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Résumé

Dans cette étude nous nous sommes intéressés a évaluer les effets du sulfate ferreux (SF)
comme un supplément alimentaire suite a 1’administration de deux doses différentes (70 et
140 mg/kg) chez le souris Swiss. Les effets ont été observés sur 1’évolution pondérale, le
comportement des souris, la variation des parameétres hématologiques et biochimiques, le
poids absolu et I’histopathologie du foie.

Aucune perturbation dans 1’évolution pondérale n’a été remarquée chez les souris traitées par
le sulfate ferreux. Aussi, ce dernier n’a pas influencé le poids absolu et relatif du foie des
animaux mais le comportement des souris des deux groupes traitées révele des signes
anormaux tout au long de I’expérience.

Aucune différence significative n’a été révélée par le dosage de la plupart des parameétres
hématologiques, a 1’exception des GR, d’Hb et Ht dans lequel on décrit une augmentation
significative de ces derniers parametres entre le groupe témoins et les deux groupes traités.

Le cholestérol et la glycémie ne semble pas étre trop perturbés suite au traitement par le
sulfate de fer. Le SF a provoqué une augmentation de la créatinine et des triglycérides chez
les souris traitées par ce produit.

L’examen histopathologique du foie a révélé chez les souris traitées par les deux doses de
sulfate ferreux une surcharge en fer dépendante des doses prescrite, ainsi que la présence des
signes d’hépatite chez les souris traités par la forte dose.

Mots clés : Souris, Sulfate ferreux, Hémoglobine, Foie, Histopathologique.



Abstract

In this study we were interested in evaluating the effects of ferrous sulfate as a dietary
supplement following the administration of two different doses (70 and 140 mg /kg) in Swiss
mice. The effects were observed on the weight evolution, the behavior of mice, variation in
haematological and biochemical parameters, total liver weight and histopathology of the liver.
The administration of ferrous sulfate has not affected the body weight and the absolute liver
weight but the behavior of the mice of the two treated groups revealed abnormal signs
throughout the experiment.

No significant differences were revealed by the dosage of most haematological parameters,
with the exception of RBC and Hb and Ht in which a significant increase in these latter
parameters was described between the control group and the two treated groups.

Cholesterol and blood glucose do not appear to be overly disturbed following treatment with
iron sulphate. But it caused an increase in creatinine and triglycerides in mice treated.
Histopathological examination of the liver revealed a prescribed dose-dependent iron
overload in mice treated with the two doses of ferrous sulphate, as well as the presence of

signs of hepatitis in mice treated with the high dose.

Key words: Mouse, Iron sulphate, Hemoglobin, Liver, Histopathological.
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Glossaire

Métal de transition : ou élément de transition, est, selon la définition de I’'TUPAC, « un
élément chimique dont les atomes ont une sous-couche électronique d incompléte, ou qui

peuvent former des cations dont la sous-couche électronique d est incomplete ».

Cognitive : ce terme renvoie a I’ensemble des processus psychiques liées a I’esprit. Il englobe

une multitude de fonctions orchestrées par le cerveau.

Candidoses : nom genérique donné aux maladies infectieuses provoquées par des levures

microscopiques du genre Candida (principalement Candida albicans).

Furoncle : est une inflammation et infection de la peau, caractérisée en genéral par la

formation de pus et la destruction du follicule pilo-sébacé.

Folliculite : c'est I'inflammation des follicules pilo-sébacés. On l'appelle aussi sycosis en

particulier au niveau de la barbe.
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ADN : Acide Désoxyribo-Nucléique

AF : Anémie Ferriprive
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Cr: Chrome
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Introduction

Introduction

Le fer est un oligo-élément trés important au maintien de la vie. Il joue un rdle
indispensable dans I’organisme humain. L’importance biologique du fer est largement
attribuable a ses propriétés chimiques, exactement a sa capacité de subir des réactions
d’oxydation-réduction entre ses états ferrique et ferreux (Binet, 2009).

Par ailleurs, le fer est un constituant essentiel des hémoprotéines telles que 1’hémoglobine, la
myoglobine et le systéme du cytochrome, participant ainsi au transport de 1’oxygene et
I’érythropoicse, a la production de 1’énergie oxydative, a la respiration mitochondriale et a
I’inactivation des radicaux libres toxiques (Walter et al, 2010).

Dans les conditions physiologiques, la concentration martiale est hautement conservée et
contr6lee par des mécanismes régulateurs faisant intervenir des protéines spécifiques pour
I’absorption, le transport et la réserve. En effet, le surplus en fer est stocké sous forme de
réserves utilisées ultérieurement en cas de carence (Atakouma ,1986).

Selon I'Organisation Mondiale de la Santé, I’anémie par carence en fer est la principale
forme d'anémie nutritionnelle dans le monde entier, touchant plus d'un milliard de personnes.
L'importance de corriger cette situation, a travers la fortification des aliments par le fer dans
les régions ou 1’anémie est endémique ou par la thérapie de fer par voie orale, est essentielle.
La thérapie par voie orale est I’option la plus utilisés afin de remplacer la carence en fer mais
elle peut produire une certains toxicités gastro-intestinale et elle peut atteindre aussi le foie car
il est le principal site de stockage de fer.

Le sulfate ferreux est le supplément le plus prescrit pour I'anémie car il montre une
absorption acceptable, mais des résultats récents ont révélé que ce supplément peut présenter
des changements défavorables dans les bactéries du cdlon et augmenter la possibilité des
infections systémiques et les signaux inflammatoires de I'épithélium (Carrier et al., 2002;
Werner et al., 2011).

D'autre part, I'exces de fer cellulaire peut étre toxique en raison de la production d'especes
réactives d'oxygene telles que O, et HO qui endommagent les proteines, les lipides et 'ADN
(Houglum et al., 1990; Toyokuni, 2002).



Introduction

Notre travail a pour objectif d’évaluer 1’effet de sulfate ferreux (FeSO,) sur :
- L’évolution pondérale,
- Lavariation de quelques parametres hématologiques et biochimiques.

- L’histopathologique de tissu hépatique chez des souris méles adultes pendant 31 jours.
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Généralités sur le fer

1. Définition de fer :

Le fer est le sixieme élément le plus abondant dans I’'univers (Lamy et al., 2012) de symbole
Fe et de numéro atomique 26, il est voisin de Ni et Co, Mn et Cr (Touri, 2012). C’est un
métal de transition impliqué dans de nombreuses fonctions vitales pour le corps humain. 1l est

fondamental et indispensable pour la biologie des cellules eucaryotes (Lamy et al., 2012).

2. Formes de fer :
Dans I’organisme le fer existe sous deux formes (Prasad, 1978) :

o Le fer ferreux « héminique » :
C’est la forme réduite de fer (Fe**) (Segalen, 1964). Le fer hémique bivalent d’origine
animale (viande, poisson, volaille) (Demarmels Biasiutti, 2009) se caractérise par une
assimilation avoisine 25% (Fedala, 2010). Ce type de fer est combiné a des molécules
dérivant de la protoporphyrine qui renferme de I'néme, et c'est sous cette forme que le fer joue
son role de transporteur d’O, (Annaix e Corbel, 2009).

o Le fer ferrique « non héminique » :
C’est la forme oxydée de fer (Fe**) (Segalen, 1964). Le fer non hémique trivalent d’origine
végétal (Franziska, 2009) est absorbé a seulement 5% (Fedala, 2010). Ce type de fer est lié a
des molécules organiques et représente la majeure partie du fer alimentaire (Annaix et
Corbel, 2009).

3. Répartition du fer dans I’organisme :

Le fer se répartit entre plusieurs compartiments (fonctionnel, de transport et de réserve)
(Broglio, 2010) (Tableau 01).

> Le fer héminique : il est retrouvé dans le compartiment fonctionnel. C’est le plus
important, il représente 65% du fer de ’organisme et entre dans la composition de
plusieurs protéines :

- L’hémoglobine (Hb) : molécule a 04 chaines protéiques (02 alpha et 02 béta) liées
chacune a une molécule d’héme, renfermant un atome de fer. Il y a en tout environ 3 g
de fer dans I’hémoglobine totale d’un homme d’environ 70 kg (Fedala, 2010) (Figure
01).
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Figure 01 : Schéma d’hémoglobine (Faure et al., 2013)

La myoglobine : protéine musculaire qui s’associe a une molécule d'héme. Elle sert
au transport de I’oxygeéne et a sa mise en réserve dans les muscles et le restituer aux
mitochondries. Il y a en tout environ 0,3 g de fer porté par la myoglobine
(Lepporrier, 1999).

De nombreuses enzymes cellulaires : qui interviennent dans le métabolisme oxydatif
(catalase, cytochromes, peroxydases, NOsynthases, tryptophane-pyrrolase) (Hennen,
1996). Toutes ces enzymes représentent approximativement 0.3 g de fer (Fedala,
2010).

» Le fer non héminique : il existe sous forme de réserve et de transport :

Formes de réserves : elles représentent 25% du fer total soit environ 1 g (Lederer, 1988). Le

fer est localisé dans le systeme réticulo-endothélial, ¢’est-a-dire dans le foie, la rate, la moelle

osseuse et les muscles squelettiques (Fedala, 2010).

La ferritine ou apoferritine : protéine fixant le fer, rapidement mobilisable, soluble,
c’est une des principales réserves en fer de 1’organisme. Sa synthése augmente quand
la quantité de fer dans le compartiment circulant augmente (Mehta et Hoffbrand,
2003).

Hémosiderine : est une autre forme de stockage du fer. Il s’agit d’un composé
insoluble avec un contenu plus élevé en fer que la ferritine. Il semble représenter une

forme dégradée de la ferritine elle-méme (Hennen, 1996).
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Formes de transport :

La transferrine : est la protéine de transport du fer dans le plasma. C’est une
glycoprotéine synthétisée au niveau du foie et posséde deux sites de liaison de Fe**. La
synthése de la transferrine est augmentée en cas de carence en fer et diminuée lorsque
les réserves en fer sont saturées. Le fer lié a la transferrine est transféré au niveau des
cellules nucléées précurseurs de globules rouges et des réticulocytes par
I’intermédiaire d’une liaison spécifique a des trés nombreux récepteurs de membrane
qui ont une avidité plus grande pour la transferrine lorsqu’elle est saturée en fer
(Hennen, 1996).

La ferritine plasmatique: forme modifiée de la ferritine tissulaire. Elle est dosée au

laboratoire pour avoir une idée des réserves (Fedala, 2010).

La quantité de fer dans 1’organisme est de 40 mg a 50 mg de fer par kilogramme, ce qui

représente 3 a 4 g chez un adulte (Dreyfus, 1992) (Tableau 1).

Tableau 01 : Différents compartiments du fer dans 1’organisme (Broglio, 2010).

Type de fer Concentration en mg de fer par kg
Homme Femme
Fonctionnel Hémoglobine 31 28
Myoglobine 5 4
Enzymes 1 1
héminiques
Enzymes non 1 1
héminiques
Transport Transferrine 0.2 0.2
Réserve Ferritine 8 4
Hémosidérine 4 2
Total 50 40
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4. Fonctions du fer:

Bien que la présence du fer dans le corps se limite a de petites quantités, il joue un role tres
important dans la physiologie de I'organisme (Yip, 2000). Il est essentiel a la vie
principalement en raison de sa présence a l'intérieur de la molécule d’heme, une molécule
cruciale pour la transformation de I'énergie et pour sa participation dans les réactions
d'oxydoréduction (Linder, 1985; Hunt et Groff, 1990; Mahan et Escott-Stump, 1996). Ce
microminéral situé dans le centre de la molécule d’héme de I’hémoglobine permet le transport
de I’oxygeéne des poumons aux tissus, appelée fonction oxalovinique du sang (Hercberg et
Galan, 1989).

Le fer hemique contenu dans les cytochromes facilite le transfert des électrons dans la chaine
respiratoire. Le fer joue aussi un rdle important dans de nhombreuses réactions enzymatiques,
ainsi la production d’ATP dans la mitochondrie implique la participation de plusieurs
enzymes contenant du fer hémique et non-hémique. De plus, le fer joue un réle important
dans le fonctionnement du cerveau, dans la synthese et le fonctionnement des
neurotransmetteurs, et serait impliqué dans la performance cognitive (Hunt et Groff, 1990;
Mahan et Escott-Stump, 1996). Il participe aussi dans la synthese de I’ADN, le métabolisme
des lipides et la détoxification (Loréal et al., 2012).

