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Résumé

Objectifs : Le Bol d’Air Jacquier® est utilisé pour créer une molécule apte a délivrer du dioxygéne au niveau cellulaire, dans le but
de lutter contre I’hypoxie générée par un environnement pollué, le vieillissement, les maladies inflammatoires... Le but de la
présente étude est de déterminer, dans un premier temps, si 1’appareil engendre un stress oxydatif, et si, dans un deuxiéme temps, il
posséde un effet antiradicalaire. Matériels et méthode : Sur une période de 62 semaines, 10 rats males Wistar ont été répartis en
deux groupes : un groupe Bol d’Air® (BA) a réguliérement respiré des terpénes peroxydés délivrés par 1’appareil et un groupe
témoin a respiré de la vapeur d’eau. Les sessions respiratoires duraient de 9 min, pour des fréquences allant de 1 a 12 par mois. Les
taux de plusieurs composés antiradicalaires et le taux KRL ont été évalués dans le sang et dans les principaux organes.

Résultats : Au niveau de leurs organes, les deux groupes ne montrent pas de différence de concentrations pour la Cu,Zn SOD, le
GPx, le GSH, le GSSG et les TBARS. L’appareil peut présenter un léger effet amincissant. Le groupe BA présente un taux de GR
significativement supérieur au groupe témoin dans le plasma au cours de I’expérience, et dans les muscles a la fin de I’étude. Dans le
groupe BA, le taux de la Cu, Zn-SOD plasmatique varie en fonction du nombre de sessions respiratoires hebdomadaires avant la
prise de sang. Le groupe BA présente un taux KRL supérieur au groupe témoin a deux moments différents : au départ de 1’étude
(dosage dans le sang total des jeunes rats), et aprés une période ou les rats bénéficiaient de 3 sessions respiratoires (dosage dans le
sang total et les hématies des rats dgés). Conclusion : L’appareil ne génére pas de stress oxydatif, et semble produire un effet
antiradicalaire global, dépendant du nombre de sessions respiratoires par semaine, tout particulierement chez les rats agés.

Mots clefs :
Approches antiradicalaires globales et spécifiques, terpénes peroxydés.

INTRODUCTION nouvel environnement via 1’activation de messagers

. o (comme I’Hypoxia Inducible Factor), stimulateurs
Le stress oxydatif est induit par une large gamme
i ) de TI’angiogenése, de la glycolyse et de
de facteurs environnementaux, dont I’hypoxie. Par
. I’érythropoiése [3]. Le but des recherches
exemple, des cellules maintenues dans une
. _ _ . conduites par René Jacquier est de permettre une
atmosphére a faible concentration de dioxygéne ont
) i . oxygénation équilibrée des individus (en bonne
une durée de vie longue [1] tandis que celles . .
, o o santé ou malades), quels que soient les niveaux de
placées dans une atmosphére a concentration ¢levée ) ) ]
. . ; . pollutions, physiques ou environnementales. En
en dioxygeéne ont une durée de vie réduite [2]. ) . ' . )
. 1946, il congoit le premier Bol d’Air Jacquier® [4].
Cependant, de nombreuses recherches récentes ' )
) L Cet appareil génere des dérivés peroxydés de
démontrent que I’hypoxie induit un stress . ) )
o . o terpenes du pin Pinus pinaster. Les terpénes, issus
considérable. Ce stress génére des réactions de
) ) . de la résine de coniféres a partir des isoprénes [5],
survie permettant 1’adaptation des cellules a leur
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sont largement étudiés du fait de leurs activités
bactéricides et fongicides [6, 7]. La forme
peroxydée des terpénes semble leur ajouter une
propriété : au cours de la peroxydation, les doubles
liaisons des o (alpha) et des B (béta)-pinénes
(principaux composés de la partie volatile des
terpénes) s’ouvrent pour accepter un oxygeéne
moléculaire. Ces nouveaux produits sont inhalées et
passent a travers les parois alvéolaires jusqu’au
sang ou elles se fixent sur 1’hémoglobine. Pour
René Jacquier, ’oxygéne est alors sous sa forme
tétravalente. Le composé comprenant
I’hémoglobine, les pinénes et 1’oxygene, instable,
est supposé délivrer Ioxygene aux cellules plus
facilement que ne le fait I’hémoglobine (remarque :
la tétravalence de 1’oxygeéne est référencée par
Grignard [8] et par Vincent et al. [9]).

Les effets nuisibles ou toxiques de 1’oxygéne sont
liés a la formation et a la libération des dérivés
actifs de l'oxygéne (ROS — Reactive Oxygen
Species), comme le superoxyde, le radical
hydroxyle ou le peroxyde d’hydrogéne. Depuis les
années 1950, il est bien connu que ce phénoméne
oxydatif est a 1’origine de nombreuses maladies
(dont les pathologies du cerveau, du tissu nerveux
et du systéme cardiovasculaire) mais aussi bien que
dans le processus de vieillissement [11]. Les
principaux composés cellulaires sensibles aux ROS
sont les lipides (peroxydation d’acides gras
polyinsaturés dans les membranes), les hydrates de
carbone, les acides nucléiques et les protéines (par
dénaturation ou par glycation). Les principaux
mécanismes antiradicalaires utilisés par les cellules

(superoxyde dismutase -SOD, catalase, le systéme
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glutathion) régulent la formation de ces radicaux
jusqu’a ce que la charge radicalaire déborde cette
ligne de défense, ce qui Iese les cellules [12].

Le présent travail a pour but d’évaluer, si, dans un
premier temps, le Bol d’Air Jacquier® génére un
stress oxydatif et, dans un deuxiéme temps, s’il
peut avoir un effet protecteur antiradicalaire. Pour
cela, nous avons mesuré le niveau des TBARS et
celui des principaux antiradicalaires, SOD et
glutathion.

Toutefois, évaluer la capacité antiradicalaire totale
d’un organisme en procédant a I’analyse compléte
de tous les antiradicalaires est impossible, en raison
du grand nombre de molécules qui jouent -ou
peuvent jouer- ce role. Il est également difficile
d’appréhender avec exactitude toutes les réactions
chimiques impliquées dans la défense cellulaire
ainsi que les interactions entre ces réactions [13].
Ajoutons a cela qu’un antiradicalaire ne peut pas
faire la différence entre les radicaux qui ont une
fonction physiologique et ceux qui sont nocifs [14].
Enfin, une substance généralement acceptée comme
antiradicalaire peut avoir une activité pro-oxydante
dans certaines conditions [15] (par exemple, une
augmentation significative de I’activité SOD est le
signal d’une altération générale des processus
oxydatifs caractéristiques de la démence, d’ou
I’hypothése selon laquelle le taux de ces enzymes
pourraient é&tre utilisés comme ¢léments de
diagnostic dans la maladie d’Alzheimer [16]). Pour
sa part, Ciriolo et al. [17] a démontré que les
niveaux de SOD différaient considérablement selon

les différentes parties d’un méme organe (cerveau).

