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  : الملخص .

النتريت هو المنتج الوسيط للعديد من تفاعلات الأكسدة والارجاع  ، التي تشارك في عمليات تحويل النيتروجين 

يات واللحوم( ، حيث ونظامنا الغذائي اليومي )البقول L-arginine-NOSمصادر هذا المنتج في الجسم هي مسار  .المختلفة

كمضافات حافظة لهذه الأطعمة وكمصدر للون. استهلاك جرعة كبيرة يسبب آثارا سامة تعكس تأثيرها  النتريت يتم استخدام

 الإيجابي. تهدف دراستنا الحالية إلى الكشف عن تأثير المستويات العالية من النيتريت على المخ.

 بـ الفم عولجت عن طريق تم قياس مجموعة من التحليلات الكيميائية الحيوية في كل من الأرانب الثلاثة التي 

و اثنين من الأرانب الشاهدة التي لم  ,عن طريق الفم  لمدة ستة أسابيع الصوديوم نتريت من الجسم وزن من كغ/ملغم 100

  Protéinesو  MDA. أظهرت الأرانب المعالجة بنتريت الصوديوم مستويات مرتفعة من تتلقى أي شيء

carbonyléesضافة إلى زيادة في الدم وأنسجة المخ، بالإalbumine oxydée  في الدم. لم تظهر النتائج أي تغييرات

، وأظهرت الدراسة النسيجية وجود تنكس عصبي والتهاب الأوعية الدموية في القشرة Protéines totalesكبيرة في 

 الدماغية والحصين.

سيكون له تأثير سام على الدماغ من خلال تحفيز الإجهاد  ن نتريت الصوديوم وبالتالي، تشير نتائجنا إلى أ 

 التأكسدي مما يؤدي إلى تفوق أكسدة الدهون وأكسدة البروتين الذي يؤدي إلى موت الخلايا

 : نتريت الصوديوم,  الدماغ , الإجهاد التأكسدي , دراسة نسيجية الكلمات المفتاحية

  



 

Abstract: 

Nitrite is the intermediate product of several oxidation and reduction reactions, involved 

in the different nitrogen transformation processes. The sources of this product in the body is 

the L-arginine-NOS pathway and our daily diet (legumes and meat), where they are used as 

preservative additives of these foods and as a source of color. The consumption of a high dose 

causes toxic effects. Our current study aims to reveal the effect of elevated nitrite levels on the 

brain. 

A set of biochemical analyses was measured in both three rabbits treated orally (NaNO2 

100 mg/kg) for six weeks and two control rabbits that did not. Rabbits treated with sodium 

nitrite showed elevated levels of MDA and carbonylated protein in blood and brain tissue, as 

well as increased oxidized albumin in the blood. The results show no significant changes in 

total proteins, and the histological study showed the presence of neuronal degeneration and 

vascular inflammation in the cerebral cortex and hippocampus. 

Thus, our results suggest that NaNO2 would have a toxic effect on the brain through the 

induction of oxidative stress resulting in lipid peroxidation and protein oxidation leading to 

cell death.   

Keywords: sodium nitrite, brain, oxidative stress, histological study  



 

Résumée : 

Le nitrite est le produit intermédiaire de plusieurs réactions d'oxydation et de 

réduction, impliquées dans les différents processus de transformation de l’azote. Les sources 

de ce produit dans le corps c’est la voie L-arginine-NOS et notre alimentation quotidienne 

(légumes secs et viande), où ils sont utilisés comme additifs conservateurs de ces aliments et 

comme source de couleur. La consommation  d’une forte dose provoque des effets toxiques. 

Notre étude actuelle vise à révéler l'effet des taux élevés des nitrites sur le cerveau. 

Un ensemble d'analyses biochimiques a été mesuré à la fois chez  trois lapins traités 

par (NaNO2 100 mg/kg) par voie orale pendant six semaines et deux lapins témoins qui n'en 

ont pas reçu. Les lapins traités avec nitrite de sodium ont montré un taux élevé du MDA et de 

la protéine carbonylés dans le sang et dans le tissu cérébral, ainsi qu'une augmentation 

d'albumine oxydée dans le sang. Les résultats ne montrent aucun changement significatif dans 

les protéines totales, et l'étude histologique a montré une présence d’une dégénérescence 

neuronale et d'une inflammation vasculaire dans le cortex cérébral et l'hippocampe. 

 Ainsi, nos résultats suggèrent que le NaNO2  aurait un effet toxique sur le cerveau à 

travers l’induction d’un stress oxydatif ayant pour conséquences la peroxydation lipidique et 

l’oxydation protéiques aboutissant à la mort cellulaire.   

Mots clés : nitrite de sodium, cerveau, stress oxydatif, étude histologique 
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Introduction  

Les composés azotés sont présents dans l'environnement sous différentes formes, 

notamment les nitrates (NO3
-) et les nitrites (NO2

-), qui peuvent à leur tour oxyder la fraction 

d'hémoglobine et réduire la capacité de la molécule à transporter l'oxygène lorsqu'elle pénètre 

dans la matière organique, Ce qui entraîne une toxicité. Le nitrite est le plus toxique des 

anioniques. ( Eytcheson et al., 2018 ). 

Ils sont également utilisés comme additifs alimentaires dans les charcuteries pour 

augmenter la durée de conservation et éviter la croissance bactérienne. Ces composés 

pourraient jouer un rôle dans la cancérogénicité de la charcuterie. (Chazelas et al,.2022). 

Le nitrite de sodium est un puissant agent oxydant qui provoque une hypotension et 

limite le transport et l'apport d'oxygène dans l'organisme par la formation de méthémoglobine. 

Les manifestations cliniques peuvent inclure une cyanose, une hypoxie, une altération de la 

conscience, des troubles du rythme cardiaque et la mort. La majorité des rapports sur les 

empoisonnements au nitrite de sodium ont été le résultat d'expositions non 

intentionnelles.(Neth et al.;2020). 

Le système nerveux central est constitué par l’encéphale (cerveau, tronc cérébral – 

pédoncules cérébraux, protubérance annulaire et bulbe – et cervelet) et la moelle épinière. Il 

est composé de neurones, de cellules gliales, de capillaires sanguins et d’une matrice 

extracellulaire. Les neurones sont les unités fonctionnelles du système nerveux. En dehors de 

leur phase de développement, les neurones sont incapables de se multipliée. Les cellules 

spécialisées de soutien (cellules gliales) sont de quatre types : astrocytes, oligodendrocytes, 

cellules microgliales et cellules épendymaires.  Ils forment un réseau de soutien pour les 

neurones et autres cellules du système nerveux central. (Haberer et al., 2010). 

A travers notre étude, nous avons cherché à connaître l'action des nitrites ingérés par 

voie orale et les modifications pouvant survenir dans le tissu cérébral des lapins traités. 

En ce qui concerne le travail que nous avons mené, nous avons essayé de donner des 

hypothèses et des observations que nous attendons de se produire : 

 Effet du nitrite sur le tissu cérébral 

 Effet du nitrite sur les paramètres biochimiques.  
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1. Nitrite :  

Le nitrite (NO2
-) est un ingrédient essentiel contenu dans les produits de salaison. Ils 

sont des ions présents de façon naturelle dans l’environnement. (INSPQ Centre d'expertise et de 

référence en santé publique). 

Est un sous-produit du cycle de l'azote. L'excès de nitrite limite non seulement la 

croissance et le métabolisme des bactéries, mais nuit également à la santé des humains et des 

organismes aquatiques. (Nie et al .,2020). 

1.1    Propriétés physiques du nitrite de sodium : 

Le nitrite de sodium se présente sous la forme d'une poudre, de granulés ou de bâton 

nets blancs ou légèrement jaunâtres, hygroscopiques, inodores, à saveur salée. Il se dissout 

facilement dans l'eau (85 g / 100 g d'eau). Les solutions obtenues sont légèrement alcalines 

(pH = 9). Le nitrite de sodium est faiblement soluble dans le méthanol (4,43 g de nitrite de 

sodium / 100 g de méthanol), quasi insoluble dans l'éthanol (0,31 g de nitrite de sodium / 100 

g d'éthanol). (Bonnard. N et al., 2021) 

Nom Substance Détails 

Nitrite de sodium 

Formule NaNO2 

 

N° CAS  7632-00-0 

Etat Physique Solide 

Solubilité 85 g/100 mL 

Masse molaire 69 

Point de fusion 271 à 282 °C 

Densité 2,17 

Pression de 

vapeur 

Négligeable 

 

1.2   Propriétés chimique du nitrite de sodium : 

Exposé à l'air, le nitrite de sodium s'oxyde lentement en nitrate. Il se décompose sous 

l'action de la chaleur (à partir de 320 °C) avec formation d'azote, d'oxygène et d'oxyde 

d'azote. Il explose aux environs de 540 °C.  

Le nitrite de sodium est un agent oxydant fort qui peut réagir de façon explosive avec 

les acides, les cyanures, les sels d'ammonium, les thiocyanates et les thiosulfates. 

