g/l) 

diminue de façon significative comparé au groupe témoin (O. 790 ± 0.103 g/l). Les rats traités à la 

vitamine C puis au fluorure de sodium ont montré une diminution non significative du taux de 

glucose (0.732 ± 0.117 g/l) comparé au groupe témoin (0.790 ± 0.103 g/l). Le traitement à la 

vitamine C seule diminue le taux de glucose (0.632 ± 0.069 g/l) chez les rats de façon non 

significative en comparaison avec le groupe témoin (0.790 ± 0.103 g/l). La comparaison entre le 

taux de glucose du groupe traité au fluorure de sodium (0.495 ± 0.112 g/l) et le taux de glucose 

du groupe traité à la vitamine C puis au fluorure de sodium (0.732 ± 0.117 g/l) a montré que la 

vitamine C rehausse le taux du glucose plasmatique de façon non significative. 
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1.1.2. Le taux du cholestérol plasmatique 
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Figure 4 : Effet de la vitamine C sur le taux du cholestérol plasmatique chez les rats traités au 

fluorure de sodium. Les données sont exprimées en valeurs moyenne ± écart type. Vit c + NaF p 

< 0.05 versus témoin. NaF P < 0.01 versus témoin. 

Dans le plasma, chez les rats traités au fluorure de sodium, le taux du cholestérol (0.46 ± 0.075 

g/l) diminue de façon significative comparé au groupe témoin (0.813 ± 0.061 gll). Les rats traités 

à la vitamine C puis au fluorure de sodium ont montré une diminution significative du taux de 

cholestérol (0.63 ± 0.085 g/l) comparé au groupe témoin (0.813 ± 0.061 gll). Le traitement à la 

vitamine C seule diminue le taux de cholestérol (0.683 ± 0.102 gll) chez les rats de façon non 

significative en comparaison avec le groupe témoin (0.813 ± 0.061 gll). La comparaison entre le 

taux de cholestérol du groupe traité au fluorure de sodium (0.46 ± 0.075 gll) et le taux de 

cholestérol du groupe traité à la vitamine C puis au fluorure de sodium (0.63 ± 0.085 gll) a 

montré que la vitamine C rehausse le taux du cholestérol plasmatique de façon non significative. 
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1.1.3. Le taux des triglycérides plasmatiques 
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Figure 5 : Effet de la vitamine C sur le taux des triglycérides plasmatiques chez les rats traités 

au fluorure de sodium. Les données sont exprimées en valeurs moyenne± écart type. P > 0.05 

versus témoin. 

Dans le plasma, chez les rats traités au fluorure de sodium, le taux des triglycérides (0.653 ± 

0.055 g/l) diminue de façon non significative comparé au groupe témoin (1.036 ± 0.391 g/l). Les 

rats traités à la vitamine C puis au fluorure de sodium ont montré une augmentation non 

significative du taux de triglycérides (1.053 ± 0.276 g/l) comparé au groupe témoin (1.036 ± 

0.391 g/l). Le traitement à la vitamine C seule diminue le taux des triglycérides (0.906 ± 0.116 

g/l) chez les rats de façon non significative en comparaison avec le groupe témoin ( 1. 03 6 ± 0. 3 91 

g/l). La comparaison entre le taux de triglycérides du groupe traité au fluorure de sodium (0.653 

± 0.055 g/l) et le taux de triglycérides du groupe traité à la vitamine C puis au fluorure de sodium 

(0.63 ± 0.085 g/l) a montré que la vitamine C rehausse le taux des triglycérides plasmatiques de 

façon non significative. 
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1.1.4. Le taux des protéines totales plasmatiques 
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Figure' 6 : Effet de la vitamine C sur le taux des protéines totales plasmatiques chez les rats 

traités au fluorure de sodium. Les données sont exprimées en valeurs moyenne ± écart type. P 

> 0.05 versus témoin. 