Ainsi, nous avons besoin d’un point de vue plus
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global sur le statut antiradicalaire, intégrant la
capacité des cellules a résister au stress oxydatif. Le
test Spiral (Kirial SA Couternon, France) est en ce
sens une bonne méthode, en permettant 1’évaluation
de la résistance a I’hémolyse du sang total (Blood)
et des érythrocytes (RBCs), sous I’'impact d’une
attaque radicalaire standardisée [18-20]. En effet,
nous savons que, lorsque les cellules sont soumises
a un stress radicalaire, elles mobilisent toutes leurs
capacités enzymatiques et moléculaires afin de
résister a cette agression, jusqu’a leur lyse. Ainsi,
au cours de cette phase d’attaque radicalaire, le
temps de résistance cellulaire(taux KRL) est
directement relié aux propriétés enzymatiques et
moléculaires des cellules [18]. Plusieurs études ont
démontré que plus le niveau KRL était élevé,
meilleure était la capacité antiradicalaire de
I’organisme [18, 21-23]. Cette méthode est
également utilisée pour [’évaluation du statut
antiradicalaire des organes [24, 25]. Dans notre
étude, cette méthode a été utilisée au cours d’une
expérience comparant des rats Wistar, respirant du

Bol d’Air®, a un groupe de rats témoins, respirant

de la vapeur d’eau.

MATERIEL ET METHODE
Animaux et régime alimentaire

Dix rats Wistar (Etablissement Dépré - F18230
Saint Doulchard), agés de 10 semaines au départ
de I’expérience et pesant 265 g + 16.5 sont répartis
au hasard dans deux groupes de 5. Les rats sont
gardés dans une animalerie aux conditions
suivantes : alternance jour/nuit 12 h/12h, humidité

60 % et température moyenne de 24 °C. L’eau et la
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nourriture sont fournis ad libitum (aliments secs
standards de Lab-blocks - Scientific Animal Food &
Engineering [SAFE] F-89290 AUGY), garantissant
un apport correct en vitamines et sels minéraux, en
conformit¢é avec les recommandations de
I’American Institute of Nutrition Guidelines [27].

Les rats sont pesés chaque semaine.

TRAITEMENT

Un groupe de Wistar respirait régulicrement les
terpénes peroxydés délivrés par le Bol d’Air®
(groupe BA) et les autres respiraient de la vapeur
d’eau délivrée par un appareil modifié (groupe
témoin). L’expérience a ¢été conduite sur une
période de 62 semaines. Réguliérement, du sang a
été collecté au bout de leurs queues dans des tubes
capillaires hématocrites héparinisés (Hirschmann
Laborgerdte, Allemagne), sous anesthésie locale
(Créeme EMLA, Astrazeneca Lab.). Au début de
I’expérience, le sang a été prélevé a TO et T15
minutes (aprés la premicre session de respiration de
15 minutes), et a T24 heures. Ensuite, les rats ont
été soumis a des sessions respiratoires de 9
minutes, de 1 & 12 par mois, et leur sang collecté
réguliérement & T3W (W = semaine), TSW, T12W,
T17W, T21W, T26W, T31W et T45W, de 3 a 8
jours apres la derniére session respiratoire.

Aucune inhalation n’a été prodiguée aux rats dans
les 21 jours précédents la fin de I’expérience
(T62W), et ils n’ont jamais été privés d’eau ou de
nourriture. A T62W, les animaux ont été
anesthésiés et tués avec de I’isoflurane (Aerrane,

Baxter SA BP 56 78310 Maurepas Cedex, France),

a raison de 0,1 mL/kg. Le sang a été collecté dans
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des tubes de 10 mL contenant 500 uL d’EDTA
(éthyléne-diamine-tétra-acétique) 2%, et les
principaux organes prélevés et congelés a -20°C.
Le plasma a été obtenu par centrifugation a faible
vitesse (1600g, 20 min). La teneur en protéines est
évaluée par la méthode BCA (Bicinchoninic Acid
Assay - Sigma, F-L’Isle d’Abeau Chesnes) et

I’albumine utilisée comme standard.

Marqueurs de peroxydation lipidique (TBARS)

Les produits de peroxydation lipidique sont des
substances réagissant avec 1’acide thiobarbiturique
(TBARS). Ces TBARS sont évalués dans le plasma
selon la méthode de Quintanilha et al. [28] et, dans
les organes, selon la méthode d’Ohkawa et al. [29],
en utilisant la spectrophotométrie et avec, comme
standard, le malondialdéhyde (MDA). Les résultats
sont exprimés en nanomoles de TBARS par litre
pour le plasma, et en micromoles par gramme de

protéines pour les organes.

Mesure de l’activité des enzymes radicalaires
(SOD, GPx et GR), GSH (glutathion réduit) et
GSSG (glutathion total)

Nous avons mesuré I’activité de I’enzyme SODI, a
412 nanomoles, en évaluant le degré d’inhibition de
la formation des nitrites [30]. La glutathion
peroxydase a été déterminée selon la méthode de
Plagia et Valentine [31], en utilisant du cuméne
hydroperoxyde comme substrat. La glutathion
réductase (GR) a été déterminée d’aprés Goldberg
et Spooner [32]: la GR catalyse la réduction de
GSSG en présence de NADPH qui est oxydé en

NADP +.
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La baisse de 1’absorption est mesurée a 340 nm.
L’activité enzymatique est exprimée en unités par
milligramme dans 1’hémoglobine et en unité par
gramme de protéines dans les tissus. Toutes les
activités enzymatiques sont lues a 1’aide du lecteur
de microplate IEMS (KRL Reader, Kirial SA, F-
Couternon). Le GSH (des RBCs et des tissus) est
mesuré selon la procédure d’Anderson [33], en
utilisant le glutathion comme standard. Les

concentrations en GSSG sont déterminées selon la

méthode de Jocelyn [34].

