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Résumé 

 

Résumé 

 

      Le présent travail consiste à analyser les effets du fluorure de sodium, administré dans 

l'eau de boisson à une dose de 100 ppm, sur la variation des paramètres physiologiques, 

hématologiques, biochimiques et sur le stress oxydant, d'une part, d'autre part de tester l'effet 

protecteur de l’acide  gallique et du jus de Punica granatum  sur la cytotoxicité induite par le 

fluorure de sodium chez le rat wistar. 

 

       Afin de déterminer le pouvoir antioxydant du jus de l’espèce locale (Punica granatum) 

une étude phytochimique préliminaire a été effectuée, initiée par une analyse quantitative des 

composés phénoliques et suivie par des testes anti-radicalaires. Les résultats obtenus révèlent 

la présence des taux variables des composés phénoliques dont les phénols totaux, les 

flavonoïdes et les tanins. Ils confirment également que le jus de cette espèce possède un 

pouvoir contre l’anion superoxyde et le radical DPPH. 

 

      L’étude expérimentale sur rats a été menée sur 36 mâles répartis en deux groupes : Groupe 

A (n=18) : traité par 1 ml d’eau distillée, Groupe B (n=18) : traité par 1 ml du jus de Punica 

granatum. Après cinq semaines les rats du groupe A ont été divisés en trois sous groupes : 

Sous groupe (Témoin) : rats témoins, Sous groupe (NaF) : traité par 100 ppm de fluorure de 

sodium, et le Sous groupe (NaF+AG) : traité par 100 ppm de fluorure de sodium plus 

20mg/kg de l’acide gallique. Les rats du groupe B ont été également divisés en trois sous 

groupes : Sous groupe (NaF+PG) : traité par 100 ppm de fluorure de sodium plus 1ml du jus 

de Punica granatum. Sous groupe (NaF+AG+PG) : traité par 100 ppm de fluorure de sodium 

plus 20 mg/kg de l’acide gallique et 1 ml du jus de Punica granatum. Sous groupe (PG) : 

traité par 1 ml du jus de Punica granatum. 

 

      Les résultats obtenus après trois semaines de traitement ont montré chez le lot traité par le 

fluorure de sodium une augmentation des globules blanc (GB), une diminution des globules 

rouges (GR), du taux de l’hémoglobine (Hb) et de l’hématocrite (Ht) accompagnées d’une 

augmentation de l’activité enzymatique des transaminases (ASAT, ALAT), des phosphatases 

alcalines (PAL), des lactates déshydrogénases (LDH) ainsi que des créatines phosphokinases  



 

 
Résumé 

 

(CPK) avec une diminution de la concentration plasmatique de l’albumine et des protéines 

totales. Ils montrent aussi une augmentation du taux de l’urée, la créatinine, de l’acide urique, 

du cholestérol et des triglycérides. De plus, nos résultats indiquent que l’administration du 

fluorure de sodium a induit un stress oxydant révélé par une  diminution de la teneur en 

glutathion réduit (GSH) et de l’activité enzymatique de la glutathion peroxydase (GPx), de la 

catalase (CAT) et de la superoxyde dismutase (SOD). Nous avons démontré par la présente 

étude, une forte peroxydation lipidique, prouvée par l’augmentation de la teneur en 

malondialdéhyde (MDA) dans les globules rouges et dans tous les organes étudiés (foie, cœur, 

reins et testicules). Les modifications  au niveau des paramètres du stress oxydant sont 

confirmées par les données histologiques où des changements extensifs dégénératifs et des 

infiltrations de cellules mononucléaires se sont manifestés, témoignant d’une inflammation.  

 

      Parallèlement, l’administration de l’acide gallique et/ou le jus de Punica granatum a 

amélioré les perturbations des paramètres hématologiques et biochimiques et a atténué 

l’intensité du stress oxydant induit par le fluorure de sodium.  

 

Mots clés : Acide gallique, Antioxydant, Fluorure de sodium, Punica granatum, Rats, Stress 

oxydant. 
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Abstract 

 

      This work consists to analyse the effect of sodium fluoride administered in drinking water 

at a dose of 100 ppm, on the variation of physiological, hematological, biochemical 

parameters and on oxidative stress, in one hand, in other hand to test the protective effect of 

gallic acid and Punica granatum juice on the cytotoxicity induced by sodium fluoride in 

wistar rats. 

 

      In order to determinate the antioxydant potent of the local species’s juice (Punica 

granatum), a preminilary phytochemical study was effected, initiated by quantitative analyse 

of phenolic componds and followed by anti-radicalars tests. The obtained results showed the 

presence of variable levels of phenolic componds (Total phenolic, flavonoides and tannins). 

They confirmed also that the juice of this species has a power against superoxyde anion and 

DPPH radical. 

 

      The experimental study was undertaken on 36 male rats divided on two groups: Group A 

(n=18): treated with 1 ml of distilled water, Group B (n=18): treated with 1 ml of Punica 

granatum juice. After five weeks, rats of groupe A were divided into three sub-groups: Sub-

groupe (Control): control, Sub-group (NaF): treated with 100 ppm of sodium fluoride and the 

Sub-group (NaF+AG): treated with 100 ppm of sodium fluoride plus 20 mg/kg of gallic acid. 

Rats of group B were also divided into three sub-groups: sub-group (NaF+PG) treated with 

100 ppm of sodium fluoride plus 1 ml of Punica granatum juice, Sub-group (NaF+AG+PG): 

treated with 100 ppm of sodium fluoride plus 20 mg/kg of gallic acid and 1ml of Punica 

granatum juice, Sub-group (PG): treated with 1 ml of Punica granatum juice. 

 

      The obtained results after three weeks of treatment showed in sodium fluoride treated 

group an increase in white blood cells (WC), a decrease in red blood cells (RC), hemoglobin 

(Hb), hematocrit (Ht) levels accompanied by an increase of enzymatic activities of 

transaminase (ASAT, ALAT), alkaline phosphatase (ALP), lactate dehydrogenase (LDH) and 

creatine phosphokinase (CPK), with a decrease of plasmatic concentration of total protein and  

 



 

 
Abstract 

 

albumin. They showed also an increase of urea, creatinine, uric acid, cholesterol and 

triglycerides levels. Further, our results showed that the administration of sodium fluoride 

induced oxidative stress revelated by a decrease in reduced glutathione (GSH) levels and 

enzymatic activity of glutathione peroxidase (GPx), catalase (CAT) and superoxide dismutase 

(SOD). We have demonstrated by the present study a hight lipid peroxidation, proved by 

increasing content of malondialdehyde (MDA) in red blood cells and all studied organs (liver, 

heart, kidney, testis). The changes in oxidative stress parameters are confirmed by histological 

data, where extensive degenerative changes and mononuclear cells infiltrations appear, 

testifying an inflammation. 

 

      In parallel, the administration of gallic acid and/or Punica granatum juice improved 

disturbance of hematological and biochemical parameters and has attenuated intensity of 

oxidative stress induced by sodium fluoride. 

 

Key words : Gallic acid, Antioxidant, Sodium fluoride, Punica granatum, Rats, Oxidative 

stress. 
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��ه ا���ب � درا��ا���� إ�� ھ�ا �
	ف � ��#ر�	 ا�$#د�#م ا��! � ��� ��)��  ppm 100  �*	رھ (�)� '&%

��5�� ا���34ات ا�01�#�#/' ، ��#����8 و )��  ، ا�	��9#�
� ا;/
�دا�:/ <�
�  ، ا�?�9<	ي / <�اA?:�ر ا�	ور  أ�Aىو 

 ���> D�E ا���5�C و )$ �F� �� H�Eت ا�?<�G ا���#ي ا�!�/�� )> ���#ر�	 ا�$#د�#م  Punica granatumا�#*�8�

 ��I� <�   ر.و�?�)!	 ا�(�ذان 

   

��> أ/� ' 	�	 ا�!��ط ا���Pد �9O<	ة ��!#ع ا�� �)(Punica granatum ��8	:� ��8����9#?�، أ/��S درا�� �

���#!��9� ����T#Fت ا�1 ��
� '#WX و/#د  ا��? $� ا� �ة. ا�!?�V8 ا�(�ور ا��إA?:�رات ا�U	رة )�� '�?
�  ،�	أت �? ���(

�	ات و ا���1). ��9 ��!S أ��P أن ��$�� ھ�ا ا�!#ع T#�I1ا� ،���Fت ا�H#!��� ( ا�1�#!��>  ا���9:�ت ا�1 �1�?���9��ت 

 .DPPHا�U	رة X	 ا�#ن �#�� او9<�	 و ا�(�ر 

  


36 G�S ا�	را�� ا�?(��:�� )�� /�أ��>U' G' ذ�/ :<�?(#�)����  1 ـ)#�S) �/�ذA )18  :(ا��(�#)�  ا�� 

�cUا���ء ا�� <���  1 ـ)�#( :� S /�ذB )18 (، ا��(�#)� $( <� ��� Punica granatum G>* f�. ��	 g�A أ���

�>  ppm 100 ـ)#�(S � (NaF)) �3ھ	، ا��(�#)� Témoinإ�� %Iث �(�#)�ت : ا��(�#)� (  A/�ذان ا��(�#)�

�#ر� ppm100 ـ) )#�(NaF+AG� Sا�$#د�#م و ا��(�#)� ( 	���#ر��� <��> D�E  20ا�$#د�#م+ 	 t�9/t��
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 Introduction  

 

      Le fluore est un élément qui n’existe pas libre dans la nature, en raison de sa très grande 

réactivité. Il est universellement répandu dans la croûte terrestre et dans notre environnement 

sous forme de fluorures minéraux et organiques. La teneur en fluorures augmente dans les 

régions où sont implantées les briqueteries, les usines de production de fibres de verre, 

d’élaboration de fer, d’acier et d’aluminium , d’un autre côté cette teneur augmente  à cause 

du traitement par les phosphates fertilisants, ou de l’usage d’engrais chimiques et 

d’herbicides. Les fluorures de sodium sont les éléments majeurs et incontournables des 

formulations des produits pour soins dentaires et buccaux. Il s’agit d’une des méthodes les 

plus simples et les moins onéreuses pour lutter efficacement contre la formation des caries 

dentaires (UNEP/WHO, 1993 ; Machalinski et al., 2000 ; Ibrahim et al., 2013). 

 

      En plus de ses effets bénéfiques bien connus sur le squelette et la dentition, des effets 

toxiques peuvent résulter de l’ingestion excessive de fluor. La toxicité des fluorures 

inorganiques a été ignorée pendant longtemps. Cependant, ces dernières années plusieurs 

études ont montré que les fluorures inorganiques et même à des faibles doses, peuvent 

provoquer des perturbations endocriniennes, biochimiques et hématopoïétiques. En outre, il a 

été démontré que le fluorure, aussi bien in vitro qu’in vivo, provoque une génération  accrue 

de radicaux libres à l’origine d’un stress oxydant (Ri-An et al., 2006).  

 

      Dans les systèmes biologiques, le stress oxydant se définit comme un déséquilibre de la 

balance redox qui peut être due à une production accrue d’espèces réactives de l’oxygène 

(ERO), une diminution des défenses anti-oxydantes ou une association des deux (Bonnefont-

Rousselot, 2007). Les dommages liés à un stress oxydant se traduit par diverses altérations 

biochimiques intracellulaires telles que l’oxydation de l’ADN, des protéines ou encore la 

peroxydation des lipides. De ce faite, il est impliqué dans de très nombreuses maladies 

comme facteur déclenchant ou associé à des complications de l’évolution. Des études tant 

épidémiologiques que cliniques indiquent que les antioxydants jouent un rôle clé dans la  
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diminution du risque de développer plusieurs pathologies dont le diabète et le cancer. Sur la 

base de ces données, les scientifiques accordent de plus en plus d’importance à la prise 

d’antioxydant afin d’assurer une protection anti-radicalaire (Beaudeaux et Durand, 2011). 

 

      Actuellement, il est bien reconnu que le monde végétal constitue une source potentielle de 

molécules naturelles susceptibles d’avoir des effets antioxydants. Le grenadier (Punica 

granatum) est arbuste de la famille des Punicaceae, il est cultivé non seulement dans le bassin 

méditerrané mai jusqu’en Asie oriental. Le jus de son fruit a été utilisé depuis longtemps en 

phytothérapie empirique. Cette utilisation traditionnelle a fait l’objet ces dernières années de 

plusieurs travaux de recherche. Les résultats des différentes études scientifiques menues in 

vitro et/ou in vivo ont montré que ce jus est particulièrement riche en polyphénols 

antioxydants et qu’il pourrait avoir une activité anti-inflammatoire, cardio-protective et même 

anti-tumorale (Lim, 2013). 

 

      L’acide gallique (l’acide 3,4,5 trihydroxybenzoique) est un produit naturel largement 

répandu dans les plantes . Plusieurs études réalisées récemment ont permis de démontrer 

l’intérêt de l’acide gallique dans la protection contre les radicaux libres. Les travaux   

effectués ces dernières années sur model animaux ou sur cultures cellulaires ont montré 

également une activité cytotoxique sélective contre les cellules cancéreuses (Singh et al., 

2004 ; Bhouri et al., 2012). 

      Au vu de ces données, nous nous somme intéressés dans ce travail à l’étude de l’effet 

antioxydants du jus de Punica granatum ainsi que celui de l’acide gallique sur un stress 

oxydant induit par le fluorure de sodium chez le rat Wistar. Cette étude est articulée sur deux 

parties. Dans la première nous avons essayé d’abord de donner une idée sur les fluorures, le 

stress oxydant, l’acide gallique ainsi que sur l’espèce  botanique choisie pour cette étude  

(Punica granatum). Alors qu’on a consacré la deuxième partie à l’étude expérimentale  sur 

rats afin de déterminer : 

• L’impact du fluorure de sodium sur les paramètres hématologiques et biochimiques 

ainsi que sur les biomarqueurs du stress oxydant et l’histologie de certains organes 

(foie, cœur, reins et testicules). 

• L’effet protecteur potentiel du traitement par l’acide gallique et/ ou le jus de Punica 

granatum sur la toxicité induite par le fluorure de sodium. 
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CHAPITRE I : FLUORURES 

 

I.1. Généralités 

       D’un pont de vue chimique, le fluor est un élément de symbole F, de numéro atomique 

(Z=9) et de masse atomique (Ar=18.98). C’est le métalloïde le plus électronégatif de la 

famille des halogènes, ce qui lui confère une réactivité chimique telle qu’on ne le rencontre 

jamais à l’état libre, mais sous la forme d’ions fluorures minéraux ou organiques (Figure 01) 

(Chapuis, 1991 ; Ramade, 2000; Desfontaines, 2002 ; Martini et Seiller, 2006). 

L’utilisation des fluorures est depuis longtemps reconnue comme une véritable mesure de 

santé publique. La forte affinité des ions fluorures avec les tissus calcifiés et en particulier les 

dents et le tissu osseux, est à la base de leur intérêt en médecine (Chapuis, 1991). 

 

       Le fluorure de sodium (NaF) est un sel neutre formé par l’association de fluor et de 

sodium. Ce sel permet la libération rapide et complète de l’ion fluor à cause de sa très grande 

solubilité dans l’eau. Pour des raisons de coût et d’efficacité le fluorure de sodium fait partie 

aujourd’hui des sels les plus souvent retrouvés dans les pâtes dentifrices (Martini et Seiller, 

2006).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 01 : Classification des fluorures (Chappuis, 1991). 
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I.2. Sources d’expositions 

      Les sources d’exposition aux fluorures sont multiples, elles peuvent être d’origine 

alimentaire (l’eau potable, les céréales transformés, les jus de fruits, les boissons gazeuses,  

les poissons et les fruits de mer) ou médicamenteuse (les produits dentaires essentiellement 

les dentifrices et les bains de bouche, les anesthésions comme l’enflurane, isoflurane et le 

sevoflurane). En plus, l’exploitation des fluorures dans la fabrication du verre, de l’aluminium 

et des pesticides, constitue une autre source d’exposition et de pollution du sol et de l’air 

atmosphérique (Chapuis, 1991 ; Martini et Seiller, 2006). 

 

I.3. Métabolisme  

       Dans les conditions normales, le NaF est absorbé passivement par voie gastro-intestinale 

cette absorption est rapide avec un pic plasmatique en 30 minutes mais diminuée par la 

présence du calcium et d’aluminium. En présence de pollution fluorée atmosphérique, le NaF 

est absorbé par voie pulmonaire (Hodge et Smith, 1981 ; Ekstrand, 1983). Dans le plasma 

des sujets normaux la concentration des fluorures est inférieure à 19 µg/l. lorsque l’apport en 

fluorure de sodium augmente la fluorémie augmente également. Donc, les fluorures absorbés 

se trouvent dans le plasma à des concentrations proportionnelles aux apports mais un 

processus de régulation se met en place pour ramener le taux à sa valeur initiale. Plus de 98% 

du fluorure de l’organisme s’accumule sous forme de fluor-apatite dans le tissu osseux qui a 

la plus grande affinité (Chapuis, 1991). L’élimination du fluorure est essentiellement rénale, 

elle se fait par filtration glomérulaire suivie d’une réabsorption tubulaire pH dépendante 

(Desfontaines, 2002). 

 

I.4. Fonctions biochimiques  

Plusieurs expériences sur animaux donnent à penser que les fluorures ont plusieurs 

fonctions biochimiques qui se superposent et se complètent. L’action des fluorures peut se 

décomposer en : 

• La prévention de la carie dentaire où ils permettent une réduction de 30 à 60% des 

caries sur la dentine temporaire, de 15 à 35 % sur la dentine permanente et de 40% des  

caries radicalaires à l’âge de 75 ans. 

• Les effets inhibiteurs de la déminéralisation ainsi que  les effets promoteurs de la 

minéralisation de l’émail dentaire (Desfontaines, 2002 ; Viola et Botta, 2005). 
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• L’importante participation dans la synthèse du collagène et des glycosaminoglycanes 

du système vasculaire. 

• L’effet inhibiteur sur le métabolisme bactérien  (Martini et Seiller, 2006). 

 

D’après l’étude de Schwartz et Milne (1972), les faibles apports en fluorures peuvent 

provoquer un retard de la croissance. Ils peuvent également abaisser l’espérance de vie (Anke 

et al., 1991). 

 

I.5. Toxicité 

Les fluorures sont susceptibles d’induire plusieurs effets toxiques qui peuvent être 

observés chez les végétaux, les animaux ainsi que chez les humains. 

 

• Toxicité végétale 

Elle dépend de l’importance et la durée de la contamination fluorée. L’absorption se fait à 

partir des sols par diffusion passive, les particules absorbées se déposent en partie sur les 

parties aériennes de la plante. L’accumulation de dérivés fluorés chez les plantes est une 

source de contamination animale (Chappuis, 1991). 

 

• Toxicité animale 

Chez le bétail, la source de l’intoxication est alimentaire par consommation de fourrage 

contaminé ou d’eau à concentration excessive en fluorures. Les symptômes  observés sont dus 

essentiellement à l’accumulation fluorée au niveau des dents et du squelette. Chez les 

animaux du laboratoire, l’intoxication par ingestion ou injection de fluorure de sodium cause 

des symptômes peu spécifiques (importants troubles gastro-intestinaux, fibrillation musculaire 

et dépression cardio-respiratoire). Les DL50 sont variables selon les espèces et le mode 

d’administration (Chappuis, 1991). 

 

• Toxicité humaine  

Bien que l’utilisation des fluorures aux doses recommandées (0.05 mg/kg/jour) ne présente 

aucune sorte d’effets indésirables, comme tout agent actifs, les ions fluorures possèdent une 

toxicité à la fois aigue et chronique (Barbier et al., 2010). 
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L’intoxication aigue par les fluorures est exceptionnelle, elle est associée dans la majorité des 

cas à des ingestions suicidaires ou accidentelles de produits contenants des fluorures. Les 

premières manifestations de l’intoxication aigue sont les troubles gastro-intestinaux, cardio-

vasculaires ainsi que les atteintes musculaires et les crises convulsives. Elles apparaissent 

après ingestion de 140 à 210 mg de fluorures (F
-
). Pour une personne qui pèse 70 kg la dose 

létales serait 5 à 10 g de fluorures (F
-
) (Jacpuot, 1964 ; Frejaville et al., 1981 ; Chappuis, 

1991). 

 

La véritable toxicité des fluorures est une toxicité chronique qui résulte de l’ingestion 

prolongée de petites doses. Cette toxicité se manifeste par des opacités des dents qui 

caractérisent la fluorose dentaire et qui résulte d’une hypominéralisation de l’émail et de la  

dentine. La fluorose osseuse et une autre conséquence de l’exposition chronique aux 

fluorures, elle se caractérise par un épaississement osseux et une calcification des tissus mous, 

ligaments, tendons, membranes et attaches (Chappuis, 1991 ; O.M.S., 1997). 

 

I.6. Fluorures et stress oxydant 

       Il est bien connu que la toxicité des fluorures est due à leur capacité d’induire un stress 

oxydant. Les dommages oxydatifs observés après exposition aux fluorures sont provoqués 

essentiellement par une hyperproduction des radicaux libres d’un côté, et une diminution de 

l’efficacité du système de défense anti-radicalaire de l’autre côté (Zhang et Ji, 1996).  

 

       Plusieurs études ont prouvé que l’exposition aux fluorures augmente la génération des 

anions superoxyde, de l’oxyde nitrique, du peroxyde d’hydrogène ainsi que les peroxynitrites. 

D’autre études ont montré que les fluorures inhibent l’activité de plusieurs enzymes 

antioydantes tel que la superoxyde dismutase, la glutathion peroxydase et la catalase, de plus 

ils peuvent diminuer le taux du glutathion réduit (Nabavi et al., 2013).  

 

L’étude de Lee et al., (2008) a montré que le fluorure de sodium peut altérer la fonction 

mitochondriale et diminue ainsi la respiration cellulaire par l’augmentation de la libération du 

cytochrome C de la mitochondrie vers le cytosol, ce qui provoque l’induction de la cascade 

des caspases induisant l’apoptose (Figure 02) 
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Figure 02 : Dommages induits par les fluorures (Barbier et al., 2010). 
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CHAPITRE II : STRESS OXYDANT 

 

II.1. Stress oxydant 

       Le stress oxydant est communément définit comme un déséquilibre profond entre la 

production des espèces réactives de l’oxygène (ERO) et les systèmes de défense anti-oxydants 

au profit des premiers (Bonnefont-Rousselot et al., 2002 ; Barouki, 2006). Cette situation 

peut résulter d’un dysfonctionnement endogène (alimentation pauvre en antioxydants) ou être 

d’origine exogène (exposition à des facteurs pro-oxydants) (Goudable et Favier, 1997 ; 

Pincelmail et al., 2002). Les ERO regroupent les radicaux libres oxygénés (radical 

superoxyde O2
-
, radical hydroxyl 

–
OH, monoxyde d’azote NO

-
…etc.) et certains dérivés 

oxygénés non radicalaires dont la toxicité est importante (peroxyde d’hydrogène H2O2, 

peroxynitrite ONOO) (Fontaine et al., 2002). 

 

       Un radical libre est une espèce chimique (molécule ou atome) contenant un ou plusieurs 

électrons (non appariés) sur une orbitale extèrne. Cela lui confère une grande réactivité donc 

une demi vie très courte (Goudable et Favier 1997, Bonnefont-Rousselot et al., 2002 ;  

Fontaine et al., 2002). Ce déséquilibre n’est que transitoire car il est comblé soit par 

l’acceptation d’un autre électron, soit par le transfert de cet électron libre sur une autre 

molécule. Parmi les espèces radicalaires susceptibles de se former dans les cellules, il 

convient de distinguer celles dites 
 «
 primaire 

 » 
qui dérivent de l’oxygène par des réducteurs à 

un électron tels l’anion superoxyde (O2
-
) , radical hydroxyl (

–
OH) et le monoxyde d’azote 

(NO
-
). Les autres radicaux libres dits 

«
 secondaire 

»
, se forment par réaction des radicaux 

primaires sur les composés biochimiques de la cellule (Favier, 2003). 

 

Certains radicaux formés chez les être vivants tels que l’anion superoxyde (O2
-
) et monoxyde 

d’azote (NO
-
) ne sont pas très réactifs ce qui permet leur utilisation par l’organisme comme 

médiateurs régulant des fonctions biologiques telles la vasodilatation capillaire, la 

prolifération ou le message des neurones. En revanche des radicaux comme les pyroxyles  

(ROO
-
) ou surtout le radical hydroxyle (

-
OH) sont extrêmement réactifs avec la plus part des 

molécules des tissus vivants (Favier, 2003). 
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II.2. Voies de production des espèces réactives de l’oxygène  

       Les voies majoritaires de production des ERO sont sous la dépendance de divers 

systèmes. 

 

    II.2.1. Chaine respiratoire mitochondriale 

La mitochondrie est considérée comme l’une des principales sources des ERO dans la 

cellule, par le fonctionnement de chaîne respiratoire (constituée d’un ensemble de 

transporteurs d’électrons) au niveau de la quelle a lieu une réduction contrôlée de l’oxygène 

(O2) aboutissant à la formation d’eau (H2O) (par la cytochrome oxydase). Cependant, ce 

système peut laisser fuir quelques électrons qui vont réduire l’oxygène partiellement.  

Ainsi 2 à 3 % de l’oxygène subit une réduction monovalente conduisant à la formation du 

radical superoxyde (O2
-
). Lorsque la génération d’oxygène (O2) est augmentée ou lorsque les 

systèmes anti-oxydants sont dépletés, l’H2O2 peut s’accumuler et entraîner un stress oxydatif 

mitochondrial. Dans cette situation, l’H2O2 peut réagir avec le fer et produire des ions 

hydroxyles (
-
OH) (Bonnefont-Rousselot et al., 2002, Bonnefont-Rousselot et al., 2003). 

 

    II.2.2. NADPH oxydase 

La NADPH oxydase est une enzyme membranaire initialement décrite dans les 

cellules phagocytaires, à l’origine de la production des radicaux superoxydes (O2
-
). Cette 

production de superoxyde est à l’origine de la production d’autres molécules comme 

peroxyde d’hydrogène (H2O2) ou l’hypochlorite (ClO
-
) indispensable à la destruction du 

matériel phagocyté. Cette voie de production de dérivés réactifs de l’oxygène est 

particulièrement stimulée au cours des processus infectieux et participe certainement au stress 

oxydatif pouvant compliquer ces états (Fontaine et al., 2002, Beaudeux et al.,2006). 

