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 ملخص

 

ٔ انًخًثم فٙ اكسٛذ  فبئقت انذقت إشكبنٛت انبحث حًٛم إنٗ حسهٛظ. انضٕء ػهٗ َٕع يٍ انجسًٛبث انُبَٕٚت         

ٔسخبس   شاٌانفئ ا نًسخخهص انكشكى )انكشكًٍٛ( ػهٗ خلاٚب كبذانخٛخبَٕٛو ٔ اكسٛذ انحذٚذ ٔ انخأثٛش انؼكسٙ     

 10يجًٕػبث انًجًٕػت  6يقسًت انٗ  خبس فبس يٍ فصٛهت ٔٚس 53انخجشبت فٙ انًخبش ػهٗ   ْزِأجشبج         

اكسٛذ انخٛخبَٕٛو  15انًجًٕػت كغ(\يم01انكشكى )انكشكًٍٛ(  ) صبًسخخهيؼبنجت  10, انًجًٕػت كشبْذحؼخبش 

 01اكسٛذ انخٛخبَٕٛو + انكشكًٍٛ) 13كغ(, انًجًٕػت \يم 01اكسٛذ انحذٚذ ) 10كغ(, انًجًٕػت\يم01)

ٕٚو. 02انفى نًذة  طشٚقكغ( ػٍ \يم01كغ+\يم 01اكسٛذ انحذٚذ+ انكشكًٍٛ) 16كغ( ٔ انًجًٕػت \يم01كغ+\يم  

س بثأٔسخبس  حسبب  شاٌانفئنهكشكًٍٛ  ػُذ ركٕس  ٙخأثٛش انؼكسٔانأٌ انخسًى ببنجسًٛبث انُبَٕٚت  حظٓشَخبئجُب         

  انخبنٛت حهخٛصٓب فٙ انُقبط ٔبًكٍالاكسذة ٔاثأس بٕٛكًٛبئٛت ػهٗ يسخٕٖ انكبذ 

انكبذ   ٔصٌ  صٚبدة  يغ شاٌانفئ ٔصٌَقص  فٙ سببٚخكسٛذ انخٛخبَٕٛو ٔ اكسٛذ انحذٚذ ا : ٚظٓشاٌالفيزيولوجيالجانب 

 ذ انحذٚذ أدٖ إنٗ حغٛٛش انقٛبسبثكسٛذ انخٛخبَٕٛو ٔ اكسٛاٚبٍٛ اٌ  لجانب الكميائي ا . ايب شبْذانيغ  يقبسَت  

 صٚبدة بكشٚبحٍٛ ْزا ٚشافقٓ -انٕٛسٚب  انبٕٛكًٛبئٛت ٔ انًؤششاث انحٕٛٚت يٍ ٔظبئف انكبذ ػٍ طشٚق صٚبدة حشكٛض

                                                                       انكشكًٍٛ ببضبفت ٖ انزٖ ٚخى حؼذٚهّذانكب لاَضًٚٙاط انُشب

 ظبو الأكسذة ٔأكسٛذ انحذٚذ ػهٗ َٚؤثش كم يٍ أكسٛذ انخٛخبَٕٛو   انخأكسذ٘ فٙ انخهٛت دببنُسبت نلإجٓب                   

صٚبدةكًب ٚخجهٗ فٙ  CAT.MDA.GSH .GSH,GPx انًؤششاث انبٕٛنٕجٛت نلأكسذة  اخخلال ٚخسبب فٙ يًب   

٘  انًٛخٕكَٕذس َفبرٚت ٔ حجى .  

حأكذ انذٔس انذفبػٙ  انٕقبئٛت  َخبئج ْزِ انذساست حشٛش اٌ انجسًٛبث انُبَٕٚت حسبب الاكسذة انخهٕٚت , كًب اٌ َخبئجُب

انخسًى ببنجسًٛبث انُبَٕٚتنهكشكًٍٛ ضذ   

انحذٚذ. الاجٓبد انخبكسذ٘. انًؤششاث انبٕٛكًٛبئٛت, انًٛخٕكَٕذس٘كسٛذ انخٛخبَٕٛو ,اكسٛذ ا :  الكلمات المفتاحية  

 

 

                                      

 

 

 

 



 

 
 

 

Résumé 

L’objectif de ce travail est d’étudier et d’évaluer l’effet de deux nanoparticules 

(TiO2 Fe3O4) et l’effet opposé de Dif-méth (Curcumine) sur les paramètres 

biochimiques, cytosolique et mitochondrial chez le rats mâle de la race Wister.  

L’étude expérimentale menée au laboratoire sur 35 rats male Wistar repartis en 

06 lots, le premier lot sert de témoin, lot traité par Dif-méth à une dose (20ml/Kg) lot 

traité par le TiO2 (10mg/Kg), lot traité par le Fe3O4 (10mg/Kg), lot traité par TiO2+Dif-

méth (10mg/Kg et 20ml/kg) et lot traité par Fe3O4 + Dif-méth (10mg/Kg et 20ml/kg) par 

voie oral pendant 28jours de traitement 

Nos résultats montrent que l’intoxication du NPs (TiO2, Fe3O4) et l’effet protecteur 

de Dif-méth chez rats Wister provoque des effets oxydatifs, biochimiques et 

hépatotoxiques qu’on peut les résumés dans les points suivants 

 L’aspect physiologique montre que le TiO2, Fe3O4 induit un déficit pondéral 

avec une augmentation des poids relatifs du foie et une diminution de la 

consommation alimentaire par rapport au lot témoin 

 L’aspect biochimique montre que le TiO2 Fe3O4 induit une altération des 

paramètres biochimiques, biomarqueurs de la fonction hépatiques, augmentation 

de la concentration de l’urée, de la créatinine et une augmentation de l’activité 

enzymatique des marqueurs hépatiques ASAT, ALAT et ALP 

 Stress oxydatif cytosolique : L’effet oxydatif du NPs (TiO2, Fe3O4) se  

manifestent par altération du système antioxydant cellulaire caractérisé par une 

action directe sur l’activité enzymatique du glutathion peroxydase (GSH-Px),de 

la catalase, de GST, le taux du glutathion hépatique (GSH) et le taux de MDA. 

 Effet mitochondrial : se manifeste par une augmentation de gonflement et de 

perméabilités mitochondrial et perturbation des biomarqueurs oxydatif 

mitochondrial 

Les résultats de cette étude montrent que ces nanoparticules sont à l’origine d’un 

stress oxydatif au niveau hépatique cytosolique et subcellulaire. Nos résultats 

confirment l'effet protecteur de Dif-méth contre le stress oxydatif par une amélioration 

dans tous les marqueurs biochimiques et oxydatifs. 

Mots clés : TiO2, Fe3O4, rats Wistars, stress oxydant, Dif-méth, perméabilité, 

gonflement  



 

 
 

 

Abstract  

The aim of this work is to study and evaluate the effect of nanoparticle (TiO2  and 

Fe3O4) and the opposite effect of Dif-méh (Curcumin) on liver cells, on the biochemical, 

cytosolic and mitochondrial parameters in the male wistar rats. 