Capacité totale antiradicalaire du sang total, des
érythrocytes et du plasma

Elle a été mesurée en évaluant le taux d’hémolyse
des cellules (test KRL®) dans une microplaque
KRL, selon la méthode de Prost [18, 21].

Le sang total et les RBCs lavées sont dilués (v:v
1:25 et 1:50) avec du tampon KRL (300 mosm/L).
50 uL de sang total ou de suspension d’hématies
sont analysés dans une microplaque de 96 puits
dans lesquels est pré-dos¢ un générateur de
radicaux libres (GRL 400, Kirial Sa, Couternon,
France). La cinétique de la résistance d’un
échantillon a I’hémolyse est déterminée en
controlant 1’évolution de I’absorbance a 620-nm, a
37°C. La wvaleur utilisée comme standard et
référence est le temps d’une demi-hémolyse (T1/2
hémolyse), exprimée en minutes.

Une autre application de la méthode consiste a
déterminer le statut antiradicalaire du plasma, par
incubation d’échantillon de plasma de rat avec des
hématies, afin de tester la capacité antiradicalaire

globale circulante des organismes. Pour cela, du
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sang témoin d’un rat Wistar et des échantillons de
plasma de D’ensemble des rats utilisés pour
I’expérience ont été dilués dans une solution de
tampon KRL (300mosm/L, v:v sang standard 1:25
et plasma 1:12). Puis, 50 uL de sang standard et 50
pL de plasma de rats sont répartis dans la
microplaque KRL (dont les puits contiennent le

générateur de radicaux libres pré-dosés).

Capacité antiradicalaire totale des organes

En déterminant le statut antiradicalaire total des
organes, il est possible d’évaluer la capacité de
I’ensemble de I’organisme a résister au stress
oxydatif [25].

Pour cela, les organes de rats ont ét¢ décongelés,
lavés dans 150 mmol/L de NaCl, homogénéisés
dans wun appareil Potter Elveijhem (VWR
International, Fontenay-sous-Bois, France) avec 0,1
mol/L de solution phosphate a pH 7,4 [cceur :
100mg/2mL — muscle du mollet : 100mg/mL — foie
: 100mg/5SmL — cerveau 100mg/0.5mL — rein :
100mg/10mL — tissu adipeux : 100mg/0.2mL],
centrifugé pendant 10 minutes a 3000 g. Une
microplaque enduite d’un générateur de radicaux
libres a été réhydratée avec une solution de tampon
KRL (120 pL), puis 50 pL de surnageant est ajouté
dans chaque puits a 50 pL de RBCs témoins (100
pL/5SmL de tampon KRL). Les RBCs témoins sont
préparés dans les mémes conditions que les RBCs
expérimentaux. La cinétique de 1’hémolyse est
déterminée a une longueur d’onde de 540 nm et a
une température de 37°C. Les résultats finaux ont

été convertis en EAR (Equivalent Antioxydant
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Capacity) et exprimés en unité par milligramme de

protéine [35].

Analyse statistique

Nous avons utilisés le logiciel Statistica 5 (Statsoft,
Tulsa, OK, USA) pour I’analyse statistique des
données. Ces derniéres sont présentées sous forme
de moyenne avec leurs écart-types (+ SD). Les tests
statistiques utilisés sont les tests Anova Manova a
une ou plusieurs variances. La différence entre les

groupes est significative pour p <a 0.05.

RESULTATS
Poids corporels et poids des organes.

Comme le montre la figure 1, nous n’avons pas
noté de différence dans la masse corporelle des rats
des deux groupes. Groupe témoin : 451.73 g + 67.6
et groupe Bol d’Air®: 444.26 g + 55.21 (p = 0.80).
Cependant, ’analyse multivariée met en évidence
un léger effet amincissant du Bol d’Air® au cours
du temps (p = 0.04 en intégrant les variables groupe
et temps). Aucune différence n’a été mise en
évidence entre les deux groupes pour la masse des
organes (groupe témoins VS groupe BA) : Cerveau :
1.98 g +0.11/1.88 g + 0.9 125 g +
0.2/134g+40.1 —rein: 1.45g+0.2/1.49 g+ 0.1 et
foie 15.80 g+ 1.7/17.27 g+ 0.97.

— cceur
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Sur une période de 62 semaines, 10 rats males Wistar sont
randomisés en deux groupes : le groupe Bol d’Air® (groupe
BA — triangle gris) respiraient régulierement les terpénes
peroxydés délivrés par I’appareil Bol d’Air® tandis que les
rats de I’autre groupe respiraient de la vapeur d’eau (groupe
témoins — carrés noirs), pendant 9 minutes, a une fréquence de
1 a 12 sessions par mois. Les animaux étaient pesés chaque
semaine. Les valeurs représentent les moyennes + SD ; n =
5/groupe de TO a T45W (= 45éme semaine de I’expérience) et
n = 4/groupe de T45W a la fin de I’expérience.

Figure 1. Evolution de la masse des rats au cours

de I"expérience (entre la 1°° et la 62°™ semaine de
I’expérience).

Niveau des antiradicalaires dans les principaux
organes

Comme le montre le tableau 1, les niveaux de

Tableau 1 : niveau de SOD1 dans les organes a la
fin de I’expérience et dans les RBCs pendant
I’expérience. Influence du traitement Bol d’Air®.
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Cu/Zn SOD dans les organes ne différent pas d’un
groupe a l’autre, bien que nous ayons trouvé un
niveau légérement plus élevé dans le groupe Bol
d’Air® a T45W. 11 n’y a pas de différence
statistique significative entre les deux groupes
quant aux niveaux de Cu, Zn-SOD dans les RBCs
lors de I’expérience.

Comme le montre le tableau 2, I’analyse du taux de
SOD en fonction de la fréquence des sessions
respiratoires avant la prise de sang n’est pas
significative pour le groupe témoins, mais elle le
devient pour le groupe BA. Dans ce groupe, plus le
nombre de sessions de respiration était grand, plus

le niveau de SOD est élevé.

Tableau 3 : Niveaux de glutathion peroxydase
(GPx) dans les RBCs en cours d’expérience et
Dans les organes en fin d’expérience. Influence
du traitement Bol d’Air®.