5. Métabolisme du fer :

5.1. L’absorption intestinale du fer :

Le fer se distingue des autres minéraux parce que son équilibre dans le corps humain est
régulé seulement par son absorption parce qu’il n’y a pas de mécanisme physiologique
d’excrétion. L’absorption du fer alimentaire nécessite que le fer traverse la membrane apicale
et basolatérale des cellules épithéliales du duodénum (Anderson et Frazer, 2005). Avant son
absorption, le fer Fe* est réduit en Fe?* par une réductase localisée & la surface externe de la
membrane apicale appelée duodénal cytochrome B (Dcyt B) réductase. Le Fe?* est ensuite
transporté a travers la membrane grace au Co-transporteur apical divalent metal transporter 1
(DMT1) capable de transporter le fer Fe?* couplé & un proton. Une fois dans la cellule, le fer
est, soit stocké sous une forme non réactive, grace a la ferritine, soit il est livré a la circulation
grace a la ferroportine (FPN) localisée dans la membrane basolatérale. La FPN est une
protéine transmembranaire exprimée aussi dans les macrophages ou elle joue également un

role primordial dans I’export du fer (El Azami, 2013).
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L’inactivation conditionnelle du géne codant pour la FPN induit une anémie ferriprive due a
une retenue du fer dans les macrophages et dans les entérocytes duodénaux. Le Fe®*
transporté par la FPN est ensuite oxydé en Fe** par une ferroxydase membranaire
indispensable (Hephaestine ou cybrdl), avant d’étre transféré et capté par la Tf plasmatique
pour distribution aux cellules de I’organisme (Donovan et al., 2005) (Figure 02).

Le fer peut également étre absorbé sous forme héminique et métabolisé gréce a une enzyme
appelée I’héme oxygénase dont 1’isoforme majeure est heme oxygénase-1 (HO-1), libérant
ainsi I’atome de fer.

L’absorption de I’héme est plus efficace que I’absorption du fer inorganique mais le

mécanisme est encore mal connu (EIl Azami, 2013).
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Figure 02 : Absorption intestinale du fer (Viatte et Vaulont, 2005)

5.2. Les facteurs influencant sur I'absorption du fer :

Les taux d'absorption du fer alimentaire varient de 1 a 3% pour les céréales, de 2 a 5% pour
les légumineuses et de 10 a 20% pour les viandes et le poisson, ce qui signifie que
I’absorption intestinale est influencée par la composition de I’aliment en fer et par d’autres
facteurs (Atakouma, 1986). L'absorption est augmentée par la vitamine C (acide ascorbique)
qui facilite la réduction de fer ferrique en fer ferreux. Les aliments riches en tannates, en
phytates et les antisécrétoires doivent €tre évités car ils compromettent 1’absorption du fer
(Figure 03). Les complexes multivitaminiques associés aux oligoéléments sont a éviter du fait
de leur faible teneur en fer (Serraj et al., 2013). Au total, un apport de 10 & 20 mg de fer
permet d'assurer les besoins quotidiens de 1 a 2 mg/j selon le sexe (Wémeau et al., 2014).
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Figure 03 : Schéma représentative des facteurs qui inhibent I’absorption de fer (Binet, 2009)

6. Régulation du métabolisme de fer :

La régulation de I'absorption du fer se fait essentiellement par modification du taux
d'absorption intestinale en fonction du degré de I'némoglobino-synthése et des réserves
(Atakouma, 1986).

Cependant, un mécanisme majeur permettant de protéger la cellule a été mis en évidence. Il
s’agit du systeme IRE/IRP (« Iron responsive element / Iron regulatory protein »). L’IRE est
une séquence nucléotidique qui posséde une structure en tige-boucle localisée en région 5° ou
3’ non traduite sur certains ARN messagers (ARNm). Les IRP (1 et 2) sont des protéines qui
peuvent interagir avec les structures IRE. Les ARN de la ferritine et du récepteur de la
transferrine 1 possedent tous deux ce type de structure : I’ARN de la ferritine posséde un IRE
en région 5’ alors que celui du récepteur de la transferrine 1 posseéde plusieurs en région 3’
(Loréal et al., 2012).

En situation de carence en fer dans la cellule, les IRP s’interagissent avec les boucles IRE ce
qui :

a) pour ’ARNm de la ferritine empéche la fixation du complexe permettant la traduction et
limite donc la synthese de ferritine et,

b) pour le récepteur 1 de la transferrine limite la dégradation de I’ARNm du récepteur de la
transferrine et favorise la synthese du récepteur.

L’entrée du fer est donc facilitée dans la cellule pour permettre les activités biologiques, alors
que la synthése de ferritine est limitée puisqu’il n’y a aucune nécessité d’orienter le fer vers le

compartiment de stockage du fer cellulaire.
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En situation d’excés de fer dans la cellule, I’interaction des IRPs avec les IRE ne se produit
plus, ce qui a pour conséquence :

a) pour I’ARNm de la ferritine de favoriser la fixation du complexe permettant la traduction
de I’ARNm et donc la synthese de ferritine et,

b) pour le récepteur 1 de la transferrine de favoriser la dégradation de I’ARNm du récepteur
de la transferrine et ainsi de limiter la synthése du récepteur.

L’entrée du fer dans la cellule est donc limitée pour éviter toute majoration du fer cellulaire,
alors que la synthese de ferritine permet d’orienter le fer vers le compartiment de stockage. Le
pool labile, dont I’augmentation est toxique pour la cellule, est donc controlé (Loréal et al.,
2012).

Cette régulation est maintenue aussi par des molécules régulatrices tels que :

L’hepcidine : est un petit peptide dont la forme mature comprend 25 acides aminés.
Synthétisée essentiellement par I’hépatocyte, elle est secrétée dans le plasma et interagit a
distance avec la ferroportine membranaire (Loréal et al., 2012) ce qui entraine une inhibition
de la sortie de fer de ’entérocyte (Demarmels Biasiutti, 2009); et elle a aussi des propriétés
antimicrobiennes.

Toute augmentation de I'hepcidine — a I'occasion d'une inflammation, d'une infection ou d'une
surcharge en fer — se traduit donc par une diminution de I'absorption du fer (Wémeau et al.,
2014).

7. Besoins en fer de ’organisme :

Les besoins en fer sont représentés dans le tableau suivant :

Tableau 02 : Valeurs quotidiennes recommandées en fer (Dupont, 2004)

Quantité de fer
recommandé
(mg J)
Nourrisson 9
Enfant 10
Apres 10 ans 15
Adulte 10
Femme (a cause des regles) 22
Femme enceinte ou qui allaite 22
Senior 10
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8. Pertes physiologiques du fer :

Le fer est recyclé dans I'organisme et les besoins doivent juste compenser les pertes :
> Pertes régulieres (Valdiguie, 2000) : Elles sont le fait de la desquamation cellulaires,
digestives et cutanées, des pertes urinaires, d’une excrétion biliaire, et de la sudation
(Goncalves et Beaumont, 2005). Ceci représente environ 1 mg.j"' pour un adulte
(Fillet, 2009).
> Pertes épisodiques (Valdiguie, 2000) : liées aux hémorragies, aux pertes menstruelles
(4 mg/j), a la grossesse et a l'allaitement (Fillet, 2009).

10
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Carence en fer et anémie

1. Définition de la carence en fer :

La déficience en fer peut étre définie comme le moment ou les réserves de fer corporel
deviennent épuisées résultant en un apport restreint en fer dans les différents tissus corporels
(Beard, 1994). Aux stades les plus avancés, elle conduit a I’anémie (Lindsay et al., 2011).
L'anémie ferriprive (AF) est caractérisée par une diminution de I’hémoglobine et du volume
des globules rouges. Le frottis sanguin révéle donc une hypochromie avec microcytose
(Longpré, 1983).

2. Stades de la survenue de ’anémie ferriprive :

L’évolution vers I’anémie ferriprive ne se fait qu’aprés plusieurs mois de déséquilibre selon

les étapes suivantes (Mouline, 2007) :

% Diminution des réserves en fer : le premier stade du développement de 1’anémie
ferriprive est la diminution des réserves en fer de I’organisme (Ciangura et al., 2011). A
ce stade, le patient ne présente pas encore les signes caractéristiques de I’anémie ferriprive
en termes de manifestations cliniques et d’analyses de laboratoire (Lefrere, 2009).

% Déficience en fer dans I’érythropoiése (production de GR) : ce stade se caractérise par
la production limitée de GR (Andres, 2012).

% L’anémie ferriprive : ce stade indique un bilan ferrique négatif prolongé (les besoins
et/ou les pertes en fer dépassent I’apport) et aboutit a la production de cellules a faible

taux d’Hb (morphologie érythrocytaire hypochrome - microcytaire) (Mauvieux, 2006).

3. Epidémiologie de la carence en fer :

La carence en fer est la fréquente des carences nutritionnelles et toucherait 1 milliard
d’individus a travers le monde. Il concerne a la fois les pays en voie de développement et les
pays industrialisés, qui pour certains ont mis en place des programmes de prévention
(supplémentation des groupes a risque, enrichissement en fer de certains aliments)
(Vaubourdolle, 2013).

La prévalence de la carence est variable selon I’age (prématuré, période de croissance), le
sexe (femme), 1’état physiologique (grossesses, allaitement, régles), I’environnement (apports
alimentaires) et le niveau socio-économique (carence plus fréquente en cas de niveau socio-
économique bas) (WHO, 2001).

11
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4. Etiologies de la carence en fer :

Le manque de fer peut provenir :

D’une perte excessive du fer. C’est ce qui se passe dans le cas des hémorragies
chroniques. Ce sont des pertes de sang réguliéres, a la différence des hémorragies
aigues ou les pertes sont importantes mais ponctuelles et ou le métabolisme du fer
n’est pas altéré (Ferreira et al., 2015).

D’une carence en fer provoquée par une alimentation déséquilibrée. Les végétariens
sont la cible privilégiée de ce type d’anémies. Ils doivent compenser 1’absence de
viande par des apports en fer autres mais, la viande, en plus d’étre la principale source
de fer et le puissant stimulant de son absorption par I’organisme (Ferreira et al.,
2015).

D’une carence en fer provoquée par une mauvaise absorption du fer (Mehta et
Hoffbrand, 2003).

De besoins en fer accrus. C’est ce qui se passe lors de la grossesse, de I’allaitement, de
la croissance et aprés des grossesses a répétition (Ferreira et al., 2015).

Plusieurs pathologies peuvent affecter I'absorption du fer ou son transport ou conduire
a des pertes de fer contribuant ainsi a la survenue de la carence en fer : infections
parasitaires, hémoglobinopathies et maladies chroniques (Lynch, 2007; Calis et al.
2008; Winichagoon, 2008).

5. Signes de carence :

Selon Dupont (2004), la carence en fer peut se manifester par :

v

AN NN N

Fatigue, péleur, essoufflement, palpitations, vertiges, éblouissements, baisse de
tension, malaises; le tout lié a I’anémie.

Ongles cassants, plats, parfois concaves et chute des cheveux.

Fatigue psychique et dépression proportionnelle au degré de carence en fer.

Douleurs gastriques et faiblesse musculaire.

Chez la femme : reégles plus abondantes.

Accroissement des risques d’infections mycosiques ou bactériennes, de candidoses
digestives et vaginale, de furoncles et de folliculite par le staphylocoque doré.
Infections accompagnées de brulures intestinales, de colites et de démangeaisons

vaginales

12
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6. Bilan biologique :

6.1. Parametres hematologiques :

Le défaut de synthése en hémoglobine induit un avortement intramédullaire
des érythroblastes. La numération des réticulocytes est alors inférieure a 120
g/L (caractere arégénératif).

Une diminution de la teneur corpusculaire moyenne en hémoglobine (TCMH)
inférieure a 28 pg (hypochromie), et du volume globulaire moyen du globule
rouge (VGM) inférieur a 80 mm (Cook, 2005).

Une diminution de I’hémoglobine inférieure & un seuil limite qui varie en
fonction de 1’age et du sexe. Ce seuil est fixé a 120 g/L pour les femmes non
enceintes et 130 g/L pour les hommes.

Plaquettes Augmentation modérée et inconstante (WHO, 2001).

6.2. Parametres biochimiques :

Le test le plus sensible en routine est le dosage de la ferritinémie qui est, dans
ce cas, inférieur a 30 mg/L (Guyatt et al., 1990).

Le fer sérique subit des variations nycthémérales significatives avec un
maximum vers 11 h du matin, son taux est inférieure a 11 mmol/L pour les
femmes et 13 mmol/L pour les hommes (Espanel et al., 2007).