The experimental study conducted in the laboratory on 35 male wistar rats 

distributed in 06 batches, the first batch serves as a control, batches treated with Dif-

méth at the dose (20ml/Kg), batch treated with TiO2 (10mg/g), batch treated with Fe3O4 

(10mg/g), batch treated with TiO2+Dif-méth (10mg/g et 20ml/kg) and batch treated with 

Fe3O4 + Dif-méth (10mg/g et 20ml/kg) orally for 28 days of treatment 

Our results show those NPs (TiO2, Fe3O4) and the effets protective in the male rats 

wistar causes oxidative, biochemical and hepatotoxic effects that can be summarized in 

the following points 

 The physiological aspect shows that TiO2 ,Fe3O4 and their associations induce a 

weight deficit with an increase in relative liver weights and a decrease in food 

compared to the control group 

 The biochemical aspect shows that the TiO2 Fe3O4 and their associations induce 

an alteration of the biochemical parameters, biomarkers of the liver function, 

increase of the concentration of glucose, urea, creatinine and increase in the 

enzymatic activity of ASAT, ALAT and ALP liver markers. 

 Cytosolic oxidative stress: The oxidative effect of TiO2 Fe3O4 are manifested by 

alteration of the cellular antioxidant system characterized by a direct action on 

the enzymatic activity of glutathione peroxidase (GSH-Px), catalase, GST, 

hepatic glutathione level (GSH) rate of MDA 

 Mitochondrial effect: manifested by an increase in swelling and mitochondrial 

permeability and disruption of mitochondrial oxidative biomarkers 

The results of this study show that these nanoparticls cause oxidative stress at the 

cytosolic and subcellular hepatic level. Our results confirm the protective effect of Dif-

méth against oxidative stress by an improvement in all biochemical and oxidative 

markers 

Key words: TiO2, Fe3O4, rats’ wistar, oxidative stress, Dif-méth, biochemical 

parameters, permeability, swelling.
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Introduction  

Depuis plusieurs années, l’intérêt dans la recherche en nanotechnologie 

s’accroître de façon qui se concentre sur les particules qualifiées de particules ultrafines 

dont au moins une dimension est comprise entre 1 et 100 nanomètres encore appelé 

nanoparticules (NPs). Leurs propriétés physiques, chimiques, voire biologiques 

découlent spécifiquement de cette taille nanométrique (Baratli, 2015). 

Les champs d’applications des nanoparticules sont déjà très nombreux (produits 

cosmétiques, agroalimentaire, électronique) (Vanessa, 2015). On particulier, dans un 

cadre plus spécifique de la médecine constitue un des enjeux actuels majeurs. 

Notamment, ce domaine d'application des nanoparticules devrait permettre d’améliorer 

la détection précoce de nombreuses pathologies (cancers, maladies auto-immunes ou 

infectieuses) permettant ainsi d'augmenter l'efficacité de leur traitement (Anass, 2013).                                         

Les nanoparticules (NPs) d’oxyde de fer superparamagnétiques désignées par le 

terme SPIO (Super Paramagnetic Iron Oxide) possèdent des propriétés magnétiques 

uniques qui font d’elles des matériaux avancés candidats pour la biomédecine (Alexiou 

et al., 2000 ; Bulte et al., 1992; Pankhurst et al., 2003). La propriété des SPIOs 

provient du fort moment magnétique qu'ils acquièrent en présence d'un champ 

magnétique externe. Leur moment magnétique élevé engendre un fort contraste en 

imagerie IRM. En plus elles possèdent d'excellentes propriétés magnétiques, les SPIOs 

sont biocompatibles et biodégradables ; donc non toxiques. Au cours de la dégradation, 

les ions Fe libres n’augmentent pas sensiblement la teneur en fer contenu dans le corps 

et s’incorporent naturellement dans l'hémoglobine. Ils sont alors dégradés par des voies 

normales de recyclage du fer (Weissleder et al., 1989) 

Le dioxyde de titane  est appliqué dans plusieurs secteurs industriels. En plus du 

domaine traditionnel de la peinture, on assiste à un engouement pour l’utilisation dans 

d’autres domaines émergeants notamment la photo catalyse, avec des approches 

innovantes et originales. TiO2 est également utilisé comme revêtements pour la 

protection contre la corrosion  (Ngaotrakanwiwat et al., 2003) d’une nouvelle 

génération de piles solaires sensibilisées ( O’regan et al., 1991). et en matériaux 

photochromiques  (Naoi et al., 2004; Ohko et al., 2003).   

Cependant, malgré des bénéfices potentiels importants dans de nombreux 

domaines mais l’utilisation croissante des NPs soulève des inquiétudes quant à leur 
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éventuelle nocivité. En effet, les données épidémiologiques ainsi que les caractéristiques 

des nanoparticules sont autant d’information ayant incité la communauté scientifique à 

s’interroger sur les risques potentiels de ces matériaux sur la santé (Bousalem, 2017). 

La nanotoxicologie s’intéresse particulièrement aux risques associés aux NPs 

puisqu’elles sont retrouvées tant au niveau domestique dans les produits de 

consommations (écrans solaires, cosmétiques) (Nohynek et al., 2007)  qu’au niveau 

industriel dans les usines de fabrication. Les NPs possèdent des propriétés qui résultent 

du fait de leur très petite dimension (Shvedova et al., 2009) qui se situe entre les atomes 

et les molécules (Hoet et al., 2004). La taille nanométrique de ces particules leur 

confère une grande aire de surface car la majorité des atomes les composants se 

retrouvent à leur surface. Ainsi, plus grande est l’aire de surface, plus grand sera le 

nombre d’atomes se trouvant au pourtour des NPs, leur allouant des propriétés réactives 

prééminentes par rapport à leurs homologues micrométriques (Yang et al., 2008). De 

plus, les voies d’exposition potentielles aux NPs sont nombreuses (inhalation, ingestion 

et cutanée) (Pelley et al., 2009). C’est pourquoi, des auteurs ont suggéré que les études 

de nanotoxicité soient basées sur l’induction du stress oxydatif (Shvedova et al., 2010; 

Xia et al., 2006). Les effets toxiques des nanoparticules métalliques sur le foie 

(hépatotoxicité) sont aujourd'hui une préoccupation majeure en nanomédecine, car le 

foie est souvent le premier organe qui entre en contact avec les NPs après leur ingestion. 

(Yoosefi et al., 2016) 

         Dans l’ensemble des tissus sains, les défenses antioxydantes sont capables de faire 

face et détruire les radicaux produits en excès (Pincemail et al., 1999). Dans ce cas, on 

dit que la balance antioxydants / proxydants est en équilibre (Pincemail et al., 2000). 