 

   II. 2.3. Xanthine oxydase 

La xanthine oxydase (XO) est une source importante de radicaux libres. Elle 

transforme l’hypoxanthine en xanthine puis en acide urique, produisant au cours de chacune 

de ces deux réactions un anion superoxyde. La production des ERO par la xanthine oxydase 

est principalement basale, mais jouerait un rôle important lors de l’ischémie  (Fontaine et al., 

2002 ; Berry et Hare, 2004 ; Fontaine, 2007 ).  
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   II. 2.4. NO synthase 

Les NO-synthases (NOSs) sont  une famille d’enzymes qui représente l’unique source 

de NO
-
 chez les mammifères. Elles ont toutes la même structure et elles sont actives sous 

forme de dimères, chaque monomère étant constitué d’un domaine réductase et d’un domaine 

oxygénase (Bredt et al., 1990(a); Bredt et al., 1990(b) ; Luis et al.2004). 

Chez les mammifères, trois isoformes principales de NOS ont été isolées : la NOS 

endothéliale (eNOS), la NOS neuronale (nNOS) et la NOS inductible des macrophages 

(iNOS) (John et al., 1997 ; Fischmann et al., 1999). 

L’activité principale des NOSs est la biosynthèse de NO
-
, suivant deux étapes successives de 

mono-oxygénation. La première étape transforme le substrat L-arginine en l’intermédiaire 

Nω-hydroxy-L-arginine (NOHA) ; la seconde étape transforme NOHA en L-citrulline avec 

libération d’une molécule de NO (John et al. 1997). 

 

   II. 2.5. Ions métalliques 

Certains ions métalliques comme le fer et le cuivre sont de remarquables promoteurs 

de processus radicalaire in vitro ; ils transforment le peroxyde d’hydrogène (H2O2) en radical 

hydroxyle (
-
OH) encore plus toxique, et accélèrent la peroxydation lipidique. En situation 

physiologique, la concentration libre du fer ou du cuivre est particulièrement basse, ces deux 

métaux étant séquestrés  par des protéines spécialisées, de sorte que cette réaction n’a pas lieu. 

En revanche la destruction cellulaire entraînent la libération de ces métaux et par  

conséquence un stress oxydatif (Fontaine et al., 2002, Fontaine, 2007). 

 

II. 3. Dégâts oxydatifs cellulaires 

   II. 3.1. Peroxydation lipidique 

Les lipides et principalement les acides gras polyinsturés sont la cible privilégiée de 

l’attaque radicalaire surtout par le radical hydroxyl (
-
OH). 

 

La peroxydation lipidique est une réaction en chaîne qui comporte trois étapes qui débute par 

l’attaque d’un radical libre entrainant l’abstraction d’un hydrogène situé sur un groupement 

méthylène (-CH2-) entre deux double liaisons pour former un radical diêne conjugué (R
.
). Ce 

dernier en présence d’oxygène, il sera oxydé en radical peroxyl (RO2
.
) qui se transforme en 

hydroperoxyde (ROOH) au contact d’un autre acide gras (Figure 03). 
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Les hydroperoxydes peuvent être réduits et neutralisés par la glutathion peroxydase et la 

vitamine E ou continuer à s’oxyder et se transformer en aldéhydes toxiques dont le 

malondialdehyde (MDA) et l’hydroxynonénal (Bonnefont Rouselot et al., 2003 ; Favier, 

2003). 

 

   II. 3.2. Oxydation des protéines  

Aujourd’hui, il est prouvé que les protéines aussi peuvent être la cible des réactions 

d’oxydations. Ces réactions sont fréquemment influencées par les cations métalliques comme  

le cuivre et le fer
,
 et provoquent l’introduction d’un groupement carbonyl dans la protéine. 

On distingue deux catégories des réactions d’oxydation des protéines : celles qui cassent les 

liaisons peptidiques et modifient la chaîne peptidique d’une part, et d’autre part, les 

modifications des peptides par addition de produits issus de la peroxydation lipidique. 

Ces modifications conduisent généralement à une perte de la fonction catalytique ou de la 

structure des protéines affectées (Leuvine, 2002). 

 

   II. 3.3. Oxydation des acides nucléiques 

Les espèces réactives de l’oxygène peuvent attaquer directement les deux types de 

l’ADN. Ces attaques provoquent : des coupures simples et doubles brin, des pontages ADN-

protéine, des formations de site abasique ainsi que des modifications des bases elles mêmes. 

Des dommages indirects de l’ADN peuvent également résulter de l’attaque des aldéhydes 

réactifs issus de la peroxydation lipidique (Figure 04) (Favier, 2003). 
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Figure 03: Mécanisme en chaîne de la peroxydation des acides gras polyinsaturés et nature 

des produits terminaux formés (Favier, 2003). 

 

 

Figure 04 : Lésions de l’ADN formées par attaque radicalaire (Favier, 2003). 
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II.4. Systèmes de défense antioxydante 

       Le maintien d’un niveau non cytotoxique des ERO est assuré par des systèmes 

antioxydants. Un antioxydant peut être défini comme toute substance qui,  présente à faible 

concentration par rapport au substrat oxydable, est capable de ralentir ou d’inhiber 

l’oxydation de ce substrat. Les systèmes de défense antioxydants peuvent être enzymatiques 

ou non enzymatiques (Fontaine et al., 2002).  

 

    II.4.1. Systèmes antioxydants enzymatiques 

Pour lutter contre un excès de production des ERO, l’organisme dispose d’un arsenal 

important d’enzymes antioxydantes ubiquitaires, les principales sont : la superoxyde 

dismutase, la catalase, la glutathion peroxydase et la glutathion S transférase. Plus récemment 

d’autre enzyme ayant des propriétés antioxydantes ont été révélées. 

 

        II.4.1.1. Superoxyde dismutase  

Les superoxydes dismutase (SODs) permettent d’éliminer les radicaux superoxydes 

par dismutation du radical superoxyde (O
-
2) en peroxyde d’hydrogène (H2O2) et en oxygène 

(O2)  selon la réaction suivante : 

2O
-
2        +     2H

+ 
                                  H2O2        +     O2 

Chez l’Homme trois isoformes de l’enzyme SOD ont été caractérisées : la Cu/Zn-SOD ou 

SOD1 et la EC-SOD ou SOD3 ; ces deux formes utilisent le cuivre et le zinc comme 

cofacteurs nécessaire à l’activité enzymatique, alors que la Mn-SOD ou SOD2 mitochondriale 

utilise le manganèse (Johnson et Giulivi, 2005 ; McCord et Edeas, 2005 ; Afonso et al., 

2007). 

 

       II. 4.1.2. Catalase  

Les catalases (CATs) sont des enzymes très répandus dans un grand nombre de tissus, 

elles sont capables de transformer le peroxyde d’hydrogène en eau et en oxygène moléculaire, 

particulièrement abondantes dans les globules rouges et les peroxysomes hépatiques. Ce sont 

des enzymes tétramériques, chaque unité portant un groupement héminique  (avec un Fe
3+

 lié 

au site actif) et une molécule de NADPH (Matés et al., 1999 ; Bonnefont-Rousselot et al., 

2003 ; Reichel et al., 2004). 

2 H2O2                                   O2    +  H2O 
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       II. 4.1.3. Glutathion peroxydase 

Les glutathion peroxydases (GPx) sont aussi l’un des systèmes de défense anti-

radicalaires. Ces enzymes ont une structure tétramérique comportant un atome de sélénium 

dans chaque sous-unité, intégré dans le site actif sous forme de sélénocystéine. Les glutathion 

peroxydases existent dans le cytosol (cGPx), dans le plasma (pGPx) et au niveau de la 

membrane cellulaire (HPGPx). Elles sont capable de réduire le peroxyde d’hydrogène (H2O2) 

et d’autre hydroxydes organiques toxiques (ROOH) formés par oxydation des acides gras ou  

du cholestérol, en couplant la réduction de l’hydroxyperoxyde avec un substrat réducteur 

(Goudable et favier, 1997 ; Bonnefont-Rousselot et al., 2003 ; favier, 2003). 

H2O2 + 2GSH                                   2 H2O + GSSH 

 

       II.4.1.4. Glutathion S transférase 

Les glutathion S transférases (GSTs) représentent une importante famille d’enzymes 

qui jouent un rôle important dans la détoxification des composés endogènes ainsi que des 

xénobiotiques (Nebert  et Vasiliou, 2004). Les GSTs catalysent la conjugaison entre le GSH 

et une large variété de composés électrophiles. Chez l’humain on distingue deux  super 

famille de GSTs : cytosoliques (divisées en six classes : Alpha (α), Mu (µ), Oméga(ω), Pi (π), 

Theta(θ) et Zeta (ζ)) et microsomales (jouent un rôle clé dans le métabolisme des leukotriènes 

et des prostaglandines) (Townsend et al., 2003). 

 

       II. 4.1.5. Autre enzymes antioxydantes 

Il existe de nombreuses autres enzymes antioxydantes comme l’hème oxygénase et les 

thioredoxines réductases ou les thioredoxines peroxydases. Ces enzymes ont été découvertes 

récemment et font l’objet de nombreux travaux concernant leurs fonctions antioxydantes. La 

plupart de ces enzymes, de même que les enzymes de réparation des dommages oxydants, 

utilisent un donneur d’équivalent réducteur, le NADPH, qui constitue avec le glutathion les 

facteurs indispensable à la défense antioxydante (Kim et al., 2001).  

 

   II. 4.2. Systèmes antioxydants non enzymatiques 

      II. 4.2.1. Vitamine E 

L’appellation vitamine E regroupe un ensemble de composés phénoliques appelés 

tocophérols (α, β, γ, δ). Ils diffèrent les uns des autres par le nombre et la position des groupes 

méthylés sur le cycle aromatique. C’est α tocophérol qui est biologiquement le plus actif. 
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Le caractère hydrophobe de la vitamine E lui permet de s’insérer dans la membrane cellulaire 

riche en acides gras polyinsaturés, très sensibles à l’oxydation. Cette dernière donne lieu à des 

réactions en chaînes induisant la formation de radicaux lipoperoxyle (LOO
-
) très réactif. La 

vitamine E est capable de bloquer ces réactions en cédant un hydrogène phénolique au radical 

peroxyle (LOO
-
) pour le transformer en hydroperoxyde stable (LOOH). 

 

                    LOO
-   

 +     TocOH                             LOOH     +   TocO
- 

 

Au cour de cette réaction, le tocophérol (TocOH) est transformé en radical tocophéryl   

(TocO
-
). Ce dernier est pris en charge par d’autres antioxydants dont plus particulièrement la  

vitamine C qui le régénèrent en vitamine E  (Pincelmail et al., 1996; Khalil, 2002 ; Martini 

et Seiller, 2006 ). 

 

       II. 4.2.2. Vitamine C 

La vitamine C ou l’acide ascorbique est un antioxydant hydrosoluble, indispensable au 

fonctionnement de l’organisme. Elle intervient dans certains processus  métaboliques et  joue 

un rôle important dans la protection des cellules des dommages radicalaires. En effet, c’est un 

excellent piégeur des radicaux superoxydes et hydroxyle (Martini et Seiller, 2006). 

Lors de son oxydation en acide déhydroascorbique, elle passe par la forme radicalaire 

intermédiaire (radical ascorbyl) qui joue un rôle essentiel dans la régénération de la vitamine 

E (Chen et al., 2000). 

Elle est régénérée par les ascorbates réductase  et maintenue sous sa forme réduite par l’action 

de la déshydrogénase réductase qui utilise le GSH comme co-facteur (Berlier et Heineche, 

1996). 

 

        II.4.2.3. Glutathion réduit (GSH) 

Il s’agit d’un tripeptide formé par la condensation de l’acide glutamique, de la cystéine 

et de la glycine ; il existe en équilibre entre la forme réduite (GSH) et la forme oxydée 

(GSSH) (Townsend et al., 2003). 

Le glutathion sous forme réduite est l’antioxydant majeur des cellules, les protégeant 

notamment des radicaux libres et de plusieurs xénobiotiques (Figure 05). Il réagit avec le 

radical hydroxyle, superoxique, le peroxyde d’hydrogène et le mooxyde d’azote. Il joue aussi 

le rôle de cofacteur de toute une série d’enzymes antioxydantes (glutathion peroxydases,  
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glutathion réductase, thiorédoxines et peroxyrédoxines) (Wu et al., 2003 ; Defraigne et 

Pincemail, 2007 ; Koji et al., 2008).  

 

       II. 4.2.4. Oligoéléments 

Les oligo-éléments, autrement appelés 
«
 éléments traces 

»
  sont des catalyseurs 

biologiques indispensables au fonctionnement harmonieux des systèmes enzymatiques, ils 

interviennent comme co-facteurs d’enzymes indispensables dans la lutte contre les radicaux 

libres. Par exemple, le zinc,  le sélénium et le fer interviennent dans l'activité de divers 

systèmes enzymatiques protecteurs (superoxyde dismutase, glutahion peroxydase, catalase  

respectivement) qui accélèrent la transformation des radicaux libres et des peroxydes 

lipidiques en métabolites non toxiques.  

 

Des apports insuffisants en oligoéléments antioxydants seraient ainsi susceptibles de 

réduire les capacités de défense de l'organisme contre les agressions des dérivés actives de 

l'oxygène qui pourraient être impliquées dans les processus cellulaires jouant un rôle dans le 

déterminisme du développement de certains pathologies (Bonnefont-Rousselot, 2007 ; 

Galan et al., 1997). 

 

 

Figure 05 : Répartition des principales défenses antioxydantes dans la cellule (Garait, 2006). 
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II. 5. Stress oxydant et pathologies 

       Le stress oxydant est impliqué dans développement de très nombreuses maladies comme 

facteur déclenchant ou associé à des complications de l’évolution. En effet, plusieurs travaux 

indiquent que le stress oxydant est l’un des facteurs potentialisant l’apparition des pathologies 

plurifactorielles comme le diabètes, les maladies cardiovasculaires, les rhumatismes et même 

le cancer (Montagnier et al., 1998 ; Pincemail et al., 2002). 

 

       En parallèle d’autres études ont montré qu’une alimentation riche en antioxydants est 

clairement associée avec une diminution significative des dommages radicalaires. 

Les scientifiques accordent que les causes essentielles du stress oxydant sont soit d’origines 

nutritionnelle dans le cas des carences en vitamines et oligo-éléments, ou inversement de 

surcharges en facteurs prooxydants (fer, acides gras), soit d’origine accidentelle 

(inflammation, exposition à des xénobiotiques prooxydants…etc), soit d’origine génétique. Le 

plus souvent, l’association de ces différents facteurs aboutira au mécanisme pathogène 

(Favier,  2003). 
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CHAPITRE III : Punica granatum 

 

III. 1. Position systématique (Bross, 2000 ; Ait Youssef, 2006). 

 

  

Règne : Plantae        

Division : Magnoliophyta    

Classe : Magnoliospida   

Ordre : Myrtiflorales 

Famille : Punicaceae     

Genre : Punica   

Espèce : Punica granatum 

 

 

III. 2. Dénomination 

       En français, on l’appelle le grenadier et ses noms vernaculaire sont nombreux : baloustier, 

miouganier, baloufier. 

Dans la littérature internationale, on le trouve sous les noms : pomegranate en anglais, 

granatbaum en allemand et granata en italien. Il est appelé arummân ou jullanâr en arabe. 

De point de vu étymologique le nom grenade dérive du latin granatum du granum et signifie : 

pourvu de nombreuses graines ; la grenade se nommait déjà en latin Malum granatum (fruit 

garni de graines). On l’appelait aussi : Malum punicum (fruit ou pomme carthaginoise) d’où 

son nom en latin botanique (Fournier,  1999 ; Boullard, 2001 ; Ait Youssef, 2006). 

 

III. 3. Description botanique 

       Le grenadier est un arbuste de 2 à 5 mètres de hauteur, à rameaux grêles anguleux et 

légèrement épineux. Les feuilles dont la longueur peut atteindre 3 à 8 cm, sont opposées et 

caduques, glabre, de forme oblongue à pétiole très court. Elles sont luisantes et de couleur 

verte foncée. 
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Les fleurs qui s’épanouissent entre juin à septembre, sont disposées au sommet des rameaux, 

elles  sont soit solitaires, soit groupées par 2 ou 3. Elles sont grandes (de 2 à 2.5 cm de 

diamètre), à calice coriace et de couleur rouge orangée, comprenant 5 à 7 lobes d’où sort la 

corolle formée de 5 à 7 pétales. Les étamines sont nombreuses et jaunes (Figure 06) 

(Bézanger et al.,  1980 ; Burine, 1997; Beloued, 1998). 

 

       Le fruit (grenade) est couronné par la partie supérieure du calice ; il s’agit d’une baie 

volumineuse, dont la forme globuleuse est contractée vers son extrémité, cette baie est 

cortiquée et sa pulpe est rougeâtre. Il est formé par la coalescence de huit  carpelles : cinq à la 

partie supérieure et trois à la partie inférieure, renfermant chacun plusieurs graines 

comestibles au tégument charnu, sucré et succulent (Fournier, 1999;  Brosse, 2000 ; 

Boullard, 2001; More et white, 2005;  Ait Youssef,  2006). 

 

                              

                              Feuilles                                                           Fleur 

                            

                                                                        Fruit 

 

Figure 06 : Punica granatum (photos personnelles : prises par l’auteur). 
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III. 4. Habitat et culture 

       Le grenadier commun est depuis si longtemps répandu par la culture non seulement 

autour du bassin méditerranéen, mais jusqu’en Asie orientale, qu’on a quelque peine à retracer 

son origine. Les recherches des botanistes sont finalement parvenues à déterminer le biotope 

naturel de l’espèce : ce sont les terrains rocailleux et chauds de l’Asie occidentale, autour de 

la Caspienne, au sud du Caucase et de l’Iran à l’Afghanistan et au Pendjab. C’est à partir de là 

que l’espèce s’est répandue, d’une part à l’ouest vers la méditerranée orientale et l’Afrique du 

Nord, d’autre part à l’est vers l’Inde et la Chine. Elle est aujourd’hui cultivée jusqu’au sud des 

Etats Unies et en Amérique du Sud (Bézanger et al., 1980 ; Burine, 1997 ; Beloued, 1998 ;  

Fournier, 1999 ; Brosse, 2000 ; Boullard, 2001 ; More et white, 2005). En Algérie cette 

espèce est cultivée partout et surtout dans le Tell. En majorité rustique le Punica granatum 

préfère un sol profond bien drainé. La multiplication de cette espèce se fait par bouturage en 

été (Burnie, 1997 ; Beloued, 2001). 

 

III. 5. Principaux constituants  

       L’écorce de la racine contient 0.5 à 0.7 % d’alcaloïdes (la pelletiérine ou punicine, 

l’isopelletiérine, la methylpelletiérine et la pseudopelletiérine). Elle contient également 

environ 22 à 28 % de tanins (l’acide digallique, l’acide ellagique et l’acide punitannique), 3 à 

20% de substances minérales, des oxalates, des matières résineuses, de la mannite et une 

substance amère (la granatine).  

 

       Dans les feuilles ont trouve les tanins et les flavones (comprenant lutéolines et apigénine). 

Alors qu’on trouve dans les fleurs l’acide gallique, acide ursolique et les triterpènes 

(Bézanger, 1980 ; Burine, 1997 ; Beloued, 1998 ;  Fournier, 1999 ; Brosse, 

2000 ; Boullard, 2001 ; Ait Youssef, 2006).  

 

       L’écorce du fruit est riche en tannins, elle ne contient pas d’alcaloïdes est donc à priori 

dépourvue de toxicité. Le péricarpe de la grenade contient des punicalagines, des 

anthocyanidines, des flavonols, des flavones, des flavonones, des acides gras ainsi que de 

l’acide gallique (Figure 07). 

 

Le jus du fruit est riche en polyphénols antioxydants, en particulier en antocyanines, en 

flavonoides (falavanols) et en ellagitanins (punicalagine et  punicacortéines).  
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Il contient 75 à 78 % d’eau, 10 à 12 % de sucre, 1 à 2 % de matières grasses, 1.3 à 1.6 % 

d’acides aminés, 2.6 à 2.8 % de matières fibreuses et des acides citriques et maliques. On 

trouve également l’acide gallique, l’acide caféique, la catéchine, la quercétine, de nombreux 

minéraux (calcium, magnésium, potassium et cuivre) et de bonnes quantités de la vitamine C, 

B5, B6 et B9. Il est aussi l’une des sources végétales les plus riches en dérivés d’œstrogènes 

(Bézanger, 1980 ; Fournier, 1999 ; Bruneton, 2009 ; Debjit et al., 2013 ; Tezcan et al., 

2013 ; Mphahlele et al., 2014). 

 

 

                                                    Punicalagine                                                       

                                  

                       Lutéoline                                                                        Quercétine 

                                  

                            Acide caféique                                                           Catéchine 

Figure 07 : Structure de quelques composés de Punica granatum (Lansky et al., 2005a). 
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III. 6. Usage en phytothérapie  

        L’utilisation de cette espèce pour ses propriétés médicinales est très ancienne. En effet, 

depuis l’antiquité, l’infusé ou le décocté des feuilles et des fleurs fraiches ou sèches étaient 

utilisées pour traiter les saignements du nez, le manque d’appétit, les nausées, la faiblesse 

générale, l’anémie, les courbatures, la migraine et les diarrhées chroniques (Das et al., 1999).  

 

L’écorce du fruit était également employée en usage interne sous forme de poudre ou de  

décocté dans les maladies gastro-intestinales. Une étude récente a prouvé que l’extrait de 

l’écorce de la grenade possède une activité inhibitrice des ulcères de l’estomac induit par 

l’aspirine et l’éthanol (Ajaikumar et al., 2005). Murphy et al., (2004) ont montré aussi que 

les préparations à base d’extrait de l’écorce permet une bonne cicatrisation, nettement visible 

par examen histopathologique des blessures des rats Wistar.  

 

       Depuis quelques années, le jus de grenade attire l’attention des scientifiques en tant 

qu’agent protecteur contre différents types de cancers et des maladies cardiovasculaires en 

particulier l’athérosclérose (Debjit et al., 2013).  

Une étude réalisée sur des promyélocytes humains de leucémie (HL-60) montre que le jus de 

la grenade  inhibe de manière significative, la prolifération des cellules cancéreuses (Kawaii 

et Lansky, 2004). Quatre espèces chimiques pures, toutes présentes dans la grenade, l’acide 

ellagique, l’acide caféique, la lutéoline et l’acide punicique, ont été testées en tant 

qu’inhibiteurs de la croissance in vitro de cellules cancéreuses humaines de prostate (PC-3) 

(Lansky et al., 2005 b). Seeram et al., (2005) ont, par ailleurs, montré que le jus de grenade a 

une forte activité antiproliférative sur des lignées cellulaires de cancer du côlon.  

 

       D’autres études ont prouvé que l’administration chronique de jus de grenade peut contrer 

les effets proathérogènes. En effet, une étude menée sur des sujets athérosclérotiques  a 

montré que la consommation du jus de grenade pendant trois ans réduit le risque athérogène 

(Aviram et al., 2004).  Il est récemment prouvé que la supplémentation en jus de grenade a 

un effet neuroprotecteurs dans le cas d’ischémie et de la maladie d’Alzheimer (Loren et al., 

2005 ; Ahmed et al., 2014). Il a été montré aussi que ce jus possède une activité 

antimicrobienne et même antivirale (Neurath et al., 2004 ; Mansourian et al., 2014). Ces 

effets bénéfiques du jus de grenade sont probablement dus aux propriétés antioxydantes des 

polyphénols très abondants dans ce jus (Aviran et al., 2004). 
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CHAPITRE IV : ACIDE GALLIQUE 

 

IV. 1. Généralités  

       L’acide gallique (acide 3, 4, 5-trihydroxybenzoïque) est un composé organique 

aromatique, largement répandu dans les plantes soit sous forme libre soit comme composant 

des gallotanins. 

Il est classé dans les  acides phénoliques puisqu'il comporte à la fois une fonction 

carboxylique et des hydroxyles phénoliques. Et comme il est dérivé de l'acide benzoïque, on 

le classe aussi dans les acides hydroxy-benzoïques (Figure 08) (De Beer et al., 2003). 

 

On le trouve à l’état naturel dans les noix de galle, les feuilles de thé, l’écorce de chêne, entre 

autres plantes. Sa formule chimique est C6H2 (OH)3 COOH. Les sels et esters tirés de cet acide 

sont appelés les gallates (Singh et al., 2004). 

L'acide gallique de synthèse, se présente sous la forme d'une poudre cristalline blanche ou 

jaune pâle, inodore, de saveur astringente et acide. Sa masse moléculaire est de 170.12 g/mol, 

alors que  son point de fusion est de 250°C. Il est soluble dans le méthanol, éthanol, l’eau et 

l’acétate d’éthyle. 

 

Il peut être tiré facilement des tanins. Il s'obtient par hydrolyse des gallotanins avec de 

l'acide sulfurique. Ces gallotanins (ou tanins galliques) sont formés autour d'un sucre 

(glucose ou polyol) comportant plusieurs liaisons esters avec des acides galliques ou leurs 

dérivés (Polewski et al., 2002). 

 

 

 

 

Figure 08 : Structure de l’acide gallique (Al-Zahrani, 2012). 
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IV. 2. Biosynthèse  

       Les principales étapes de la biosynthèse de l’acide gallique ont été précisées suite à un 

ensemble d’expériences on utilisant des précurseurs marqués au C
14

. Ces études ont montré 

que la voie de sa formation est liée au métabolisme des glucides (Figure 09).  

En effet les substances initiales utilisées dans cette biosynthèse sont des produits de la 

glycolyse et du cycle des pentoses phosphates : le phosphoénol puryvate et I'érythrose-4-

phosphate. Leur condensation et cyclisation conduisent à la formation d'un intermédiaire 

important : l'acide shikimique. Celui-ci se transforme en acide oxybenzoïques ou acide 

gallique (Brzozowska et Hanower, 1976 ; Ossipov et al., 2003). 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                       

                                                   

   Acide shikimique                      Acide dihydroxyshikimique                             Forme enol 

 

 

 

                                                         

                                                            Acide gallique 

 

Figure 09 : Biosynthèse de l’acide gallique (Ossipov et al., 2003). 
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IV. 3. Métabolisme 

       L’acide gallique est un acide phénol abondant dans l’alimentation,  il  existe sous forme 

libre ou liée. Les formes libres (aglycones) peuvent être directement absorbées au niveau de 

l’intestin grêle  tandis que les formes liées (glycosylées) doivent être hydrolysées, sous 

l’influence des glucosidases, par la flore intestinale au niveau du côlon avant d’être absorbées 

(Manache et al., 2004). Il est estimé qu’un apport de 8 mg conduit à une concentration 

sanguine au pic d’absorption de 2mmol/l toute forme confondue. La forme libre non modifiée 

représente alors moins de 2 % de l’acide gallique circulant (Cartron et al., 

2003 ; Descheemaeker,  2004). 