SOD for organs (U/g protein)
at the end of experiment (week 62)

Organs Control BA
Liver 19.47+152 12.91 =545
Heart 0.15=0.01 0.17+0.03*s
Brain 7.36x3.13 8.72+2.93%s
Kidney 754.73x550.2 987.16=532.5%
Adipose tissue 0.11=0.03 0.11 =0.001%
Muscles 1.44=0.09 1.82x0.52™
SOD for RBC (U/mg Hb) during the experiment
Times Control BA
T21W 1160.23+654.8 530.52+394.5%
TZTW 522.28+247.9 494,33 = 158.7%
T31W 574.20x524.3 304.51=252.2%
T45W 690.51=481.8 1494.55+1076.75
TaZW 797.5=540.8 604.1+355.95%

GPx (U/g tissue at the end of experiment (T62W)

Organs Control BA
Liver 1432.29+267.3 1377.29+235.9™
Heart 313.34%+425 362.88x57.1%%
Brain 74.80x9.7 86.41=21.6%%
Kidney 4262.99x213.6 4579.02x275.5%
Adipose tissue 133.53+22.4 221.57x89.2%

Muscles 5389.00x4778.4 7166.49 =3250.4 %
GPx for RBC (U/mg Hb) during the experiment

Times Control BA
T21W 1559.47+x65.4 1496.31 =132.6%
T27TW 1815361482 1884.43+113.1™
T31W 1920.07x+57.7 1962.81 +91.2%s
T45W 4056.30x3014.3 3005.12=768.4%
To2W 6025.25+940.8 5391.04 2979 4%

De TO & T62W (62°™ semaine de I’expérience), 10 rats males Wistar sont randomisés en deux groupes : le groupe Bol d’Air® (BA)
respirent réguliérement les terpénes peroxydés délivrés par I’appareil et les rats du groupe témoin (Control) respirent de la vapeur
d’eau, pendant 9 minutes. Le sang est régulierement prélevé de T21W (21°™ semaine de I’expérience) a T45W, 3 a 8 jours apres la
précédente session respiratoire et 21 jours apres la précédente session respiratoire en ce qui concerne les prélevements de fin
d’expérience. Les valeurs représentent les moyennes + SD ; n = 5/groupe de TO a T45W (= 45eme semaine de I’expérience) et n =
4/groupe de T45W a la fin de I’expérience. L’activité des enzymes est exprimée en unités par milligramme dans 1I’hémoglobine et en
unité par gramme de protéine dans les tissus. N = significatif ; NS = non significatif.

Nous mesurons I’activité de la SOD1 a 412 mn en évaluant le Nous mesurons I’activité de la GPx par la méthode de
degré d’inhibition de la formation des nitrites [30]. Plagia et Valentine [31], en utilisant du cumene
hydroperoxyde comme substrat.
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Tableau 2. Niveaux d’activité de la Super Oxyde Dismutase (SOD), de T21W a T62W, pour le sang total des

rats témoins (Control) et Bol d’Air ® (BA).

Number of

SOD for RBC (U/mg HB during the experiment)

sessions before

blood collection Control BA
0.5 797.46+540.80  604.07=355.90
p =088 p = 0.60
1 p =077 752.23+555.20  443.12=283.50 p = 0.02%
p=10383 p = 0.0011%
3 690.51+481.80 1494.55=1076.70

Pour la description de I’expérience, voir la Iégende du tableau 1.

Nous mesurons I’activité de la SOD1 a 412 mn en évaluant le degré d’inhibition de la formation des nitrites [30].

Les valeurs représentent les moyennes + SD ; n = 5/groupe de TO a T45W (= 45éme semaine de I’expérience) et n = 4/groupe de
T45W a la fin de I’expérience. L’activité des enzymes est exprimée en unité par milligramme dans I’hémoglobine et en unité par
gramme de protéine dans les tissus. N = significatif ; NS = non significatif

Tableau 4 : niveaux de glutathion réductase (GR)
dans les principaux organes a la fin de I’expérience
et des RBCs pendant I’expérience. Influence du
traitement BAJ.

GR (Ulg tissue at the end of expeniment | T62W)

Organs Control BA

Liver 3638.00£121.7 3476.38+389.7%
Heart 6720.46+3839.7 JT331£T4L0
Bram T1.86+15.6 91.05£20.5%
Kidney 4048910331553  64934.02£29230.5%
Adipose fissue 1049.57+325.4 1942.73+688. 7
Muszcles 212217435 3942.12+1599.3

GR for REC (U/mg Hb) durng the experiment

Time Control BA

T2IW 23781+23.5 218.60£12%
T2TW 23591609 208.78+120.4
T3IW 24721170 233.00+16.6™
T45W 62487977 818.77£197.9%
Te2W 1256369 106.16£32.5%

Pour la description de I’expérience, voir la Iégende du tableau
1. La glutathion réductase (GR) a été déterminée d’apres
Goldberg et Spooner [32]. Les valeurs représentent les
moyennes + SD ; n = 5/groupe de TO a T45W (= 45éme
semaine de I’expérience) et n = 4/groupe de T45W a la fin de
I’expérience. L activité des enzymes est exprimée en unités par
milligramme dans I’hémoglobine et en unité par gramme de
protéine dans les tissus. * < 0.05 - N = significatif ; NS = non
significatif.

Les données du tableau 3 indiquent que le niveau

GPx dans les principaux organes des rats Bol

d’Air® est plus élevé que dans le groupe témoin,
mais de maniére non statistiquement significative.
L’analyse multivariée montre une signification sur
la durée (p = 0.0024), mais non reliée a I’effet Bol
d’Air® ou pour les deux effets combinés. Le
groupe BA augmente considérablement 1’activité
GR dans les muscles (p = 0.005) mais pas dans les
autres organes (tableau 4).

Pour chaque analyse de sang, nous n’avons pas
constaté de différence entre les deux groupes de
rats, excepté a T45W (p = 0.037). L’analyse
multivariée met en évidence 1’action de 1’appareil
sur I’activit¢ GR dans le sang (p = 0.01) au cours
du temps. Les ratios GR/SOD, GPx/SOD et
GPx/GR ne différent pas entre les 2 groupes pour
les RBCs ou pour les principaux organes en cours
d’expérience, excepté pour le ratio GR/SOD pour
les muscles : témoin =201.90 + 59.9 ; BA =461.42
+198.1 (p=0.004). De la méme manicre, aucune
différence n’a été constatée entre les groupes quant
aux niveaux et ratios de GSH et GSSG pour les
organes (Tableau 5), tout comme dans les niveaux

TBARS des organes (Tableau 6).
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Tableau 5 : Taux du glutathion réduit (GSH) et du glutathion oxydé (GSSG) dans les principaux organes a
la fin de I’expérience (T62W). Influence du traitement Bol d’Air®.

