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Synthése bibliographique

2.2. Nature et sources cellulaires des espéces réactives de ’oxygene et de I’azote
2.2.1. Les dérivés radicalaires de ’oxygene et de ’azote

2.2.1.1. L’anion superoxyde (0;")

C’est ’espéce la plus couramment générée par la cellule. Elle est formée par réduction de

I’oxygéne moléculaire selon la réaction :
O,+e —» Oy

La réaction semble étre surtout catalysée par des NADPH oxydases membranaires des
mitochondries. L’anion peut étre formé aussi au sein de certains organites cellulaires tels que les
peroxysomes (via la conversion de I’hypoxanthine en xanthine, puis en acide urique, catalysée
par la xanthine oxydase) (Wolin, 1996), et les mitochondries ou 2 % de I’oxygéne utilisé dans la
respiration est converti en O,”, pourcentage qui augmente lors d’une respiration plus intense ou
lorsque interviennent des désordres inflammatoires ou nutritionnels qui augmentent avec 1’Age

(Favier, 2003).

Le O, est relativement stable et peu toxique pour I’organisme mais il est I’initiateur de
cascades de réactions aboutissant a 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’hydrogéne H>O; en présence de métaux de
transition (fer et cuivre) sous leur forme réduite. Ainsi le peroxyde d*hydrogéne associé a du fer

ferreux conduit a la réaction de fenton :
H,0, + Fe¥* ——» OH +OH + Fe**

La mise en jeu de cette réaction in vivo a longtemps fait 1’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
Fe’* en Fe?* grace au pouvoir réducteur du radical superoxyde et de la réaction de fenton

(Bonnefont-Rousselot et al., 2003) :

0, + Fe*' — 0, + Fe** réduction de Fe** par Oy

Fe** + H,0, —— > Fe** +OH + O’ réaction de Fenton

Bilan: O;"+H,0, —— > OH +OH + O, réaction d’Haber-Weiss
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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 I’anion superoxyde (O,"7) en peroxyde d’hydrogéne (H,0,) et

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

2H"

0,;" + 07 — H,0, + 0,

Les superoxyde dismutases existent sous plusieurs isoformes dont la structure d’ensemble
est trés bien conservée lors de 1’évolution, formant un puits hydrophobe au centre de la protéine
dans lequel se glisse I’anion superoxyde. Le mécanisme réactionnel est catalysé par un métal
situé au cceur de 1’enzyme dont la nature permettra de distinguer les superoxydes dismutases a
manganese (Mn-SOD) protégeant la mitochondrie, et les superoxydes dismutases a cuivre-zinc
protégeant le cytosol (cCu, Zn-SOD), la face externe de la membrane des cellules endothéliales
ainsi que ’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 Cu®* sont nécessaires a I’activité superoxyde
dismutase, tandis que les ions Zn** (qui n’ont qu’un seul état de valence possible) ne participent
pas au cycle catalytique, mais stabilisent la structure de I’enzyme. L’enzyme est de couleur bleu-
vert et est inhibée par le cyanure et le diéthyldithiocarbamate (qui lie le Cu®" et le retire du site

actif). Sa catalyse de la dismutation est comme suit (Bonnefont-Rousselot et al., 2003) :
Enzyme-Cu**+0,” ——  Enzyme-Cu’ + O,

Enzyme-Cu' + O, #22H" ——» Enzyme-Cu** + H,0,

Bilan: 02.— + 02._ + 2H+—————> HzOz + 02

La Mn-SOD entiérement différente de la Cu, Zn-SOD est de couleur rose en rapport avec
le manganese 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) :
Mo**+0,” Mo -0y] ______, Mn*+0,

Mn*+0,” —— [Mn*-0,"] ——» Mn’* +H,0;
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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'H,0, est important, plus le glutathion réduit est
consomme et le glutathion oxydé augmenté (Ji et al, 1992). Le glutathion est un constituant
intracellulaire ubiquiste présent a des concentrations millimolaires dans la plupart des cellules et