Il peut également, en mélange avec les matières organiques (bois, textile...) 

s'enflammer spontanément par frottement. 
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En présence d'amines secondaires ou tertiaires, le nitrite de sodium donne naissance 

à des nitrosamines, dont certaines sont suspectées d'être cancérogènes. Certains facteurs (pH, 

température, concentration...) peuvent augmenter le rendement de la réaction. (Bonnard. N et 

al., 2021) 

 

2. Utilisation du nitrite :  

Le nitrite de sodium (NaNO2) est utilisé comme colorant, conservateur alimentaire et 

agent antimicrobien. Ses propriétés anti-corrosives ont également conduit à son utilisation 

dans les industries dentaires et de la construction. (Matthew. R et al .,2020)  

 

Le nitrite attribue également la couleur et la saveur caractéristiques à la viande 

salaisonnée (CMC : CANADIAN MEAT COUNCIL). 

Les nitrites sont aussi utilisés dans la manufacture des teintures et du caoutchouc, 

dans l’industrie textile et photographique. Ils servent aussi d’inhibiteur de corrosion et 

d’antidote dans des cas d’empoisonnement au Cyanure .Dans l’industrie, ils sont utilisés pour 

transformer des amines en sels de diazonium qui sont des colorants organiques. (Sandarine et 

Chébékoué 2008). 

3. Toxicité de nitrite :  

La consommation de nitrites sous certaines conditions peut entraîner la formation de 

composés N-nitroso (NOC), dont certains sont cancérigènes (Crowe et al., 2019)  

Le nitrite ingéré est absorbé dans le système sanguin et réagit avec l'hémoglobine 

dans les érythrocytes pour former la méthémoglobine (danger pour bébés et les femmes 

enceintes),et des études animales suggèrent que  le nitrite peut traverser le placenta ou exercer 

un effet trans placentaire, de plus amples travaux sont nécessaires afin d'évaluer l'importance 

de l'ingestion de NO3
- et NO2

- par la mère sur la santé du fœtus .Il est important de 

mentionner que le nitrite et le nitrate sont classifiés comme possiblement cancérigènes pour l 

'humain. Des études épidémiologiques ont démontré une association entre la présence de ces 

ions dans l'eau potable et le cancer de l'estomac. (Corriveau et al., 2009)  

 Cette molécule (NO2
-) résulte de l'oxydation du fer (II) contenu dans la molécule 

d'hémoglobine en fer (III), ce qui rend inopérant le transport de l'oxygène vers les tissus par 

l'hémoglobine. Une méthémoglobinémie modérée «30% de l'hémoglobine oxydée) peut 
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provoquer des nausées et des maux de tête, tandis qu'une méthémoglobinémie sévère (>50% 

de l'hémoglobine oxydée) est susceptible de provoquer la mort (Corriveau et al., 2009). 

La toxicité du nitrite se fait également ressentir chez les poissons, puisque la plupart 

des espèces forment de la méthémoglobine en présence' de nitrite. Toutefois, plusieurs études 

ont aussi démontré qu'en absence de nitrite dans l'environnement, diverses espèces de poisson 

peuvent avoir un niveau de méthémoglobine variant entre 0 et 10% (Corriveau et al., 2009). 

4. Les effets de nitrite : 

4.1 Effets physiologie : 

NaNO2 a été utilisé pour induire l'hypoxie. Plus précisément, NaNO2 transforme 

l'hémoglobine en MetHb, ce qui réduit la capacité du sang à transporter l'oxygène                     

( Ribeiroa et al.,2017),  les animaux peuvent mourir d'anoxie tissulaire, Ainsi dans une étude 

réalisée (Miller et al., 2021)sur des rats mâles et femelles Sprague-Dawley et des chiens Beagle 

qui ont reçu une injection de (NaNO2) (une fois par jour pendant 7 jours) à des doses 

variables, les résultats observés étaient que les doses uniques ≥100 mg/kg et 60 mg/kg ont 

entraîné la mort avec des signes cliniques tels que la coloration bleue des lèvres. 

Dans une autre étude réalisée sur des rats Wistar exposés au NaNO2 ont montré une 

augmentation du temps d'immobilité, suggérant un possible comportement dépressif. 

L'immobilité est interprétée comme une absence de tentative d'évasion (état comportemental 

de désespoir). (Ribeiroa et al.,2017) 

Les animaux présentent une réduction de la prise de poids (Zhang .ZQ et al.,2017) 

4.2   Effets biologiques : 

 

 Vasodilatation : 

Les vaisseaux sanguins contiennent des anions qui sont le plus grand réservoir d'oxyde 

nitrique selon les conditions physiologies pour retourner le nitrite en NO. Les propriétés 

vasodilatatrices et les mécanismes de bioactivation du nitrite ont été évalués dans l'avant-bras 

humain et il a été constaté que le nitrite est pompé a un débit de 0.36 à 36 µl par min, ce qui 

montre que : à mesure que la concentration de nitrite augmente, il y a une augmentation du 

débit sanguin  dans l'avant-bras, avant et pendant l'exercice, avec ou sans inhibition de la NO 

synthase. Ce qui montre que la fuite de nitrite est directement proportionnelle à la formation 

rapide d'hémoglobine dans les globules rouges et inversement proportionnelle à la saturation 
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de l'oxygène. Aussi, cette étude a montré la vasodilatation des anneaux aortiques du rat et 

formation de gaz NO et d'hémoglobine modifiée par NO résultant du nitrite réductase activité 

de la désoxyhémoglobine et des érythrocytes désoxygénés. 

Cette découverte associe hypoxie tissulaire, allostérie de l'hémoglobine et la 

bioactivation des nitrites. Ces résultats suggèrent que le nitrite représente un pool 

biodisponible majeur de NO et décrivent une nouvelle fonction de l'hémoglobine en tant que 

nitrite réductase, contribuant potentiellement à la vasodilatation hypoxique (Cosby et al., 

2003). 

 Tuniques oculaire : 

L’effet cytotoxique de nitrite  sur la rétine bovine in vitro a été montré .،que Il y a 

des altérations tissulaires et cellulaires étaient observées dans toutes les structures oculaires, 

mais à des degrés différents selon la concentration et le temps d’incubation. (Lahmar-

Belguendouz. K et al., 2009). 

 Concentration  

de nitrite 

Durée  

d’incubation 

Cellules  

cibles 
Effets  

Effets des 
nitrites sur les 

explants 

oculaires 

Postérieurs 

300µm après 24 

heures 
Rétine  Altérations tissulaires  

400µm après 24 

heures 
Choroïde  Importantes vasodilatations  augmentation 

de l’épaisseur  

400µm après 48 

heures 
Vaisseaux  

sanguins  

 

Vasodilatation accrue pouvant aller jusqu’à 

leur éclatement 

Sclérotique 

 

Aucune atteinte  

Effets des 

nitrites sur les 

explants 

oculaires 

Antérieurs 

300µm 

 
après 24  

heures 

 

Procès  

ciliaires 
Perte  de l’épithélium non pigmenté par 

éclatement cellulaire. 

400µm après 24  

heures 
 
 
 
 

épithélium 

cornéen 
Décollement de la membrane de 

Bowman, détachement les cellules 

superficielles  

Iris  Lésions  au niveau de l’épithélium 

 

A plus fortes 
concentrations 

après 24  

heures 

 

Epithélium  
 

Désorganisation générale observée avec 

l’apparition de cellules de petites tailles 

présentant une vacuolisation cytosolique et 

la libération de cellules de forme sphérique 

Stroma  
cornéen 

Légère dissociation des fibres conjonctives 

 

   Corps ciliaire Aucune altération structurale  

activation et  infiltration de cellules activées 

 
500µm Après 48 

heures 
Trame   

 conjonctive 
Lâche, se dissociant presque totalement 
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 Musculaires : 

 

Les patients atteints de drépanocytose (SCD) peuvent avoir une capacité d'exercice 

limitée et un dysfonctionnement musculaire caractérisé par une diminution de la force, une 

atrophie, des anomalies microvasculaires, des modifications de la distribution des fibres et des 

anomalies énergétiques des muscles squelettiques. De plus en plus de preuves suggèrent que 

dans le SCD, il y a une altération de la disponibilité/de la signalisation de l'oxyde nitrique 

(NO) et que le nitrate/nitrite peut servir de réservoir de NO et améliorer les performances 

musculaires. Ici, nous avons examiné les effets du nitrite sur la force musculaire, la capacité 

d'exercice et sur les propriétés contractiles des muscles rapides (extensor digitorum longus, 

EDL) et à contraction lente (soleus) chez des souris SCD. Par rapport aux témoins, les 

homozygotes (faucille) avaient une force de préhension réduite, des performances de 

roulement de roue altérées et une diminution de la masse musculaire des muscles à 

contraction rapide, mais pas des muscles à contraction lente. Le traitement au nitrite a entraîné 

une augmentation des taux plasmatiques de nitrite chez les témoins, les hétérozygotes et les 

homozygotes, mais une diminution des taux de nitrite musculaire chez les hétérozygotes et les 

homozygotes. Quel que soit le génotype, le nitrite a entraîné des augmentations de la force de 

préhension, qui ont été associées à des augmentations de la force spécifique dans l'EDL, mais 

pas dans le muscle soléaire. De plus, le nitrite a augmenté la fatigabilité de l'EDL, mais pas 

celle du soléaire, dans tous les génotypes. Inversement, chez les témoins, le nitrite a diminué, 

alors que chez les homozygotes, il a augmenté la sensibilité de l'EDL aux lésions induites par 

la contraction. Fait intéressant, le nitrite n'a entraîné aucun changement dans les distances 

parcourues sur la roue en marche. Ces effets différentiels du nitrite dans les muscles à 

contraction rapide et lente suggèrent que ses effets ergogéniques seraient observés dans des 

exercices de haute intensité/courts comme constaté avec des augmentations de la force de 

préhension mais aucun changement sur les distances de course des roues. En outre, les effets 

différentiels du nitrite chez les homozygotes et les animaux témoins suggèrent que les souris 

falciformes, qui ont altéré la disponibilité/signalisation du NO, gèrent le nitrite différemment  

des animaux témoins. (Wang et al., 2018). 