Dans les carences martiales, le taux de transferrine est typiquement augmenté
(>3g/L), avec un coefficient de saturation (CS) diminué (<16%), et une
capacité totale de fixation (CTF) augmentée (>85mmol/L) (Espanel et al.,
2007).

13
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7. Méthodes pour prévenir I’anémie par carence en fer :

Les stratégies applicables permettant d’accroitre la prévention de la carence en fer sont
nombreuses. Les solutions couramment proposées sont :

% La supplémentation en fer, c’est-a-dire 1’administration du fer sous forme
médicamenteuse orale a titre thérapeutique ou a titre préventif sous forme de fer
élémentaire (Fedala, 2011). la meilleure forme est le sulfate de fer (SF) (200 mg /
comprimé) (Mehta et Hoffbrand, 2003).

X/
°e

L’enrichissement des aliments en fer est souvent considéré comme le moyen de lutte
contre ’anémie le plus efficace, avec des effets a plus long terme pour réduire la

prévalence de la carence en fer (Hurrell, 1997).

X/

% Les transfusions sanguines sont indiquées lorsqu’il existe des signes de mauvaise

tolérance de I’anémie (Espanel et al., 2007).
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Le sulfate ferreux (FeSO,)

1. Définition du sulfate ferreux :

Le sulfate ferreux (ou sulfate de fer Il), dont la formule est FeSO,4, composés de fer se
trouvent dans le commerce sous forme encapsulée (I’encapsulation vise principalement a
séparer le fer des autres constituants des aliments pour éviter des modifications
organoleptiques). Le fer est a I’état +2 (Fe*"; ion ferreux) c’est-a-dire qu’il a perdu deux

électrons (Lindsay et al., 2011).

2. Proprietés physico-chimiques :

Le sulfate ferreux se présente sous forme de petits cristaux verts a 1’état hydraté, et d’une
poudre blanchatre a 1’état anhydre. On l'appelait aussi, autrefois, "couperose verte" ou "vitriol
vert”. Le SF présent une solubilité dans 1’eau avec une quantité de fer de 20% hydraté et
30% pour le SF anhydre.

Les réactions d’obtention de SF a partir de SF heptahydraté, qui a été soumis au traitement
sous azote et exposée a des degres évolutifs de température, sont :

FeSO4-7H,O — FeSO4- 4H,0 + 3H,0

FeSO;- 4H,0 — FeS04-H,0 + 3H,0

FeSO4-H,O — FeSO4+ H,O (Ostrosi, 2007).
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Figure 04 : Perte de masse (ATG) de FeSO4-7H,0 sous N, a vitesse de chauffe de 10
°C.min* (Ostrosi, 2007)
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3. Origine du sulfate ferreux

Le sulfate de fer existe dans la nature sous forme heptahydraté, la mélantérite, un sel tres
connu depuis les temps anciens sous le nom de « vitriol vert » servant particulierement

comme médicament ou encore pour la synthése de 1’encre noire (Ostrosi, 2007).

3.1. De lindustrie du titane suite au traitement d’ilménite par attaque a D’acide
sulfurique :

Le dioxyde de titane est produit a partir des matic¢res premieres (ilménite, rutile, scories,...
etc.) en utilisant les procédés dits « au sulfate » et « au chlore » (Perrin et Scharff, 1993;
Harben, 1995).

La figure 05 illustre le schéma et les principales réactions qui ont lieu au cours de la

production de TiO; et de sulfate de fer a partir de 1’ilménite.

FeTiO, + H,S0,+ H,0
Attaque par acide sulfurique

|, FeSO,TH0+ Ti0SO,
Fe
l J
e ' N Ti0SO,+ H,0
. f“‘“f’fm,z‘) . Ebuillition + Hydrolyse
Cristallisation (séparation) )

TiO(OH), + H,S0,
Lavage + Calcination (800° a 1000°C)

— Tio),

Figure 05 : Schéma de production de TiO, et de FeSOy a partir de I’ilménite
(Ostrosi, 2007)
Le solide titanifere est attaqué par 1’acide sulfurique, produisant une solution de sulfate
detitanyle et le sulfate de fer. La solution est traitée par du fer métallique pour réduire les ions
ferriques, ce qui évite la précipitation ultérieure d’hydroxyde ferrique. Une cristallisation
provoque alors la précipitation de sulfate heptahydraté FeSO4-7H,O qui est séparé par

essorage (Ostrosi, 2007).
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3.2. De I’industrie sidérurgique :

Le sulfate ferreux est issu du décapage acide (par H,SO,) des toles d’acier. L’acier doit subir
un décapage acide sévere avant de recevoir divers traitements de protection (phosphatation,
chromage, émaillage...). Dans la filiére de production de 1’acier, le décapage des toles se situe
entre le laminage a chaud et le laminage a froid. Lorsque ce décapage est réalisé en milieu
sulfurique, I’oxyde ferreux de surface est dissout selon la réaction :

FeO + H,SO, — FeSO,4 + H,0 ; avec la précipitation de FeSO,4-7H,0 apres évaporation du
bain. Actuellement, cette technique est supplantée par le découpage chlorhydrique qui permet
un meilleur rendement. Selon les estimations, la quantit¢ du sulfate ferreux d’origine

sideérurgique en Europe ne dépasse pas 200 000 tonnes par an (Carlé, 1998).

4. Utilisations du sulfate ferreux :

4.1. Dans ’enrichissement des aliments :

Le sulfate ferreux est utilisé pour I’enrichissement des aliments destinés aux nourrissons, les
pates et le pain. Il peut étre ajouté a la farine de blé stockée pour des courtes périodes (le
stockage prolongé provoque I’oxydation des lipides et la disparition d’ar6mes spécifiques). Le
sulfate ferreux et les autres composés du fer solubles dans I’eau sont responsables de
changements de couleur dans les produits a base de cacao, dans les produits céréaliers telles
que les céréales destinées aux enfants et les tortillas. De méme, ils peuvent provoquer des
précipitations de fer dans les sauces a base de soja, de poisson et les infusions de thé
(Hercberg & Galan, 1989).

Selon Lynch (2002), La difficulté rencontrée lors de I’enrichissement des aliments en fer sera
de sélectionner un composé du fer :

* qui possédera une grande biodisponibilité,

* qui ne sera pas modifié lors de 1’¢laboration de 1’aliment,

* qui n’altérera pas les qualités organoleptiques de I’aliment fini.
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4.2. En pharmacie dans le traitement de I’anémie :
Le SF est parmi les principales formes de supplémentation martiale orale, il reste le traitement
standard et etabli de la carence en fer étant donné sa tolérabilité acceptable, son efficacité
élevée et son faible colt. Les préparations de sulfate ferreux présentent habituellement une
bonne biodisponibilité (entre 10 et 15%) (Nagpal et Choudhury, 2004).

Tableau 03 : Caractéristique des différentes préparations de fer par voie orale

(Demers et Lapierre, 2013).

Sel ferreux Forme Teneur en fer Particularités
pharmaceutique élémentaire
Sulfate ferreux.7H,0 Comprimé 20% - Préparation de choix,
(Fer-In-Sol) - 1 comprimé de 300 car bonne tolérabilité,
mg fournit 60 mg de bonne efficacité et
fer élémentaire faible codt.

- Prise possible en une
Solution par voie orale | -1 ml fournit 6 mg de | seule dose (jusqu’a 900

(30 mg/ml) fer élémentaire mg) au coucher.
Goulttes par voie orale -1 mg fournit 15 mg
(75 mg/ml) de fer élémentaire
Sulfate ferreux Comprimé 30% - L’enrobage pourrait
anhydre - 1 comprimé de 160 réduire 1’absorption.
(Slow-Fe) mg fournit 50 mg de - Mémes particularités
fer élémentaire que le sulfate ferreux
ordinaire.
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5. Effets indésirables du sulfate ferreux:

Un surdosage en fer est également nocif pour la santé. En effet, rarement rencontré, il existe
néanmoins dans les situations suivantes :

 Absorption excessive de fer a partir des aliments: hémochromatose héréditaire (une
quantité trop importante de fer peut se déposer sur différents organes et conduire alors a
I’hémosidérine). Il s’agit d’une des maladies genétiques les plus fréquentes, qui concerne,
dans certaines régions du Nord de I'Europe, 1 personne sur 350 (Halliday, 1998).

 L’apport accru en fer par intoxication, transfusion, ... etc. augmenterait le risque d'hépatite
et de cancer (Schumann, 2001).

Le surdosage peut se manifester par des troubles digestifs (irritation ou nécrose gastro-
intestinale, vomissements et diarrhées), un dép6t de fer important surtout au niveau du foie et
du pancréas pouvant entrainer une cirrhose du foie et un diabéte insulinodépendant, une
pigmentation cutanée, des troubles hormonaux, des cardiopathies, des anomalies des ongles,
des douleurs articulaires diffuses et une ostéoporose, ou encore un syndrome dépressif (choc)
(Edwards et al., 1988 ; Sempos & Looker, 1999).

C’est pourquoi 1’enrichissement des aliments doit se faire en fonction des besoins de la
population cible, tout en veillant a ce que le reste de la population ne soit pas « surdosé ».

D’aprés I’Institut de Médicine de Canada, le seuil de toxicité en fer est de 100 mg/jour. Dans
la majorité des cas, les teneurs maximales autorisées dans des aliments écartent pratiquement

tout risque de surdosages (Trumbo et al., 2001).
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Etudes toxicologiques

Les études toxicologiques ont pour but de déterminer la toxicité des molécules testées
appelées xénobiotiques. Ces molécules peuvent étre un médicament, un polluant, ou toute
autre substance chimique (Naudot, 2013).
1. Organes cibles des xénobiotiques :
La plupart des organes peuvent étre la cible des xenobiotiques mais certains organes comme
le foie peuvent étre plus vulnérables aux substances toxiques. Deux facteurs majeurs
prédisposent cet organe : sa position et sa fonction ; La vascularisation du foie et sa situation
privilégi¢e de relation entre 1’appareil digestif et 1’appareil circulatoire permet de réguler la
distribution de nombreux métabolites issus de la nutrition (nutriments et xénobiotiques)
(Lacarelle et Viala, 2005 ; Timbrell, 2009).

2. Le foie :
2.1. Rappel anatomique et histologique du foie :

2.1.1. Anatomie du foie :

= Aspect macroscopique du foie :
Le foie est un organe rougeatre rempli de sang, et, est la plus grosse glande de I’organisme
(Ferreira et al., 2015). Il est situé sous le diaphragme, du c6té droit et est entouré par la
capsule fibreuse du foie ou capsule de Glisson. La face supérieure est lisse ; la face inférieure
concave présente le hile hépatique, par ou passent les vaisseaux sanguins et les conduits

biliaires (Lacour et Belon, 2016).

= Vascularisation du foie :

Elle est extrémement importante, le foie étant un organe trés richement vascularisé
recevant 25 a 30% du débit cardiaque (Lacour et Belon, 2016). La vascularisation du foie est
dite mixte ou double, il posséde :

- Une vascularisation nutritive : I’apport sanguin amenant le sang oxygéné est réalisé

par D’artére hépatique ;

- Une vascularisation fonctionnelle : la veine porte hépatique ramenant le sang du

tube digestif riche en nutriments en période postprandiale.
Le sang de ces deux vaisseaux pénetre le foie par sa face inférieur et se mélange dans les

sinusoides hépatiques qui cheminent entre les travées d hépatocytes. Le retour veineux du foie
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s’effectue par les veines sus-hépatiques, qui se réunissent en une seule veine sus-hépatique,

qui se jette dans la veine cave inférieure (Ferreira et al., 2015).

2.1.2. Histologie du foie :

= Organisation en unités fonctionnelles :
Le parenchyme hépatique est constitué d’unités fonctionnelles microscopiques, les lobules
hépatiques, qui sont entouré d'espaces portes ou sont groupées les branches de l'artere

hépatique, de la veine porte et des canaux biliaires (Wallace et Meyer, 2010).
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Figure 06 : Organisation structurale du lobule hépatique (Wallace et Meyer, 2010).

