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Résumeé:

Cette étude visait a évaluer les effets toxiques d’une exposition de rats au plomb (0,2%) sur les
fonctions biochimiques, histhopatologiques et neurocomportementales pendant la période de
développement (gestation et lactation) et le role protecteur potentiel de 1’acide phytique (1%)
administré par voie orale.

L’exposition chronique au Pb pendant la période de développement a permis d’observer une
baisse du poids corporel et cérébral comparé a ceux des témoins (P<0,001). Les résultats
relatifs aux tests de comportement plus précisément ceux de la dépression, de 1’anxiété et de
I’activité locomotrice, dévoilent clairement que 1’intoxication au Pb provoque des troubles
neurocomportementaux se traduisant par une hypoactivité locomotrice et une réduction du
comportement d’exploration du milieu qui refléte l’instauration d’un état d’anxiété et
dépression (P<0,001).

Les résultats ont montré aussi des changements notables dans les paramétres biochimiques
caractérises surtout, par une augmentation significative de la concentration sérique du glucose,
des triglycérides, du cholestérol, de I’urée, de la créatinine, de I’acide urique et des électrolytes
(Na+, K+, CI) chez les animaux contaminés au plomb (P<0,001) par apport aux animaux
témoins. En effet, 1’étude histologique a montré des I1ésions au niveau du tissu hépatique.
Alors que, la concentration de I’albumine, le taux du calcium et du fer sérique ont été
diminués. Cependant, les activités des transaminases (ASAT, ALAT) et PAL sérique ont
présenté une augmentation remarquable (P<0,001) chez les rats intoxiqués.

Les résultats obtenus révelent également une toxicité hématologique en particulier chez les
rats intoxiqués au plomb, avec une élévation non significative du nombre des globules blancs
et des plaquettes, une diminution du taux des globules rouges, de la concentration
d’hémoglobine, le pourcentage de 1’hématocrite (P<0,01) pendant I’intoxication au plomb.

Par ailleurs, I’administration de I’AP a permis d’enregistrer un regain de poids corporel et
cérébral des jeunes rats comparés aux rats intoxiqués. De plus, 1’utilisation des différentes
techniques relatives aux tests de comportements dévoilent clairement que 1’AP corrige 1’état
dépressif, I’anxiété et hypoactivité locomotrice. Les résultats des dosages biochimiques rénaux
(urée, creatinine) et hépatique (ASAT, ALAT, PAL, albumine, cholestérol total et
triglycérides) montrent une amélioration des valeurs suite a l’administration de I’AP
(P<0,001) comparativement a celles des animaux intoxiqués.

L’acide phytique a réduit la plombémie et la concentration du Pb cérébral par rapport aux rats
intoxiqués non traités (P<0,001). Les lots traités avec de I’AP ont montré une élévation
significative de la teneur en fer et en calcium sérique, par contre la valeur du Mg*? sérique
était inchangé par rapport a celle du lot intoxiqueé.

L’acide phytique confére un effet protecteur contre les perturbations induites par le plomb au
cours de la période de développement qui s’avere vulnérable.

Mots clés: Acide phytique (AP), plomb, intoxication, comportement, plombémie.



Abstract:

This study is aimed at assessing toxic effects of lead exposure (0.2%) on biochemical
functions, histopatological, and neurobehavioral in rats during the developmental period
(pregnancy and lactation) and the potential protective role of phytic acid (1%) administered
orally.

Chronic exposure to Pb during development resulted in a decrease in body and brain weights
compared to control (P <0.001). The results of the behavioral tests, more specifically those of
depression, anxiety and locomotor activity, clearly show that Pb intoxication causes
neurobehavioral disorders resulting in locomotor hypoactivity (P <0.001) and a reduction in
environmental exploration behavior that reflects the development of a state of anxiety and
depression.

The results indicate also changes in biochemical parameters, which are characterized by an
increase in serum glucose, triglycerides, cholesterol, urea, creatinine, uric acid and electrolytes
(Na*, K*, CI") of animals contaminated with lead compared to the control animals (P<0.001).
Indeed, the histological study showed lesions in the liver tissue. While, the concentration of
albumin, the rate of calcium and serum iron were decreased. However, transaminase (AST,
ALT) and serum ALP activities showed a remarkable increase (P <0.001) in intoxicated rats.

The results obtained also reveal hematological toxicity, especially in lead intoxicated rats, with
a non significant increase in the number of white blood cells and platelets, a decrease in the
rate of red blood cells, hemoglobin concentration, the percentage of hematocrit (P<0.01)
during lead intoxication.

Otherwise, the administration of PA resulted in an increase in body and brain weight in young
rats compared to poisoned rats. In addition, the use of different techniques related to
behavioral testing clearly shows that PA corrects depression, anxiety and locomotor
hypoactivity.

The results of the renal biochemical assays (urea, creatinine) and hepatic (AST, ALT, ALP,
albumin, total cholesterol and triglycerides) show a improvement of the values following
administration of PA (P <0.001) compared to those of intoxicated animals.

Phytic acid reduced blood lead levels and brain Pb concentration compared to untreated
poisoned rats. Batches treated with PA showed a significant increase in serum iron and
calcium content, but the serum Mg*? value was unchanged compared to the intoxicated batch.
Phytic acid provides protection against lead induced disturbances during the development
period which is vulnerable.

Keywords: Phytic acid (PA), lead, intoxication, behavior, blood lead level.
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Introduction

Introduction:

Les éléments traces toxiques, tels que le plomb, qu’ils soient d’origine
environnementale, professionnelle ou alimentaire, continuent de menacer la santé
publique. Le plomb n'a aucun role biologique bénéfique décelable. Au contraire, Il
présente des effets néfastes sur la physiologie, la biochimie et le comportement des
organismes. Sa concentration élevée affecte le systéme nerveux central et périphérique, le
systeme hématopoiétique, le systeme cardiovasculaire, les reins, le foie et le systeme
reproducteur (Ruff et al., 1996; Bressler et al., 1999).

Le saturnisme a été la premiére maladie professionnelle reconnue. Le traitement
classique contre l'intoxication au plomb repose essentiellement sur I'utilisation d'agents
chélateurs chimiques, tels que I'EDTA, DMSA, DMPS, molécules permettant la

mobilisation et I’¢limination du plomb de 1’organisme.

Une préoccupation concrete en matiere de santé publique concerne I’utilisation des
molécules d’origine naturelle qui peuvent étre impliqués dans la chélation des métaux
lourds. L’acide phytique (myo-inositol hexaphosphorique, 1P6) fonctionne comme un
antioxydant naturel en chélatant des métaux lourds tels que le plomb et le cadmium,
empéchant la génération d'especes réactives de I'oxygene responsables de la Iésion et de
la carcinogenese (Shamsuddin, 2002; Higuchi, 2014). L’acide phytique se trouve en
grande quantité dans la plupart des céréales, noix, graines oléagineuses et légumineuses,
C’est la forme de stockage du phosphore, un minéral important utilisé dans la production
d'énergie ainsi que la formation d'éléments structurels tels que les membranes cellulaires
(Jacela et al., 2010). L’acide phytique dans les aliments a ét¢ qualifié d’indésirable ou
d’antinutritionnel en raison du fait que cette substance rend les cations alimentaires

limitantes comme le zinc, le fer et le cuivre indispensables pour I’homme (Sanchis et al.,
2017).

Contrairement a ses effets antinutritifs, I’action protectrice de 1’acide phytique a été
associee a sa capacité de chélation, réduisant ainsi le risque du cancer du colon a
médiation ferrique, réduit le cholestérol et triglycérides (Shamsuddin et al., 2005;
Kumar et al., 2010).
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Il a également été démontré que I'acide phytique protége les neurones dopaminergiques
contre I'apoptose chez le rat. L'acide phytique peut offrir un traitement protecteur associé
a un traitement médicamenteux traditionnel, afin de ralentir la progression et de limiter

I'ampleur de la mort des cellules neurales dans la maladie de Parkinson (Xu et al., 2008).

A la lumiére de ces données, notre travail de recherche consiste d’une part, d’estimer
I’incidence de I’intoxication au plomb pendant la gestation et lactation chez les rats
Wistar et d’autre part, évaluer 1’effet des différents modes d’administration de 1’acide

phytique contre la toxicité du plomb.

Différentes approches expérimentales ont été développées dans I’exploration du

fonctionnement des organes (foie et cerveau) :

- Une approche neurocomportementale, dans laquelle nous avons réalisé les tests relatifs
au comportement (activité locomotrice, test d’anxiété, test de dépression et test
d’apprentissage).

- Une approche biochimique, dans laquelle nous avons effectué les dosages de différentes
parameétres marqueurs de fonctionnement des organes (dosage de la plombémie et
détermination de la concentration du Pb cérébral, exploration de la fonction rénal et
hépatique).

- Une étude histologique des organes : cerveau et foie.
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1. Généraliteés:

Le plomb (Pb) est I’un des métaux qui a été le plus anciennement et le plus largement utilisé
par I’homme, probablement en relation avec sa grande malléabilité, sa ductilité et son faible
point de fusion, entre 328 et 347°C.

C’est I'un des ¢léments des pigments retrouvés dans les tombes néandertaliennes
moustériennes (40 000 ans avant Jésus-Christ). Le plomb était utilisé par les Egyptiens et les
Hébreux, 4 000 ans avant Jésus-Christ, et les Phéniciens ont commencé a |’extraire en
Espagne environ 2 000 ans avant notre ére.

La connaissance de la toxicité du plomb est également trés ancienne. Elle est citée par les
médecins de 1’Antiquité. Les premicres descriptions de la colique et de la goutte saturnines
sont attribuées a Hippocrate dans le livre VII Epidémies, pres de 400 ans avant Jésus-Christ
(Fussler, 2011).

Le plomb est une toxique multi-cible, capable de provoquer des altérations différentes selon
le stade de développement lors de 1I’exposition. Sa persistance dans I’organisme présente ainsi
un grand risque pour la santé humaine et animale et reste un souci important, d’autant plus

que le plomb est largement présent dans notre environnement (Gargouri et al., 2015).

2. Les propriétés physico-chimiques du plomb:

Le plomb (Pb) est un métal lourd qui peut étre mou, gris bleu, cristallise dans le systeme
cubique & faces centrées. Sa densité est de 11,3. Il appartient au quatriéme groupe de la
classification périodique. Sa masse atomique est de 207,2 g et son nombre atomique est égal a
82.

Le plomb résiste trés bien a I'action des acides sulfuriques, phosphoriques, chromiques et a
de nombreux autres produits chimiques industriels. En revanche, sa résistance est imparfaite
vis-a-vis de I'acide nitrique, des hydracides et des acides organiques, ainsi que les bases.

Le plomb est pratiquement insensible a la corrosion atmosphérique, grace a la formation
d'une pellicule protectrice d'oxyde, d'hydrate et de carbonate de plomb. C’est un produit
difficilement inflammable et explosible, sauf sous forme pulvérulente (poussiéres) exposée a
la chaleur ou aux flammes. Dans ce cas, les agents d'extinction recommandés sont le sable

sec, de la dolomite ou du graphite (Benadda, 2002).
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3. Les sources d'exposition au plomb:

Les sources les plus courantes d’exposition au Pb en cours sont la peinture au Pb dans les
vieilles maisons, les sols contaminés, la poussicre, 1’eau potable, cristal au Pb et poterie
glacée au Pb.

Tous les auteurs s’accordent pour reconnaitre qu’il est souvent difficile d’identifier la
source de Pb ayant intoxiqué 1’animal. L’alimentation contribue a I’apport non négligeable en
Pb. Mais méme en absence d’une consommation de ce type, il existe une exposition de fond
de la population des pays industrialisés, par accumulation du Pb dans la chaine alimentaire et
également par des techniques inappropriées de conditionnement ou de cuisson des denrées

destinées a la consommation humaine ou animale (Landrans et Paclot, 1994).

3.1 Poussiéres:

La poussiere est une source importante d'exposition au plomb, en particulier pour les jeunes
enfants, comme cela a été démontré dans plusieurs études corrélant les concentrations de
plomb dans le sang des enfants avec les émissions extérieures proviennent de la combustion
des combustibles fossiles (principalement de I'essence au plomb), sources fixes telles que les
fonderies, Fusion et affinage des métaux et le pelage (WHO, 1995). Elle est modérément
influencée par la circulation automobile de proximité (elle décroit rapidement a distance des
routes) (Garnier, 2005). Les fumées de cigarettes contiennent également de trés faibles
quantités de plomb. Les poussiéres peuvent aussi étre transférées du lieu de travail au
domicile par les chaussures, les vétements, les cheveux et les mains sales des salariés. Ces
poussicres peuvent étre remises en suspension dans 1’atmosphére par balayage (et non

nettoyage humide) et contaminer ainsi les surfaces et les aliments (Amara et al., 2016).

3.2 Peinture:

Les peintures anciennes peuvent contenir de 5 a 40 % de plomb. L’ingestion d’écailles (ou
poussieres) de peintures déposées par exemple sur le sol en habitat ou en extérieur constitue
une voie d’exposition au plomb. Les poussieres de peintures peuvent également étre inhalées
dans les habitats. De plus, des travaux de renovation mal conduits (destruction ou ravalement
d'immeubles anciens, pongage de peintures dans un logement) peuvent également constituer
une source de contamination pour le voisinage, et particulierement pour les enfants (pouvant
s’accompagner d’un trouble du comportement de « surconsommation » ou « pica » (Amara
et al., 2016), C’est pourquoi des précautions doivent étre prises lors des travaux de rénovation

des habitats anciens, car le décapage des peintures (notamment des huisseries) peut entrainer
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une contamination tres forte de ’environnement et des occupants, en particulier des jeunes
enfants; ceux-ci ont un risque élevé d’intoxication, du fait d’une importante activité main-
bouche (Fréry et al., 2011).

3.3 Activité professionnelle et loisirs:

L’activité professionnelle et les loisirs peuvent constituer des sources d’exposition au
plomb .Certaines études ont montré que I'exposition des enfants au plomb via les poussiéres
apportées au domicile par les vétements des travailleurs exposés de par leur activité n'était pas
négligeable (Amara et al., 2016), Aussi bien le transfert de plomb au feetus (in utero) (WHO,
1995). Les loisirs pouvant entrainer une exposition au plomb sont notamment les suivants:
poterie, brdlage de vieilles peintures, fonte de soldat en plomb, imprimerie artisanale. Des cas
sporadiques d’intoxication saturnine ont été rattachés a des poteries artisanales, des étains
décoratifs (a forte teneur en plomb), des ustensiles de cuisine soit en plomb, soit avec une
soudure riche en plomb, des plombs de péche, de chasse, des bijoux fantaisie ou sur les stands
de tir (Amara et al., 2016).

3.4 Cosmétiques et médicaments:

D’autres sources de plomb peuvent, plus rarement, étre a 1’origine d’intoxications
extraprofessionnelles:

Certains médicaments et coutumes traditionnels utilisés dans de nombreuses régions du
monde ont été trouvés dans I'exposition & des niveaux élevés de plomb. Ces Intoxications ont
été identifiées chez les nourrissons, enfants et adultes ainsi que sur les femmes. Dans le
monde arabe, le plomb, également appelé "Al khol", est traditionnellement appliqué a I'état
brut. Une utilisation supplémentaire de plomb, le sulfure de métal et de plomb sert a
I'inhalation des vapeurs " Bokhoor « produit a partir de chauffage sur des charbons ardents,
dans la croyance erronée que cela calmera les bébés et les enfants irritables (Shaltout et al.,
198; Fernando et al., 1981; Sharma et al., 1990).

4. La toxico-cinétique du plomb:

4.1 Absorption:
4.1.1 Absorption digestive:

La biodisponibilité du plomb dépend de sa solubilité dans le tractus gastro-intestinal « le pH
des muqueuses digestives est tres variable, de trés acide au niveau de I'estomac, il devient

faiblement acide dans le jéjunum et neutre ou légérement alcalin dans le duodénum » donc le
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plomb doit étre solubilisé pour étre absorbé. Le plomb ingéré est absorbé dans la région
duodénale de I’intestin gréle. Chez le rat, I’absorption varie avec la forme chimique: le
carbonate de plomb est 12 fois mieux absorbé que le plomb métal. L’absorption diminue avec
I’age de 83 % pour un rat de 16 j a 16 % pour un rat de 89 j et de 30-40 % chez I’enfant, a 5-
15% chez I’homme adulte (Amdur et al., 1993).

De nombreux facteurs favorisent 1’absorption du plomb, ainsi en est-il: le jelne, la vitamine
D, un régime riche en graisses, les carences en fer, calcium, phosphore, zinc, vitamine B1,
magnésium, fibres végétales, probablement par compétition au niveau intestinal (Ruff et al.,
1996). Le calcium et le plomb entrent en compétition au niveau de récepteurs communs de la
paroi digestive, ainsi, toute baisse du calcium dans 1’alimentation résulte en réduire de

maniere significative la proportion de plomb absorbée (Hamir, 1981).

4.1.2 Lavoie respiratoire:

Chez ’homme adulte, le plomb est mieux absorbé par les poumons que par le tractus gastro-
intestinal; L’absorption par voie aérienne dépend de la taille des particules et leur solubilité,
les particules inférieures a lpum atteignent les alvéoles pulmonaires et traversent le filtre
alvéole capillaire, les particules de 5 al0 uM, piégées dans la partie supéricure de 1’arbre
respiratoire, sont évacuees par les mouvements ciliaires et déversées dans le tube digestif ou
elles peuvent étre absorbées. Lorsque 90% des particules avaient un diametre de 0,01 a 0,1
UM pratiquement tout le plomb est retenu dans les voies respiratoires, et 35 a 50% du plomb
total inhalé passe dans le sang. Chez 1’animal comme chez I’homme, environ la moitie du

plomb retenu est absorbée au niveau du tractus respiratoire inferieur (Bonnar et al., 2006).

4.1.3 La voie cutanée:

Le plomb inorganique ne franchit pas la barriere cutanée saine. Seuls les composés
organiques du plomb, liposolubles, utilisent cette voie. Des tests in vitro réalisés sur la peau
humaine ont permis de classer différents composés du plomb selon leur taux d’absorption par
ordre décroissant: tétrabutyl de plomb> naphtaléne de plomb>acétate de plomb>oxyde de
plomb (indétectable) (Bress et Bidanset, 1991). L’ application prolongée de cosmétique ou de
pansements contenant du plomb sous acétates de plomb, ont pu provoquer un saturnisme
discret (Sprinkle, 1995).
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4.2 Distribution:
4.2.1 Transport sanguin :

Une fois absorbé, la quasi-totalité du plomb est fixée aux globules rouges, plus de 90% du
plomb inorganique. Il est transporté sous forme de plomb diphosphate a la fois dans le
cytoplasme pour 90% et dans la membrane pour les 10% restants (Fig.01). La plupart est liee
aux albumines sériques, et moins de 1% est présent sous forme de plomb libre. Seule cette
fraction est disponible et peut avoir une action sur 1’organisme car c¢’est la seule a pouvoir
pénétrer dans le tissus sans phénomeénes de transport actif. La concentration totale de plomb
dans le sang refléte son contenu dans ce compartiment et est considérée comme un indicateur
fiable d’une récente exposition. Elle constitue d’ailleurs le test le plus communément utilisé

pour évaluer I’intoxication par le plomb chez I’homme et les animaux (Missoun, 2011).

4.2.2 Transfert aux organes :

Le plomb est transporté vers les tissus mous, et tout particulierement vers le foie et les reins
ou il peut étre stocké. A long terme, dans 1’organisme, 25% de plomb dans le foie, 4 % dans
les reins, 3% dans la paroi digestive, 3% dans le systéeme réticulo-endothélial et 4% dans les

autres tissus du corps, y compris les dents et les poils, alors qu’il y aura 60% dans les os.

Dans le foie, la distribution de plomb semble assez homogene, excepté en ce qui concerne
les voies biliaires ou la concentration de plomb est trés importante, alors que dans les reins, la
plupart du plomb est dans la corticale, surtout dans les tubules proximaux.

Le plomb se concentre dans la matiere grise et certains noyaux. Il semble que la
concentration la plus élevée soit retrouvée dans 1’hippocampe, suivi du cervelet, du cortex

cérébral et de la meédulla (Ruff et al., 1996).

La concentration du plomb dans les muscles est habituellement assez basse, mais elle est
corrélée avec la quantité de plomb dans les reins.
Pendant la gestation, le plomb maternel semble étre transféré dans certaine mesure, au feetus.
Il a ét¢ montré que le plomb peut traverser la barriere placentaire et s’accumule dans la

plupart des organes feetaux, incluant le foie, les reins, le cerveau, I’intestin et surtout les os
(Fig.01).
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Dans les 0s, le plomb est sous forme d’un composé relativement non soluble: le
triphosphate de plomb. Le plomb est susceptible de continuer a s’accumuler dans les os 6mois
apres la fin de ’exposition. Bien que le stockage du plomb ait un impact limité sur la santé

(Missoun, 2011).
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Figure.l: Représentation schématique du métabolisme et de la distribution du plomb dans
I’organisme (Duc et al., 1994).
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4.3 Excrétion :

L’excrétion du plomb est principalement urinaire (> 75 %) et fécale (15-20 %). Le reste est
éliminé dans les phaneres, la sueur et les sécréetions bronchiques. Il existe aussi une excrétion
lactée, la concentration de plomb dans le lait est de 2 a 30 pg/l. A I’arrét de 1’exposition, la
décroissance de la plombémie est polyphasique:

* En cas d’exposition unique massive, la premicre période a une demi-vie tres breve (30
minutes a quelques heures), elle correspond a une phase de distribution; pendant la seconde
phase, la demi-vie d’élimination est d’environ30 jours.

* Elle est supérieure a 10 ans pendant la phase terminale et est trés augmentée, en cas
d’insuffisance rénale (Bismuth et al., 2000).

5. La toxicité du plomb:

5.1 Intoxication aigué :

Elle est rare en milieu de travail, mais a pu survenir par exemple, lors d’inhalation massive
de poussieres ou de fumées dont les victimes ignoraient le contenu en plomb. L’intoxication
aigue au plomb se manifeste différemment selon qu’elle survient chez 1’enfant ou chez
I’adulte. Chez I’enfant, elle est caractérisée par 1’anorexie, les vomissements, 1’irritabilité et
les troubles de comportement, alors que chez I’adulte, elle se manifeste par des troubles
digestifs essentiellement cesophagite, gastrite entrainant des vomissements, des douleurs
épigastriques, abdominales mais aussi des selles noires et une constipation. Ces symptomes se
manifestent généralement lorsque la plombémie est de I’ordre de 30-50 mg/dl. Par ailleurs,
une intoxication plus sévére peut provoquer des convulsions, un coma et parfois la mort
(Kahloula, 2010).

5.2 Intoxication chronique :

Aprés une exposition chronique, le Pb induit chez I’homme et I’animal des effets
hématologiques, digestifs, immunologiques, rénaux, cardiovasculaires et neurologiques.
L’effet toxique du plomb reléve de trois phénomenes:

- Une affinité particuliére pour les groupements thiols qui explique la distribution dans
les phanéres mais aussi I’altération de I’activité de nombreuses enzymes dont celles
entrant en jeu dans la biosynthése de I’heme.

- Une ressemblance de I’ion de Pb?" et de I’ion de Ca?".

- Une affinité pour le groupement phosphate des acides nucléiques.
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Nous allons voir comment ceci explique 1’action toxique et cellulaire :
5.2.1 Effets hématologiques:

Le plomb a deux principaux effets toxiques sur le systeme hématologique: réduction de la
durée de vie des érythrocytes et une diminution de la biosynthése d’hémoglobine. La
diminution de la durée de vie des globules rouges est due a la fragilité mécanique accrue de la
membrane cellulaire. La base biochimique de cet effet n’est pas encore connue mais 1’effet
peut étre accompagné d’une inhibition de I’activité de sodium et de potassium ATP ases
dépendantes (Apostoli et al., 1988).

Le plomb est disponible pour induire des changements dans la composition lipidique et
protéique de la membrane des globules rouges pour inhiber la synthése de 1’hémoglobine.
L’héme est synthétisé a partir de succinyl-COA et de la glycine au terme de huit réactions
enzymatiques. Les précurseurs des porphyrines, 3-aminolevulinate(ALA) et porphobilinogéne
(PBG) sont d’abord formés, puis les porphobilinogénes et porphyrines IX. L’enzyme la plus
sensible au plomb est 1’acide &-aminolévulinique déshydratase (ALAD) qui catalyse la
condensation de deux molécules d’ALA pour donner le PBG. L’ALAD est la cible privilégiée
du plomb dans I’érythrocyte, alors qu’il a longtemps été considéré que cette cible était
I’hémoglobine (Bergdabl et al., 1997b). Pour son activité, cette enzyme requiert du zinc (Zn
P?*P) qui empécherait I’autooxydation des groupements thiols du site actif. En prenant la
place du Zn P2+P, le PbP2 +P permettrait cette oxydation, empéchant ainsi la condensation
des deux molécules d’ALA (Goering, 1993). En résumé, les effets du plomb sur le
métabolisme de I’héme entrainent une augmentation de I’ALA et de la corporphyrine
urinaires, ainsi que de la protoporphyrine érythrocytaire. L’arrét de 1’exposition au plomb se
traduit par une diminution rapide des taux et de co-proporphyne urinaires et une diminution

lente de la protoporphyne érythrocytaire (Sassa et al, 1975; Munoz et al., 1993).