 

 

 



CHAPITRE I                                                                                     NITRITE 

8 

4.3   Effets cancérogènes : 

Le nitrite de sodium provoque des tumeurs dont le site et la nature varient selon l'espèce 

et le sexe (pré-estomac, foie, glande mammaire) : 

Le nitrite de sodium est un cancérogène faible chez le rat, nécessitant une période 

d'exposition supérieure à deux ans. Il n'y a pas d'indication de cancérogénicité chez le rat 

mâle, exposés à des doses allant jusqu'à 3 g/l dans l'eau de boisson ou 5 % dans la nourriture 

pendant deux ans ; si le traitement est prolongé, on note, chez les rats femelles, une 

augmentation du taux de papillomes squameux du pré- estomac, de néoplasmes 

hépatocellulaires ou de fibroadénomes de la glande mammaire. 

Chez la souris mâle (0,75 à 3 g/l dans l'eau de boisson pendant deux ans), il n'y a pas de 

développement tumoral ; en revanche, la souris femelle le développe des papillomes à cellules 

squameuses ou des carcinomes du pré-estomac. 

De plus, on observe une augmentation du taux d'hyperplasie épithéliale du pré-estomac 

(souris mâles et femelles) et de l'estomac glandulaire (souris mâles uniquement). 

Il agit également comme promoteur de cancérogénèse avec développement de tumeurs 

du pré-estomac chez le rat et la souris et diminue la survenue de certains cancers chez le rat : 

En présence de substances cancérogènes (à des doses non actives), le nitrite de sodium 

se comporte comme promoteur de cancérogenèse avec développement de néoplasmes du pré-

estomac chez le rat et la souris. Dans l'estomac, le nitrite de sodium serait transformé par les 

sucs gastriques en HNO qui se dimériserait en NO, intermédiaire réactif se liant aux amines et 

amides secondaires pour former des composés N-nitroso cancérogènes. (Bonnard. N et al., 

2021) 
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Figure01 : Formation et recyclage des nitrates (NO3
–), nitrites (NO2

–) et de l’oxyde 

nitrique (NO). (Woessner et coll., 2017) 

5. Biotransformation du nitrite : 

Le nitrite est le produit intermédiaire de plusieurs réactions d'oxydation et de 

réduction ,impliquées dans les différents processus de transformation de l’azote (Corriveau et 

al., 2009).  

5.1   La  transformation de l'azote : 

Principalement responsables de la présence de nitrite dans les cours d'eau:  

    La nitrification, la dénitrification, la réduction dissimilatrice du nitrate en ammonium  

(DNRA). 

 La nitrification : 

 

Est un processus qui transforme l'ammonium en nitrate par deux réactions  

d'oxydation successives. Les bactéries autotrophes du genre Nitrosomonas réalisent la 

nitritation en oxydant l'ammonium en nitrite, alors que les bactéries autotrophes du genre 

Nitrobacter réalisent la nitratation en oxydant le nitrite en nitrate. Ces deux réactions 

d'oxydation sont catalysées par leur enzyme spécifique, qui répond différemment aux 

conditions physico-chimiques ambiantes. Conséquemment, l'accumulation de NO2
- se produit 

lorsque le taux d'oxydation de NH4
+ est plus élevé que le taux d'oxydation du NO2

-. 

Plusieurs facteurs environnementaux dont les effets combinés sont complexes 

influencent le taux d'oxydation des deux réactions. Les concentrations en NH4 
+ et NH3 libre, 

http://www.physiology.org/doi/abs/10.1152/ajpheart.00414.2017?url_ver=Z39.88-2003&rfr_id=ori:rid:crossref.org&rfr_dat=cr_pub%3dpubmed
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le pH, la température, l'oxygène dissous (OD), le rayonnement ultraviolet, l'importance des 

populations bactériennes et le substrat disponible. (Corriveau et al., 2009). 

 La dénitrification : 

Consiste en la transformation du nitrate en diazote  (N2) ou en protoxyde d'azote 

(N2O) par une série de réactions de réduction. Les bactéries dénitrifiantes sont hétérotrophes. 

Elles métabolisent le NO3
- en l'utilisant comme accepteur d'électron dans la chaîne 

respiratoire. D'un autre coté, la DNRA est effectuée par des bactéries fermentaires anaérobies 

strictes, anaérobies facultatives et aérobies qui utilisent le NO3
- comme source d'électron. Le 

nitrate est ainsi transformé en ammonium par une série de réactions de réduction. Le ratio 

entre la disponibilité du substrat en  carbone et en azote est déterminant dans la répartition de 

la contribution relative des deux processus. Ainsi, la DNRA est favorisée lorsque 

l'environnement est limité en nitrate, alors que la dénitrification est favorisée lorsque le 

carbone est peu disponible. (Corriveau et al., 2009). 

 

Figure02 : schéma simplifie du cycle d’azote dans l’environnement. [1] 

5.2    Formation du monoxyde d’azote par la NO synthase : 

  

Le monoxyde d’azote est une molécule très réactive qui réagit avec un grand nombre 

de substrat, notamment par nitration. Il possède une demi-vie relativement longue et il est 

capable de traverser les membranes cellulaires. Cependant, il serait rapidement protoné en 
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acide nitreux et son importance in vivo n’est pas clairement comprise, l’un des principaux 

polluants atmosphériques et se compose chimiquement avec un atome d’oxygène (O) et un 

atome d’azote (N). 

 

NO° est un radical libre provenant de la transformation de la L-arginine (R=NH) en 

citrulline (R=O) (sous forme L ou D, le doute subsiste encore par la NO-Synthase. (Mongens, 

2013):  

R=NH + 3e- + 3H+ + 2O2 R=O + 2H2O + NO° 

Identifiées pour la première fois en 1989, les trois isoformes de la NO synthase ont été 

clonés et purifiés entre 1991 et 1994 :( Mongens. 2013) 

La NOS neuronale exprimée de manière constitutive et prédominante dans le cytoplasme des 

cellules du système nerveux central.  

La NOS inductible présente dans le cytoplasme des macrophages (mais aussi, en 

moindre mesure, dans les hépatocytes, les neutrophiles, les cellules pancréatiques et les 

cellules endothéliales).  

 

La NOS endothéliale, exprimée de façon constitutive et associée aux membranes 

plasmiques et à l’appareil de Golgi des cellules endothéliales. 

Le monoxyde d’azote produit deux dérivés en réagissant avec l’oxygène et l’anion 

superoxyde : 

2NO° + O2 2NO2° 

NO° + O2°- NO3- 

5.3 Réaction entre le monoxyde d’azote et l’anion superoxyde :formation de 

peroxynitrite 

L’anion peroxynitrite NO3
- est un puissant agent oxydant qui provoque l’oxydation de 

l’hémoglobine et de la méthémoglobine, l’oxydation lipidique (notamment des LDL), la 

fragmentation de l’ADN et qui a également des effets délétères sur les protéines .qui sont  des 

agents nitrosomes conduisant a la formation de nitrite (NO2
-) et la nitrosothiol dans les 

milieux biologique. (Mongens. 2013).  
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On présence l’anion superoxyde (O2*
-) le couplage avec le (NO) produit l’anion 

peroxynitrite, selon la réaction suivant :  

 

On peut noter que le peroxynitrite peut aussi être formé par l’oxydation de NO2
- par la 

myéloperoxydase ou le peroxyde d’hydrogène H2O2 (Mongens 2013)  

5.4   Le devenir des nitrates et de nitrites dans l’organisme : 

Le nitrite (NO2
–) se forme dans l'organisme via l'oxydation de l'oxyde nitrique (NO) ou 

par la réduction du nitrate (NO3
–). La réaction non enzymatique du NO avec l'oxygène dans 

les tissus est relativement lente, alors que son oxydation par le multicuivre oxydase 

céruloplasmine dans le plasma est rapide. Les bactéries commensales dans la cavité buccale et 

le tractus gastro-intestinal contribuent à la formation de nitrite via une réduction à un électron 

du nitrate. (Lundberg et al.,2008) 

La réduction du nitrite en NO se produit dans le sang et les tissus et passe par plusieurs 

voies enzymatiques et non enzymatiques, dont certaines sont énumérées ci-dessous. La 

réduction acide des nitrites entraîne la génération de NO mais aussi d'autres oxydes d'azote, 

aux propriétés nitrosantes (N2O3) et nitrantes (dioxyde d'azote, •NO2). En présence d'acide 

ascorbique ou de polyphénols, la réduction acide des nitrites est grandement améliorée avec 

moins de génération de N2O3 et de •NO2. L'oxydation du nitrite se produit dans le globule 

rouge et entraîne la formation de nitrate et de méthémoglobine (Met-Hb). (Lundberg et 

al.,2008). 