 

L’acide gallique est métabolisé en acide 4-O-méthyl-gallique ensuite est excrété dans les 

urines sous forme libre ou glucuronidée (De-Reynal et Multon, 2009).  

 

4. Propriétés pharmacologiques 

       Les propriétés pharmacologiques de l’acide gallique sont nombreuses et multiples, les 

principales sont : 

• Activités antioxydantes  

Les travaux de recherche effectués ces dernières années ont permis de démontrer l’intérêt de 

l’acide gallique dans la protection contre les espèces réactives de l’oxygène. En effet Vijaya 

Padma et al. (2011) ont montré que le traitement des rats par l’acide gallique prévient les 

dommages oxydatives causés par le Lindane. 

 

Il a été également prouvé que à la concentration de 4,17 mM, il est capable de piéger 44 % 

des radicaux 2.2-diphenyl-1-picryl hydrosyl (DPPH
•
) et 60 % du peroxyde d'hydrogène 

(Gow-Chin et al., 2002).   

 

• Activité antitumorale 

Plusieurs études réalisés sur animaux ou sur cultures cellulaires ont montré une activité 

cytotoxique sélective  contre les cellules cancéreuses (leucémie, cancers gastrique,  cancer de 

la prostate, cancer du poumon …etc) (Sharad  et al., 2013). 
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You et al., (2010) ont observé que l’acide gallique provoquait l’apoptose des cellules 

tumorales. Les observations enregistrées au cours de leurs travaux  suggèrent que la mort 

cellulaire induite par l'acide gallique est liée au stress oxydant résultant de la production 

d'espèces oxygénées   notamment les radicaux  superoxyde mitochondriaux (O2
•-
). 

 

• Activité antimicrobienne 

De nombreux travaux ont prouvé un effet antibactérien de l’acide gallique. En effet Borges et 

al., (2013) ont signalé que l’acide gallique exerce un effet bactériostatique et/ou bactéricide 

sur différentes souches bactériennes. Les résultats des différents tests réalisés par Díaz-

Gómez et ces collaborateurs (2013)  sur des souches bactériennes en milieux de culture 

montraient aussi que l’acide gallique possède un effet bactériostatique dose dépendant et 

meilleur comparativement à l’effet exercé par la cathéchine. 

 

D’après Dorman (2000), les composants phénoliques sont fortement actifs contre les micro- 

organismes et agissent comme agents dénaturants les protéines. Ces composés sont capables 

de se fixer sur certaines protéines et enzymes, modifiant les équilibres enzymatiques (Ozawa 

et al., 1987). De plus, Kratz et al., (2008) ont montré que l'acide gallique peut réduire la 

réplication du virus d’herpès HSV-2, cette activité anti-virale est dose dépendante.  

 

• Activité neuroprotectrice 

De récentes études laissent également penser que l’acide gallique posséderait un effet 

neuroprotecteur (Mansouri et al., 2013 ; Jing et al., 2014). En effet l’étude de  Farbood et 

ses collaborateurs (2013) a permis de mettre en évidence que l’acide gallique peut avoir des 

effets protecteurs contre l’ischémie cérébrale ainsi que les troubles de la mémoire chez le rat. 
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1. Etude phytochimique  

    1.1. Matériel végétal  

Le matériel végétal utilisé est constitué du  fruit de Punica granatum, récoltés vers la fin du 

mois de septembre et le début du mois d’octobre 2011, dans la région de M’jaz El-safa wilaya 

de Guelma Nord Est d’Algérie. 

Le fruit récolté a été lavé à l’eau de robinet puis conservé  à l’abri de la lumière, de l’humidité 

et à température ambiante jusqu’à l’utilisation. 

Le jus  du fruit a été préparé quotidiennement a partir des arilles et à l’aide d’un blinder 

(Moulinex, France).  

 

    1.2.  Teneur en flavonoïdes, en tanins et en polyphénols du jus Punica granatum 

      1.2.1. Dosage des flavonoïdes totaux  

• Principe  

Le dosage des flavonoïdes totaux est effectué selon la méthode décrite par Zhishen et al., 

(1999). Elle est basée sur un test colorimétrique utilisant le trichlorure d’aluminium AlCl3. Ce 

dernier forme des complexes acides stables soit avec le carbonyle (C=O en position C-4) soit 

avec le groupe hydroxyle (en C-3 ou C-5) des flavones et des flavonols, mais également avec 

les groupements orthodihyroxyles (éventuellement présents sur le noyau A et/ou B) des 

flavonoïdes. Ces composés présentent une absorbance maximale à 430 nm. 

 

• Mode opératoire 

 1.5 ml du méthanol sont ajoutés à 0.5 ml de la solution de l’échantillon de concentration 

1mg/ml. Ensuite nous avons ajouté 0.1ml de la solution de AlCl3 à 10 %, 0.1 ml d’acétate de 

sodium 1 M et 2.8 ml d’eau ultra pure (bidistillée). Le mélange est agité vigoureusement puis 

laissé pendant 30 minutes à l’obscurité avant de lire la densité optique à 430 nm. 

 

• Calcul de la concentration 

La teneur en flavonoïdes totaux est calculée à partir de l’équation d’une courbe d’étalonnage 

de quercétine (0.1 mg/ml) réalisée préalablement dans les mêmes conditions (Figure 10). 

Les teneurs en flavonoides totaux sont exprimées en mg d’équivalent quercétine par gramme 

de matière végétale sèche (mg EQ/g Ms) ou en mg d’équivalent quercétine par gramme 

d’extrait (mg EQ/g extrait). 
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        1.2.2. Dosage des tanins condensés  

• Principe 

Le dosage des tanins condensés a été réalisé par la méthode décrite par Julkunen-Titto, 

(1985) utilisant la vaniline. Cette dernière réagit avec les flavan-3-ols libres et l’unité 

terminale des proanthocyanidines donnant une coloration rouge dont l’intensité est 

proportionnelle au taux de flavanols présents dans le milieu et qui représente un maximum 

d’absorption à 500 nm. 

• Mode opératoire  

Nous avons procédés aux étapes suivantes : 

� Préparer deux séries de tubes à essai (deux tubes dans chaque série). 

� 1ml de la solution d’échantillon de concentration 1mg/ml a été introduit dans 

un tube de chacune des deux séries. 

� Ajouter 5 ml de la solution vanilline à 1 %,  HCl à 8 % (réactif de l’analyse) 

dans chacun des tubes de la première série à 1 minute d’intervalle. 

� Ajouter 5 ml de la solution HCl à 4 % dans chacun des tubes de la deuxième 

série à 1 minute d’intervalle. 

� Les tubes sont ensuite introduits au bain marie à 30°C pendant 20 min. 

� Lire les absorbances optiques à 500nm en respectant l’intervalle d’une minute. 

 

• Calcul de la concentration 

La teneur en tanins condensés est calculée à partir de l’équation de la courbe d’étalonnage de 

catéchine (0.3 mg/ml). Cette courbe à été réalisée dans les mêmes conditions  (Figure 11). Les 

teneurs en tanins sont exprimées en mg de catéchine par gramme d’extrait (mg catéchine/g 

extrait). 

 

      1.2.3. Dosage des polyphénols totaux 

• Principe 

Le dosage des composés phénoliques a été effectué selon la méthode de Wolfe et al., (2003), 

utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu. L’oxydation des phénols réduit ce réactif en un 

composé de couleur bleue, l’intensité de la couleur est proportionnelle au taux de composés 

phénoliques oxydés. 
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• Mode opératoire 

1.5 ml de réactif  Folin-Ciocaltau dilué (10×) est ajouté à 200 µl de la solution d’échantillon 

de concentration 1mg/ml. Le mélange est agité vigoureusement puis incuber à l’obscurité 

pendant 5 min à 25ºC. Ensuite, 1.5 ml de carbonate de sodium Na2CO3 (60 g/l) est ajouté. Le 

mélange est incuber à l’obscurité pendant 90 min à 20ºC avant de lire la densité optique à  

725 nm. 

 

• Calcule de la concentration 

La teneur en polyphénols totaux est calculée à partir de l’équation de la courbe d’étalonnage 

de l’acide gallique (0.2 mg/ml). Cette courbe a été réalisée dans les mêmes conditions de 

concentration (Figure 12). Les teneurs en polyphénols totaux sont exprimées en mg équivalent 

d’acide gallique par  100 gramme d’extrait (mg EAG/100 g extrait). 
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           Figure 10 : Courbe d'étalonnage de la quercétine. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                   Figure 11 : Courbe d'étalonnage de la catéchine. 

 

 

 

           

 

 

 

 

              

                        Figure 12 : Courbe d'étalonnage de l'acide gallique. 
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    1.3. Evaluation du potentiel anti-radicalaire  

      1.3.1. Test de DPPH 

• Principe 

Le potentiel anti-radicalaire est déterminé selon la méthode de Blois, (1958), utilisant le 2.2-

diphenyl-1-picryl hydrosyl (DPPH). Ce dernier agit en tant qu’un radical libre stable à une 

température ambiante. Le principe de cette méthode est basé sur la réduction du DPPH par un 

antioxydant présent dans le composé à tester (généralement les composés phénoliques) 

formant un nouveau composé de coloration jaune. Ce dernier montrait un spectre d’absorption 

à 517 nm. 

                   

• Mode opératoire 

A partir de l’échantillon à analyser  on prépare la solution mère (1 mg/ml) à partir de laquelle 

on prépare plusieurs solutions à différentes concentration par dilution (on obtient une gamme 

des concentrations). Les différentes étapes du mode opératoire sont représentés par le tableau 

suivant : 

 

Après agitation par un vortex, les tubes sont placés à l’obscurité à température ambiante 

pendant 30 minutes. L’absorbance est mesurée à 517 nm. 

 

• Calcule du potentiel anti-radicalaire 

Le potentiel anti-radicalaire est déterminé en termes d’IC50, concentration du jus de Punica 

granatum qui exerce 50 % d’inhibition des radicaux libres DPPH. Pour calculer l’IC50 de 

l’échantillon, il faut tracer une courbe qui représente le pourcentage d’inhibition (PI) en 

fonction de la concentration. Les résultats peuvent être exprimés en tant que pourcentages 

d’activité anti-radicalair, en utilisant la formule suivante : 

 

 

 

Réactif Blanc Totale 100% Essai 

Échantillon (ml) - - 2 

DPPH (0.3 mM) (ml) - 2 2 

Ethanol  (ml) 2 2 - 

�� = �1 − DO	essai
DO	T	100%� × 100									ou						 Do	T	100% − 	DO	essai

DO	T	100% 			× 100 
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     1.3.2. Test de NBT/Riboflavine 

• Principe    

Dans ce teste, on a utilisé la méthode décrite par  Yen et Chen, (1995). La génération du 

l’anion superoxyde se fait par l’oxydation de la riboflavine couplée à la réduction de 

nitrobluetetrazolium (NBT). Le composé libéré (formazan) présente un spectre d’absorbance 

à 560 nm. L’effet antioxydant est traduit en pourcentage d’inhibition de la formation de 

formazan par rapport au contrôle négatif (ne contient pas l’extrait à testé). 

• Mode opératoire 

A partir de l’échantillon à analyser  on prépare la solution mère (1mg/ml) à partir de laquelle 

on prépare plusieurs solutions à différentes concentrations par dilution (on obtient une gamme 

des concentrations). Les différentes étapes du mode opératoire sont représentées dans le 

tableau suivant : 

 

On agite et on incube pendant 5min sous une lampe de bureau l’absorbance est mesurée à  

560 nm. 

• Calcul du potentiel scavenger de l’anion superoxyde 

Il est déterminé en termes d’IC50, concentration du jus de Punica granatum qui exerce 50 % 

d’inhibition. Pour calculer l’IC50 de l’échantillon, il faut tracer une courbe : pourcentage 

d’inhibition (PI) en fonction de la concentration. Les résultats peuvent être exprimés en tant 

que pourcentages  d’activité scavenger de l’anion superoxyde, en utilisant la formule 

suivante : 

 

 

  

Réactif Blanc  Totale 100% Essai 

Tampon phosphate (67mM) (µl) 800 800 800 

H2O distillée (µl) 600 500 400 

EDTA4 Na (µl) 100 100 100 

Échantillon (µl) - - 100 

NBT (1.5mM) (µl) - 100 100 

Riboflavine (0.12mM) (µl) 50 50 50 

�� = �1 − DO	esai
DO	T	100%� × 100									ou						 Do	T	100% − 	DO	esai

DO	T	100% 			× 100 
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2. Etude biologique 

    2.1. Animaux et régime 

Nous avons travaillé sur 36 rats mâles de la souche wistar provenant de l’institut Pasteur 

d’Alger d’un poids moyen de 239±3 g. 

Ces rats sont mis dans des  cages en polyéthylène  munies d’un mangeoire et d’un biberon 

d’eau et tapissées d’une  litière composée de copeaux de bois  changée tous les jours.  

L’acclimatation  des rats a été effectuée au niveau de l’animalerie de la faculté des sciences 

(université d’Annaba), dans les conditions ambiantes de température (23±2°C),  

d’hygrométrie (40 %) et de photopériode naturel. 

La nourriture composée de maïs, de soja, de minéraux et de compléments vitaminés (Tableau 01) 

ainsi que l’eau de boisson, sont apportés aux rats ad libitum. 

 

   Tableau 01: Composition de l’alimentation pour 1  kilogramme d’aliment. 

Pourcentage (%) Quantité d'aliment en g/kg  Matière alimentaire 

62 620 Mais 

26 260 Soja 

1.6 16 Phosphate 

0.9 9 Calcaire 

1.0 10 Cellulose 

1.0 10 Minéraux 

1.0 10 Vitamines 

 

    2.2. Traitement des rats  

Les rats ont été répartis en deux groupes expérimentaux de 18 rats chacun : 

• Croupe A : rats non traités reçoivent 1 ml d’eau distillée par voie orale. 

• Croupe B : rats  traités quotidiennement par 1ml du jus de Punica granatum a été 

administrée aux rats par  gavage à l’aide d’une seringue une fois par jours à un 

temps fixe (10:00 du matin) pendant cinq semaines (Collins et al., 2001). 
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Après cinq semaines de prétraitement le groupe A est subdivisé en trois sous groupes de six 

rats chacun, il s’agit de : 

� Sous groupe (A1 : Témoins) : témoins sains qui reçoivent 1ml d’eau distillée par 

voie orale. 

� Sous groupe (A2 : NaF) : rats traités par le fluorure de sodium dissout dans l’eau 

de boisson à une concentration de 100 ppm (Turk et al., 2008). 

� Sous groupe (A3 : NaF+AG) : les rats de ce groupe ont été traité comme ceux du 

sous groupe (NaF) plus un traitement  quotidien par l’acide gallique administré 

par voie orale à raison 20 mg/kg de poids corporels une fois par jour à un temps 

fixe (11:00 du matin) (Prasad et al., 2006). 

 

Le groupe B est subdivisé également en trois sous groupes de six rats chacun, il s’agit de : 

� Sous groupe (B1 : NaF+ PG) : rats traités comme ceux du sous groupe (NaF) 

plus une administration quotidienne de 1ml du jus de Punica granatum par voie 

orale à un temps fixe (10:00 du matin). 

� Sous groupe (B2 : NaF+AG+PG) : rats de  traités comme ceux du sous groupe 

(NaF+AG) plus une administration quotidienne de 1ml du jus de Punica 

granatum par voie orale à un temps fixe (10:00 du matin). 

� Sous groupe (B3 : PG) : rats traités par 1ml du jus de Punica granatum par voie 

orale à un temps fixe (10:00 du matin).  

 

Le traitement  par le fluorure de sodium (NaF) ainsi que par les combinaisons NaF+AG, 

NaF+PG et NaF+AG+PG est poursuivi pendant 21 jours. 

 

Les animaux ont été pesés régulièrement pendant toute la période du traitement afin de suivre 

l’évolution du poids corporel. De plus, la consommation quotidienne en aliment et en eau de 

boisson ainsi que la quantité de fluorure de sodium ingérée ont été également mesurée au 

cours de l’expérimentation.  
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3. Sacrifices des rats et prélèvement des échantillons 

A la fin de l’expérimentation les différents groupes de rats sont sacrifiés par décapitation. 

    3.1. Prélèvement sanguin 

Les prélèvements sanguins ont été réalisés soit : 

• Sur des tubes à EDTA, pour déterminer la formule de numération sanguine(FNS). 

 

• Sur des tubes héparinés, centrifugés ensuite (10 min à 3000 tours/min) afin de séparé 

le culot du plasma, qui a été conservé à -18°C pour le dosage ultérieur des paramètres 

biochimiques à l’exception du fer sérique, tandis que le culot a été utilisé pour 

récupérer les érythrocytes. Le lavage des érythrocytes a été réalisé selon la méthode 

décrite par Dodge et al., (1963). Les érythrocytes précipités sont lavés trois fois avec 

un tampon phosphate (0.1 M, pH 7.4) et centrifuger à 3000 tours/min pendant 15 min. 

Le culot cellulaire obtenu sur héparine servira pour mesurer les paramètres du stress 

oxydatif.   

 

• Sur des tubes sec centrifugés ensuite pendant 10 minutes à 3000 tours/min afin de 

récupéré le sérum, qui a été conservé à -18°C pour doser les hormones ainsi que le fer 

sérique. 

 

 
    3.2. Prélèvement des organes 

Après dissection des animaux, le foie, les reins, le cœur et les testicules  sont rapidement 

prélevés, débarrassés de leurs tissues adipeux, rincés dans une solution de chlorure de sodium 

(NaCl à 0,9 %) puis pesés. Ensuite la moitié de chacun de ces organes a été conservés dans le 

formol afin de réaliser l’étude histologique. L’autre moitié à été conservée à -18°C pour le 

dosage des paramètres du stress oxydatif. La figure 13 schématise les différentes étapes du 

protocole expérimental. 
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               Après deux semaines d’adaptation 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                                                            

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Sacrifice 

Tubes sec : 
-Dosage du 
Fer et des 
hormones 
(T3, T4 et 

testostérone) 
dans le 
sérum. 

Tubes héparinés : 
-Dosage des 
paramètres 

biochimiques 
dans le plasma : 
Gly, Chol , …. 

-Dosage de  
paramètres de 
stress oxydant 

dans les 
érythrocytes. 

 

Tubes EDTA 
FNS 

 

-Dosage de 
GSH, MDA, 
GPx, CAT et 

SOD au 
niveau du : 
Foie, Reins, 

Cœur et 
Testicules . 

 

-Etude 
histologique du : 

Foie, Reins,  
Cœur et 

Testicules. 

   Prélèvement Sanguin                                                  Prélèvement des  Organes 

Figure 13: Schéma récapitulatif du protocole expérimental. 
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distillée  
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1ml du jus de 

Punica granatum 

N=18 

36 rats mâles 

Après cinq semaines de 
traitement 

Après trois semaines de traitement 
Sacrifice 
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4. Détermination de la formule de numération sanguine (FNS) 

La détermination de la formule de numération sanguine a été effectuée à l’aide d’un automate 

de type « Selectra E ». 

 

5. Techniques de dosage  

    5.1. Exploration de la fonction hépatique 

      5.1.1. Dosage du glucose  

• Principe  

Sous l’action du glucose oxydase, le glucose est oxydé en acide gluconique avec libération du 

peroxyde d’hydrogène H2O2 qui réagit sous l’action d’une peroxydase avec le phénol et le 4-

aminophénasone pour former le quinone qui est un complexe coloré en rose. L’intensité de la 

coloration est proportionnelle à la concentration du glucose dans l’échantillon (Kaplan, 1984 

a; Trinder, 1969).          

                                    

   β-D- Glucose + O2 + H2O                         Acide gluconique + H2O 

2 H2O2+ phénol + 4- aminophénazone                       Quinone + 4 H2O 

• Réactifs utilisés  

Réactifs Composition Concentration 

 

 

Réactif 

  

 

Tris pH 7.4 

Phénol 

Glucose oxydase (GOD) 

Peroxydase (POD) 

4- aminophénazone (4-AP) 

92 mmol/l 

0.3 mmol/l 

15000 U/l 

1000 U/l 

2.6 mmol/l 

Étalon Glucose 100 mg/dl 

 

• Échantillon : plasma 

 

 

 

 

POD 

GOD 
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• Mode opératoire 

Réactifs Blanc Étalon Échantillon  

Réactif (ml)  1.0 1.0 1.0 

Étalon (µl) - 10 - 

Échantillon (µl) - - 10 

H2O distillée (µl) 10 - - 

 

Mélanger et incuber pendant 10 minutes à 37°C. La lecture de l’absorbance optique (A) à 505 

nm s’effectue contre le blanc réactif. La coloration est stable pendant 30 minutes. 

 

• Calcul  de la concentration              

                   

 

 

   5.1.2. Dosage des protéines totales   

• Principe  

Les ions cuivriques, dans un milieu alcalin, interagissent avec les liaisons peptidiques des 

protéines formant un complexe coloré en bleu-violet. L’intensité de la couleur est 

proportionnelle à la concentration des protéines totales  dans les échantillons (Koller, 1984; 

Burtis et al., 1999). 

• Réactifs utilisés  

Réactifs Composition Concentration 

R Biuret Tartrate de sodium potassium 

Sodium iodique 

Potassium iodique 

Cuivre de sulfate 

15 mmol/l 

100 mmol/l 

5 mmol/l 

19 mmol/l 

Étalon Sérum albumine bovine 70 g/l 

 

 

• Échantillon : plasma. 

 

Glucose (mg/dl) =   
���é����������

���é�����   × 100mg/dl (concentration de l’étalon) 
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• Mode opératoire 

 

Réactifs Blanc Étalon Échantillon 

Réactif (ml) 1.0 1.0 1.0 

Étalon (µl) - 25 - 

Échantillon (µl) - - 25 

H2O (µl) 25 - - 

 

Mélanger et incuber pendant 5 minutes à 37°C. L’absorbance  optique (A) est lue à 540 nm 

contre le blanc réactif. La coloration est stable pendant 30 minutes.   

• Calcul  de la concentration 
 

 

 

 

   5.1.3. Dosage d’albumine   

• Principe  

L’albumine réagit avec le vert de bromocrésol (BCG), pour former un complexe coloré. Le 

pH du milieu est maintenu à 4.2 par le tampon. Après l’incubation, l’absorbance du mélange 

est mesurée à 628 nm (Roskey, 1965; Doumas, 1971; Webster, 1974). 

 

• Réactifs utilisés  

Réactifs Composition Concentration 

R1 Vert de bromocrésol  pH 4.2 0.12 mmol/l. 

Étalon Albumine 5 g/dl 

Protéines totales  (g/dl) =   
���é����������

���é�����  × 7g/dl (concentrations de l’étalon) 
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• Échantillon : plasma 

 

• Mode opératoire 

Réactifs Blanc Étalon Échantillon  

Réactif (ml) 1.0 1.0 1.0 

Étalon (µl) - 5 - 

Échantillon (µl) - - 5 

H2O distillée (µl) 5 - - 

 

Après une incubation à température ambiante pendant 10 minutes, l’absorbance  optique  est lue 

à 630 nm contre le blanc réactif. La coloration est stable pendant une heure à température 

ambiante.  

 

• Calcul de la concentration  

 

 

 

   5.1.4. Dosage de la bilirubine totale  

• Principe  

La bilirubine est définie comme la quantité de pigment biliaire dans le plasma réagissant avec 

l’acide sulfanilique diazoté à pH acide pour produire l’azobilirubine selon le schéma 

réactionnel suivant : 

     

           Acide sulfanilique + Nitrite de sodium           Acide sulfanilique diazoté 

          

  Acide sulfanilique diazoté + Bilirubine                              Azobilirubine 

 

Cette réaction est instantanée avec la bilirubine directe (la bilirubine conjuguée), par contre 

avec la bilirubine totale (bilirubine non conjuguée) elle est indirecte et qui nécessite la 

solubilisation par le diméthylsulfoxide (DMSO), en absence de DMSO, seule la bilirubine 

directe réagit (Malloy et al., 1937; Kaplan et al., 1984b ).  

Albumine (g/dl) =     
���é����������

���é�����   ×  5 g/dl (concentration de l’étalon) 

Réaction 
chimique 

Réaction 
 de couplage 
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• Réactifs utilisés  

 

Réactifs Composition Concentration 

R1 (D) Acide sulfanilique 

Acide hydrochloridrique 

30 mmol/l 

150 mmol/l 

R2  (T) Acide sulfanilique 

Acide hydrochloridrique 

Diméthylsulfoxyde (DMSO) 

30 mmol/l 

50 mmol/l 

7 mol/l 

           R3 Nitrite de sodium 29 mol/l 

 

• Échantillon : plasma. 

 

• Mode opératoire  

Réactifs Blanc B. totale Blanc B. directe 

R1 (D) (ml) - - 1.5 1.5 

R2 (T) (ml) 1.5 1.5 - - 

R3 (µl) - 50 - 50 

Échantillon (µl) 100 100 100 100 

H2O distillée (µl) 50 - 50 - 

 

Mélanger et lire l’absorbance optique après 5 minutes d’incubation à une longueur d’onde  

555 nm. 

 

• Calcul de la concentration 

 

 

 

 Facteur B totale = 19.1. 

 

 

 

Bilirubine plasmatique (mg/dl) =[(A) échantillon- (A) blanc]x facteur B 
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  5.1.5. Détermination de l'activité d’alanine aminotransferase (ALAT, EC 2.6.1.2)   

• Principe  

L’alanine aminotransferase (ALAT) appelée aussi  glutamate pyruvate transaminase (TGP) 

catalyse le transfert réversible d'un groupe amine à partir de l'alanine au α-cétoglutarate formant 

le glutamate et le pyruvate. Le pyruvate produit est réduit en lactate par la lactate 

déshydrogénase (LDH) et le NADH selon le  schéma réactionnel suivant :   

          

                  Alanine + α- Cétoglutarate                                         Glutamate  + Pyruvate 

                                   Pyruvate + NADH + H+                                         Lactate + NAD+ 

 

Le taux de diminution de la concentration en NADH est directement proportionnel à l’activité 

de l’alanine aminotransférase  présente dans l’échantillon (Murray, 1984a). 