5.2.2 Toxicité hépatique du plomb :

Le foie est un organe ayant des fonctions métaboliques nombreuses et variées et I’étude de
son état de fonctionnement se base sur la capacité a effectuer une fonction métabolique
déterminée. Le foie se compose de deux tissus métaboliques fortement actifs contenant un
équipement enzymatique trés important de désintoxication désigné sous le nom des systemes
d’enzymes de la phase I et II, qui sert a protéger les autres systemes physiologiques, des effets

toxiques des composes xénobiotique. Plusieurs études ont rapporté que le plomb induit une
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forte hépatotoxicité et provoque des changements dans le meétabolisme du cholestérol, une

prolifération des cellules de foie et de synthése d’ADN indiquent une hyperplasie hépatique
(Dini et al., 1999).

L’accumulation des quantités significativement élevée du plomb au niveau du foie est
impliquée dans I’induction d’un effort oxydant important, et ce par une peroxydation de
lipides avec l’inhibition concomitante de plusieurs enzymes antioxydantes telles que la
syperoxyde dismutase (SOD), catalase, glutathion peroxyde, le glutathion réductase (GSSG)
et d’une réduction du rapport GSH/GSSG (Sandhir et Gill, 2003).

Les mécanismes de l’effort oxydant induit par le plomb au niveau des hépatocystes
contribuent dans la production de lipoperoxyde (LPO) et I’expression des médiateurs de
cytokine, y compris a-TNF. Ces médiateurs sont également associés au déclin significatif
dans la concentration intracellulaire en triphosphate des différents d’adénosine observée dans
les cultures d’hépatocytes de rat (Sieg et Billings, 1997) et dans les dommages oxydants de
I’ADN et puis finalement suivie d’une apoptose d’hépatocytes (Milosevic et Maier, 2000).
Par ailleurs, d’autres études ont rapporté que le plomb a un réle dans la mort cellulaire des
hépatocytes par protéolyse (Pagliara et al., 2003). L’utilisation chez les animaux de
laboratoire de thérapie par les antioxydants a été explorée dans le but de comprendre les
différents mécanismes impliqués dans la protection du tissu hépatique contre le stress oxydant
générée par le plomb. Ainsi, I’administration de composés antioxydants (acide ascorbique,
vitamine E, N-acétylcystéine, les acides lipoiques et les méthionines) seul ou dans des
combinaisons avec chélateurs conventionnels se sont avérés efficace pour conférer une
protection contre ’effort oxydant induit par le plomb et pour réduire la toxicité de ce métal
(Patra et al., 2001).

Tous ces effets sont associés a ’amélioration des fonctions cellulaires par réactivation des
différents types d’enzymes a pouvoir antioxydants et a la protection des différents structures

cellulaires contre 1’agression radicalaire (Patra et al., 2001; Xie et al., 2003).

5.2.3 Effets du plomb sur la fonction rénale :

Le rein n’est généralement pas considéré comme une cible pour le manganése, mais des
études spécifiques sont rares. Aucune anomalie dans la chimie des urines ont été détectés chez

les travailleurs exposes de fagon chroniques a des poussiéres de manganese en milieu de
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travail, mais d’autres tests plus sensibles de la fonction rénale n’ont pas été effectuées (Coles

etal., 2012).

En cas d’intoxication aigué€ par le plomb, des I€sions tubulaires proximales caractérisées par
une aminoacidurie, une hypophosphatémie avec hyperphosphaturie relative et glycosurie
(syndrome de Fanconi). La toxicité aigué est caractérisée par une réduction de la capacité de
résorption des composés de faible poids moléculaire, tels que les acides aminés, le glucose et
le phosphate. Une exposition chronique intense au plomb est associée a des altérations de
néphrosclérose et a une atrophie corticale. La toxicité chronique est quant a elle caractérisée
chez le rat par ’accumulation, au sein des cellules rénales, de structures microscopiques
particuliéres (inclusion bodies) qui contiennent, dans une matrice protéique, la majeure partie
du plomb rénal; des altérations des mitochondries. Progressivement, la néphropathie
provoquée par le plomb évolue vers une néphrite chronique interstitielle et une réduction de la
filtration glomérulaire. Ces altérations apparaissent similaires a celles observées chez

I’homme intoxiqué par le plomb (Missoun, 2011).

5.2.4 Effets du plomb sur le systéme nerveux central (SNC):

L’encéphalopathie saturnine est la manifestation la plus grave surtout chez 1’enfant qui est
particuliérement sensible a I’action neurotoxique du plomb, représentée par des symptomes
peu spécifiques: anorexie, irritabilité, douleur abdominale vague, constipation,
vomissements, anémie puis surviennent des manifestations encéphalopathiques: stupeur,

léthargie ou convulsions.

Les troubles neurocomportementaux associées a faible exposition au plomb dans le jeune
age seraient susceptibles de persister a 1’age adulte. Un éventail d’études a été effectué chez
I’enfant pour préciser le niveau d’imprégnation au plomb susceptible d’entrainer des troubles
du comportement (hyperréactivité); des performances psychomotrices (mémoire, temps de
réaction), et une réduction du quotient intellectuel. Une polynévrite essentiellement motrice
résultant d’une dégénérescence axonale, la forme classique est la paralysie radiale puis
devient bilatérale. Elle peut étre généralisée provoquant un état d’asphyxie par paralysie

laryngée et des muscles respiratoires (Ouldali, 2012).
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5.2.4.1 Effets sur les systemes neurotransmetteurs :
Le plomb interfere avec la libération de neurotransmetteurs, les produits chimiques utilisés

par les neurones d’envoyer des signaux a d’autres cellules (Dart et al., 2004).

e Systéme glutamatergique :
Le Pb interfere avec la libération de glutamate, un neurotransmetteur important dans de
nombreuses fonctions, y compris 1’apprentissage, en bloquent les récepteurs N-Méthyl D-
aspartate (NMDA), le ciblage de ces récepteurs est considéré comme 1’une des principales

causes de plomb de la toxicité pour les neurones (Xu et al., 2008).

e Systeme cholinergique :

L’acétylcholine (ACH), est un neurotransmetteur qui joue un réle important aussi bien dans
le syst¢tme nerveux central, ou elle est impliquée dans la mémoire et 1’apprentissage,
notamment dans ’activité musculaire et les fonctions végétatives. Une courte exposition
périnatale au plomb est responsable a la fois d'une perte de neurones cholinergiques septaux et
d’une réduction de I’expression des génes ChAT et VAChT (Cory-Slechta, 1995).

e Systeme dopaminergique :

C’est les cellules capables de libérer de la dopamine, ce sont surtout des neurones soit dans
le SNC soit dans SNP comme pour tout systeme, il y a des familles de récepteurs qui vont
contrbler le tonus de muscles striés. L’effet du plomb consiste a une défaillance dans la
régulation de la synthese de la dopamine et de sa libération (Croy-slechta, 1995),
accompagne d’une inhibition de la transmission synaptique dans les nerfs périphériques

(Tong et al., 1995).

5.25  Effets du plomb sur le systeme nerveux périphérique :

Le systeme nerveux périphérique (SNP) est plus important chez les adultes et le systeme
nerveux central est plus important chez les enfants (Bellinger et al., 2004)

Une atteinte sur SNP caractérise par une baisse de la conduction nerveuse se traduit sur le
plan histologique par un changement pathologiques dans ces fibres comprennent

démyélinisation segmentaire et dégénérescence des axones (Dart et al., 2004).
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5.2.6 Effets cancerogeénes:

En 1980, le groupe d’expert réunis par le centre international de recherche sur le cancer
(CIRC) a conclu que le plomb et ses derivés inorganiques étaient potentiellement
cancérogénes pour I’homme (groupe2B) (IARC, 1980). Ce jugement étaient principalement
fondé sur la connaissance du pouvoir cancérogéne des sels de plomb chez la souris (rein et
gliomes). La plupart des études humaines étaient jugées insuffisamment documentées. Une
réactualisation de ces données en 1987 n’a pas modifié¢ le classement au sein du groupe 2B
(IARC, 1987). Les chromates et arséniates de plomb sont considérés séparément et classés
dans le groupe 1 (carcinogénes pour I’homme). Quant aux composés organiques du plomb,
comme tétraéthyle contenu dans ’essence, ils ne sont pas classifiables comme cancérogénes

et sont donc placés dans le groupe 3 (Nordberg et al., 2014)

Certains composés comme le plomb exercent une faible activité génotoxique dans les
cellules de mammiferes, par des mécanismes indirects reposant sur la perturbation de
I’activité d’enzymes impliqués dans la synthese, la réparation ou le maintien de la structure
hélicoidale de ’ADN. En outre, certains composés du plomb peuvent contribuent a un effet
cancérigéne en agissant au niveau de protéines nucléaires, ou ils exerceraient une activité
promotrice ou induiraient une stimulation de la prolifération cellulaire (Zelikoff et al., 1988,
Fowler et al., 1993). En particulier, il a été montré que I’ion Pb+2 peut, a faible
concentration, stimuler 1’activité de la protéine kinase C. Cela indiquerait un potentiel co-
cancérogéne et/ou promoteur (Markovac et Gildstein, 1988a; 1988b). La formation
d’inclusions nucléaires composées de protéines acides complexées au Pb+? peut €¢galement

influencer la croissance et la division cellulaire (Beck, 1992).

5.2.7 Effets du plomb sur le systéeme cardiovasculaire et hypertension :

Les effets cardiotoxiques sont liés a des effets inotropes et dromotropes négatifs; le plomb a
un effet arythmogene sur le myocarde et peut produire des modifications dégénératives au
niveau cardiaque. Cet effet serait du a sa capacité a former des complexes avec les
macromolécules intracellulaires et a s’opposer au calcium. De plus, il a été observé chez des
animaux intoxiqués au plomb par voie orale, I’affection de leur systéme rénine angiotensine
ainsi une augmentation de la stimulation cardiaque et la sensibilité des récepteurs
adrénergiques et dopaminergiques vasculaire (Carmignani et al., 1988; Victery, 1988;
Gidlow, 2004).
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Dans le cadre des intoxications aigiies par le plomb, les épisodes d’hypertension
paroxystique, souvent associés aux coliques saturnismes. Une hypertension permanente
pouvait survenir chez des travailleurs exposés pendant de longues années a des niveaux éleveés

de plomb et aprés plusieurs épisodes d’intoxication franche (Hajem et al., 1990).

Une abondante littérature expérimentale rapporte une action hypertensive du plomb dans
plusieurs espéces animales, mais pas dans d’autres (Staessen et al., 1994). Plusieurs
mécanismes physiopathologiques possibles ont été évoqués pour rendre compte d’un effet du
plomb sur le systtme vasculaire (Hajem et al., 1988) Interférence avec le transport
transmembranaire d’ions (par exemple Na K); Interaction avec 1’homéostasie calcique et/ou
certains processus controlés par le calcium; action vasomotrice directe; potentialisation des
stimulations orthosympathiques. Le role éventuel d’une interférence du plomb avec les
systémes rénine angiotensine aldostérone et kallikréine-kinine reste controversé (Staessen et
al., 1995).

Staessen et al. (1996) n’ont pas trouvé d’association significative entre la pression sanguine
ou le risque de développer une hypertension artérielle et le niveau d’exposition au plomb
(plombémie moyenne 87 pg/l et la PPZ 1,0ug/g. Hb). De la méme maniére, une étude
effectué a Taiwan sur un groupe de plus de 200 travailleurs des deux sexes
professionnellement exposés au plomb (plombémie 569+255 pg/l), n’a pas trouvé de relation

entre 1’exposition récente et la tension artérielle (Wu et al., 1996).

5.2.8 Effets sur ’appareil reproducteur :

Les sels de plomb diminuent la fertilité, ils sont capables de traverser la barriere placentaire.
Des effets tératogenes ont également été montrés chez certaines especes. Chez le rat male, le
plomb induit une stérilité et des anomalies fonctionnelles et morphologiques du sperme, une
dégénérescence testiculaire et une hyperplasie prostatique; chez la souris male, des anomalies

du sperme sont également observées (Amdur et al., 1996).

L’altération par le plomb de la spermatogénese, qui se déroule dans les tubes séminiferes,
peut résulter d’une toxicité au niveau du testicule, mais elle peut aussi médié par une
perturbation du systéme neuroendocrinien. Chez I’homme et 1’animal, I’effet du plomb a été
évaluée sur la spermatogenese par I’inflammation, la motilité, la forme des spermatozoides et

leur fécondant in vitro, sur la fonction leydigienne (stéroidogenése) par la mesure des
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concentrations de testostérone et sur le systeme neuroendocrinien (axe hypothalamo-
hypophysaire) par la mesure de concentrations d’hormone lutéinisante (LH, Iuteining
hormone) et d’hormone stimulante (FSH, follicule stimulating hormone) (Assennato et al.,
1987; McGregor et Masson, 1990).

Les effets du plomb sur I’ovulation, la fécondation et la gestation on été surtout examinés
chez I’animal a travers les études de fertilité. Chez la femme, les études épidémiologiques ont
principalement porté¢ sur le déroulement de la grossesse (mise en évidence d’avortement
spontané), le développement et les malformations feetales. En résumé, il apparait que chez
I’homme la concentration de testostérone est diminuée pour des intoxications prolongées
provoquant des plombémies élevées > 600 pg/l. Cette diminution est probablement associée a
une perturbation du fonctionnement de 1’axe 1’hypothalamo-hypophysaire. Pour des
plombémies <400ug/l le systeme endocrinien semble peu ou pas affecté, seule une
augmentation transitoire de LH été observée (Alexander et al., 1996; Aribarg et
Sukcharoen, 1996).

Dans I’étude de Singh et al., 1993, le plomb a affecté ’ultrastructure du testicule, aprés une
intoxication de la naissance a 1’age de 9 ans ou a 1’age de 300 jours & 9 ans (plombémie de
190 a 260 pg /1) ou de la naissance a 1’age de 400 jours . Un épaississement de la membrane
basale des tubes séminiféres et de 1’épithélium séminifére, similaire pour les trois groupes, a
¢été observé ainsi qu’un nombre accru de gouttelettes lipidiques et de lysosomes dans les
cellules de Sertoli pouvant refléter une phagocytose accrue de cellules en dégénérescence.

En revanche, une altération de la structure de la chromatine des spermatozoides a été
observée dans les deux groupes, cette altération mesurée par cytométrie en flux augmentait

avec la plombémie (Johansson et Wide , 1986).

5.3 Autres effets:
5.3.1 Troubles digestifs :

Les effets du plomb sur I’appareil digestif s’observent a la suite d’une exposition élevée au
plomb (plombémie = 100 mg/dl ou plus). Les troubles digestifs sont parmi les symptémes les
plus précoces, ces effets sont principalement: anorexie, nausées, vomissements, perte de
poids, douleurs et crampes abdominales, constipation tenace ou parfois des épisodes

diarrhéiques et des ballonnements (Dorman et al., 2005b).

16




Le plomb

5.3.1.1 Effets respiratoires :

L’exposition au plomb provoque une augmentation de la fréquence d’apparition des
maladies respiratoires chez les sujets dont la plombémie dépasse 60 mg/100ml de sang. Ces
sujets exposés presentent certaines affections respiratoires comme tuberculose, emphyséme,
bronchite et asthme. L’inhalation des dérivés de plomb insolubles (PbO) peut provoquer une
diminution du macrophage alvéolaire chez le rat alors que les dérivés solubles (PbCI2) ne
provoquent pas de modifications significatives (Bingham, 1972).

5.3.1.2 Effets sur le développement du systéme osseux :

L’os est le principal lieu de stockage du plomb. Des études menées chez les animaux
exposes au plomb par voie orale ont montré des effets sur la croissance et le métabolisme de
I’0s. Une réduction de 20% du contenu en calcium et phosphore a été observée sur de jeunes
animaux ayant des plombémies de 400 pg/L (exposition pré et postnatale), ainsi que pour le
groupe le plus exposé (plombémie de 700 pg/L) un retard général de croissance (poids et
taille) de 10 %. Le plomb a des effets sur le métabolisme osseux, en inhibant 1’action

parathormone sur 1’adénylcyclase (Hamilton et Oflaherty, 1994).

5.3.1.3 Effets sur le systeme immunitaire :

Le plomb induit une diminution de la résistance aux germes pathogenes par suppression de
I’immunité humorale. Il agit sur les cellules my¢loides par augmentation des précurseurs dans
la moelle avec diminution consécutive des cellules matures. Il provoque aussi une altération
de la reconnaissance immunitaire et peut inhiber la production de I’interleukine-2 (Ewers et
al., 1982; Pinkerton et al., 1998; Sata et al., 1998).

6. Le plomb et le stress oxydatif:

6.1 Définition du stress oxydant :

Le stress oxydant se définit comme un déséquilibre de la balance entre les systemes de
défenses antioxydants et la production d’ERO. Ce déséquilibre peut avoir diverses origines,
telles que la surproduction endogéne d’agents peroxydant d’origine inflammatoire, un déficit
nutritionnel en antioxydants ou méme une exposition environnementale a des facteurs pro-
oxydants (tabac, alcool, médicaments, rayons gamma, rayons ultraviolets, herbicides, ozone,

amiante, métaux toxiques). Ce déséquilibre entre les systemes de défense et de production des
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radicaux libres entraine des Iésions biochimiques au niveau des cellules de 1’organisme du fait
de leurs conséquences sur le plan moléculaire, telles que les altérations au niveau des
protéines, 1’apparition de cassures au niveau de I’ADN, ou des atteintes de I’intégrité de la

membrane cellulaire par 1’induction de la peroxydation lipidique (Favier, 1997).

6.2 Marqueurs du stress oxydant :

En absence de systemes antioxydants suffisamment efficaces, une surproduction de radicaux
libres est capable de provoquer des lésions directes de molécules biologiques telles que
I’oxydation des acides nucléiques, des lipides, des glucides et des protéines, mais aussi des
Iésions secondaires dues au caractére cytotoxique et mutagene des métabolites issus du stress
oxydant, notamment de I’oxydation des lipides. Ces différentes altérations biochimiques

peuvent étre utilisées pour évaluer le stress oxydant (Gutteridge, 1992; Favier, 1997).

La peroxydation lipidique désigne 1’attaque des lipides (principalement les acides gras
polyinsaturés) par des radicaux libres, comme le radical hydroxyle (HO¢*), capables d’arracher
un hydrogene sur les carbones situés entre deux doubles liaisons pour former un radical diene
conjugué, oxydé en radical pyroxyle. Il s’agit d’une réaction en chaine qui se poursuit par la
transformation du radical pyroxyle, au contact d’un autre acide gras, en un nouveau radical

diéne conjugué (Esterbauer et al., 1991).

Les protéines peuvent également étre la cible de réactions radicalaires ou oxydatives et subir
des modifications sous 1’action des ERO et des ERN, ou des métaux de transition. Les
protéines atteintes peuvent se fragmenter ou se dénaturer avec altération de leurs structures
primaires et secondaires. Les dommages oxydatifs peuvent se manifester par 1’apparition de
groupements hydroperoxydes, 1’oxydation du squelette carboné de la chaine polypeptidique
conduisant a une fragmentation des protéines et/ou a la formation de liaisons croisées intra-
ou inter-chaines et a I’apparition de groupements carbonylés ou dicarbonylés (Stadtman,
1990).

Certains acides aminés comme la phénylalanine et la tyrosine, deux acides aminés
indispensable pour la synthése de neurotransmetteurs au niveau cérébrale, peuvent subir un
processus d’hydroxylation qui génére la formation d’ortho et de méta-tyrosine dans le cas de
la phénylalanine (Davies et al., 1999). Les protéines comportant un pont sulfhydrile sont les

plus sensibles aux attaques radicalaires. C’est le cas de nombreuses enzymes cellulaires et
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protéines de transport qui, aprés oxydation, deviennent inactives et beaucoup plus sensibles a

I’action des protéases (Sen, 2001).

6.3 Plomb et le stress oxydatif :

Semblable a d'autres métaux toxiques persistants tels que l'arsenic, le cadmium et mercure,
le plomb endommage les composants cellulaires par des niveaux élevés de stress oxydatif.
L'effet pathogene du plomb est multifactoriel puisqu'il interrompt directement I'activité des
enzymes, inhibe de maniere compétitive I'absorption des oligo-éléments importants et

désactive les pools de sulfhydryles antioxydants (Patrick, 2006).

Les dommages induits par les radicaux libres par le plomb sont accomplis par deux
mécanismes indépendants bien que liés (Ercal et al., 2001). Le premier implique la formation
directe de ROS, y compris l'oxygene singulet, les peroxydes d'hydrogéne et les
hydroperoxydes et le second mécanisme est atteint par I'épuisement du pool d'antioxydants
cellulaires. Le glutathion représente plus de 90% du pool de soufre non tissulaire du corps
humain et I'effet majeur du plomb est sur le métabolisme du glutathion (Hunaiti et Soud,
2000). En outre, le glutathion est un substrat important agissant dans le métabolisme de
médicaments et de toxines spécifiques via la conjugaison du glutathion dans le foie. Les
groupes sulfhydrile du glutathion se lient efficacement aux métaux toxiques tels que I'arsenic
et le mercure. Par conséquent, un organisme exposé au plomb a considérablement abaissé les
niveaux de glutathion, par rapport aux groupes témoins, ce qui peut a son tour augmenter la

toxicité des autres métaux (Sugawara et al., 1991).

Il existe deux enzymes spécifiques, la glutathion réductase (GR) et l'acide delta-amino-
[évulinique déshydrogénase (ALAD) qui sont toutes deux inhibées par le plomb (Hoffman et
al., 2000). Une corrélation directe entre les taux de plomb dans le sang, I'activité de I'ALAD
et les concentrations érythrocytaires de MDA a été observée chez les travailleurs exposés au
plomb. L'inhibition de I'ALAD par le plomb augmente les niveaux du substrat acide delta-
aminolévulinique (ALAD) qui est connu pour stimuler la formation de ROS justifiée par les
niveaux élevés de MDA (Ahamed et al., 2005).

Le glutathion réductase (GR) est une enzyme responsable du recyclage du glutathion oxydé

(GSSG) en glutathion réduit (GSH) et il a été demontré que le plomb interfére avec ce cycle,

entrainant une diminution des taux de GSH (Sugawara et al., 1991).
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6.4 Traitement thérapeutique de ’intoxication par le plomb :
6.4.1 Toxicité au plomb et antioxydants:

La méthionine est connue pour réagir avec le ROS formant de la méthionine sulfoxyde.
L'administration de méthionine a conduit a des augmentations des molécules contenant des
groupes thiol (principalement des protéines avec des groupes-SH) agissant comme des
antioxydants empéchant les processus de peroxydation des lipides dans les reins et le foie. La
N-acétylcystéine s'est également révélée efficace non seulement pour réduire, mais aussi pour
inverser l'effet oxydant des taux accrus d'acide aminolévuliniqgue augmentés par suite de
I'effet de plomb (Jomova et al., 2010).

L'acide alpha-lipoique est un antioxydant efficace aux propriétés chélatrices. Dans les études
sur la toxicité induite par le plomb, l'acide alpha-lipoique a supprimé I'effet nocif du plomb
sur le glutathion hépatique et rénal et les marqueurs du stress oxydatif (Pande et Flora,
2002). Des études in vitro utilisant des cultures de cellules traitées au plomb ont montré une
amélioration de la survie cellulaire et une diminution des taux de MDA apreés le traitement a

la taurine (Selvaraj et al., 2006).

6.4.2 Lathérapie par chélation:

La toxicité des métaux lourds est une condition sérieuse et peut entrainer de nombreuses
complications, y compris des lésions graves des organes et du cerveau. La thérapie par
chélation des métaux toxiques implique l'utilisation de chélates injectés dans le sang, les
muscles ou par voie orale pour lier les métaux qui sont présents dans des concentrations
toxiques de sorte qu'ils peuvent étre excréter du corps, le plus souvent dans l'urine (Rogan et
al., 2001).

Les agents chélateurs forment des complexes avec les métaux lourds empéchant ainsi la
liaison du cation métallique avec son ligand. L’efficacité de 1’agent chélateur pour traiter une
intoxication par un métal lourd dépend de :

- T’affinité relative du chélateur pour le métal
- D’adéquation entre la distribution du métal et celle du chélateur dans 1’organisme
- la capacité du chélateur a mobiliser le métal dans le corps
L’agent chélateur idéal doit avoir les propriétés suivantes :
- importante hydrosolubilité.

- résistance aux biotransformations.
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- capacité a diffuser dans les sites de stockage du metal.

- excrétion rapide du chélate.

- maintien de la chélation au pH du corps.

- formes des complexes avec les métaux moins toxiques que les ions métalliques libres

- faible affinité pour le calcium afin d’éviter une hypocalcémie.

Les agents chélateurs les plus utilisés sont DMSA, EDTA, le Dimercaprol et la D

pénicillamine.

6.4.2.1 DMSA (Pacide méso 2,3 dimercaptosuccinique):

Ce composé a été agrée par I’administration américaine en janvier 1991. DMSA est un
chélateur oral disponible, il favorise préférentiellement 1’excrétion de plomb a partir des tissus
mous. La tolérance clinique est satisfaisante, sa forte affinité pour le plomb explique que la
faite urinaire en oligoéléments (Ca, Zn, Cu) est moindre que celle induite par les autres
chélateurs. L’acide dimercaptosuccinique (DMSA); peut étre substitué a Na2Ca(EDTA), il est
administré a la dose 30 mg/ms/J en trois prises quotidiennes par cures de 5 jours pour les

enfants dont la plombémie est comprise entre 450 et 699 ug/l (Walker et al., 1992).