 Céruloplasmine : 

NO + Cu2
+→ NO+ + Cu+ 

NO+ + H2O → HNO2 + H+ 

HNO2 ↔ H+ + NO2
- 

 Acide ascorbique : 

NO2
– + H+ → HNO2 
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2 HNO2 + Asc → 2 •NO + déhydroAsc + 2 H2O 

 Polyphénols (Ph-OH) : 

NO2
– + H+ → HNO2 

Ph-OH + HNO2 → Ph‑•O + •NO + H2O 

 La formation des nitrosamines : 

Les nitrosamines sont formées par réaction d'amines secondaires ou tertiaires avec un   

agent nitrosant. Dans les aliments, l'agent de nitrosation est généralement l'anhydride nitreux, 

formé à partir de nitrite en solution aqueuse acide. Les constituants alimentaires et la 

composition physique des aliments peuvent affecter la formation de nitrosamines. ( Scanlan 

1983). 

 

5.5   La réaction du nitrite avec la désoxyhémoglobine pour former du NO et de 

l'hémoglobine fernitrosylée : 

Le nitrite est d'abord réduit pour former du NO et de la méthémoglobine, avec une 

constante de vitesse de 2,9 M–1s–1 (mesurée à 25 °C, pH 7,0). Cette réaction est de pseudo-

premier ordre, régie par les grandes quantités (20 mM) d'hémoglobine intra érythrocytaire et 

limitée par le taux d'absorption des nitrites par la membrane érythrocytaire. Le NO se lie 

ensuite à la désoxyhémoglobine pour former de l'hémoglobine fer-nitrosylée, s'échappe de 

l'érythrocyte  ou réagit avec d'autres oxydes supérieurs (tels que NO2 , pour former N2O3 et S-

nitroso-hémoglobine). Ces réactions sont représentées par les équations suivantes : 

NO2
– 
(nitrite) + HbFe2

+
 (deoxyhemoglobin) + H

+
  HbFe3

+
 (methemoglobin) + NO + OH

–
 

NO + HbFe2
+
 (deoxyhemoglobin)  HbFe2

+
NO (iron-nitrosylated hemoglobin)  

Les perfusions de nitrite ont été associées à la formation rapide d'hémoglobine 

nitrosylée au fer dans les érythrocytes et, dans une moindre mesure, S-nitroso-hémoglobine. 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Scanlan+RA&cauthor_id=6831466
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La formation d'hémoglobine modifiée par NO était inversement proportionnelle à la 

saturation en oxyhémoglobine. . (Cosby et al., 2003)  

5.6   Réduction de nitrite a l’oxyde nitrique dans la mitochondrie : 

 Chez les animaux, le NO est synthétisé à partir de la L-arginine par la synthase d’oxyde 

nitrique (NOS) dont isoforme mitochondrial. Le nitrite est réduit en NO par la chaine de 

transfert d’électron au niveau du site Q externe du complexe 3. 

La conversion du nitrite en NO par COX ou par oxydation chimique au sein du milieu 

membranaire et l’inactivation de ce mécanisme à faible l’O2 à été suggéré pour augmenter le 

niveau de NO et médire la vasodilatation hypoxique. 

Le NO produit au complexe 3 diffuse rapidement vers la COX et se lie au site actif, 

pour provoquant l’inhibition de consommation d’O2. Nous montrons que les mitochondries 

exercent un control fin de bilan d’oxygène par le cycle NO-nitrite.) MM de Mecca et al., 

2002) 
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I.Le système nerveux 

Le système nerveux (SN) est le système le plus complexe du corps .il gère l'ensemble 

des fonctions de l'organisme .il se compose de centres nerveux qui sont chargés de recevoir et 

de traiter les informations avant de les transmettre via les voies nerveuses qui les transportent 

ver les autre organes .le SN représente l'ensemble des organes et tissus nerveux qui 

commandent les fonctions de sensibilité .de mobilité et ainsi que les facultés intellectuelles et 

affectives. Le système nerveux peut décomposer  en trois  parties : 

Le système nerveux central (névraxes): il assure l'intégration de l'information. Il se situe 

dans les cavités osseuses et est représenté par la moelle épinière dans le canal vertébral et par 

le cerveau dans la boîte crânienne. 

Le système nerveux périphérique: sa fonction et la transmission de l'information dans 

les deux directions (SN-organe, organe -SN). Il est formé par les nerfs rachidiens de la moelle 

épinière et les nerfs crâniens. 

Le système nerveux végétatif: est l'ensemble des centres et des nerfs contrôlant les 

viscères (fonction vitales internes), les vaisseaux sanguins et les glandes, la digestion, 

respiration, circulation sanguine, sécrétion des hormones... etc. Il s'agit d'un système 

inconscient (Takfarinas et al., 2016). 

II.Organisation et fonction cérébrales : 

L’encéphale est constitué de quatre grandes régions : (Camirand.2019)  

1)  Le télencéphale ou néocortex : 

L’encéphale  désigne, en neurosciences, les structures nerveuses centrales contenues à 

l’intérieur de la boîte crânienne incluant en fait tous les constituants du cerveau crânien.les 

deux hémisphères cérébraux rattachés de part et d’autre au diencéphale. (Camirand.2019) 

 Chaque partie de l’encéphale contient des cavités de forme et de taille différentes. La 

cavité primaire du tube neural et des vésicules cérébrales devient beaucoup plus petite durant 

le développement du fait de l’épaississement des parois. (Kahile et Frotscher. 2015) 
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 Comparaison la surface cortex entre les mammifères : 

La surface du cortex humain est environ 1 000 fois supérieure à celle de la souris et dix 

fois plus importante que celle du cortex du macaque. En revanche, l’épaisseur du cortex de 

l’homme n’est que deux fois supérieure à celui du singe, et même moins. Ces différences 

considérables de surface sont en rapport avec la taille des zones prolifératives ventriculaires, 

qui sont elles-mêmes en rapport avec la durée de la période de division symétrique au cours 

des stades précoces de la gestation. (Bear. MF  et al. ,2016). 

 

 

Figure03 : Les cerveaux de différentes espèces de mammifères, à la même échelle à 

gauche, et agrandis sans être à l’échelle à droite. [2] 
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 Hémisphères cérébraux : 

Le cerveau est divisé en deux hémisphères cérébraux séparés par une profonde scissure 

sagittale ou scissure médiane. Normalement, l’hémisphère cérébral droit reçoit les sensations 

et contrôle les mouvements du côté gauche du corps ; et l’hémisphère cérébral gauche est 

associé aux sensations et au contrôle des mouvements de la partie droite du corps. (Bear .MF 

et al., 2016). 

 

Figure04 : La face inférieure du cerveau du lapin (Barone et al. ,1973 ) 
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2)  Le diencéphale : 

Partie de l’encéphale surmontant le tronc cérébral qui unit le mésencéphale et les 

hémisphères cérébraux. Il est creusé d’une cavité, le 3eme ventricule, qui le partage en deux 

parties symétriques et qui divise le thalamus en deux. Il est constitué du thalamus, de 

l’épithalamus, des régions subthalamus, métathalamus et de l’hypothalamus. 

(Camirand.2019) 

3)   Le cervelet : 

Le cervelet est une structure nerveuse appartenant a` l'encéphale et représentant prés de 

dix % du poids du cerveau .Il occupe la majeure partie de la fosse cérébrale postérieure en se 

plaçant en arrière du tronc cérébral auquel il est rattaché de manière symétrique par les 

pédoncules cérébelleux. Le cervelet est donc une structure située en dérivation du tronc 

cérébrale. 

 La face supérieure du cervelet est séparée des hémisphères cérébraux par une structure 

dure-mèrienne.la tente du cervelet.) Vuillier. F et al.,2010) 

 

    4-Le tronc cérébral : 

Le tronc cérébral ou tronc encéphalique : partie inféro-antérieure de l’encéphale qui 

prolonge la moelle épinière vers le cerveau. Il présente des centres vitaux importants, haut 

lieu de sécrétion des neurotransmetteurs et lieu de passage des voies viscéromotrices et 

sensitives. Il est constitué de trois parties : 

a)- Le bulbe ou moelle allongée: unit la moelle spinale au pont. 

b) - Le pont ou protubérance: portion comprise entre le bulbe et l’encéphale et située 

devant le cervelet dont il relie les deux hémisphères à la manière d’un pont.  

c) - Le mésencéphale : Courte portion supérieure du tronc cérébral entre le pont et le 

cerveau, située au niveau de l’incisure de la tente du cervelet, chevauchant les fosses 

cérébelleuse et cérébrale. Le mésencéphale contribue au contrôle moteur, à la vision et à 

l'ouïe, ainsi qu'aux réflexes liés à la vue et à l'audition. (Camirand.2019)  
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III.Différents types de cellules  nerveuses : 

La  structure des différents types de cellules du système nerveux : les neurones et les 

cellules gliales. Les neurones et les cellules gliales représentent de vastes catégories 

cellulaires. Dans chacune d’entre elles, de nombreuses sous-catégories peuvent être 

distinguées, avec des différences de structure, de chimie, ou simplement de fonction. 

(Takfarinas et al., 2016) 

1) Les neurones : forment les cellules microscopiques du système nerveux. Ils 

constituent l'élément de base pour les communications nerveuses et l'ensemble des fonctions 

cellulaire effectuées (Takfarinas et al., 2016). 