 

• Réactifs utilisés 

Réactifs Composition Concentration 

R1 Tampon Tris pH 7.8 

L-alanine 

100 mmol/l 

500 mmol/l 

R2 Substrat NADH 

Lactate déshydrogénase (LDH) 

α- Cétoglutarate 

0.18 mmol/l 

1200 U/l 

15 mmol/l 

 

Pour préparer le réactif de travail nous avons dissout un comprimé du réactif R2 dans une fiole 

du réactif R1. Ce réactif est stable 21 jours à 2-8ºC. 

• Échantillon : plasma 

• Mode opératoire 

 

 

 

 

 

 

 

Réactif de travail (ml) 1.0 

Échantillon (µl) 100 

ALAT 

LDH 
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On mélange et on incube pendant 1 minute et on fait une première lecture de l’absorbance 

optique (A) à 340 nm. L’absorbance  optique (A) est relie à nouveau 3 fois après 1, 2, 3, 

minutes. 

• Calcul  de l’activité  

 

 

∆A/ min : la valeur moyenne des trois lectures par minute. 

 

   5.1.6. Détermination de l'activité d’aspartate aminotransférase (ASAT, EC 2.6.1.1)  

• Principe  

L’aspartate aminotransferase (ASAT) appelée aussi l'oxaloacétate de glutamate transférase 

(TGO) catalyse le transfert réversible d'un groupe amine à partir de l'aspartate au α-

cétoglutarate formant le glutamate et l'oxalocetate. L'oxalocetate produit est réduit en malate 

par la malate déshydrogénase (MDH) et le NADH (Murray, 1984b).  

 

                        Aspartate+ α- Cétoglutarate                                         Glutamate  + Oxaloacetate 

               Oxaloacetate + NADH + H+                                       Malate + NAD+ 

 

• Réactifs utilisés  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Pour préparer le réactif de travail nous avons dissout un comprimé du réactif R2 dans 

une fiole du réactif R1. Ce réactif est stable pndant 21 jours à 2-8 ºC. 

Réactif Composition Concentration 

R1 Tampon Tris pH 7.8 

L-aspartate 

80 mmol/l 

200 mmol/l 

R2 Substrat NADH 

Lactate déshydrogénase (LDH) 

Malate déshudrogénase (MDA) 

α- Cétoglutarate 

0.18 mmol/l 

800 U/l 

600 U/l 

12 mmol/l 

MDH 

ASAT 

Activité ALAT (U/l) = ∆A /min x 1750 



 
 

44 
 

Matériel et Méthodes 

 

• Échantillon : plasma 

• Mode opératoire 

Réactif de travail (ml) 1.0 

Échantillon (µl) 100 

 

On mélange et on incube pendant 1 minute et on fait une première lecture de l’absorbance  

optique (A)  à 340 nm. L’absorbance  optique (A) est relie à nouveau 3 fois après 1, 2, 3, 

minutes. 

• Calcul  de l’activité  

 

   5.1.7.  Détermination de l'activité de la phosphatase alcaline (PAL, EC 3.1.3.1)  

• Principe  

La phosphatase alcaline catalyse l’hydrolyse du p-nitrophénylphosphate à pH 10.4 en phosphate 

et p-nitrophénol (Composé jaune) (Wenger et al., 1984; Rosalki et al., 1993). 

   
 p-nitrophénylphosphate  +  H2O                                  Phosphate + p-nitrophénol 

 
• Réactifs utilisés  

Réactifs Composition Concentration 

R1 Tampon Diéthanolamine (DEA) pH 10.4 

Chlorure de magnisium 

1 mmol/l 

0.5 mmol/l 

R2 Substrat p-nitrophénylphosphate (pNPP) 10 mmol/l 

 

Pour préparer le réactif de travail nous avons dissout un comprimé du réactif R2 dans une fiole 

du réactif R1. Ce réactif est stable 21 jours à 2-8ºC. 

 

• Échantillon : plasma 

 

 

 

Activité ASAT (U/l) = ∆A /min × 1750 

PAL 
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• Mode opératoire 

 
 

 

 

On mélange et on incube pendant une minute ensuite on mesure la variation d’absorbance par 
minute (∆A/min) à 405nm, pendant 3 minutes.  

 

• Calcul  de l’activité  

 

 

 

   5.1.8. Détermination de l'activité de la lactate déshydrogénase (LDH, EC 1.1.1.27)   

• Principe  

La lactate déshydrogénase catalyse la réduction du pyruvate par le NADH selon la réaction 

suivante: 

     Pyruvate + NADH +H+              L- lactate + NAD+ 

 

Le taux de diminution de la concentration en NADH est directement proportionnel à l’activité 

de LDH présente dans l’échantillon (Pesce, 1984).  

 

• Réactifs utilisés 

Réactifs Composition Concentration 

R1 Tampon Imidazol 

Pyruvate 

65 mmol/l 

0.6 mmol/l 

R2 Substrat NADH 0.18 mmol/l 

 

Pour préparer le réactif de travail nous avons dissout un comprimé du réactif R2 dans une fiole 

du réactif R1. Ce réactif est stable 2 jours à 2-8ºC. 

• Échantillon : plasma  

 

Réactif de travail (ml) 1.2 

Échantillon (µl) 20 

LDH 

Activité phosphatases alcalines (U/l)  =  ∆A /min × 3300 
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• Mode opératoire 

 

 

 

 

 

On agite et en incube une minute à 37°C et on fait une première lecture de l’absorbance 

optique (A) à 340 nm. L’absorbance  optique (A) est relie à nouveau 3 fois après 1, 2, 3, 

minutes. 

 

• Calcul de l’activité 

 

 
 
 
 
   5.1.9. Détermination de l'activité de la créatine phosphokinase (CPK, EC 2.7.3.2)  

• Principe  

La créatine phosphokinase (CPK) catalyse le transfert réversible d'un groupe phosphate de la 

phosphocréatine vers l'ADP. Cette réaction s'ajoute à d'autres catalysées par l'hexokinase 

(HK) et par le glucose-6-phosphate déshydrogénase (G6P-DH) :  

 

 
   Phosphocréatine + ADP                               Créatine + ATP 

 
                ATP + Glucose                                ADP + Glucose-6-phosphate      

                
      Glucose-6-phosphate + NADP+                                  6-Phosphogluconate + NADPH + H+        

         
 

La vitesse de formation de NADPH, déterminé par photométrie, est proportionnelle à la 

concentration catalytique de CPK dans l'échantillon testé (Abbot et al., 1984; Gerhardt et 

al., 1995). 

 

 

 

Température 37°C 

Réactif de travail (ml) 3.0 

Échantillon (µl) 50 

CPK 

HK 

G6F-DH 

Activité LDH (U/L) = ∆A/ min ×9690 
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• Réactifs utilisés 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Pour préparer le réactif de travail nous avons dissout une tablette de R2 dans une capsule R1 et 

mélangé le contenu doucement. Ce réactif est stable10 jours à 2-8 ºC. 

 

• Échantillon : plasma. 

 

• Mode opératoire 

 

 

 

 

 

On agite et en incube pendant deux minute à 37°C et on fait une première lecture de 

l’absorbance optique (A) à 340 nm. Relie à nouveau chaque minute pendant 3 minutes. 

 

• Calcul de l’activité 

 

 

 

Réactifs Composition Concentration 

R1 Tampon  
Imidazole pH 7.0 

Glucose 
Acétate de magnésium 

EDTA 
 

 
100 mmol/l 
20   mmol/l 
10    mmol/l 
2      mmol/l 

 

R2 Substrat  
ADP 
AMP 

di-Adénosine-5-pentaphosphate 
NADP+ 

Hexokinase (HK) 
Glucose-6-phosphate déshydrogénase 

(G6F-DH) 
N-acetilcisteine 

Phosphate de créatine 
 

 
2 mmol/l 
5 mmol/l 

10 mmol/l 
2 mmol/l 
2500 U/l 
1500 U/l 

 
20 mmol/l 
30 mmol/l 

 

Température 37°C 

Réactif de travail (ml) 1.0 

Échantillon (µl) 20 

Activité CPK (U/l) = ∆A/ min ×8095 
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   5.2. Exploration du profile lipidique 

     5.2.1. Dosage du cholestérol   

• Principe  

Le cholestérol et ses esters sont libérés à partir des lipoprotéines par des détergents. La 

cholestérol estérase hydrolyse les esters du cholestérol. Le cholestérol libéré est oxydé par le 

cholestérol oxydase en cholestérol-4-ène-3-one avec formation du H2O2. Ce dernier réagit 

avec le phénol et le 4-Aminophénazone pour donner sous l’action d’une peroxydase, du 

quinonéimine rosâtre. L’intensité de la coloration est proportionnelle à la concentration du 

cholestérol dans l’échantillon (Meiattini et al., 1978).  

 

Esters de cholestérol + H2O     Cholestérol + Acides gras 

  Cholestérol + O2        4- Cholésténone + H2O2 

   2H2O2 + Phénol + 4- Aminophénazone                  Quinoneimine + 4 H2O 

 

• Réactifs utilisés  

Réactifs Composition Concentration 

R1 Tampon PIPES     pH 6.9 

Phénol 

90 mmol/l 

26 mmol /l 

R2 Enzymes Cholestérol estérase (CHE) 

Cholestérol oxydase (CHOD) 

Peroxydase (POD) 

4- Aminophénazone (4- AP) 

300 U/l 

300 U/l 

1250 U/l 

0.4 mmol/l 

Étalon Cholestérol 200 mg/dl 

 

Le réactif de travail est préparé en mélangeant le contenu de la fiole du réactif (R2) dans un 

flacon du réactif (R1). Le réactif de travail est stable 4 mois à 2-8ºC. 

 

• Échantillon : plasma 

 

 

 

  POD 

  CHOD 

CHE 
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• Mode opératoire 

Réactifs Blanc Étalon Échantillon  

Réactif de travail (ml) 1.0 1.0 1.0 

Étalon (µl) - 10 - 

Échantillon (µl) - - 10 

H2O distillée (µl) 10 - - 

 

Nous mélangeons et nous laissons incuber pendant 5  minutes à 37°C. L’absorbance  optique (A) 

est lue à 505 nm contre le blanc réactif. La coloration est stable pendant 60 minutes. 

 

• Calcul  de la concentration 

 

 

    5.2.2. Dosage des triglycérides   

• Principe  

Les triglycérides sous l’action de la lipoprotéine lipase sont libérés et  hydrolysés en glycérol 

et  acides gras libres. Le glycérol, sous l’effet du glycérol kinase et l’ATP, forme l’adenosine-

5-diphosphate (ADP) et le glycérol-3-phosphate(G3P) qui est converti en dihydroxyacétone 

phosphate (DAP) et H2O2 sous l’action du glycérol phosphate déshydrogénase (GPO). Le 

H2O2 libéré réagit avec 4-aminophenazone (4-AP) et le p-chlorophénol pour donner, sous 

l’action d’une peroxydase (POD), de la quinone qui est un complexe coloré en rose. 

L’intensité de la coloration est proportionnelle à la concentration des triglycérides dans 

l’échantillon (Buccolo et al., 1973; Fossati et al., 1982; Kaplan et al., 1984c). 

 

Triglycérides + H2O                              Glycérol+ Acide gras libres 

                       Glycérol + ATP                                         G3P  + ADP 

    G3P +O2                                            DAP+ H2O2 

        H2O2 + 4-AP+ P- Chlorophénol                                 Quinone + H2O 

 

  

 

Glycérol kinase 

GPO 

LPL 

POD 

Cholestérol (mg/dl) =   
���é����������

���é�����   ×  200 mg/dl (concentrations de l’étalon) 



 
 

50 
 

Matériel et Méthodes 

 

• Réactifs utilisés  

Réactifs Composition Concentration 

R1 Tampon GOOD    pH 7.5 

p-chlorophénol 

50 mmol/l 

2 mmol/l 

R2 Enzymes Lipoprotéine Lipase  (LPL) 

Glycérol kinase (GK) 

Glycérol-3- P- Oxydase (GPO) 

Peroxydase (POD) 

4-Aminophénazone   (4-AP) 

ATP 

150000 U/l 

500 U/l 

2500 U/l 

440 U/l 

0.1 mmol/l 

0.1 mmol/l 

Étalon Triglycérides 200 mg/dl 

 

Le réactif de travail est préparé en mélangeant le contenu de la fiole du réactif (R2) dans un 

flacon du réactif (R1). Le réactif de travail est stable 6 semaines à 2-8ºC. 

 

• Échantillon : plasma 

• Mode opératoire 

Réactifs Blanc Étalon Échantillon  

Réactif de travail (ml) 1.0 1.0 1.0 

Étalon (µl) - 10 - 

Échantillon (µl) - - 10 

H2O distillée (µl) 10 - - 

Après agitation et incubation pendant 5  minutes à 37°C. L’absorbance  optique (A)  est 

lue à 505 nm contre le blanc réactif. La coloration est stable pendant 30  minutes. 

 

• Calcul  de la concentration 

 

 

 

   Triglycérides  (mg/dl) =  
���é����������

���é�����   × 200 mg/dl (concentrations de l’étalon) 
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    5.2.3. Dosage du HDL-cholestérol   

• Principe  

Les VLDL et les LDL sont précipités par le phosphotungstate en présence du magnésium. 

Après centrifugation le surnageant contenant les HDL est utilisé pour la détermination du 

HDL-cholestérol (Grove, 1979). 

 

• Réactifs utilisés  

Réactif Composition Concentration 

 Réactif de précipitation Acide phosphotungstique 

Chloride de magnésium 

14 mmol/l 

2 mmol /l 

 

• Échantillon : plasma 

• Mode opératoire 

Réactif (µl) 100 

Échantillon (ml)  1.0 

 

Nous mélangeons et nous laissons incuber pendant 10 minutes à température ambiante. Ensuite 

on centrifuge les échantillons  à 4000 tour/min pendant 20 minutes. Pour déterminer la 

concentration de HDL-cholestérol on à suivi les même étapes du dosage du cholestérol.  

 

• Calcul  de la concentration 

La concentration du HDL-cholestérol est calculée par la formule suivante : 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

HDL-cholestérol (mg/dl) =   
���é����������

���é�����   × concentrations de l’étalon mg/dl 
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 5.3. Exploration de la fonction rénale 

     5.3.1. Dosage  de l’urée  

• Principe  

Sous l’action de l’uréase, l’urée est hydrolysé en ammoniaque (NH4) et dioxyde de carbone 

(CO2). Les ions d’ammoniaques formés réagissent avec le salicylate et d’hypochlorite de 

sodium (NaCOI) en présence de nitroprusside pour donner un complexe coloré en vert, 

l’intensité  de couleur  est proportionnelle  à  la  concentration   de l’urée dans le plasma 

(Fawcett et al., 1960 ; Tabacco  et al., 1979; Kaplan et al., 1984d).  

                              Urée + H2O                                2 NH4 + CO2 

• Réactifs utilisés  

Réactifs Composition Concentration 

R1 Tampon Phosphate pH 6.7 

EDTA 

Salicylate de sodium 

Nitroprusside de sodium 

50 mmol/l 

2 mmol/l 

400 mmol/l 

10 mmol/l 

R2 NaCIO Hypochlorite de sodium (NaCIO) 

Hydroxide de sodium 

140 mmol/l 

150 mmol/l 

R3 Enzymes Urease 30000 U/l 

Étalon Solution standard d’urée 50 mg/dl 

 

Pour préparer le réactif de travail nous avons dissout un comprimé du réactif R3 dans un 

flacon du réactif R1. Ce réactif est stable un mois à 2-8ºC. 

• Échantillon : plasma. 

• Mode opératoire 

 

 

 

 

 

 

Réactifs Blanc Étalon Échantillon  

Réactif de travail (ml)  1.0 1.0 1.0 

Étalon (µl) - 10 - 

Échantillon (µl) - - 10 

H2O distillée (µl) 10 - - 

Uréase 
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Après agitation et incubation à 37° pendant  5 minutes, on pipette :  

 

Réactifs Blanc Étalon Échantillon 

R2 (ml) 1.0 1.0 1.0 

 

Après une deuxième incubation à 37°C pendant 5 minutes, l’absorbance  optique (A)  est lue à 

580 nm contre le blanc réactif. La coloration est stable pendant 30 minutes. 

 

• Calcul  de la concentration 

 

 

     

 

5.3.2 Dosage de la créatinine  

• Principe  

L’essai est basé sur la réaction de la créatinine avec le picrate de sodium c’est la réaction de 

Jaffé. La créatinine réagit avec le picrate alcalin pour donner un complexe coloré, mesuré 

dans un intervalle de temps défini et proportionnel à la concentration en créatinine dans 

l’échantillon (Murray, 1984c).  

 

• Réactifs utilisés  

Réactifs Composition Concentration 

R1 Acide picrique 17.5 mmol/l 

R2 Hydroxyde de sodium 0.29 mmol/l 

Étalon Créatinine 2 mg/dl 

Urée  (mg/dl)    =  
���é����������

���é�����   × 50 mg/dl (concentration de l’étalon) 
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Pour préparer le réactif de travail nous avons mélangé des volumes égaux du réactif R1 et du 

réactif R2. Le réactif de travail est stable 10 jours à 15-20ºC 

 

• Échantillon : plasma 

• Mode opératoire 

Réactifs Blanc Étalon Échantillon 

Réactifs (ml) 1.0 1.0 1.0 

Étalon (µl) - 100 - 

Échantillon (µl) - - 100 

H20 distillée (µl) 100 - - 

 

Mélanger, déclencher le chronomètre. Lire à 492 nm l’absorbance  optique (A1) après 30 

secondes et l’absorbance  optique (A2)  après 90 secondes. 

• Calcul de la concentration       

 

 

 

∆A= (A2-A1). 

 
 
    5.3.3. Dosage de l’acide urique  

• Principe  

L’acide urique est oxydé par l’uricase en allontoine et H2O2, ce dernier et en présence de la 

peroxydase (POD), 4- Aminophénazone (4- AP) et le 2-4 Dichlorophénol sulfonate (DCPS) 

forme un complexe coloré le quinoneimine où l’intensité de la couleur formée est 

proportionnelle à la concentration de l’acide urique plasmatique (Fossati et al., 1980).       

           

   Acide urique + 2H2O + O2      Allontoine + CO2+ 2H2O2 

2H2O2+ 4-AP+ DCPS                    Quinoneimine + 4H2O 

 

 

 

Uricase  

      POD 

Créatinine (mg/dl) =  
�∆��é����������!�∆��"����

�∆��é�����!�∆��"����   × 2 mg/dl (concentration de l’étalon) 
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• Réactifs utilisés  

Réactifs Composition Concentration 

R1 Tampon Phosphate    pH 7.4 

2-4 Dichlorophénol sulfonate (DCPS) 

50 mmol/ L 

4 mmol/ L 

R2 Enzymes Uricase 

Peroxydase    (POD) 

Ascorbate oxydase 

4- Aminophénazone (4- AP) 

60 U/L 

660 U/L 

200 U/L 

1 mmol/ L 

Étalon Acide urique 6 mg/dl 

 

Le réactif de travail est préparé en mélangeant le contenu du réactif (R2) dans la fiole du 

réactif (R1). Le réactif de travail est stable un mois à 2-8ºC. 

• Échantillon : plasma. 

• Mode opératoire  

Réactifs Blanc Étalon Échantillon  

Réactif de travail (ml) 1.0 1.0 1.0 

Étalon (µl) - 25 - 

Échantillon (µl) - - 25 

H2O distillée (µl) 25 - - 

 

On agite et en incube pendant 5 minutes à 37°C. L’absorbance  optique (A) est lue à 520 nm 

contre le blanc réactif. La coloration est stable pendant 30 minutes. 

 

• Calcul de la concentration  

 

 
 
 
 
 
 

Acide urique (mg/dl) = 
���é����������

���é�����  × 6 mg/dl (concentration de l’étalon) 
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  5.4. Dosage des hormones thyroïdiennes 

Le dosage de la T3, la T4  a été effectué à l’aide d’un automate de type « Ellexys 2010 ». 

 

   5.5. Dosage de la testostérone 

Le dosage de la testostérone  a été effectué à l’aide d’un automate de type « Ellexys 2010 ». 

 

   5.6. Dosage du fer  

• Principe  

Dans un milieu acide le fer est dissocié du complexe fer-transferrine. Le fer libre est réduit sous 

ca forme bivalente (ion ferreux) sous l’action de l’acide ascorbique. Les ions ferreux donnent un 

complexe coloré en réagissant avec la ferrozine (Itano, 1978). 

 

Transferrine (Fe3+) 2+ e-                                       2 Fe2++ transférinne 

              Fe2+                              complexe coloré 

• Réactifs utilisés  

Réactifs Composition Concentration 

R1  (Tampon) Acetate pH 4.9 100 mmol/l 

R2  (Réducteur) Acide ascorbique 99.7% 

R3  (Solution chromogène) Ferrozine 40 mmol/l 

Étalon Fer 100 µg/l 

 

Pour préparer le réactif de travail on a dissout le contenue du tube du réactif R2 dans le flacon du 

réactif R1. Le mélange est stable trois mois à 2-8°C. 

 

 

• Échantillon : sérum.  

 

 

 

 

 

 

Acide ascorbique 

ferrozine 
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• Mode opératoire 

Réactifs Réactif de 

travail Blanc 

Étalon Échantillon Blanc Échantillon   

Réactif de travail 

(ml) 

1.0 1.0 1.0 1.0 

R3 (goutes) 1 1 - - 

H2O distillée (µl) 200 -   

Étalon (µl) - 200 - - 

Échantillon (µl) - - 200 200 

 

On mélange et on incube cinq minutes à 37 °C ensuite l’absorbance est mesurée à 562 nm. 

 

• Calcul de la concentration       

 
 
 

 

    5.7. Exploration du stress oxydant  

Tous les réactifs chimiques utilisés ont pour origine Sigma chemical Co. (USA) 

    5.7.1. Préparation de l’homogénat  

Un gramme de chaque organe étudié des rats des différents groupes expérimentaux, a été 

broyé et homogénéisé dans 2 ml du tampon TBS (Tris 50 mM, NaCl 150 mM, pH 7.4) à 

l’aide d’un homogénéisateur (Ultra-Turax), puis centrifugé à 9000 tours /min à -4ºC pendant 

15 min. Le surnageant obtenu est aliquoté dans des tubes eppendorfs et conservé à -20ºC en 

attendant d’effectuer les dosages des paramètres du stress oxydant. 

 

   5.7.2. Dosage des protéines  

• Principe 

Le dosage des protéines est déterminé selon la méthode de Bradford, (1976), qui utilise le 

Bleu de Coomassie G250 (BBC) comme réactif. Ce dernier, réagit avec les groupements 

amines (-NH2) des protéines pour former un complexe de couleur bleue. L’apparition de cette 

couleur reflète le degré d’ionisation du milieu acide et l’intensité établit  la concentration des  

Fer (µg/dl) = 
���é����������!���"����

���é�����    × 100 µg/dl (concentration de l’étalon). 
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protéines qui est mesurée spectrophotométriquement à 595 nm (à l’aide d’un 

spectrophotomètre UV/ visible Jenway 6305). 

 

• Mode opératoire 

� Prélever 0.1 ml de l’homogénat. 

� Ajouter 5 ml de bleu brillant de Coomassie (BBC) (G250). 

� Agiter et laisser le mélange à température ambiante pendant 5 min pour la 

stabilisation de la couleur. 

� Mesurer l’absorbance de l’échantillon à 595 nm contre le blanc contenant la 

solution de tampon phosphate à la place de l’homogénat. 

 La densité optique obtenue est rapportée sur la courbe d’étalonnage (1mg/ml de BSA)  

préalablement réalisée dans les mêmes conditions, en utilisant le sérum albumine bovin 

(BSA) comme standard (Figure 14).  

 

 

 

 

 

 

 

Figure 14 : Courbe d'étalonnage de la BSA (1mg/ml). 
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5.7.3. Détermination du taux de glutathion réduit (GSH)  

• Principe 

Le dosage  du glutathion réduit (GSH) a été réalisé selon la méthode d’Ellman, (1959),  avec 

quelques modifications (Jollow et al.,1974). Le principe de ce dosage repose sur la mesure de 

l’absorbance optique de l’acide 2-nitro-5-marcapturique qui résulte de la réduction de l’acide 

5-5-dithio-bis-2-nitrobenzoique (DTNB) par les groupements (-SH) du glutathion.  

• Mode opératoire  

� Prélever 0.8 ml de l’homogénat. 

� Ajouter 0.2 ml de la solution d’acide sulfosalicylique (0.25%) et laisser pendant 

15 min dans un bain de glace. 

� Centrifuger à 1000 tours/min pendant 5 min. 

� Prélever 0.5 ml du surnageant. 

� Ajouter 1ml du tampon Tris-EDTA (contenant 0.4 M de Tris, 0.02 M d’EDTA, 

pH 9.6)  

� Ajouter 0.025 ml de l’acide 5,5 dithio-bis-2-nitrobenzoïque (DTNB) à 0.01 M.  

� Laisser pendant 5 minutes à une température ambiante et lire les densités 

optiques à 412 nm contre le blanc réactif.  

• Calcul de la concentration  

On calcule la concentration du GSH exprimée en nanomoles par milligramme de protéines 

(nmol/mg prot) selon la formule suivante : 

 

             

 

                                  

 

DO: Densité optique. 

1: Volume total des solutions utilisées de la déprotéinisation 

1.525 : Volume total des solutions utilisées dans le dosage du GSH au  niveau du surnageant 

13100 : Coefficient d’absorbance du groupement –SH à 412 nm. 

0.8 : Volume de l’homogénat après déprotéinisaion  trouvé dans un 1 ml. 

0.5 : Volume du surnageant trouvé dans un 1.525 ml. 

 

 

GSH   (nmol GSH/mg protéine) =        

 

                                                           

DO ×  1× 1.525 

   13100 × 0.8 ×0.5 mg protéine 
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 5.7.4. Détermination du taux de la malondialdéhyde (MDA) 

• Principe   

Le dosage de la malondialdéhyde (MDA) est réalisé selon la méthode de Buege et Aust, 

(1984). Le principe de ce dosage est basée sur la formation d’une réaction entre les fonctions 

aldéhydes de la MDA libérées par l’hydrolyse acide à 80ºC et l’acide thiobarbiturique (TBA) 

donnant un complexe de couleur rose qui peut être donc mesurer  par spectrophotométrie 

d’absorption à 530 nm (figure 15). 

• Mode opératoire 

� Prélever 375 µl de l’homogénat (surnageant). 

� Ajouter 150 µl de la solution tampon TBS (Tris 50 mM, NaCl 150 mM, pH 7.4).  