Mais dans certaines situations, en raison d’une surproduction radicalaire (tabac, alcool, 

pollution et certaines pathologies comme le diabète, le cancer, le SIDA, l’inflammation, 

pathologies cardiovasculaires ) ou d’une diminution des capacités antioxydantes 

(insuffisance d’apports des micronutriments antioxydants, inactivation enzymatiques) 

un déséquilibre entre production de radicaux libres et le système de défense est à 

l’origine d’un état redox altéré de la cellule appelé stress oxydatif (Pincemail et al., 

1999 ; Pincemail et al., 2000).Les antioxydants jouent un rôle majeur dans la protection 

contre les dommages oxydatifs moléculaire (Evans, 2007).  

         En effet, L’élicitassions des espèces réactives oxygénées (ROS) et du stress 

oxydatif cellulaire, entraînant par la suite des dommages oxydatifs aux macromolécules  

 

https://fr.wikipedia.org/wiki/D%C3%A9riv%C3%A9_r%C3%A9actif_de_l%27oxyg%C3%A8ne
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biologiques, la dysfonction cellulaire et les morts cellulaires sont généralement 

considérés comme les mécanismes impliqués dans la toxicité des nanomatériaux (Nel et 

al., 2006 ; Prabhakar et al., 2012; Oberdörster et al., 2005). 

         Le curcuma, aussi appelé « safran des Indes » est une plante herbacée vivace, de la 

famille des zingibéracées, originaire du sud de l’Asie. Dans la médecine ayurvédique le 

rhizome du curcuma, séché et réduit en poudre, est utilisé pour le traitement des voies 

respiratoires (asthme, hyperactivité bronchique, allergie), ainsi que pour certains 

troubles hépatiques, l’anorexie, les rhumatismes et les infections. Dans la médecine 

hindoue (Adams et al., 2004) 

          Le Dif-méth a démontré ses bénéfices cliniques dans de nombreux domaines 

thérapeutiques. Cependant, la biodisponibilité de la curcumine native est faible et sa 

métabolisation importante. Pour atteindre des doses efficaces de curcumine, qui 

dépassent de loin celles que peuvent fournir une consommation normale de curcuma, 

diverses stratégies ont été identifiées par l’industrie pharmaceutique (Anamika, 2012) 

L’amélioration de ces paramètres pharmacocinétiques est rendue possible grâce 

à l’ajout de différents adjuvants comme la pipérine, les gingérols ou encore par 

l’utilisation de procédés biotechnologiques comme la γ-cyclodextrine et les micelles 

NovaSOL
®
. La sécurité d’utilisation de ces ingrédients, combinés à une meilleure 

biodisponibilité (Anamika, 2012) 

          L’intérêt de la recherche scientifique pour les propriétés cliniques de Dif-méth 

s’est fortement développé. En effet, le nombre de publications est passé de 10 entre 

1991 et 2000 à 52 entre 2001 et juillet 2012. De nombreuses voies de signalisation sont 

modulées par la curcumine dont des cytokines pro-inflammatoires, des protéines 

apoptotiques, le facteur NF-kB, la protéine C-réactive, l’antigène prostatique spécifique, 

etc. (Subash et al., 2013).  Cela se traduit par des  effets pléiotropiques désormais bien 

décrits, elle a démontré son efficacité dans de nombreux domaines thérapeutiques dont 

certains types de cancers, de maladies cardiovasculaires, en rhumatologie, certaines 

maladies neurologiques ou encore des troubles gastro-intestinaux
 
(Anand et al., 2007). 

L’objectif principal de cette recherche est à étudier en premier lieu les effets 

toxiques de TiO2, Fe3O4 sur un modèle biologique les rats wister au niveau cytosolique 

et mitochondrial suite à une exposition orale répétée pendant 28 jours, et en deuxième 

lieu à évaluer l’effet opposé du diferylol-méthan contre la toxicité de ces deux 

nanoparticules.  
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Ce travail comporte deux parties importantes :  

Étude bibliographique qui présente quelques connaissances sur :  

 Le dioxyde de titane et l’oxyde de fer: ses propriétés physicochimiques, sa 

toxicité  et son mécanisme  d’action.  

 diferylol-méthan : ses propriétés physicochimiques, sa toxicité et son 

mécanisme d’action.  

Une partie expérimentale regroupe l’ensemble des résultats obtenus sur 

l’évaluation de la toxicité (croissance générale), l’étude des paramètres biochimiques et 

enfin l’exploration du statut antioxydant des bio marqueurs du stress oxydant ainsi que 

par l’étude subcellulaire (gonflement et perméabilité mitochondriale et dosage de 

quelques enzymes de stress oxydatif du tissu hépatique). 
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I- Généralités sur les nanomatériaux 

Les nanoparticules (NPs) sont des structures composées de quelques centaines 

de milliers d’atomes. Du fait de leur taille (1 à 100 nanomètres), les propriétés 

physiques et chimiques de ces nano-objets sont différentes de celles des matériaux 

classiques de taille supérieure, en particulier une réactivité de surface très élevée. Leur 

champ de développement est extrêmement vaste et inclut la recherche médicale (Chuto 

et al., 2009) 

 

I-1-  Le dioxyde de titane (TiO2) 

Le dioxyde de titane est une substance composée d'oxygène (O) et de titane (Ti). 

Son nom (lorsque que l'on le trouve à l'état naturel) est Titanium dioxyde (nom 

anglais).Il est présent dans la nature sous forme de sel minéral naturel. Il faut ensuite le 

purifier avec un procédé chimique (Mohamed, 2011) Il appartient à la famille des 

oxydes métalliques de transition. Il est utilisé comme pigment blanc dans les peintures, 

les plastiques et dans le papier, ainsi comme additif dans les aliments et aussi dans le 

domaine pharmaceutique (Krug et al., 2012) 

I-1-1- Origine du TiO2 

    Le titane est le neuvième élément le plus abondant dans la croûte terrestre devant 

l’hydrogène et derrière le magnésium. Le titane y est majoritairement retrouvé sous sa 

forme oxydée dans des minerais mixtes tels que l’ilménite (FeTiO3), la pérovskite 

(CaTiO3) ou bien la titanite (CaTiSiO5). Le titane peut être obtenu par un procédé 

d’extraction utilisant des chlorures. Cette technique optimisée par le chimiste français 

Henri Sainte-Claire Deville permet d’obtenir le tétrachlorure de titane (TiCl4) qui peut 

ensuite être réduit via le « procédé Kroll » pour  obtenir du titane solide pur. Le TiO2  

peut également être extrait des différents minerais par des traitements à l'acide 

sulfurique produisant le sulfate de titanyle (TiOSO4).Ce composé peut ensuite être 

hydrolysé et déshydraté pour donner du TiO2 (Ferin et al., 1992;Combres, 1997) 

I-1-2- Principales applications 

          Du fait de ces propriétés, on peut trouver différents champs d’applications pour le 

TiO2, micrométrique tout d’abord puis nanométrique à présent  
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I-1-2-1- Applications utilisant le principe de la photo-catalyse  

 