Les différentes parties des neurones : 

 Le soma  

Il abrite le noyau. Sa forme est variable suivant le type de neurone. Elle peut être 

pyramidal, ovoïde ou sphérique. La fonction principale du soma est le traitement des signaux 

qu'il reçoit des dendrites via les synapses et leur émissions le long des axones vers d'autre 

cellules cibles (Takfarinas et al., 2016). 

 L'axone  

Généralement unique, il est un prolongement du noyau. L'axone conduit l'information 

du corps cellulaire vers d'autres neurones avec lesquels il réalise des connexions appelé 

synapses. Ils peuvent aussi stimuler directement d'autres types de cellules comme cellules des 

muscles ou des glandes. Il peut être de simple ou myélinisé (Takfarinas et al., 2016). 

 Les dendrites  

Ce sont de multiples prolongement qui prennent naissance au niveau des somas puis se 

ramifient  et recueillent l'information et l'acheminent vers le corps de la cellule  et se différencient de 

l'axone par des contours irréguliers  et constituent la surface principale pour la réception de 

l'information (Takfarinas et al., 2016). 
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Figure05 : Structure du neurone (Bear .MF et al., 2016). 
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2) Les cellules gliales : Les cellules spécialisées de soutien (cellules gliales) sont de 

quatre types : astrocytes, oligodendrocytes, cellules microgliales et cellules épendymaires.  

a) Les astrocytes : représentent environ 50 % de la population des cellules gliales et 

sont dix fois plus nombreux que les neurones. Ils forment un réseau de soutien pour 

les neurones et autres cellules du système nerveux central.  

b) Les oligodendrocytes : sont responsables de la formation des gaines de myéline 

autour des axones.  

c) Les cellules microgliales (ou microglie) proviennent des monocytes sanguins ayant 

pénétré dans le parenchyme du système nerveux central et peuvent, lors de lésions du 

tissu nerveux, s’activer et se transformer en macrophages. 

d) Les épendymocytes (ou cellules épendymaires) forment un épithélium cubique ou 

prismatique simple cilié assurant le revêtement des cavités ventriculaires du système 

nerveux central (ventricules latéraux, troisième ventricule, aqueduc de Sylvius, 

quatrième ventricule, canal de l’épendyme) et jouent ainsi un rôle dans les échanges 

entre le liquide céphalorachidien et le système nerveux central. (Haberer et al., 2010) 

.
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I. Matériel : 

1. Matériel biologique : 

Lapins  

Dans notre étude, nous avons utilisé cinq lapins de la race néo-zélandais qui ont été 

fournis par des éleveurs de lapins de la commune de Hammamet, Tébessa, le poids des lapins 

initial était variait entre  1,28 kg et 3.12 kg. 

 

Figure 06 : Lapin de race néo-zélandais 

 
      

2. Matériel de laboratoire : 

 

Cette étude a été réalisée à l'aide de quelques appareils spécialisés dans notre laboratoire 

universitaire, en plus d'un ensemble d’instruments. (Annexe 01). 

 

3. Produits d’administrés  

Nitrite de sodium NaNO2 se présente sous la forme d'une poudre,  ou légèrement, 

inodores. 



MATERIEL ET METHODE  

25 

 

Figure 07: Nitrite de sodium 

II. Méthode d’élevage : 

1. Description d’élevage : 

L’élevage des lapins a été réalisé dans l’animalerie du département de Biologie 

appliquée de la faculté des sciences exactes et sciences de la nature et de la vie de TEBESSA. 

Les lapins ont été placés pendant la période d'adaptation et de traitement dans des cages 

métalliques spécialisées qui permettent un approvisionnement facile en nourriture et en eau 

nécessaires à la vie de l'animal. 

Des mesures de poids corporel ont été faites pour les animaux pendant l'adaptation et 

le traitement jusqu'au sacrifice. 

2. Mode de traitement : 

 Après une période d'adaptation de trois semaines, le traitement a été réalisé en gavant le 

lapin avec des gélules contenant du nitrite de sodium après avoir mesuré le poids corporel du 

lapin chaque semaine. Les lapins ont été traités avec une dose de nitrite de 100 mg/kg de 

poids corporel pendant six semaines. 

Les lapins ont été divisés en deux groupes :  

Groupe1 : Les témoins : les sains qui n’a reçu aucun traitement. 
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Groupe2 : Les traités : Les lapins qui gavée de NaNO2 (100 mg/kg de poids corporel) 

pendant six semaines. 

III. Dissection : 

1) Préparation des échantillons : 

Après six semaines de traitement, les lapins ont été sacrifiés par exsanguination. Le 

sang a été récupéré dans des tubes EDTA puis le plasma a été récupéré par centrifugation et 

congeler jusqu’au jour de l’utilisation. En parallèle, la tête du lapin a été récupérée et la boite 

crânienne a été ouverte afin de récupérer le cerveau dans un délai très réduit pour éviter les 

altérations post mortem. Le cerveau du lapin a été divisé en deux  parties : une a été mise dans 

le congélateur pour faire les dosages biochimiques à partir de broyage des tissus et l’autre a 

été mise dans le  formol pour la réalisation de coupes histologiques. 

  
  

  
 

Figure 08 : Cerveau du lapin pendant du sacrifice  

 
 

A 
B 

D C 



MATERIEL ET METHODE  

27 

2) Broyages des tissus : 

Un gramme (1g) de tissu cérébral a été mis dans 4ml de solution  tampon phosphate, 

puis est mis dans un récipient remplit de  glace durant toute la procédure. Le broyage est 

réalisé à l’aide d’un sonificateur  pendant 150secondes divisée en 5 parties chaque partie 30 

secondes. Après l’obtention d’un mélange homogène, une centrifugation a été faite afin 

d’obtenir la fraction cytosolique (le surnageant) qui a été conserver  par congelation jusqu’au 

jour de l’utilisation.  

     

Figure09 : Le sonificateur 

IV.Analyses  biochimique : 

1) Dosage des protéines par la méthode de Bradford : 

 Principe : 

Le dosage de protéines Bradford est le dosage colorimétrique privilégié pour quantifier 

la concentration totale en protéines. Basée sur la formation complexe entre les résidus d'acides 

aminés basiques et aromatiques avec le colorant Coomassie® bleu brillant G-250, la méthode 

de Bradford est plus facile, plus rapide. 

 Protocol: 

Une gamme étalon est préparée a partir d’une solution de BSA 0.1% un volume de 3ml 

de réactif de Bradford est ajoutée dans chaque tube .la lecture des DO se fait a 595nm.  

La concentration protéique est déterminée par extrapolation de la DO sur le courbe 

étalon DO=f (BSA) qui est préalablement établie. 

 

A B 
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2) Albumine oxydée : 

L'albumine oxydée est une protéine qui a perdu sa propriété antioxydante en raison de 

son association de son groupement SH  avec les radicaux libres. 

 Protocol: 

Uniquement au sang : 50 µl CoCl2 200 µl plasma, 10 min au Température ambiante 

après on ajoute 50 µl DTT après 2min 1ml Na Cl au DO = 470. 

Cobalt liée au  groupement SH d’albumine .ça veut dire le DTT non liée, pas de 

coloration.  Et dans le cas non liée au groupement  SH d’albumine, le DTT liée au CoCl2, Il y 

a une coloration. 

3) Dosage MDA:  

Les échantillons contenant des MDA ou des standards MDA réagissent avec le TBA. 

Cette méthode permet de déterminer la teneur relative en peroxydes lipidiques des 

échantillons, incluant plasma, sérum, culture cellulaire, surnageants et échantillons d’urine. 

 

Figure10 : Formation du complexe colorée Malondialdéhyde/thiobarbiturique 

(Coloré en rose) (Jeuge et al., 2012) 

 Protocol: 

0.5ml de plasma plus 1ml TCA (10 min pour précipitations des protéines) le mélange est 

centrifugé à 3000G pdt 10 min. 

 MDA libre : 

Pour le MDA libre prenons-le surnageant en ajoutant 1ml TBA incubée à 100 C 

pendant  45 min. Après refroidissement, l’absorbance est lui a 535 nm dans cuve en verre et le 

résultat exprimée µM/l :    
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Ɛ=1.56*105 M-1 cm-1 

Nous avons obtenu cette formule pour les mesures de la concentration du MDA = 

DO/Ɛ*L 

C : Concentration = µM/L 

DO : L’absorbance=(535)                

            Ɛ : Coefficient d’absorption molaire = 1.56*105 M-1 cm-1                          

          L : Largeur de cuve = 1 cm 

 MDA liée ou protéines: 

Dans ce cas on utilise  le culot on ajoute 0.6 ml de NaOH après lavé à l'eau distillée en 

suit dissoudre l’échantillon puis en ajoutant 1ml de TBA incubée à 100 C pdt 45 min. Après 

refroidissement, l’absorbance est lui a 535 nm dans cuve en verre et le résultat exprimée 

µM/l : Ɛ=1.56*105 M-1 cm-1 

Nous avons obtenu cette formule pour les mesures de la concentration du MDA.          