= Cellules du foie :
Le foie est constitué d’hépatocytes, de sinusoides, des cellules endothéliales, des cellules de

kupffer et des cellules des canaux biliaires (Tortora et Grabowski, 2002).

v’ Les hépatocytes :
Ce sont des cellules épithéliales polyédriques disposées en travées (travées de Remak)
séparées les unes des autres par les capillaires sinusoides (Poirier, 2003), et caractérisées par
leur noyau central et parfois binuclée. Contiennent d’abondants grains de glycogene. Cette
richesse en organites cytoplasmiques témoigne d’une grande activité métabolique (Lacombe,
2006).

v Les sinusoides :
Sont formees par des cellules fenétrées (0.2um) .cela permet aux grosses molécules (250000

daltons) d’entrer au contact direct des hépatocytes dans 1’espace de Disse qui est situé entre
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les capillaires et les lames d’hépatocytes.la composition des liquides remplissant 1’espace de
Disse et identique a celle du plasma sanguin (Dadoun et al., 2000).

v" Les cellules endothéliales :
Les cellules endothéliales limite la sinusoide et empéche le sang de s’immiscer dans 1’espace
de Disse tous en autorisant, par son systéme de pores, les échanges entre le plasma et les
hépatocytes (Wheater et al., 2001).

v’ Les cellules de kupffer :
Elles sont situées a la surface liminale des cellules endothéliales et ont des fonctions des
macrophages. Elles sont en particulier impliquées dans la phagocytose des hématies agées et
dans la dégradation de I’hémoglobine (Tortora et Grabowski, 2002).

v Les cellules des canaux biliaires :
La bile est produite par les hépatocytes et sécrétée dans les canalicules biliaires dont les parois

avec microvillosités par la membrane plasmique hépatocytaire (Poirier, 2003).

2.2. Fonctions du foie :

Selon Ferreira et al., (2015), le foie posséde un grand nombre de fonctions physiologiques :

v’ fonctions hématologiques, réservoir de sang, et lieu de synthese de la plupart des
protéines plasmatiques,

v’ fonctions métaboliques dans les métabolismes glucidique, lipidique et protéique,

v fonction de détoxification des xénobiotiques, des hormones stéroidiennes, de la
bilirubine, du cholestérol et de I’ammoniac,

v’ fonction digestive avec la sécrétion biliaire,

<

fonction de stockage du fer et de certaines vitamines,
v' fonction de défense avec les cellules de Kupffer

2.3. Différents types d’hépatotoxicité :

L’ensemble des atteintes toxiques généralement figurés au niveau hépatique sont
regroupés sous le mot I’hépatotoxicité. Ces atteints dépend fréquemment de la nature du
toxique, la sévérité de I’intoxication, et ainsi du type d’exposition (aigué ou chronique) :
Stéatose, les Hepatites aigus (Nécrose, Fibrose, Cytolyse, Cholestase), les Hépatites
chroniques (Cirrhose), ainsi que les dommages vasculaires, biliaires et tumorales (Wallace et
Meyer, 2010).
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Ce travail a pour objectif de mettre en évidence I’effet de fer donné sous forme de sulfate
ferreux sur quelques parameétres biochimique et hématologique et sur I’histologie de tissu
hépatique chez des souris.

L’expérimentation a été réalisée au niveau de 1’animalerie de I'unit¢é ANTIBIOTICAL de
groupe Saidal, située a Médéa. La durée de 1’étude est de Mars a Mai 2017.

Les analyses de sang des différents échantillons ont été réalisées au niveau du service de
laboratoire de I'EPSP d’Ouled Yaich. Tandis que 1’étude histopathologique du tissu hépatique

a été effectuée au niveau du laboratoire d’anatomopathologie de I’hopital Parnet Hussein dey.

1. Matériel :
1.1. Matériel biologique :

e Animaux étudiés :

L’expérimentation a été réalisée sur dix-huit (18) souris blanches males (Mus musculus) de la
souche Swiss agées de 5 a 6 semaines avec un poids corporel qui varie entre 20 et 28 g,
fournis par I’animalerie du groupe Saidal ANTIBIOTICAL.

Les souris sont élevées dans des cages en plastique dur, avec couvercle en inox, tapissees
d’une litiere constituées de copeaux de bois et munies d’une porte €tiquette ou est mentionnée
le nom du lot, le produit d’intérét et la date du début d’expérimentation. Les cages sont
nettoyées et la litiére est changée chaque jour jusqu’a la fin de I’expérimentation. L’eau de
boisson est donnée « ad-libitum » dans des biberons adaptés aux cages.

Les locaux sont dotés d’une climatisation dynamique avec une température de 22 +2 °C, un
taux d’humidité de 65 %, un renouvellement d’air de 12 volumes /h et une photopériode

alternée de 12 heures d’obscurité suivie de 12 heures de lumiére.

e Supplémentation de I’aliment :

L’alimentation a été fournis par 1’Office Nationale des Aliments de Bétail (ONAB); la
composition des granulés de régime alimentaire des souris est présentée dans le tableau |
(Annexe 1).

Le sulfate ferreux (FeSO,) a été incorporé dans le régime standard qui a été broyé en poudre.

Ensuite, I’alimentation est apportée aux animaux dans des boites de Petri.
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1.2. Matériel non biologique
Une gamme de matériel non biologique est utilisé afin de réaliser notre expérimentation. Le

détail est cité dans ’annexe 1.

2. Méthodes

2.1. Poids corporel :
Le poids corporel moyen de chaque lot a été enregistré au debut du traitement, et une fois par
semaines par la suite a 1’aide d’une balance. De plus, les souris ont été pesées le jour de
I’autopsie programmée afin de déterminer leur rapport correct entre 1’organe et le poids
corporel.
Le poids relatif des organes (en gramme) est déterminé comme suite :

[Poids absolu de I’organe (g) / Poids absolu (g)] x 100

2.2. Conception de I’étude :

Les souris ont été maintenues sur un régime standard pendant une semaine avant le début de
I’experience durant laquelle elles ont été nourries avec un régime standard sous forme de
poudre. A la date de début expérimentale, les animaux ont été répartis en trois groupes de six
(06) souris chacun. Ensuite, elles ont été nourries avec les régimes expérimentaux contenant
le sulfate ferreux (FeSO,) pendant 31 jours :

Lot 1 : souris témoins nourries avec un régime standard (LT).

Lot 2 : souris nourries avec un régime standard supplémenté avec 70 mg de sulfate ferreux
/kg d’aliment (L70).

Lot 3 : souris nourries avec un régime standard supplémenté avec 140 mg de sulfate ferreux
/kg d’aliment (L140).

2.3. Observation du comportement générale des souris :

Les souris ont été observées quotidiennement et toutes les anomalies, les signes de mauvaise
santé ou réactions au traitement ont été enregistrés afin de détecter les manifestations
éventuelles de toxicité qui peuvent survenir a cause de I’accumulation du sulfate ferreux dans

I’organisme.
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2.4. Préléevement des échantillons sanguins :
Au 31°™ jour d’expérimentation, les prélévements sont réalisés, le matin & jeun, sous
anesthésie a I'éther diéthylique. Nous avons prélevé pour chaque échantillon environ 1.5 ml.
Le sang est recueilli dans des tubes en plastique a anticoagulants EDTA (Ethyléne Diamine
Tétra Acétique) et héparinés qui portent I’identification de chaque souris a I’aide d’un
marqueur permanent:

v Les tubes a EDTA ont été utilisés pour le dosage des paramétres hématologiques.

v' Les tubes héparinés ont été utilisés pour le dosage des paramétres biochimiques.

Pour le transfert vers le laboratoire d’analyses médicales, les échantillons sont mis dans une

boite d’isolation thermique (glaciere).

2.5. Analyse du sang :

2.5.1. Méthode de dosage des parametres hématologiques :
Les parametres hématologiques sont déterminés en utilisant un analyseur d’hématologie ou

"hémogramme”.
e Principe de la méthode :

L’hémogramme est un examen biologique permettant de déterminer la nature des cellules
présentes dans le sang, de les quantifier et d'évaluer certains parametres sanguins ; y compris
le nombre de globules blancs, le nombre de globules rouges, le Hb, I'nématocrite, la teneur
corpusculaire moyenne en hémoglobine (TCMH), le volume corpusculaire moyen (VGM) et

la concentration moyenne d’hémoglobine corpusculaire (CCMH).

2.5.2. Méthodes du dosage des parameétres biochimiques :

Les tubes destinés au dosage biochimique sont centrifugés a 3500 tours par minutes pendant
dix (10) minutes (centrifugeuse Hettich EBA 3S).

Par la suite, le plasma est récupéré pour le dosage des parameétres biochimiques qui sont

analyses par la méthode basee sur le Spectrophotométrie (de type mindray BA-88A).
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a) Dosage de la créatinine (Méthode de Jaffé modifiée) :

e Principe :
En milieu alcalin, la créatinine forme avec 1’acide picrique un composé coloré, le picrate
alcalin de créatinine, qui est déterminé photométriquement. La couleur produite dans la
réaction est proportionnelle a la concentration de créatinine dans 1’échantillon dans des
conditions d’essai optimales.

La lecture de I’absorbance se fait a une longueur d’onde de 546 nm.

pH alcalin
Créatinine + acide picrique » complexe créatinine-picrate
e Réactifs :
R1 ACIE PICTIQUE ...eeeiii e, 55 mM
R2 Carbonate de SOdium ..........coiiiiiiiiieiee e, 50 mM
R3 NAOH ... 0.4M
Standard Solution aqueuses équivalente a 2mg/ dL (176.8 pumol/L)

b) Dosage de cholestérol (Méthode enzymatique colorimétrique "Kit
SPINREACT") :
e Principe :
Le cholestérol présent dans 1’échantillon donne lieu a un composé coloré, suivant la réaction

suivante :

CHE

Cholestérol ester + H20

L 2

Cholestérol + Acides gras

CHOD

Y

Cholestérol + Oz 4-Cholesténone + H202

POD
2H202 + Phénol + 4-Aminophénazone ———— Quinonimine + 4 H20
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L’intensité de la couleur formée, mesurée a 505nm, est proportionnelle a la concentration de

cholestérol présent dans 1’échantillon testé.

e Réactifs :

R1 PIPESPH 6.9 ..o 90 mmol/ L

Tampon PhENOL .., 26 mmol/ L

R2 Cholestérol estérase (CHE) ..........cooiiiiiiiiiiiiiien, 300 U/ L

Enzymes Cholestérol oxydase (CHOD) ..........ccccoviiiiiiiiiiiiiiieea, 300 U/ L
Peroxydase (POD) .......c.oiiriiiiie e, 1250 U/ L
4-Aminophénazone (4-AF) ..o 0.4 mmol/ L

Cholesterol Patron primaire de détection du cholestérol ..................... 200 mg/ dL

CAL

c) Dosage des triglycérides (Méthode enzymatique colorimétrique "Kit
SPINREACT") :

e Principe :
Les triglycérides incubés avec de la lipoprotéinlipase (LPL) liberent du glycérol et des acides
gras libres. Le glycérol est phosphorilasé par du glycérophosphate déshydrogénase (GPO) et
de ’ATP en présence de glycérol kinase (GK) pour produire du glycérol-3-phosphate (G3P)
et de I’adénosine-5-diphosphate (ADP). Le G3P est alors transformé en dihydroxiacétone
phosphate (DAP) et en peroxyde d’hydrogéne (H202) par le GPO.
Au final, le peroxyde d’hydrogéne réagit avec du 4-aminophénazone (4-AF) et du p-

chlorophénol, réaction catalysée par la peroxydase (POD), ce qui donne une couleur rouge.

LPL

¥

Triglvcérides + H20 Glycérol + Acides gras libres

Glwcérol kinase

Glycérol + ATP » G3P+ADP
GPO
G3P +02 *» DAP+H202
POD
202+ 4-AF + p-Chlorophénol » Quinone +H20
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L’intensité de la couleur formée, mesurée a 505nm, est proportionnelle a la concentration de

triglycérides présents dans I’échantillon testé.

e Réactifs :

R1 Good pH 7.5 oo 50 mmol/ L
Tampon p-Chlorophénol ...............ccoiiiiiiiiii .2 MMON/ L
R2 Lipoprotéine lipase (LPL) ......cooviiiiiiiiiiieeeeeee, 150000 U/ L
Enzymes Glycérol kinase (GK) .......coooviiiiiiii e, 500 U/ L
Glycérol-3- oxydase (GPO) .........coeviiriiiiiiiieieee 2500 U/ L
Peroxydase (POD) ......cviviiiiii e, 440 U/ L
4- Aminophénézone (4-AF) ..., 0.1 mmol/ L
AP 0.1 mmol/ L
TG CAL Patron primaire de détection de triglycérides .................... 200 mg/ dL

d) Dosage du glucose ""Kit SPINREACT™ :

e Principe :

Le glucose oxydase (GOD) catalyse 1’oxydation du glucose en acide gluconique. Le peroxyde

d’hydrogene (H202) produit, se détache au moyen d’un accepteur chromo génique d’oxygene,

de phénol-ampirone en présence de peroxydase (POD) :

GOD

B-D-Glucose + 02+ H20 — Acide gluconique + H202
POD

H202+ Phénocl + Ampirone — Quinone + H20

L intensité de la couleur formée, mesurée a 505nm, est proportionnelle a la concentration de

glucose présent dans 1’échantillon testé.

e Réactifs :

R1 TRISPH 7.4 e 92 mmol/ L
Tampon PhENOL ... 0.3 mmol/ L
R2 Glucose oxydase (GOD) ......c.oviiriiiiiiiiieceeeeee, 15000 U/ L
Enzymes Peroxydase (POD) .....c.oiiriiiiii e, 1000 U/ L

4-Aminophénazone (4-AF) ... 2.6 mmol/ L
Glucose CAL Patron primaire de détection du glucose ......................... 100 mg/ dL
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2.6. Sacrifice des animaux et prélevement des organes :

Apres I’achévement des périodes de traitement, les animaux ont été¢ privés de nourriture
approximativement 16 heures avant I’autopsie.
Le jour de I’autopsie, les souris ont été pesées puis anesthésiées a 1’éther diéthylique afin de

faire la dissection.