GSH (Ujg protein) GSSG (Ujg protem) GSH/GSSG
Organs Control BA Coniral BA Control BA

Liver 5.20+1.3 BA40x0.5% 4.17+0.6 4.73=0.3" 196=0.1 L77+0.1%
Heart 32905 275x06% L78=0.05 2.01=0,53% 18503 1.43+0.5"=
Bram 0.62+0.1 0.539+0,00xE 0.06=0.07 [06=0.07% 1816114 15.07 8.2
Eidney 137205 7.83x03% 27002 274=01™ 2.72+0.1 28601
Adipose tizsue 0,050,005 0.11+0.08 0.14=0.01 0.29=02% (.38=0.000 0.39+0,004™
Muscle 1.19+0.06 L39+0.6% L13=0.08 L48=0.6% 106005 L0698 +0.02%
REC 693.51+£1264 614.37£48.3% 108030+ 130.8 959,42 £88.2%  639.84x57.2 64L.07+£19.57=

Pour la description de I’expérience, voir la légende du tableau 1. Les valeurs représentent les moyennes + SD ; n = 4/groupe. Le
glutathion est exprimé en unités par milligramme dans I’hémoglobine et en unité par gramme de protéine dans les tissus. * < 0.05 - N

= significatif ; NS = non significatif.

Tableau 6 : Taux des TBARS dans les principaux
organes a la fin de I’expérience (T62W). Influence
du traitement Bol d’Air®.

TBARS (Ufg protem|

Organs Control BA
Liver 115.99=103.9 MLzl
Heart 9504119 130.94=45.1%
Bram M63260.3 BERR A ENE K
Fadney §.11=6.2 16.74=19.5%
Adipose fissue 108.3075.4 U792+ 1415
Muscle 10.35£39 10.16+1.5%

Pour la description de I’expérience, voir la Iégende du tableau
1. Les TBARS sont détectés par réaction avec I’acide
thiobarbiturique, d’aprés la méthode d’Ohkawa et al. [29]. Les
valeurs représentent les moyennes + SD ; n = 4/groupe. Le
glutathion est exprimé en unités par milligramme dans
I’hémoglobine et en unité par gramme de protéine dans les
tissus. * < 0.05 - N = significatif ; NS = non significatif. Les
valeurs représentent les moyennes + SD ; n = 5/groupe de TO a
T45W (= 45eme semaine de I’expérience) et n = 4/groupe de
T45W a la fin de I’expérience.

Capacité antiradicalaire totale

Lorsqu’elle est évaluée avec le test KRL, la
capacité antiradicalaire du sang total ne montre pas
de différence significative entre les deux groupes (p
= 0.72), mais 1’analyse multivariée met en évidence

une action antiradicalaire de 1’appareil au cours du
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temps (p = 0.04, figure 2). Cette derniére figure

montre également une action significative du Bol

d’Air® a T24H et a T45W.
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Pour la description de I’expérience, voir la légende du tableau
1. Le sang est prélevé a TO, T15M (15 min aprés la premiéere
session respiratoire), T24H (apres 24 h), T3W, T5W, T12W,
T17W, T21W, T26W, T31W et T45W, de 3 a 8 jours apres la
précédente inhalation et aprés 21 jours a T62W (fin de
I’expérience) 21 jours. La capacité antiradicalaire globale du
sang est évaluée selon la méthode de Prost [18] et de Blache et
Prost [21]. * < 0.05 - N = significatif ; NS = non significatif.

Figure 2. Evolution du statut antiradicalaire
sanguin KRL dans les groupes témoins (Control) et
Bol d’Air® (BA) en fonction des prélevements
sanguins. Influence du traitement Bol d’Air®.
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L’analyse du statut antiradicalaire en fonction de la
fréquence hebdomadaire des sessions respiratoires
montre que le Bol d’Air® peut avoir un effet dose-
dépendant (effet groupe BA/témoin : p = 0.0345 ;
effet nombre de session/semaine : p = 4.8 107 ;
effet combiné : p =0.0013).

Plus précisément, une fréquence élevée de sessions
respiratoires hebdomadaires n’a pas d’effet chez les
rats jeunes ou adultes (p = 0.53). Mais une

fréquence de 3 sessions par semaine a un effet

significatif sur les rats agés (p = 0.015) (voir Fig3).

Pour la description de I’expérience, voir la légende du tableau
1. Le sang est prélevé a TO (pas de session), aprés une session
pour deux semaines, 1 session par semaine, 3 sessions pour
deux semaines et 3 sessions respiratoires par semaine. La
capacité antiradicalaire globale du sang est évaluée selon la
méthode de Prost [18] et de Blache et Prost [21]. * < 0.05 - N
= significatif ; NS = non significatif.

Figure 3. Evolution du statut antiradicalaire
sanguin KRL dans les groupes témoins (Control) et
Bol d’Air® (BA) en fonction du nombre de sessions
respiratoires précédent le prélevement sanguin.
Influence du traitement Bol d’Air®.

Nous ne constatons pas de différences significatives
entre les deux groupes quant a la capacité
antiradicalaire des RBCs (p = 0.72 - voir figure 4),
mais, la aussi, l’analyse multivarié¢e met en
évidence un effet antiradicalaire positif de
I’appareil sur la durée (p = 0.004). De maniére plus

précise, le Bol d’Air® a une influence significative

ORIGINAL PAPERS - B. MERCIER ET AL.

a T45W, apreés 3 sessions par semaine sur deux

mois (p = 0.03).

Pour la description de I’expérience, voir la légende du tableau
1. Le sang est prélevé a TO (pas de session), aprés une session
pour deux semaines, 1 session par semaine, 3 sessions pour
deux semaines et 3 sessions respiratoires par semaine. La
capacité antiradicalaire globale du sang est évaluée selon la
méthode de Prost [18] et de Blache et Prost [21]. * < 0.05 - N
= significatif ; NS = non significatif.

Figure 4. Evolution du statut antiradicalaire KRL
dans les groupes témoins (Control) et Bol d’Air®
(BA) pour les RBCs, en fonction du nombre de
sessions respiratoires précédent le prélévement
sanguin. Influence du traitement Bol d’Air®.