6.4.2.2 EDTA (ethylene diamine tétra-acide monoclique:

IIs sont administrés par voie intraveineuse ou intramusculaire, permettent efficacement le
plomb de 1’organisme et contribuent en particulier a résorber le plomb sanguin et osseux par
excrétion via les urines. Néanmoins, le manque de sélectivité de ce ligand provoque une
déplétion importante d’oligo-éléments (Cu, Zn, ...etc.). De plus, la neurotoxicité de 1’espece
(Pb(EDTA) formée constituée un obstacle certain a son utilisation clinique, en particulier
chez les patients présentant une forte plombémie ou des symptomes d’une encéphalopathie

(Berlin et al., 1995).

6.4.2.3 BAL (La Britsh anti lewisite) ou dimercaprol :

Dimercaprol a été mise au point comme antidote d’un gaz de combat vésicant a base
d’Arsénic. Cette molécule favorise par les enzymes riches en résidus soufrés. Cette molécule
est administrée exclusivement par voie intramusculaire et mobilise préférentiellement le
plomb contenu dans les tissus mous par formation d’un complexe apolaire et I’élimine par
voie urinaire et biliaire. Son utilisation est préconisé dans le traitement des formes de
saturnisme les plus séveres notamment en cas d’atteinte neurologique et généralement en

association avec le EDTA-CaNa; (Vilensky et Redman, 2003).
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6.4.2.4 La D-pénicillamine:

La D-pénicillamine a été initialement utilisée pour traiter des patients atteints de la maladie
de Wilson, troubles caractérisées par des surcharges en cuivre, administré par voie orale et
offre ainsi une alternative intéressante au traitement du saturnisme chez 1’enfant, I’utilisation
de ce médicament est recommandé dans les cas symptomatiques et lorsque la plombémie se
situe entre 500 et 800 pg/l la posologie est 30 a 40mg/kg/j chez I’enfant et 900 a 1500 mg/j
chez I’adulte par une durée de traitement comprise entre 4 et 12 semaines (Peisach et

Blumberg, 1969).

6.4.2.5 Les minéraux chélateurs:

e Le Calcium:

L’interaction entre le plomb et le calcium se produit a plusieurs emplacements dans le corps
y compris les mécanismes cellulaires qui réglent le transport d’ion a travers des membranes.
Une augmentation significative du plomb de tissu, de 1’acide delta amino-lévulinique (ALA
U) urinaire et des corps intramusculaires rénaux des rats exposés par le plomb consomment
une faible quantité de calcium (Six et al., 1972).

Le calcium semble empécher 1’absorption de plomb en concurrence pour les accepteurs
communs sur les propriétés obligatoires intestinales (Fullmer, 1997).

o Lefer:

Le fer fonctionne principalement dans le contrdle des processus oxydant. Les sujets
consommant un bas régime de fer ont une concentration en plomb de tissu sensiblement plus
haut que des sujets a fer proportionné; en outre, la diminution de fer dans le sang provoque

une augmentation de plomb.

e Lecuivre:

La supplémentassion en cuivre a été également montrée pour avoir quelques effets
bénéfiques. Le cuivre est un composant de la chaine de transport d’€électrons mitochondrions,
maintenant les neurotransmetteurs heur dans le cerveau (Campbell-Brown et al., 1985). A
prise proportionnée de cuivre assure la protection entre le plomb, tandis qu’une prise plus

¢levée de cuivre empéche 1’absorption du plomb GD (Miller et al., 1990; Kalia et al., 1984).
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e LeZinc:

Le plomb et le zinc concurrent pour les accepteurs semblables in vitro qui pourraient
partiellement étre responsable d’effet protecteur du zinc sur la toxicité de plomb (Flora et
al.,1989). Par conséquent I’effet protecteur du zinc contre la toxicité de plomb peut étre a une
diminution d’absorption en métal dans 1’appareil gastro-intestinal. Plusieurs études suggeérent
gue ces micronutriments jouent un role important en empéchant I’absorption toxique en métal
et pourraient également étre co-administré pendant la thérapie de chélation (Tamio et al.,
1987).

Les animaux exposés au plomb supplémentés en zinc présentaient un niveau restaure de
SOD et d'/ALAD (Batra et al., 1998). Il a été proposé que le zinc agisse comme un
antioxydant et éventuellement comme un agent chélateur dans la toxicité du plomb. Il a été
démontré que la supplémentation en sélénium a un effet protecteur lorsqu'elle est administrée

aux animaux avant lI'exposition au plomb (Othman et El Missiry, 1998).

e Lesélénium:

Le sélénium est élément essentiel pour la santé a des faibles doses, il active la glutathion
peroxydase pour la neutralisation des espéces oxygénée actives (AEO). Cerklewski et
Forbes (1976) ont suggere que des faibles doses de sélénium pourraient protéger des organes
des effets toxiques du plomb. Le sélénium a augmenté les niveaux de SOD, GSH et GPx dans
les tissus rénaux et hépatiques. Le sélénium crée un complexe plomb-sélénium stable qui a été

proposé pour jouer un role protecteur contre la toxicité du plomb.

Flora et al. (1983) ont montré que 1’administration orale de sélénium pouvait empécher la
toxicit¢ du plomb et cela au cours d’une administration simultanée. L’injection
intramusculaire de sélénium avant 1’exposition su plomb a fourni 1’action prophylactique
contre 1’effet toxique du plomb et a augmenté la capacité d’antioxydant dans les cellules en

activant la peroxyde dismutase et la glutathion réductase (Othman et al., 1998).

L'application de divers agents chélateurs présentait une gamme d'effets secondaires. Un
nombre important de patients traités par BAL ont présenté des vomissements, de la fiévre, des
nausees et des complications cardiologiques. Au cours du traitement par chélation de DMSA
chez des patients souffrant d'intoxication chronique au plomb, une anémie hémolytique a été
observée. Apres l'arrét du traitement, les valeurs hématologiques sont revenues a la normale
(Andersen et Aaseth, 2002).
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Une corrélation positive est démontrée entre la supplémentation en végétaux et certaines
parties de plantes médicinales et la réduction des effets toxiques de plusieurs agents
environnementaux toxiques, incluent les métaux lourds (Gupta et Flora, 2004). Toutes les
parties de plantes sont considérées comme une bonne source de substances bioactives. Les
fruits mars sont considérés comme source riche en vitamines E, C, A, caroténoides et en
acides organiques (Kallio et al., 2002). Plusieurs études ont démontré que 1’utilisation des
plantes ayant des pouvoirs antioxydant peut contribuer de maniére efficace contre les
dommages induit par 1’exposition aux métaux lourds, plus particuliérement en luttant contre

le stress oxydant (Geetha et al., 2003; Gupta et Flora, 2004).
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Acide phytique

1. Généralités:

L’acide phytique (IP6, myo-inositol hexakisphosphate) est un composé naturel utilisé dans
le régne végétal comme forme de stockage du phosphore dans les grains alimentaires entiers
non transformes, les légumes et les fruits et comme molécule clé de signalisation dans les

cellules de mammiferes (Anekonda, 2011).

Bien que I'acide phytique soit souvent décrit comme un chélateur de métaux, de plus en plus
d'études indiquent qu'il influence sur de nombreux processus, notamment les fonctions
antioxydantes, les effets anti-apoptotiques, la réparation de I'ADN, et exportation d'ARNm a
partir du noyau. L'acide phytique réduit également le cholestérol sérique et les triglycérides.
Des études suggerent aussi que 1’acide phytique posséde des fonctions beaucoup plus larges

que les propriétés de liaison au métal présumées a l'origine (Anekonda, 2011).

2. Structure chimique de I’acide phytique:

L’acide phytique est découvert en 1855 a 1856, date a laquelle Hartig a signalé pour la
premiere fois de petites particules rondes dans diverses graines de plantes de taille similaire
aux grains d'amidon de pomme de terre. C'est une forme organique de P. C’est un sucre
myoinositol attaché a 6 molécules de phosphate dont la nomenclature chimique est le myo-
inositol-1,2,3,4,5,6-hexakisphosphate (InsPs) et de formule brute CesH18024Ps (Fig.02)
(Shunmugam et al., 2014). Le groupement des phosphates aux positions 1, 2 et 3 (axial-
équatorial-axial) est unique a I’'IP6, générant une structure responsable d'interactions
spécifiques avec le fer, qui inhibe sa capacité a catalyser la formation de radicaux hydroxyles
(réaction de Fenton). Cette inhibition rendant I’TP6 un antioxydant physiologique puissant. De
plus, I’'IP6 présente une forte affinité pour les cations polyvalents, la chélation dépend de
plusieurs facteurs, dont la proportion de minéraux du phytate, métal et le pH (Graf et Eaton,
1990).

Malgré I'énorme énergie potentielle inhérente aux six liaisons ester phosphorique, I'acide
phytique est inerte et tres stable. 1l peut é&tre stocké en tant que solide pendant des années et
dans des solutions aqueuses neutres ou alcalines a 50% a 5 °C pendant plusieurs mois avant

de générer des produits de décomposition (Graf et al., 1987).
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Figure.02: Structure chimique de I’acide phytique.

Acide phytique: myo-inositol hexakisphosphate (InsP6) (Shunmugam et al., 2014).

3. Localisation de I’acide phytique :

L’acide phytique est un constituant des plantes qui représente 1 a 5 % du poids sec des
grains de céréales, de plantes oléagineuses et des légumineuses (Vucenik et al., 2006).
Selon Reddy et al., (2001), I’'InsP6 existe principalement sous forme de complexe peu
soluble de sel de calcium, de potassium ou de magnésium appelé phytate et s'accumule dans
des corps protéiques (globoides). Dans les graines, les phytates représentent la principale
réserve de P (= 75 a 85% de la quantité totale du P), de minéraux et d'énergie utilisée par la

plantule lors de la germination.

Selon I'espéce, la quantité et la distribution des phytates dans les graines peuvent étre tres
variables (Tab.01). Dans le cas de l'orge, du blé et du riz, les phytates sont majoritairement
(80%) présents dans la couche d'aleurone et le son (téguments maternels) alors qu’une faible
quantité¢ s’accumule dans 1'embryon. Au contraire dans les grains de mais, les phytates sont
surtout présents dans I'embryon et le scutellum (O'Dell et al., 1972). Dans le cas des graines
de légumineuses, telles que le haricot, plus de 95% des phytates sont stockés dans les
cotylédons (Ariza-Nieto et al., 2007). Chez I’espéce modéle Arabidopsis, celles-ci se
concentrent le plus souvent dans I'embryon (Otegui et al., 2002). Au cours de la germination,
I'AP est dégradé par des phosphatases spécifiques, dont les phytases, permettant la libération
du Pi afin de soutenir la croissance des jeunes plantules (Gibson et Ullah, 1990; Raboy,
2003).

La présence de myo-inositol hexakisphosphate dans les tissus et les fluides biologiques
(sang, urine, salive, liquide interstitiel) des mammiféres est bien connue mais a des quantités

significativement faibles. De plus, les concentrations trouvées dans les cellules des
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mammiferes dépendaient clairement de I'apport alimentaire (Perello et al., 2005).

Tableau.l : Contenu en phytates (mg/g de matiere seche) dans la nourriture humaine dérivée

des plantes. (Greiner et al., 2006).

Types d’aliments Acide phytique
Les céreales
e Riz (polie, cuit) 1,2-3,7
e Riz (brute) 12,7-21,6
e Pain de Mais 12,2-19.3
e Pain de mais sans levain 3,2-10,6
e Pain de seigle 1,9-4.3
e pain de seigle au levain 0.1-0.3
e pain francais 0.2-0.4
. . . 0,4-1,1
e pain de farine (70%,30% seigle).
e Corn flakes 04-15
. 8,4-12,1
e Flocons d'avoine
R 0,7-9,1
e Pates
5,9-11,8
e Sorgho
6,9-10,9
e bouillie d'avoine
Aliments a base de legumes
Poi
o ois verts 18115
o feves de soja 9,2-16,7
e lentilles (cuits) 21-10,1
e cacahuetes 92-192
e pois chiche (cuits) 29-11.9
e niébé (cuits) 3,9-13,2
e haricots noirs (cuits) 8,5-17,3
e haricots blancs 9,6-13,9
e haricots rouges 8,3-13,4
Divers
e graines de sésame 39,3-57,2
e isolat de protéine de soja 2,4-13,1
e concentré de protéines de soja 11,2-23,4
e sarrasin 9,2-16,2
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4. Fonctions et biosynthese:

L'acide phytique ubiquitaire chez les eucaryotes, avec ces dérives, il est impliqué dans de
nombreuses fonctions cellulaires (Shears, 2001). Au niveau des graines, ce composé
constitue non seulement la forme majeure de stockage du P dans les grains mais aussi une
source de minéraux et de myo-inositol, un important facteur de croissance (Maga, 1982;
Harland et al., 1995). Les intermédiaires phosphorylés issus de I'hydrolyse de I'AP tels que le
myo-inositol- 1,4,5-trisphosphate (Ins(1,4,5)P3) agit comme messager secondaire dans la
transduction des signaux cellulaires par la mobilisation du calcium des compartiments
intracellulaires (Sakamoto et al., 1992), d’autres dérivés sont impliqués dans la régulation de
la structure de la chromatine (Shen et al., 2003; Steger et al., 2003), dans I'apoptose (Gu et
al., 2009), piegent efficacement les radicaux hydroxyles en se complexant avec le fer (ce qui
confere a I'AP son role d'antioxydant naturel dans les graines en période de dormance (Graf

et al., 1987), et sont impliqués dans la réponse aux stress (Munnik et Vermeer, 2010).

Deux voies de biosynthése d'InsP6 ont été rapportées chez les plantes; une voie dépendante
des lipides et une autre entierement indépendante des lipides (Brearley et Hanke, 1996a,
1996b). Il a été speculé que le phytate présent dans les graines dérive de la voie indépendante
des lipides et sert comme source de Pi, de myo-inositol et de minéraux pour les tissus en
développement (Raboy, 2003) alors que la voie dépendante des lipides opere dans tous les
tissus de la plante pour générer le phytate (InsP6) et ses dérivés qui sont impliqués dans la
signalisation (York, 2006; Alcazar-Roman et Wente, 2008; Letcher et al., 2008).

Ces deux voies different principalement par leurs étapes précoces menant a la synthése du
myo-inositol-trisphosphate (InsP) a partir du myo-inositol (Ins). Sachant que la synthese du
Ins commence par la conversion du D-glucose-6-phosphate en myo-inositol-3-phosphate (Ins
(3)P1) (Fig.03). Cette réaction est catalysée par une D-myo-inositol-3-phosphate synthase
(MIPS) (Loewus et Loewus, 1983; Loewus et Murthy, 2000). L’Ins(3) P1 ainsi formé est
ensuite déphosphorylé pour donner 1’Ins par une myo-inositol monophosphatase (IMP) qui est
capable aussi de déphosphoryler le L-galactose 1-phosphate (L-Gal 1-P), un précurseur de la
biosynthése de 1’acide ascorbique (Torabinejad et al., 2009, Laing et al., 2004). La réaction
catalysée par IMP est réversible, une myo-inositol kinase (MIK) catalyse la réaction de
phosphorylation (Shi et al., 2005; kim et al., 2008).
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Dans la voie dépendante des lipides, 1’'Ins est converti sous 1’action d’une
phosphatidylinositol synthase (PtdlS) en phosphatidylinositol (Ptdins), qui va étre
séquentiellement phosphorylé par des phosphatidylinositol kinases pour produire le
phosphatidyl inositol-4,5-bisphosphate Ptdins (4,5) P ou (PIP2). Cette molécule constitue le
substrat d’une phospholipase C (PLC) conduisant a la libération du diacylglycérol (DAG) et
d’Ins(1,4,5)P3, une molécule centrale dans la transduction des signaux , qui va se fixer sur ses
récepteurs, situés sur la membrane du réticulum endoplasmique (RE), contribuant ainsi a
intensifier le signal Ca** en activant les canaux calcium au niveau du tonoplaste et permettant
aussi de libérer le calcium d’origine intracellulaire dans le cytoplasme (Fig.03) (Belgaroui et
al., 2014).

Concernant la voie indépendante des lipides, elle comprend une série d'étapes de
phosphorylation aboutissant a la synthése d'InsP6 a partir d’Ins, grace a des inositol phosphate
kinases spécifiqgues. Comme déja mentionné, la premiére étape de phosphorylation est celle
catalysée par MIK qui consiste a convertir I’Ins en Ins(3) P1. La production d’InsP2 a partir

d’Ins(3) P1 nécessite une monophosphate kinase (Belgaroui et al., 2014).
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Figure.03: Illustration schématique de 1’acide phytique

(Sparovli and Coinelli, 2015).
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5. Ladégradation du phytate :

5.1 Interaction chimique du phytate dans le tractus gastro-intestinal:

L'interaction du phytate avec les minéraux et autres substances diététiques dépend du pH.
Dans le corps humain, la digestion de la nourriture passent d'un pH faible dans I'estomac a un
pH neutre, prédominant dans la partie supérieure de l'intestin gréle. Pendant le mouvement de
la digestion, les aliments diététiques phytate-minéraux peuvent se dissocier et former d'autres
complexes dans le tractus gastro-intestinal. Dans la partie supérieure de l'intestin gréle, qui se
caractérise par une minéralité maximale, les complexes insolubles sont trés peu susceptibles
de fournir une absorption d’¢éléments essentiels résorbables. Ainsi, les interactions chimiques
de phytate dans le tractus gastro-intestinal supérieur sont particulierement préoccupantes.
Etant donné que le site et le degré de dégradation du phytate peuvent affecter la valeur

nutritive d'un régime riche en phytates (Reddy, 2001).

5.2 Dégradation enzymatique du phytate :

Chez I'nomme, I'nydrolyse principale des phytates se produit dans le grand intestin au
moyen de phytases générées de facon endogene par la muqueuse intestinale gréle et la
microflore associée au gros intestin. L’activité générale et endogéne de la phytase chez
I'nomme et I'animal est insignifiante par rapport a la phytase végétale et microbienne
(Kumar, et al., 2010).

Plus les inositol phosphates phosphorylés sont élevés, plus la solubilité de leurs complexes
métalliques dans le chyme gastro-intestinal est faible. En conséquence, les inositol phosphates
hautement phosphorylés, et en particulier I'acide phytique, se lient fortement aux minéraux et
aux oligo-éléments dans les conditions acides du chyme gastrique et forment des complexes
solubles. Au cours du passage de l'estomac a l'intestin gréle et avec un pH croissant, ils
précipitent. Ainsi, la disponibilité¢ des oligo-éléments liés et des minéraux est réduite,
(Schlemmer et al., 2009).

5.3 Phytases:

Les phytases sont connues sous le nom de myo-inositol (1, 2, 3, 4, 5,6) hexakisphosphate
phosphohydrolase. Les phytases sont présentes dans les plantes, les microorganismes et les
tissus animaux (Schlemmer et al., 2009) et catalysent la libération séquentielle du phosphate
du phytate. La phytase sequestre les groupes orthophosphate du cycle inositol de l'acide
phytique pour produire du phosphore inorganique libre, ainsi qu'une chaine de phosphates de
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myo-inositol intermédiaires (du pentaphosphate d'inositol au monophosphate d'inositol)
(Kumar, et al., 2010). Le clivage des groupes phosphate conduit finalement au myo-inositol.
Les humains sont aussi une puissante source de phytases qui sont générées de maniére
endogéne par la petite muqueuse intestinale et microflore associée au gros intestin. L’activité
du phytase endogene générale des humains et des animaux est insignifiante contrairement a la
phytase végeétale et microbienne (Kumar, et al., 2010). La phytase ne libere pas seulement le
phosphore des régimes a base de plantes, mais elle rend également disponibles le calcium, le
magnésium, les proteines et les lipides. Ainsi, en libérant du phosphore lié dans les aliments
d'origine végétale, la phytase rend plus de phosphore disponible pour la croissance osseuse et

protége I'environnement contre la pollution au phosphore (Baruah et al., 2007).

6. Méthodes de préparations d’acide phytique:
6.1 Lasynthese:

Malgreé la disponibilité de plusieurs méthodes de synthese, I'acide phytique est rarement
préparé par synthese chimique, car il est facilement disponible a partir de sources naturelles.
La phosphorylation de myo-inositol avec de I'acide phosphorique / pentoxyde de phosphore a
130°C donne un mélange de polyphosphates de myo-inositol a partir duquel I'acide phytique
peut étre isolé par cristallisation fractionnée des sels de baryum (BaCl,) (Loewus et al.,
2000).

6.2 Hydrolyse :

L'acide phytique peut étre isolé des graines de différentes especes végétales par extraction
avec de l'acide. Plusieurs méthodes sont disponibles pour déterminer les concentrations
d'acide phytique dans les produits céréaliers. Ces méthodes sont la détection par
chromatographie en phase liquide avec suppression ionique et détection d'indice de réfraction,
détection ultraviolette (UV), chromatographie liquide-spectrométrie de  masse,
chromatographie en phase gazeuse-spectrométrie de masse et spectrométrie d'émission
atomique (Saad et al., 2011).

L'hydrolyse de I'acide phytique a pH 4,0 et 110 ° C pendant 100 min dans un tube scellé
donne une fraction pentakisphosphate qui peut étre séparé en ses composants individuels par
chromatographie d'échange d’ion ou €lectrophorése sur papier mobile. L'hydrolyse acide et le
traitement enzymatique avec la phytase entrainent un mélange de myo-inositol, de phosphate

inorganique et de mono-, di-, tri-, tétra-, penta- et hexaphosphate de myo-inositol. De méme,
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pendant la germination des graines, l'acide phytique se déphosphorylé successivement pour

donner du myo-inositol et du phosphate inorganique (Kumar et al., 2010).

7. Pharmacocinétique I’acide phytique :

La pharmacocinétique de I'IP6 administré par voie exogéne n'a pas été bien caractérisée.
Lorsque des rats ont été traités par [3H]-myo-IP6 par voie intragastrique, 79% de la
radioactivité a été absorbée et largement distribuée aux tissus, cependant, la plus grande partie
de la radioactivité dans le plasma et l'urine était sous la forme d'inositol ou d'inositol
monophosphate, suggérant une déphosphorylation de I’IP6 (Eiseman et al., 2011). In vitro,
[3H]-IP6 a été rapidement absorbé et métabolisé par des cellules malignes murines et
humaines. Dans un essai clinique ou les sujets ont été maintenus pendant 2 semaines avec un
régime restreint d’IP6, l'ingestion de 1 g de phytate de Na a entrainé des concentrations
plasmatiques d’IP6 maximales a 4 heures trois fois plus élevées que les concentrations
initiales. Lorsque des rats soumis a un régime restreint en IP6, les concentrations cérébrales
d'IP6 ont augmenté de fagon spectaculaire; mais les concentrations d'inositols inférieurs n'ont
pas été affectées. Les concentrations d'IP6 dans la lignée cellulaire du cancer du sein humain,
n'ont pas ét¢ modifiées aprés une exposition a I’IP6 pendant 1 heure dans le milieu, mais les
concentrations d'inositols inférieurs ont augmenté d'environ deux fois plus (Eiseman et al.,
2011).

L'IP6 peut étre transportée a l'intérieur de la cellule (pinocytose, endocytose), ou peut
interférer avec le récepteur couplé a la phospholipase C (PLC) et le récepteur de la tyrosine
kinase (Fig.04).

7.1 L’absorption et distribution :

L'inositol, un nutriment essentiel, fait partie de la famille de la vitamine B, qui généralement
se conjugue avec les lipides et se trouve principalement dans les membranes cellulaires sous
forme de phosphatidylinositol. A Il'intérieur des cellules, I’IP3 peut servir de précurseur pour

la formation d'autres phosphates d'inositol, tels que I’IP4, IP5 et IP6 (Shamsuddin, 1999).

L’IP6 est récupére dans le sang, les organes (principalement dans le cytosol cellulaire), les
os et lI'urine (Vucenik et al., 2006). IP5 et IP6 sont présents a l'intérieur de la cellule a des
niveaux plus élevés que les autres esters phosphoriques (IP4, IP3, IP2 et IP1), ce qui indique
une grande capacité de chélation des minéraux (Sandberg et al., 1989). IP3 et IP4 jouent un

role important dans la signalisation cellulaire et la régulation de la fonction, de la croissance
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et de l'activité cellulaire (Berridge et Irvine, 1989).

Des fonctions extracellulaires et intracellulaires significatives de cette molécule ont été
trouvées. La relation entre I'ingestion d'InsP6 et la distribution d'InsP6 dans divers tissus de
mammiferes est discutée. Il a été constaté que la majorité de I'InsP6 extracellulaire trouvé
dans les organes, les tissus et les fluides biologiques des mammiféres ont une origine
alimentaire et n'est pas une conséquence de la synthése endogene, alors qu’InsP intracellulaire
provient probablement de la cellule. Les avantages pour la santé liés a InsP6 extracellulaire
doivent étre liés a InsP6 alimentaire (Grases et al., 2005).

EXTRACELLULAR SIGNALS
,,,,, insP;" T
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(Shamsuddin et al., 1997)
Abréviations : R, receptor; PI, phosphatidylinositol; PIP, phosphatidylinositol phosphate; PIP,, phosphatidyhnositol 4,Sdiphosphate;
P1 3-kinase, phosphatidylinositol-3’-kinase; Pl 4-kinase,phosphatidylinositol-4’-kinase; PIP-kinase, phosphatidylinositol-5’-kinase;
G, G protein; PLC, phospholipase C; PKC, protein kinase C; Ins, inositol; I&¢,, inositol(1,4,5)-triphosphate; It@,,, inositol
monophosphate through hexaphosphate; DAG, diacylglycerol; ER, endoplasmic reticulum; Tyr, tyrosine residue; 0, indicates
phosphorylated form of kinase

Il est clair que les concentrations d'InsP6 sont élevées dans certaines cellules (30 + 100
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mmol /L), mais on ne sait pas quelle quantité est facilement soluble; il est certain qu'une
fraction importante de I'InsP6 n'est pas en solution car elle est liée aux membranes cellulaires
(Grases, 2000).