Dans le plasma, chez les rats traités au fluorure de sodium, le taux des protéines totales (2.21 ± 

0.28 mg/µI) diminue de façon non significative comparé au groupe témoin (2.29 ± 0.55 mg/µl ). 

Les rats traités à la vitamine C puis au fluorure de sodium ont montré une augmentation non 

significative du taux de protéines totales (2.57 ± 0.19 mg/µl) comparé au groupe témoin (2.29 ± 

0.55 mg/µl). Le traitement à la vitamine C seule augmente le taux de protéines totales (2.45 ± 

0.16 mg/µl) chez les rats de façon non significative en comparaison avec le groupe témoin (2.29 

± 0.55 mg/µl). La comparaison entre le taux de protéines totales du groupe traité au fluorure de 

sodium (2.21 ± 0.28 mg/µI) et le taux de protéines totales du groupe traité à la vitamine C puis 

au fluorure de sodium (2.57 ± 0.19 mg/µI) a montré que la vitamine C rehausse le taux des 

protéines totales plasmatiques de façon non significative. 
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1.2. Les enzymes de détoxification 

1.2.1. L'activité enzymatique de la catalase 
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Figure 7 : Effet de la vitamine C sur l'activité enzymatique de la catalase chez les rats traités au 

fluorure de sodium. Les données sont exprimées en valeurs moyenne± écart type. Vit c P < 0.05 

' . NaF p 0 01 ' . versus temom. < . versus temom. 

Dans les érythrocytes, chez les rats traités au fluorure de sodium, l'activité enzymatique de la 

catalase (0.0055 ± 0.0031 UI/mg de protéine) était plus réduite que celle du groupe témoin 

(0.0299 ± 0.0067 UI/mg de protéine) de façon significative. Les rats traités à la vitamine C puis 

au fluorure de sodium ont montré une réduction non significative de l' activité enzymatique de la 

catalase (0.0186 ± 0.0101 UI/mg de protéine) comparé au groupe témoin (0.0299 ± 0.0067 

UI/mg de protéine). Le traitement à la vitamine C seule réduit l'activité enzymatique de la 

catalase (0.0091 ± 0.0067 UI/mg de protéine) chez les rats de façon significative en comparaison 

avec le groupe témoin (0.0299 ± 0.0067 UI/mg de protéine). La comparaison entre l' activité 

enzymatique de la catalase du groupe traité au fluorure de sodium (0.0055 ± 0.0031 UI/mg de 

protéine) et l'activité enzymatique de la catalase du groupe traité à la vitamine C puis au fluorure 

de sodium (0.0186 ± 0.0101 UI/mg de protéine) a montré que la vitamine Chausse l' activité de 

l'enzyme de façon non significative. 
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1.2.2. L'activité enzymatique de la glutathion-S-transférase 
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Figure 8: Effet de la vitamine C sur l'activité enzymatique de la glutathion-S-transférase chez 

les rats traités au fluorure de sodium. Les données sont exprimées en valeurs moyenne ± écart 

type. P > 0.05 versus témoin. 

Dans les érythrocytes, chez les rats traités au fluorure de sodium, l'activité enzymatique de la 

glutathion-S-transférase (GST) (1.822 ± 1.735 µmol/min/mg de protéine) était plus importante 

que celle du groupe témoin (0.114 ± 0.073 µmol/min/mg de protéine) de façon non significative. 

Les rats traités à la vitamine C puis au fluorure de sodium ont montré une augmentation non 

significative de l'activité enzymatique de la GST (0.166 ± 0.15 µmol/min/mg de protéine) 

comparé au groupe témoin (0.114 ± 0.073 µmol/min/mg de protéine). Le traitement à la vitamine 

C seule hausse l'activité enzymatique de la GST (0.227 ± 0.118 µmol/min/mg de protéine) chez 

les rats de façon non significative en comparaison avec le groupe témoin (0.114 ± 0.073 