� Ajouter 375 µl de la solution TCA-BHT (TCA 20%, BHT 1%). 

� Vortexer et Centrifuger à 1000 tours/min pendant 10 minutes à 4°C. 

� Prélever 400 µl du surnageant. 

� Ajouter 80 µl du HCl (0.6 M).  

� Ajouter 320 µl de la solution Tris-TBA (Tris 26 mM, TBA 120 mM). 

� Mélanger et incuber au bain marie à une température de 80°C pendant 10 

minutes.  

� Lire les densités optiques à 530 nm contre le blanc réactif.  

• Calcule de la concentration 

On calcule la concentration de MDA exprimée en nanomoles par milligramme de protéines 

(nmol/mg prot) selon l’équation: 

 

 

 

C : Concentration en nmol/mg de protéines.  

DO : Densité optique lue à 530 nm.  

 E : Coefficient d’extinction molaire du MDA = 1.56 105 M-1 cm-1. 

 L : Longueur du trajet optique = 0.779 cm.  

 X : Concentration de l’extrait en protéines (mg/ml). 

Fd : Facteur de dilution : Fd = 0.2083. 

 

 

MDA (nmol/mg protéine) = 
DO×106 

                                                 

E×L ×X× Fd 
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      5.7.5. Détermination de l’activité enzymatique du glutathion peroxydase (GPx) (E.C. 

1.11.1.9)  

• Principe 

L’activité enzymatique de la glutathion peroxydase (GPx) a été mesurée par la méthode de 

Flohe et Gunzler, (1984). Cette méthode est basée sur la réduction de peroxyde d’hydrogène 

(H2O2) en présence de glutathion réduit (GSH). Ce dernier est transformé en (GSSG) sous 

l’influence de la GPx selon la réaction suivante : 

         H2O2 + 2 GSH                                          GSSG + 2 H2O 

• Mode opératoire 

� Prélever 0.2 ml de l’homogénat. 

� Ajouter 0.4 ml de GSH (0.1 mM). 

� Ajouter 0.2 ml de la solution tampon TBS (Tris 50 mM, NaCl 150 mM, pH 7.4).  

� Incuber  au bain marie à 25°C, pendant 5 minutes. 

� Ajouter 0.2 ml de H2O2 (1.3 mM) pour initier la réaction et laisser agir pendant 

10 minutes. 

� Ajouter 1ml de TCA (1%) pour arrêter la réaction et laisser pendant 30 min dans 

un bain de glace. 

� Centrifuger à 3000 tours/min durant 10 minutes. 

� Prélever 0.48 ml du surnageant. 

� Ajouter 2.2 ml de la solution tampon TBS (Tris 50 mM, NaCl 150 mM, pH 7.4). 

� Ajouter 0.32 ml de DTNB (1.0 mM). 

� Mélanger et après 5 minutes lire les densités optiques à 412 nm.  

• Calcule de l’activité enzymatique       

L’activité enzymatique de la GPx est exprimée en nanomoles de GSH oxydé par milligramme 

de protéines (nmol GSH/mg prot) selon l’équation :  

 

 

            

DO échantillon: Densité optique de l’échantillon, DO étalon: Densité optique de l’étalon. 

0.04: Concentration de substrat (GSH). 

 
GPx (nmol GSH/mg protéine) = 

 

× 

GPx 

(DO échantillon- DO étalon) × 0.04
  

                                                                         

DO etalon                                         

                  

5 

mg protéine 
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    5.7.6. Détermination de l’activité enzymatique de la catalase (E.C.1.11.1.6) 

• Principe  

La méthode d’Aebi, (1974) a été utilisée pour déterminer l’activité de la catalase. Le principe 

de cette méthode consiste à mesurer la variation de la densité optique à 240 nm consécutive à 

la dismutation du peroxyde d’hydrogène en faisant réagir dans le tampon phosphate (100 

mM) et H2O2 (500 mM) pendant 1minutes à pH 7.4 à une température d’incubation de 25ºC. 

 

• Mode opératoire 

Réactif Blanc  Échantillon  

Tampon phosphate (100mM, pH7.5) 

(µl) 

800 780 

H2O2 (500mM) (µl) 200 200 

Homogénat (µl) - 20 

 

• Calcule de l’activité enzymatique  

L’activité enzymatique de la catalase est exprimée en micromoles de H2O2 par minute par 

milligramme de protéines (µmol H2O2/min/mg prot) selon la formule suivante : 

 

 

 
 

ε : Coefficient d’extinction moléculaire de l’eau oxygénée, ε H2O2 = 0.043 mM-1.cm-1 = 

0,043 µmol cm-1ml-1.  

L : Trajet optique de la cuve = 0.779 cm. 

X : Concentration de protéines en mg/ml.  

  

 

Catalase (µmol H2O2/min/mg protéine) = 
∆DO /min 

ε × X × L × 0.02 



 
 

63 
 

Matériel et Méthodes 

 

    5.7.7. Détermination de l’activité enzymatique de la  superoxyde dismutase (SOD) 

(E.C.1.15.1.1)  

• Principe  

L’activité enzymatique de la superoxyde dismutase est déterminée par la méthode de Asada 

et al., (1974). Le principe de cette méthode est basé sur l’oxydation du NBT (Nitrobleue 

tétrazolium) par l’anion superoxyde O.
2, ce dernier formé par la réaction de photo-réduction 

du complexe riboflavine/méthionine. Dans un milieu aérobie, le mélange riboflavine, 

méthionine et NBT donne une coloration bleuâtre. La présence de SOD inhibe l’oxydation du 

NBT. 

• Mode opératoire 

Réactif Blanc  Étalon  Échantillon  

EDTA-Met (0.3mM) (µl) 1000 1000 1000 

Tampon phosphate (50mM, pH7.8) 

(µl) 

892.2 892.2 892.2 

Échantillon (µl) - - 50 

Tampon phosphate (50mM, pH7.8) 

(µl) 

1000 1000 950 

NBT (2.64mM) (µl) 85.2 85.2 85.2 

Riboflavine (0.26Mm) (µl) 22.6 22.6 22.6 

 

Incuber les cuves contenant l’échantillon ainsi que la cuve du blanc sous une lampe de 

bureau (source lumineuse) pendant 20 minutes. Lire la densité optique à 560 nm 

• Calcule de l’activité enzymatique 

L’activité enzymatique de la  SOD est exprimée en  Unité enzymatique par 

milligramme de protéines (U/mg de prot) selon la formule : 

 

 

 

  

 
 SOD (U/mg de protéine) =                                            ×100   × 20            

                                                               

(DO Blanc - DO échantillon)                                                                    
DO Blanc  
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6. Etude histologique  

      Les coupes histologiques ont été réalisées suivant la technique classique de Houlot, 

(1984). 

Le pancréas de chaque rat est retiré du formol puis coupé à l’aide de couteaux tranchants afin 

de réaliser des prélèvements pour l’étude histologique avec une surface de 1 à 2 cm2 et une 

épaisseur proche de 1.5mm. Les prélèvements réalisés sont alors mis dans des cassettes 

spéciales  à parois tournées afin de permettre le passage des liquides. 

 

• Déshydratation  

 Avant d'être coulé dans un moule contenant de la paraffine les prélèvements ont 

d'abord subi une déshydratation par immersion dans des bains d’éthanol de concentration 

croissante (70%, 80%,90%,100%).  

 

• Réalisation  des  blocs 

Après déshydratation les échantillons sont d’abord imprégnés de paraffine par passage 

dans plusieurs bains puis  inclus  dans des blocs appropriés dont le fond contient de la paraffine. 

Cette opération fait appel à des appareils « dits à inclusion » refermant un réservoir de paraffine 

maintenue à l’état liquide par un système de chauffage, un petit robinet et une plaque métallique 

réfrigérée pour obtenir la solidification rapide du bloc de paraffine contenant le tissu.         

 

• Coupes  

Elles sont faites à l’aide d’un microtome permettant de réaliser des tranches de section  

de 2 à 5 µm d'épaisseur. Les coupes sont recueillies sur des lames de verre et fixées par 

l’utilisation d’une eau gélatineuse chauffée. 

 

• Coloration 

Pour la coloration, on a utilisé la technique à l’Hématoxyline- Eosine ou (Hématéine- 

Eosine), qui nécessite la présence de l’alcool acide (100 ml d’alcool  éthylique à 70% + 50 ml 

acide HCl), eau ammoniacale (100 ml d’eau distillée + 2 ml Ammoniaque) et solution d’Eosine 

(100 ml Eosine solution aqueuse à 3%, 125 ml alcool éthylique à 95%, 375 ml eau distillée  et 2 

gouttes  d’acide acétique). La coloration suit  les étapes suivantes : 
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• Déparaffiner et hydrater  les lames à l’eau du robinet puis rincer à l’eau distillée.  

•  Immerger dans un bain d’Hématoxyline de Harris (15 minutes) qui colore en bleu 

violacée les structures basophiles (noyaux).  

• Différencier les coupes dans l’alcool acide (1 à 2 plongées), déposer ensuite les lames 

dans un bain d’eau du robinet et vérifier la différenciation au microscope.   

• Bleuir dans un bain d’eau ammoniacale.  

•  Immerger dans un bain d’Eosine (15 secondes à 2 minutes) qui colore les structures 

acidophiles (cytoplasme).  

•  déshydrater, éclaircir et  monter les lames à Eukitt. Tous ces bains sont séparés par des 

lavages à l’eau du robinet. 

• Enfin, passer à l’observation au microscope photonique, équipé d’un appareil 

photographique. 

 

 

7. Traitement statistique des résultats  

Les résultats ont été rassemblés dans des tableaux, exprimés sous forme de moyenne plus ou 

moins l’écart type et illustrés par des diagrammes en bâtons, les moyennes sont comparées par 

le teste d’ANOVA suivi par le test t de Student.  

Nous avons effectués deux comparaisons :  
 

• Les groupes traités (NaF, NaF+AG, NaF+PG, NaF+AG+PG et PG) par rapport au 

groupe témoin : * : Différence significative (p ≤ 0.05) ; ** : Différence hautement 

significative (p ≤ 0.01) ; *** : Différence très hautement significative (p ≤ 0.001).  

• Les groupes traités (NaF+AG, NaF+PG, NaF+AG+PG et PG) par rapport au groupe 

traité (NaF) : # : Différence significative (p ≤ 0.05) ; ## : Différence hautement 

significative (p ≤ 0.01) ; ### : Différence très hautement significative (p ≤ 0.001).  

Avec p : Seuil de signification.  
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Chapitre I : Activité antioxydante et teneur en composés phénoliques. 

 

 

I.1. Activité antioxydante 

       La détermination de l’activité antioxydante du jus de Punica granatum sur le radical 

DPPH, montre que la valeur de IC50 est de 31,15 %, alors que l’activité de ce jus sur les 

radicaux superoxydes est de 21,7 % (Tableau 02).  

 

I.2. Teneur en composés phénoliques  

       Notre étude a montré que la teneur en phénols est 0,35 mg (mg acide gallique/g d’extrait), 

tandis que celle en flavonoïdes est 0,21 mg (exprimé en mg de quercetine par gramme de 

l’échantillon). Elle montre également que le jus de Punica ganatum contient 0,54 mg des 

tanins (mg catéchine/g). 

 

Tableau 02 : Activité antioxydante et teneur en phénols totaux (mg AG/g), flavonoïdes (mg 

Qerc/g) et tanins (mg Catch/g) du jus de Punica ganatum. 

 

DPPH 

IC50 (%) 

Superoxide 

IC50 (%) 

Phénols totaux 

(mg AG/g) 

Flavonoides 

(mg Qerc/g) 

Tanins 

(mg Catch/g) 

31,15  ±0,16 21,7  ±1,28 0,35 ±0,002 0,21 ±0.004 0,54 ±0,004 

 

AG : Acide gallique.  

Qerc : Quercétine. 

Catch : Catéchine. 
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� Discussion 

 

       L’utilisation des plantes pour leurs vertus médicinales est une pratique très vielle qui 

trouve ces origines dans les plus anciennes civilisations. Actuellement il est largement connu 

que le monde végétal constitue une source potentielle de substances biologiquement actives 

qu’on les trouve depuis les racines jusqu’aux fruits. Il s’agit de plusieurs métabolites 

secondaires présents à faibles doses dans les plantes et qui n’exercent pas de fonction directe 

au niveau des activités fondamentales de l’organisme végétal comme la croissance et la 

reproduction, mais procurent aux plantes des propriétés curatives appréciables qu’aucune 

chimie synthétique ne peut nous offrir. La science moderne en analysant et étudiant les effets 

thérapeutiques des plantes a pour but de classer leurs diverses propriétés pour grouper celles à 

effets similaires, on distingue : les plantes tonifiantes, analgésiques, sédatives, 

antioxydantes…etc (Szablocs, 2004 ; Clement, 2005). 

 

       Aujourd’hui, il est bien prouvé expérimentalement que les antioxydants d’origine 

végétale notammet les polyphénols, sont des molécules qui possèdent des propriétés allant 

bien au-delà de leur capacité de piéger les ERO. En effet, ils peuvent augmenter la réponse 

immunitaire, diminuer l’expression d’oncogènes et inhiber l’angiogenèse des cellules 

tumorales. Ils jouent également un rôle clé dans la régulation des signaux cellulaires 

(transcription des gènes pro et anti-apoptotiques et inflammatoire ou de gènes codants pour 

l’expression d’enzymes antioxydantes) (Pincemail et al., 2002 ; Rosenblat et al., 2006). 

 

       Dans un premier temps, et à travers l’analyse phytochymique du jus de Punica granatum, 

notre étude a montré la présence de taux variables de polyphenols, de flavonoïdes et des 

tanins. Ces composés sont largement connus pour leurs propriétés antioxydantes. 

 

Les résultats de plusieurs autres études ont montré également que toutes les parties de la 

plante sont riches en ces composés, ce qui  confère à cette espèce une importante activité anti-

radicalaire (Changjiang et al., 2003). En effet,  Li et al., (2006) ont trouvé des phénols, des 

flavonoides et même de la vitamine C dans l’écorce de Punica granatum. Ces derniers ont 

prouvé que la teneur en  composés phénoliques est plus importante dans l’écorce par rapport  
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la pulpe. De plus, Kaur et al., (2006) ont montré que l’extrait éthanolique des fleurs de cette 

espèce contient aussi une quantité importante des polyphénols. 

 

       Le DPPH est radical très utilisé pour la détermination de l’activité antiradicalaire des 

molécules antioxydantes. Nos échantillons montre un maximum d’inhibition de 31,15% pour 

ce radicale. Cet effet semble être lié à la présence des polyphénols, des flavonoïdes et des 

tanins qui peuvent agir comme donneur d’éléctron et qui réagissent avec le radical DPPH et le 

rendre plus stable. En effet, l’étude phytochimique effectuée par Belkacem et al., (2014) a 

montré que les constituants majoritaires de plusieurs extraits de  l’écorce de Punica granatum 

sont les  polyphénols, les flavonoïdes et les tanins, elle a montré aussi que l’activité 

antioxydante (évaluée par la capacité de piégeage du radicale DPPH) de différents extrais  est 

fortement corrélée avec leurs teneurs en ces composés. 

 

       Dans notre étude, le pouvoir scavengeur du jus de Punica granatum vis-à-vis du radical 

superoxyde a été également évalué en suivant la diminution de la réduction de NBT en 

formasan. Nos échantillons montrent un maximum d’inhibition  de 21,7%, alors que  Li et al., 

(2006) ont enregistrée une activité inhibitrice de cet anion de 43,0% et 37,7% pour l’écorce et 

la pulpe respectivement. Cet effet semble être lié à la présence des polyphénols, des 

flavonoïdes et des tanins. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

69 

 

Résultats et Discussion 

 

Chapitre II : Impact du fluorure de sodium sur quelques paramètres 

physiologiques, hématologiques et effet protecteur de la supplémentation en 

acide gallique et/ou le jus de Punica granatum. 

 

 

II.1. Action sur le poids corporel 

       Nos résultats  montrent une augmentation du poids corporel chez tous les lots 

expérimentaux. Aucune différence  n’a été enregistrée entre ces lots (Tableau 03).  

 

II.2. Actions sur le poids relatif des organes 

• Foie : Les résultats obtenus indiquent une augmentation significative du poids relatif 

du foie chez le lot NaF par rapport au témoin. Parallèlement, ils montrent une 

diminution non significative chez le lot NaF+AG, NaF+PG et NaF+AG+PG 

comparativement au groupe NaF (Tableau 03, Figure 15). 

 

• Reins : Aucune différence significative n’a été enregistrée entre le lot témoin et les 

autres lots expérimentaux (Tableau 03, Figure 15). 

 

• Cœur : L’analyse statistique des résultats n’a révélé aucune différence significative 

entre les lots expérimentaux (Tableau 03, Figure 15). 

 

• Testicules : Nos résultats illustrent une augmentation significative et très hautement 

significative chez le groupe NaF+AG+PG et le groupe NaF+PG respectivement par 

rapport au témoin (Tableau 03, Figure 15). 
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Tableau 03 : Variation du poids corporel (g) et du poids relatif (g/100g de poids corporel) des  

organes (foie, reins, cœur et testicules) chez les rats témoins et les rats traités. 

 

 

 

 

* : Différence significative par rapport au témoin (p≤0.05), *** : Différence très hautement significative par rapport au 

témoin (p≤0.001). 

p : Seuil de signification 

 

Paramètres 
Lots expérimentaux 

Témoin NaF NaF+AG NaF+PG NaF+AG+PG PG 

Poids initial 

(g) 
236,33±51,34 237,67±31,38 240,5±21,81 242,5±21,03 242,67±51,62 241,67±26,27 

Poids final 

(g) 
311,17±54,61 349±35,88 322±25,61 310,83±22,94 329,5 ±86,81 320,17±24,19 

%  12,16 3,48 -0,10 5,89 2,89 

%   -7,73 -10,94 -5,59  

Gains poids 

(g) 
74,83 111,13 81,5 68,33 86,83 78,5 

Poids relatif 

du  foie  

(g/ 100g PC) 

2,63±0,17 3,09±0,46
*
 2,75±0,25 2,81±0,21 2,91 ±0,23 2,74±0,14 

%  17,49 4,56 6,84 10,64 4,18 

%   -11 -9,06 -5,82  

Poids relatif 

des reins 

(g/ 100g PC) 

0,55±0,02 0,53±0,03 0,53±0,03 0,55±0,04 0,54 ±0,06 0,54±0,03 

%  -3,64 -3,64 0 -1,82 -1,82 

%   0,95 3,80 2,66  

Poids relatif 

du cœur 

(g/ 100g PC) 

0,31±0,04 0,28±0,01 0,29±0,02 0,31±0,04 0,3 ±0,03 0,31±0,02 

%  -9,68 -6,45 0 -3,23 0 

%   3,57 10,71 7,14  

Poids relatif 

des testicules 

(g/ 100g PC) 

0,59±0,23 0,76±0,19 0,86±0,22 0,99±0,18
***

 0,8 ±0,17
*
 0,81±0,14 

%  28,81 45,76 67,8 35,59 37,29 

%   13,16 30,26 5,26  
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Figure 15 : Variation du poids relatif (g/100g de poids corporel) des organes (foie, reins et 

testicules) chez les rats témoins et les rats traités. 

 

* : Différence significative par rapport au témoin (p≤0,05), *** : Différence très hautement significative par rapport au 

témoin (p≤0,001). 

p : Seuil de signification. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

0

0,5

1

1,5

2

2,5

3

3,5

4

Témoin NaF NaF+AG NaF+PG NaF+AG+PG PG

g
/

1
0

0
g

 P
C

Lots expérimentaux

Foie

*

  

0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0,6

0,7

Témoin NaF NaF+AG NaF+PG NaF+AG+PG PG

g
/
1

0
0

g
 P

C

Lots expérimentaux

Reins

 

0

0,05

0,1

0,15

0,2

0,25

0,3

0,35

0,4

Témoin NaF NaF+AG NaF+PG NaF+AG+PG PG

g
/
1

0
0

g
 P

C

Lots expérimentaux

Coeur 

  

0

0,2

0,4

0,6

0,8

1

1,2

1,4

Témoin NaF NaF+AG NaF+PG NaF+AG+PG PG

g
/
1

0
0

g
 P

C

Lots expérimentaux

Testicules

***

*

 



 

72 

 

Résultats et Discussion 

 

3. Variation de la quantité d’aliment consommée  

       Aucune différence significative n’a été enregistrée entre les rats du groupe NaF et les rats  

témoins (Figure 16). En revanche le traitement des rats par l’acide gallique ou le jus du 

Punica granatum à provoqué une diminution très hautement significative de la quantité 

d’aliment consommée par rapport aux rats traités par le NaF (Tableau 04). 

 

4. Variation de la quantité d’eau consommée  

       Le traitement des rats par le NaF a causé une baisse significative de la quantité d’eau 

consommée comparativement aux rats témoins (Figure 16). Tandis que le traitement par jus 

du Punica granatum a provoqué une augmentation très hautement significative par rapport 

aux rats traités par le NaF (Tableau 04). 

 

Tableau 04 : Variation de la quantité d’aliment (g/rat/jour) et de la quantité d’eau 

(ml/rat/jour) consommées ainsi que la quantité d’NaF ingérée (mg/rat/jour) chez les rats 

témoins et les rats traités. 

Paramètres 
Lots expérimentaux 

Témoin NaF NaF+AG NaF+PG NaF+AG+PG PG 

Quantité 

d’aliment 

consommée 

(g/rat/j) 

21,36±2,58 22,95±1,34 20,78±0,93
*###

 20,63±0,98
*###

 22,01±1,1
#
 20,9±2,21 

%  7,44 -2,71 -3,42 3,04 -2,15 

%   -9,45 -10,11 -4,1  

Quantité d’eau 

consommée 

(ml/rat/j) 

28,64±0,89 23,41
*
±0,33 19,47±0,32

***###
 29,82±0,21

###
 24,04±0,63 29,28±0,3 

%  -18,26 -32,02 4,12 -16,06 2,24 

%   -16,83 27,38 2,69  

Quantité 

d’NaF 

ingérée 

(mg/rat/j) 

 0,23±0,03 0,19±0,03 0,3±0,02 
0,24±0,06 

 
 

 

 

 

* : Différence significative par rapport au témoin (p≤0,05), *** : Différence très hautement significative par rapport au 

témoin (p≤0,001), # : Différence significative par rapport au NaF (p≤0,05), ### : Différence très hautement significative par 

rapport au NaF (p≤0,001).  

p : Seuil de signification. 
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Figure 16 : Variation de la quantité d’aliment (g/rat/jour) et de la quantité d’eau (ml/rat/jour) 

consommées chez les rats témoins et les rats traités. 

 

* : Différence significative par rapport au témoin (p≤0,05), *** : Différence très hautement significative par rapport au 

témoin (p≤0,001), # : Différence significative par rapport au NaF (p≤0,05),  ### : Différence très hautement significative par 

rapport au NaF (p≤0,001).  

p : Seuil de signification. 
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5. Variation des paramètres hématologiques 

• Nombre des globules rouges (GR) 

Les résultats illustrés par le tableau 05 et la figure 17 indiquent une diminution significative 

du nombre des globules rouges chez le lot NaF et hautement significative chez le lot PG 

comparativement au témoin. La baisse enregistrée chez les lots NaF+AG, NaF+PG et 

NaF+AG+PG par rapport au témoin est statistiquement non significative. 

 

• Nombre des globules blanc (GB) 

Selon nos résultats, une augmentation significative est enregistrée chez les rats du lot NaF 

ainsi que chez ceux du groupe NaF+AG+PG par rapport au témoin. Le traitement des rats par 

l’acide gallique ou par  Punica granatum a normalisé le nombre des globules blanc  (Tableau 

05, Figure 17). 

 

• Volume globulaire moyen (VGM)  

Les résultats obtenus et rassemblés dans le tableau 05 montrent une diminution non 

significative chez le groupe NaF comparativement au témoin. Ils montrent également une 

augmentation statistiquement non significative chez le lot NaF+AG et le lot NaF+PG par 

rapport au lot NaF, alors qu’elle est significative chez le lot traité par la combinaison 

(NaF+AG+PG) comparativement au même lot.  

 

• Taux de l’hémoglobine (Hb) 

L’étude statistique des résultats a montré que l’administration du NaF aux rats a provoqué une 

diminution hautement significative du taux de l’hémoglobine par rapport au témoin. Tandis 

que le traitement par l’acide gallique, le Punica granatum ou leur combinaison à normalisé ce 

taux (Tableau 05, Figure 17). 

 

• Taux de l’hématocrite (Ht) 

Nos résultats indiquent une baisse significative du taux de l’hématocrite  chez les rats du 

groupe NaF comparativement au témoin. Les résultats indiquent également que le traitement 

des rats par le NaF plus l’acide gallique ou le Punica granatum a amélioré ces taux. Cette 

amélioration est plus remarquable chez le lot traité par la combinaison NaF+AG+PG (Tableau 

05, Figure 17). 
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Tableau 05 : Variation du nombre des  globules rouges (×10
6 

/µl) et des globules blanc 

(×10
3
/µl), du VGM (fl), et du taux de l’hémoglobine (g/dl) et de l’hématocrite (%) chez les 

rats témoins et les rats traités. 

Paramètres Lots expérimentaux 

Témoin NaF NaF+AG NaF+PG NaF+AG+PG PG 

Globules rouges 

(×10
6 
/µl) 

8,96±0.32 8,61±0,11
*
 8,66±0,37 8,74±0,53 8,89±0,48 8,44±0,29

**
 

%  -3,91 -3,35 -2,45 -0,78 -5,79 

%   0,58 1,5 3,25  

Globules blancs 

(×10
3
 /µl) 

10,32±1.81 12,82±2,26
*
 10,52±0,84

##
 9,78±1,23

##
 13,17±2,8

*
 10,33±1,84 

%  24,23 1,94 -5,23 27,62 0,1 

%   -17,94 -23,71 2,73  

VGM (fl) 49,67±1,75 47,17±1,94 49,33±1.37 48,67±1.37 50,17±1,72
#
 49,33±0,52 

%  -5,03 -0,68 -2,01 1,01 -0,68 

%   4,59 3,18 6,36  

 Taux de 

l’hémoglobine 

(g/dl) 

14,82±0,59 13,58±0,36
**

 14,28±0,36
#
 14,78±0,35

###
 14,95±0,7

#
 14,37±0,34 

%  -8,37 -3,64 -0,27 0,89 -3,03 

%   5,15 8,84 10,09  

Taux de 

l’hématocrite (%) 
44,55±1,33 42,37±1,21

*
 42,82±1,23 43,23±2,65 44,6±2,18

#
 42,53±3,10 

%  -4,90 -3,88 -2,96 0,22 -4,53 

%   1,06 2,03 5,26  

 

* : Différence significative par rapport au témoin (p≤0,05),** : Différence hautement significative par rapport au témoin 

(p≤0,01), # : Différence significative par rapport au NaF (p≤0,05), ## : Différence hautement significative par rapport au NaF 

(p≤0,01), ### : Différence très hautement significative par rapport au NaF (p≤0,001). 

p : Seuil de signification 
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Figure 17 : Variation du nombre des  globules rouges (×10
6 

/µl) et des globules blanc 

(×10
3
/µl), du VGM (fl), et du taux de l’hémoglobine (g/dl) et de l’hématocrite (%) chez les 

rats témoins et les rats traités. 