Des composés d'inositol ont également été trouvés jouer un réle important en tant que
second messager intracellulaire. Une membrane stimulée par un récepteur agoniste active la
phospholipase C, ce qui augmente 1’hydrolyse du phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate
produit du diacylglycérol et de l'inositol 1,4,5-triphosphate (InsP3). Le premier active la
protéine kinase C, et ce dernier mobilise le calcium intracellulaire (Ca2") de plusieurs
compartiments. L'inositol triphosphate est phosphorylé a l'inositol 1, 3, 4,5-tétrakisphosphate
(InsP4), qui est considéré comme interchangeable avec I'inositol hexakisphosphate (InsP6) via
I'inositol 1, 3, 4, 5,6-pentakisphosphate (InsP6) (Fig.04) (Sakamoto et al., 1993).

7.2 L’excrétion de I’IP6 :

Les niveaux urinaires d'InsP6 sont liés a son absorption orale. Considérant le réle important
de I'InsP6 urinaire comme inhibiteur de la cristallisation des sels de calcium (oxalate et
phosphate). Il est clair qu'une faible consommation d'InsP6 entrainera un déficit urinaire de
cet inhibiteur de cristallisation et par conséquent augmenter le risque de développer des

calculs de calcium (Grases et al., 2000).

Il a été constaté que le phytate était absorbé a travers la peau en utilisant a la fois un gel ou
une creme, démontrant que son absorption est indépendante de la matrice utilisée pour le
traitement topique. Cependant, les valeurs d'InsP6 urinaires étaient 1égérement plus élevées
lors de I'utilisation du gel, mais dans tous les cas, les valeurs étaient beaucoup plus élevées
que celles trouvées lors de la formation d'espéces insolubles dans le tractus gastro-intestinal

lorsque InsP6 est administré par voie orale (Grases et al., 2005).

Bien qu'il existe encore des incertitudes sur la synthése d'IP6 in vivo dans les cellules de
mammiferes, des études pharmacocinétiques suggérent que I'IP6 peut étre un promédicament
pour l'inositol, qui n'est pas chargé et peut traverser les membranes cellulaires. L'inositol peut
étre responsable des actions antitumorales observées a la fois dans la chimioprévention et
études d'efficacité d’IP6 (Eiseman et al., 2011).
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De toute évidence, I'administration de doses élevées d'InsP6, comme dans la manipulation
des vitamines, doit étre contr6lée de maniére adéquate et la teneur en minéraux du régime
correspondant doit étre également considérée. En fait, plusieurs études démontrent que si les
apports minéraux sont adéquats et que les apports de céréales ou de son sont maintenus a des
niveaux moderés, il ne devrait pas y avoir d'effets négatifs sur la biodisponibilité minérale.
Ainsi, les apports de 2 g d'InsP6 et de 32 g de fibres alimentaires par jour n'ont généralement
pas affecté les bilans minéraux lorsque la consommation de minéraux était suffisante (Grases
et al., 2001) . Dans tous les cas, la capacité de chélation notoire de 1’IP6 s'est traduite dans
son application comme agent détoxifiant contre des métaux comme le Cd ou le Pb (Sanchis
etal., 2017).

8. Les effets négatifs de I’acide phytique :

IP6 est un chélateur métallique puissant, en particulier le Fe, Zn, Mg, et Ca. Ceci a permis
de considérer I'IP6 comme un antinutriment, puisque la formation de complexes IP6-métal
était supposée exclure leur absorption intestinale causant des déficiences en Ca, Fe ou Zn.
(Sanchis et al., 2017).

Les régimes riches en acide phytique peuvent provoquer une carence en zinc et que la teneur
en phytates est négativement corrélée a lI'absorption du zinc. 1l a été démontré que I'état sous-
optimal du zinc provoque une morbidité accrue, une altération de la croissance et de la
fonction cognitive, ce qui souligne la nécessité d'optimiser la biodisponibilité du zinc.
(Lonnerdal, 2002).

Le phytate forme un complexe fort avec quelques protéines. En général, l'interaction du
phytate avec la protéine dépend du pH, a un pH inférieur au point isoélectrique des protéines.
Les groupes d’acide phosphorique de phytate se lient au groupe cationique de l'acide aminé
basique, par exemple, arginine, histidine, lysine et forment des complexes binaire protéine-
phytate. Ce sont des complexes insolubles qui ne se dissolvent que plus bas pH 3,5. De telles
formations complexes peuvent affecter les structures protéiques qui peuvent entraver l'activité

enzymatique, la solubilité des protéines et la digestibilité des protéines (Kumar, et al., 2010).
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9. L’utilisation thérapeutique de ’acide phytique:

De nombreuses études ont montré que I'lnsP6 a un large spectre d'activités biologiques, tel
que I'antioxydant (Ahn et al., 2004), anticancéreux (Norazalina et al., 2010; Schroterova et
al., 2010), la neuroprotection (Xu et al., 2008), la prévention l'athérosclérose (Grases et al.,
2007) et antidiabétiques (Kumar et al., 2010). Il peut également protéger contre le
développement de la maladie de Parkinson, des calculs rénaux (Grases et al., 2000) et la
diminution des triglycérides hépatiques (Tab.02) (Szkudelski, 1998).

9.1 Effet anti-cancéreux:

L'hexaphosphate d'inositol (IP6) est omniprésent. L’IP6 et ses formes phosphorylées
inférieures (IP1-5) ainsi que l'inositol (Ins) sont contenus dans la plupart des cellules de
mammiferes, ou ils sont importants dans la régulation des fonctions cellulaires vitales telles
que la transduction des signaux, la prolifération et la différenciation des cellules. Une action
anticancéreuse frappante de I'lP6 a été démontrée in vivo et in vitro, basée sur I'hypothese que
I'IP6 administré de maniére exogeéne, déphosphorylé a I'lP1-5 diminue la prolifération
cellulaire et ’apoptose des cellules néoplasiques. IP6 cause également la différenciation des
cellules malignes entrainant souvent un retour a un phénotype normal. Ces données mettent
fortement en évidence I'implication des voies de transduction du signal, des génes régulateurs
du cycle cellulaire, des génes de différenciation, des oncogenes et peut-étre des genes
suppresseurs de tumeurs dans l'action antinéoplasique observée de I’IP6 (Vucenik et

Shamsuddin, 2006).

Une prospective a montré que I'lP6, en tant que traitement d'appoint, améliore I'efficacité de
I'insuline et préserve la qualité de vie des patientes atteintes d'un cancer du sein recevant une
chimiothérapie. Certaines études cliniques ont suggéré que I'IP6 améliore l'action des
médicaments chimiothérapeutiques et minimise les effets secondaires chez les sujets atteints
d'un cancer du sein ou du c6lon (Druzijanic et al., 2004; Bacic et al., 2010). L'apport
quotidien de 1 a 2 g d'IP6 a eu un effet prophylactique sur le développement du cancer, et
I'apport de 8 a 12 g/j peut étre utilisé dans le traitement antitumoral (Vucenik et Shamsuddin
2006).

Aprés l'ingestion rapide et la déphosphorylation, L'IP6 entre dans le pool de phosphates
d'inositol et d’interagit avec les processus cellulaires impliqués dans le cancer. Le potentiel

chimiopréventif et chimiothérapeutique de I'lP6 a eté liée a ses fonctions antioxydantes, et la
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capacité de bloquer l'activation de divers agents cancérigénes et/ou pour stimuler leur
détoxification, pour renforcer les defenses immunitaires et anti-inflammatoires, a son
influence sur le cycle cellulaire, a l'induction de I'apoptose, a sa capacité de bloquer les
processus angiogénique et métastatique de la progression tumorale, & son synergisme avec des
agents chimiothérapeutiques et a I'amélioration de la résistance chimique (Fig.05) (Vucenik
et Stains, 2010).
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Figure.05: Le potentiel chimiopréventeur et thérapeutique de 1I’'TP6

(Vucenik et Stains, 2010).

L'IP6 peut moduler les événements biochimiques présumés mécaniquement liés a la
cancérogenese et aux activités de blocage des cancérogenes, en modifiant les enzymes
impliquées dans l'activation métabolique des cancérogénes chimiques, comme les enzymes de
détoxification de phase | et de phase Il en inhibition de certaines enzymes hépatiques et en
réduisant l'activité ornithine décarboxylase de 12 otétradécanoylphorbol-13 acétate-induite
d'acide folique (Fig.06).
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Figure.06: Mécanisme d’action de 1I’IP6

(Vucenik et Shamsuddin, 2006).

Les effets protecteurs de I'lP6 dans la prévention et le traitement des maladies
inflammatoires et métaboliques ont été confirmés, comme le montre le tableau 2. I'IlP6 module
les fonctions du systeme immunitaire en augmentant I'activité des cellules tueuses naturelles,
en régulant l'action des neutrophiles et en diminuant I'expression des cytokines et des

interleukines pro-inflammatoires (Cholewa et al., 2008)

Il est intéressant de noter que chez les patients atteints de la maladie de Parkinson, 1P6
diminue I'apoptose des neurones, par opposition a son action sur les cellules tumorales. Ces
résultats ont démontré que I''lP6 module I'apoptose pour protéger les cellules et prévenir le

développement de la maladie (Xu et al., 2008).

9.2 Effet antimicrobien :

L'acide phytique n'a pas été largement étudié en tant qu’agent naturel antimicrobien. Le
mécanisme par lequel les acides organiques exercent son action antimicrobienne, est
généralement expliqué par la théorie de I'acide faible, c'est-a-dire que seules les formes non
dissociées de I'acide peuvent pénétrer dans le cytoplasme, ou ils inactivent les bactéeries en se
dissociant progressivement dans ions chargés qui perturbent I'homéostasie du pH
cytoplasmique. Le mécanisme sous-jacent aux propriétés antimicrobiennes de I'acide phytique
est probable étre trés différent de celui des autres acides organiques, car I’acide phytique a

une structure unique, 12 protons remplagables sur six réactifs des groupes phosphate liés a un
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cycle cyclique a six carbones, c'est-a-dire une large plage d'acidité (pKa de 1,9 a 9,5) (Kim et

Rhee, 2016).

Tableau.2: Action de I’IP6 sur plusieurs conditions pathologiques (Silva et Bracarense,

2016).

Pathological condition

Model

Effect of IP6

Reference

Alzheimer’s disease

Cholesterol

Cardiovascular disease

Diabetes

Gastric ulcer

Intestinal inflammation

(colon)

Parkinson’s disease

Pulmonary inflammation and

fibrosis

Intestinal inflammation

(colon)

Soft tissue calcification

Thrombosis and

Atherosclerosis

In vitro: MC65 cells

In vivo: mouse (drink-water)

In vivo: rat (diet)

In vivo: rat (diet)

In vitro: HITT15 cells

In vivo: mouse,rat (diet)

Clinical: human prospective diet
study

In vivo: rat (diet)

In vitro: Caco-2 cells
In vitro: mesencephalic/

dopaminergic

cells from mice

In vivo: rat (tracheal instillation)

In vitro: Caco-2 cells

In vivo: rat (diet)

In vitro: human blood cells

Protection against cytotoxicity

caused by $ amyloid precursor

Decreased lipidic peroxidation

Decreased serum triglyceride

Decreased arterial and cardiac

calcification

Stimulates insulin secretion -

Regulation of Ca2 channels

Insulin secretion regulation -

Reduction ofhyperglycemia

Decreased kidney stone

development

Decreased erosion, necrosis,

congestion and hemorrhage

Regulation of IL-8 and IL-6

expression

Decreased apoptosis - Increased
cell viability

Decreased inflammation -

Decreased fibrosis

Regulation of IL-8 and IL-6

expression

Decreased soft tissue calcification

Decreased platelet agregation

Anekonda and others
2011

Anekonda and others

Onomi and others 2004

Grases and others 2006

Efanov and others 1997

Kim and others 2010

Curhan and others 2004

Sudheer and others 2004

Weglarz and others 2007

Xu and others 2008

Kamp and others 1995

Weglarz and others 2007

Grases and others 2008

Vucenik and others 1999
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9.3 Contre le Diabete:

Chez les humains, I'apport en phytates réduit la réponse de la glycémie, retardant ainsi le
début du diabete et de I'nyperlipidémie. Cela peut étre que le phytate forme des complexes
avec des hydrates de carbone reduisant ainsi leur solubilité et nuire a la digestibilité et
I'absorption du glucose. Le phytate peut se lier avec de I'amidon soit directement, via des
liaisons hydrogéne, ou indirectement via des protéines associées a l'amidon. Une
consommation de céréales et de Iégumineuses peut aider les diabétiques a contrdler le glucose

dans le sang (Kumar et al., 2010).

L'acide phytique et les polyphénols ont montré jouer un réle dans la réduction in vitro du
taux de la digestibilité de I'amidon et éventuellement la réponse de la glycémie. Les études
réalisées par Yoon et al. 1983 montrent également que l'acide phytique peut affecter la
digestibilité de I'amidon par interaction avec I'amylase, la protéine et / ou la liaison avec des

minéraux salivaires tels que le calcium.

9.4 Biodisponibilité des minéraux et la thérapie par chélation:

Il est tout a fait possible, par exemple, de trouver des individus des communautés urbaines,
en particulier des jeunes, mangeant des régimes presque totalement dépourvus de phytates.
Une préoccupation concréte en matiére de santé publique, cependant, est la modification du
profil d'absorption des ions inorganiques par l'ingestion de phytates, y compris les métaux
lourds. Il est intéressant de noter que les caractéristiques physicochimiques responsables des
effets antinutritionnels bien connus peuvent également étre impliquées dans la chélation de
métaux lourds présents dans la nourriture ou dans l'intestin. Les deux, phytates de calcium et
la fibre insoluble alimentaire, lorsqu'ils sont incorporés individuellement au régime
alimentaire des animaux d'expérience, ont montré des effets bénéfiques mesurés par des
niveaux réduits de depdt de plomb dans divers organes. Les métaux toxiques, tels que le
plomb, qu'il soit d'origine environnementale, professionnelle ou alimentaire (Clneo et al.,
2006).

La thérapie par chélation est une méthode optimale pour réduire les risques liés aux
radionucléides, Les recherches ont montré une forte affinité de I'nexaphosphate d'inositol pour
I'uranium, suggérant qu'il pourrait étre un agent chélateur efficace pour l'uranium in vivo.
(Cebrian et al., 2007). Son administration peut produire une translocation et/ou élimination

du cuivre dans divers tissus (Kotsaki-Kovatsi et al., 2001), L'acide phytique donc peut aussi
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adsorber des ions de métaux lourds, tels que le cadmium, cuivre, plomb, nickel et zinc, a

partir de solutions aqueuses (Tsao et al., 1997).

9.5 Les propriétés antioxydantes :

L'IP6 c’est un puissant antioxydant. Ceci est basé sur sa capacité a chélater le fer, qui se
produit a travers les trois groupes phosphate en positions 1, 2 et 3 (Graf et Eaton, 1990). Ces
groupes phosphate sont flexibles et lient le fer de la méme fagon que tous les six sites sont
occupés par des groupes hydroxyles, ce qui donne un complexe tres stable. La formation de
radicaux libres nécessite au moins un site de coordination libre de Fe. Par conséquent, la
formation du complexe 1P6-Fe, ou le fer est completement chélaté, inhibe la formation des

radicaux OH ¢ via la réaction de Fenton (Sanchis et al., 2017).

Dans les fruits et légumes, I'acide phytique aide a prévenir le brunissement oxydatif en
inhibant les polyphénols oxydase, et lorsqu'il est ingéré par les humains, Il est largement
utilisé comme supplément nutritionnel. Certaines recherches ont abordé son activité
antioxydante en ce qui concerne les dommages oxydatifs dans I'application d'additifs
alimentaires; on observe une augmentation de la durée de conservation des produits en
émulsion; prolonger la stabilité des lipides des poissons pendant le stockage, en inhibant la

peroxydation, et conserver les graines (Diouf-Lewis et al., 2017).

L’inhibition de la peroxydation des lipides par I’acide phytique dans le c6lon des rats
(Nelson et al., 1989), des souris (Singh et al., 1997) et des porcs (Porres et al., 1999) a
affecté I'activité de la glutathion peroxydase et de la catalase.

9.6 ROle dans la prévention des calculs rénaux :

L’acide phytique a été utilisé avec succes pour empécher la formation de calculs rénaux en
empéchant la formation des cristaux d’oxalate de Ca. L’action du phytate comme un
inhibiteur de cristallisation a lieu a la fois dans le tissu papillaire et urine (Dost et Tokul,
2006).

Au dessus de tous effets bénéfiques, 1’InsP6 peut agir sur 1’abaissement du cholestérol et
des triglycérides et la réduction du risque de développer une maladie cardiovasculaire
(Grases et al., 2007).
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9.7 L’utilisation dermatologique :

Certaines de ces propriétés sont liées a 1’utilisation dermatologique comme agent décolorant,
sur la prévention de la calcinose cutanée ou en raison de son réle important sur le
vieillissement prématuré. D'autres études semblent également démontrer une capacité d'InsP6

a inhiber le cancer de la peau (Grases et al., 2005).

9.8 Effets sur les mycotoxines:

Les mycotoxines sont des contaminants des aliments, principalement les céréales, qui
entrainent des pertes économiques importantes et des risques pour la santé humaine et
animale (Rodrigues et al., 2012). El-Saad et al. (2009) ont observé que l'ajout d'acide
phytique a l'alimentation des rats diminuait significativement les troubles histologiques et

reproducteurs causée par I'aflatoxine B1 dans les testicules (Silva et Bracarense, 2016).

10. L’acide phytique et stress oxydatif :

L’augmentation de I’AP cérébral atténue le stress oxydatif et ce qui peut conduire a une
augmentation de la fonction SIRT1 et a une augmentation de PAMPK / AMPK, menant a une
régulation a 1’¢élévation des fonctions autophagie et mitochondriale, qui peut atténuer une

pathologie. L’autophagie est impliquée dans 1’augmentation du nombre de mitochondries

(Fig.07)
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Figure.07: Un mécanisme de protection proposé par 1’acide phytique (AP) dans le cerveau de
souris. Le diagramme schématique montre les effets moléculaires en aval de I’ AP.

(Anekonda et al., 2011).
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1. L’objectif:

Ce travail a été réalisé au niveau du laboratoire de biotoxicologie, pharmacognosie et
valorisation biologique des plantes de 1'universit¢ de Saida, consiste a évaluer ’effet de
I’acide phytique face a une intoxication chronique au Pb selon des approches expérimentales a
savoir; neurocomportementale, biochimique et histopathologique et cela durant la période de

développement (gestation et lactation) chez les rats Wistar.

2. Animaux d'expérimentation:

Les expériences sont effectuées sur des rats albinos de la souche Wistar, pesant 181 + 4,45
g. lls ont été accouplés une semaine apres leur arrivée a raison de trois femelles et un male par
cage. Les animaux ont acces libre a I'eau et a la nourriture, avec un cycle lumiere/obscurité de

12/12 heures, et a une température de 22 + 2 °C.

3. Répartition des groupes:

Apres I’accouplement, les femelles sont divisées en cinq lots (n=07):
Lot T: Renferme les animaux qui regoivent de 1’eau distillée.
Lot Pb: Constitué par les animaux qui regoivent par voie orale de 1’acétate de plomb a raison
de 0.2% dans I’eau distillée du premier jour de la gestation jusqu’au jour de sevrage
(Kahloula, 2010).
Lot AP: Constitué d’animaux qui regoivent par voie orale 1’acide phytique a raison de 1%

(Daley et al., 2013) dans I’eau distillée du premier jour de gestation jusqu’au jour de sevrage.

Lot AP-Pb: Constitue le lot préventif qui regoit par voie orale I’acide phytique de premier
jour de gestation jusqu’au la mise bas. Dés la naissance (postnatale), les rats nouveaux nés
sont exposé€s a I’acétate de plomb pendant une durée de 21jours (période de lactation).

Lot Pb-AP: Constitue le lot curatif qui recoit I’acétate de plomb de 1% jour de gestation
jusqu’a la mise bas. Dés le 1% jour postnatale, les ratons regoivent I’acide phytique jusqu’au

jour de sevrage.

Le résumé de notre partie expérimentale est représenté par la figure.08.
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L’accouplement (3 rats femelles + 1 rat
male) de chaque lot

1°" jour de gestation

! bl !

Lot T: Lot Pb : Lot AP : Lot AP : Lot Pb:
Témoin (ED) intoxiqué par Témoin traité préventif curatif
Pb par AP
1% jour de
Naissance
Lot AP-Pb : Lot Pb-AP :
traité-intoxiqué intoxiqueé-
traité

—
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Prélevements _
d’organes (foie Prise de sang
et cerveau)
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Dosages
P(?sée et Dosage du biochimies
étude plomb et FNS

histologique

Figure.08: Schéma récapitulatif du protocole expérimental.
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4. Evolution du poids corporel et poids des organes :

Le poids corporel de chaque rat a été noté chague semaine durant la durée de
I’expérimentation (42 jours). De méme, le poids hépatique et cérébral a été enregistré apres

sacrifice des animaux.

5. Tests neurocomportementaux:

Plusieurs parametres neurocomportementaux ont été évalués y compris: l'activité
locomotrice, le niveau d’anxiété et de dépression, les capacités d’apprentissage et de
mémorisation a travers des divers dispositifs (Open Field, Dark and Light, Forced Swimming
Test, Morris maze). On outre que les cages d’hébergements des rats ont été placées une demi-
heure préalablement au test dans la salle d’expérimentation permettant par la suite 1'adaptation
de ces rongeurs a cet nouvel environnement, de plus, tout les dispositifs ont été nettoyés apres
chaque passage de l'animal a tester par une solution d’éthanol (70%- 90%) de fagon a
masquer tout indice olfactif perturbateur.

L’ensemble des tests ont été filmés et enregistrés permettant ultérieurement 1'analyse des

différentes variables comportementales.

5.1 Test de la nage forcée (Forced Swimming Test) :

Ce test permet d'évaluer I'état de résignation qui est un comportement dépressif chez le
rongeur (Fig.09), il se traduit par une immobilité importante selon son premier fondateur
(Porsolt, 1977).

Le dispositif expérimental est un cylindre en plexiglas transparent de 20,7 cm de diamétre et
de 39 cm de hauteur remplie en 3/4 d'eau a une température de 22+1°C dans lequel les rats
sont soumis successivement a cette épreuve de nage forcée pendant 6 minutes , les parametres
a mesurer sont:

= Le temps de mobilité ou I'animale nage activement avec ses quatre pattes.

= Le temps d’immobilité durant laquelle 1'animal flotte seulement (des mouvements a

faible amplitude) ce qui refléte un désespoir comportemental.
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Figure.09: Test de la nage forcée.

5.2 Le test du compartiment obscurité/lumiere (Light Dark Test):

Selon Crawley et Goodwin (1980); Belzung et al., (1989), ce test est couramment utilisé
dans les études comportementales ou il s'appuie sur les propriétés aversives du rongeur visa a
vis la lumiere afin d'évaluer son état d'anxiété (Fig.10).

Ce dispositif est constitué d’une boite a double compartiments qui sont égaux (L= 22 cm; | =
16 cm; H= 23 cm) séparés par une petite ouverture de 6 cm de haut et de 5 cm de large, I’'un
des deux est noir I’autre est blanc fortement éclairée.

Chaque sujet a été déposé dans le coin de la paroi opposée a l'orifice central au niveau du
compartiment sombre et il est autorisé a explorer ce nouvel environnement pendant 3 minutes.

Les parameétres mesurés apres les trois minutes d'exploration sont le temps de séjour dans les
deux compartiments durant 5 minutes d'expérimentation permettant par la suite de comparer
entre les activités exploratrices de ces animaux dans les deux chambres en déterminant leurs
degrés d'anxiété (Kahloula, 2017).
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Figure.10 : Test de I’anxiété chez le rat (compartiment éclairé /obscure).

5.3 Meure ’activité locomotrice (Open Field) :

Le test de I’Open Field (OF), initialement a été décrit et développé par Hall (1934, 1938), il

est régulierement employé dans de nombreuses études comme un test mesurant l'activité

locomotrice et exploratoire et comme un révélateur de la réactivité émotionnelle chez les

rongeurs, on consideére que ces derniers préférent les espaces confinés, clos et peu éclairés et

ils ont une tendance a éviter cet environnement stressant (Fig.11).

Ce dispositif est une enceinte ouverte rectangulaire en bois (Lx | x H = 90x70x60) fortement

éclairée avec un fond sombre éparpillé par des lignes délimitant des carreaux (10 x 10 cm) ou

le rat était initialement placée dans 1'un des quatre coins de 1’open-field, la téte orientée vers le

coin (Kahloula, 2017). Son comportement était observé pendant 5 minutes et les parameétres a

mesurer sont :

Temps de latence : c’est le temps mis par le rat pour sortir des quatre carreaux
formant le coin;

Nombre des carreaux traversés par le rat pendant 6 min, qui reflete son activité
locomotrice;

Nombre des visites au centre;

Nombre de redressement ;

Nombre de toilettage;

Nombre défécation;
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Figure.11: Le test de I’Open Field.

5.4 La piscine de Morris (Labyrinthe aquatique) :

Les capacités d’apprentissage spatial, d’orientation spatiale et de guidage visuo-moteur ont

été évaluees gréace au test de la piscine de Morris (Morris, 1984).
Un bassin opaque de 90 cm de diamétre et de 50 cm de haut rempli d’eau a une hauteur de 30
cm maintenue a une température de 22-23°C. La plate-forme (10 cm de diamétre et 28 cm de
hauteur) est recouverte d’une grille afin de faciliter ’agrippement de la part des animaux
(Fig.12).