µmol/min/mg de protéine). La comparaison entre l'activité enzymatique de la GST du groupe 

traité au fluorure de sodium (1.822 ± 1.735 µmol/min/mg de protéine) et l'activité enzymatique 

de la GST du groupe traité à la vitamine C puis au fluorure de sodium (0.166 ± 0.15 

µmol/min/mg de protéine) a montré que la vitamine C fait baisser l' activité de l'enzyme de façon 

non significative. 
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2. Discussion 

Le but de cette étude est la mise en évidence de l' effet protecteur de la vitamine C contre 

la toxicité induite par le fluorure de sodium chez les rats. Nous avons choisi de vérifier le rôle 

protecteur de la vitamine Cau niveau du plasma et des érythrocytes. 

La présente étude montre que le métabolisme du glucose est fortement perturbé chez les 

animaux traités au NaF. Une diminution significative du taux plasmatique de glucose est 

remarquée uniquement chez le groupe traité au NaF, alors que le groupe qui a reçu de la 

vitamine C suivie d'un traitement au fluorure de sodium semble être protégé contre l' action 

délétère du NaF. La diminution du taux de glucose a été déterminée par Bouaziz et al. , 2006, 

dans le sérum de rats exposés au NaF. Cette diminution du glucose a été reliée à des dommages 

du foie et à la modification de la fonction hépatique (Eraslan et al. , 2007). 

Une diminution très significative du taux de cholestérol dans le sang a été observée chez 

le lot traité au NaF par rapport au témoin. Ce résultat est concordant avec l' étude de Eraslan et 

al., 2007, qui ont rapporté une diminution significative du taux de cholestérol sérique chez les 

rats exposés au fluorure de sodium. La différence entre le lot traité à la vitamine C puis au NaF 

et celui traité au NaF uniquement est non significative, néanmoins il y a un effet protecteur de la 

vitamine C contre la toxicité du NaF. L'absence de signification peut être due à la faible dose de 

NaF (100 ppm) et/où à la courte période de traitement (4 jours). 

Concernant le taux des triglycérides, une diminution non significative a été notée chez le 

lot traité à la vitamine C et le lot traité au NaF. Bouaziz et al., 2006, ont rapporté une diminution 

du taux de cholestérol sérique et des triglycérides chez les rats exposés au fluorure de sodium. 

Les fluctuations des niveaux de cholestérol et de triglycérides sanguins sont indicatrices de 

désordres dans le métabolisme lipidique. La diminution du taux de cholestérol et des 

triglycérides peut être reliée à l'interaction directe des enzymes impliquées dans le métabolisme 

de ces composants avec le fluorure. En effet, le fluorure est signalé pour provoquer des 

changements dans l'activité des enzymes liées à ces deux paramètres, tels que la triglycéride 

lipase, estérase, et la pyrophosphatase (Czerny et al. , 2000). 

Notre étude montre que le métabolisme protéique n'est pas affecté par le traitement au 

NaF. Ce résultat n'est pas concordant avec la littérature. Plusieurs auteurs ont montré que le 

fluorure diminue la synthèse protéique, ce qui provoque une diminution du taux des protéines 

tissulaires chez le rat et la souris (Bouaziz et al., 2006 ; Chinoy et Memon, 2001 ). Ces études ont 

été réalisées sur des animaux en utilisant une dose plus forte ( 400 à 600 ppm) que la dose utilisee 

dans notre étude (1 OO ppm). En plus, la durée du traitement était plus longue allant jusqu'à 
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plusieurs semaines. Cela démontre que les effets du fluorure sont dépendants de la dose et/ou de 

la durée du traitement. 