 C = DO/Ɛ*L 

C : Concentration = µM/L 

DO : L’absorbance = (535) 

Ɛ : coefficient d’absorption molaire = 1.56*105 M-1 cm-1 

          L : largeur de cuve = 1 cm 

4) Dosage de protéines carbonylées : 

Protéines carbonylées est l'un des marqueurs les plus couramment trouvés sur les 

dommages oxydatifs dans les protéines. Il est un marqueur stable extrêmement fiable de 

l'oxydation des protéines et peut souvent être mesurée de façon fiable dans les échantillons 

congelés. Le principe de cette méthode est basé sur la réaction entre la 2,4 

dinitrophénylhydrazine (DNPH) et les composés carbonyles pour former de la 2,4 

dinitrophényle (DNP) hydrazone, complexe de couleur jaune qui présente un pic d'absorbance 

maximum à environ 370nm.  
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.  

Figure11 : Réaction mise en jeu pour le dosage des carbonyles totaux par la méthode au 

DNPH (Jeuge et al., 2012) 

 Protocol: 

 (200ul) de sérum d’échantillons avec 1ml DNPH  dans 2M HCL, incubé à température 

ambiante pendant 1H .Présentation des protéines avec 1ml de TCA froid 10% après on 

centrifuge à3000 pendant 10 min, laver deux  fois avec 1ml éthanol / éthyle acétate (v/v), 

dissoudre le culot des 1,5 ml de guanidine. n moles des protéines hydrazone / mg des 

protéines Ɛ hydrazone à 370 nm. Pour les mesures de concentration de protéine carbonylée  

nous avons utilisé la formule suivante : C= DO/ Ɛ*L. 

C : Concentration = n M/ mg 

DO : L’absorbance = (370)               

 Ɛ : Coefficient d’absorption molaire = 22000 M-1 cm-1 

 L : largeur de cuve =  1cm 

V. Technique histologie : 

L'histologie a pour but d’explorer la structure. En effet, la connaissance des tissus 

normaux, sur le plan structural et ultra structural, permet d’assurer le lien entre structure et 

fonction. Toute activité histologique a en commun l'action d’observer et d'interpréter ce qui 

est vu. Dans toute démarche d'ordre histologique, trois étapes se succèdent : le choix du 

matériel à étudier, La technique permettant de visualiser les structures que l'on veut étudier et 

la production d'images de ces structures, par des moyens optiques et l'interprétation de ces 

images. Les étapes de technique histologie : 

1) Fixation :  

Le travail est fait sur la partie qui reste dans le formol septe  jour (étape de fixation) le 

but de cette étape est de conserver les structures .Le prélèvement des tissus provoque leur 
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mort .les cellules déversent leurs enzymes .ce qui provoque une autodigestion du tissu al ‘air 

ambiant .les prélèvement peuvent être contaminés par des bactéries, cette partie se divise en 

trois parties principales (front cérébrale, tronc cérébrale, cervelet). 

 

Figure 12: cerveau dans le Formol 

 

Figure 13: Ensembles des fragments du cerveau dans le formol : (C1, C2, C3, 

C4, C5 : front cérébrale 

C6, C7, C8 : tronc cérébrale, C9, C10, C11 : cervelet) 

 

2) Déshydratation :  

Dans cette étape a été préparé les flacons qui contiennent l’Alcool (éthanol) à des 

degrés croissants .on à commencer par la concentration d'alcool 70% (deux bains) on 

laisser l'échantillon pendant une demi-heure dans chaque bain. Puis une autre demi-heure 

à la concentration 96% (deus bains) et finalement en terminant avec l'alcool de 

100%(trois bains) sans oublier la demi-heure entre chaque bain et autre. 

3) Eclaircissement : 

On a utilisé le Xylène comme solvant organique dans  cette étape on met des 

échantillons dans trois bains d'xylène. Les deux premiers bains on le laissé pendant un quart 

d'heure et le dernier une demie heure. 
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4) Inclusion à la paraffine : 

Dans l’étuve : deux bain, chaque bain deux heures. A l'aide de paraffine fondue  par chauffage 

; il est formé les blocs dans barre de Leuckart. Après refroidissement .on obtient un bloc de 

paraffine dur. 

 

Figure14 : les bains des paraffines    

                

5) Les coupes: 

Utilisé l’appareille « Microtome » qui Copé quelque des sections (coupes histologiques) de 3 

à 5 microns d'épaisseur. 

 

Figure 15: Microtome 
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6) Collage et montage : 

On chauffe sur une plaque chauffante la paraffine qui colle à la lame, et prépare un 

réactif (l'eau gélatinée) pour fixer lame et la malle (est confirmé qu'il n'y a pas de bulles d'air 

avant l'installation) 

7) Déparaffinage et réhydratation : 

La paraffine doit être éliminé (passer les lames dans des bains de xylène) .On effectue 

ensuite une Réhydratation (on passe les lames dans des bains d'alcool de degré décroissant). 

8) Coloration : 

La coloration la plus utilisée est HE : hématéine /éosine ; L’hématéine est une substance 

basique .qui coloré les acides nucléiques en violet et l'éosine est une substance acide qui 

colore les protéines cytoplasmique en rose. 

 

Figure16 : Les étapes de coloration 

VI.Analyse statistique : 

Nous avons utilisé logiciel Excel 2007 pour saisir les données DO, nous avons appliqué 

une analyse de test T  avec une valeur α = 0.05 pour comparer la réponse des différents 

groupe (traité et témoins) à nos traitements en utilisant GraphPad Prism 8.0.2(263). 
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1 .Résultats de la mesure du poids: 

1.1  Poids corporel : 

Trois lapins ont été traités avec du nitrite de sodium, et deux lapins ont été gardés 

comme témoins. 

Le poids corporel des lapins a été mesuré tous les dimanches pendant six semaines.  

Les lapins traités par nitrite de sodium et les témoins son profil de croissance était stable 

jusqu'au jour du sacrifice. 

 
 

Figure 17: Les variations des poids corporel des lapins pendant la période du 

traitement 

1.2  Poids des cerveaux : 

Nos résultats lors de la mesure des organes immédiatement après le sacrifice, montré 

qu’il n’y a aucune différence significative (p=0.2950). Tandis qu’ont montré une légère baisse 

du niveau de poids des lapins traités par rapport aux témoins. (traité : 8,247± 1,421), 

(témoins : 9,630±  0.5091) 

Lapins Traité01 Traité02 Traité03 Témoin01 Témoin02 

Poids 8.81g 6.63g 9.30g 9.99g 9.27g 

 

Figure 18: Résultats des mesures du poids du cerveau chez le lapin 
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Figure 19: Les variations des poids des cerveaux des lapins traité par rapport des lapins 

témoins 

2 Résultats des analyses biochimie : 

Pour les analyses biochimie on a fait deux cas : dans le sang (Albumine oxydée, MDA 

libre et liée à la protéine, protéine carbonylé) et dans les tissu de cerveau (protéine totale, 

MDA libre et protéine carbonylé). 

2.1 Résultats des analyses biochimie dans le sang : 

2.1.1 .Albumine oxydée : 

Les lapins traités avec le nitrite de sodium ont présenté des taux élevés d’albumine 

oxydée par rapport aux témoins dans le sang, donc, les résultats du dosage albumine oxydée 

montre il y a différent significative (p=0.0491), (traité : 0,2627 ±0,1407), (témoins : 0,1737 

±0,05572). Alor nous concluons trouve d'altérations sur la fonction protéines au niveau des 

plasmas. Où l'on peut dire le groupement SH est un occupée par une radical libre. 



Résultats 

 

 

37 

traités témoins

0.0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

les lapins

A
lb

u
m

in
e
 o

x
y
d

é
e
(D

O
)

 

Figure 20: Comparaison la variation Albumine oxydée  dans  le sang 

entre les lapins témoins et traités. 

 

2.1.2 MDA libre : 

Les lapins traités avec le nitrite de sodium ont présenté des taux élevés de MDA par 

rapport aux témoins dans le sang, donc, les résultats du dosage MDA montre il y a différent 

significative (p=0.0459). (traité :0,1133±0,05919) , (témoins :0,05628±0,02185) . Alor nous 

concluons trouve d'altérations sur la fonction des lipides. 
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Figure21 : Comparaison la variation du MDA libre dans  le sang entre 

les lapins témoins et traités. 
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2.1.3 MDA liée à la protéine :    

Les lapins traités avec le nitrite de sodium ont présenté des taux élevés de MDA liée à la 

protéine  par rapport aux témoins dans le sang, donc, les résultats du dosage MDA montre il y 

a différent significative (p=0.0370). (Traité =0,5171±0,3816)(Témoins : 0,1729 ±0,1942) 
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Figure22 : Comparaison la variation du MDA liée à la protéine dans  

le sang entre les lapins témoins et traités. 