La piscine est divisée virtuellement en 4 quadrants : Nord-Est (NE), Sud-Est (SE), Sud-
Ouest (SO) et Nord- Ouest (NO). La phase d’acquisition dure 4 jours a raison de 4 essais par
jour séparés de 40 min.

La plate-forme est disposée dans le quadrant NO a 2cm sous la surface de 1’eau. Le rat est
placé dans le bassin, la téte dirigée contre le mur a I’'un des quatre points cardinaux. Chaque
essai dure 60 sec. Si le rat n’a pas trouvé la plate-forme a la fin de 1’essai, il est placé dessus
par I’expérimentateur pendant 20 sec.

Le probe test est effectué le 5éme jour d’apprentissage. La plate-forme est retirée du bassin
et ’animal est placé au S. Le temps passe dans le quadrant ou la plateforme était située au
cours de la phase d’acquisition (NO) est mesuré au cours d’un seul essai de 60 secondes.
Apres 2 h du probe test, se déroule la phase de la plate-forme visible, 4 essais de 60 sec

maximum chacun, séparés de 40 min.
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Figure.12 : La piscine de Morris.

6. Le sacrifice et le prélevement des organes :

A la fin des différents tests neurocomportementaux, les rats ont été sacrifiés sous anesthésie
au chloroforme aprés 12 h de jelne, le sang a été récupéré dans des tubes a hémolyse
contenant un anticoagulant, centrifugés pendant 15 minutes a 3000 tours/min puis conservés
a 4°C pour le dosage biochimique, le cerveau et le foie des rats ont été soigneusement
prélevés, rincés par 1’eau physiologique (NaCl 0.9%) pesés et conservés dans le Formol

(10%), afin de réaliser une étude histologique.

7. Dosage du plomb sanguin et cérébral :

7.1 Plombémie :
Le dosage du plomb dans le sang par absorption électrothermique a été réalisé au sein du
laboratoire d’analyse de la qualité (AFAK, Oran).
e Principe :
La solution est injectée a I’intérieur d’un four, ou elle est séchée puis canulée et ou enfin,

dans une derniére phase les sels de plomb sont dissociés a 1’état de plomb atomique.

e Mode opératoire :
Ajouter a 10 ml (1ml de sang et 9 ml d’eau distillée) d’échantillon, 1ml d’acide nitrique et

20ul de solution d’acide phosphorique, injecté dans le four 10ul, séché a 125°C pendant 40
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secondes, calciner a 450°C pendant 45 secondes puis atomiser a la température de 2000°C
pendant 5 secondes, puis effectué les lectures a la longueur d’onde de 283 nm se porter a la

courbe d’étalonnage.

7.2 Dosage du plomb dans le cerveau :

Le plomb étant dosé par absorption atomique avec flamme, technique nécessitant la
formation de solution minérale et non organique (difficilement atomisable en flamme), toute
la préparation des échantillons repose sur leur minéralisation, pour cela I’échantillon subit une
calcination puis une attaque chlorhydrique et enfin une mise en solution.

e Mode opératoire :

250 mg d’échantillon sont pesés selon la teneur attendue en plomb (plus celle-ci est éleve,
plus la masse est faible).

e Dosage proprement dit :

Le dosage consiste a passer 1’échantillon au spectrophotometre d’absorption atomique apres
I’étalonnage. Les résultats sont traduits en absorbance par 1’appareil. Un simple calcul tenant
compte de la concentration des étalons et de leurs absorbances, permet de déterminer la
concentration de I’échantillon. Si 1’absorbance fournie par 1’appareil pour un échantillon

donné se situe en dehors de la courbe d’étalonnage, il faut diluer 1I’échantillon.

7.3 Dosage biochimique:

7.4 Dosage du glucose:

e Principe :

La méthode utilisée pour le dosage de la glycémie est une méthode colorimétrique (Kit
Spinreact). Le glucose est mesuré apres oxydation enzymatique en présence de glucose
oxydase. Le peroxyde d’hydrogene formé réagit par 1’action catalytique d’une peroxydase,
avec le phénol et le 4-aminophénazone pour former un composé rouge violet de quinonéimine
qui sert d’indicateur coloré. L’absorbance est mesurée a la spectrophotométrie a 500 nm.

La réaction enzymatique est la suivante:

GOD
Glucose + O, + HLO — > acide gluconique + H,0,

2H,0, + 4 aminophénazone + phénol guinoneimine + 4H,0

s
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e Mode opératoire :

Les tubes échantillons contiennent 10pl d’échantillon (sérum) et 1ml du mélange
réactionnel, alors que le tube du standard contient 10ul de la solution étalon et 1ml de
mélange réactionnel. Les tubes sont agités et incubés pendant 10 min a température ambiante

(20-25°C). L’absorbance est mesurée a 500 nm contre le blanc réactif.

e Calcul :

Concentration de I’échantillon = n * A Echantillon / A Etalon

n= concentration de I’étalon = 5.5mmol/l = 100 mg/dl

7.5 Dosage des lipides :
7.5.1 Dosage des triglycérides :

Nous avons utilisé la méthode Fossati (1974) pour le dosage des triglycérides dans le
sérum respectivement. Elles reposent sur le dosage enzymatique du glycérol libéré apres
hydrolyse des triglycérides des lipoprotéines par la lipase.

Utilisation du Kit GK, GPD :
Lipase: TG + 3 H,0O — Glycerol + 3 AG
GK: Glycerol + ATP — Glycerol-3-phosphate + ADP
GPD: Glycérol-3-phosphate + NAD* — DHAP + NADH, H"

Elle est effectuée a pH = 9,4 en présence de magnésium et d’hydrazine. On lit ’absorbance

a 340 nm.

7.5.2 Dosage de Cholestérol:

Une premiére réaction fait en sorte que les esters de cholestérol sont hydrolysés en
cholestérol libre par un cholestérol estérase. Le cholestérol qui est entierement libre réagit
avec l'oxygéne en présence de cholestérol oxydase pour donner de la cholesténone
(I’hydroxyle en position, devient cétone) et du H,O,. Le peroxyde formé est réduit en H,O par
un indicateur en présence de peroxydase (on mesure la quinone-imine produite a 500 nm) (Kit

Spinreact).
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Cholestérol estérase: (sterides + cholestérol libre) + H,O — cholestérol total libre
Cholesterol oxydase: cholesterol total libre + O, — Cholesténone 4 one 3 + H,0O,

Peroxydase: 2 H,O, + Chromogéne Incolore — 4 H,O + Chromogene coloreé.

7.5.3 Dosage des HDL et LDL :

Méthodes par précipitation: consiste a précipiter les lipoprotéines contenant de I'apoprotéine
B (chylomicrons, LDL et VLDL) par le mélange phosphotungstate de sodium/chlorure de
magnésium; apres centrifugation 10 min a 5000g, on récupére le surnageant qui contient les
HDL et on y dose le cholestérol avec la méme méthode que le cholestérol total. Attention au
facteur de dilution causé par les solutions précipitantes.

LDL est calculé par la formule de Friedwald :

TG

TG (g/D (mmol/)

LDL=CT- | HDL + ou ——~
5 2,2

7.6 Evaluation de la fonction rénale :
7.6.1 Dosage de la créatinine et I'urée:

La créatinine a été déterminée dans le sérum par la réaction de Jaffé selon la description de
Cook (1975).
e Principe:

Test colorimétrique cinétique:

Créatinine + acide picrique (pH alcalin) — complexe jaune orange

La réaction s’effectue dans un milieu alcalin, et la créatinine présente dans 1’échantillon
réagit avec le picrate formant ainsi un complexe créatinine picrate. Le taux d’augmentation de
I’absorbance a 500 nm d a la concentration de la créatinine dans 1’échantillon.

L’urée dans le sérum a été déterminée en utilisant le diacetylmonoxime (Veniamin et
Varkirtzi —Lemonias, 1970); 1’urée est catabolisée par 1’urease en libérant de 2NHs, le
glutamate déshydrogéne catalyse 1’animation réductrice de 1’a-cétoglutarate en présence de
NH; et de NADH, H+, pour former le glutamate et le NAD+; la diminution de la

concentration de NADH, H+ directement proportionnelle & la concentration d’ammoniaque-
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est évaluée a 340 mn (Kits Biomatériaux).

7.6.2 Dosage de I’acide urique :

L’acide urique a été dosé par une méthode colorimétrique (Caraway, 1963). L'acide
urique est oxydé en CO, et en allantoine en solution alcaline alors que l'acide

phosphotungstique est réduit en un derivé tungstényl (bleu de tungsténe) de degré d'oxydation

inférieur, lecture a 700 nm.

7.7 Evaluation de la fonction hépatique:
7.7.1 Dosage des transaminases:

Les activités de ’ALAT et d’ASAT sérique sont effectuées selon les schémas réactionnels
suivants :

ALT
Pour ’ALAT:L-alanine +2-Oxoglutarate «— ppyruvate +L-Glutamate

LDH
Pyruvate + NADH'H® «———% L-Lactate +NAD"

AST
Pour PASAT: L-Asparatase + 2-Oxoglutarate «——— Oxaloacétate +L-Glutamate

, . MDH .
Oxaloacétate +tNADH+H® «— 3 L-Malate + NAD

La diminution de 1’absorbance due a la conversion du NADH et NAD+ et proportionnelle a

I’activité ALAT et ASAT dans nos échantillons est mesurée a 340nm.

7.7.2 Dosage de la phosphatase alcaline:

Nous avons utilisé la technique colorimétrique pour le dosage de la PA, avec I’utilisation
du kit, cette technique est basée sur la libération de phénol. Le p-nitrophénylphosphate est
scindé par les phosphates alcalins en phosphates et p-nitrophénol. La concentration en p-
nitrophénol libérée est proportionnelle a I’activité de la phosphatase alcaline et est mesurée a

une longueur d’onde 450 nm (Bablok et al., 1988). Selon la formule suivante :
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PAL
p-nitrophenylphosphate + H,O <«——rPhosphate +P-nitrophenol

Mg2+

7.7.3 Dosage de la bilirubine :

La concentration de la bilirubine a été déterminée par une méthode colorimétrique selon la
méthode de Jendrassik-Grof (1938). L'accélérateur est un mélange de caféine et de benzoate
sodium (Une partie de la bilirubine réagit immeédiatement donne bilirubine directe, 1’autre ne
réagit que si on ajoute de I’alcool ou une solution de caféine (solvant de miscibilité) donne
bilirubine indirecte) et la réaction est faite a un pH acide, mais la lecture est a un pH alcalin
(en milieu alcalin, les azopigments, de rouges en milieu acide, deviennent bleu et I'intensité de
la couleur augmente donc une sensibilité plus grande, 1’absorbance est déterminée a 578 nm.

La bilirubine est exprimée en mg/l de sérum.

7.7.4 Dosage de lactate déshydrogénase:

L’activit¢é du LDH est mesuré en utilisant le pyruvate ou lactate comme substrat, ce réactif
utilise le pyruvate et est basé sur la procédure de Henry et al (1960).
Pyruvate +NADH — lactate + NAD"

La LDH catalyse la réduction du pyruvate en lactate en oxydant le nicotinamide adénine di
nucléotide réduite (NADH) en NAD. L’activité de la LDH peut étre déterminée par le taux de

diminution de 1’absorbance a 340 nm pendant la production de la NAD.

7.7.5 Le dosage d’albumine:

Le dosage est effectué par la méthode colorimétrique (kit biosystéme), la réaction de
I’albumine avec le vert de bromocresol en milieu acide en donnant lieu a un complexe coloré

quantifiable par spectrophotométrie a une longueur d’onde de 628nm (Tietz et al., 1994).

7.7.6 Dosage de fer sérique :

La méthode utilisée pour le dosage du fer est une technique colorimétrique (Kit Fer-
Charonolab). L’ion ferrique présent dans 1’échantillon est uni a la transferrine et libéré par

I’action du guanidinium, puis réduit a 1’état ferreux en présence d’acide ascorbique. L’ion
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ferreux forme un complexe coloré avec la férrozine qui est quantifié par spectrophotométrie a

une longue d’onde de 560 nm.

7.8 Dosage de calcium:

L’analyse de la teneur de calcium a été déterminée par une méthode colorimétrique en
milieu alcalin, les ions de calcium forment un complexe violacé avec le complexe en o-crésol
phataléine. I’intensit¢ de la coloration est mesurée a 750 nm, elle est directement

proportionnelle a la concentration de 1’echantillon (Kit Randox Ca 590).

7.9 Dosage du magnésium sanguin:
Le dosage du magnésium est effectué par la méthode colorimétrique (Kit Chronolab). Le
magnésium présent dans 1’échantillon réagit avec le calmagite en milie alcalin, pour donner

un complexe coloré quantifiable par spectrophotométrie a une longueur d’onde de 520 nm.

7.10 Dosage du sodium, du potasium et du chlore:
La technique ulilisee pour déterminer le taux de Na+, K+ et CI est la potentiométrie
utilisant une électrode sélective aux ions (ISE), spécifique de I’électrolyte dosé¢ (mesure de la

différence de potentiel créée par la solution contenant les ions de référence).

8. Détermination des parametres hématologiques:

Les parameétres hématologiques a savoir le taux d'hémoglobine (Hb), d'hématocrite (Ht), le
nombre de globules rouges, le nombre de globules blancs, le volume globulaire moyen
(VGM), teneur moyen d’un globule rouge (MCH), et les plaquettes sont déterminés a 1'aide
d'un Coulter de type MEDONIC CA530.

9. Etude histologique des organes:

L’étude histologique a été réalisée dans le laboratoire d’anatomie et histopathologie au
niveau du EHU (Etablissement Hospitalier Universitaire) ler Novembre 1954 Oran. Cette
technique nécessite une préparation de fragment des oranges (foie, cerveau) pour I’examen au
microscope optique. Elle requiert plusieurs temps successifs : fixation, I’inclusion, la
déshydratation, I’imprégnation suivie d’une inclusion dans la paraffine pure; ensuite une

coloration suivie d’un montage sur lame et lecture a 1’aide d’un microscope optique.

9.1 La fixation:

Elle a pour but d’immobiliser les constituants cellulaires dans un état voisine a 1’état in vivo,
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elle se fait directement apres le prélevement pour empécher tout putréfaction (altération
microbienne), autolyse (destruction tissulaire par les constituants enzymatiques) parallélement
elle entraine un durcissement de 1’organe (pour maintenir en place toute formation tissulaire),
une protection contre les distorsions et les rétractions, et une préservation de la morphologie
cellulaire et tissulaire en augmentant la consistance du tissu pour faciliter la coupe et de

potentialiser la coloration en améliorant la captation des substances colorantes.

Elle s’effectue directement aprés le sacrifice en immergeant totalement les prélévements
dans le formol a 10% au moins 24 h a une température ambiante et peut durer plusieurs jours

méme plusieurs semaines.

9.2 L'observation macroscopique des organes fixés :

Les organes fixés ont été par la suite mesurés (détermination des dimensions) et découpés
transversalement par un bistouri (en décrivant leur aspect macroscopique) puis placés dans
des histo-cassettes marquées préalablement avant d'étre mises dans un panier de I’appareil

automate de circulation et subir un processus de déshydratation.

9.3 La reéalisation des blocs de paraffine :
11 s’agit d'un passage obligatoire des tissus du formol a la paraffine pour obtenir des blocs,

puis des rubans, étalés enfin sur des lames en verre.

* Premicre étape: I’'imprégnation :

L’inclusion des échantillons en paraffine exige qu’en extraire 1’eau préalablement (une
déshydratation) en suivant les étapes effectuées par un automate d’imprégnation en paraffine
(TP1020/Leica), pendant un cycle de 16h, ou les prélevements sont initialement plongés dans
un bain de formol ensuite dans des bains successifs d’éthanol dont leurs concentrations sont
croissantes puis rincés dans un bain de solvant organique; le xylene permettant une
clarification (éliminer tout traces d'alcool), ils peuvent ensuite étre immergés dans un bain de
paraffine liquide qui va imprégner profondément ces fragments tissulaires. Toutes ces
réactions ont lieu dans des 12 bacs d'automate. La fixation des tissus doit se faire dans les
minutes qui suivent le prélevement, par immersion de la piéce dans une solution saline

(fixateur: mélange de Bouin). Le tissu doit étre aussi proche que possible du vivant.

e Deuxiéme étape: I’enrobage
Elle sert a inclure totalement les fragments tissulaires déshydratés issu de la premiére étape
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dans la paraffine pur (un mélange d’hydrocarbure saturé¢) placées au centre des moules et
remplis au-dessous du robinet de paraffine liquide (a 58°C), puis le tout est ensuite disposé
sur une plaque de refroidissement (-7°C), leurs solidifications permettent de démouler les
blocs facilement qui acquierent une consistance (durcissement de fagon homogeéne), ils sont
menés a la réalisation des sections histologiques minces au microtome.

Cette technique permet aussi la conservation des eéchantillons en empéchant leurs
fragmentations au fil du temps (conservation durant une période illimitée), et elle avait
procédé a une station d'enrobage (Tissue-Tek Dispensing Console) comprenant trois parties:

la plaque chaude (65°C), le robinet de paraffine liquide et la plaque froide (=7°C).

9.4 La microtomie et confection des coupes :

Une fois les blocs de paraffine sont solidifiés, on fixe chaque bloc sur le porte —bloc devant
la lame de microtome (Leica RM 2235) (Fig.13A) et on I’oriente convenablement pour
réaliser des sections de 3um d'épaisseur formant un ruban plissé (Fig.13B), ces rubans sont
¢talés par la suite a la surface d’un bain marie (Leica HI 1210) a 48°C (Fig. 13C) (pourque la
coupe acquiere une certaine planéité) ainsi les sections d’intérét sont péchées sur des lames en
verre (identifies auparavant a I’aide d’un crayon diamanté) en permettant une meilleure
adhésion des coupes sur leurs supports (Figure 13D), ensuite le séchage et le déparaffinage
s'effectuent au niveau de I’é¢tuve (Drying Oven TX-11) (56°C) (Fig. 13E) en quelque minutes
et vers la fin ces lames doit étre placer dans un portoir puis immergées dans un bac de

xyléne(Fig. 13F) pour entamer le processus de coloration d'intérét.

Figure. 13 : La réalisation des coupes par le microtome.
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9.5 Lacoloration des coupes :

La coloration des lames permet de mettre en évidence et de différencier les constituants
cellulaires et tissulaires, en routine la coloration a I’Hémalun Eosine (Hématoxyline et
Eosine) c'est la coloration la plus répandue en histologie, mais ce processus nécessite une

étape préliminaire d'hydratation.

e L’hydratation:

Les lames déparaffinées d'abord doivent étre hydratées, elle se fait en les plongeant dans des
bains successifs de xyléne puis dans bains d’alcool d’ordre décroissant ensuite on rince avec
I’eau.

e Lacoloration:

La coloration offre une lisibilité des sections sous I'analyse microscopique, ou la technique
utilisée est celle de I'nématoxyline, éosine pour renforcer le contraste des composants
cellulaires, I'nématoxyline colore les structures nucléaires (basophiles) en bleu ainsi 1’éosine
colore les structures cytoplasmiques (acidophiles) en rose a rouge, ce procédé se termine par
une deshydratation a l'aide des bains d'alcool de titre croissant suivi par des bains de xylene
avant de passer au montage.

Dans ce cas, les lames sont trempées successivement dans les bains d'automate (Leica st

4040) (Fig.14) permettant I'nydratation, la coloration et la déshydratation en méme temps.

Tableau.03: Temps nécessaires pour chaque type de bain.

Le bac d'automate contenant : Le temps de contact :
Xyléne 5 minutes
Alcool 100% 1 minute
Alcool 95% 1 minute
Alcool 75% 1 minute
Eau 1 minute
Hématoxyline 4 minutes
Eau 8 minutes
Acide chloridrique 1 minute
Carbonates de lithium Iminute
Eau 1 minute
Alcool 95% 1 minute
Eosine 1 minute
Alcool 100% 1 minute
Alcool 100% 1 minute
Xyléne 2 minutes
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Figure.14: l'automate de coloration utilise

9.6 Le montage des lames :

Les lames colorées doivent subir un montage ou on dispose quelques gouttes d'Eukitt sur les
coupes (Fig. 15A) et on les recouvre par des lamelles couvre- objet (Fig. 15B) de facon que la
résine utilisée revéte la totalité de la section (aucune bulle d'air ne doit s'insérer), on accélére
la polymérisation de la colle biologique en placant les lames dans I'étuve (56°C) durant
quelques minutes (Fig. 15C) puis un séchage a l'air libre.

Les lames ainsi préparées (Fig.16) peuvent se conserver sans risque d’étre altérer pendant

une durée illimitée.
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Figure.16: Les lames préparées pour l'analyse microscopique.

9.7 L'observation microscopique :
Finalement, les lames sont prétes pour 1’observation au microscope optique (Leica DM
1000) a plusieurs grossissements (x10 puis x40) (Fig.17) et les photos ont été prises pour des

fins comparatives.

Figure.17: I'examen microscopique des sections histologiques.
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10. Analyse statistique:

Les résultats sont exprimés par la moyenne (M) des valeurs individuelles, affectées de
I’erreur standard a la moyenne (S.E.M). La comparaison de plusieurs moyennes est effectuée
par une analyse de variance (ANOVA) avec le facteur intoxication (Pb, T) et/ou le facteur
traitement (AP, Pb) suivie eventuellement du test Post-Hoc Student-Newman-Keuls :*p <0.05
indique une différence significative.

**p<0.01; indique une différence trés significative; ***p<0.001 indique une différence
hautement significative comparés aux témoins. Les analyses statistiques ont été réalisées avec
le logiciel Sigma Stat (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).
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Résultats et interprétation

1. L’effet du plomb et I’acide phytique sur la croissance pondérale:

Le poids constitue un bon indicateur de croissance des rats expérimentés. Les resultats
montrent que 1’exposition chronique a I’acétate de plomb a raison de (0,2%) induit chez les
jeunes rats agés de 21 jours issus des femelles intoxiquées une baisse significative de poids
comparés aux rats témoins. Cependant les rats qui sont traités préventivement par 1’acide
phytique (AP-Pb) présentent une nette amélioration dans la croissance pondérale (p<0,01) par
rapports aux rats intoxiqués (Tab.04).

De méme, les résultats du traitement curatif (Pb-AP) montrent aussi une augmentation

significative (p<0,01) du poids par rapports aux rats intoxiquées (Tab.04).

Tableau.04: Evaluation des parametres pondéraux chez les différents groupes.

Groupes Poids corporel(g) Poids de Foie (g) Cerveau (9)
Témoin 121,14+3,12 5,95+0,25 1,750,033

Pb 96,85+4,32*** 4,35+0,30*** 1,49+0,046***
AP 120,14+2,51 5,70+0,32 1,70+0,02
AP-Pb 112,5742,06 ** 5,53+0,13** 1,66+0,03**
Pb-AP 111+4,44** 5,50+0,68** 1,65+0,12**

Les valeurs sont exprimées en moyenne = SEM (***: p<0.001; **: p<0.01).

Les rats intoxiqués par le plomb révelent également une baisse significative (p<0,001) dans
le poids relatifs des organes (cerveau et foie) par rapport a ceux des rats témoins. Ceci montre
que le plomb induit un retard de croissance significatif chez les rats traités a la dose de 0,2%.
En revanche, les rats qui sont traités par I’AP quelque soit préventif (AP-Pb) ou curatif (Pb-
AP) présentent une augmentation significative (p<0,01) des poids des organes étudiés par

rapports aux rats intoxiqueés (Tab.04).
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2. Tests neurocomportementaux:
2.1 Evaluation de I’état de résignation (Test d’anxiété):

Les résultats enregistrés concernant ce test d’anxiété montrent que les jeunes rats Wistar
issus des femelles intoxiquées au cours de la période de la lactation présentent un temps de
séjour dans le compartiment éclairé significativement important (p<0,001) comparé a celui
des rats témoins. Ce qui reflete que les sujets exposés au Pb pendant la période de
développement dévoilent un état d’anxiété élevé par rapport aux sujets témoins. Ces résultats
montrent bien que le plomb induit 1’instauration d’un état de stress. Le temps de séjour dans
le compartiment éclairé est significativement moins important (p<0,001) chez animaux qui
sont traités préventivement par 1’acide phytique par rapport a celui des animaux intoxiqués
(Fig.18). Ce qui reflete que les rats exposés au Pb dévoilent un état d’anxiété élevé par

rapport aux autres rats. Le méme résultat est montré pour le groupe curatif (Fig.19).
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Figure.18 : Le temps de séjour passé dans le compartiment éclairé chez les différents lots,
témoins, intoxiqués, témoins traités(AP) et traités intoxiqués (AP-Pb). Les valeurs sont
exprimées en moyenne + SEM; T vs Pb (***: p<0.001); Pb vs AP-Pb (***: p<0.001).
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Figure.19: Le temps de séjour passe dans le compartiment éclairé chez les différents lots
témoins, intoxiques, témoins traités(AP) et intoxiqués traités (Pb-AP).Les valeurs sont
exprimées en moyenne = SEM; T vs Pb (***: p<0.001); Pb vs Pb-AP (***: p<0.001).