Nos résultats concernant l'activité enzymatique de la catalase au sein des érythrocytes ont 

démontré que l'activité enzymatique était réduite significativement chez le groupe traité à la 

vitamine C, et le groupe traité au NaF. Chez le groupe prétraité à la vitamine C l ' activité de la 

catalase a été rehaussée de façon non significative, néanmoins cela démontre un effet protecteur 

exercé par cette vitamine contre la toxicité du NaF. Ces résultats sont en accord avec les résultats 

obtenus par Nabavi et al., 2011, à noter que pour leur travaux la dose de NaF administrée était 

plus élevée (600 ppm) et la durée du traitement plus longue (7 jours). Ces résultats indiquent que 

la vitamine C peut présenter un effet protecteur à court terme comme à plus long terme et avec 

des doses différentes de fluorure de sodium. Eraslan et al., 2007, ont noté une augmentation de 

l'activité de la catalase au niveau des érythrocytes chez les rats traités au fluorure de sodium à la 

dose de 100 ppm pendant 7 jours. Vani et Reddy, 2000, ont rapporté une réduction de l' activité 

de la catalase dans le cerveau et le muscle gastrocnémien de souris. 

L'activité de la glutathion-S-transférase a augmenté chez les lots traités respectivement à 

la vitamine C, à la vitamine C puis au NaF, et au NaF uniquement de façon non significative. 

Néanmoins, l'induction de la GST démontre que l ' enzyme est active pour conjuguer le 

glutathion avec les composés électrophiles. Ces résultats ne sont pas en accord avec la littérature. 

Une diminution de l'activité de la GST au niveau des reins chez les rats traités au fluorure de 

sodium à la dose de 10 mg/kg pendant 35 jours a été rapportée par Blaszczyk et al. , 2007. Ces 

chercheurs ont étudié en parallèle l ' effet antioxydant de la vitamine E et de la méthionine et ont 

révélé l'aptitude de ces composés à augmenter l' activité de l' enzyme. Prasenjit et al., 2006, ont 

mené des travaux sur les désordres hépatorénaux induits par le fluorure de sodium chez les souris 

et ils ont démontré que le fluorure de sodium administré à la dose de 600 ppm pendant 7 jours 

diminuait l'activité de l' enzyme au niveau du foie et des reins, alors que le prétraitement à la 

protéine A 43 kD isolée de l' herbe Cajanus indicus L rehaussait remarquablement l' activité de 

l'enzyme. 

L' augmentation ou la diminution des activités des enzymes peuvent être expliquées soit 

par leur consommation et induction durant la conversion des radicaux libres en métabolites 

moins nocifs, soit secondairement par l' effet inhibiteur ou stimulateur direct du fluorure sur les 

activités des enzymes (Eraslan et al. , 2007). 

D'après nos résultats et les données de la bibliographie nous pouvons conclure que l' effet 

protecteur de la vitamine C sur les substrats biologiques contre la toxicité du NaF est fortement 

dépendant de la dose du fluorure de sodium et de la durée du traitement. 
,.,,., 
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Conclusion 

Conclusion 

Le fluorure de sodium est un agent générateur d' espèces réactives de l'oxygène, qui sont 

source de stress oxydant cellulaire. Ce stress induit des désordres biochimiques et des lésions 

tissulaires impliqués dans de nombreuses maladies. 

Ce mémoire de master est essentiellement consacré à l' étude de l' effet antioxydant 

protecteur de la vitamine C contre le stress oxydant induit par le fluorure de sodium chez les rats. 

Cette étude a mis en évidence l'effet protecteur de la vitamine C sur les taux plasmatiques de 

glucose, de cholestérol, de triglycérides, et de protéines totales d'une part, et le statut antioxydant 

au sein des érythrocytes d'autre part, chez des rats intoxiqués au fluorure de sodium. 