Les souris ont été fixées sur le dos a 1’aide d’épingles enfoncées obliquement dans les pattes.
On fait une boutonniére dans la peau de I’abdomen en avant de l’orifice urinaire et on
découpe la peau puis on la rabattre vers 1’extérieur. On fait par la suite une boutonniére dans
la paroi musculaire de ’abdomen et on découpe le plastron thoracique. Enfin, on préléve
soigneusement le foie.

Le foie est rincé avec de I’eau physiologique (0.9% de NaCl) puis pesé. Cet organe est
conservé dans le formol 10 % afin de figer le tissu dans 1’état le plus proche de son état initial

et de garder sa structure morphologique et son intégration chimique.

2.7. Réalisation des coupes histologiques :

Afin de réaliser 1’étude histopathologique sur le foie nous avons utilisé les étapes décrites par
Martoja et Martoja (1967).

Les fragments du foie de chaque souris sont retirés du formol 10 % pendant deux semaines et
sont mis dans des cassettes spéciales a parois tournées afin de permettre le passage des

liquides.
v Déshydratation et éclaircissement :

Le but de cette étape est d’éliminer 1’eau a partir des tissus pour permettre ensuite
I’imprégnation a la paraffine. La deéshydratation est réalisée dans trois bains d’alcool éthylique

a concentration croissante.

o Un bain d’alcool 70° (une heure).
o Un bain d’alcool 95° (une heure).

o Un bain d’alcool 100° (une heure).
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L’¢éclaircissement permet d’éliminer I’alcool a partir des tissus. Il est effectué dans deux bains

de xyléne pendant 30 minutes chacun.
v Inclusion :

L’inclusion a pour but de permettre la réalisation des coupes fines et réguliéres. Le milieu
d’inclusion le plus utilisé est la paraffine.

La paraffine fondue est écoulé dans des moules metalliques puis les prélevements sont
orientés dans la paraffine, les cassettes sont placés au- dessus des moules, portent le numéro
du lot aprés on rajoute la paraffine a travers les grilles des cassettes jusqu’au remplissage.

Les blocs sont mis sur une plague métallique réfrigérée pour obtenir une solidification rapide.
v Confection des blocs :

Chaque bloc histologique, inclus en paraffine, est découpé manuellement au microtome de
type « leica ». On obtient un ruban de coupes tissulaires de 2 um d’épaisseur, qui est déposé
dans un bain-marie, afin d’étaler les coupes a la surface de 1’eau, puis ils sont récupéres et
collés a la surface des lames.

Les lames recouvertes de la coupe tissulaire sont ensuite séchées dans 1’étuve pendant 24

heures.
v" Coloration :

Le but de la coloration est de visualiser les différents composants tissulaires et cellulaires.
Comme les colorants sont en solution aqueuse, les coupes doivent d’abord subir une
réhydratation .Celle-ci est effectué aprés déparaffinage des coupes (bain de xyléne 30min) en
immergeant les lames dans des bains d'alcool de degré décroissant (100°, 90°,70°) puis dans
I'eau distillée 1min.

Dans notre étude, nous avons appliqués deux types de coloration :
- Coloration d’Hématoxyline-Eosine :

C’est une coloration bichromatique qui se compose d’un colorant nucléaire, 1’hématoxyline
(colore les noyaux en bleu/viole), et d’un colorant cytoplasmique, 1’éosine (colore le
cytoplasme en rose). La coloration HE est la coloration la plus couramment utilisée en
histologie. C’est une coloration dite topographique qui permet une vue d’ensemble de la

morphologie et de la structure cellulaire d’un tissu.
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- Coloration de Perls « Ferrocyanide ferrique » :

Elle étudié le métabolisme de fer et met en évidence les complexes insolubles contenant du
fer (hémosidérine, mitochondries surchargées en fer). Elle est utile dans certaines
hématopathologies ou les pathologies hépatiques. La coloration d’hémosidérine est bleu, le
noyaux et cytoplasme est rosé.

Les étapes des deux colorations sont présentées dans 1’annexe 2.
v Déshydratation et montage des coupes :

Le montage des coupes entre lame et lamelle est effectué avec 1I’Eukit, il est nécessaire
d’effectuer une déshydratation des coupes avant le montage dans des bains d’alcool de degré

croissants (70°, 90°, 100°) et un éclaircissement au xylene.
v Observation microscopique :

Les coupes histologiques ont été observées a 1’aide d’un microscope optique et

photographiées a I’aide d’un appareil photo.

2.8. Analyse statistique :

Les données obtenues, a savoir I’évolution corporelle et les valeurs des paramétres
hématologiques et biochimiques dosés, ont été analysées statistiquement par le test de Student
via le logiciel Excel 2010 en comparant le lot témoin a chacun des lots traités, avec une limite
de significativité fixée a 5% (Annexe 3). Les résultats obtenus ont été représentés

graphiquement.

La différence est jugée statistiquement comme :
[J Non significative lorsque p > 0,05.
(1 Significative (*) lorsque 0,05 > p > 0,02.
[ Tres significative (**) lorsque 0,02 > p > 0,01.

] Hautement significative (***) lorsque p< 0,01.
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1. Résultats :
La recherche de I’effet de SF a raison de 70 et 140 mg/kg pendant 31 jours chez les souris

males a été basée sur 1’étude :

- De I’évolution pondérale.
- Des variations de quelques paramétres hématologiques et biochimiques.

- De I’histopathologie du parenchyme hépatique.

1.1. Effet de sulfate ferreux sur le poids :

o Le poids corporel :

Les résultats de la variation du poids corporel des souris males témoins et traités et leurs
significations statistiques sont illustrés dans les tableaux I11.1, 1.2 et 111.3 de 1’annexe 04, le

tableau 04 et la figure 07.

Tableau 04 : Valeurs pondérales moyennes des souris des groupes témoin et traités par 70

mg/kg et 140 mg/kg de sulfate ferreux le long de I’expérience.

Poids moyen (g)

Souris Jo Js Ju Jn Jos Ja
Témoins 25.33 £ 22.83 £ 26.50 + 28.66 + 27.16 + 27.33 £
2.58 2.04 2.88 3.07 1.72 2.25
Traitées par 70 23.83 % 23.50 + 25.66 + 25.80 + 28.33 27.83 +
mg/kg 1.94 1.87 2.80 1.83 2.06 231
Traitées par 140 23.83 + 21.33 + 25.50 + 27.00 + 27.33 25.80 +
mg/kg 1.47 2.66 1.87 2.96 2.50 1.72
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Figure 07 : Evolution du poids corporel moyen (g) des souris males témoins et traitées par 70
mg/kg et 140 mg/kg de SF.

Selon les résultats obtenus, nous constatons une régression pondérale entre le début
d’expérimentation et le septiéme jours chez la majorité des souris témoins (22.83 g + 2.04 vs
25.33 g £ 2.58) et traitées par 70 mg/kg de sulfate de fer (23.50 g + 1.87 vs 23.83 g + 1.94)
ainsi que les souris traitées par 140 mg/kg de SF (21.33 g + 2.66 vs 23.83 g = 1.47). Apres
sept jours de traitement, nous remarquons une prise de poids chez les souris témoins, traitées
par 70 et 140 mg/kg de sulfate ferreux dont le poids moyen de chaque lot était 27.33 g £ 2.25
/27.839g+2.31/25.809=+1.72 respectivement ; Mais ces variations du poids corporel reste
toujours non significative (P= 0,63798 et P= 0,2848 chez souris traitées par 70 mg/kg et 140

mg/kg du sulfate ferreux respectivement).

o Le poids de foie :

Les résultats rassemblés dans les tableaux V.1, V.2 et IV.3 de I’annexe 04, le tableau 05 et
la figure 08 présentent les poids absolus et relatifs de foie et leurs significations statistiques

chez les souris témoins et traités par le SF.



Etude expérimentale

Tableau 05 : Valeurs moyennes de poids absolu et relatif de foie des souris des groupes

témoin et traité par 70 mg/kg et 140 mg/kg de sulfate ferreux le long de 1’expérience.

Souris Poids absolu Poids relatif
(9) (9)
Témoins 1.90+0.17 7.13+0.47
Traitées par 70 mg/kg 193+0.11 6.58 + 0.37
Traitées par 140 mg/kg 1.87 £ 0.06 7.33+£0.35

B Poids absolu

B Poids relatif

Poids absolu(g) et relatif (g %) de foie

LT L70 L140

Figure 08 : Variations de poids absolu (g) et relatif (%) de foie des souris males témoins et
traitées par 70 mg/kg et 140 mg/kg de SF.

Aprés 31 jours de traitement et en comparaison a celui de lot témoins (1.90g + 0.17), le poids
absolu moyen semble augmenté d’une fagon non significative chez les souris traités par 70
mg/kg de sulfate ferreux (1.93 g = 0.11) avec P= 0,730 et diminué¢ d’une facon non
significative chez les souris traités par 140 mg/kg (1.87 g + 0.06) avec P = 0,762.

A D’inverse, le poids relatif moyen semble diminué chez les souris traités par 70 mg/kg de
sulfate ferreux (6.58 g + 0.37) par rapport au témoins (7.13 g + 0.47) et augmenté chez les
souris traités par 140 mg/kg de SF (7.33 g £ 0.35).
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1.2. Observation du comportement générale des souris :
Dans nos conditions expérimentales, aucun taux de morbidité et de mortalité n’a été observé
et nous avons constaté un changement de comportement chez quelques souris traitées par les

deux doses de SF a savoir :

o Poils hérissés.
o Selles noires.

o Tendance de rester dans les coins des cages.

1.3. Effet de sulfate ferreux sur les parametres hématologiques :

Le dosage des parametres hématologiques est réalisé chez cing souris témoins et six traitées
par le SF pour chaque lot.

Les normes des parametres hématologiques chez les souris males de la souche SWISS selon
« JANVIER LABS » sont citées dans le tableau V de I’annexe 04.

%+ Nombre des globules blancs (GB) :

Les résultats des variations de nombre des GB chez les souris males témoins et traitées et
leurs significations statistiques sont rassemblés dans le tableau V1.1 de 1’annexe 04, le tableau
06 et la figure 09.

Tableau 06 : Valeurs moyennes des GB chez les souris males témoins et traitées par 70 et
140 mg/kg de SF.

Souris GB (10°/L)
Témoins 3.94+1.70
Traitées par 70 mg/kg 3.53+1.29
Traitées par 140 mg/kg 416+1.01
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Figure 09 : Variations de nombre des globules blancs (10° /L) des souris males témoins et

traitées par 70 mg/kg et 140 mg/kg de SF.

Le nombre des globules blancs chez les souris témoins est de (3.94 + 1.70), et il est de (3.53 £
1.29 et 4.16 £ 1.01) avec un P= 0,598 et P=0,747 chez les souris traitées par 70 et 140 mg/kg
de sulfate ferreux respectivement.Les résultats obtenus montrent une diminution non
significative du nombre des GB chez le souris traitées par 70 mg/kg par rapport au témoins et

et une augmentation non signifivative chez les souris traitées par 140 mg/kg de SF.

0,

% Nombre des globules rouges (GR) :

Les résultats des variations de nombre de GR chez les souris males témoins et traitées et leurs
significations statistiques sont rassemblés dans les tableaux V1.2 de I’annexe 04, le tableau 07

et la figure 10.