2.2 Evaluation du comportement dépressif (Test de la nage forcée) :

L’analyse statistique révéle un temps d’immobilité chez les rats intoxiqués significativement
supérieur (P<0,001) a celui des rats témoins. Cette réduction dans le temps de la nage
explique bien I’incapacité de 1’animal a nager, ceci est due a une diminution du tonus
musculaire. En revanche, nous avons observé une réduction significative (p<0,001) de temps
d’immobilité chez les rats traités par I’AP (préventif et curatif) par rapport a ceux des rats
intoxiqués (Fig.20;21). Ce qui pourrait suggérer que I’AP a la capacité de diminuer et éviter

I’instauration d’un comportement de désespoir.
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Figure.20: Le temps d’immobilité durant le test de la nage forcée chez les rats témoins(T),
intoxiqués(Pb), témoins traités(AP) et traités intoxiquées (AP-Pb). Les valeurs sont exprimées
en moyenne + SEM; T vs Pb (***: p<0.001); Pb vs AP-Pb (***: p<0.001).
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Figure.21: le temps d’immobilité durant le test de la nage forcée chez les rats témoins(T),
intoxiqués(Pb), témoins traités (AP) et intoxiqués traités (Pb-AP). Les valeurs sont exprimées
en moyenne + SEM; T vs Pb (***: p<0.001); Pb vs Pb-AP (***: p<0.001) et AP vs Pb-AP
(***: p<0,001).
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Pour confirmer ces résultats expérimentaux, nous avons déterminé le taux du glucose
sanguin, puisqu'il est un bon marqueur de stress. Les données montrent une élévation
significative de la glycémie chez les rats exposés au Pb par rapport a ceux des rats témoins.
Cependant, le taux de glycémie chez les animaux traités par I’AP est significativement
inferieur (p<0,001) par rapport & celui des animaux intoxiqués. Aussi, il existe une différence
significative entre le groupe intoxiqué traité et le groupe témoin traité, sachant que le taux du
glucose est significativement élevé (p<0,001) chez les rats intoxiqués traités par rapports aux
témoins traités (Fig.22;23).
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Figure.22: Le taux de la glycémie chez les rats témoins(T), intoxiqués(Pb), témoins
traités(AP) et traités intoxiqués (AP-Pb). Les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM; T
vs Pb (***: p<0.001); Pb vs AP-Pb (***: p<0.001), AP vs AP-Pb (***: p<0.001).
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Figure.23: Le taux de la glycémie chez les rats témoins(T), intoxiqués(Pb), témoins
traités(AP) et intoxiqués traités (Pb-AP). Les valeurs sont exprimées en moyenne = SEM; T
vs Pb (***: p<0.001); Pb vs Ph-AP (***: p<0.001), AP vs Pb- AP (***: p<0.001).

2.3 Evaluation de I’activité locomotrice (Open Field) :

Les analyses statistiques du test Open Field ont montré un comportement de type anxieux
chez les rats intoxiqués au Pb qui est observé par une augmentation significative (p<0,001) de
temps de latence. Une diminution significative (p<0,001) de nombre de visite du centre
comparé aux rats témoins. Par contre les rats traités intoxiqués présentent une réduction
significative (p<0,001) du temps de latence et une augmentation significative (p<0,05) du
nombre de visite au centre qui peut expliquer que 1’acide phytique réduit les effets de stress
(Fig.24).

Par ailleurs, les rats exposés au Pb montrent une réduction significative de 1’activité
locomotrice qui est représentée par le nombre de carreaux traverses et le nombre de
redressement (p<0,001; p<0,001 respectivement) par rapport aux rats témoins. En revanche,
I’administration préventive de 1I’AP induit une élévation significative du nombre des carreaux
traversés (p<0,001) et le nombre de redressement (p<0,05) par rapport au groupe intoxiqué
(Fig.24).
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Aucune différence significative n’est observée en termes de nombre défécation et le nombre
du toilettage entre les différents lots.

Les mémes résultats ont été observés chez le lot curatif comparé au lot intoxiqué (Fig.25)
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Figure.24: La comparaison des différents parametres du test Open Field entre les rats
témoins(T), intoxiqués(Pb), témoins traités (AP) et traités intoxiqués (AP-Pb). Les valeurs
sont exprimées en moyenne + SEM ; T vs Pb (***: p<0.001) ; Pb vs AP-Pb (***: p<0.001; *:
p<0,05).
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Figure.25: La comparaison des différents parameétres du test Open Field entre les rats
témoins(T), intoxiqués(Pb), témoins traités(AP) et intoxiqués traités (Pb-AP). Les valeurs
sont exprimées en moyenne + SEM; T vs Pb (***: p<0.001); Pb vs Pb-AP (***: p<0.001;*:
p<0,05).
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2.4 Evaluation de I’apprentissage spatial (Piscine de Morris):

2.4.1 Lot préventif :

Pendant la phase d’apprentissage, les resultats ne révélent aucune différence significative
(p>0.05) entre tous les groupes pendant le premier et le deuxieme jour en termes de temps de
latence.

Les données enregistrées montrent une interaction significative entre le traitement AP et
I’intoxication (Pb) en termes de vitesse d’échappement ce qui signifié que les animaux

apprennent difféeremment selon leur intoxication et traitement a travers les jours.

A partir de troisieme jour d’apprentissage, les résultats montrent que le temps
d’échappement chez les rats intoxiqués est significativement éleveé a celui des rats témoins et
les rats traités par AP (p<0,001; p<0,01 respectivement).

Pour le quatrieme jour, aussi il existe une différence significative entre les lots sachant que les
animaux exposés au Pb présentent un temps d’échappement élevé par rapport les animaux
témoins et les animaux traites (p<0,001; p<0,001 respectivement) (Fig.26).

Pendant le probe test, il n'y a aucune différence significative (p>0.05) entre tout les groupes
pour le temps passé dans le quadrant nord ouest (Fig.27).

Pendant I'essai de la plateforme visible, le groupe Pb ne présente aucune différence
significative (p>0.05) en termes de temps de latence comparé au groupe témoin et groupe
traité intoxiqué (Fig.28).

Donc, ces resultats indiquent que le Pb interfére avec I’induction de la potentialisation a
long-terme qui est montré par une diminution des performances dans le labyrinthe de Morris,

par contre I’ AP augmente la mémorisation par la réduction du taux de Pb cérébrale.
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Figure.26: Temps d’échappement durant la phase d’apprentissage de la piscine de Morris chez
les rats témoins (T), les rats exposés au plomb (Pb), témoins traités (AP) et les rats traités
intoxiqués (AP-Pb). Les valeurs sont exprimées en moyenne £ SEM : T vs Pb (***: p<0,001);
Pb vs AP-Pb(** :p<0,01;***p<0,001)
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Figure.27: Temps passe dans le quadrant (NO) durant le probe test par les rats témoins (T),
les rats intoxiqués au Pb, témoins traités (AP) et les rats traités intoxiqué (AP-Pb). Les valeurs
sont exprimées en moyenne + SEM.

Aucune différence significative n’est observée entre les différents groupes p>0.05.
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Figure.28: Temps de latence durant la phase de la plateforme émergée de la piscine de
Morris chez les rats témoins (T), intoxiqué (Pb), témoins traités(AP) et les rats traités

intoxiqués (AP-Pb). Les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM.

Aucune différence significative n’est observée entre les différents groupes p>0.05.

2.4.2 Lot curatif :

Pour le 1% et le 2°™ jour du test d’apprentissage, il n’ya aucune différence significative
dans le temps d’échappement entre les lots (T, Pb et Pb-AP). Dans le 3*™ jour les analyses
statistiques révelent que le temps d’échappement est significativement élevé (p<0,001) chez
les rats intoxiqués par rapports aux témoins. De méme il existe une différence significative
entre les rats intoxiqués traites et les rats témoins traités par AP, dont le temps d’échappement
est significativement supérieur (p<0,01) chez les rats intoxiqués traités a celui des animaux
témoins traités. Pour le 4°™ jour, le temps d’échappement par les rats intoxiqués non traités
est significativement supérieure a celui des rats témoins et des rats intoxiqués traités
(p<0,001; p<0,001) respectivement (Fig.29).

Pour le probe test, il n'y a aucune différence significative (p>0.05) entre tous les groupes
pendant le temps passe dans le quadrant nord ouest (Fig.30).

Pour le test de la plateforme visible, le groupe Pb ne présente aucune différence significative
(p>0.05) en termes de temps de latence comparé au groupe témoin et groupe intoxiqué traité

(Fig.31).
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Figure.29: Temps d’échappement durant la phase d’apprentissage de la piscine de Morris
chez les rats témoins (T), les rats exposés au plomb (Pb), témoins traités(AP) et les rats
intoxiqué traités (Pb-AP). Les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM: T vs Pb (***: p<
0,001); Pb vs Pb-AP (p<***0,001) et AP vs Pb-AP (**:p<0,01).
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Figure.30: Temps passe dans le quadrant (NO) durant le probe test par les rats témoins (T),
les rats intoxiqués au Pb, témoins traités(AP) et les rats intoxiqués traités (Pb-AP). Les
valeurs sont exprimées en moyenne + SEM.

Aucune différence significative n’est observée entre les différents groupes p>0.05 (Fig.30).
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Figure.31: Temps de latence durant la phase de la plateforme émergée de la piscine de Morris
chez les rats témoins (T), intoxiqué (Pb), témoins traités(AP) et les rats intoxiqués traités
(Pb-AP). Les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM.

Aucune différence significative n’est observée entre les différents groupes p>0.05 (Fig.31).

3. Evaluation du taux de plomb sanguin et cérébral :

3.1 LaPlombémie :

L’exposition des femelles gestantes et lactantes a une dose de 0,2% d’acétate de Pb pendant
une durée de 42 jours, permet d’enregistrer un taux de plombémie de 1’ordre 176,35+ 10,75
chez les nouveaux nés. En effet, I’analyse statistique révele une bonne imprégnation du plomb
au niveau sanguin qui au cours de la période de la gestation et lactation est significativement
supérieure a celle des rats témoins (P<0,001) (Fig.32).

Les rats exposés au Pb et préalablement traités par I’AP ont montré une diminution
hautement significative (p<0,001) de la plombémie (9,6+0,9 pg/l) par rapport a celle des rats
intoxiqués et non traités (Fig.32).

Des réductions significatives (P<0,001) du taux de plombémie (17,5£0,8 ng/l) chez les rats
traités par AP et intoxiqués au Pb par rapport a celui des rats témoins. De méme, il existe une
augmentation significative de la plombémie (p<0,05) dans le lot curatif comparé au lot

témoin traité (Fig.33).
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Figure.32: La comparaison de la plombémie chez les rats témoins (T), rats intoxiques (Pb),
rats témoins traités (AP) et les rats traités intoxiqués (AP-Pb). Les valeurs sont exprimées en
moyenne = SEM T vs Pb :(***: p<0.001) ; Pb vs AP-Pb: (*** : p<0,001).
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Figure.33: La comparaison de la plombémie chez les rats témoins (T), rats intoxiqué(Pb), rats
témoins traités (AP) et les rats intoxiqués traités (Pb-AP). Les valeurs sont exprimées en
moyenne = SEM T vs Pb: (***: p<0.001); Pb vs Pb-AP (***:p<0,001); AP vs Pb (*: p<0,05).
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3.2 Dosage du plomb dans le cerveau:

Au niveau cérébral, nous avons enregistré un taux de plomb de I’ordre de 128,35+6,25 ug/g
chez lez rats intoxiqués par le Pb pendant la période de gestation et lactation. De ce fait, la
concentration du plomb cérébral est significativement supérieure (p<0,001) chez les rats
intoxiqués comparés aux rats témoins, ce qui signifié que le plomb passe a travers la barriére
hématoencéphalique et agit au niveau du cerveau.

Dans le traitement préventif, la concentration cérébrale du Pb est de 14,95+3,65u0/g, donc
il est significativement inférieur (p<0,001) par rapports au lot intoxiqué non traité, ce qui
signifie que 1’acide phytique peut réduire le taux du Pb cérébral (Fig.34).

Pour le traitement curatif, on a enregistré une diminution du taux de Pb cérébral (34,3 + 4,2)
qui est significativement inferieur (p<0,01) a celui du groupe intoxiqué. On n’a noté que la
valeur de la teneur du Pb au niveau céréebral chez le lot curatif est supérieur par rapport a celle
du lot témoin traité (p<0,05) (Fig.35).
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Figure.34: La comparaison de la concentration du plomb dans le cerveau entre les rats
témoins(T), les rats intoxiqués (Pb), les rats témoins traités(AP) et les rats traités intoxiqués
(AP-Pb). Les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM T vs Pb: (***: p<0.001); Pb vs AP-
Pb: (*** : p<0,001).
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Figure.35 : La comparaison de la concentration du plomb dans le cerveau entre les rats
témoins(T), les rats intoxiqués (Pb), les rats témoins traités(AP) et les rats intoxiqués traités
(Pb-AP). Les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM T vs Pb :(***: p<0.001) ; Pb vs Pb-
AP: (**: p<0,01) et AP vs Pb-AP: (* : p<0,05).

4. Evaluation des paramétres hématologiques:

La détermination des paramétres hématologiques (FNS) chez les rats intoxiques par le Pb
aprés 42 jours d’expérimentation a révélé une baisse significative (p<0,01) des globules
rouges, hématocrite, hémoglobine et une augmentation non significative dans la teneur des
plaquettes et les globules blanc comparée a celle des rats témoins. Ce qui indique que le Pb a

provoqué une anémie et une hémolyse chez les rats intoxiqueés.

4.1 Lot préventif:

Les rats traités préventivement par 1’acide phytique puis exposés au Pb présentent une
élévation significative (p<0,01) des globules rouges, hématocrite, hémoglobine (GR, HTC et
HGB) et une réduction non significative des GB et PLT par rapports aux rats intoxiqués
(Tab.05).
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Les animaux intoxiqués par le Pb puis traités par I’AP, présentent les mémes résultats les

rats traités préventivement par 1’acide phytique. On observe une augmentation significative
(p<0,01) de GR, HGB, et HTC chez les rats intoxiqués traités par rapport aux rats intoxiqués
(Tab.05).

Concernant les GB et les PLT (Tab.05), il existe une diminution non significative chez le

groupe curatif comparé au groupe Pb.

Tableau.05: Evaluation des parameétres hématologiques chez les différents groupes testes.

Témoin Pb PA PA-Pb Pb-AP
GR [6,87+0,19 5,11+0,16** 6,76+0,16 6,07+0,26** 5,80+0,29**
HGR | 120,71+2,87 | 108,71+1,94** | 120,57+1,88 | 115,28+2,30** | 115,71+1,06
HTC | 35,07+ 0,74 26,7+1,15** 34,01+0,56 30,6+0,79** 31,27+0,85**
GB |6,18+0,24 6,88+0,24 6,07+0,31 6,57+0,34 6,57+0,25
PLT | 407,14+25,97 | 440,42+21,81 | 407,71+23,59 | 418,14+10,91 | 419,42+9,16

Les valeurs sont exprimées en moyenne = SEM (***: p<0.001; **: p<0.01).

A partir de ces analyses, on observe une diminution non négligeable des GR chez les rats
intoxiqués. En revanche, L’AP joue un r6le de protection et de réparation des GR. Pour
confirmer ces résultats, nous avons procédé a la détermination les concentrations des ions
principalement Na+, K+ et CI' chez les différents lots, sachant que les ions sont des bon
marqueurs de I’hémolyse. Les résultats montrent une élévation significative du taux de
sodium, potassium et chlore (p<0.05, p<0.01 et p<0,05 respectivement) chez le lot intoxiqués
par rapport au lot témoin. Par contre une diminution significative taux de sodium, potassium
et chlore a été enregistrée chez les groupes préventif et curatif comparée au groupe intoxiqué
(p<0.05, p<0.01 et p<0.05 respectivement) (Tab.06).

L’analyse du sérum montre une diminution hautement significative (P<0.001) de la
calcémie chez les rats exposés au Pb par rapport aux rats témoins. Ces résultats indiquent bien
I’effet compétiteur du Pb sur les autres oligo-éléments (particulierement le calcium)
indispensable au bon fonctionnement de 1’organisme. Tandis qu’on remarque que chez le
groupe recevant de I’AP préventivement, le taux du calcium sanguin est significativement
haut (p<0.001) par rapport au groupe intoxiqué, ce qui peut étre expliqué par le role de I’acide
phytique dans la régulation de I'hnoméostasie du calcium (Tab.06).

Le taux de la calcémie chez le groupe curatif est significativement supérieur (p<0,01) par
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rapport au groupe intoxiqué. Par contre, il est significativement inferieur (p<0,05) comparé
au groupe témoin traité (AP) (Tab.06).

Cependant, les données enregistrées montrent une diminution non significative du taux de
magnésium sanguin chez les rats intoxiqués par rapport aux rats témoins et une augmentation
non significative chez les rats traités préventivement et curativement par AP par rapport aux

rats intoxiques (Tab.06).

Tableau.06 : Les électrolytes du sang chez les différents groupes testes.

Témoin Pb PA PA-Pb Pb-AP
Sodium (mEq/Il) 122,37+2,61 | 129,08+2,14* 123,48+0,84 | 124,85+1,10* 125,85+1,33*
Potassium (mEg/l) | 6,16+0,28 8,01+0,25** 6,42+0,11 6,65+0,13** 6,83+0,30**
Cl- (mEqg/l) 106,32+0,36 | 111,97+2,39* 106,88+0,89 | 105,77+0,71* 107,1+1,58*
Mg+2 (mEg/Il) 24,16+£0,94 | 20,23+2,19 24,81+1,11 22,9+1,19 23,52+1,28
Ca+2 (mg/l) 118,50+2,59 | 90,19+3,32*** | 109,93+1,96 | 103,43+1,91*** | 101,67+1,93 **

Les valeurs sont exprimées en moyenne £ SEM (***: p<0.001; **: p<0.01; * p<0.05).

5. Dosage biochimique:
5.1 Evaluation lipidique :

L’analyse des marqueurs de la fonction lipidique, indique qu’au niveau sérique, I’activit¢ du
cholestérol et triglycérides sont significativement plus élevées (p<0,01) chez les rats
intoxiqués comparés aux rats témoins. Le traitement préventif par I’AP a permis d’observer
une diminution significative dans le cholestérol total et triglycérides comparés aux rats
intoxiqués (Fig.36). De méme, le traitement curatif a réduit significativement les teneurs du
cholestérol total et triglycérides chez les rats intoxiqués traités comparés aux rats intoxiqués
(Fig.37).
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Figure.36: La comparaison du dosage lipidique entre les rats témoins(T), les rats
intoxiqués(Pb), les rats témoins traités(AP) et les rats traités intoxiqués (AP-Pb). Les valeurs

sont exprimées en moyenne £ SEM T vs Pb: (**: p<0.01) ; Pb vs AP-Pb: (**: p<0.01).
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Figure.37: La comparaison du dosage lipidique entre les rats témoins(T), les rats
intoxiqués(Pb), les rats témoins traités (AP) et les rats intoxiqués traités (Pb-AP).Les valeurs
sont exprimées en moyenne £ SEM T vs Pb: (**: p<0.01) ; Pb vs Pb-AP: (*: p<0.05).
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5.2 Evaluation de la fonction rénale:

5.2.1 Dosage de urémie :

Les données obtenues montrent une urémie significativement élevé chez les rats exposés.
Ces résultats montrent bien que le Pb peut provoquer un dysfonctionnement rénal, en agissant
sur la filtration glomérulaire en induisant des troubles au niveau de la concentration de ['urée

dans le sang.

Les résultats du lot préventif montrent une réduction significative (p<0,01) du I’urémie

par rapport a celle du lot intoxiqué (Fig.38).

Pour le groupe curatif (Pb-AP), le taux de I’urée sanguin est significativement important

(p<0,05) compareé a celui du groupe intoxiqué (Fig.39).
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Figure.38 : La comparaison de 1’urémie entre les rats témoins(T), les rats intoxiqués (Pb), les
rats témoins traités(AP) et les rats traités intoxiqué (AP-Pb). Les valeurs sont exprimées en
moyenne + SEM T vs Pb :(**: p<0.01); Pb vs AP-Pb: (** : p<0,01).
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Figure.39: La comparaison de 1’urémie entre les rats témoins(T), les rats intoxiqués (Pb), les
rats témoins traités(AP) et les rats intoxiqués traités (Pb-AP). Les valeurs sont exprimées en
moyenne = SEM T vs Pb :(**: p<0.01) ; Pb vs Pb-AP: (** : p<0,05).

5.2.2 Dosage de la créatinine:

La créatinine présente des valeurs significativement élevées chez les rats exposés au Pb
comparativement avec celles des rats témoins. Cependant, chez les animaux traités par 1’AP
puis intoxiqués par le Pb présentent une diminution hautement significative (p<0,001) de la

créatinine par rapport aux intoxiqués (Fig.40).

Le lot curatif montrent un taux de créatinémie significativement inferieur (p<0,01) a celui
du lot intoxiqué non traités. D’autre part, on observe une élévation significative de la
concentration de la creatinine chez le lot curatif par rapport au lot témoins traités par 1I’AP
(p<0,01) (Fig.41).
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Figure.40: la comparaison de la créatinémie entre les rats témoins(T), les rats intoxiqués(Pb),
les rats témoins traités(AP) et les rats traités intoxiqués (AP-Pb). Les valeurs sont exprimées
en moyenne + SEM T vs Pb :(***: p<0.001) ; Pb vs Aph-Pb (*** :p<0,001).
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Figure.41: la comparaison de la créatinémie entre les rats témoins(T), les rats intoxiqués(Pb),
les rats témoins traités(AP) et les rats intoxiqués traites (Pb-AP). Les valeurs sont exprimeées
en moyenne £ SEM T vs Pb :(***: p<0.001) ; Pb vs Pb-AP (**:p<0,01); AP vs Pb-AP
(** :p<0,01).
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5.2.3 Dosage de I’acide urique :

L’analyse du taux de 1’acide urique sanguin chez les rats intoxiqués présente une
augmentation significative (p<0,05) par rapports a celui des rats témoins. D’autre part, il
existe une diminution non significative de 'uricémie chez le groupe préventif comparé
groupe exposé au Pb (p>0,05) (Fig.42). Le méme résultat & été observé chez les rats traités

curativement par AP par rapport aux rats intoxiqués (Fig.43).
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Figure.42: la comparaison de 1’uricémie entre les rats témoins(T), les rats intoxiqués(Pb), les
rats témoins traités(AP) et les rats traités intoxiqués (AP-Pb). Les valeurs sont exprimées en
moyenne + SEM T vs Pb :(*: p<0.05).
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Figure.43: la comparaison de 1’uricémie entre les rats témoins(T), les rats intoxiqués(Pb), les
rats témoins traités(AP) et les rats intoxiqueés traités (Pb-AP). Les valeurs sont exprimées en
moyenne = SEM T vs Pb :(*: p<0.05).
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5.3  Evaluation de la fonction hépatique :
5.3.1  Dosage des transaminases ASAT et ALAT:

L’analyse des marqueurs de la fonction hépatique indique que le niveau sérique de I’activité
de ASAT et ALAT est significativement plus elevé (p<0.001) chez les rats intoxiqués au Pb
comparé aux rats témoins. Ce qui reflete que I’exposition au Pb provoque une atteinte
hépatique. Cependant le traitement par I’AP permet d’observer une réduction significative
(p<0.001) dans le taux des transaminases (ASAT et ALAT) chez les rats traités intoxiqués
(Fig.44, 45), méme chez les rats intoxiqués traités par rapport a celui des rats intoxiqués
(Fig.46, 47).
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Figure.44: La comparaison de la concentration de I’ASAT entre les rats témoins(T), les rats
intoxiqués(Pb), les rats témoins traités(AP) et les rats traités intoxiqués (AP-Pb). Les valeurs
sont exprimées en moyenne £ SEM T vs Pb :(***: p<0.001); Pb vs AP-Pb : (***:p<0,001)
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Figure.45: La comparaison de la concentration de I’ALAT entre les rats témoins(T), les rats
intoxiqués (Pb), les rats témoins traités(AP) et les rats traités intoxiqués (AP-Pb). Les valeurs
sont exprimées en moyenne £ SEM T vs Pb: (***: p<0.001); Pb vs AP-Pb: (***: p<0,001)
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Figure.46: La comparaison de la concentration de I’ASAT entre les rats témoins(T), les rats
intoxiqués(Pb), les rats témoins traités(AP) et les rats intoxiqués traités (Pb-AP). Les valeurs
sont exprimées en moyenne £ SEM T vs Pb :(***: p<0.001) ; Pb vs Pb-AP : (*** :p<0,001)

85




Résultats et interprétation

HT
HPhb
WAP

ALAT(ulf)

mPb-AP

Figure.47: La comparaison de la concentration de I’ALAT entre les rats témoins(T), les rats
intoxiqués (Pb), les rats témoins traités(AP) et les rats intoxiqués traités (Pb-AP). Les valeurs sont
exprimées en moyenne = SEM T vs Pb :(***: p<0.001); Pb vs Pb-AP : (***:p<0,001).

5.3.2 Dosage de phosphatase alcalin (PAL):

L’intoxication par I’acétate de plomb induit une élévation significative (p<0,01) du taux de
PAL chez les rats intoxiqués par rapports aux témoins. Toutefois, une baisse significative
(p<0,01) chez les rats traités préventivement par I’AP par rapport aux rats intoxiqués (Fig.48).
La concentration sérique de la PAL chez les rats traités et préalablement intoxiqués présentent

une diminution significative (p<0,05) comparés aux rats intoxiqués par le Pb (Fig.49).
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Figure.48: La comparaison de la concentration du PAL entre les rats témoins(T), les rats
intoxiqués(Pb), les rats témoins traités(AP) et les rats traités intoxiqués (AP-Pb). Les valeurs
sont exprimées en moyenne £ SEM T vs Pb :(**: p<0.01); Pb vs AP-Pb : (** :p<0,01).
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Figure.49: La comparaison de la concentration du PAL entre les rats témoins(T), les rats
intoxiqués(Pb), les rats témoins traités(AP) et les rats intoxiqués traités (Pb-AP). Les valeurs
sont exprimées en moyenne £ SEM T vs Pb: (**: p<0.01); Pb vs Pb-AP: (*: p<0,05).