Z400.00 .
O Fats Bol o'Air
180000
1200.00
B0
o ]
coar
Organes
1200 W Fats termirs
O Rats Bol dair

ELR L rte

ELR Uiy rer

0.0
]
0.0
rein Tie
0.0
Organes
100000
_ [ale]
B o000
=1
i
2000 W Rats termins
O Ras Bol clair
00000

Organes

Pour la description de I’expérience, voir la légende du tableau
1. En fin d’expérience, les rats ont eau et nourriture ad libitum.
Leur derniére session respiratoire date de 21 jours.

Figure 5. Statut antiradicalaire des principaux
organes des rats en fin d’expérience. Influence du
traitement Bol d’Air®.
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Il n’existe pas de différence significative entre les
capacités antiradicalaires des organes des rats Bol

d’Air par rapport aux rats témoins (cf. figure V).

ORIGINAL PAPERS - B. MERCIER ET AL.

Le tableau 7 présente une synthése de 1’évolution

des données obtenues pendant 1’expérience.

Tableau 7 : Evolution de I’ensemble des paramétres de T21W a T62W. Influence du traitement Bol d’Air®.

Diata evolution during the expermment

Time T21W T2TW T31W T45W Te2W
Group Conirol BA Centrol BA Control BA Control BA Control BA
S0OD - <=
= = = < =
GPx <-> <->
= < < < =
GR - - -
= < < =¥ =
RBC ERL <= <-=
= = < ® =
BElood ERL -
<-= <-= < * =

BA sessions

Pour la description de I’expérience, voir la légende du tableau 1. Les évolutions des activités des enzymes SOD1, GPx et GR ainsi
que la capacité antiradicalaire globale KRL du sang total et des RBCs sont évaluées, entre T21W et T62W. *p < 0.05.

DISCUSSION
Masse des rats

Chez les mammifeéres, et particuliérement chez les
rats Wistar, le vieillissement est associé a une
augmentation du poids, due a I’accumulation de
tissus adipeux [36]. Le Bol d’Air® a un effet
amincissant global, mais pas sur les organes. Ce
résultat peut étre li¢ aux 2 hypothéses suivantes :

- selon certains auteurs [37], la peroxydation des
lipoprotéines LDL est réduite en présence des
terpenes issus des coniferes,

- I’étude du Professeur de Cristofaro et de son
équipe [38] démontre que I’amélioration de la

biodisponibilité du dioxygéne tissulaire, grace au

© Tous droits réservés - Traduction : B. Mercier, M. Wharmby, V. Renard -Orthographe : C. Galland - 2008

Bol d’Air®, améliore I’élimination de la masse
graisseuse corporelle.

Malheureusement, il est impossible d’évaluer la
masse graisseuse totale des rats car elle est en
général répartie dans tout le corps et donc difficile a

isoler.

Niveau des antiradicalaires dans les organes
principaux

SOD

La dismutation enzymatique du radical superoxyde
O° en H,0, par I’enzyme ubiquitaire SOD a été
caractérisée par McCord et Fridovich en 19691

[39]. Il existe 3 formes de SOD. Parmi elles,
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I’enzyme contenant du cuivre et du zinc (Cu,Zn
SOD) est largement distribuée et compte pour 90 %
des SOD existantes. Cette enzyme a une haute
signification physiologique et un fort potentiel
thérapeutique [40]. Dans les cellules animales, la
Cu,Zn SOD est principalement localisée dans le
cytoplasme et les compartiments nucléaires
cellulaires et, dans une moindre mesure, dans les
lysosomes et la membrane interne de la
mitochondrie.

L’interprétation de I’activit¢é SOD varie. Pour
Kondo et al. [43], une augmentation du niveau de
Cu, Zn-SOD pourrait refléter une augmentation de
la production d’anions superoxyde (dans le
cytoplasme plutot que dans la mitochondrie).
L’activité SOD est plus élevée chez les personnes
exposées au stress, comme dans le cas de
I’entrainement sportif professionnel d’endurance
(augmentation de I’activit¢ SOD dans les RBCs).
Chez les souris, une teneur anormalement élevée de
Cu,Zn SOD réduit leur durée de vie, comme c’est
le cas chez les personnes atteintes du syndrome de
Down [45]. Parfois, et surtout dans 1’évolution des
maladies pulmonaires, les résultats sont différents :
I’asbestose ou la sarcoidose entrainent une
augmentation de [’activit¢ SOD, alors qu’aucun
changement n’est observé au cours de la silicose ou
en cas de Iésions hyperoxiques des poumons [46].
Singh et al. [47] démontre que le cerveau d’un
groupe de rats traités avec le tonique herbominéral
Geriforte®, traditionnellement utilisé pour les
problémes de santé des personnes agées en Inde,

présente des niveaux d’activit¢é de la SOD
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significativement supérieurs a ceux du groupe
témoins.

Ainsi, dans notre étude, les niveaux de Cu,Zn SOD
dans les deux groupes de rats ne permettent pas de
déterminer si ’appareil Bol d’Air® génére ou pas
un stress oxydatif. La conclusion définitive est donc
liée a d’autres paramétres.

Parmi les différents types de SOD, d’autres études
peuvent étre envisagées, par exemple ’évaluation
de I’activité de la Mn-SOD. En effet, les facteurs de
transcription impliqués dans 1’induction de la Mn-
SOD sont sensibles a [’oxydoréduction. En
conséquence, le stress oxydatif peut étre un facteur
important pour déterminer I’expression
transcriptionnelle de cette enzyme [48, 49]. Cette
derniére est une protéine présente dans la
mitochondrie, et elle est impliquée dans la
détoxification de radicaux superoxydes produits par
les chaines de transport d’électrons mitochondriales
au cours du processus métabolique normal de la
cellule [50-52]. Une déficience ou une diminution
de I’activité Mn-SOD et des enzymes Cu,Zn SOD
ont été associées a de nombreuses maladies, comme
la sclérose latérale amyotrophique héréditaire [53],
le vieillissement [54], et le cancer [55, 56].
L’induction de la production de Mn-SOD chez les
animaux semble étre un processus physiologique
répondant a des stress environnementaux et
pathologiques [57]. Les radiations ionisantes
activent les génes de la Mn-SOD aussi bien dans
les tissus cardiaques des souris que dans les
fibroblastes humains [58, 59]. Il est démontré
¢galement que, dans plusieurs types cellulaires,