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

0Oy
Meétabolisme des

/ radicaux libres

H0+0; & H,0,/ROOH H,O/ROH

GSH Cycle du glutathion GSSG

~

Xénobiotiques Métabolisme des xénobiotiques

v (Phase IT)
GSH
——— Elimination

Xénobiotiques

Figure 1 : Schéma illustrant I’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 piege les radicaux OH'. La bilirubine est, quant a elle, capable de piéger des
radicaux peroxyles (ROQ") et ’oxygéne singulet, protégeant ainsi I’albumine et les acides gras
liés a Palbumine des attaques radicalaires (NeuZil et Stocker, 1993). L’acide alpha-lipoique 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 a toutes les parties de nos
cellules (Packer et al., 1995). En étant impliqué dans la formation de 1’acétyl co-enzyme A &
partir du pyruvate, il est un réducteur puissant sous sa forme réduite, capable de réduire le
glutathion et les radicaux peroxyles, et de désactiver I’oxygene singulet (Cossu et al., 1997).
L’ubiquinone (co-enzyme Q), sous la forme "ubiquinol-10", sa forme réduite, agit comme
antioxydant (Power et Lennon, 1999). L’ubiquinol protége 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

rdle protecteur contre les ERO (Packer et al., 1997). Le cytochrome c, présent aux niveaux de la
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4. Le fluorure de sodium

4.1. Propriétés physico-chimiques

Le fluorure de sodium est peu soluble dans 1’eau, sa solubilité est de 42g/1 &4 10°C, et il
est insoluble dans 1’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 (D*'4) est de 2.55 et sa
tension de vapeur de 133 Pa & 1077°C. On obtient le fluorure de sodium en saturant 1’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 & but carioprophylactique, un
effet assuré par I’ion fluorure. Il est aussi utilis€ comme agent carioprophylactique dans 1’eau de
boisson. Le fluorure de sodium est utilisé aussi dans nombre d’industries. Les principales

industries concernées sont les suivantes :

» Meétallurgie de I’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 trés toxique et I’inhalation de ses poussiéres irrite

les voies respiratoires.

5. Les érythrocytes comme modéle pour I’étude du stress oxydant

Les globules rouges sont trés riches en enzymes antioxydantes comme la superoxyde
dismutase (SOD), la catalase et la glutathion peroxydase (GPx). De trés nombreuses études chez
I’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 1’intensité du stress
oxydatif est trop importante. La susceptibilité des globules rouges au stress oxydatif peut étre
aussi déterminée en soumettant ces cellules & un systtme produisant des ERO de manicre
constante et en mesurant a intervalles réguliers le taux d’hémolyse comme marqueur in viftro du

dommage oxydatif (Pincemail et al., 1999).






Matériel et Méthodes

1. Matériel

1.1. Matériel animal

L’étude de I’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 100 a 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 acces a I’eau et a la nourriture. Ils ont été maintenus dans un environnement controlé 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 & la dose de 10 mg/kg par jour par voie intra-péritonéale
pendant 4 jours.
Lot 3 : recevant un traitement a la vitamine C par voie intra-péritonéale a la dose de 10 mg/kg
par jour pendant 4 jours, suivi par un traitement au fluorure de sodium en solution & une dose de
100 ppm par gavage pendant 4 jours. Au total le traitement aura duré 8 jours.
Lot 4 : recevant une dose journaliere de fluorure de sodium en solution de 100 ppm par gavage
pendant 4 jours.
Le traitement des lots 2 et 4 a commencé en méme temps que le traitement au fluorure de sodium

du lot 3.
2.2. Sacrifice des animaux et prélévement des échantillons

Les animaux sont sacrifiés 24h apres le dernier traitement. Le prélévement du sang a été
effectué par ponction cardiaque en utilisant des seringues. Aprés chaque prélévement sanguin, le

sang est mis dans des tubes 8 EDTA. Les volumes de sang prélevés ont été de 2.5 ml & 4 ml.
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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 DIAMS et
exprimé en g/l.