    Le principe de la photo-catalyse est utilisé pour diverses applications comme la 

dépollution de l’air, le traitement des eaux usées et la décontamination. Les NPs de TiO2 

peuvent en effet catalyser la dégradation des dérivés d’arsenic contenu dans les eaux 

usées (Carlson, 2008), désinfecté en détruisant des agents pathogènes (Chabas et al., 

2010) ou encore dégrader des espèces organiques (Biswas et al., 2006; Changet al., 

2013). Le TiO2 peut également être utilisé pour la fabrication de revêtements 

autonettoyants. La dimension nanométrique permet en outre d’allier la transparence des 

fenêtres avec les propriétés de photo-dégradation des saletés déposées Chen et al., 

2007;  Chen et al., 2014). Les propriétés photo-catalytiques peuvent enfin permettre de 

réaliser le craquage de l’eau en H2 et O2 pour des applications énergétiques (Cheng et 

al., 2014) 

I-1-2-2-Comme pigment  

     Un peu moins de 4 millions de tonnes de TiO2 sont consommés dans le monde 

chaque année. Son indice de réfraction et sa blancheur font qu’il est utilisé dans les 

peintures, revêtements, plastiques, encres comme pigment. 

I-1-2-3- Utilisation dans l’industrie alimentaire et pharmaceutique  

    Le TiO2 micro- et nanométrique est également utilisé comme colorant alimentaire 

sous le nom de E171 (Ader et al., 2006;Biswas et al., 2006). On le retrouve enfin dans 

certains dentifrices et médicaments principalement en tant qu’excipient ou fluidifiant 

(Cherukuri et al., 2006; Combres, 1997) 

I-1-2-4- Dans les écrans solaires 

    Le TiO2 est beaucoup utilisé dans l’industrie cosmétique comme pigment mais 

aussi comme écran solaire, du fait de son indice de réfraction et de ses propriétés 

d’absorption d’UV, car les absorbeurs d’UV minéraux, entraînent moins de problèmes 

de photo allergie que les absorbeurs d’UV chimiques. De plus, le TiO2 nanométrique est 

plus intéressant que leTiO2 micrométrique pour les crèmes solaires car il laisse moins de 

traces sur la peau (Baillie et al., 2007) 

I-1-2-5- Dans les implants biologiques 

      Le TiO2 micrométrique a longtemps été considéré comme un matériau inerte, ce 

qui en faisait un bon composant des implants biologiques (Afyaa et al., 2016). De plus, 

la présence de TiO2 nanométrique dans les implants biologiques permet d’augmenter la  
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prolifération et la différenciation cellulaire, ce qui augmente la biocompatibilité de 

l’implant comparé aux implants contenant du TiO2 micrométrique (Afyaa et al., 2016). 

 

I-1-3- Propriétés physiques   

          Le dioxyde de titane est un solide blanc réfringent, thermostable, Il est 

commercialisé sous forme de poudre ou de dispersion dans un liquide. Il est inodore, 

insoluble dans l'eau, dans l'éthanol et autres solvants organiques, il absorbe les rayons 

ultraviolets : le degré d'absorption de ces rayonnements UV dépend de la taille des 

particules. La forme rutile est plus dense et plus stable thermodynamiquement que la 

forme anatase (Argot et al., 2013). 

I-1-4- Propriétés chimiques   

Le dioxyde de titane non « ultrafin » est un produit très peu réactif. Il n'est pas 

attaqué par les acides chlorhydrique ou nitrique, mais attaqué par l'acide sulfurique 

concentré chaud ainsi que par l'acide fluorhydrique avec lequel il forme l'acide 

fluotitanique, Il peut également être attaqué par les bases concentrées. Le lithium, le 

magnésium et le zinc peuvent réduire le dioxyde de titane (Argot et al., 2013).  

En raison de leur surface spécifique plus élevée, les nanoparticules de dioxyde 

de titane présentent des propriétés photocatalytiques améliorées par rapport aux 

particules de plus grande taille : elles sont susceptibles de générer des espèces réactives 

de l'oxygène (radicaux hydroxyles, oxygène singlet, radical superoxyde) après 

exposition aux rayons ultraviolets et réactions avec l'eau ou l'oxygène (Argot et al., 

2013). 

I-1-5- Toxicité des nanoparticules de TiO2 

           La grande réactivité des NP de TiO2 leur confère de nombreuses applications 

industrielles. Mais le corolaire est qu’elle leur confère également une toxicité 

potentiellement plus élevée que pour les particules de taille supérieure, plus inertes Par 

ailleurs du fait de leur petite taille, les NP ne partagent pas forcément les mêmes 

mécanismes d’entrée dans les systèmes biologiques que les particules plus grosses et 

pourraient être internalisées en plus grande proportion que celles-ci 

 Il en résulte une modification potentielle à la fois du danger et de l’exposition et 

donc du risque associé à la manipulation de ces nanomatériaux par rapport à leurs 

homologues nonnanométriques. Du fait de la large gamme d’applications des (nano) 

particules de TiO2, l’homme peut entrer en contact avec elles par inhalation, ingestion 

ou contact cutané (l’exposition par injection intraveineuse reste pour l’instant 
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négligeable dans la mesure où les applications de ces (nano) particules en nanomédecine  

sont à ce jour limitées) . Les deux dernières voies d’exposition (ingestion et contact 

cutané) concernent plutôt les étapes d’utilisation du TiO2 (en tant que pigment : 

alimentaire (composé d’environ 36% de NP cosmétique (taille moyenne inférieure à 50 

nm L’exposition par inhalation est en revanche susceptible d’intervenir au cours de 

l’ensemble des étapes du cycle de vie de ces NP : lors de leur production, de leur 

utilisation (manipulation de poudres générant des aérosols, filtres solaires en spray, etc.) 

ou de leur fin de vie (aérosols générés par le vieillissement naturel ou le ponçage de 

peintures contenant des NP de TiO2, etc.). Il s’agit de la première voie d’exposition de 

l’homme aux NP de TiO2 en milieu professionnel (Argot et al., 2013). 

 

I-2- Nanoparticules d’oxydes de fer 

Les nano-objets d’oxyde de fer de formes géométriques (Fe2O3 et Fe3O4) font 

l'objet de nombreuses recherches sur leurs applications potentielles dans la médecine 

ainsi qu'ils sont utilisées dans des procédés industriels au cours desquels une exposition 

professionnelle peut se produite. Parmi les nanoparticules d’oxydes de fer, on distingue 

les nanoparticules d’oxyde de fer superparamagnétiques (appelées SPION) qui 

possèdent un corps d’oxyde de fer, et enveloppées par des matériaux inorganiques (tels 

que la silice, l’or) ou des matériaux synthétiques/naturels (tels que les phospholipides, 

acides gras, polysaccharides, les polymères naturels) (Auffan , 2007). 

Ces SPIONs sont souvent classés en fonction de leur taille qui inclut le corps 

d’oxyde de fer et le revêtement/fonctionnalisation, appelé le diamètre hydrodynamique. 