cette activation est en rapport avec de nombreux
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agents chimiques et cytokines, incluant le TNF-a
(Tumor Necrosis Factor), I'IFN-y (interféron
gamma), et IL-1 (interleukine-1) [60, 61].
Toutefois, il peut arriver que l’augmentation de
I’activit¢ Mn-SOD ne soit pas accompagnée de
I’augmentation des autres produits antiradicalaires
[62]. Ou encore, certains médicaments, comme le
cisplatine, génére une augmentation de ’activité de
la Mn-SOD mais une diminution de la Cu,Zn-SOD
[63]. Selon Liu et al. [64], ’induction de la Mn-
SOD par des messagers comme le TNF-a passe en
partie par la formation de radicaux libres centrés
sur l'oxygéne (ROS). D’un autre coté,
I’augmentation de I’activité de la Mn-SOD par
I’IL-1 via le NF-xB est oxydant-dépendante [65],
laissant supposer que toutes les différentes voies de
signalisation intercellulaire (qui conduisent a la
diffusion de transcription Mn-SOD) sont régulées
différemment.

Une recherche plus détaillée pourrait étre menée, et
la compréhension de I’effet possible du Bol d’Air®
sur la régulation de la Mn-SOD pourrait amener

une meilleure compréhension de son impact sur la

régulation cellulaire.

Le systéeme glutathion

C’est le mécanisme central permettant la réduction
de I’H,0, et I’élimination de nombreuses variétés
de peroxydes toxiques [66]. Une déficience de ce
systéme contribue au stress oxydatif [67], et les
cellules non affectées par le stress maintiennent un
ratio ¢levé de GSH/GSSG pour assurer la

biodisponibilit¢ des GSH. Ces derniers servent de
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donneurs d’électrons. L’enzyme clé, dans le cycle
d’oxydoréduction responsable de la diminution de
H,0,, est la GPx.

Le GSSG formé au cours de la réaction est régénéré
par la GR pour reformer du GSH. La GR utilise
comme donneur d’électrons le NADPH, issu des
réactions basées sur les hexoses monophosphates
[68]. Le GSH réagit avec des radicaux libres et des
peroxydes organiques et il sert d’antiradicalaire
dans le systeme de transport des acides aminés et

comme un substrat pour le GPx et le GSSG [69].

GPx et GR

Globalement, I’activité GR est plus élevée que celle
des GPx et nous obtenons quelques résultats
significatifs. Cette situation est déja connue chez
I’Humain : Bazzichi et al. [70] démontre que les
niveaux de GR sont 3 fois plus élevés chez les
patients ayant des rhumatismes articulaires que
chez les patients présentant de 1’ostéoartrite. Selon
ces auteurs, l’augmentation d’activité lors du
processus inflammatoire peut conduire a un effet
légérement protecteur. D’autres chercheurs ont
observé une stimulation significative de 1’activité
GR dans les muscles squelettiques de souris
infectées par T. spiralis [71]. Comme 1’a mentionné
Dudley et al. [72], les muscles d’une souris non
soumis a un

dystrophique stress de type

ischémie/reperfusion et ceux de  souris
dystrophiques montrent une meilleure activité des
enzymes GR (ainsi que des GPx). Ainsi, selon ces
résultats, le stress implique des niveaux de GR

élevés.
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Yang et al. [73] a montré que les activités GR et
GPx sont importantes dans la prévention de 1’état
d’oxydoréduction des tissus. IIs ont évalué
P’activité de ces enzymes dans deux lignées de
cellules avec différentes hypersensibilités au stress
oxydatif. Les résultats laissent supposer qu’une
faible activité enzymatique, liée au faible pouvoir
réducteur du NADPH/NADP [+], provoque une
hypersensibilit¢ au stress oxydatif. Ainsi, nous
pourrions conclure que 1’augmentation des niveaux
de GR chez les rats agés aprés des sessions
respiratoires de Bol d’Air® évoque un effet
antiradicalaire agissant comme un stress positif.

De plus, étant donné la relation étroite entre GR,
NADPH/ NADP [+] et G6DP, d’autres recherches

seraient envisageables afin d’évaluer 1’impact de

I’appareil sur le métabolisme du glucose.

GSH/GSSG et TBARS

Puisqu’il n’y a pas de différence entre des deux
groupes en ce qui concerne les taux de GSH et
GSSG, les différents ratios ainsi que dans les
niveaux TBARS des organes, le stress apparent
pendant I’expérience pourrait avoir eu un effet
vraiment bénéfique. Ceci pourrait étre prouvé par
I’évolution du statut antiradicalaire ou par des
évaluations complémentaires de la peroxydation
lipidique. En effet, les produits de peroxydation
lipidique sont formés par I’extraction d’un atome
d’hydrogéne a partir d’un acide gras insaturé. Les
doubles liaisons se transforment en diénes. Une
attaque par de I’oxygeéne moléculaire produit un
lipide peroxydé qui peut extraire un atome

d’hydrogéne d’un lipide adjacent pour former un
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lipide hyperoxyde. Certains d’entre eux sont
transitoires, comme [’hydroxynonenol, tandis que
d’autres apparaissent plus tard et s’accumulent,
comme le Malondialdéhyde [74-76]. Ce MDA est
mis en cause dans les processus de vieillissement
[77-80], dans I’athérosclérose [81-86], la maladie
d’Alzheimer [87-88] et le cancer [89]. Le MDA
plasmatique est donc bien été utilisé comme un
biomarqueur de peroxydation lipidique et sert
d’indicateur des dommages causés par les radicaux
libres. Lorsqu’on le chauffe dans des conditions
acides, ’acide thiobarbiturique [TBA] réagit avec
de trés nombreuses espeéces chimiques (acides
nucléiques, phospholipides, aldéhydes, protéines et
autres acides aminés [90]) pour produire un
chromophore rose qui peut étre mesuré par UV ou
détection fluorescente. Ces substances sont
nommées TBARS. Depuis Yagi [91], qui a utilisé
le taux de TBA pour évaluer les concentrations de
lipoperoxydes dans le sérum humain, la détection
des TBARS est devenue une méthode courante, et
c’est ce qui a été dosé dans nos expérimentations.