5.3.3  Dosage de la bilirubine, ’albumine, fer sérique et du LDH:

Les résultats des autres parameétres biochimiques (Albumine, fer sérique, LDH, bilirubine
totale) sont illustrés dans le tableau 07.

Les résultats concernant le dosage de 1’albumine montre qu’il y a une diminution
significative (p<0,001) chez les rats intoxiqués par rapport aux rats témoins. Cette
hypoalbuminie refléte un dysfonctionnement hépatique.

De plus, les données enregistrées montrent que le plomb induit chez les animaux exposés au
Pb durant la période de gestation et la lactation une baisse significative (P<0,001) du taux du
fer sérique par rapport aux témoins.

L’analyse statistique révéle que la teneur en LDH et en bilirubine totale est significativement
supérieur (P<0,01) chez les rats intoxiqués au Pb comparée aux témoins (Tab.07).

Par ailleurs, I’administration de I’AP soit curativement ou préventivement ont montré une
augmentation significative (P<0,01) des parameétres biochimiques (Albumine, fer total) et une
réduction significative du LDH et bilirubine totale (p<0,05; P<0,01) comparés aux rats

intoxiqués (Tab.07).
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Tableau.07 : Effet du plomb et AP sur le taux de bilirubine, albumine, fer sérique et LDH.

Témoin Pb PA AP-Ph Pb-AP
Bilirubine 3,15+0,16 3,98+0,09*** 3,04+0,14 3,29+0,17*** | 3,33+0,07***
albumine 41,83+1,22 28,48+0,67*** 39,32+1,47 | 36,47+0,72*** | 34,14+ 1,11**
Fer serique | 465,78+12,09 | 370,58+14,94*** | 457,43+12,02 | 444,75+6,28*** | 436,91+13,52**
(Hg/dI)
LDH(UI/) 493,57+15,37 | 562,57+12,15** | 496,28+11,26* | 501,28+13,17* | 518+14,97*

Les valeurs sont exprimées en moyenne £ SEM (***: p<0.001; **: p<0.01; *p<0.05).

6. Etude histologique :

6.1 Effet du Plomb et AP sur I’histologie du foie :

Les coupes histologiques du foie des rats intoxiques par le plomb montrent une nécrose et le
parenchyme hépatique si¢ge d’un gonflement avec une diminution de nombre des hépatocytes
(Fig.50, A et C) par rapport du foie des rats témoins.

Par ailleurs, 1’étude histopathologique des échantillons hépatiques des rats exposés au Pb et
préalablement traités par I’AP a montré des signes de régénérations: hépatocytes de grande

taille binucléés au cytoplasme granuleux (Fig.50, D).

Toutefois, le groupe curatif a révelé un parenchyme hépatique sans particularité

histologique. De plus, aucune nécrose ni de Iésions épithéliale n’est observé (Fig.50, E).

La figure (Fig.50, B) a permis d’observer au niveau des tissus hépatiques, prélevés des rats
traités uniquement avec de I’AP des agencements cellulaires normaux ou une architecture
cellulaire bien préservees, ainsi que des hépatocytes avec un cytoplasme bien préservé et un
important noyau. De méme, il n’a été observé aucune lésion tissulaire ni de foyers

inflammatoires.

6.2 Effet du Plomb et AP sur I’histologie du cerveau :
L’étude histologique sur le cerveau a montré un parenchyme cérébral normal, sans

particularité histologique chez les différents lots testés (Fig.51).
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Figure.50: la microscopie optique de tissu hépatique G:(x 40). (A) : une coupe hépatique des rats
témoins est apparue avec I’architecture normale. (B): section de foie normal des rats témoins traités
(C) : les rats exposés au Pb montré une nécrose hépatique (fleche noire) (D): parenchyme hépatique
normal des rats traités intoxiqués. (E): les rats exposés au Pb puis traités avec I’AP montré une
régénération hépatocytaires (fleche noire).
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Figure. 51: La microscopie optique de parenchyme cérébral G (x40). (A): les rats témoins, (B):
les rats témoins traités(AP), (C): les rats intoxiqués(Pb) (D): les rats taités intoxiqués (AP-Pb) (E): les
rats intoxiqués traités (Pb-AP).
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Discussion:

L’exposition chronique au plomb conduit & son accumulation dans les organismes ou dénué
de toute fonction physiologique, il exerce uniquement des effets toxiques qui constituent une
menace permanente pour la santé des populations. 1l modifie le fonctionnement cellulaire en
perturbant de nombreuses voies métaboliques et différents processus physiologiques (Liu et
al., 2008).

La détoxication par un chélateur semble étre efficace et peut éliminer de maniere

préférentielle le plomb des os et des tissus mous. Ces agents chimiques tel que ’EDTA doit

absolument étre évité, non seulement, il chélate des éléments essentiels comme le Ca*? et le

Mg*2, mais le complexe qu’il forme avec le mercure est toxique. Cependant une nouvelle

approche thérapeutique contre 1’intoxication aux métaux lourds est basée sur 1’utilisation

d’agent naturel a pouvoir chélateur important.

L’objectif de la recherche d’aujourd’hui est de mettre en relief les questions liées aux
chélateurs naturels. Outre 1’intérét de la provenance naturelle de ces substances, une attention
particuliére sera portée sur leur identification, leurs mécanismes d’actions et leurs activités
biologiques. L'acide phytique (AP) est une substance présente dans de nombreux types
d'aliments d'origine végétale. L’AP a un effet antiagrégant plaquettaire et réduit le cholestérol
sérique et les triglycérides, suggérant un réle potentiel dans les maladies cardiovasculaires,
modulation de la sécrétion d'insuline dans les cellules béta du pancréas et inhibition de la
cristallisation de I'oxalate de calcium urinaire empéchant ainsi le développement de calcul
rénal (Vucenik et al., 1999 et Grases et al.,2000).

Notre étude consiste a évaluer d’une part, les effets pathologiques induits par le plomb selon
différentes approches: neurocomportementales, biochimiques et histologiques. D’autre part,
tester 1’efficacité de 1’acide phytique vis-a-vis 1’intoxication chronique a I’acétate du plomb

chez les rats Wistar en période de développement.

1. Effet du Pb et ’AP sur la croissance pondérale:

Les résultats obtenus apres 1’exposition a l'acétate de plomb ont montré une nette diminution
dans le gain du poids chez les rats exposés au plomb comparés aux témoins. Nous avons

observé également une réduction dans le poids relatif des organes étudiés (foie et cerveau), ce
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qui est justifiee par la perturbation dans leurs fonctionnements. Ces résultats montrent bien
que le plomb induit un effet anorexigene par une action directe sur les centres nerveux
responsable de la régulation de la satiété et de la faim. Nos données sont en accord avec les
travaux entrepris par différents auteurs qui ont observé une réduction dans la consommation

de la nourriture chez les rats intoxiqués au plomb (Antonio et al., 2003; Smith et al., 2008).

Par conséquent, I’administration préventive et curative de I’acide phytique était protectrice
contre la perte du poids résultant de I’addition du Pb, ceci comparé aux rats exposés au plomb
et non traités. Ce regain de poids enregistré pourrait étre di a I’effet de I’acide phytique sur la
microflore intestinale en stimulant 1’absorption des nutriments et régulier 1’élimination fécale
(Sekita et al., 2016). Nos observations sont aussi en accord avec ceux de Daley et al., 2013;
Norazalina et al., 2010 qui ont indiqué que 1’acide phytique permis d’enregistrer un regain

de poids chez les rats intoxiqués.

2. Effets du Plomb et ’acide phytique sur le comportement cognitif :
Plusieurs parameétres neurocomportementales ont été évalués y compris: l'activité
locomotrice, le niveau d’anxiété, dépression, les capacités d’apprentissage et de

mémaorisation.

Concernant le test du compartiment obscurité / lumiére (dark and light test) qui est utilisé
pour déterminer 1’état de stress chez les rats, sachant que ces derniers ont généralement
horreur des endroits tres éclairés. Ainsi, plus I'animal est anxieux, plus son exploration se
réduira au compartiment sombre (Langen et al., 2005). En effet, nous avons noté que le
temps de séjour des ratons issus de femelles exposées au plomb pendant la gestation et la
lactation dans le compartiment lumineux est plus important que celui des rats témoins. Nos
résultats sont en accord avec Kahloula et al., 2009. Ce qui confirme que I’administration du
Pb a une dose de 0,2% durant la période prénatale engendre un effet anxieux. L’¢laboration
de I’état anxieux correspond a des perturbations qui sont associées au systéme
dopaminergique et cholinergique (Bear et al., 2007) et pourraient étre traduit par une
interaction du Pb avec les neurones sérotoninergiques et dopaminergiques de I’hippocampe
(Leret et al., 2003). Etant donné que tout comportement dépend d’une commande cérébrale,
les désordres comportementaux observés chez 1’animal anxieux orientent la réflexion vers
I’existence d’un dysfonctionnement dans la circulation ou le traitement de 1’information au

sein du systéme nerveux central (Slimani et al., 1997).
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Le test de la nage forcée (Forced Swimming Test: FST) a permis d’observer un temps
d’immobilité (TIM) significativement élevé chez le groupe intoxiqué au Pb par rapport a celui
du groupe témoin. Ces résultats prouvent bien que I’exposition au Pb entraine un état de
désespoir chez I’animal intoxiqué qui se manifeste par une réduction dans la nage et
I’installation d’un état de désespoir. Ces observations s’accordent avec d’autres chercheurs
(Leret et al., 2003; Soeiro et al., 2007; kahloula et al., 2009). Le stress métallique répété
altere les capacités plastiques de I’hippocampe et une carence en BDNF (Brain Derived
Neurotrophic Factor), un facteur permettant la survie et la croissance neuronale (Maletic et
al., 2007).

Afin de justifier ces données expérimentales, nous avons procédé a un dosage de glucose qui
est un bon indicateur de stress. Une élévation significative de la glycémie a été enregistree
chez les rats exposés au Pb par rapport a celle des rats témoins, ceci est di a 1’inhibition de la
plupart des enzymes glycolytiques et ceux intervenants dans le cycle de Krebs comme
I’hexose kinase, pyruvate kinase et aussi suite au stress oxydatif et I’inflammation des tissus
qui s’ensuit pourraient étre responsable de cette hyperglycémie (Mastrocola et al., 2005;
Somfai et al., 2006).

De méme, I’exposition a I’acétate de plomb pendant une durée de 6 semaines avec une dose
de 0,2% a provoqué une diminution significative dans 1’activité locomotrice chez les rats
exposes aux Pb. Ce comportement engendré par une altération de I’activité dopaminergique
associé a une perte des récepteurs post-synaptique dans le corps strié, conduisant a une
déplétion des neurones dopaminergiques dans la substance noire qui a pour conséquent une
atteinte dans la structure des récepteurs au niveau des noyaux caudés et le putamen, la
principale région visée par ’intoxication au Plomb (Racette et al., 2012). Cette hypoactivité
locomotrice significative qui se traduit par une baisse de hombres des carreaux traversés, de
plus, ’installation d’un état de stress qui est représenté par une baisse significative du nombre
de visites dans le centre chez les sujets exposés au Pb. Ces données sont en accord avec ceux
de Fordhal et al., 2012; He et al.,2015).

De plus, les résultats relatifs au test d’apprentissage spatial ont permis d’observer que
I’exposition au Pb pendant le période de gestation et de lactation cause une perturbation
cognitive. Cette perturbation se traduit par une augmentation du temps de latence avant de
trouver la plateforme immergée durant le test. Par contre, on note aucune différence
significative en termes de temps passe dans le quadrant nord ouest entre tous les groupes
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pendant le probe test. Ces observations concordent avec celles de certains auteurs qui
démontrent bien, une altération des performances d’apprentissage dans le test du labyrinthe
aquatique chez les rats exposes au Pb pendant la gestation et la lactation (Li et al., 2014;
Kahloula et al., 2009). Il a été reporté que la période de gestation et lactation est une période
trés sensible a I’intoxication au Pb qui altére le développement feetal (Kim et al., 2002) et

cause des deéficits cognitifs a long terme (Lanphear et al., 2000; Rumbeiha et al., 2001).

En revanche, nous avons observé que 1’administration de ’acide phytique améliore les
perturbations causés par I’intoxication au Pb. Dans le test du compartiment obscurité¢/lumicre
(dark and light), les rats qui sont traités préventivement et curativement par I’acide phytique
présentent une baisse significative dans le temps passé dans le compartiment éclairé par
rapports aux rats intoxiqués et non traités, ce qui signifie que 1’acide phytique diminue I’état
d’anxiété chez les animaux. De méme, le test de la nage forcée montre une diminution
significative du temps d’immobilité chez les rats traités intoxiqués comparés a celui des rats
intoxiqués non traités. De ce fait, le traitement par 1’acide phytique diminue 1’effet dépressif
chez les animaux exposés au Pb. De plus, la glycémie était plus basse dans les groupes
recevant de I’AP par rapport a ceux des groupes sans supplémentation de 1I’AP. 1l ralentit le
taux de digestibilité de I'amidon in vitro et la réponse glycémique, retardant ainsi l'apparition
du diabéte (Kmuar et al., 2010; Eismana et al., 2011 ). Lee et al., 2006 ont trouvé des taux

de glycémie réduits sur la base de phytates alimentaires chez des souris diabétiques.

Ainsi, AP, peut étre un élément clé¢ modulé la sécrétion d’insuline par son effet sur
’activité des canaux calciques (Lee et al., 2006; Sinchis et al., 2017). Le mécanisme d'action
n'est pas entiérement compris, mais il apparait que 1’IP6 inhibe spécifiquement la sérine
thréonine, 1’activité de la protéine phosphatase, qui a son tour ouvre les canaux du calcium

intracellulaire, entrainant la libération d'insuline (Larsson et al., 1997).

L’abaissement observé de la glycémie dans cette étude est bénéfique pour les diabétiques
qui consomment un régime riche en glucides. L’AP serait capable d’inhiber la glycation, il
apparaitrait comme une thérapie sucré donnant sa synergie probable entre son potentiel en tant

qu’inhibiteur de glycation et en tant que modulateur dans les niveaux de glucose dans le sang.

Le test de ’open Field a montré une augmentation de 1’activité locomotrice (nombre des
carreaux traversées, redressement) et une diminution de stress (par augmentation de nombre

de visite au centre et une diminution du temps de latence) chez les lots préventifs, curatifs par
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rapports a celle du lot intoxiqué, ce qui refléte que I’ AP régule I’activité locomotrice et réduit

1’état de stress provoqué par le Pb.

D’autre part, on observe une augmentation des performances 1’apprentissage et la
mémorisation par une baisse significative du temps de latence durant les quatre jours
d’apprentissage chez les rats traités intoxiqués, intoxiqués traités compareés aux intoxiqués
non traités. L’AP offrait une protection compléte contre la cytotoxicité induite par la béta-
amyloide en atténuant les niveaux d’augmentation du Ca* intracellulaire, du H,O, et des
oligoméres Béta-amyloides. Des souris de type sauvage ont été traitées par I’AP pendant 70
jours, il y avait une augmentation significative des niveaux de cytochromes oxydases dans le
cerveau et une diminution de la peroxydation lipidique. L’ AP stimule la Sirtuine 1 (SIRT)1 et
I’AMPK (AMP-activated protein kinase) qui provoquent 1’autophage des plaques
d’amyloides par diminution des radicaux libres (Thimmappa et al., 2010). L’ AP restaure la
concentration de la dopamine dans les fentes synaptique ainsi qu’une diminution de 1’auto-
oxydation de la dopamine par la neutralisation des radicaux libres qui sont a 1’origine du

stress oxydatif et par conséquent 1’altération de neurones dopaminergiques (Xu et al., 2008).

3. Dosage du plomb sanguin et cérébral :

Les données enregistrées ont montré une plombémie nettement supérieure chez les animaux
exposes au Pb comparés a celle des animaux témoins. Ceci signifie que le sang constitue des
sites préférentiels de fixation du plomb. Ces résultats confirment ceux de Bellinger et al.,
2000 qui rapportent que cette augmentation s’expliquerait par le faite que le Pb ne s’accumule
pas dans le placenta et que la concentration du Pb dans le sang maternel est presque identique
que celle dans le sang feetal. Il a été démontré aussi qu’une forte corrélation entre la
plombémie maternelle et celle du cordon ombilical indiquant le transfert du Pb a partir de la
mere au feetus (Yang et al., 2003). Ce transfert peut étre le résultat d’une immobilisation du
Pb emmagasiné dans le squelette des femelles intoxiquées étant jeune ou bien a partir des

sources environnementales courantes (Kahloula et al., 2010).

La concentration cérébrale du Pb était significativement élevée chez les rats intoxiqués par
rapport a celle des rats témoins. Il est généralement connu que le plomb s’accumule
principalement dans le systéme nerveux central qui est la cible principale de I’exposition au
plomb et le cerveau en développement semble étre particulierement vulnérable a la
neurotoxicité du Pb (Reddy et Zawia, 2000; Basha et al., 2003). Le plomb a une forte

affinite pour les SH libre dans les enzymes et les protéines et sa liaison peut modifier leur
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fonction (Cangelosi et al., 2017.). Les travaux indiquent que le plomb est capable de traverser
la barriére hématoencéphalique et agit principalement au niveau de 1’hippocampe et les autres
structures. Sachant que I’hippocampe et 1’amygdale jouent un rOle important dans le
processus d’apprentissage et de la mémorisation et pourraient étre ainsi la structure cible de
I’effet neurotoxique provoqué par une intoxication au plomb (Steenland, 2001; Sharifi,
2002).

L’étude histologique sur le cerveau des rats intoxiqués, intoxiqués traités, traités intoxiqués
et témoins n’a révélé aucune altération cérébrale ou cytolyse dans tous les groupes testés. Cela
signifie que 1’administration chronique au Pb durant la période de développement provoque
un dysfonctionnement du métabolisme et une diminution des performances cognitives sans
qu’il y est des dommages cérébraux tissulaires et aussi peut étre due a la courte durée

d’exposition au Pb.

L’efficacité prophylactique de I’acide phytique peut attribuer a sa capacité de se complexer
avec les cations multivalents. Les rats traités préventivement et curativement par I’AP ont
présenté des niveaux de plomb dans le sang et dans le cerveau tres réduit. Une autre raison
que I’IP6 peut chélater les ions des métaux lourds, que ce dernier posséde douze groupes
hydroxyles portent des charges négatives rend I’AP une molécule a forte charges négatives
(Ferry et al., 2002; Daley et al., 2013). Cela suggere que I’AP peut traverser la barriére
hématoencéphalique et agit au niveau cérébral. Sanchis et al., 2017 ont montré que I'AP se lie
a la surface des organes et récupéré dans le sang. Cuaneo et al., (2006) ont montré que
I'accumulation de plomb dans les os, les reins et le foie était inversement proportionnelle a la
guantité de phytate ingérée. Ces données corroborent I'hypothése selon laquelle l'acide
phytique pourrait prévenir I'absorption intestinale excessive et I'accumulation de plomb dans
les tissus des animaux de laboratoire. Des travaux ont montré que I’AP réduit la toxicité
induite par le cadmium chez les rats males (Tsao et al., 1997; Rimbach et al., 1998;
Mohamed et al., 2015). Dans tous les cas, la capacité de chélation notoire de I’AP s’est
traduite dans son application comme agent détoxifiant contre les métaux lourds comme le Cd
et le Pb (Sanchis et Adrover, 2017; Reddy et al., 2007).

Pour plus d’investigation sur 1’effet de 1’acide phytique sur la toxicité induite par le Pb, nous

avons entrepris une série d’expérience d’ordre biochimique et histologique.
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4. Effet du plomb et I’acide phytique sur les parametres hématologiques:

Nous avons observé que le Pb a induit une anémie par la réduction significative des globules
rouges, hématocrite, hémoglobine (GR, HTC et HGB) comparés aux rats témoins. Le plomb
entre en compétition avec le fer au niveau de I’enzyme ferrochélatase (FECH) (Rous et al.,
2000). Ces résultats suggerent que 1’anémie causé par le Pb est le résultat de 1’effet direct et
indirect du Pb sur I’accumulation de L'acide d-aminolévulinique (3-ALA) (Helmy et al.,
2000). Le plomb libre ionisé inhibe 1’activité de certaines enzymes et en particulier de I’acide
Delta-aminolévulinique déshydratase (ALAD) dans 1’érythrocyte qui intervient en présence
de Zinc dans la synthése de I’héme. Cette carence en héme affecte donc non seulement la
synthése de I’hémoglobine au niveau du systéme hématopoiétique, mais aussi des processus
cellulaires au niveau de tous les tissus, D’activité respiratoire mitochondriale ou le

métabolisme oxydatif (Bonnar et al., 2006)

Donc le plomb peut conduire & un effet hémolytique car sa fixation sur la membrane des
globules rouges provoque le blocage du groupement SH de la pompe a potassium et entraine
une hémolyse et une diminution de la durée de vie des érythrocytes. La toxicité a long terme
au plomb perturbe le développement des cellules rouges dans la moelle osseuse (Al Saleh,
1994). La réduction de la calcémie peut étre dii a I’interaction antagoniste du Pb et du Ca™

avec 1’élimination ultérieure de calcium.

Il existe une augmentation significative des GR, HTC et HGB chez les rats traités
intoxiqués, intoxiqués traités par rapports aux rats intoxiqués et non traités. L’acide phytique
se fixe au niveau des GR et empéche I’effet du plomb et s’est récément révéler inhiber les
cancers expérimentaux in vitro. Etant donnée que les formes phosphorylées de I’ AP jouent un
role important dans la croissance cellulaire de mamiferes. Il a été obervé que I’AP a prouvé
son efficacité dans la réduction de la croissnce des cellules d’érythroleucemie humaine K-652
in vitro et une augmentation de la synthese de I’hémoglobine (Kumar et al., 2010;
Bhowmik, 2016).

L’administration de 1’acide phytique a réduit de manicre significative le taux sérique de
Na*?, K* et CI™. Tandis que les niveaux de Ca*? et en Fe*? ont augmenté. L’AP ne supprime
pas le calcium des os ni le fer des globules rouges (Tridip et al., 2016). La consommation
quotidienne de 1-2 g d’AP avec des régimes équilibrés n’a pas d’incidence sur le statut
minéral chez I’homme et n’altére pas la régénération de I’hémoglobine bien que pour les rats

anémiques (Hunter, 1981, Grases et al., 2004; Vucenik et Shamsuddin, 2006). Cuneo et
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al., 2012 ont montré que le phytate de calcium et la fibre alimentaire, lorsqu’ils sont
incorporés au régime alimentaire des animaux d’expérience présentent des effets bénéfiques
mesurés par des niveaux réduits du plomb dans divers organes. Cependant, Rimbach et
Pallauf, (1998) ont trouvé que I’AP diminue I'absorption du magnésium et du calcium.

5. Effet du plomb et I’acide phytique sur les parametres lipidiques:

Le cholesterol total et les triglycérides ont présenté des valeurs significativement supérieures
chez les rats exposés au Pb comparativement avec celles des rats témoins. L’acétate de Plomb
induit une altération du métabolisme des lipides (Hami et al., 2006; Ademuyiwa et al., 2005;
Sharma et al., 2013). Pour mieux approffondir les analyses biochimiques, nous avons
procédeé a une étude histologique. Nous avons observé sur des coupes histopathologiques du
foie de rats intoxiqués une désorganisation des cellules hépatiques et une nécrose modéree
compares aux témoins. Ces résultats sont en accord avec ceux de Jarrar et al., 2012 qui
suggerent que I’exposition au plomb produit des 1ésions hépatiques chez les rats, ceci est due
a une perturbation du systéme de défense antioxydant par génération des radicaux libres et le

stress oxydatif.

En revanche, I’acide phytique a régulé les teneurs élevés en choléstérol et en triglycerides.
Le mécanisme de cet effet hypolipidémies dans le foie semble étre liée a I’inhibition des
enzymes hépatiques dans la lipogénése (Vucenik et al., 1998; Yuangklang et al., 2004).
Bien que les niveaux physiologiques de phytates ralentissent I’accumulation des lipides
sériques élevés (Lee et al., 2005 et Okazki et al., 2014). Cependant, Daley et al., 2013 ont
montré une baisse du taux de cholestérol chez les rats intoxiqués au cadmium et ’acide
phytique, mais une augmentation des triglycérides est observée. 1I’examen histologique au
niveau du foie de rats intoxiqués traités par I’AP a illustré une amélioration dans le tissu
hépatique. Des ¢tudes suggérent que I’AP a conservé I’intégrité structurale de la membrane
plasmique des cellules hépatiques par une chélation du Pb soutenue par son activité
antioxydant (Bhowmik et al., 2017).

6. Effet du plomb et I’acide phytiques sur les fonctions rénale :

L’¢élevation observée de I’acide urique et I’urée peut indiquer une insuffisance rénale ou une
déshydratation et cela est généralment associé a une augmentation du taux de créatinine qui
reste un indicateur fiable pour évaluer la fonction rénale. L’¢levation du taux d’acide urique

était évidente chez le groupe exposé au Pb par rapport a celle des autres groupes. Fowler et

08




Discussion

al., 1993 ont confirmé que I’insuffisance rénale chez les rats traités par le plomb peut étre
interprétée par I’augmentation des concentrations d’urée et de la créatinine. Ces résultats sont
en accord avec des travaux de Sivaprasad et al., 2004 qui ont montré que les cellules rénales
ne sont plus capable de contrbler le processus d’excretion urinaire car les reins parmis les

organes les plus sensibles au plomb (Saka et al., 2011).