2.1.4 Protéines carbonylées :  

Les lapins traités avec le nitrite de sodium ont présenté des taux élevés de  Protéines 

carbonylées  par rapport aux témoins dans le sang, donc, les résultats du dosage Protéines 

carbonylées  montre il y a différent significative (p=0.0330),(traité : 0,0001610±0.8713*10-

5)(témoins : 0,0001480±0.1225*10-4). Alor nous concluons trouve des composés carbonylés. 
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Figure 23: Comparaison la variation protéines carbonylées dans  le sang entre les 

lapins témoins et traités 

 

2.2 Résultats des analyses biochimie dans le tissu cérébral: 

2.2.1  Dosage des protéines totales par la méthode de Bradford : 

Les résultats de l'analyse des protéines totale dans le cerveau de chacun des lapins traité 

et témoin  ont montré qu'ils sont similaires d'une certaine manière, il  montre qu’il n’y a 

aucune différence significative (p=0.8017), (traité =2,464±0,05170; témoins 2,481±0,1337) 

ce qui indique que les protéines du tissu cérébral n'ont pas été affectées par la dose de nitrite 

prise .Alors ; pas d'altération au niveau de protéines partirai de concentration. 
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Figure 24: Comparaison la variation des protéines totales dans  le tissu cérébrale 

entre les lapins témoins et traités 



Résultats 

 

 

40 

2.2.2 MDA libre : 

Les lapins traités avec le nitrite de sodium ont présenté des taux élevés de MDA par 

rapport aux témoins dans le tissu cérébrale, donc, les résultats du dosage MDA montre il y a 

différent significative (p=0.0302), (traité :0,1686 ±0,07130) ; témoins :0,07019±0,007772) il 

y a une altérations des lipides. 
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Figure 25: Comparaison la variation du MDA libre dans  le tissu cérébrale entre les 

lapins témoins et traités. 

 

2.2.3 Protéines carbonylées : 

Les lapins traités avec le nitrite de sodium ont présenté des taux élevés de  Protéine 

carbonylé  par rapport aux témoins dans le tissu cérébrale, donc, les résultats du dosage 

Protéine carbonylé  montre il y a différent significative (p=0.0301) (traité : 1,278*10-3± 

0.2423*10-4)(témoins : 0.7967*10-4±0. 2138*10-4) , Alor nous concluons trouve une fonction 

carbonylée. 
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Figure26: Comparaison la variation protéines carbonylées dans  le tissu cérébral 

entre les lapins témoins et traités 
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3. Résultats des coupes histologiques : 

3.1.1   Cortex cérébral chez témoins : 

Les résultats de l'observation microscopique du cortex cérébral de lapins sains ont 

montré une forme normale sans déchirure ni lésion tissulaire. 

 

 

Figure 27: Structure histologique du cortex cérébral chez lapin témoins ; Coloration 

HE ; (A) faible grossissement, (B) fort grossissement. , 

Flèche noire : les neurones, Flèche orangé : cellules gliales. 

3.1.2   Cortex cérébral des traités : 

Concernant la forme du cortex cérébral des lapins traités au nitrite de sodium, on 

remarque des dommages et des ruptures au niveau du tissu cérébral, et une inflammation de 

vaisseau sanguin. 

A 

B 
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Figure 28: Structure histologique du cortex cérébral chez lapin traité ; Coloration HE ; 

(A), (B) et (E) faible grossissement, (C), (D)et (F) fort grossissement.  

Flèches noire : les neurones, Flèches orangé : cellules gliales. Flèches rouge : Inflammation 

de vaisseau sanguin. 
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3.2.1  Hippocampe chez les  lapins témoins : 

L'observation microscopique de l’hippocampe des lapins témoins a montré des tissus 

normaux, où il y a un vaisseau sanguin, des neurones et cellules gliales. 

 

 

 

 

Figure 29: Structure histologique de l’hippocampe chez lapin témoins ; Coloration HE ; 

(A), (B), (D) et (F) faible grossissement, (C), (E) et (G) fort grossissement. 

Flèches bleu : vaisseau sanguin, Flèches noire : les neurones, Flèches orangé : cellules 

gliales. 
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3.2.2   Hippocampe chez les lapins traité : 

 L'observation microscopique de l'hippocampe du lapin traité a montré qu'il y a un foyer de 

dégénérescence et nécrose des neurones et montre quelques cellules gliales également avec 

des noyaux vésiculaires. 
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Figure30 : Structure histologique de l’hippocampe chez lapin témoins ; Coloration HE ; 

(A), (B), (E) et (G) faible grossissement, (C), (D), (F) et (H) fort grossissement. 

Flèches bleu : vaisseau sanguin, Flèches noire : les neurones, Flèches orangé : 

cellules gliales, Flèches rouge : noyaux vésiculaires 
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Notre étude a été réalisée dans le but d’explorer les effets des taux élevés de nitrite de 

sodium sur les tissus cérébraux des lapins après un gavage  de 100mg/kg de NaNO2 durant six 

semaines.  Cette évaluation a été réalisée au niveau sérique et tissulaire aussi bien sur le plan 

biochimique que sur le plan histologique; ceci étant fait en parallèle avec des lapins témoins 

n'ayant pas reçu de NaNO2.  

Le nitrite est une molécule toxique retrouvée au niveau de l’environnement et qui 

affecte la santé humaine et animale. Des travaux antécédents ont montré que l’administration 

de nitrite de sodium est susceptible d'induire des toxicités cellulaires et génétiques de manière 

dose-dépendante et qu’elle pouvait provoquer des perturbations d’ordre biochimique, agir sur 

l'équilibre oxydatif et antioxydant et pouvait également induire une méthémoglobinémie. De 

plus, le NaNO2 provoquerait également des altérations histopathologies (El-Nabarawy et al., 

2020). 

Nos résultats ont montré que les nitrites n’affectaient pas la croissance des lapins, car 

aucun changement pondéral de manière négatif n’a été relevé chez les lapins traités avec le 

NaNO2 par rapport aux témoins. Les études antérieures sur le changement de poids après 

administration de NaNO2 ont montré des résultats variables selon  le modèle animal, la voie 

d’administration, la concentration des nitrites ainsi que la durée de traitement. Ainsi, les 

travaux de (Jouini et Rahmani, 2020) qui réalisée sur lapins de race néo-zélandais montré 

que l’analyse des résultats obtenus au que le lot traité par le nitrite de sodium seul et le lot 

traité par le nitrite de sodium et par le Tanakan n’ont pas subi un changement dans l’ensemble 

ni dans le poids total des animaux ni dans le poids du foie au cours de la période 

d’expérimentation. (Miller et ses coll. 2021) sont en accord avec nos résultats où aucun 

changement de poids corporel n’a été perçu chez des rats Sprague Dawley et des chiens 

Beagle après l'injection de NaNO2 à raison de : ≤ 30 mg/kg pour les rats et 1-10 mg/kg pour 

les chiens (Miller et al. 2021). Par contre, une étude réalisée sur les souris traitée avec 0,055 

mg/.ml, 0,110 mg/ml et 0,220 mg/ml pendant 02 semaines a montré la présence d’une 

diminution du  poids corporel des souris (Zhang et al., 2017). 

De même, le poids du cerveau des lapins traités au nitrite de sodium n’était 

significativement différent de celui des témoins même s’il avait tendance à être inférieur à 

celui du cerveau des lapins témoins. Cette légère diminution est liée à une dégénéréscence 

neuronale observées histologiquement au niveau de l’hippocampe et au niveau du cortex 

cérébral. Cette dernière est accompagnée d’une inflammation vasculaire. 
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Dans ce travail, les résultats présentés ci-dessus ont montré que le nitrite était causé des 

altérations au niveau des lipides et des protéines .c'est ce que l'observation microscopique de 

la coupe histologiques également mis en évidence.  

Au niveau des lipides, les résultats ont montré des taux élevés de MDA dans le sang 

aussi que lipides tissulaires, sur la base de ces données, nous avons conclu qu'il y a une 

peroxydation lipidiques des échantillons. en 2014, Özen et al ont observé que les effets de la 

consommation à long terme de nitrite de sodium NaNO2 (0, 10 et 20 mg/kg/jour) chez des 

souris albinos suisses provoqueraient une peroxydation lipidique dans le foie et les reins. et 

selon (Bargnoux et al ., 2009) montré que une élévation des marqueurs de la peroxydation 

lipidique, en particulier des aldéhydes comme les substances réagissant avec l’acide Thio 

barbiturique (TBARS pour thiobarbituric acide réactive substances). (Gonchar et al.,2006) 

aussi observé que l'administration aiguë de NaNO2 (60 mg/kg)  chez des rats Wistar a entraîné 

une augmentation de 34 % de la MetHb circulante dans le sang et une augmentation 

significative de la peroxydation lipidique dans le foie (56 %), le cœur (42 %) et l'encéphale 

(86 %). Les cibles de l'oxydation des lipides sont les acides gras polyinsaturés (AGPI). Du fait 

que l'oxygène peut exister sous deux états, un état fondamental (3O2) et un état excité (1O2), 

le processus d'oxydation des lipides peut se dérouler selon deux réactions différentes. L'une 

impliquant (3O2), est une réaction en chaîne en trois étapes de radicaux libres (initiation par 

les radicaux libres, reproduction et terminaison), et l'autre impliquant (1O2) est une réaction 

rapide avec addition directe d'oxygène aux doubles liaisons des acides gras. Les deux 

réactions conduisent à la formation d'hydro peroxydes comme produits primaires. Les hydro 

peroxydes se décomposent rapidement pour donner divers sous-produits tels que des radicaux 

libres de lipides qui contribuent à l'oxydation supplémentaire d'autres molécules telles que les 

protéines, et d'autres lipides. Des aldéhydes (MDA) sont également formés par la 

décomposition de l'hydro peroxyde. (Cillard et al ., 2006)Les aldéhydes (Malon dialdéhyde) 

produits au cours de la peroxydation lipidique peuvent réagir avec les fonctions amines des 

lipides, des protéines et  ainsi qu’avec les fonctions thiols des protéines.( Sergent et al ., 