* : Différence significative par rapport au témoin (p≤0,05),** : Différence hautement significative par rapport au témoin 

(p≤0,01), # : Différence significative par rapport au NaF (p≤0,05), ## : Différence hautement significative par rapport au NaF 

(p≤0,01), ### : Différence très hautement significative par rapport au NaF (p≤0,001).  

p : Seuil de signification. 
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• Concentration corpusculaire moyenne en hémoglobine (CCMH)  

Le traitement statistique des résultats n’a pas montré aucune différence entre les six lots 

expérimentaux (Tableau 06, Figure 18). 

 

• Teneur corpusculaire moyenne en hémoglobine (TCMH)  

Aucune différence statistiquement significative n’a été enregistrée entre les lots 

expérimentaux (Tableau 06, Figure 18). 

 

• Taux des plaquettes (Plt) 

Les résultats obtenus montrent une diminution significative des plaquettes chez le groupe NaF 

par rapport au groupe témoin. Par ailleurs, le traitement des rats par l’acide gallique et/ou le 

Punica grabatum a normalisé leurs valeurs (Tableau 06, Figure 18). 

 

6. Effet sur la concentration en fer sérique (Fe) 

       Nos résultats montrent une augmentation très hautement significative chez le lot NaF par 

rapport au témoin. Le traitement des rats par le NaF plus l’acide gallique ou le Punica 

granatum a provoqué une  diminution très hautement significative comparativement aux rats 

traités par le fluorure de sodium uniquement (Tableau 06, Figure 18). 
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Tableau 06 : Variation de la CCMH (g/dl), de la TCMH (pg), des plaquettes et du fer sérique (µg/dl) 

chez les rats témoins et les rats traités. 

 

* : Différence significative par rapport au témoin (p≤0,05), ** : Différence hautement significative par rapport au témoin 

(p≤0,01), *** : Différence très hautement significative par rapport au témoin (p≤0,001), # : Différence significative par 

rapport au NaF (p≤0,05), ### : Différence très hautement significative par rapport au NaF (p≤0,001). 

p : Seuil de signification. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Paramètres 
Lots expérimentaux 

Témoin NaF NaF+AG NaF+PG NaF+AG+PG PG 

CCMH (g/dl) 33,27±0,46 33,47±0,46 33,37±0,33 34,88±2,67 33,45±0,28 33,53±0,25 

%  0,6 0.3 4,84 0,54 0,78 

%   -0,3 4,21 0,06  

TCMH (pg) 16,55±0,69 16,7±0,54 14,81±4,06 18,93±5,45 16,82±0,63 16,53±0,26 

%  0,91 -10,51 14,38 1,63 -0,12 

%   -11,32 13,35 0,72  

Plaquettes 

(10
3
 /µl) 

721,66±79,97 590,33±63,7
*
 682,33±65,33

#
 675±97,95 755,83±82,5

#
 709±20,49 

%  -18,2 -5,45 -6,46 4,73 -1,75 

%   15,58 14,34 28,03  

Fer (µg/dl) 1,35±0,02 2,46±0,19
***

 1,49±0,07
***###

 1,51±0,08
**###

 1,83±0,4
*
 1,4±0,11 

%  82,22 10,37 11,85 35,55 3,7 

%   -39,43 -38,62 -25,61  
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 Figure 18 : Variation de la CCMH (g/dl), de la TCMH (pg), des plaquettes et du fer sérique 

(µg/dl) chez les rats témoins et les rats traités. 

 

* : Différence significative par rapport au témoin (p≤0,05),** : Différence hautement significative par rapport au témoin 

(p≤0,01), *** : Différence très hautement significative par rapport au témoin (p≤0,001), # : Différence significative par 

rapport au NaF (p≤0,05), ### : Différence très hautement significative par rapport au NaF (p≤0,001). 

p : Seuil de signification. 
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� Discussion 

 

Notre étude expérimentale a porté sur l’évaluation de l’effet antioxydant de 20 mg/ Kg PC 

de l’acide gallique et/ou 1 ml du jus de Punica granatum chez les rats Wistar traités par 100 

ppm de fluorure de sodium. 

 

Les résultats obtenus ont  montré que l’exposition au fluorure de sodium n’a pas affecté le 

poids corporel des rats, par contre elle a provoqué une augmentation du poids relatif du foie. 

L’hypertrophie hépatique est causée par l’accumulation intense du NaF dans cet organe. 

Simon et al., (1995) a signalé que l’augmentation des poids absolus ou relatifs des organes 

des animaux et un indicateur de la toxicité des substances utilisées. 

 

Nos résultats sont en accord avec ceux d’Al-Hiyasat et al., (2000) qui ont enregistré une 

augmentation du poids relatif des reins chez des rattes traitées par le fluorure de sodium. 

 

       L’addition du jus de Punica granatum et/ou de l’acide gallique aux rats traités par le 

fluorure de sodium a normalisé le poids relatif du foie. Ceci pourrait être expliqué par l’effet 

protecteur du jus de la grenade et de l’acide gallique contre la toxicité induite par le fluorure 

de sodium. 

 

Nous avons également enregistré chez les rats traités par le fluorure de sodium une diminution 

de la consommation de l’eau de boisson. Collins et al., (2001) ont également enregistré une 

diminution de la consommation de l’eau de boisson chez des rats traités par le fluorure de 

sodium à 175 ppm et 250 ppm ; ils ont attribué cet effet à un changement du goût de l’eau. 

 

        L’effet hématotoxique du fluorure de sodium est prouvé par une d’une baisse du taux des 

globules rouges, de l’hémoglobine, de l’hématocrite ainsi que des plaquettes accompagnée 

d’une augmentation du taux du fer sérique, reflétant une anémie. Cette anémie pourrait être 

due à la toxicité du fluorure de sodium exercée au niveau rénal ce qui peut provoquer une 

baisse de la synthèse des érythrocytes suite à une inhibition de la synthèse de l’érythropoïétine 

(Anjum et al., 2010).  
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       Agalacova et Gusev (2013) ont attribué l’anémie observée chez les rats traités par le 

fluorure de sodium à l’accélération de l’élimination des érythrocytes d’un côté, et à la 

transformation des érythrocytes en echinocytes, due à la dégénérescence membranaire d’un 

autre côté. Cette dégénérescence est probablement causée par l’action des radicaux libres sur 

la membrane érythrocytaire augmentant la peroxydation lipidique. 

 

Il a été également rapporté que la perturbation du métabolisme du fer sérique participe à 

l’apparition d’une anémie hémolytique. Cette perturbation est probablement due à une  

compétition entre le fer et le fluorure de sodium sur le site de liaison à la transferrine ce qui 

entraine un manque du fer au niveau de l’os, lieu de synthèse des érythroblastes. 

 

       Nos résultats sont en accord avec ceux de Bouaziz et al., (2006a) qui ont montré que le 

fluorure de sodium peut altérer l’hématopoïèse chez les souris. En plus il a été prouvé que 

l’exposition chronique aux doses toxiques de fluorure de sodium provoque également une 

anémie chez l’Homme (Susheela, 2001; Ersoy et al., 2010). 

 

       Le co-traitement des rats par le jus de Punica granatum et/ou l’acide gallique a corrigé 

cette anémie. Cet effet est probablement lié à une activité antioxydante qui inhibe la lyse des 

globules rouges et l’altération des cellules rénales ce qui stimule la sécrétion de 

l’érythropoïétine et la restauration de l’érythropoïèse. Des résultats similaires nt été 

enregistrés par Larossa et al., (2010). Ces derniers ont attribué l’effet hémato-protecteur de  

Punica graatum à la présence des tanins ellagiques. 
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Chapitre III : Impact du fluorure de sodium sur la fonction hépatique et 

effet protecteur de la supplémentation en acide gallique et/ou le jus de 

Punica granatum. 

 

 

III.1. Concentration plasmatique en glucose  

       Selon les résultats obtenus et groupés dans le tableau 07, on remarque une augmentation 

hautement significative chez le lot NaF par rapport au témoin. On remarque également que le 

traitement par le jus de Punica granatum a normalisé la glycémie. 

 

III.2. Concentration plasmatique en protéines totales  

       Nos résultats indiquent une baisse hautement significative des protéines totales chez le lot 

NaF par rapport au témoin. Par ailleurs, le traitement par l’acide gallique ou le Punica 

granatum a provoqué une augmentation significative par rapport au groupe NaF (Tableau 07, 

Figure 19). 

 

III.3. Concentration plasmatique en albumine  

       Selon les résultats obtenus et rassemblé dans le tableau 07, on remarque et par rapport au 

témoin une baisse hautement significative de l’albumine chez le lot NaF. On remarque 

également une augmentation hautement significative chez le lot NaF+PG et NaF+AG+PG et 

très hautement significative chez le groupe NaF+ AG par rapport au lot NaF. 

 

III.4. Concentration plasmatique en bilirubine totale  

       Le dosage de la bilirubine a montré une baisse hautement significative chez le lot NaF 

comparativement au témoin. Parallèlement une augmentation est enregistrée chez les lots 

traités par l’acide gallique et/ou le Punica granatum. Cette augmentation est statistiquement 

significative et très hautement significative chez le groupe NaF+PG et NaF+AG 

respectivement et comparativement au groupe NaF (Tableau 07, Figure 19). 
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Tableau 07 : Variation de la concentration plasmatique du glucose (mg/dl), des protéines 

totales (g/dl), de l’albumine (g/dl) et de la bilirubine totale (mg/dl) chez les rats témoins et les 

rats traités. 

Paramètres 
Lots expérimentaux 

Témoin NaF NaF+AG NaF+PG NaF+AG+PG PG 

Glucose 

(mg/dl) 
120,83±15,94 189,67±13,18

**
 94,83±13,38

**
 117±7,04

#
 112±21,08 102,33±12,22

*
 

%  -25,79 -21,52 -3,17 -7,31 -15,31 

%   5,75 30.49 24,9  

Protéines 

totales (g/dl) 
92,69±4,2 73,33±5,59

**
 81,42±2,42

**#
 88,25±5,88

*#
 76,42±8,13

**
 82,03±5,81

*
 

%  -20,9 -12,16 -4,79 -17,55 -11,5 

%   11,03 20,35 4,21  

Albumine 

(g/dl) 
43,09±3,2 32,96±3,27

**
 40,55±3,69

###
 45,59±2,16

**##
 42,1±4,23

##
 41,37±2,25 

%  -23,51 -5,89 5,8 -2,3 -3,99 

%   23,03 38,32 27,73  

Bilirubine 

totale 

(mg/dl) 
1,6±0,18 0,97±0,16

**
 1,74±0,14

###
 1,27±0,16

*#
 1,22±0,37 1,62±0,15 

%  -39,37 8,75 -20,62 -23,75 1,25 

%   79,38 30,93 25,77  

 

* : Différence significative par rapport au témoin (p≤0,05),** : Différence hautement significative par rapport au témoin 

(p≤0,01), # : Différence significative par rapport au NaF (p≤0,05), ## : Différence hautement significative par rapport au NaF 

(p≤0,01), ### : Différence très hautement significative par rapport au NaF (p≤0,001). 

p : Seuil de signification. 
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Figure 19 : Variation de la concentration plasmatique du glucose (mg/dl), des protéines 

totales (g/dl), de l’albumine (g/dl) et de la bilirubine totale (mg/dl) chez les rats témoins et les 

rats traités. 

 

* : Différence significative par rapport au témoin (p≤0,05),** : Différence hautement significative par rapport au témoin 

(p≤0,01), # : Différence significative par rapport au NaF (p≤0,05), ## : Différence hautement significative par rapport au NaF 

(p≤0,01), ### : Différence très hautement significative par rapport au NaF (p≤0,001). 

p : Seuil de signification. 
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III.5. Activité de l’aspartate aminotransférase (ASAT)  

       Nos résultats illustrent une augmentation hautement significative chez le lot NaF par 

rapport au témoin.  Par contre le traitement des rats par l’acide gallique, le Punica granatum 

ou leur combinaison à normalisé l’activité de l’ASAT (Tableau 08, Figure 20). 

 

III.6. Activité de l’alanine aminotransferase (ALAT) 

       Les résultats obtenus montrent une augmentation très hautement significative de l’activité 

enzymatique de l’ALAT chez le groupe NaF comparativement au témoin. Parallèlement, 

l’administration de l’acide gallique et/ou la Punica granatum a provoqué une baisse 

statistiquement hautement significative chez le groupe NaF+PG  et très hautement 

significative chez le lot NaF+AG et le groupe NaF+AG+PG (Tableau 08, Figure 20). 

 

III.7. Activité des phosphatases alcalines (PAL) 

       D’après nos résultats, une augmentation très hautement significative de l’activité des 

phosphatases alcalines est observée chez le lot NaF par rapport au témoin. Par contre le 

traitement des rats par l’acide gallique, le Punica granatum ou leur combinaison a provoqué 

comparativement au groupe NaF une baisse très hautement significative (Tableau 08, Figure 

20). 

 

III.8. Activité du lactate deshydrogénase (LDH)  

       Les résultats obtenus montrent une augmentation très hautement significative de l’activité 

enzymatique de LDH chez le lot NaF par rapport au témoin. Par contre on a enregistré une 

baisse hautement significative chez le groupe NaF+AG+PG et très hautement significative 

chez le groupe NaF+AG et le groupe NaF+PG par rapport au groupe NaF (Tableau 08, Figure 

20). 

 

III.9. Activité de la créatine phosphokinase (CPK)  

       Nos résultats indiquent une augmentation très hautement significative de l’activité 

enzymatique de la CPK chez le lot NaF par rapport au témoin. Ils indiquent également une 

baisse hautement significative chez le groupe NaF+AG et le groupe NaF+PG, et très 

hautement significative chez le groupe NaF+AG+PG comparativement au groupe NaF 

(Tableau 08, Figure 20). 
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Tableau 08 : Variation de l’activité enzymatique (U/l) des transaminases (ASAT, ALAT) des 

phosphatases alcalines (PAL), de la lactate déshydrogénase (LDH) et de la créatine 

phosphokinase (CPK) chez les rats témoins et les rats traités. 

 

 

* : Différence significative par rapport au témoin (p≤0,05),** : Différence hautement significative par rapport au témoin 

(p≤0,01), *** : Différence très hautement significative par rapport au témoin (p≤0,001), # : Différence significative par 

rapport au NaF (p≤0,05), ## : Différence hautement significative par rapport au NaF (p≤0,01), ### : Différence très 

hautement significative par rapport au NaF (p≤0,001). 

p : Seuil de signification. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Paramètres 
Lots expérimentaux 

Témoin NaF NaF+AG NaF+PG NaF+AG+PG PG 

ASAT (U/l) 152,71±4,72 261,82±2,26
**

 173,32±6,35
#
 110,94±5,86

##
 108,9±0,83

###
 133,39±2,64 

%  71,45 13,5 -27,35 -28,69 -12,65 

%   -33,8 -57,63 -58,41  

ALAT (U/l) 162,43±3,18 281,3±1,56
***

 219,25±1,06
**###

 170,38±3,15
##

 171,93±3,07
###

 158,56±2,73 

%  73,18 34,98 4,9 5,85 -2,38 

%   -22,06 -39,43 -38,88  

PAL 

(U/l) 
113,25±2,1 277,57±1,74

***
 87,67±0,48

*###
 116,64±2,35

###
 113,47±1,3

###
 101,2±2,76 

%  145,09 -22,59 2,99 0,19 -10,64 

%   -68,41 -57,98 -59,12  

LDH (U/l) 

 
704,83±5,14 1118,5±5,21

***
 807,83±7,78

**###
 825,17±5,7*

###
 763,5±12,25

##
 752±10,71 

%  58,69 14,61 17,07 8,32 6,69 

%   -27,77 -26,22 -31,74  

CPK (U/l) 733,83±5,14 1153,5±10,62
***

 821,5±10,14
##

 855,5±5,66
*##

 775±7,66
###

 771,83±11,34 

%  57,19 11,95 16,58 5,61 5,18 

%   -28,78 -25,83 -32,81  



 

87 

 

Résultats et Discussion 

 

Figure 20 : Variation de l’activité enzymatique (U/l) des transaminases (ASAT, ALAT) des 

phosphatases alcalines (PAL), de la lactate déshydrogénase (LDH) et de la créatine 

phosphokinase (CPK) chez les rats témoins et les rats traités. 

 

* : Différence significative par rapport au témoin (p≤0,05),** : Différence hautement significative par rapport au témoin 

(p≤0,01), *** : Différence très hautement significative par rapport au témoin (p≤0,001), # : Différence significative par 

rapport au NaF (p≤0,05), ## : Différence hautement significative par rapport au NaF (p≤0,01), ### : Différence très 

hautement significative par rapport au NaF (p≤0,001). 

p : Seuil de signification. 
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� Discussion 

 

Au cours de notre étude, nous avons enregistré une augmentation de la glycémie chez les 

rats traités par le fluorure de sodium par rapport  aux rats témoins. Les effets des fluorures sur 

le métabolisme du glucose ont été étudiés in vitro et in vivo, les résultats de ces études ont 

montré que l’exposition aux fluorures pourrait augmenter la glycémie et développer une 

intolérance au glucose (Kanbur et al., 2009 ; Barbier et al. 2010). Les travaux de Menoyo et 

al.,( 2005) sur des îlots de Langerhans isolés des rats ont permis de mettre en évidence une 

corrélation entre l’exposition aux fluorures et la diminution de la sécrétion de l’insuline.  

 

La co-administration de l’acide gallique et/ou le jus de Punica granatum a provoqué une 

baisse de la glycémie, cet effet est probablement du à une amélioration de la sécrétion de 

l’insuline à partir des cellules β des îlot de Langerhans et par conséquence, une augmentation 

de la glycolyse (Banihani et al., 2014). Il  pourrait également être du à une action 

extrapancréatique, en effet Punithavathi et al., (2011) ont rapporté que l’effet 

hypoglycémiant de l’acide gallique est du à une diminution de la néoglucogenèse par 

inhibition de la glucose-6-phosphatase, ce qui diminue la production hépatique du glucose. 

Alors que Patel et al., (2014) ont trouvé que les composés phénoliques présent dans les 

feuilles de Punica granatum activent la synthèse du glycogène, diminuent l’absorption 

intestinale du glucose et augmentent sa capture par les tissus périphériques. 

 

Dans la présente étude, une diminution dans le taux plasmatique de la bilirubine, de 

l’albumine et des protéines totales a été enregistrée chez les rats traités par le fluorure de 

sodium par rapport aux témoins. La baisse des protéines totales peut être due à des altérations 

de leur synthèse et/ou leur métabolisme (Heidenreich et al., 1999 ; Kant et al., 2009). Au 

cours des études  précédentes, il a été prouvé que le traitement par le fluorure de sodium, 

inhibe la synthèse des protéines en altérant l’initiation de la transcription de l’ARNm codant 

pour la chaîne peptidique ou en bloquant sa traduction au niveau des ribosomes. L’inhibition 

de la synthèse des protéines peut être due également à l’inhibition de la glutamine synthétase 

qui catalyse certaines étapes de la biosynthèse des acides aminés (Qujeq et al., 2002 ; 

Bhardwaj et Aggarwal, 2013). 
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La diminution du taux de l’albumine est due donc soit à la diminution de la synthèse 

protéique, soit à son utilisation comme agent antioxydant (Kanbur et al., 2009). Bhardwaj et 

Aggarwal, (2013) ont montré que les fluorures altèrent la structure tridimensionnelle de 

l’albumine en formant des ponts disulfures ce qui cause une altération de sa fonction.  

 

Ces résultats sont en accord avec ceux de Panneerselvam et al., (2013) ainsi qu’avec ceux de 

Bouaziz et al., (2006b), ces derniers ont attribué cette diminution à une réaction 

inflammatoire, ce qui est confirmée par nos coupes histologiques. 

 

       La co-administration de l’acide gallique ou du jus de Punica granatum a provoqué une 

augmentation plasmatique des protéines totales et de l’albumine. Ceci pourrait être expliqué 

par une augmentation de l’anabolisme des protéines et une diminution de leur catabolisme. En 

effet il, est connu que certains phénols présents dans le jus de Punica granatum notamment  la 

quercetine, ont une grande affinité vis à vis des protéines, donc ceci pourrait également 

expliqué l’activité protectrice du jus de Punica granatum vis à vis des protéines contre les 

attaques radicalaires induites par le fluorure de sodium (Guo et al., 2008). 

 

       La détermination de l’activité enzymatique des aminotransférases ainsi que des 

phosphatases est d’une grande importance de point de vue clinique et toxicologique. En effet 

les changements de leurs activités sont des indicateurs d’une altération tissulaire. Au cours de 

notre étude nous avons remarqué une augmentation de l’ASAT, de l’ALAT, de la PAL, de la 

LDH, et de la CPK chez les rats traités par le fluorure de sodium, ce qui reflet une atteinte du 

tissu hépatique expliquée par la toxicité du fluorure de sodium qui mène à la libération de ces 

enzymes du cytosol hépatique vers la circulation sanguine.  

 

D’autre part l’élévation de l’activité de l’ASAT et de l’ALAT peut être également expliquée 

par l’accumulation des acides aminés provenant de la dégradation des composés protéiques. 

Ces acides aminés peuvent se transformer en composés carboxyliques ce qui implique une 

forte activité des transaminases.  

 

Il a été rapporté aussi que le fluorure de sodium peut former des liaisons avec les ions 

magnésium (Mg) et provoquer une altération des enzymes Mg dépendante comme les 

phosphatases alcalines (Mysliwiec et al., 2002). 
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Aussi, il à été prouvé que l’élévation de l’activité de la LDH est due aux anions superoxydes 

et des radicaux hydroxyles qui endommagent les membranes cellulaires et augmentent ainsi 

leur perméabilité (Kaczor et al., 2005). 

 

Ces résultats sont similaires a ceux de Guo-Ving et al., (2003) qui ont enregistré une 

augmentation de l’activité des transaminases chez des rats traités par le fluorure de sodium ( à 

50, 100 et 150 mg/kg) pendant trois mois. De même, Shanthakumari et al., (2004) ont 

enregistré une augmentation significative de l’activité de l’ASAT, l’ALAT et des PAL chez 

des rats des rats traités par 25 ppm de fluorure de sodium durant huit et seize semaines.  De 

plus, Ghosh et al., (2008) ont également observé que le traitement par 100 ppm de NaF 

provoque chez le rat, une augmentation de l’activité de ces enzymes. 

 

       En revanche, le co-traitement des rats par le jus de Punica granatum et/ou l’acide 

gallique a entraîné une atténuation de l’activité de ces enzymes. Cet effet est probablement du 

a une activité cytoprotectrice vis à vis des cellules hépatique. L’effet protecteur de l’acide 

gallique peut être expliqué par sa capacité de prévenir la peroxydation lipidique, due à son 

effet scavengeur vis a vis  des ions superoxydes et des radicaux hydroxyles (Jadon et al., 

2007). Ces résultats son en accord avec ceux Stanely Mainzen Prince et al., (2009), ces 

derniers ont montré que le traitement des rats par 15 mg/Kg de l’acide gallique diminue la 

peroxydation lipidique au niveau cardiaque et inhibe la libération de ces enzyme dans le sang 

en préservant les membranes cardiaques des ruptures. 

 

Shafik et El-Batsh (2015) ont enregistré aussi une diminution de l’activité enzymatique de 

l’ASAT et de l’ALAT accompagnée d’une augmentation du taux des proteines totales et de 

l’albumine après un traitement par un extrait de Punica granatum chez des rats intoxiqués par 

l’Arsenic. 
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Chapitre IV : Impact du fluorure de sodium sur le profile lipidique et effet 

protecteur de la supplémentation en acide gallique et/ou le jus de Punica 

granatum. 

 

 

IV.1. Concentration plasmatique en cholestérol  

       Nos résultats illustrent une augmentation hautement significative chez le groupe NaF par 

rapport  au témoin. Ils montrent aussi une baisse hautement significative chez le groupe 

NaF+PG et le groupe NaF+AG+PG comparativement au lot NaF. La baisse enregistrée chez 

le lot NaF+AG par rapport au lot NaF est statistiquement très hautement significative. Une 

différence significative a été également enregistrée chez le groupe PG par rapport au témoin 

(Tableau 09, Figure 21). 

 

IV.2. Concentration plasmatique en triglycérides  

       Selon nos résultats, une augmentation hautement significative est enregistrée chez le 

groupe NaF par rapport au témoin. Ces résultats montrent aussi une diminution significative 

et hautement significative chez le groupe NaF+PG et le groupe NaF+AG respectivement par 

rapport au groupe NaF. Une baisse hautement significative a été enregistrée chez le lot PG par 

rapport au témoin (Tableau 09, Figure 21). 

 

IV.3. Concentration plasmatique en HDL-cholestérol  

       D’après les résultats groupés dans le tableau 09 on remarque une diminution très 

hautement significative chez le lot NaF par rapport aux rats témoins. Par contre 

l’administration de l’acide gallique ou le Punica granatum aux traités par le fluorure de 

sodium a normalisé les valeurs de L’HDL. 

 

IV.4. Concentration plasmatique en VLDL  

       Nos résultats montrent une augmentation hautement significative chez le lot NaF par 

rapport au témoin. Ils montrent aussi une diminution significative et hautement significative 

chez les groupes NaF+PG et NaF+AG respectivement comparativement au groupe NaF. On a 

enregistré également une diminution hautement significative chez le lot PG par rapport au 

témoin (Tableau 09, Figure 21). 
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Tableau 09 : Variation de la concentration plasmatique (mg/dl) : du cholestérol, des 

triglycérides, de l’HDL et  des VLDL  chez les rats témoins et les rats traités. 