Tableau 07: Valeurs moyennes des GR chez les souris méles témoins et traitées par 70 et 140
mg/kg de SF.

Souris GR (10"/L)
Témoins 5.56 +0.36
Traitées par 70 mg/kg 6.12+£0.82
Traitées par 140 mg/kg 6.21+£0.41
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Figure 10 : Variations de nombre des globules rouges (10*2 /L) des souris males témoins et

traitées par 70 mg/kg et 140 mg/kg de SF.

Le nombre des globules rouges chez les souris témoins est de (5.56 + 0.36), et il est de (6.12 +
0.82 et 6.21 + 0.41) avec un P= 0,1473 et P=0,0072 chez les souris traitées par 70 et 140
mg/kg de sulfate ferreux respectivement.

Les résultats obtenus montrent une augmentation non significative de nombre des GR chez les
souris traités par 70 mg/kg et une augmentation hautement significative chez les souris

traitées par 140 mg/kg de SF comparé aux témoins.

R/

+«+ Teneurs en hémoglobine (Hb) :

Les résultats des variations de la teneur en hémoglobine chez les souris males témoins et
traitées et leurs significations statistiques sont rassemblés dans le tableau V1.3 de 1’annexe 04,
le tableau 08 et la figure 11.

Tableau 08: Valeurs moyennes d’Hb chez les souris méles témoins et traitées par 70 et 140
mg/kg de SF.

Souris Hb (g/dL)
Témoins 13.02 £ 0.35
Traitées par 70 mg/kg 13.25+0.29
Traitées par 140 mg/kg 14.64 £ 0.42
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Figure 11 : Variations de la teneur en hémoglobine (g/dL) des souris males témoins et traitées
par 70 mg/kg et 140 mg/kg de SF.

La teneur en hémoglobine chez les souris témoins est de (13.02 £ 0.35), et il est de (13.25 +
0.29 et 14.64 + 0.42) avec un P=0,182 et P=4,980.10 chez les souris traitées par 70 et 140
mg/kg de sulfate ferreux respectivement.

Les resultats obtenus montrent une augmentation non significative de la teneur en
hémoglobine chez les souris traités par 70 mg/kg et une augmentation hautement significative

chez les souris traitées par 140 mg/kg de SF comparé aux témoins.

R/

% Le pourcentage d’hématocrite (Ht) :

Les résultats des variations de pourcentage d’hématocrite chez les souris males témoins et
traitées et leurs significations statistiques sont rassemblés dans le tableau V1.4 de I’annexe 04,

le tableau 09 et la figure 12.

Tableau 09 : Valeurs moyennes d’Ht chez les souris males témoins et traitées par 70 et 140
mg/kg de SF.

Souris Ht (%)
Témoins 35.30 + 3.52
Traitées par 70 mg/kg 37.18 +1.69
Traitées par 140 mg/kg 4243 +1.13
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Figure 12 : Variations de pourcentage d’hématocrite des souris males témoins et traitées par
70 mg/kg et 140 mg/kg de SF.

Le pourcentage d’hématocrite mésuré chez les souris témoins est de (35.30 + 3.52), et il est de
(37.18 + 1.69 et 42.43 £ 1.13) avec P=0,1883 et P=0,0001 chez les souris traitées par 70 et
140 mg/kg de sulfate ferreux respectivement.

Les résultats obtenus montrent une augmentation non significative de pourcentage
d’hématocrite chez les souris traités par 70 mg/kg et une augmentation hautement

significative chez les souris traitées par 140 mg/kg de SF comparé aux témoins.

+« Volume globulaire moyen (VGM) :

Les résultats des variations de volume globulaire moyen chez les souris males témoins et
traitées et leurs significations statistiques sont rassemblés dans le tableau V1.5 de I’annexe 04,

le tableau 10 et la figure 13.

Tableau 10 : Valeurs moyennes de VGM chez les souris males témoins et traitées par 70 et
140 mg/kg de SF.

Souris VGM (Fl.)
Temoins 53.74£1.99
Traitées par 70 mg/kg 53.91+2.65
Traitées par 140 mg/kg 54.11+ 2.01




Etude expérimentale

Ln L
L L

VGM (F))

L L L L

-I"-

Ln Ln n Ln

L
L
L

LD L140

Figure 13 : Variations de volume globulaire moyenne des souris males témoins et traitées par
70 mg/kg et 140 mg/kg de SF.

Le volume globulaire moyen chez les souris témoins est de (53.74 + 1.99), et il est de (53.91
+ 2.65 et 54.11+ 2.01) avec P=0,885 et P=0,715 chez les souris traitées par 70 et 140 mg/kg
de sulfate ferreux respectivement.

Les résultats obtenus montrent une augmentation non significative de volume globulaire
moyen chez les souris traités par 70 mg/kg et 140 mg/kg de SF respectivement comparée aux

témoins.

%+ Concentration corpusculaire moyenne en hémoglobine (CCMH) :

Les résultats des variations de la concentration corpusculaire moyenne en hémoglobine chez
les souris males témoins et traitées et leurs significations statistiques sont rassemblés dans le

tableau V1.6 de I’annexe 04, le tableau 11 et la figure 14,

Tableau 11 : Valeurs moyennes de CCMH chez les souris males témoins et traitées par 70 et
140 mg/kg de SF.

Souris CCMH (g/dL)
Témoins 36.52 £ 2.50
Traitées par 70 mg/kg 36.23 £ 2.05
Traitées par 140 mg/kg 38.80 + 3.89
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Figure 14 : Variations de CCMH des souris méles témoins et traitées par 70 mg/kg et 140
mg/kg de SF.

La concentration corpusculaire moyenne en hémoglobine chez les souris témoins est de
(36.52 £ 2.50), et elle est de (36.23 + 2.05 et 38.80 * 3.89) avec un P=0,806 et P=0,203 chez
les souris traitées par 70 et 140 mg/kg de sulfate ferreux respectivement.

Les résultats obtenus montrent une diminution non significative du CCMH chez le souris
traitées par 70 mg/kg et une augmentation non signifivative chez les souris traitées par 140
mg/kg de SF comparée aux témoins.

% Taux corpusculaire moyen en hémoglobine (TCMH) :

Les résultats des variations de taux corpusculaire moyen en hémoglobine chez les souris
males témoins et traitées et leurs significations statistiques sont rassemblés dans le tableau
V1.7 de ’annexe 04, le tableau 12 et la figure 15.

Tableau 12 : Valeurs moyennes de TCMH chez les souris males témoins et traitées par 70 et
140 mg/kg de SF.

Souris TCMH (Pg)
Temoins 19.64 £1.03
Traitées par 70 mg/kg 20.03+0.86
Traitées par 140 mg/kg 20.65 = 1.60
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Figure 15 : Variations de TCMH des souris méales témoins et traitées par 70 mg/kg et 140
mg/kg de SF.

Le taux corpusculaire moyen en hémoglobine chez les souris témoins est de (19.64 + 1.03), et
il est de (20.03 £ 0.86 et 20.65 + 1.60) avec P=0,4297 et P=0,1750 chez les souris traitées par
70 et 140 mg/kg de sulfate ferreux respectivement.

Les résultats obtenus montrent une augmentation non significative de TCMH chez les souris

traités par 70 mg/kg et 140 mg/kg de SF respectivement comparée aux témoins.

1.4, Effet de sulfate ferreux sur les parameétres biochimiques :

Le dosage des paramétres biochimiques est réalisé chez cinque souris témoins et six traitées
par le SF pour chaque lot.

Les normes des parameétres biochimiques chez les souris males de la souche SWISS selon
« JANVIER LABS » sont citées dans le tableau V de I’annexe 04.

« Teneurs en créatinine :

Les résultats des variations de la créatinémie chez les souris males témoins et traitées et leurs
significations statistiques sont rassemblés dans le tableau VI1.1 de 1’annexe 04, le tableau 13

et la figure 16.
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Tableau 13 : Valeurs moyennes de la créatinémie chez les souris males témoins et traitées par
70 et 140 mg/kg de SF.

Souris Créatinine (mg/l)
Témoins 5.40 £0.55
Traitées par 70 mg/kg 6.66 + 1.03
Traitées par 140 mg/kg 8x141
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Figure 16 : Effet du traitement par le SF en comparaison avec le témoin sur

la créatinémie des souris pendant 31 jours.

La créatinémie chez les souris témoins est de (5.40 + 0.55), et elle est de (6.66 £ 1.03 et 8 £
1.41) avec P= 0,013 et P=0,0007 chez les souris traitées par 70 et 140 mg/kg de sulfate
ferreux respectivement.

Les résultats obtenus montrent une augmentation significative de créatinémie chez les souris
traités par 70 mg/kg par rapport aux témoins et une augmentation hautement significative

chez les souris traitées par 140 mg/kg de SF comparée aux témoins.

0,

«» Cholestérolémie :

Les résultats des variations de la cholestérolémie chez les souris males témoins et traitées et
leurs significations statistiques sont rassemblés dans le tableau VII.2 de I’annexe 04, le
tableaul4 et la figure 17.



Etude expérimentale

Tableau 14 : Valeurs moyennes de cholestérolémie chez les souris males témoins et traitées

par 70 et 140 mg/kg de SF.

Souris Cholestérol (g/l)
Témoins 1.35+0.09
Traitées par 70 mg/kg 1.26 £ 0.09
Traitées par 140 mg/kg 1.21+0.15

Chléstérolémie (g/L)

L70

L1440

Figure 17 : Effet du traitement par le SF en comparaison avec le témoin sur la

cholestérolémie des souris pendant 31 jours.

La cholestérolémie chez les souris témoins est de (1.35 + 0.09), et elle est de (1.26 + 0.09 et
1.21 + 0.15) avec P=0,148 et P=0,0582 chez les souris traitées par 70 et 140 mg/kg de sulfate

ferreux respectivement.

Les résultats obtenus montrent une diminution non significative de taux de cholestérol chez

les souris traités par 70 mg/kg et 140 mg/kg de SF respectivement comparée aux témoins.

« Taux de triglycéride :

Les résultats des variations du taux de triglycéride chez les souris males témoins et traitées et

leurs significations statistiques sont rassemblés dans le tableau VII.3 de I’annexe 04, le

tableau 15 et la figure 18.
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Tableau 15 : Valeurs moyennes de taux de TG chez les souris males témoins et traitées par
70 et 140 mg/kg de SF.

Souris TG (g/1)

Témoins 1.02 £ 0.02

Traitées par 70 mg/kg 1.52+£0.38

Traitées par 140 mg/kg 1.25+0.17
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Figure 18 : Effet du traitement par le SF en comparaison avec le témoin sur le taux de

triglycéride des souris pendant 31 jours.

Le taux de triglycéride chez les souris témoins est de (1.02 + 0.02), et il est de (1.52 + 0.38 et
1.25 £+ 0.17) avec P=0,0047 et P=0,0039 chez les souris traitées par 70 et 140 mg/kg de
sulfate ferreux respectivement.

Les résultats obtenus montrent une augmentation hautement significative de taux de TG chez

les souris traités par 70 mg/kg et 140 mg/kg de SF respectivement comparée aux témoins.

0,

% Taux de glucose :

Les résultats des variations du taux de glucose chez les souris males témoins et traitées et
leurs significations statistiques sont rassembles dans le tableau VI1.4 de I’annexe 04, le

tableau 16 et la figure 19.
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Tableau 16 : Valeurs moyennes de taux de glucose chez les souris males témoins et traitées
par 70 et 140 mg/kg de SF.

Souris Glucose (g/l)
Témoins 0.70 £0.17
Traitées par 70 mg/kg 0.74+£0.11
Traitées par 140 mg/kg 0.70 £ 0.10
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Figure 19 : Effet du traitement par le SF en comparaison avec le témoin sur le taux de

glucose sanguin des souris pendant 31 jours.

Le taux de glucose chez les souris témoins est de (0.70 £ 0.17), et il est de (0.74 £ 0.11 et 0.70
+ 0.10) avec P=0,577 et P=0,94993 chez les souris traitées par 70 et 140 mg/kg de sulfate
ferreux respectivement.

Les résultats obtenus montrent une augmentation non significative de taux de glucose chez les
souris traités par 70 mg/kg par rapport aux témoins puis une diminution non significative chez

les souris traitées par 140 mg/kg de SF.
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1.5. Effet de sulfate ferreux sur la structure histologique du foie :
Dans le but de vérifier 1’action de sulfate ferreux sur 1’architecture tissulaire de foie, nous
avons réalisée des coupes histologiques chez les souris témoins et traitées au SF aux doses de

70 et 140 mg/kg. Les résultats sont représentés dans les figures 20, 21 et 22.