Les SPIONs de taille comprise entre 60 et 150 nm (Katia, 2001) sont ceux utilisés en 

tant qu’agent d’IRM ou sont en phase de développement pour être employés en tant que 

système de délivrance de médicament (Bechet et al., 2011). 

I-2-1-Caracteristique physico-chimiques 

          Les propriétés physico-chimiques des oxydes de fer (hématite, magnétite et 

maghémite) à l’état massif sont rassemblées dans le tableau 01 
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Tableau 01.Propriétés physico-chimiques des oxydes de fer  (Nadine et Mehrdji, 2016). 

 

I-2-2- Utilisation des nanoparticules du d’oxyde de fer 

 Les oxydes de fer ont un intérêt pour des applications dans de nombreux 

domaines scientifiques et industriels, y compris, les applications environnementales, la 

corrosion, la science du sol et de la biologie. La figure 01 résume l’ensemble de ces 

domaines (Cornnel, Schwertmann et al., 2000). 

 

Figure 01 : les différents domaines d’appliquation des oxydes de fer  (Cornell et 

Schwertmann, 2003) 

 

 

 

Oxyde de fer 

 

Couleur 

 

Masse 

molaire 

(g.mol-1) 

 

Température 

de fusion (°C) 

Masse 

volumique  

(kg.m-3) 

Hématite  Rouge à noir 160 

 

1350           5260 

Magnétite Noir 232 1583-1597 5180 

Maghémite Marron 160 - 4870 
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I-2-3- Toxicité de l’oxyde de  fer 

 Les sels solubles de fer, comme ceux trouvés dans les comprimés usuels de fer 

consommés dans le traitement ou la prophylaxie de l'anémie ferriprive, sont 

potentiellement très toxiques  (Milosevici, 2009). Lors de doses excédant 0.5 mg de fer, 

les effets toxiques avec vomissements, ulcérations de la muqueuse gastrointestinale, et 

saignements intestinaux peuvent se produire. Dans les cas graves, des dommages au foie 

et au rein peuvent également se produire (Delmar , 2009). 

 Effets toxiques de l’oxyde de fer par inhalation 

 Blocage mécanique des voies respiratoires supérieures. 

Une augmentation de la prolifération cellulaire pulmonaire et à un accroissement 

du nombre de granulomes pulmonaires multifocaux (Warheit et al., 2004).Provoquer 

des changements radiologiques pulmonaires dus au dépôt des particules de fer inhalées 

(Lei, 2013). Pigmentation de fer du poumon, et poumon du soudeur, reflétant le fait 

qu'on l'a rencontrée dans beaucoup de groupes professionnels exposés aux fumées 

d'oxyde de fer, y compris les polisseurs d'argent. La plupart des spécialistes considèrent 

ces changements radiologiques du poumon comme bénins sans aucune 

 influence sur la fonction pulmonaire et ne progressant pas vers lafibrose) 

(Hagens et al., 2007). 

I-3- Mécanismes de toxicité des nanoparticules 

La toxicité des NPs (TiO2, Fe3O4 ) est un sujet de recherche en pleine expansion 

depuis le milieu des années 2000. Les principaux mécanismes de toxicité rapportés sont 

liés à l’inflammation, au stress oxydant et à la génotoxicité. Ces effets seront détaillés 

dans les paragraphes suivants. 

I-3-1- Mort cellulaire 

La mort cellulaire, même si elle peut être bénéfique dans la lutte contre les 

cancers, est un des premiers marqueurs de toxicité étudiés dans les tissus sains. Elle peut 

être déclenchée par la cellule elle-même en réponse par exemple à une accumulation 

trop importante de dommages à l’ADN. (Ahamed et al., 2008) On parle dans ce cas de 

mort programmée, qui est généralement assimilée à de l’apoptose. L’apoptose est 

également appelée « mort propre », dans la mesure où elle n’induit pas d’inflammation 
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dans les tissus environnants. A l’inverse la nécrose, longtemps considérée comme une 

mort subie, engendre une réaction inflammatoire. Les dernières avancées dans le 

domaine montrent qu’il existe de nombreux modes de mort cellulaire intermédiaires, 

comme par exemple la pyroptose et que ceux-ci peuvent être évités par d'autres 

processus comme l'autophagie, qui permet l'élimination et le recyclage de structures 

cellulaires ou d'organites entiers endommagés. De nombreuses études ont rapporté 

l'induction d'apoptose à la suite d'expositions aux NP de TiO2 (Manon, 2014 ;Franco et 

al., 2009;Robertson et Orrenius, 2000). 

D'une manière générale il semblerait que l'apoptose induite par les NPs TiO2, 

Fe3O4 soit le résultat d'une chaine d'événements débutant par la peroxydation des lipides 

membranaires, menant à la déstabilisation des membranes cellulaires et en particulier 

lysosomales, d’où une libération de cathepsine et l'activation des caspases. (Li, 1997 ; 

Vaux et Korsmeyer, 1999) 

 Ces phénomènes pourraient en outre être liés à un impact des NP sur les 

mitochondries, mais sans que l'on sache vraiment s'il s'agit d'un événement amont ou 

aval (résultant du stress oxydant ou de la libération d'hydrolases provenant des 

lysosomes déstabilisés).Les perturbations lysosomales induites par les NPs pourraient 

également être des signes d'autophagie  (Biswas et al., 2006; Manon, 2014). 

Enfin quelques études relèvent également des signes de nécrose, mais dans une 

moindre mesure par rapport à l'apoptose (Manon, 2014) 

I-3-2- Inflammation 

Les revues de la littérature portant sur la toxicité des NPs TiO2, Fe3O4 

mentionnent toutes le fait que l'inflammation fait partie des principaux effets rapportés 

(Manon, 2014) 

Les NPs TiO2, Fe3O4 paraissent induire une plus grande inflammation in vivo que 

les particules micrométriques et ce aussi bien en conditions aigues que sub-chroniques 

(Manon, 2014). Cela peut être dû au fait que les NP possèdent une plus grande surface 

spécifique, sont bien moins efficacement phagocytées et éliminées par les macrophages 

alvéolaires que les particules micrométriques et pénètrent ainsi en plus grande 

proportion dans les cellules épithéliales, dans l'interstitium et la circulation lymphatique 

(Manon, 2014) 



Etude bibliographique 
 

 

12 

Enfin de nombreuses études in vivo ou in vitro indiquent des modulations de 

l'expression de gènes ou de protéines impliqués dans des phénomènes inflammatoires 

(Manon, 2014) 

 

I-3-3- Stress oxydant 

Le stress oxydant fait partie des principaux effets toxiques des NP de TiO2 

rapportés dans la littérature. Les revues portant sur le sujet le lient intimement avec les 

dommages oxydatifs à l'ADN. 