Le réactif utilisé pour le dosage des triglycérides est le Glycérol peroxydase, PAP
(laboratoire Bio magreb).

Le réactif utilisé pour le dosage du cholestérol est le Cho.od.PAP (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 colorimétrique 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 I’absorbance est
proportionnel a la quantité de colorant lié, indiquant la concentration en protéines dans

I’échantillon.

2.4.3.2. Méthode de dosage

Un volume de 100 pl de la fraction plasmatique du sang dilué & 1/5°™ avec de 1’eau

distillé est ajouté & 4 ml du réactif de Bradford. Aprés agitation au vortex (Heidolph, REAX top ;
Germany), le mélange est incubé 5 min a température ambiante. La lecture des absorbances est
effectuée a 595 nm contre un blanc a I’aide d’un spectrophotométre UV-Visible (SHIMADZU,
China.).

La concentration en protéines de 1’échantillon nécessite 1’élaboration d’une gamme
d’étalonnage de protéines standards réalisée dans les mémes 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 3 4 5 6 8
Concentration de BSA 0 0.1 0.25 | 0.5 1 2 3 4
(mg/ml)
Solution BSA (ul) 100 (H,O) | 100 100 | 100 | 100 | 100 | 100 100
BBC (ml) 4 4 4 4 4 4 4 4

La courbe d’étalonnage figure dans [’annexe 3.

1
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Résultats et discussion

1.1.2. Le taux du cholestérol plasmatique

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 € s NaF p

< 0.05 versus témoin. M 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 fagon significative comparé au groupe témoin (0.813 = 0.061 g/1). Les rats traités
a 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 g/1). Le traitement a la
vitamine C seule diminue le taux de cholestérol (0.683 + 0.102 g/l) chez les rats de fagon non
significative en comparaison avec le groupe témoin (0.813 + 0.061 g/1). La comparaison entre le
taux de cholestérol du groupe traité¢ au fluorure de sodium (0.46 + 0.075 g/1) et le taux de
cholestérol du groupe traité¢ a la vitamine C puis au fluorure de sodium (0.63 + 0.085 g/1) a

montré que la vitamine C rehausse le taux du cholestérol plasmatique de fagon non significative.
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Résultats et discussion

1.1.3. Le taux des triglycérides plasmatiques

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/1) diminue de fagon non significative comparé au groupe témoin (1.036 + 0.391 g/1). Les
rats traités a 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/). Le traitement a la vitamine C seule diminue le taux des triglycérides (0.906 + 0.116
g/1) chez les rats de fagon non significative en comparaison avec le groupe témoin (1.036 = 0.391
g/l). La comparaison entre le taux de triglycérides du groupe traité au fluorure de sodium (0.653
+ 0.055 g/1) et le taux de triglycérides du groupe traité a la vitamine C puis au fluorure de sodium
(0.63 + 0.085 g/1) a montré que la vitamine C rehausse le taux des triglycérides plasmatiques de

fagon non significative.
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Résultats et discussion

1.1.4. Le taux des protéines totales plasmatiques

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/pl) diminue de fagon non significative comparé au groupe témoin (2.29 £+ 0.55 mg/ul).
Les rats traités a la vitamine C puis au fluorure de sodium ont montré une augmentation non
significative du taux de protéines totales (2.57 + 0.19 mg/ul) comparé au groupe témoin (2.29 +
0.55 mg/ul). Le traitement a la vitamine C seule augmente le taux de protéines totales (2.45 +
0.16 mg/ul) chez les rats de fagon non significative en comparaison avec le groupe témoin (2.29
+ 0.55 mg/ul). La comparaison entre le taux de protéines totales du groupe traité au fluorure de
sodium (2.21 = 0.28 mg/ul) et le taux de protéines totales du groupe traité a la vitamine C puis
au fluorure de sodium (2.57 £ 0.19 mg/ul) a montré¢ que la vitamine C rehausse le taux des

protéines totales plasmatiques de fagon non significative.
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Résultats et discussion

1.2. Les enzymes de détoxification

1.2.1. L’activité enzymatique de la catalase

Figure 7 : Effet de la vitamine C sur ’activité enzymatique de la catalase chez les rats traités au
fluorure de sodium. Les données sont exprimées en valeurs moyenne + écart type. ' © P < 0.05

versus témoin. & P < 0.01 versus témoin.