 

* : Différence significative par rapport au témoin (p≤0,05),** : Différence hautement significative par rapport au témoin 

(p≤0,01), *** : Différence très hautement significative par rapport au témoin (p≤0,001), # : Différence significative par 

rapport au NaF (p≤0,05), ## : Différence hautement significative par rapport au NaF (p≤0,01), ### : Différence très 

hautement significative par rapport au NaF (p≤0,001). 

p : Seuil de signification. 

  

Paramètres 
Lots expérimentaux 

Témoin NaF NaF+AG NaF+PG NaF+AG+PG PG 

Cholestérol 

(mg/dl) 
93,67± 7,89 156±31,25

** 
71,67± 7,03

***###
 102± 24,21

## 
87,67±17,21

## 
83,5±7,2

*
 

%  66,54 -23,49 8,89 -6,4 -10,85 

%   -54,06 - 34,61 -43,8  

Triglycérides 

(mg/dl) 
92±6,29 161,17±34,68

**
 72,33±7,74

**##
 100,5±24,39

#
 119,5±26,28 53±9,19

**
 

%  75,18 -21,38 9,24 29,89 -42,39 

%   -55,12 -37,64 -25,85  

HDL (mg/dl) 67,33±5,89 43,33±2,16
***

 64,17±4,83
###

 63,5±7,71
##

 55,67±11,18 51,5±8,5
***

 

%  -35.64 -4,69 -5,69 -17,32 -23,51 

%   48,1 46,55 28,48  

VLDL (mg/dl) 18,4±1,26 32,23±6,94
**

 14,47±1,55
**##

 20,1±4,88
#
 23,9±5,26 10,6±1,84

**
 

%  75,16 -21,36 9,24 29,89 -42,39 

%   -55,1 -37,63 -25,84  
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Figure 21 : Variation de la concentration plasmatique (mg/dl) : du cholestérol, des 

triglycérides, de l’HDL et  des VLDL  chez les rats témoins et les rats traités. 

 

* : Différence significative par rapport au témoin (p≤0,05),** : Différence hautement significative par rapport au témoin 

(p≤0,01), *** : Différence très hautement significative par rapport au témoin (p≤0,001), # : Différence significative par 

rapport au NaF (p≤0,05), ## : Différence hautement significative par rapport au NaF (p≤0,01), ### : Différence très 

hautement significative par rapport au NaF (p≤0,001) 

p : Seuil de signification. 
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� Discussion 

 

Nos résultats montrent aussi que l’exposition au NaF provoque une augmentation du taux 

plasmatique du cholestérol, des triglycérides et des VLDL accompagnée d’une diminution de 

celui de l’ HDL. 

L’hypertriglycéridemie observée est essentiellement liée à une augmentation de la 

concentration des VLDL. Cet accroissement du pool des lipoprotéines riches en triglycérides 

s’explique d’une part par une augmentation de la production hépatique des VLDL et d’autre 

part par un ralentissement de leur catabolisme (Hassan et Youcef, 2009). 

 

L’hypercholestérolémie enregistrée est également liée à l’augmentation de la synthèse des 

VLDL ainsi qu’a celle du cholestérol induite par un dysfonctionnement hépatique ou par une 

insulino-résistance. Les changements des taux des triglycérides et du cholestérol peuvent être 

aussi  le résultat d’une altération de l’activité de certaines enzymes notamment la triglycéride 

lipase et la pyrophosphatase (Mysliwiec et al., 2002). Shabir (2013) et ces collaborateurs ont 

attribué l’augmentation du taux des triglycérides et du cholestérol observée au cours d’un 

stress oxydant à une hyperactivité hypothalamo-hypophysaire qui cause une augmentation de 

la libération des catécholamines et des corticostéroïdes activant la lipolyse dans les adipocytes 

et la libération des acides gras et par conséquence une augmentation de la synthèse hépatique 

des triglycérides. 

 

       Nos résultats sont similaires à ceux de Panneerselvam et al. (2013) qui ont trouvé que le 

traitement oral des rats par 12 mg/l de fluorure de sodium durant douze semaines cause une 

augmentation remarquable de la concentration plasmatique du cholestérol, des triglycérides 

ainsi que des VLDL. 

 

        L’administration de l’acide gallique et/ou le jus de Punica granatum a baisée 

significativement la cholestérolémie, la triglycéridémie ainsi que le taux des VLDL. Cette 

baisse  a été accompagnée d’une augmentation de la concentration des HDL. Ces résultats 

sont en accord avec ceux de Esmaill et al., (2006), ces derniers ont prouvé que la 

consommation du jus de Punica granatum permit la régulation de l’hyperlipidémie 

enregistrée chez des patients diabétiques. 
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       Cette action peut être due d’après des études récentes aux polyphénols et  ellagitanins qui 

peuvent agir comme inhibiteurs de certaines enzymes tels que les lipases et l’hydroxyméthyl 

glutaryl CoA réductase. En effet, Zhen et al., (2005) ont montré in vitro que les tanins 

contenus dans les feuilles de Punica granatum ont un effet sur cette enzyme. De plus, 

Parmar et kar, (2007) ont attribué l’effet hypolipémiant de  l’écorce du grenadier aux 

polyphénols. Dingge et al. (1999) ont montré que les feuilles de Punica granatum ont 

également un effet régulateur sur le profile lipidique. Alors que Bagri et al., (2009) ont 

montré que les fleurs de cette espèce ont un effet hypolipémiant chez des rats traité par la 

streptozotocine. L’efficacité de l’acide gallique dans la régulation du profil lipidique durant 

un stress oxydant a été également bien prouvé (Shabir et al., 2013). 
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Chapitre V : Impact du fluorure de sodium sur la fonction rénale et effet 

protecteur de la supplémentation en acide gallique et/ou le jus de Punica 

granatum. 

 

 

V.1. Concentration plasmatique en urée  

       Les résultats rassemblés dans le tableau 10 montrent une augmentation très hautement 

significative chez le lot NaF par rapport au témoin. Ils montrent aussi une diminution 

significative, hautement significative et très hautement significative chez le groupe NaF+AG, 

NaF+PG et NaF+AG+PG respectivement et comparativement au groupe NaF. 

 

V.2. Concentration plasmatique en créatinine  

       Les résultats obtenus montrent une augmentation significative des valeurs de la créatinine 

chez le groupe NaF par rapport au témoin. Par contre le traitement des rats par le NaF plus 

l’acide gallique et/ou le Punica granatum a normalisé ces valeurs (Tableau 10, Figure 22). 

 

V.3. Concentration plasmatique en acide urique  

       Nos résultats illustrent une augmentation hautement significative de l’acide urique chez le 

lot NaF comparativement au témoin. Le traitement des rats par le NaF plus l’acide gallique, le 

Punica granatum ou leur combinaison a normalisé ces taux (Tableau 10, Figure 22).  
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Tableau 10: Variation de la concentration plasmatique (en mg/dl) de : l’urée, la créatinine et 

de l’acide urique  chez les rats témoins et les rats traités. 

 

 

* : Différence significative par rapport au témoin (p≤0,05),** : Différence hautement significative par rapport au témoin 

(p≤0,01), *** : Différence très hautement significative par rapport au témoin (p≤0,001), # : Différence significative par 

rapport au NaF (p≤0,05), ## : Différence hautement significative par rapport au NaF (p≤0,01), ### : Différence très 

hautement significative par rapport au NaF (p≤0,001). 

p : Seuil de signification. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Paramètres 
Lots expérimentaux 

Témoin NaF NaF+AG NaF+PG NaF+AG+PG PG 

Urée (mg/dl) 22,55±3,25 56±9,82
***

 36,33±9,82
***#

 33,17±5,42
*##

 27±3,58
###

 35,08±6,57
***

 

%  148,34 61,09 47,09 19,73 55,56 

%   -35,12 -40,77 -51,79  

Créatinine  

(mg/dl) 
37,33±11,45 50,17±4,62

*
 31,83±2,32

##
 41±4,94

#
 36,83±4,4

##
 31,67±5,75 

%  34,4 -14,73 9,83 -1,34 -15,16 

%   -36,55 -18,28 -26,59  

Acide urique 

(mg/dl) 
14,33±3.93 23,5±3,62

**
 10,5±4,6

##
 11,33±4,41

##
 15,5±3,67

#
 22,5±4,84

*
 

%  63,99 -26,73 -20,93 8,16 57,01 

%   -55,32 -51,79 -34,04  
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Figure 22 : Variation de la concentration plasmatique (en mg/dl) de : l’urée, la créatinine et 

de l’acide urique  chez les rats témoins et les rats traités. 

 
* : Différence significative par rapport au témoin (p≤0,05),** : Différence hautement significative par rapport au témoin 

(p≤0,01), *** : Différence très hautement significative par rapport au témoin (p≤0,001), # : Différence significative par 

rapport au NaF (p≤0,05), ## : Différence hautement significative par rapport au NaF (p≤0,01), ### : Différence très 

hautement significative par rapport au NaF (p≤0,001). 

p : Seuil de signification. 
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� Discussion 

 

Les résultats obtenus révèlent que le traitement par le fluorure de sodium engendre un 

dysfonctionnement rénal caractérisé par une augmentation claire de la concentration 

plasmatique de l’urée, de la créatinine ainsi que de l’acide urique. Cette augmentation est 

expliquée par la dégradation des protéines totales en acides aminés puis en urée et en 

créatinine, ceci est confirmé par la diminution du taux des protéines totales dans le plasma 

enregistrée au cours de cette étude.  

 

De plus la glycation des protéines peut augmenter la libération des purines, principales 

sources de l’acide urique, ce qui explique l’élévation de sa teneur plasmatique. Ainsi, Bouaziz 

et al., (2007) ont aussi enregistré une augmentation de la concentration de l’acide urique chez 

des souris traitées par 500 ppm de fluorure de sodium pendant un mois. Des effets similaires 

sont observés chez des enfants atteints d’une fluorose (Shivarajashankara et al., 2001). 

 

       On note que le taux plasmatique en urée, en créatinine et en acide urique diminue après 

traitement par l’acide gallique. De même, l’augmentation de ces paramètres causée par le 

fluorure de sodium a été déclinée après un co-traitement par le jus de  Punica granatum. Cet 

effet est probablement lié à l’amélioration du métabolisme protéique d’une part, il pourrait 

être du aux propriétés antioxydantes du jus de Punica granatum et de l’acide gallique qui 

exercent des effets protecteurs sur les cellules rénales, d’autre part,  ce qui est confirmé par 

l’étude histologique.  

 

Le pouvoir protecteur du fruit de Punica granatum contre la nephrotoxicité induite par des 

agents chimiques a été décrit par d’autre groupes de chercheurs (Rathod et al., 2012). Des 

données antérieurs indiquent ont aussi que l’administration de 50 mg/kg  l’acide gallique 

pendant trente jours, baisse significativement le taux de la créatinine et de l’urée chez des rats 

traités par le lindane Vijaya Padma et al., (2011). 
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Chapitre VI : Impact du fluorure de sodium sur la concentration des 

hormones thyroïdiennes et de la testostérone et effet protecteur de la 

supplémentation en acide gallique et/ou le jus de Punica granatum. 

 

 

VI.1. Concentration sérique en triodothyronine (T3)  

       Les résultats rassemblés dans le tableau 11 montrent une baisse hautement significative 

chez le groupe NaF par rapport au témoin. Ils montrent aussi que le traitement des rats par 

l’acide gallique et/ou le Punica granatum a normalisé le taux de la T3. 

 

VI.2. Concentration sérique en thyroxine (T4)  

       Les résultats obtenus indiquent une diminution statistiquement significative chez le lot 

NaF comparativement au lot témoin. Ces résultats indiquent également que le traitement par 

l’acide gallique, le Punica granatum ou leur combinaison a normalisé ces valeurs (Tableau 

11, Figure 23). 

 

VI.3. Concentration sérique en Testostérone  

       Nos résultats illustrent par rapport au témoin une baisse significative et hautement 

significative chez le groupe NaF+AG et le groupe NaF respectivement. Par contre on 

enregistré chez le groupe NaF+PG une augmentation statistiquement significative par rapport 

au groupe NaF (Tableau11, Figure 23). 
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Tableau 11 : Variation de la concentration plasmatique du de la concentration sérique (ng/ml) 

de la T3, T4 et de la testostérone chez les rats témoins et les rats traités. 

 

 

* : Différence significative par rapport au témoin (p≤0,05),** : Différence hautement significative par rapport au témoin 

(p≤0,01), # : Différence significative par rapport au NaF (p≤0,05), ## : Différence hautement significative par rapport au NaF 

(p≤0,01). 

p : Seuil de signification. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Paramètres 
Lots expérimentaux 

Témoin NaF NaF+AG NaF+PG NaF+AG+PG PG 

T3 (ng/ml) 3,53±0,23 2,99±0,15
** 

3,31±0,29
# 

3,46±0,26
## 

3,56±0,25
## 

3,56±0,24
 

%  -15,3 -6,23 -1,98 0,84 0,84 

%   10,7 15,71 19,06  

T4 (ng/ml) 2,31±0,26 1,86±0,21
* 

2,11±0,41 2,08±0,44 2,54±0,45
 

2,52±0,25
 

%  -19,48 -8,66 -9,96 9,96 9,09 

%   13,44 11,83 36,56  

Testostérone 

(ng/ml) 
2,22±0,44 1,38±0,22

** 
1,66±0,25

* 
2,05±0,6

# 
2,03±0,89 1,86±0,78 

%  -37,84 -25,22 -7,66 -8,56 -16,21 

%   20,29 48,55 47,1  
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Figure 23 : Variation de la concentration sérique (ng/ml) de la triodothyronine, la thyroxine et 

de la testostérone chez les rats témoins et les rats traités. 

 

* : Différence significative par rapport au témoin (p≤0,05),** : Différence hautement significative par rapport au témoin 

(p≤0,01), # : Différence significative par rapport au NaF (p≤0,05), ## : Différence hautement significative par rapport au NaF 

(p≤0,01). 

p : Seuil de signification. 
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� Discussion 

 

Le dosage hormonal a révélé une diminution de la concentration de la T3, T4 ainsi que 

celle de la testostérone chez les rats traités par le fluorure de sodium par rapport aux témoins.  

La baisse des hormones thyroïdiennes est le résultat d’une perturbation de la synthèse et/ou de 

la sécrétion de ces hormones par la glande thyroïde. Cette perturbation peut être due à un 

dysfonctionnement thyroïdien causé par des lésions cellulaires suite à l’accumulation des 

radicaux libre générés par le fluorure de sodium au niveau de cette glande. 

 

Ghosh et al., (2002) ont enregistré une diminution de la concentration  de la testostérone 

après un traitement oral quotidien des rats par 20 mg/kg de NaF. Cet effet peut être expliqué 

par les dommages oxydatifs induit par le NaF au niveau des testicules. 

 

       L’administration de l’acide gallique et/ou le jus de Punica granatum a presque normalisé 

le taux de ces hormones, ceci est probablement du à l’effet antioxydant de l’acide gallique 

ainsi que du jus de Punica granatum. Al-Olayan et al., (2014) ont enregistré des observations 

similaires au cours d’une étude réalisée sur des rats intoxiqués par le tetrachloride de carbone 

(CCl4). Les résultats de cette étude indiquent que le traitement par le jus de Punica granatum 

a augmenté les concentrations de la testostérone, de la LH (Luteinzing Hormone) et de la FSH 

(Fillicule Stimulating Hormone). Ils ont expliqué cet effet par la capacité des tanins et des 

flavonoïdes présents dans ce jus de réduire les dommages oxydatifs notamment au niveau des 

cellules de Leydig. 

 

Tandis que, Turk et al., (2008) ont montré  que la consommation quotidienne du jus de la 

grenade pendant sept semaines provoque une augmentation de : la densité des cellules 

spermatogéniques, la concentration du sperme epidedimale, elle améliore aussi la qualité du 

sperme.  

 

Elle provoque également une diminution de la peroxydation lipidique testiculaire. Ces effets 

sont essentiellement dus aux composés antioxydant présents dans ce jus notamment les 

anthocyanines, les tanins hydrolysables : punicalagine et punicaline, l’acide gallique, l’acide 

ellagique et la vitamine C. 
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Parmar et kar, (2007) ont également montré que le traitement par un extrait méthanolique de 

l’écorce de Punica granatum provoque une augmentation des T3 et T4 chez des rats présentant 

un dysfonctionnement thyroïdien. 
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Chapitre VII : Stress oxydant induit par le fluorure de sodium et effet 

protecteur de la supplémentations en acide gallique et/ou le jus de Punica 

granatum. 

 

 

VII.1. Effet sur le taux du glutathion réduit (GSH)  

        Les résultats obtenus et groupés dans le tableau 12 montrent comparativement aux rats 

témoins, une baisse très hautement significative du taux du GSH chez les rats du lot NaF. 

Cette diminution est enregistrée dans les globules rouges et dans tous les organes étudiés 

(foie, reins, cœur, testicules). Le traitement des rats par le NaF plus l’acide gallique a 

provoqué comparativement aux rats traités par le NaF uniquement, une augmentation 

hautement significative et très hautement significative au niveau du foie et des reins 

respectivement. Au niveau du cœur et des testicules, ce traitement (NaF+AG) a normalisé les 

valeurs du GSH. 

 

Nos résultats indiquent aussi que le traitement par le NaF plus le Punica granatum a 

normalisé ces valeurs au niveau des reins et du cœur. De plus, il a provoqué au niveau des 

testicules, une augmentation hautement significative par rapport au témoin. 

Le traitement des rats par la combinaison NaF, acide gallique et Punica granatum a normalisé 

le taux du GSH au niveau du foie et du cœur. Au niveau des testicules, il a provoqué une 

augmentation significative comparativement au témoin (Figure 24). 

 

VII.2. Effet sur le taux du malaondialdehyde (MDA)  

       Nos résultats rassemblés dans le tableau 13 indiquent une augmentation très hautement 

significative de la concentration de l’MDA chez le lot NaF par rapport au lot témoin (au 

niveau des globules rouges ainsi que tous les organes étudiés). 

 

Ces résultats montrent que le traitement des rats par le NaF plus l’acide gallique a provoqué 

comparativement aux rats traités uniquement par Le fluorure de sodium une baisse très 

hautement significative au niveau du foie, des reins et des globules rouges. 
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Alors que le traitement par le fluorure de sodium plus le jus de Punica granatum a provoqué 

par rapport aux rats traités uniquement par le NaF, une diminution très hautement 

significative au niveau du foie et des globules rouges (Figure 25). 

Tandis que  la co-administration du NaF, AG et le PG a provoqué une baisse significative au 

niveau des reins par rapport au lot NaF. 

 

 

 

Tableau 12 : Variation de la teneur en glutathion réduit (GSH) (nmol/mg protéines) dans : le 

foie, les reins, le cœur, les testicules et  les globules rouges (GR) chez les rats témoins et les 

rats traités. 

 

Paramètre Organes 
Lots expérimentaux 

Témoin NaF NaF+AG NaF+PG NaF+AG+PG PG 

G
S

H
 

(n
m

o
l 

/ 
m

g
 p

ro
té

in
es

) 

foie 87,83±5,6 22,01±2,24
*** 

63,11±9,92
***##

 48,99±8,07
***### 

77,77±27,3
##

 111,8±20,3
*
 

%  -74,94 -28,14 -44,22 -11,45 27,29 

%   186,73 122,58 253,33  

Reins 50,17±1,14 17,96±3,15
***

 64,93±7,21
**###

 47,34±3,42
###

 42,24±4,15
**###

 56,73±2,18
***

 

%  -64.20 29,42 -5,64 -15,81 13,07 

%   261,53 163,59 135,19  

Cœur 53,42±3,43 23,85±1,6
***

 60,61±10,19
###

 49,12±12,74
##

 52,22±11,91
##

 54,62±5,66 

%  -55,35 13,46 -8,05 -2,25 2.25 

%   154,13 105,95 118,95  

Testicule 82,98±7,21 29,37±5,54
***

 122,35±43,03
##

 128,11±19,17
**### 

130,83±33,45
*##

 161,77±28,61
*** 

%  -64,61 47,44 54,39 57,66 94,95 

%   316,58 336,19 345,45  

Globules 

Rouges 
24,78±0,52 10,88±1,15

***
 15,65±0,41

***###
 11,37±0,33

***
 15,23±0,7

***##
 23,07±0,67

**
 

%  -56,09 -36,84 -54,12 -38,54 -6,9 

%   43,84 4,5 39,98  

 

* : Différence significative par rapport au témoin (p≤0,05),** : Différence hautement significative par rapport au témoin 

(p≤0,01), *** : Différence très hautement significative par rapport au témoin (p≤0,001), ## : Différence hautement 

significative par rapport au NaF (p≤0,01), ### : Différence très hautement significative par rapport au NaF (p≤0,001). 

p : Seuil de signification. 
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Figure 24 : Variation de la teneur en GSH (nmol/mg protéines) dans : le foie, les reins,  le 

cœur, les testicules et les globules rouges (GR) chez les rats témoins et les rats traités. 

 

* : Différence significative par rapport au témoin (p≤0,05),** : Différence hautement significative par rapport au témoin 

(p≤0,01), *** : Différence très hautement significative par rapport au témoin (p≤0,001), ## : Différence hautement 

significative par rapport au NaF (p≤0,01), ### : Différence très hautement significative par rapport au NaF (p≤0,001), 

p : Seuil de signification. 
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Tableau 13 : Variation de la teneur en malaondialdehyde  (MDA) (nmol/mg protéines) dans : 

le foie, les reins, le cœur, les testicules et les globules rouge (GR) chez les rats témoins et les 

rats traités. 

 

 

 
* : Différence significative par rapport au témoin (p≤0,05),** : Différence hautement significative par rapport au témoin 

(p≤0,01), *** : Différence très hautement significative par rapport au témoin (p≤0,001), # : Différence significative par 

rapport au NaF (p≤0,05), ## : Différence hautement significative par rapport au NaF (p≤0,01), ### : Différence très 

hautement significative par rapport au NaF (p≤0,001). 

p : Seuil de signification. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Paramètre Organes 
Lots expérimentaux 

Témoin NaF NaF+AG NaF+PG NaF+AG+PG PG 

M
D

A
 

(n
m

o
l 

/ 
m

g
 p

ro
té

in
es

) 

foie 0,27±0,01 0,56±0,01
*** 

0,35±0,06
*###

 0,41±0,01
***###

 0,43±0,06
**

 0,28±0,04 

%  107,41 29,63 51,85 59,26 3,7 

%   -37,5 -26,79 -23,21  

Reins  0,31±0,01 0,44±0,02
***

 0,35±0,04
*###

 0,44±0,02
***

 0,41±0,03
***#

 0,3±0,01 

%  41,93 12,9 41,93 32,26 -3,23 

%   -20,45 0 -6,82  

Cœur  0,34±0,01 0,55±0,06
***

 0,52±0,04
***

 0,45±0,09
*##

 0,51±0,14
*
 0,39±0,03

**
 

%  61,76 52,94 32,35 50 14,71 

%   -5,45 -18,18 -7,27  

Testicule  0,84±0,07 1,42±0,13
***

 1,2±0,43 1,16±0,17
*##

 1,14±0.37 0,99±0,11 

%  69,05 42,86 38.09 35,71 17,86 

%   -15,49 -18,31 -19,72  

Globules 

Rouges 
0,32±0,02 0.49±0,02

***
 0,33±0,03

###
 0,38±0,03

*###
 0,31±0,02 0,31±0,02 

%  53,12 3,12 18,75 -3,12 -3,12 

%   -32,65 -22,45 -36,73  
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Figure 25 : Variation de la teneur en malaondialdehyde (MDA) (nmol/mg protéines) dans : le 

foie, les reins, le cœur, les testicules et  les globules rouges (GR) chez les rats témoins et les 

rats traités. 

 

* : Différence significative par rapport au témoin (p≤0,05),** : Différence hautement significative par rapport au témoin 

(p≤0,01), *** : Différence très hautement significative par rapport au témoin (p≤0,001), # : Différence significative par 

rapport au NaF (p≤0,05), ## : Différence hautement significative par rapport au NaF (p≤0,01), ### : Différence très 

hautement significative par rapport au NaF (p≤0,001), 

p : Seuil de signification. 
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VII.3. Effet sur l’activité de la glutathion peroxydase (GPx) 

      Selon nos résultats, une diminution très hautement significative est enregistrée dans les 

globules rouges ainsi que dans tous les organes étudiés, chez le groupe NaF par rapport au 

témoin. 

 

L’administration du NaF plus l’acide gallique a provoquée par rapport aux rats traités par le 

NaF, une augmentation significative au niveau des globules rouges et très hautement 

significative au niveau du foie, des reins, du cœur et des testicules. 

Alors que le traitement par le NaF plus le jus de Punica granatum a augmenté 

significativement l’activité enzymatique de la GPx dans tous les organes comparativement au 

traitement par le fluorure de sodium uniquement (Tableau 14, Figure 26). 

 

La combinaison entre le fluorure de sodium et l’acide gallique plus le jus de Punica granatum 

a amélioré cette activité significativement dans les globules rouges et les reins, et très 

hautement significativement au niveau du foie, du cœur et des testicules. 

 

VII.4. Effet sur l’activité de la Catalase (CAT) 

       L’étude de l’activité enzymatique de la catalase a montré une diminution très hautement 

significative chez le groupe NaF comparativement au témoin. 

 

Le traitement des rats par le NaF plus l’acide gallique a normalisé l’activité enzymatique de la 

catalase au niveau des globules rouges, du foie, du cœur et des testicules. Au niveau rénal, ce 

traitement a provoqué une augmentation très hautement significative par rapport au lot traité 

par le NaF uniquement. 

Tandis que l’administration du fluorure de sodium plus le jus de Punica granatum a normalisé 

cette activité au niveau hépatique et testiculaire, alors qu’elle a provoqué une amélioration 

hautement significative au niveau cardiaque et très hautement significative au niveau rénal et 

érythrocytair  comparativement au groupe NaF. 

 

Le co-traitement par le NaF et l’acide gallique plus le Punica granatum a également 

normalisé l’activité de la catalase au niveau du foie et des testicules, tandis qu’il a provoqué 

une augmentation très hautement significative au niveau des reins, du cœur et des globules 

rouges par rapport au groupe NaF (Tableau 15, Figure 27). 



 

111 

 

Résultats et Discussion 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tableau 14 : Variation de l’activité enzymatique de la glutathion peroxydase (GPx) (nmol 

GSH/min/ mg protéines) dans : le foie,  les reins, le cœur, les testicules et les globules rouges 

(GR) chez les rats témoins et les rats traités. 