2001) Sur la base de l'interaction des protéines avec les aldéhydes, on peut dire qu'il existe des 

dommages oxydatifs au niveau des protéines, et c'est ce qui a été démontré par les taux élevés 

d'albumine oxydé dans le sang. Selon (Benjamin G et al) l’albumine, protéine circulant la 

plus abondante, présente une activité antioxydant très importante puisqu’elle présente de 

nombreux sites lui permettant de piéger des radicaux libres .Cette propriété vaut à l’albumine 

de subir d’importantes modifications oxydatives. Si les modifications structurales et 
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fonctionnelles de l’albumine au cours d’un stress oxydatif prolongé n’ont pas toutes fait 

l’objet d’une description détaillée, l’albumine modifiée par l’ischémie encore appelée IM A 

(Ischémie modifié Albumine), premièrement décrite lors d’épisode ischémiques du type 

syndrome coronarien aigu (SCA) ou infarctus du myocarde (IM), est aujourd’hui 

communément reconnue comme un marqueur du stress oxydant. Cette forme d’albumine est 

caractérisée par une capacité de liaison d’ions bivalents diminués, plus particulièrement le 

Co2+. L’IM A est donc mise en évidence dans le plasma par mesure de la capacité de liaison 

de Cobalt en excès rapporté à la concentration plasmatique d’albumine.  La concentration 

d’IM A est inversement proportionnelle à la concentration de Cobalt non lié à l’albumine et 

est le reflet de l’impact du stress oxydant dans le compartiment plasmatique. De nombreuses 

études ont mis en évidences ces dernières années l’augmentation de l’IM A dans des 

pathologies chroniques sujettes à un fort stress oxydant (diabète, athérosclérose. La plupart 

des dommages sont irréparables et peuvent entraîner des modifications fonctionnelles 

importantes comme par exemple le non reconnaissance d’un récepteur par un ligand ou une 

perte d’activité enzymatique. Certaines protéines oxydées sont peu dégradées et forment des 

agrégats dans les cellules et dans le compartiment extracellulaire. Les protéines modifiées par 

le stress oxydant présentent très certainement un rôle dans les mécanismes 

physiopathologiques impliqués dans des pathologies chroniques comme le diabète. Et aussi 

que les taux élevés des protéines carbonylées au niveau du sang et tissu, de (Tezel et al ., 

2005) ont noté que la formation de carbonyles protéiques est un marqueur majeur de 

l'oxydation des protéines, tandis que l'étude de (Bargnoux et al.,  2009) qui montré 

l’oxydation directe des acides aminés peut également générer des composés carbonylés.  

Contrairement aux protéines totales dans les tissus, qui présentaient des taux similaires chez 

les lapins traités et témoins, on peut dire que les protéines totales n'ont pas été affectées par le 

NaNO2. Les acides aminés possèdent des susceptibilités différentes vis-à-vis des EOA. Les 

plus réactifs sont l’histidine, la proline, le tryptophane, la cystéine et la tyrosine. Toute attaque 

radicalaire d’un acide aminé provoquera l’oxydation de certains résidus avec, pour 

conséquences, l’apparition de groupements carbonylés, des clivages de chaînes peptidiques et 

des ponts bi-tyrosine intra- et inter-chaînes. La plupart des dommages sont irréparables et 

peuvent entraîner des modifications fonctionnelles importantes (non- reconnaissance d’un 

récepteur par un ligand, perte d’activité enzymatique). (fonc J et al .;2007). Selon (Bargnoux 

et al.,  2009) Les protéines peuvent être modifiées directement par espèces réactives de 

l’oxygène conduisant ainsi à l’oxydation des acides aminés. Par exemple, les acides aminés 

possédant une fonction thiol (cystéine, méthionine) vont donner des sulfoxydes et pouvoir 
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former des ponts disulfures. L’oxydation directe des acides aminés peut également générer 

des composés carbonylés.  Concernant l'étude histologique au niveau du cortex cérébral et de 

l'hippocampe, qui a montré la présence de dégénérescence et nécrose des neurones et une 

inflammation de vaisseau sanguin. Nous concluons que le nitrite affecte le cerveau. Dans une 

étude (Ribeiro et al., 2017) réalisée en administrant 60 mg/kg de NaNO2 à 10 rats Wistar 

âgés de 3 mois pendant 15 jours consécutifs, des dommages ont été détectés dans 

l'hippocampe et le cervelet. Comme le montre l'étude de (Zaidi. 2010) une heure après 

l'injection de nitrite de sodium (75 mg/kg) sous-cutanée des rats albinos mâles adultes 

hypoxiques, pesant 180-200 g montré une dégénérescence de l'hippocampe et du gyrus denté. 

Le nitrite est absorbé par voie orale puis transféré dans l'estomac, dans un milieu acide 

et par des voies non enzymatiques, se décomposant pour former des oxydes nitriques (NO) et 

d'autres oxydes d'azote bioactifs, qui régulent d'importantes fonctions physiologiques.( 

Lundberg et al., 2008). Le reste de cet ion est absorbé par l'intestin grêle et excrété dans 

l'urine, bien qu'une partie soit transférée dans la circulation sanguine.  dans des érythrocytes 

incubés avec du nitrite de sodium dans des conditions isotoniques, les ions nitrite réagissent 

avec l'hémoglobine. Ils forment un complexe avec l'hème, déplacent l'oxygène et provoquent 

l'oxydation de Fe2+ en Fe3+. (Bonnard .N  et al, 2021). La méthémoglobinémie par injection 

de NaNO2 est un agent puissant qui favorise la formation de radicaux libres. Les actions 

métaboliques des espèces réactives de l'oxygène sont associées à une grande variété de 

réactions oxydatives toxiques. Ce processus comprend : l'oxydation des graisses, les 

modifications oxydatives des protéines, l'inactivation des protéines et des enzymes 

membranaires et la dérégulation du système de défense antioxydant du corps. (Ribeiro et al, 

2017).L'effet du nitrite sur l'hémoglobine est réversible. La méthémoglobine est rapidement et 

complètement réduit en hémoglobine  par la NADH-cytochrome-b5 réductase (NADH-

méthémoglobine réductase) des érythrocytes (N Bonnard et al 2021); Il est également réduit 

en NO et passe par de nombreuses voies enzymatiques et non enzymatiques entraînant la 

génération d'autres oxydes d'azote (N2O3) et (NO3
-). (Lundberg et al., 2008) 
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Le nitrite de sodium est un composé faisant partie de la famille des nitrites il est 

utilisé comme additif alimentaire, un sous-produit lors de la synthèse industrielle de l’acide 

nitrique,  il s’agit donc plus précisément du sel de l’acide nitreux combiné au sodium. Sa 

formule chimique est   NaNO2.     

Notre étude vise à évaluer l’effet du taux élevé du nitrite de sodium  sur le cerveau de 

lapin, les effets ont été observé des analyses biochimique et l’étude histologique. 

 Sur la base des résultats obtenus on a observé : 

 Du taux élève du MDA au niveau du sang et tissu du lapin traité par apport  

au témoin   montre une différence  significative c’est-à-dire une altération à la fonction 

des lipides   

 Du taux élève des protéines analysées ; l’albumine au sang et protéines 

carbonylées au niveau du sang et tissu, contrairement le taux des protéines totales dans 

le tissu n’est pas affecté.    

 Concernons L’étude histologique on a trouvé présence d’une nécrose et 

dégénérescence au l’hippocampe et cortex cérébrale accompagne d’une inflammation des 

vaisseaux sanguines.    

 En fin ; il ressort de cette étude que le nitrite de sodium possède un stress oxydant qui 

est reflété par la peroxydation des lipides et par l’oxydation des protéines. Ce stress aurait 

pour conséquence des altérations cellulaire au niveau du tissu cérébrale induisant la mort des 

neurones et une inflammation locale. 
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Annexex01 : matérielle de laboratoire  

L’appareille : 

- Centrifugeuses 

- Spectrophotomètres 

- Etuve 

- Vortex 

- Bain marie 

- Agitateurs 

- Réfrigérateur 

- Balance précisé  

- Sonificateur 

- Microtome 

- plaque chauffante 

- appareil d’inclusion en paraffine 

- Microscope optique  

 

Les instruments: 

- Les tubes + support 

- Micropipettes 

- L’embout plastique micropipettes 

-  Pissette 

- Poire 

- Bécher 

- Fiole 

- Pipette garduée 

- Pince 

- Entonnoire 

- Lame et lamelles 

- Lame silanisé 

- Histo-cassette 

- barre de Leuckart 

- Trousse de dissection 


	a)- Le bulbe ou moelle allongée: unit la moelle spinale au pont.
	b) - Le pont ou protubérance: portion comprise entre le bulbe et l’encéphale et située devant le cervelet dont il relie les deux hémisphères à la manière d’un pont.
	1) Préparation des échantillons :
	Après six semaines de traitement, les lapins ont été sacrifiés par exsanguination. Le sang a été récupéré dans des tubes EDTA puis le plasma a été récupéré par centrifugation et congeler jusqu’au jour de l’utilisation. En parallèle, la tête du lapin a...
	1) Fixation :
	2) Déshydratation :