1.5.1. Structure du parenchyme hépatique chez les souris témoins :

La figure 27 présente le parenchyme héatique d’aspect normal dont laquel on peut observer
I'arrangement des hépatocytes. Ils forment des lames aplaties et entre lesquelles le sang
circule lentement vers la veine centrolobulaire (VC). Les sinusoides sont bordés par une
couche discontinue de cellules, qui ne reposent sur aucune membrane basale et qui sont
séparées des hépatocytes par un petit espace (espace de Disse) ; celui-ci se draine dans les
lymphatiques portaux. D’ aprés la coloration de perls on note la presence de rares dépots

noiratres ce qui explique la présence de traces de fer a 1’état physiologique (figure 20).

1.5.2. Structure du parenchyme hépatique chez les souris traitées par 70 mg/kg de
sulfate ferreux :

Les observations au microscope photonique ont révelées la présence d’une congestion
sanguine et d’une dilatation sinusoidale mais 1’absence de Iésions hépatiques due au
traitement.

D’apres la coloration de Perls on observe la présence d’une surcharge (accumulation) légere
des cellules hépatique en fer dans 50% des souris et la présence de rares dépots de fer (état

normale) dans le 50% des souris restant (figure 21).

1.5.3. Structure du parenchyme hépatique chez les souris traitées par 140 mg/kg de
sulfate ferreux :

L’aspect du parenchyme montre que le cytoplasme des cellules est plus dense que celle des
cellules a 1’état normal et une architecture désorganisée des lobules hépatiques. Cette
désorganisation est marquée par une importante dilatation des veines centrolobulaires et des
espaces portes ainsi qu’une congestion des veines centrolobulaires avec la presence de signes
d’hépatite: présence d’un infiltrat inflamatoire constitué de cellules lymphocytaire autours des
espaces portes. Sur la coloration de Perls, les depbts sont plus fréquentes et touchent des

plages plus larges et plus etendues que les lots précedents (figure 22).
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B

les témoins.

a
(a et b) : Coloration HE; Grossissement: x10 (a), x50 (b)

Figure 20 : Structure du parenchyme hépatique chez les souris m

Grossissement: x10 (c), x50 (d)

(cetd) : Coloration de Perls ;
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Figure 21 : Structure du parenchyme hépatique chez les souris méles traitées par 70 mg/kg de
SF.
(aetb) : Coloration HE : Grossissements : x10 (a), x50 (b)

(cetd) : Coloration de Perls : Grossissements : x50 (c), x50 avec zoom (d)
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Figure 22 : Structure du parenchyme hépatique chez les souris males traitées par 140 mg/kg
de SF.
(aetb) : Coloration HE : Grossissements : x10 (a), x50 (b)
(cetd) : Coloration de Perls : Grossissements : x50

ST %<
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I1.2. Discussion :

L augmentation du poids corporel ainsi que la variation de poids absolu et relatif de foie
des souris témoins et traitées par le SF a différentes doses ne présente pas une différence
statistiquement significative tout le long de I’experience. Ces résultats sont en concordances
avec ceux retrouvés par Appel et al. (2000) qui ont rapporté que la différence du poids
corporel et de poids de foie des rats n’était pas significative apres 31 jours du traitements par
le SF a raison de 70 et 140 mg/kg.

Le méme résultat a été observé par les travaux de Whittaker et al. en 2002 ou
I’administration par gavage du SF a plusieurs doses (4.5, 5, 5.5 et 6 g/kg) a des rats Sprague-
Dawley induit une augmentation (dose-dépendante) non significative du poids corporel et du
poids de foie.

Aslam et al (2014) ont également montré qu’il n’y a pas une différence significative dans
le poids corporel des souris traité par 20mg/ kg d’aliment supplémenté avec du SF pendant
une semaine. Ce qui suggére que 1I’administration de SF n’a pas d’effet sur le développement

pondéral des souris.

Les deux groupes des souris traitées par le sulfate ferreux présentent des sels noirs et des
poils hérissés avec tendance de rester dans les coins des cages. une observation en commune,
qui est une peau a poils clairsemés, a été remarquée chez des rats males traités par 70 mg/kg
et 140 mg/kg de sulfate de fer (Appel et al., 2000).

Parmi les autres préparations ferreuses, le carbonyl de fer (CIP) avait au moins la méme
biodisponibilité que le sulfate ferreux (Whittaker et al., 2002). Dans un travail qui porte sur
I’étude des effets a long terme de I'administration orale par gavage de CIP a des doses de 100
mg / kg et 200 mg / kg, il n'y a pas eu de déces parmi les rats pendant la période d'observation
de 90 jours, et les rats semblaient étre en bonne santé et normaux (Qiaosha et al., 2016).

En revanche, Whittaker et al. (2002) ont trouvés des résultats différents ou les rats traités
par le sulfate de fer ont connus des déces de maniere dose-dépendante allant jusqu’a 7 déces

parmi les huit animaux exposés a la haute dose (6 g/kg SF).
Les analyses du sang de notre étude ne montre aucune modification statistiquement

significative du nombre des GB, VGM, CCMH et TCMH chez les souris traitées par le SF.

Ces résultats rassemblent a ceux édités par Qiaosha et ses collaborateurs (2016), dont
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aucune perturbation, des paramétres hématologiques cités précédemment, n’a été rapportée
chez les rats traités pendant 90 jours par le carbonyle de fer.

En revanche, les résultats obtenus par appel et al. (2000). aprés administration de sulfate
de fer montrent une augmentation significative de la TCMH chez le groupe traité par 140
mg/kg d’aliment.

Une augmentation non significative de nombre de globules rouges et d’hémoglobine est
constaté chez les souris du groupe a 70 mg/kg d’aliment. De meme, Une augmentation
significative du nombre des GR et d’Hb a été enregistrée chez les souris traitées par la hausse
dose (140 mg/kg). Cette élévation du nombre des globules rouges peut etre un signe de
polyglobulie qui a lieu lors d’une déshydratation extracellulaire (Balcells, 1998).

Un tel résultat a été signalé aussi par Shafie et ses collaborateurs (2016), qu’ils ont
étudiés les effets des nanoparticules contenant du sulfate ferreux sur le sang chez des rats
anémiques pendant 10 jours, ils ont trouvés qu’une dose de 0.8 mg/kg a entrainé une
augmentation significative de ces deux paramétres. Ces résultats refletent bien la relation,
assez bien synchronisées, entre les GR et I'Hb.

Nos résultats sont comparables a ceux de Aslam et al.(2014) qui observent une
augmantation du taux d’hémoglobine chez les souris dont le régime est complétée par le SF.
Au contraire, aucune différence significative du nombre des GR et d’Hb n'a été trouvée dans

1’étude entreprise par Qiaosha et al. (2016).

Selon nos résultats, I’hématocrite a connu une augmentation signification chez les souris
traitées par la forte dose ; une hématocrite élevée est un signe d’hémoconcentration (Balcells,
1998). Ces données ne concordent pas avec ceux obtenus par Qiaosha et al. (2016) et par
Toblli et al. (2008) qui n’ont pas trouvés une différence statistiquement significative dans le

pourcentage d’Ht des rats traités.

Dans la présente étude, la créatinine augmente significativement chez les souris traitées
par le SF. Ce changement méne a suggérer que le sulfate de fer a influencé directement la
filtration glomérulaire. Contrairement, les résultats obtenus par Qiaosha et al. (2016), par
Toblli et al. (2008) et par Appel et al. ne montre aucune modification significative du taux de

créatinine suite a 1’administration du des sels du fer.
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Le taux des TG augmente aussi significativement chez les souris traitées. Inversement, il
n’y avait pas de différence statistiquement significative de taux des TG apres 31 jours du
traitement par le SF (Appel et al., 2000).
Les variations de la glycémie peuvent étre induites par plusieurs composes étrangers et
peuvent impliqués différents mécanismes .Certaines substances toxiques induisent en premier
lieu une hyperglycémie due a la mobilisation du glycogene hépatique puis une hypoglycémie
due a I’épuisement des réserves de glycogéne et a I’inhibition de la néoglucogenése
(Timbrell, 2009).

Selon les résultats obtenus par Qiaosha et al. (2016) et Appel et al. (2000), aucune
modification significative dans la concentration du Glucose et du Cholestérol n’a été
constatée. Ces deux parametres donnent des informations sur 1’état du métabolisme hépatique

glucidique et lipidique (Li et al., 2010). Ces données corroborent nos résultats.

Nos résultats des atteintes hepatiques sont différents des résultats retrouvés par Appel et
al. (2000) et Aslam et al.(2014)
En revanche, Toblli et al., (2008) ont rapportés que les animaux traités par le SF présentent

une infiltration de cellules inflammatoires a la sous-muqueuse dans l'estomac.
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Conclusion

Dans le présent travail, nous avons évaluée ’effet de sulfate ferreux sur certains parametres

biologiques et sur la structure histologique du foie chez la souris Swiss.

A la lumiére de tous les résultats obtenus, il s’avére que le sulfate ferreux n’a pas
influencé le poids corporel des animaux traités ainsi que le poids du foie de ces derniers ; mais
il provoque un changement de comportement des souris (poils hérisses et selles noires).

L’étude hématologique montre que le sulfate de fer provoque une augmentation
significative du taux des globules rouges, de I’hémoglobine et de I’hématocrite chez les souris
traités par 140 mg de sulfate ferreux, ce qui signifie que le SF joue un réle dans la correction
de la carence en fer.

Le dosage des parameétres biochimiques révele une augmentation de taux des triglycérides
et de créatinine. Ces résultats traduisent une perturbation de métabolisme lipidique et une
altération de la fonction rénale.

Une altération de la fonction hépatique a été signalée aussi par la présence des signes
d’hépatites chez les souris traitées par la dose élevée. Ces signes peuvent correspondre a une
hépatotoxicite.

Dans le cadre des perspectives il serait souhaitable de :

e Choisir d’autres doses et augmenter la durée d’exposition a ce produit.

e Comparer les résultats sur différents organes et systémes de I’organisme.

e Fabriquer des aliments enrichis destinés aux personnes atteintes d’une anémie
ferriprive.

e Tester d’autres molécules impliquées dans le traitement de I’anémie tel que le
fumarate ferreux, Na,FeEDTA et le carbonyle de fer.

e Explorer le dosage d’autres paramétres biologiques.
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Annexes

Annexe 1 :

1. Matériel biologique :

Tableau | : Composition des granulés de régime alimentaire des souris selon « ONAB ».

Composition

Orge | Mais | Son |Remoulage | Soga | Complément minéral vitaminé
(CMV)

2. Matériel non biologique :

2.1. Appareillage :

Balance (GIBERTINI). Balance de précision (sartorius)

Autoanalyseur pour FNS de type KT-6400  Spectrophotométrie & transmission moléculaire
de type BA-88A
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Microtome de type Leica Bain d’eau thermo- statée
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2.2. Réactifs :

Le sulfate ferreux.

L’eau distillée.

L’ héparine.

Formol 10 %.

Alcool.

Xyléne.

Paraffine.

Colorants.

Liquide de montage (Eukit).
L’eau physiologique.

Ferrocyanure de potassium a 2%.

Acide chlorhydrique a 2%.
Rouge Nucléaire a 0.1%.

2.3. Matériel de Dissection :

Cuvette a dissection
Planche de fixation
Aiguilles

Pinces

Sonde cannelée
Paire de gros ciseaux
Paire de ciseaux fins

Scalpel

2.4. Autre matériel :

Tubes a essais.

Boites du pétri.
Cassettes en plastique.
Cages en plastiques.
Biberons.

Tubes EDTA.

Tubes héparinés.
Moules en métal.

Lames.
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Lamelles.
Porte-lames.

Annexe 2 :

<\

La coloration :

Etapes de la coloration Hématoxyline-Eosine :

Immerger les lames 5 minutes dans un bain d’Hématoxyline de Groat qui colore en
bleu violacée les structures basophiles (noyaux),

ringage des lames 5 minutes a 1’eau courante,

immerger 30 secondes dans un bain d’Eosine qui colore les structures acidophiles
(cytoplasme),

ringage rapide,

Etapes de la coloration de Perls :

Recouvrir les lames pendant 20min avec un mélange a parties égales de Ferrocyanure
de Potassium a 5 % et d’acide chlorhydrique a 5 %,

ringage des lames a I’eau courante,

coloration au rouge nucléaire pendant 2 min,

rincage des lames a I’eau courante,

Annexe 3 :

>

Calculs statistiques :

Test de Student indépendant:

(0]

o

(@]

Soit 1 et 2 deux groupes différents a comparer.
Soit my et m, la moyenne du groupe 1 et celui du groupe 2, respectivement.