 

Paramètre Organes 
Lots expérimentaux 

Témoin NaF NaF+AG NaF+PG NaF+AG+PG PG 

G
P

x
 

(n
 m

o
l 

G
S

H
 /

 m
in

/ 
m

g
 p

ro
té

in
es

) 

foie 0,17±0,005 0,07±0,002
***

 0,13±0,003
***###

 0,1±0,01
***###

 0,13±0,002
***###

 0,15±0,002
***

 

%  -58,82 -23,53 -41,18 -23,53 -11,76 

%   85,71 42,86 85,71  

Reins  0,15±0,002 0,09±0,01
***

 0,13±0,002
***###

 0,11±0,01
***##

 0,11±0,01
***#

 0,12±0,002
***

 

%  -40 -13,33 -26,66 -26,66 -20 

%   44,44 22,22 22,22  

Cœur  0,12±0,004 0,09±0,002
***

 0,13±0,003
*###

 0,11±0,003
*###

 0,12±0,003
###

 0,12±0,003
**

 

%  -25 8,33 -8,33 0 0 

%   44,44 22,22 33,33  

Testicule 0,17±0,01 0,1±0,01
***

 0,26±0,004
***###

 0,27±0,001
***###

 0,27±0,004
***###

 0,28±0,002
***

 

%  -41,18 52,49 58,82 58,82 64,71 

%   160 170 170  

Globules 

Rouges 
0,19±0,01 0,15±0,01

***
 0,18±0,02

#
 0,17±0,01

#
 0,19±0,02

#
 0,22±0,02

*
 

%  -21,05 -5,26 -10,53 0 15,79 

%   20 13,33 26,66  

 
* : Différence significative par rapport au témoin (p≤0,05),** : Différence hautement significative par rapport au témoin 

(p≤0,01), *** : Différence très hautement significative par rapport au témoin (p≤0,001), # : Différence significative par 

rapport au NaF (p≤0,05), ## : Différence hautement significative par rapport au NaF (p≤0,01), ### : Différence très 

hautement significative par rapport au NaF (p≤0,001). 

p : Seuil de signification 
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Figure 26 : Variation de l’activité enzymatique de la glutathion peroxydase (GPx) (nmol 

GSH/min/mg protéines) dans : le foie, les reins, le cœur, les testicules et les globules rouges 

(GR) chez les rats témoins et les rats traités. 

 

* : Différence significative par rapport au témoin (p≤0,05),** : Différence hautement significative par rapport au témoin 

(p≤0,01), *** : Différence très hautement significative par rapport au témoin (p≤0,001), # : Différence significative par 

rapport au NaF (p≤0,05), ## : Différence hautement significative par rapport au NaF (p≤0,01), ### : Différence très 

hautement significative par rapport au NaF (p≤0,001),  

p : Seuil de signification. 
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Tableau 15 : Variation de l’activité enzymatique de la catalase  (CAT) (µmol H2O2 

dégrader/min/mg de protéines) dans : le foie, les reins, le cœur, les testicules et les globules 

rouges (GR) chez les rats témoins et les rats traités. 

 

Paramètre Organes 

Lots expérimentaux 

Témoin NaF NaF+AG NaF+PG NaF+AG+PG PG 

C
A

T
  

 (
µ

m
o

l 
H

2
O

2
 d

ég
ra

d
er

/m
in

/m
g
 d

e 
p

ro
té

in
es

) 

foie 7,05±0,09 5,73±0,13
***

 7,4±0,36
###

 7±0,21
###

 7,37±0,35
###

 7,19±0,39 

%  -18,72 4,96 -0,71 4,54 1,99 

%   29,14 22,16 28,62  

Reins  5,05±0,08 3,92±0,11
***

 4,65±0,15
**###

 4,79±0,14
**###

 4,57±0,1
***###

 5,09±0,08 

%  -22.38 -7,92 -5,15 -9,5 0.79 

%   18,62 22,19 16,58  

Cœur  4,84±0,07 4,06±0,09
***

 4,85±0,11
###

 4,43±0,12
***##

 4,8±0,1
*###

 5±0,13
*
 

%  -16,11 0,11 -8,47 -0,82 3,31 

%   19,46 9,11 18,23  

Testicule 6,54±0,03 5,45±0,09
***

 6,52±0,23
###

 6,58±0,21
###

 6,59±0,22
###

 6,42±0,14 

%  -19,67 -0,3 0,61 0,76 -1.83 

%   19,63 20,73 20,92  

Globules 

Rouges 
1,86±1 1,48±0,03

***
 1,76±0,1

###
 1,59±0,02

**###
 1,77±0,04

*###
 1,79±0,06 

%  -20,43 -5,52 -14,52 -4,84 -3,76 

%   18,92 7,43 19,59  

 

* : Différence significative par rapport au témoin (p≤0,05),** : Différence hautement significative par rapport au témoin 

(p≤0,01), *** : Différence très hautement significative par rapport au témoin (p≤0,001), ## : Différence hautement 

significative par rapport au NaF (p≤0,01), ### : Différence très hautement significative par rapport au NaF (p≤0,001). 

p : Seuil de signification. 
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Figure 27: Variation de l’activité enzymatique de la catalase (CAT) (µmol H2O2 

dégrader/min/mg de protéines) dans : le foie, les reins, le cœur, les testicules et les globules 

rouges (GR) chez les rats témoins et les rats traités. 

 

* : Différence significative par rapport au témoin (p≤0,05),** : Différence hautement significative par rapport au témoin 

(p≤0,01), *** : Différence très hautement significative par rapport au témoin (p≤0,001), ## : Différence hautement 

significative par rapport au NaF (p≤0,01), ### : Différence très hautement significative par rapport au NaF (p≤0,001),  

p : Seuil de signification. 
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VII.5. Effet sur l’activité de la superoxide dismutase (SOD) 

      Les résultats obtenus indiquent chez le lot NaF une baisse hautement significative au 

niveau des globules rouges, du foie et des testicules par rapport au témoin. 

 

L’administration du NaF plus l’acide gallique a provoqué une augmentation hautement 

significative au niveau des globules rouges, et très hautement significative dans les testicules 

et le foie par rapport aux rats traités par le NaF. 

Alors que le traitement par le NaF plus Punica granatum a provoqué une augmentation 

significative dans les globules rouges et très hautement significative au niveau du foie et des 

testicules comparativement au groupe NaF. 

La co-administration du fluorure de sodium, de l’acide gallique et du Punica granatum a 

provoqué une élévation hautement significative au niveau et des globules rouges, et très 

hautement significative au niveau du foie et des testicules (Tableau 16, Figure 28).  

 

Tableau 16 : Variation de l’activité enzymatique de  la  superoxide dismutase (SOD)  (U/mg 

de protéines) dans : le foie, les reins, le cœur, les testicules et les globules rouges (GR) chez 

les rats témoins et les rats traités. 

 

 

* : Différence significative par rapport au témoin (p≤0,05),** : Différence hautement significative par rapport au témoin 

(p≤0,01), # : Différence significative par rapport au NaF (p≤0,05), ## : Différence hautement significative par rapport au NaF 

(p≤0,01), ### : Différence très hautement significative par rapport au NaF (p≤0,001). p : Seuil de signification. 

Paramètre Organes 
Lots expérimentaux 

Témoin NaF NaF+AG NaF+PG NaF+AG+PG PG 

S
O

D
 

(U
/m

g
 d

e 
p
ro

té
in

es
) 

foie 0,82±0,1 0,57±0,02
**

 0,74±0,03
###

 0,71±0,06
###

 0,77±0,05
###

 0,9±0,08 

%  -30,49 -9,76 -13,41 -6,1 9,76 

%   29,82 24,56 35,09  

Reins  1,11±0,12 0,8±0,05 0,93±0,13
*
 0,99±0,04

###
 0,91±0,05

*##
 1,08±0,05 

%  -27,93 -16,22 -10,81 -18,02 -2,7 

%   16,25 23,75 13,75  

Cœur  0,17±0,08 0,1±0,02 0,15±0,02
#
 0,13±0,01

#
 0,19±0,04

##
 0,16±0,02 

%  -41,18 -11,76 -23,53 11,76 -5,88 

%   50 30 90  

Testicule 1,38±0,23 0,81±0,03
**

 1,41±0,19
###

 1,61±0,23
###

 1,6±0,23
###

 1,81±0,06
**

 

%  -41,30 2,17 16,66 15,94 31,16 

%   74,07 98,76 97,53  

Globules 

Rouges 
1,37±0,21 0,81±0,07

**
 1,11±0,17

##
 0,96±0,12

**#
 1,05±0,1

**##
 1,39±0,26 

%  -40,87 -18,98 -29,93 -23,36 1,46 

%   37,04 18,52 29,63  
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Figure 28 : Variation de l’activité enzymatique de la  superoxide dismutase (SOD)  (U/mg de 

protéines) dans : le foie, les reins, le cœur, les testicules et les globules rouges (GR) chez les 

rats témoins et les rats traités 

 

* : Différence significative par rapport au témoin (p≤0,05),** : Différence hautement significative par rapport au témoin 

(p≤0,01), # : Différence significative par rapport au NaF (p≤0,05), ## : Différence hautement significative par rapport au NaF 

(p≤0,01), ### : Différence très hautement significative par rapport au NaF (p≤0,001), 

p : Seuil de signification 
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� Discussion 

 

Les dérivés réactifs de l’oxygène sont produits en faibles quantités de manière continue, 

ils semblent être impliqués dans les processus de phagocytose des bactéries par les cellules 

polynucléaires ainsi que les processus de signalisation cellulaires. En situation physiologique, 

il existe un équilibre parfait entre la production des ERO prooxydants et les antioxydants 

(Swain et al., 2002). 

 

Les résultats de nombreuses études ont prouvé que les fluorures sont à l’origine d’un 

stress oxydant induit par une production excessive des anions superoxyde (O2
-
), du peroxyde 

d’hydrogène (H2O2) ainsi que des radicaux hydroxyles (OH
-
). De plus, les fluorures 

augmentent la génération du monoxyde d’azote (NO), et ils peuvent également interagir avec 

les superoxydes pour former le peroxynitrite (ONOO
-
) (Liu et al., 2003 ; Sireli et Bülbül, 

2004 ; Hassan et Youssef, 2009). 

 

D’autre part, l’exposition aux fluorures diminue ou même inhibe l’activité de plusieurs 

enzymes comme la catalase, la superoxyde dismutase ainsi que la glutathion peroxydase 

(García-Montalvo et al., 2009). 

 

       Le glutathion est un thiol endogène qui joue un rôle majeur dans la protection contre les 

attaques radicalaires en agissant comme piégeur des espèces réactives de l’oxygène ou en 

jouant le rôle de cofacteurs de certaines enzymes antioxydantes (Schulz et al., 2000). 

 

Les résultats de notre étude montrent que l’administration du fluorure de sodium pendant trois 

semaines provoque une diminution importante du taux de glutathion réduit au niveau des 

quatre organes étudiés, et même au niveau érythrocytaire. Cette baisse peut être expliquée par  

la diminution de la synthèse de ce tripeptide et/ou sa dégradation intense ou bien par  la 

diminuions de la régénération des molécules de GSH par la glutathion réductase qui nécessite 

le NADPH qui est à son tour consommé dans la voie des polyols.  

 

La diminution de la concentration du GSH peut être expliquée également par sa 

consommation par la glutathion peroxydase lors de la détoxification des molécules de 

peroxyde d’hydrogène générées par le fluorure de sodium (Guney et al., 2007). 
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Nos résultats ont été confirmés par des études précédentes. En effet Nabavi et al., (2013) ont 

enregistré une diminution du taux de GSH chez des rats traités par le NaF. De même Mittal et 

Flora, (2006) ont observé une baisse de la teneur hépatique et rénale en GSH chez des souris 

Swiss traitées oralement par 5 mg/kg de fluorure de sodium pendant huit semaines. 

 

       Les acides gras polyinsaturés sont très susceptibles aux attaques radicalaires et génèrent 

des peroxydes lipidiques qui sont eux même très réactifs. La peroxydation des lipides fournit 

ainsi une grande variété de produits, dont le malondialdéhyde (MDA) qui est très étudié 

comme marqueurs de la peroxydation lipidique. Il est également prouvé que le fluorure 

travers les membranes et pénètre dans les tissus tels que les reins, le cerveau et le foie. 

L’altération de la fonction des tissus mous observée chez les animaux intoxiqués par fluorures 

se manifeste par une augmentation de la péroxydation lipidique et une diminution de l’activité 

des enzymes antioxydantes (Jacyszyne et Marut, 1986). 

 

Dans nos conditions expérimentales, le traitement des rats par le fluorure de sodium a 

provoqué une augmentation très hautement significative de la teneur en MDA au niveau 

érythrocytaire ainsi que dans les organes étudiés. Ceci révèlent que le fluorure de sodium est 

capable d’induire la génération des radicaux libres notamment le radical hydroxyle qui peut 

initier les réactions en chaîne de la peroxydation lipidique. A son tour, l’augmentation de la 

peroxydation lipidique est à l’origine d’une perte de l’intégrité membranaire (Panneerselvam 

et al., 2013). 

 

Ces résultats sont en accord avec plusieurs autres études, en effet Ri-An et al., (2006) ont 

montré que le traitement des rats par 50 mg/l de fluorure de sodium induit une élévation de la 

teneur en MDA au niveau rénal. Pratap Reddy et al., (2009) ont trouvé que l’injection de 20 

mg/kg de fluorure de sodium provoque une augmentation cérébrale de la teneur en 

malondialdéhyde chez les souris. De plus, Altintas et ces collaborateurs (2009) ont 

enregistré une augmentation de l’MDA au niveau des érythrocytes après un traitement des 

souris par 100 ppm de fluorure de sodium. 

 

       Nos résultats indiquent aussi chez les rats traités par le fluorure de sodium une baisse de 

l’activité enzymatique de la glutathion peroxydase, la catalase et la superoxyde dismutase, au 

niveau du foie, du cœur, des reins, des testicules et même au niveau des globules rouges. 
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La diminution de l’activité de la GPx  ainsi que celle de la catalases est essentiellement due à 

une surproduction de peroxyde d’hydrogène induite par le fluorure de sodium et l’utilisation 

de ces deux enzymes dans la conversion de cette espèce réactive de l’oxygène en eau. Elles 

pourraient être liées à un épuisement des molécules de glutathion réduit, et du NADPH 

indispensable au bon fonctionnent de la glutathion peroxydase et de la catalase 

respectivement. 

 

Alors qu’on peut expliquer la diminution de l’activité de la superoxyde dismutase par 

l’interaction du fluorure de sodium avec cette enzyme où il entre en compétition avec les ions 

du zinc et du magnésium nécessaires au fonctionnement de la SOD (Basha Mahaboob et al., 

2011). Verma et Guna Sherlin, (2002) ont rapporté que le fluorure de sodium présente une 

grande affinité vis-à-vis de plusieurs éléments notamment le cuivre, le zinc, le manganèse et 

le magnésium nécessaires au bon fonctionnement des enzymes antioxydantes. 

 

Plusieurs autres études ont prouvé l’effet inhibiteur du fluorure de sodium sur les enzymes 

antioxydantes. En effet, Panneerselvam et al., (2013) ont trouvé qu’un traitement par 25 mg/l 

durant douze semaines induit l’inibition de la GPx, la catalase ainsi que la superoxyde 

dismutase hépatiques, chez le rat. Hassan et Abdel-Aziz (2010) ont aussi enregistré une 

diminution de l’activité de la superoxyde dismutase au niveau des globules rouges, des reins 

et des testicules après un gavage des rats par 10.3 mg/kg de fluorure de sodium pendant cinq 

semaines. 

 

       En plus de leurs effets bénéfiques sur les paramètres hématologiques et biochimiques, le 

jus de Punica granatum ainsi que l’acide gallique possèdent des effets protecteurs sur les 

paramètres de stress oxydant. Au cours de notre étude, nous avons remarqué que le co-

traitement des rats par le jus de Punica granatum et/ou l’acide gallique entraine une 

augmentation du taux du GSH et de l’activité enzymatique de la GPx, la CAT et la SOD.  

 

Ces améliorations pourraient être expliquées par la capacité antioxydante du jus de la grenade 

et de l’acide gallique vis-à-vis des radicaux libres, dont la synthèse est induite par le fluorure 

de sodium.  
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       Il a été prouvé que la consommation du jus de Punica granatum engendre  une 

augmentation du taux du GSH accompagnée d’une diminution de la peroxydation lipidique. 

Matthaiou et al., (2014) suggèrent que ce jus induit l’expression et/ou l’activation des 

enzymes impliquées dans la biosynthèse comme la glutamate cystéine ligase et la GSH 

synthétase. 

 

Des études récentes ont attribué l’effet antioxydant de ce jus à sa richesse en polyphenols 

comme les acides hydroxybenzoique, les anthocyanines  et leurs dérivés. (Gil et al., 2000; 

Cerda et al., 2003 ; El-Falleh et al., 2011; Li et al., 2014). Seeram et al. (2005) ont attribué 

le potentiel antioxydant du jus de Punica granatum à la présence d’un taux élevé en 

ellagitanins  et en acides ellagiques. Il a été rapporté également que le jus de Punica granatum 

est une importante source de plusieurs oligoéléments et vitamines qui jouent le rôle de 

cofacteurs des enzymes antioxydantes, ce qui confère à ce jus un pouvoir scavengeur 

important (Lim, 2013).  

 

       De même, l’activité antiradicalaire de l’acide gallique a été également prouvée 

expérimentalement. Korani et al., (2014) ont trouvé que l’administration de 100 mg/kg 

pendant dix  jours augmente l’activité de la GPx cérébrale et diminue la concentration en 

MDA. Punithavathi et al., (2011) ont observé que le traitement des rats par 20 mg/kg et 40 

mg/ kg de l’acide gallique durant 21 jours, améliore l’activité enzymatique de la GPx, la CAT 

et de la SOD au niveau pancréatique. 
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Chapitre VIII : Impact du fluorure de sodium sur l’histologie et effet 

protecteur de la supplémentations en acide gallique et/ou le jus de Punica 

granatum. 

 

 

VIII.1. Etude histologique du foie 

       L’étude histologique du foie illustrée par la figure 29 indique chez les rats traités par le 

fluorure de sodium une importante infiltration inflammatoire lympho-plasmocytaire 

accompagnée d’une ectasie vasculaire. Ces altérations sont moins importantes chez les rats 

traités par l’acide gallique et/ou le jus de Punica granatum. 

 

VIII.2. Etude histologique des reins 

       L’histologie des reins montre que l’administration du fluorure de sodium provoque une 

infiltration inflammatoire modérée. La co-administration de l’acide gallique et/ou le jus de 

Punica granatum a causé une infiltration inflammatoire discrète (Figure 30). 

 

VIII.3. Etude histologique du cœur 

       L’étude histologique du cœur indique une ectasie vasculaire chez les rats du groupe NaF. 

Alors que une discrète infiltration inflammatoire est observée chez le groupe NaF+PG et le 

groupe NaF+AG+PG. Les rats du groupe NaF+AG présentent un tissue cardiaque normal 

(figure 31). 

 

VIII.4. Etude histologique des testicules 

       L’histologie des testicules montre des œdèmes chez les rats traités par le fluorure de 

sodium. Par contre des œdèmes très discrets ont été observés chez les rats traités par l’acide 

gallique et/ou le jus de Punica granatum (Figure 32).   
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Figure 29 : Coupes  histologiques du foie (EH×400): (A) Témoin, (B) NaF, (C) NaF+AG, 

(D) NaF+PG, (E) NaF+AG+PG, (F) PG. 
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Figure 30: Coupes  histologiques des reins (EH×400): (A) Témoin, (B) NaF, (C) NaF+AG, 

(D) NaF+PG, (E) NaF+AG+PG, (F) PG.  
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Figure 31 : Coupes  histologiques du cœur (EH×400): (A) Témoin, (B) NaF, (C) NaF+AG, 

(D) NaF+PG, (E) NaF+AG+PG, (F) PG.  

 

Infiltration inflammatoire discrète 

Ectasie vasculaire  

E F 

A B 

C D 



 

125 

 

Résultats et Discussion 

 

 

                     

                     

                    

Figure 32 : Coupes  histologiques des testicules (EH×400): (A) Témoin, (B) NaF, (C) 

NaF+AG, (D) NaF+PG, (E) NaF+AG+PG, (F) PG. 
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� Discussion  

 

Les résultats de l’analyse biochimique et hématologique ont été confirmés par l’étude 

histologique que nous avons réalisé. Cette dernière révèle que la toxicité du fluorure de 

sodium s’est manifestée par des atteintes tissulaires importantes. En effet, le traitement des 

rats par 100 ppm de fluorure de sodium pendant trois semaines a provoqué une infiltration 

inflammatoire importante, modérée et discrète au niveau du foie, des reins et du cœur 

respectivement. On a observé aussi des ectasies vasculaires au niveau du foie et du cœur. 

L’étude histologique des testicules a montré des œdèmes. Ces altérations sont induites suite à 

une peroxydation lipidique provoquée par les radicaux libres générés par le fluorure de 

sodium. 

 

Il a été signalé dans d’autres travaux que l’administration du fluorure de sodium entraine 

une dégénérescence hépatique qui peut se développer en nécrose (Kolodziejczyk et al., 

2000 ; Dabrowaska et al., 2006). L’impact du fluorure de sodium  sur les testicules a fait 

aussi l’objet d’une étude antérieur, au cours de laquelle,  il a été observé que le traitement par 

20 ppm de NaF (pendant 29 jours) altère l’histologie testiculaire et engendre une dilatation 

des tubules séminifères (Ghosh et al., 2002). 

 

En revanche, la supplémentations en Acide gallique et/ou en jus de Punica granatum a 

légèrement préservé les structures cellulaires des organes étudiés. Ce qui peut être attribué à 

l’effet préventif contre les radicaux  oxygénés de ces deux antioxydants, exercé au niveau du 

tissu : hépatique, rénal, cardiaque, et testiculaire (Parmar et kar, 2007 ; Abdel Moneim et 

El-Khadragy, 2013).  

 

Le pouvoir protecteur de Punica granatum contre les lésions tissulaires provoquées par les 

xénobiotiques prooxydants a été bien prouvé au cours d’autres études. Al-Olayan et al., 

(2014) ont mentionné que les polyphénols et les flavonoides contenus dans le jus de Punica 

granatum peuvent réduire la toxicité du CCl4 au niveau testiculaire en diminuant 

l’inflammation et  dégénérescence de ces cellules. Un effet similaire a été observé au niveau 

cardiaque chez des rats intoxiqués par l’isoproterinol (Jaeja et al., 2010). 
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De même, il a été précédemment démontré que l’administration de l’acide gallique restaure 

les dommages tissulaires chez le rat (Abarikwu et al., 2014). 
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Conclusion et Perspectives 

 

Nos résultats montrent dans un premier temps que le jus de l’espèce locale Punica granatum 

contient des phénols, des flavonoïdes et des tanins. Ces composés sont à l’origine d’une 

activité antioxydante. 

 

Ils montrent également que l’administration quotidienne de 100 ppm de fluorure de sodium 

pendant trois semaines a provoqué des perturbations métaboliques et des atteintes d’organes. 

En revanche le traitement des rats par l’acide gallique, le jus du Punica granatum ou par leur 

combinaison a amélioré ces perturbations. L’ensemble des effets observés peut être résumé 

dans les points suivants : 

 

• Une croissance normale des rats de tous les groupes expérimentaux accompagnée 

d’une augmentation du poids relatifs du foie chez les rats traité par le fluorure de 

sodium comparativement aux rats témoins. 

 

• Une perturbation des paramètres hématologiques chez le groupe traité par le fluorure 

de sodium. Le traitement des rats par l’acide gallique et/ou le jus du Punica granatum 

a amélioré ces perturbations. 

 

• Une diminution de la concentration sérique de la bilirubine totale, de l’albumine et des 

protéines totales chez le groupe NaF. La co-administration de l’acide gallique ou du 

jus du Punica granatum a augmenté ces concentrations. 

 

• Une augmentation de l’activité enzymatique de l’ASAT, l’ALAT, PAL, LDH ainsi 

que des CPK chez les rats traités par le fluorure de sodium. En revanche le traitement 

par l’acide gallique ou par le jus du Punica granatum a atténué ces activités avec 

efficacité remarquable. 
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• Une augmentation du cholestérol, des triglycérides et des VLDL et une diminution de 

celui de HDL chez le lot NaF. Alors que le traitement par l’acide gallique et/ou du jus 

du Punica granatum a amélioré ces paramètres. 

 

• Une augmentation de la teneur sérique en urée, créatinine et en acide urique chez les 

rats traités par  NaF. Le co-traitement par l’acide gallique et/ou du jus du Punica 

granatum a diminué ces valeurs. 

 

• Une hyperglycémie accompagnée d’une augmentation du taux du fer sérique chez les 

rats du groupe traité par le NaF. Le co-traitement par l’acide gallique et/ou du jus du 

Punica granatum a provoqué une diminution de la concentration du glucose et du fer. 

 

• Une diminution de la concentration de la T3, de la T4 et de la testostérone après 

traitement par le fluorure de sodium. Le co-traitement par l’acide gallique et/ou du jus 

du Punica granatum a augmenté le taux de ces hormones. 

 

• Une diminution de la teneur en glutathion réduit ainsi que l’activité enzymatique de la 

GPx, la CAT, la SOD avec une augmentation de l’MDA dans tous les organes étudiés 

des rats traités par le fluorure de sodium. Après traitement par l’acide gallique et/ou du 

jus du Punica granatum on a remarqué une augmentation considérable du glutathion 

réduit ainsi que l’activité enzymatique des différentes enzymes, expliquée par l’effet 

antioxydant. 

 

• L’histologie des organes étudiés (foie, reins, cœur et testicules) a montré des atteintes 

remarquables chez les rats traités par le NaF. Par contre, le traitement par l’acide 

gallique et/ou du jus du Punica granatum a exercé un effet cyto-protecteur au niveau 

de ces organes. 
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En perspectives il s’avère intéressant d’approfondir ces conclusions par : 

 

• L’exploration d’autres biomarqueurs du système radicalaire et le pouvoir antioxydant. 

 

• La purification et la caractérisation des principes actifs contenus dans le jus de Punica 

granatum qui peuvent être à l’origine de l’effet antioxydant. 

 

• Le dosage des hormones rénales impliquées dans l’hématopoïèse, à savoir 

l’érythropoïétine et la thrombopoïétine. 

 

• L’exploration des métallothionéines ainsi que les protéines stress : les heat shock 

proteins (HSP). 
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