Les résultats montrent que la vitamine C rehausse le taux du glucose sanguin chez les rats 

intoxiqués par le fluorure indiquant ainsi une régulation du métabolisme perturbé du glucose et 

donc la réduction de la toxicité du fluorure. Les concentrations plasmatiques du cholestérol total 

et des triglycérides sont augmentées de façon non significative chez le groupe prétraité à la 

vitamine C comparé au groupe non prétraité. Concernant les protéines totales, le traitement à la 

vitamine C n'a pas eu d'effet contre le fluorure de sodium car ce dernier n' a pas eu d'effet sur le 

métabolisme protéique. Enfin, en ce qui concerne l' activité de certaines enzymes antioxydantes 

au sein des érythrocytes, il apparaît que la vitamine C rétablit l' activité de la catalase réduite par 

le fluorure de sodium et réduit l' activité de la glutathion-S-tranférase augmentée par le NaF. 
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Annexe 1 : tampons et solutions 

1. PBS : lx pour 250 ml 

200 ml eau distillée 

Na2HP04 ...... 0.9 g 

KH2P04 ...... 0.06 g 

KCl . ......... .. 0.05 g 

NaCl .............. 2 g 

Ajuster le PH à 7.4 avec HCl 

Compléter avec de l' eau distillée à 250 ml 

2. Préparation du tampon phosphate hypotonique 

5 vol solution A (0.33 g Na2HP04- 7H20 /liter) 

1 vol solution B (0.14 g Na2HP04- H20 /liter) 

Ajuster le PH à 7.4 avec du HCl (1.0 N) 

3. Réactif de Bradford 

Bleu brillant de coomassie G-250 

12.5 ml éthanol (95%) 

25 ml acide phosphorique (85%) 

Compléter avec de l' eau distillée à 250 ml 
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Annexe 2: courbe d'étalonnage du glucose 

DO 

0,5 1 ~5 2 ~5 
[Glucose] mg/ml 

y= 0,8324x- 0,0221 
R2 = 0,9989 

• DO 
--Linéaire (DO) 
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Annexe 3 : courbe d'étalonnage des protéines totales 

DO 

1,8 1 y = 0,3984x + 0,0196 
1,6 / R1 = 0,9998 
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Aberkane Sabah 

Bouzamouche Imane 

Contribution à l'étude de l'effet protecteur 
de la vitamine C contre la toxicité induite 

par le fluorure de sodium chez les rats 

Résumé 

Date de soutenance : 
Le 03/07/2012 

La présente étude a pour objectif la contribution à la mise en évidence de l'effet protecteur de 

la vitamine C contre le stress oxydant induit par le fluorure de sodium au niveau du plasma et 

des érythrocytes chez les rats. Le travail a été effectué sur quatre lots de rats Wistar (Rattus 

norvegicus albinus) : lot témoin, lot traité à la vitamine C, lot traité à la vitamine C et au fluorure de 

sodium, lot traité au fluorure de sodium. Les taux de glucose, de cholestérol, de triglycérides, et 

des protéines totales ont été mesurés au niveau du plasma et les résultats ont montré que le 

NaF exerce un effet néfaste sur l'organisme en réduisant les taux des métabolites en question. 

L'activité des enzymes antioxydantes (CAT et GST) a été modifiée par rapport au témoin. La 

vitamine C joue un rôle protecteur en réduisant l'effet nocif du fluorure de sodium. 

Mots clés : stress oxydatif, vitamine C, fluorure de sodium, catalase, glutathion-s-transférase. 

Abstract 

The aim of ~his study is the contribution in the put in evidence the protective effect of vitamin C against 

oxidative stress. induced by sodium fluoride in plasma and erythrocytes in rats. The work was 

performed on four groups of Wistar rats (Rattus norvegicus albinus) : normal group, group treated 

with vitamin C, group treated with vitamin C and sodium fluoride, group treated with sodium fluoride. 

Glucose, cholesterol~ triglycerides, and total protein levels were measured in plasma and the results 

showed that NaF exerts a negative effect on the body by reducing the levels of some metabolites. The 

rate of antioxidant enzymes (CAT and GST) were modified compared to normal group. Vitamin C 

plays a protective role in reducing the harmful e:ffect of sodium fluoride. 

Key words : oxidative stress, vitamin C, sodium fluoride, catalase, glutathione-S-transferase. 
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