Dans les érythrocytes, chez les rats traités au fluorure de sodium, 1’activité enzymatique de la
catalase (0.0055 = 0.0031 Ul/mg de protéine) était plus réduite que celle du groupe témoin
(0.0299 + 0.0067 Ul/mg de protéine) de fagon significative. Les rats traités a la vitamine C puis
au fluorure de sodium ont montré une réduction non significative de 1’activité enzymatique de la
catalase (0.0186 + 0.0101 Ul/mg de protéine) compar€ au groupe témoin (0.0299 + 0.0067
Ul/mg de protéine). Le traitement a la vitamine C seule réduit I’activité enzymatique de la
catalase (0.0091 + 0.0067 Ul/mg de protéine) chez les rats de fagon significative en comparaison
avec le groupe témoin (0.0299 + 0.0067 Ul/mg de protéine). La comparaison entre 1’activité
enzymatique de la catalase du groupe traité au fluorure de sodium (0.0055 + 0.0031 Ul/mg de
protéine) et I’activité enzymatique de la catalase du groupe traité a la vitamine C puis au fluorure
de sodium (0.0186 + 0.0101 Ul/mg de protéine) a montré que la vitamine C hausse 1’activité de

I’enzyme de fagon non significative.
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Résultats et discussion

1.2.2. L’activité enzymatique de la glutathion-S-transférase

Figure 8 : Effet de la vitamine C sur I’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, I’activité enzymatique de la
glutathion-S-transférase (GST) (1.822 + 1.735 pmol/min/mg de protéine) était plus importante
que celle du groupe témoin (0.114 + 0.073 pmol/min/mg de protéine) de fagon non significative.
Les rats traités a la vitamine C puis au fluorure de sodium ont montré une augmentation non
significative de !’activité enzymatique de la GST (0.166 = 0.15 umol/min/mg de protéine)
comparé au groupe témoin (0.114 + 0.073 pmol/min/mg de protéine). Le traitement a la vitamine
C seule hausse I’activité enzymatique de la GST (0.227 + 0.118 pumol/min/mg de protéine) chez
les rats de fagon non significative en comparaison avec le groupe témoin (0.114 = 0.073
umol/min/mg de protéine). La comparaison entre I’activité enzymatique de la GST du groupe
traité au fluorure de sodium (1.822 + 1.735 umol/min/mg de protéine) et 1’activité enzymatique
de la GST du groupe traité a la vitamine C puis au fluorure de sodium (0.166 + 0.15
umol/min/mg de protéine) a montré que la vitamine C fait baisser I’activité de 1’enzyme de fagon

non significative.
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Annexes

Annexe 1 : tampons et solutions

. PBS : 1x pour 250 ml

- 200 ml eau distillée
- NaHPOq...... 09¢g
- KH,POq4...... 0.06 g

- Ajuster le PH a 7.4 avec HCl

- Compléter avec de I’eau distillée a 250 ml

. Préparation du tampon phosphate hypotonique
- 5vol solution A (0.33 g Na,HPO4- 7H,0O/liter)
- 1 vol solution B (0.14 g Na,HPO,- H,O/liter)

- Ajuster le PH a 7.4 avec du HCI (1.0 N)

. Réactif de Bradford

- Bleu brillant de coomassie G-250
- 12.5 ml éthanol (95%)
- 25 ml acide phosphorique (85%)

- Compléter avec de I’eau distillée a 250 ml
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Annexe 2 : courbe d’étalonnage du glucose
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Annexe 3 : courbe d’étalonnage des protéines totales
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