Cependant, ces derniéres années, cette méthode a
été critiquée a plusieurs titres, particuliérement a
cause de I’existence d’une large gamme de produits
d’oxydation non lipidiques qui réagissent aussi avec
les TBARS pour former des espéces colorées qui
peuvent interférer avec ’analyse. Selon Draper et
al., excepté pour 1’urine, 1’analyse spectrométrique
a surestimé le contenu en MDA. La purification du
complexe TBA-MDA obtenu a partir de foie et de
farine de poisson met en évidence dans I’extrait de

TCA (acide trichloroacétique) une élimination de
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produits complexes, composés de peptides résiduels
[92].

La question qui découle de ces observations est de
savoir si les TBARS représentent un produit de
peroxydation lipidique, ou les métabolites finaux de
nombreuses « voies métaboliques », dont la
peroxydation lipidique et des métabolismes des
acides gras polyinsaturés [93]. Cependant,
beaucoup de chercheurs continuent de considérer
les TBARS comme des biomarqueurs de Ila
peroxydation lipidique, dans de nombreuses
expériences (poissons [94], rats [95-96], chiens

[97], cellules [98] et humains [99]).

Capacité antiradicalaire totale

La wvariation des statuts antiradicalaires KRL

observés au cours de D’expérience, d’un
prélévement a I’autre, (et qui variait dans le méme
sens chez les deux groupes), peut étre liée aux
rythmes saisonniers. En effet, les rythmes
saisonniers et circadiens sont reliés, chez les
rongeurs, a un systéme d’oscillation soutenu par le
noyau suprachiasmatique [100]. Prost et al. [101] et
Narce et al. [102] ont observé ces activités
saisonniéres chez les rats Wistar et chez les souris.
Si I’on compare la capacité antiradicalaire totale
des deux groupes, nous observons des résultats
significatifs supérieurs pour les rats Bol d’Air® a
T24H et a T45W.

Chez les organismes au repos, un équilibre se
crée entre la production de ROS et la capacité
cellulaire antiradicalaire. Le déséquilibre, qu’il soit
da a un statut inférieur de protection antiradicalaire

ou a une augmentation du stress oxydant, génére
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des modifications dans le statut redox cellulaire. Un
stress léger induit généralement un déséquilibre
physiologique temporaire, qui est compensé dans
un délai trés court [103]. Dans ce cas, I’organisme
répond au stress par des augmentations
importantes, mais éphémeres, du niveau du taux
des antiradicalaires.

Dans notre étude, les premiéres sessions
d’inhalation du Bol d’Air® agissent comme un
stimulus unique de la défense anti radicalaire, sur
une courte durée.

Au cours de I’expérience, les statuts antiradicalaires
KRL du sang des deux groupes sont proches. Sauf a
T45W, ou les taux KRL du sang total et des RBCs
des rats BA sont significativement supérieurs a
ceux des rats témoins. Cette période correspond au
moment ou la fréquence des sessions respiratoires
était la plus fréquente pour les rats (3 sessions par
semaine dans les deux mois précédents la prise de
sang). C’est aussi un moment de 1’expérience ou les
rats sont 4gés : I’effet protecteur obtenu avec le Bol
d’Air® est donc d’autant plus intéressant qu’une
étude a montré que les rats agés étaient plus
sensibles a une attaque antiradicalaire que les rats
adultes [104].

Les résultats de notre expérience supposent donc la
présence d’un systéme de régulation de la capacité
de défense antiradicalaire globale, probablement
assurée par des réserves antiradicalaires dans les
tissus. Compte tenu de ce que nous savons déja sur
la régulation de la glycémie, cette homéostasie du
niveau antiradicalaire global circulant pourrait étre

due a la formation de réserves. Ce fait a déja été

enregistré par Prost [105]. Ce systéme permettrait
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de maintenir un niveau normal de la capacité
antiradicalaire globale. Selon la qualité de leur
systeme adaptif, et quand le niveau de défense
antiradicalaire est élevé, les sujets emmagasinent
des composés antiradicalaires pour maintenir cette
homéostasie, ou, au contraire, les relachent -
lorsque cela s’avére nécessaire.

Les RBCs vivent environ 100 jours chez les
Mammiferes. Ils sont protégés par cette régulation
plasmatique leur vie durant, mais, quand la capacité
antiradicalaire globale de I’organisme est inférieure
aux normes, ils subissent directement un impact
négatif. Si I’on tient compte de ce point de vue, le
niveau élevé de KRL pour les RBCs, aprés trois
sessions d’inhalation de Bol d’Air® par semaine (&
T45W) pourrait prouver que ’appareil a vraiment
un effet antiradicalaire protecteur dose-dépendant.
Dans le cas de pathologies (ou de vieillissement), le
systtme régulateur peut étre affecté et/ou les
réserves peuvent faiblir, ce qui se traduit par un
faible

niveau anormalement élevé ou

d’antiradicalaires  globaux  circulants.  Cela
expliquerait les différences observées dans les
résultats des jeunes rats (T5W) et chez les rats agés
(T45W) aprées des sessions respiratoires fréquentes
(voir figure 2) : la protection éventuelle générée par
le Bol d’Air® n’est significative que par rapport au
groupe témoin vieillissant. En effet, chez les jeunes
rats, le syst¢éme homéostasique pourrait gommer les
impacts positifs de [Dappareil. Une ¢&tude
complémentaire doit étre menée pour confirmer ces
hypothéses.

De T45W a la fin de I’expérience, les rats ont eu de

moins en moins de sessions respiratoires, ce qui a
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diminué d’autant leurs manipulations (pesées...).
Trois effets différents étaient escomptés chez le
groupe Bol d’Air® : un effondrement des défenses
immunitaires, un maintien a un taux élevé
d’antiradicalaires, ou une harmonisation des taux
avec ceux du groupe témoin. C’est cette dernicre
hypothése qui s’est révélée exacte a la fin de
I’expérience (T62W — voir figure 5).

Pris dans leur ensemble, ces résultats permettent de
supposer que les rats BA ont été soumis a un stress
positif, provoquant des adaptations métaboliques et
augmentant, de ce fait, la protection contre le stress,
particulierement chez les rats agés. Ce changement
adaptif pourrait étre 1ié a un systéme régulateur de
la capacité¢ antiradicalaire globale, créant des
réserves antiradicalaires. Une nouvelle étude devra
confirmer cette hypothése.

L’appareil Bol d’Air® a un effet dose-dépendant
positif et un effet protecteur antiradicalaire de
courte durée, sauf pour le niveau de GR, qui dure

plus longtemps.
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