L’acide phytique a réduit les effets toxiques du plomb liés a la fonction rénale, des
diminutions significatives dans le taux de 1’urée, créatinine et 1’acide urique ont été
enregistrées. Les mémes observations ont été reporté par Daley et al., 2013 et Bhownik et
al., 2017. L’ingestion de phytate alimentaire réduit significativement le risque de
développement des calculs calciques chez I’lhomme. Par conséquent, tous les résultats in vivo
et in vitro indiquent clairement que le phytate joue un réle important en tant qu’inhibiteur de
cristallisation des sels de calcium dans les fluides biologiques et constitue d’une alternative

dans le traitement da la lithiase rénale (Schlemmer et al., 2009; Grases et al., 2007).

7. Effets du plomb et I’acide phytique sur les fonctions hépatiques:

Les tests utilisés pour mésurer la capacité fonctionnelle du foie dépendent finalment de
nombreuses activités enzymatiques ayant lieu a l’intérieur des cellules hépatiques. Les
changements dans 1’activité enzymatique du foie sont généralement détectables avant que les
symptomes physiques et dommages soient apparents. L'activité accrue des enzymes
hépatiques (ASAT, ALAT et PAL) reflete le dysfonctionnement causé par l'intoxication au
plomb. Cependant, un traitement préventif a l'acide phytique réduit considérablement
I'activité des enzymes hépatiques. Les chercheurs ont également signalé une diminution de
I'activité de l'aspartate et des transaminases dans le sang des groupes de rats recevant de I'AP
(Daley et al., 2013; Bhownik et al., 2017).

Des taux élevés de bilirubine indique une atteinte des cellules hépatiques. La bilirubine
dérive de I’hémoglobine, peut exister sous deux formes: substance liée aux protéines du
plasma et sous forme conjuguée appelé glucuronate de bilirubine. La bilirubine est considéré
aussi comme un antioxydant, il peut jouer un réle scanvenger du ROS in vivo (Neuzil et al.,
1993).

8. Dosage du taux de ’albumine et LDH :
Le foie est le principal site de synthese des protéines plasmatiques, en particulier I’albumine.

le changement dans la concentration de ces protéines n’apparaissent généralement pas, sauf
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dans le cas d’un dysfonctionnement hépatique chronique ou sévere qui peut étre mis en
évidence par une diminution de lateneur en albumine. Nous avons observé une tedance a la
réduction de 1’albumine chez les animaux intoxiqués par rapport a celle des animaux témoins
(Benyamina, 2017). Cependant, la supplémentation en AP a légerement augmenté le niveau

de I’albumine comparée au groupe témoin et intoxiqué.

La concentration en LDH a présenté des valeurs significativement élevées chez les rats
exposes au Pb comparativement avec celles des rats temoins, ce qui signifie que le plomb agit
aux différents tissus, sachant que le LDH est un bon marqueur de Iésions tissulaire (Bouafia
et al., 2004).
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Conclusion:

Les différents travaux entrepris chez le rat et ’homme ont montré que le plomb est toxique
méme a des doses relativement faibles. De plus, il s’avere que les sujets les plus vulnérables
sont les jeunes enfants et les femmes gestantes, sont des populations a trés haut risque. Les
effets déléteres du plomb touchent tous les compartiments de [’organisme vivant,
essentiellement, le systeme hématopoiétique, le systeme rénal et le systeme nerveux central

plus particulierement.

Donc I’idée d’intervenir en amont, éliminer les sources d’exposition au plomb, est presque
impossible, la solution logique est d’agir en aval, c’est-a-dire de trouver des substances
naturelles adaptées a tous les niveaux de vie et qui pourraient bloquer, inactiver et éliminer ce

métal des organismes vivants.

C’est dans ce contexte inscrit notre étude, d’évaluer I’efficacité de 1’acide phytique a rétablir
les différentes perturbations engendrées au niveau des différents paramétres biochimiques et

histologiques causés par 1’intoxication au plomb.

Les résultats trouvés ont montré que I’exposition des rats au plomb a une dose journaliere
de 0,2% durant la période de gestation et de lactation a entrainé une baisse significative dans
le poids relatifs des organes: foie, cerveau, ce qui traduit par un dysfonctionnement
métabolique. De plus nous avons observé des perturbations importantes dans le
comportement; une hypoactivité locomotrice, un état anxieux et dépressif chez les rats
intoxiqués par rapport aux témoins suite aux expériences relatives au stress. Cet état de stress
a été également confirmé par I’hyperglycémie chez les rats intoxiqués comparés a celle des
rats témoins. Ceci qui est en faveur d’une implication directe de ce métal sur les différents
systéemes de transmissions nerveuses impliqués dans la régulation de ces comportements.
Dans notre travail, il ressort a travers le test de la piscine de Morris que 1’exposition au Pb
s’accompagne d’une atteinte des performances d’apprentissage spatial et la mémorisation
chez les jeunes rats traités au Pb pendant la gestation et la lactation comparés a ceux des
jeunes rats témoins. Cependant, I’étude histologique entreprise n’a révélé aucune altération

cérébrale ou cytolyse chez tous les groupes testés.

Par ailleurs, la mesure de la plombémie et le Pb cérébral a confirmé la capacité du plomb a
passer a travers la barriere hématoencéphalique et son accumulation au niveau du cerveau. En

effet, ’exposition prénatale au Pb est extrémement dangereuse sur divers aspect de
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développement cérébral.

L’exploration de la fonction hépatique a porté sur deux approches: biochimiques et
histologiques. En effet, des augmentations des enzymes hépatiques (ASAT, ALAT, PAL) au
niveau sérique ont été enregistrées chez les rats intoxiqués, ce qui a été confirmeé par 1’étude
histologique montrant que le plomb cause des altérations du tissu hépatique. Le dosage de la
bilirubine sérique montre une ¢lévation significative de ce pigment, ce qui est en faveur d’une
atteinte hépatique. De méme, L’exposition au Pb a permis d’enregistrer des teneurs €levées de

cholestérol et des triglycérides.

Nous avons constaté un déséquilibre de la balance minérale traduite par une réduction du
Fer sérique et du Calcium. Les résultats montrent aussi une augmentation de la créatinine et

de I’urée dans le sérum. Ces résultats sont en faveur d’un dysfonctionnement rénal.

L’exposition chronique au Pb a permis d’observer une anémie par une baisse significative

des globules rouges, hématocrite, VGM, hémoglobine compareés a celle des rats témoins

En revanche, 1'administration de I’acide phytique a permis d'observer une nette amélioration
dans les différents tests comportementaux. On suggére que 1’acide phytique peut réduire les
troubles comportementaux tels que la dépression et le stress. 1l peut étre un bon correcteur de

syndrome psycho-organique causé par le plomb.

De plus, I’AP a permis d’induire une nette amélioration des perturbations entrainé par le Pb,
en régulant le taux de glycémie, la réduction de 1’activité de ’ASAT et ALAT, la diminution
du taux de ’urée, créatinine et I’augmentation du fer et calcium sanguin induits par le plomb.
Le résultat hématologique révele une augmentation des GR, HGB et HCT chez les rats traités,
ce qui signifie que I’acide phytique empéche 1’hémolyse. Sur le plan histologique, 1’acide
phytique a conservé I’intégrité structurale de la membrane plasmique des cellules hépatiques

chez les rats exposés au Pb et traités par 1’AP.

En général, I’effet de I’ AP administré préventivement était considérablement supérieur a celui
administré curativement. On peut en conclure que, en plus d’autres propriétés fonctionnelles,
I’ingestion réguliere de moyennes quantités d’acide phytique peut étre bénéfique comme
moyen naturel de protection du corps contre le saturnisme, en particulier dans un
environnement pollué. Des efforts devraient étre faits pour déterminer les apports moyens et

suffisants en AP pour ’homme.
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En termes de perspectives, il serait envisageable d’entreprendre un ensemble de protocoles

expérimentaux plus approfondi portant sur:

- Réaliser des dosages biochimiques plus poussés le taux des différents biomarqueurs de
I’activité neurologique et d’autres activités ciblées par I’intoxication et réhabilitées par le
traitement a 1’acide phytique.

- Explorer I’effet protecteur de I’AP contre le stress oxydatif et 1’apoptose causé par

I’intoxication par les métaux lourds.
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ABSTRACT

Phytic acid (Inositol hexaphosphate; IP6) is a natural plant antioxidant, it is
found in most grain and legumes. Although much attention has been focused
on the preventive effect during critical periods of development in lead poi-
soned rats. Phytic acid (1%) was administered to Wistar rats during the ges-
tation period and then exposed them to lead acetate (0.2%) during the lacta-
tion period. We observed a decrease in body weight in the lead intoxicated
group. Phytic acid treatment reduces blood lead levels and brain lead
(P<0.001) compared to untreated poisoned rats. The group exposed to lead
and not treated with IP6 showed an increase in liver enzyme activity (ALAT,
ASAT and PAL) and electrolyte levels (Na+, K+, CI”). While the values of fere-
mia and calcium levels decreased compared to those of control rats, batches
treated with IP6 showed a significant increase in serum iron and calcium
levels, whereas the value of serum Mg+2 was unchanged compared to that
of the intoxicated batch. Similarly, the values of urea, creatinine and uric acid
rise significantly in poisoned animals that receive only lead. Preventive treat-
ment with IP6 showed a significant decrease in total cholesterol and triglyc-
erides (P<0.001) compared to the intoxicated lot. IP6 provides a protection
against lead-induced disturbances.

1. Introduction

try and behaviour of organisms, the high levels
affect the central and peripheral nervous system,

The exposure to trace metallic is associated with a
variety of toxic effects on the environment and it
presents an important preoccupation for public
health. Among these heavy metals, lead is consid-
ered the most abundant in the environment (Patra
et al., 2011). These sources are diverse; including
the natural and human-made processes, such as
the combustion of carbon and mineral oil, smel-
ters, the treatment units of ores, alloys and paint
industry (Patra et al., 2007). This metal has no de-
tectable beneficial biological role. On the contrary,
it has adverse effects on the physiology, biochemis-

hematopoietic system, cardiovascular system, kid-
neys, liver and reproductive systems (Khalil et al.,
1993; Ruff et al., 1996; Bressler et al., 1999).

The classic treatment against lead poisoning is es-
sentially based on the administration of chelating
agents, molecules that allow the subsequent mobi-
lization of its elimination from the body. However,
a new therapeutic approach to this exposure is be-
ing undertaken based on the use of a natural agent
which phytic acid (myo inositol hexaphosphoric,
IP6). IP6 is found in large quantities in most cereals,

187



Chikhi et al., South Asian J Exp Biol; 8 (5): 187-192; 2018

nuts, oilseeds and legumes (0.4%-6.4%) (Reddy et
al.,, 1982; Sanchis et al., 2017). It is generally con-
sidered an antinutrient because of its ability to che-
late divalent cations and reduce their absorption
(Schelemmer et al., 2009). Contrary to its anti-
nutritive effects, the potential beneficial effects of
IP6 on human health are numerous, preventing
excessive joint mineralization, reduction of plasma
cholesterol and triglycerides (Yuangklang et al.,
2004), as well as the bioavailability of heavy metals
such as Cd (Rimbach et al., 1998). IP6 plays as an
antioxidant, preventing the generation of reactive
oxygen species responsible for cell damage and
carcinogenesis (Vucenik et al., 1993; Shamsuddin et
al., 2005; Kumar et al., 2010). The IP6 has also been
shown to protect dopaminergic neurons against 1-
methyl-4-phenylpyridinium (MPP +) -induced apop-
tosis in rats. IP6 may offer protective therapy, in
combination with traditional drug therapy, in order
to slow down the progress the progression and lim-
it the extent of neural cells death in Parkinson's
disease (Xu et al., 2008).

2. Material and Method
2.1. Animals and Treatment

The experiments were performed on Wistar rats
weighing 181 + 4.45 g. The animals were housed
with free access to water and food, with a light/
dark cycle of 12/12 hours, at 22 + 2°C. They were
mated one week after their arrival (three females
and one male per cage). The animals are divided
into 4 groups:

Control Group (C): Females received distilled water
orally.

Lead Group (Pb): Females received an oral solution
of 0.2% lead acetate in distilled water from the first
day of pregnancy until the day of weaning
(Kahloula, 2010).

Phytic acid group (PA): Females orally received 1%
phytic acid in distilled water from the first day of
pregnancy until the day of weaning (Daley, 2013).

Phytic acid-Lead Group (PA-Pb): Females orally re-
ceived phytic acid (1%) from the first day of preg-
nancy until parturition. From the birth (postnatal),
the newly born rats are exposed to lead acetate
during 21 days (lactation period).

Number and suffering of animals were minimised in
accordance with the guidelines of the European
Council Directive (86/609/EEC).

After weaning, the animals were sacrificed by de-
capitation after 12 hours of fasting. Blood samples
were recovered. Lipid function and renal function,
liver activity, electrolyte levels were evaluated by
the kits (Bio Systems).

2.2. Determination of lead in blood and brain tis-
sue

After blood and brain sampling, blood lead levels
and brain lead levels were estimated by atomic ab-
sorption spectrophotometry (S.A.A.A Perkin Elmer
3030).

In the blood:

To 10 ml (1 ml blood and 9 ml distilled water) of
sample, 1 ml nitric acid and 20 pl phosphoric acid
solution are added, 10 pul dried at 125 °C for 40 sec-
onds, calcined at 450°C for 45 seconds and then
atomised at 2000°C for 5 seconds, after quantified
by atomic absorption spectrometry at the wave-
length of 283 nm to go to the calibration curve. The
results are expressed in micrograms of lead per
liter.

In brain tissue:

The raw sample was introduced into a capsule to
be incinerated and placed in a muffle at 500°C until
white ash is obtained. The contents of the capsule
are transferred to a 100 or 200 ml vial, into which
lanthanum is added (based on 1% vial volume),
then passed through the sample to the atomic ab-
sorption spectrophotometer after calibration. The
results are translated into absorbance by the de-
vice.

2.3. Statistical analyses

The results are expressed as the average (M) of the
individual values, assigned from the standard error
to the average (SEM). The difference between sev-
eral means is carried out by an analysis of variance
(Two Way ANOVA) with the intoxication factor (Pb,
T) and/or the treatment factor (AP, Pb) followed
possibly by the Post-Hoc Student-Newman-Keuls
test: *p <0.05 indicates a significant difference. The
statistical analyses were carried out using Sigma
Stat software.

3. Results

The results showed a significant decrease (p<0.001)
in body weight in young rats from lead poisoned
females compared to control rats during gestation
and lactation. However, rats that are treated pre-
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Body weight (g) 121,14+3,12

Liver (g) 5,95+0,25

Brain (g) 1,75+0,033

96,85%4,32%**
4,35+0,30***

1,49+0,046***

120,14+2,51 112,57+2,06**

5,70+0,32 5,53+0,13**

1,70+0,02 1,66+0,03**

Table 1: Body weight and organ weights in the different groups.
The values are expressed as an average + SEM (***: p<0.001; **: p<0.01).

Parameter Control Pb PA PA-Pb
Calcium (mg/l) 118,50+2,59 90,19+43,32*** 109,93+1,96 103,43+1,91***
Chlore (mEg/I) 106,32+0,36 111,97+2,39* 106,88+0,89 105,77+0,71*
Mg+2 (mEq/l) 24,1610,94 20,23£2,19 24,81+1,11 22,9+1,19
Potassium(mEq/I) 6,1610,28 8,01+0,25** 6,42+0,11 6,65+0,13**
Iron (ug/dl) 465,78+12,09 370,58+14,94*** 457,43112,02 444,75+6,28***
Sodium (mEg/l) 122,37+2,61 129,08+2,14* 123,48+0,84 124,85+1,10*
Table 2: Blood electrolytes in the different groups.
The values are expressed as an average + SEM (***: p<0.001; **: p<0.01; *: p<0.05).
Parameter Control Pb PA PA-Pb
Total cholesterol (g/1) 0,88+0,05 1,074+0,05** 0,89+0,04 0,89+0,01**
HDL (g/1) 0,2510,01 0,22+0,01 0,27+0,01 0,25+0,01
LDL (g/1) 0,2810,02 0,30+ 0,01 0,2610,01 0,25%0,02
Triglycerides (g/l) 0,5940,01 0,68+0,02** 0,57+0,01 0,59+0,02**
ASAT (UI/I) 138,35+5,44 168,61+4,17*** 139,71+2,16 141,7243,54***
ALAT (UI/1) 51,77%2,22 72,91+2,56*** 51,88+2,30 54,75+1,65***
PAL (UI/1) 195,31+8,32 229,28+4,51** 197,64+7,98 202,9515,34
Uric acid (mg/1) 14,48+1,22 18,25+0,48* 14,26+1,31 16,01+0,90
Urea (g/l) 0,5310,03 0,67+0,02** 0,50%0,02 0,54+0,02**
Creatinine (mg/l) 4,4210,20 7,4940,49*** 4,60+0,18 5,14+0,26***

Table 3: Effect of phytic acid on some biochemical parameters in developing rats.
The values are expressed as an average £ SEM (***: p<0.001; **: p<0.01; *: p<0.05).

ventively with phytic acid have a significant in-
crease (P<0.01) in body weight compared to those
of poisoned rats (Tab.01).

The results found in rats exposed to lead also show
a significant decrease (p<0.001) in brain and liver
weight compared to those of control rats. In con-
trast, the rats treated with phytic acid have a sig-
nificant increase in organ weights (P<0.01) com-
pared to those of poisoned rats (Tab.01).

Figures 1 and 2 show that rats exposed to lead
have significantly higher blood lead levels than con-
trol rats. However, animals treated with AP showed
a significant reduction (P<0.001) in blood lead lev-
els and brain lead.

The results observed indicate that rats exposed to
lead have significantly higher blood glucose levels
(p<0.001) than control rats (Fig.03). In addition,
rats treated prophylactically with phytic acid
showed a significant decrease in blood glucose lev-
els (p<0.001).

Serum levels of K, Na" and CI" are significantly ele-
vated (p<0,001) in the lead intoxicated group com-
pared to control. On the other hand, feremia and
calcium levels are significantly lower in the lead
group (Tab.01). While it is noted that in animals
intoxicated and previously treated with phytic acid,
blood calcium levels are significantly elevated com-
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Figure 1: Blood lead levels in control rats (Control), intoxicat-
ed rats (Pb) and treated control rats (PA) and treated-
intoxicated rats (AP-Pb). The values are expressed on average
+ SEM C vs Pb: (***: p <0.001); Pb vs AP-Pb: (***: p <0.001).
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Figure 2: Lead concentration in the brain between control (C)
rats, intoxicated rats (Pb), treated control rats (PA) and treat-
ed intoxicated rats (PA-Pb). The values are expressed on

average + SEM C vs Pb: (***: p <0.001); Pb vs PA-Pb: (***: p
<0.001).
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Figure 3: Blood glucose level in control rats (C), intoxi-
cated (Pb), treated intoxicated (PA-Pb). Values are ex-
pressed as mean + SEM; T vs Pb (***: p <0.001); Pb vs
PA-Pb (***: p <0.001), PA vs PA-Pb (***: p <0.001).

pared to those of the intoxicated group (p<0.001).
No significant difference in magnesium levels be-
tween the different groups. However, iron levels
were significantly reduced (p<0.001) in lead-only
rats compared to control rats (Tab.01). In addition,
exposure to this heavy metal in rats under develop-
ment previously treated with phytic acid resulted in
a significant increase (p<0.001) in iron compared to
that of poisoned rats (Tab.02).

Statistical analysis revealed a significant increase in
total cholesterol and triglyceride values (p<0.01) in
the batch exposed to lead compared to the other
groups. We noted a significant reduction in serum
triglycerides and total cholesterol levels in rats
treated preventively with phytic acid (Tab.03).

Serum concentrations of urea and uric acid were
significantly higher (p<0.01; p<0.05) in lead poi-
soned rats compared to control rats. However, ani-
mals treated with phytic acid showed a significant
decrease in renal function markers compared to

animals exposed to lead. The results show a signifi-
cant increase in serum creatinine value in the Pb
group compared to the group treated preventively
with phytic acid (Tab.03).

The activities of ALAT, ASAT and PAL are considered
to be good markers of liver function. In this con-
text, a significant increase in these enzymes was
observed in the intoxicated group (p<0.001,
p<00.1, p<0.01) respectively compared to the other
groups (Tab.03). On the other hand, treatment with
phytic acid significantly reduces the activity of
these biomarkers (p<0.001; p<0.01).

4, Discussion

The use of lead poisoning treatment methods such
as chelating agent administration appear to be
effective and may preferentially remove lead from
bones and some soft tissues. These chelating
agents have disadvantages when administered
orally. In addition, IP6 is a molecule considered
beneficial because it is a natural component of
plant origin (Vucenik and Shamsuddin, 2006).

The results of this study showed that phytic acid
intake has a remarkable effect against weight loss
induced by lead exposure. Our observations are
also in agreement with those of Norazalina et al.
(2009) et Daley et al. (2013) who indicated that this
natural compound improves weight in rats poi-
soned by lead.

The data obtained revealed an accumulation of
lead in the brain that is particularly vulnerable dur-
ing brain development (Reddy and Zawia, 2000;
Basha et al., 2003). However, preventive treatment
with IP6 has reduced blood lead levels and brain
lead. Phytic acid is a molecule with a high negative
charge density and can adsorb heavy metal ions,
such as Cu+?, Ni+%, Zn+? and Cd (Tsao et al., 1997;
Daley et al., 2013). Sanchis et al. (2017) showed
that IP6 binds to the surface of organs and is recov-
ered in the blood. Cuneo et al. (2006) showed that
the accumulation of lead in bone, kidneys and liver
was inversely proportional to the amount of phyt-
ate ingested. These data support the hypothesis
that phytic acid or phytate could prevent excessive
intestinal absorption and accumulation of dietary
lead in the tissues of laboratory animals. In addi-
tion, work on heavy metals such as cadmium has
shown that IP6 reduces cadmium-induced toxicity
in male rats (Tsao et al., 1997; Rimbach et al., 1998;
Mohamed et al., 2013).

Lead has caused hyperglycemia, which is mainly
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due to the inhibition of most glycolytic enzymes
and those involved in the Krebs cycle such as hex-
ose kinase, pyruvate kinase, LDH and dehydrogen-
ase and also to oxidative stress caused by this
chemical element, according to Mastrocola et al.
(2005) and Somfai et al. (2006). IP6 slows down the
digestibility rate of starch in vitro and the glycemic
response, thus delaying the onset of diabetes
(Larsson et al., 1997; Kmuar et al., 2010; Eismana et
al., 2011). Lee et al. (2006) found reduced blood
glucose levels based on dietary phytates in diabetic
KK mice. Thus, IP6 can be a key element modu-
lating insulin secretion by its effect on calcium
channel activity (Barkers et al., 1999).

Administration of phytic acid significantly de-
creased serum Na*, K" and CI” levels, while Ca** and
Fe*? levels were increased. We have found that this
compound is effective in preventing the reduction
of calcium caused by Pb poisoning. Daily consump-
tion of 1-2 g of IP6 with balanced diets does not
affect mineral status in humans (Grases et al.,
2004; Vucenik and Shamsuddin, 2006).

Cuneo et al. (2012) have shown that calcium phyt-
ate and dietary fibre, when incorporated into the
diet of experimental animals, have beneficial
effects as measured by reduced levels of lead in
various organs. However, Rimbach and Pallauf
(1998) found that IP6 decreases the absorption of
magnesium and calcium.

Through our experiments, we have found that IP6
causes a decrease in serum cholesterol and triglyc-
eride levels. Daley et al.( 2013) justify the blood
cholesterol-lowering effects of IP6 in blood may be
partly related to increased bile acid and lipid excre-
tion and reduced hepatic cholesterol synthesis. The
mechanism of the lipid-lowering effect appeared to
be related to the inhibition of hepatic enzymes
from lipogenesis (Okazki et al., 2014). IP6 inhibits
the increase in total liver lipids and triglycerides
(Lee et al., 2005; Yuangklang et al., 2004). Although
physiological levels of phytates slow the accumula-
tion of high serum lipids.

Significant decreases in urea, creatinine and uric
acid levels were observed in animals treated with
phytic acid. The increase in creatinine levels due to
lead exposure remains a reliable indicator for as-
sessing kidney function. The same observations
were found by Grases et al. (2000), Grases et al.
(2007), Daley et al. (2013) and Bhownik et al.
(2017). Therefore, all in vivo and in vitro results
clearly indicate that phytate plays an important

role in inhibiting the crystallization of calcium salts
in biological fluids and is an alternative in the treat-
ment of calcium oxalate renal lithiasis (Grases and
Costa-Bauza 1999; Schlemmer et al., 2009).

The increased activity of liver enzymes (ASAT, ALAT
and PAL) reflects the dysfunction caused by lead
poisoning. However, preventive treatment with
phytic acid significantly reduces the activity of liver
enzymes. Researchers have also reported de-
creased aspartate and transaminase activity in the
blood of groups of rats receiving phytic acid (Pincus
et al.,, 1996; Daley et al.,, 2013; Bhownik et al.,
2017).

5. Conclusion

In conclusion, this work made it possible to evalu-
ate the chelating power of phytic acid in the face of
lead poisoning and its interesting prophylactic
effect on liver and kidney function, which can be
explored for possible therapy.
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