Soit ny et n, la taille du groupe 1 et celui du groupe 2, respectivement.

La valeur t de Student est donnée par la formule suivante :

|m1-m2]|
= ——
52 s2
n1 nz
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S? est la variance commune aux deux groupes. Elle est calculée par la formule suivante :

n1.81%2+n2. 622
n1+n2+42

S?=

Pour savoir si la différence est significative, il faut tout d’abord lire dans la table t, la valeur

critique correspondant au risque alpha = 5% pour un degré de liberté : d.d.I=n; + n,— 2

v Si la valeur absolue de t (|t|) est supérieure a la valeur critique, alors la différence est
significative. Dans le cas contraire, elle, ne I’est pas. Le degré de significativité ou p-

value correspond au risque indiqué par la table de Student pour la valeur |t|.

Tableau Il : Table de Student.
Avec a est le pourcentage d’erreur et ddl est le degré de liberteé.

090 0.50 0,30 0.20 0,10 0,05 0,02 0,01 0,001

2
o

0,158 1,000 1963 = 3078
0,142 | 03816 1.386 1,886
0,137 0,765 1.250 1,638
0,134 0,741 1,190 1,533
0,132 | 0,727 1.156 1.476
0,131 0718 1.134 1,440
0,130 | 0.711 1119 1415
0,130 0,706 1,108 397
0,129 | 0,703 1,100 383
0.129 | 0,700 1.093 372

1
1
1
0,129 | 0,697 1,088 1,363
0,128  0.695 1,083 1.356
0,128 0,694 1,079 1,350
0,128 0,692 1,076 1,345

I

1

1

|

1

1

1

v
s

12,706 31821 63,656 636,578
920 4303 6965 9925 31600
353 0 3,182 4541 5841 12924
132 2776 3,747 4,604 8610
015 2571 3,365 4,032 6369
943 2447 3,143 3,707 5959
895 2365 2998 3,499 5408
R60 2306 2896 3355 5041
833 | 2262 2821 3,250 4781
812 2228 2764 3,169 4587

9% | 2,201 2,718 3,106 4437
J782 | 2,179 | 2,681 3,055 4318
2,160 2650 3,012 4221
.761 2,145 2624 2977 4,140

0,128 0.691 1.074 341 J753 2,131 2,602 2,947 4073
0.128 ' 0.690 1,071 337 J46 | 2,120 2583 2,921 4015
0,128 0,689 1,069 333 L7401 2,110 2567 2,898 3965
0,127 0,688 1,067 330 .734 2,101 2,552 2,878 3922
0,127 0,688 1,066 328 J720 | 2,093 2539 2,861 3883
0,127 | 0.687 1.064 325 J725 208 2528 2845 3.850
0,127 | 0686 1,063 323 ,721 2080 2518 2,831 3819
0.127 | 0.686 1,061 1321 L7117 2074 2508 2819 3,792
0,127 | 0,685 1,060 1,319 J714 2069 2500 2,807 3,768

0,127 0685 1,059 1318
0.127 0684 1,058 1316
0,127 | 0,684 1,058 1315
0,127 | 0,684 1,057 1,314

711 2064 2492 2797 3,745
L7088 | 2060 2485 2,787 3,725
JJO6 | 2056 2479 2,719 3707
,703 | 2082 2473 27N 3.689
0,127 | 0683 1,056 1313 ,701 2048 2467 2,763 3674
0,127 | 0,683 1,055 1,311 699 1 2045 2462 2,756 3660
0,127 | 0683 1,055 1,310 1,697 2042 2457 2750 3.646

0.126 0681 1,050 ' 1303 1,684 2021 2423 2,704 3551
0.126 | 0678 1.043 1,292 1.664 1990 2374 2639 3416
0.126 | 0677 1.041 1.289 1,658 | 1980 2358 2617 3373
0,126 | 0675 1,037 1,282 1.645 1960 | 2327 | 2577 | 3293

e e e e (DN B0 N
M a3 'pa
-3
-
—

B EZEBNRNEURNE BERSERE0RE Sexuanswn~

-
]

2
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Annexe 4 :

Tableau I11.1 : Poids corporel des souris méales témoins.

Poids corporel en g

Souris Jo J7 J1a Joy Jog Ja1

1 24 20 22 23 28 27

2 25 26 29 32 27 26

3 27 22 30 28 24 26

4 28 23 25 30 29 31

5 21 22 27 30 27 29

6 27 24 26 29 28 25
Moyenne 25.33 22.83 26.50 28.66 27.16 27.33
Ecart type 2.58 2.04 2.88 3.07 1.72 2.25

Tableau I11.2 : Poids corporel des souris traitées par 70 mg/kg de SF.

Poids corporel en g

Souris Jo J7 Jia Jo1 J28 J31

1 25 25 23 25 26 25

2 21 25 28 25 29 28

3 25 24 30 27 28 30

4 24 23 25 29 30 31

5 26 24 25 24 26 27

6 22 20 23 25 31 26
Moyenne 23.83 23.50 25.66 25.83 28.33 27.83
Ecart type 1.94 1.87 2.80 1.83 2.06 2.31

Tableau 111.3 : Poids corporel des souris traitées par 140 mg/kg de SF.

Poids corporel en g

Souris Jo J; J1a Jo1 Jgg J31

1 24 20 27 30 29 27

2 24 24 23 26 28 24

3 21 22 25 22 23 24

4 25 17 28 30 28 28

) 25 21 26 27 26 27

6 24 24 24 27 30 25
Moyenne 23.83 21.33 25.50 27.00 27.33 25.83
Ecart type 1.47 2.66 1.87 2.96 2.50 1.72




Tableau 1V.1 : Valeurs du poids absolu et relatif de foie chez les souris méles témoins.

Souris Poids de foie | Poids des Poids relatif
(9) souris (Q) (9)
1 1.73 26 6.65
2 2.07 29 7.14
3 1.90 25 7.60
Moyenne 1.90 26.66 7.13
Ecart type 0.17 2.08 0.47

Tableau 1V.2 : Valeurs du poids absolu et relatif de foie chez les souris males traitées par 70

mg/kg de SF.

Souris Poids de foie | Poids des Poids relatif
(9) souris (g) (9)
1 2.05 30 6.83
2 1.83 27 6.77
3 1.91 31 6.16
Moyenne 1.93 29.33 6.58
Ecart type 0.11 2.08 0.37

Tableau 1.3 : Valeurs du poids absolu et relatif de foie chez les souris males traitées par 140

mg/kg de SF.

Souris Poids de Poids des | Poids relatif
foie (g) souris (Q) (o)
1 1.94 28 6.93
2 1.87 25 7.48
3 1.82 24 7.58
Moyenne 1.87 25.66 7.33
Ecart type 0.06 2.08 0.35
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Tableau V : Parametres biologiques de référence chez les souris males de la souche SWISS
selon « JANVIER LABS ».

Parametres hématologiques

Parametre Normes

GB (10° /L) 7.8+2.10
GR (10%/L) 9.4 +0.50
Hb (g/dL) 14.4 +0.70
Ht (%) 55+ 2.00
VGM (FI.) 59 +2.00
CCMH (g/dL) 26 +1.00
TCMH (Pg) 15.3 £ 0.50
Parametres biochimiques sanguins
Parameétre Normes
Créatinine (mg/ L) 51+0.6
Cholestérol (g/ L) 1.6+£0.3
TG (g/ L) 1.1+0.3
Glucose (g/ L) 25104

Tableau V1.1 : Valeurs des GB chez les souris males témoins et traitées par 70 et 140 mg/kg
de SF.

Souris LT L70 L140

1 5.50 2.50 3.90

2 5.60 2.60 3.00

3 1.80 5.00 5.60

4 2.60 3.80 4.30

5 4.20 5.10 5.00

6 / 2.20 3.20
Moyenne 3.94 3.53 4.16
Ecart type 1.70 1.29 1.01
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Tableau V1.2 : Valeurs des GR chez les souris méles témoins et traitées par 70 et 140 mg/kg
de SF.

Souris LT L70 L140

1 5.39 6.39 6.94

2 5.16 6.01 591

3 6.10 4.47 5.78

4 571 6.40 6.39

5 5.46 6.50 6.09

6 / 6.70 6.15
Moyenne 5.56 6.07 6.21
Ecart type 0.36 0.82 041

Tableau V1.3 : Valeurs d’Hb chez les souris males témoins et traitées par 70 et 140 mg/kg de
SF.

Souris LT L70 L140

1 13.16 12.87 14.91

2 13.06 13.38 14.76

3 12.75 13.21 15.02

4 13.51 13.60 13.89

5 12.62 12.95 14.84

6 / 13.49 14.42

Moyenne 13.02 13.25 14.64
Ecart type 0.35 0.29 0.42

Tableau V1.4 : Valeurs d’ Ht chez les souris males témoins et traitées par 70 et 140 mg/kg de
SF.

Souris LT L70 L140

1 36.50 38.20 41.70

2 29.90 34.50 43.30

3 38.70 36.30 44.10

4 37.60 37.80 40.90

5 33.80 39.40 42.20

6 / 36.90 42.40

Moyenne 35.30 37.18 42.43
Ecart type 3.52 1.69 1.13
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Tableau VI.5 : Valeurs de VGM chez les souris males témoins et traitées par 70 et 140
mg/kg de SF.

Souris LT L70 L140

1 56.60 53.20 56.10

2 52.20 51.70 54.50

3 51.60 57.30 54.30

4 53.70 54.70 56.20

5 54.60 56.20 51.10

6 / 50.40 52.50
Moyenne 53.74 53.91 54.11
Ecart type 1.99 2.65 2.01

mg/kg de SF.

Souris LT L70 L140
1 33.10 38.60 37.00
2 36.70 37.30 34.00
3 37.20 32.80 45.60
4 40.00 36.50 37.40
5 35.60 37.20 40.00
6 / 35.00 38.80
Moyenne 36.52 36.23 38.80

Ecart type 2.50 2.05 3.89

mg/kg de SF.

Souris LT L70 L140

1 18.70 20.60 20.70

2 19.30 19.10 18.50

3 19.20 18.90 22.80

4 21.40 20.40 19.10

5 19.60 21.10 21.70

6 / 20.08 21.10

Moyenne 19.64 20.03 20.65

Ecart type 1.03 0.86 1.60

Tableau V1.6 : Valeurs de CCMH chez les souris males témoins et traitées par 70 et 140

Tableau V1.7 : Valeurs de TCMH chez les souris males témoins et traitées par 70 et 140
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Tableau VI1.1 : Valeurs de la créatinémie chez les souris méles témoins et traitées par 70 et
140 mg/kg de SF.

Souris LT L70 L140

1 5 5 8

2 6 7 9

3 5 7 10

4 5 8 8

5 6 6 7

6 / 7 6

Moyenne 5.40 6.66 8
Ecart type 0.55 1.03 141

Tableau VI1.2 : Valeurs de cholestérolémie chez les souris méles témoins et traitées par 70 et
140 mg/kg de SF.

Souris LT L70 L140

1 1.34 1.25 1.18

2 1.25 1.38 1.07

3 1.38 1.22 1.23

4 1.30 1.22 1.50

5 1.50 1.14 1.10

6 / 1.43 1.20
Moyenne 1.35 1.26 1.21
Ecart type 0.09 0.09 0.15

Tableau V11.3 : Valeurs de taux de TG chez les souris males témoins et traitées par 70 et 140

mg/kg de SF.

Souris LT L70 L140

1 1.00 1.56 1.18

2 1.01 1.10 1.32

3 1.05 2.23 1.54

4 1.03 1.51 1.20

5 1.01 1.35 1.04

6 / 1.40 1.22

Moyenne 1.02 1.52 1.25

Ecart type 0.02 0.38 0.17
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Tableau VI1.4 : Valeurs du taux de glucose chez les souris males témoins et traitées par 70 et
140 mg/kg de SF.

Souris LT L70 L140

1 0.91 0.95 0.82

2 0.64 0.71 0.66

3 0.53 0.67 0.71

4 0.86 0.68 0.81

5 0.59 0.81 0.63

6 / 0.66 0.58
Moyenne 0.70 0.74 0.70
Ecart type 0.17 0.11 0.10