 Cependant nous traiterons ici la question de ces dommages dans le paragraphe 

suivant. De même des études mentionnent un lien entre le stress oxydant généré par les 

NP de TiO2 et l'initiation de réponses inflammatoires via des cascades de signalisation 

cellulaires croisées. Les preuves du déclenchement d’un stress oxydant par les NP de 

TiO2 se traduisent principalement par une production accrue d'espèces réactives de 

l'oxygène (ROS – Reactive Oxygen Species), une diminution des réserves cellulaires en 

antioxydants (glutathion, etc.), une oxydation des molécules biologiques (peroxydation 

des lipides en particulier) et le fait que le prétraitement avec des antioxydants diminue 

l'amplitude de ces effets. Il semblerait que le rutile conduise principalement à la 

génération de •OH, tandis que l'anatase produirait plutôt des espèces O2•-, H2O2 et 

radicaux peroxyles. (Ning et al,. 2008) 

I-3-4- Génotoxicité 

La génotoxicité, prélude d’une potentielle carcinogenèse, est sans doute l'effet 

toxique des nanomatériaux le plus étudié à l'heure actuelle, mais c'est également un des 

plus contro versés. Dans le cas des NP de TiO2, tous modèles d'exposition confondus, le 

nombre d'études rapportant des effets positifs dépasse celui des études rapportant des 

effets négatifs (absence de génotoxicité), qui reste cependant non-négligeable. (Soohee 

et Doug-Young, 2013) En outre d'une manière généraleles études in vitro génèrent plus 

de résultats de génotoxicité positifs que les études in vivo, ce qui révèle peut-être un 

biais dans les méthodes d'étude (Manon, 2014)   

 

I-3-5- Carcinogénicité 

La carcinogénicité fait partie des effets potentiels des NPs TiO2, Fe3O4 même si 

de nombreuses étapes séparent l’apparition des premiers dommages à l’ADN et le 

développement d’une tumeur, la génotoxicité n’en demeure pas moins la première étape 

de la carcinogenèse. Comme évoqué précédemment, les études épidémiologiques chez 

l'homme suggèrent plutôt une absence de risque des particules de TiO2 à augmenter la 
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fréquence des cancers chez les personnes exposées. (Manon, 2014 ; Soohee et Doug-

Young, 2013 ) 

Cependant le faible nombre d'études et le fait que les niveaux d'exposition et la 

taille des particules soient rarement précisément caractérisés rendent leur interprétation 

difficile. Cette décision se base sur quelques études in vivo ayant en effet relevé 

l'apparition de tumeurs pulmonaires chez des animaux exposés par inhalation à des 

doses élevées de (nano) particules de TiO2. (Manon, 2014) 
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II- Géneralité sur le diféruloyl-méthane 

II-1-  Définition du curcuma  

Le curcuma est une plante vivace appartenant à la famille Zingiberaceae. Le 

rhizome est la partie utilisée de la plante en tant qu’épice alimentaire, conservateur, et 

comme colorant des aliments et des textiles. Cependant, on l’utilise aussi depuis des 

siècles en médicine traditionnelle indienne et chinoise (Sikha et al., 2016) 

 

Figure 02: Illustrations de Curcuma Longa,  (Perry, 2008) 

II-2- Etymologie 

Le nom scientifique Curcuma longa fait allusion à sa forme allongée. Il se 

nommait jadis en sanscrit Haridra ou Gauri et en hindi Haldi. Il est connu par les 

arabes sous le terme de Kourkoum, d’où le terme européen Curcumin. Curcuma est 

connu depuis des millénaires surtout en Asie comme source d’épices et est apprécié par 

la médecine traditionnelle. Observé par Marco Paulo en Chine, il est parfois qualifié de 

safran indien, safran des Indes, safran du Sud ou safran des pauvres, bien qu’il soit très 

éloigné tant sur le plan botanique que sur le plan organoleptique du « vrai » safran issu 

de Crocus sativus. La ressemblance de sa poudre avec l’ocre minéral précieux a donné 

le terme turmérique (turmeric en anglais) souvent utilisé aux Indes et par les Anglais et 

qui dérive du latin terra-merita et du français médiéval terre-mérite (Lecerf, 2012) 

II-3- Répartition géographique 

Le curcuma est cultivé en Inde, au Sri Lanka, en Indonésie, en Chine, à la 

Jamaïque. L’essentiel de la production mondiale provient de l’Inde (80 %) (Bruneton, 

2009) 
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II-4- Classification 

D’après la classification phylogénétique, il existe de nombreuses espèces de 

Curcuma dont les propriétés sont exploitées en santé. Parmi ces espèces peuvent être 

citées le Curcuma aeruginosa, Curcuma amada, Curcuma aromatica, Curcuma brog, 

Curcuma malabarica ou encore Curcuma sylvaticas (Pierre, 2014) 

Classe : Liliopsida 

Sub-classe : Commelinids 

Ordre : Zingiberales 

Famille : Zingiberaceae 

Genre : Curcuma 

Espèce : Curcuma longa . 

II-5- Description de la plante 

Curcuma longa (famille des Zingibéracées) est une grande plante herbacée, 

vivace, robuste, qui pousse sous tous les climats tropicaux, pouvant atteindre 1,50 m de 

haut. Rhizome épais, charnu, ramifié (Loap, 2008) 

 Ses feuilles sont très longues, oblongues à elliptiques, engainantes 

(Boullard, 2001) Feuilles vertes lancéolées, longues d’une cinquantaine de 

centimètres, a` l’extrémité´ en pointe et engainées a` leur base (Loap, 2008) 

 Fleurs jaune pâle regroupées en un épiapical cylindrique. 

 Le rhizome (La partie active) peut être globuleux, ou cylindrique et ramifie. 

Leur surface externe est gris-jaune, marquée par la cicatrice des racines. La 

section est franche et finement granuleuse, variant du jaune à l’orange 

sombre. Sur le plan microscopique, on distingue des cellules 

parenchymateuses entre lesquelles circule un réseau vasculaire. Les cellules 

des tissus profonds sont remplies de nombreux grains amylacés. On repique 

des tronçons de rhizome puis on récolte neuf mois après. On le fait bouillir, 

on ôte la peau, on le sèche au soleil, puis on le réduit en poudre. La poudre 

est jaune orangé, des cellules parenchymateuse est de nombreux grains 

d’amidon (Loap, 2008) 
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Figure 03: La plante C. longa dont dérive la diferuloyl-méthane et ses structures 

chimiques (Aggarwal et al., 2004) 

 

II-6- Composition chimique 

Les constituants de curcuma (C. longa) sont résumes dans le Figure 04.  

 

Figure 04 : Constituants de Curcuma longa (Loap, 2008) 

II-7- Usages courants 

Curcuma longa est cultivé pour ses rhizomes, d’abord comme colorant, ensuite 

comme épice pour la cuisine. En Afrique de l’Ouest, il est surtout utilisé pour teindre en 

jaune d’or des produits tels que le cuir tanné, les tissus en coton, le fil et les fibres de 

palme. Ses rhizomes servent aussi de produits de beauté pour le corps et le visage en 

Afrique et en Asie  (Jansen et al., 2005; Jansen et al., 2005) 
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II-8- Usages en médecine traditionnelle 

Le curcuma est décrit comme possédant un très large spectre d’actions dans 

plusieurs domaines : utilisations traditionnelles ou études scientifiques actuelles. En 

médecine traditionnelle, le curcuma peut être utilisé pour traiter les affections 

hépatiques, les helminthiases, éléphantiasis et autres parasitoses, les ulcères gastriques 

ou cutanés, l’eczéma, les maladies inflammatoires, les hémopathies, les vertiges et les 

gonorrhées (Duke et al., 2002) 

Figure 05: Effets potentiels de la curcumine (Dif-méth) sur de nombreuses affections  

(Pulla et  Lokesh, 1994) 

II-9- Définition de diferylol-méthan  

Le Dif-méth, un polyphénol de couleur jaune. Il a été isolé la première fois en 

1815, a obtenu sous forme cristalline, en 1870, et identifié comme étant le 1, 6-

heptadiène-3,5-dione-1,7-bis (4-hydroxy-3-méthoxyphényl) -(1E, 6 E) ou diferuloyl-

méthane (Huet et Fleurentin, 2013) 

Le dif-méth est dérivé du safran des indes : le rhizome de l'herbe Curcuma. 

Chimiquement, c'est une tautomère cétonique-enol insaturé (généralement appelé 

diferuloyl-méthane). Traditionnellement, safran des indes a été employé dans des 

préparations thérapeutiques pour différents maux dans différents régions du monde 

(Aounallah et  Aouachia, 2015) 
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Figure 06 : Structure chimique de la curcumine : 1,7-bis (4-hydroxy-3-méthoxy-

phényl) hepta-1,6-diène-3,5-dione (Kowluru  et  Kanwar, 2007) 

II-9-1- Propriétés chimiques  

• Dif-meth a été isolée pour la première fois en 1815 et obtenue dans la forme 

cristalline en 1870 (Aggarwal et al., 2004). En 1910, le squelette féruloyl-

méthane de la curcumine a été confirmé et synthétisé par Lampe (Lamoureux et 

al., 2010) 

• Dif-meth est une poudre jaune-orange qui est insoluble dans l’eau et l’éther mais 

soluble dans l’éthanol, le diméthyl-sulfoxyde et l’acétone (Aggarval et al., 

2003), il possède un point de fusion de 183°C, une formule moléculaire 

C21H20O6, et un poids moléculaire de 368,37 g/mol (Aggarval et al., 2003). 

l’onde maximale d’absorption dans le méthanol en spectrophotométrie se situe à 

430 nm et dans l’acétone à 415-420 nm (Aggarval et al., 2003). Une solution de 

dif-meth à 1% contient 1650 unités d’absorbance.  

• La couleur de Dif-meth est jaune brillante à pH acide et rouge à pH alcalin le 

dif-méth existe sous forme énolique et β-dicétonique. Le fait que la forme 

énolique prédomine en solution a un important rapport avec la capacité de dif-

méth à capter les radicaux libres (Shen, 2007) 
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Figure 07 : Isolement, extraction, structure, usages et changement de couleur en 

fonction du pH (Lecerf,  2012) 

II-9-2- Pharmacocinétique et métabolisme  

II-9-2-1- Etude de l’absorption. 

Des études chez l’homme ont montré que la biodisponibilité de dif-méth suite à 

une administration par voie orale était très faible. 

Par exemple, lors d’une consommation journalière de 3,6 g de dif-méth, les 

concentrations de dif-méth  détectées dans le sang sont proches des limites de détection 

(5 pmol/mL). Lors de l’administration à des doses inférieures, aucune trace de dif-méth 

ni de ses conjugués n’est détectée dans le sang (Sharma et al., 2004). Il est à noter que 

l’absorption de dif-méth serait augmentée par l’administration concomitante de poivre 

(la biodisponibilité est multipliée par 20 dans cette étude) (Shoba et al., 1998) 

II-9-2-2- Etude de la distribution 

En accord avec la très faible absorption, la distribution de dif-méth est 

négligeable. Mais la consommation journalière de 3,6 g/jour conduit à des 

concentrations de dif-méth détectables de la molécule dans la muqueuse du côlon que ce 

soit dans les tissus sains (12,7+/- 5,7 nmol/g) ou dans les tissus néoplasiques (7,7 +/- 1,8 

nmol/g de tissue) (Sharma et al., 2005) 
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II-9-2-3- Métabolisme 

Le dif-méth serait partiellement métabolisée dans l’intestin avec 

particulièrement des phénomènes de sulfatation et de glucuronidation qui pourraient 

expliquer sa faible biodisponibilité (Sharma et al., 2005) 

La partie absorbée est quant à elle métabolisée par le foie (Figure 08). 

Figure 08 : Métabolisme de la curcumine (dif-méth) dans le foie (Sandur et al., 2007) 

Flèches pleines : voies métaboliques démontrées dans des cultures d’hépatocytes de 

rats ou humains, ou dans du plasma de rat in vivo. 

Flèches en pointillés : voies métaboliques démontrées chez la souris in vivo.  

II-9-2-4- Elimination 

La curcumine est sujette à une excrétion urinaire et biliaire (Sharma et al., 

2005) 

II-9-3- Toxicité  

Aucun effet toxique majeur n’a été répertorié avec des doses orales allant 

jusqu’à 8 g/jour, à part quelques troubles gastro-intestinaux du type diarrhées et 

nausées, s’amendant spontanément sans interruption du traitement. Enfin quelques rares 

cas de dermatite allergique de contact ont été répertoriés (Bernard et al., 2005) 

II-9-4- Pharmacologie 

Le dif-méth a fait l’objet de centaines de publications étudiant ses propriétés 

anti-oxydante, anti-inflammatoire, anti-cancéreuse et antinéoplasique, antidiabétique, 

antivirale, dans la prévention du cancer et de la maladied’Alzheimer, le traitement des 

maladies cardio-vasculaires et de l’athérosclérose  (Bernard et al., 2005) 
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Figure 09: effets pharmacologiques de la curcumine (Bernard et al., 2005) 

II-9-5- Un puissant antioxydant 

Une des propriétés majeures de dif-méth est sa capacité à neutraliser les radicaux 

libres, notamment hydroxyle et anion superoxyde, induisant un effet protecteur contre 

les dommages radicalaires des lipides et de L’ADN. Il a été également montré que le 

dif-méth pouvait inhiber l’activité de la NOS inductible (iNOS), enzyme produisant le 

monoxyde d’azote (NO). (Edeas M, 2006) 
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                            Figure 10 : Mode d'Action des Curcuminoides (Badmaev, 2009) 

II-9-6- Dif-mét et inflammation 

L’action anti-inflammatoire de Dif-méth, connue depuis des millénaires, est 

basée au niveau moléculaire sur ses effets inhibiteurs vis-à-vis de la COX-2, des LOX, 

de l’iNOS et de la production de cytokines. Du point de vue clinique, le Dif-méth a 

montré ses effets anti-inflammatoires chez l’homme par voie orale (doses de 375 à 1200 

mg/jour) en situation post-opératoire, dans la prise en charge de la poly arthrite 

rhumatoïde (Edeas, 2006) 

II-9-7-Problèmes digestifs 

C’est un remède ancestral contre l’acidité gastrique et autre troubles digestifs, 

car il stimule la sécrétion de mucus et protège ainsi l’estomac. Il atténue aussi les 

nausées (Lahouel  et al., 2016). Il est tout à fait indiqué dans les troubles digestifs liés à 

la paresse du foie. 

II-9-8- Arthrite et allergies 

Si le curcuma ne soulage pas les douleurs, son action anti-inflammatoire le rend 

néanmoins efficace en cas d’arthrite et autres affections inflammatoires comme l’asthme 

et l’eczéma (Lahouel  et al., 2016) 

II-9-9- Problèmes circulatoires 

Le curcuma possède un effet hypocholestérolémiant, d’où son intérêt en 

prévention des risques cardiovasculaires (Lahouel  et al., 2016) 

II-9-10-Dermatologie 

Appliqué sur la peau, le curcuma soigne plusieurs types d’affections dont le 

psoriasis et les mycoses (Lahouel  et al., 2016) 
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II-9-11-Activité cytotoxique  

L’activité cytotoxique ou anti tumorale de dif-méth est la plus étudiée. En 2002 

Shim et al. Ont synthétisé des dérivés de dif-méth, de type hydrazino-curcumine 

(hydrazino-curcumine
84

 et hydrazino-benzoyl curcumine 
85

). Le composé hydrazino-

curcumine
84

 inhibe fortement la prolifération des cellules endothéliales aortiques 

bovines (CEAB) à une concentration nanomolaire (CI50 = 520 nM), pour le dif-méth 

(CI50 = 15000 n M), sans cytotoxicité. Des tests in vivo et in vitro ont montré que 

l’hydrazino-curcumine 
84

 peut aussi être considérée comme un nouveau candidat pour 

son activité anti-angiogénique. 

II-9-12- Inhibition de l’angiogenèse 

L’angiogenèse tumorale est un phénomène indispensable au développement de 

la tumeur qui génère la création d’un réseau vasculaire permettant de nourrir cette 

dernière en nutriments et en oxygène lorsque la diffusion passive ne suffit plus. 

L’angiogenèse est régulée par un équilibre entre les facteurs anti-angiogéniques tels que 

l’angiostatine, l’endostatine et la throm-bospondine, et les facteurs pro-angiogéniques) 

VEGF, FGF, PDGF, TNFα) ces dernier étant nettement sur exprimés au niveau des 

cellules tumorales. L’inhibition de ce mécanisme réduirait considérablement les apports 

nécessaires à la tumeur et donc ses chances de résister (Edeas, 2006;  Yoysungnoen et 

al., 2006) 

II-9-13- Potentialisation des anticancéreux  

Le dif-méth potentialise l’effet du cisplatine et de la doxorubicine sur le cancer 

du foie en diminution de l’expression des protéines anti-apoptose. Il potentialise aussi 

l’action de la vincristine et du méphalan sur des cellules de myélome multiple et du 

paclitaxel, de ladoxorubicine et du 5-FU sur des cellules du cancer de la prostate (Huet 

et Fleurentin. 2013) 
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I- Matériel et méthodes  

I-1- Matériel  

I-1-1-Matériel biologique  

Pour notre expérimentation, nous avons choisi de travailler sur les rats mâles 

Rattus rattus de la souche Wistar 

Le rat est l’espèce la plus utilisée en nombre après la Souris. En pharmaco et 

toxicologie, le rat est devenu une espèce de choix en raison des similarités métaboliques 

avec l’espèce humaine, sa petite taille, sa nature relativement docile, sa faible longévité 

(2 – 3 ans), et sa courte période de gestation. 

On distingue quatre grandes variétés de souches : les souches consanguines (in 

bred), les souches non consanguines (out bred), les hybrides de première génération et 

les souches mutantes. Il existe au total plus de 1400 souches et sous-couches 

répertoriées et utilisées en recherche biomédicale (Descat, 2002).   

 Utilité en recherche 

Après la souris d'expérimentation, le rat est le mammifère d'expérimentation le 

plus utilisé comptant pour à peu près 20 % du nombre total de mammifères utilisés en 

recherche (Festing, 1979). 

Depuis les quatre-vingts dernières années, le rat a été utilisé dans presque tous 

les aspects de la recherche biomédicale et comportementale et de la toxicologie. Une 

publication récente sur les applications en recherche biomédicale donne une liste de 

domaines de recherche dans lesquels le rat est largement utilisé et particulièrement utile: 

toxicologie, tératologie, oncologie expérimentale, gérontologie expérimentale, 

recherche cardiovasculaire, immunologie, recherche dentaire, immuno-génétique et 

parasitologie expérimentale (Baker et al., 1980).  

De plus, le rat a été traditionnellement l'animal de choix dans beaucoup de 

projets de recherche sur la nutrition mais il ne faut pas oublier que son penchant naturel 

à la coprophagie peut être un facteur limitant sur son utilisation dans certaines de ces 

études  
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 condition d’élevage  

Les expérimentations ont été effectuées au niveau de laboratoire de l’université 

L’Arbi Tébessi de Tébessa. Nous avons utilisé 30 rats blancs mâles Rattus rattus de la 

souche Wistar, provenant de l’institut pasteur d’Alger (Centre d’élevages El Kouba, 

Alger), agés de neuf semaines, d’un poids corporel vif moyen de 200 à 250 g. Après la 

souris d'expérimentation, le rat est le mammifère d'expérimentation de l’ordre des 

rongeurs le plus utilisé en recherche scientifique.  

 

Figure 11: Rat male Rattus rattus de la race wistar 

 

Ces rats ont été soumis à une période d’adaptation de 15 jours, aux conditions de 

l’animalerie ; à une température de 25°C±2°C et une photopériode naturelle. 

Les rats sont élevés dans des cages en polyéthylène qui sont tapissées d’une 

litière constituée de copeaux de bois. Les cages ont été nettoyées et la litière changée 

quotidiennement  

I-1-2- Matériels chimiques 

Dans ce travail, nous avons utilisé d’une part les NPs à base d’oxyde  de titane 

(TiO2) et l’oxyde de fer (Fe₃O₄) pour le traitement des rats sous forme solution à une 

dose de 10 mg/kg/jours et d’autres parts la Curcuma (Diféruloyl-méthane) à une dose 20 

ml/Kg/jours. 
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I-2- Méthode  

I-2-1- Lotissement et traitement  

 Lotissement  

Les rats mâles ont été répartis en 06 groupes de 05 rats chacun, il s'agit de : 

Lots n°1 : contient 05 rats comme témoin ne subit aucun traitement. 

Lots n° 2 : contient 05 rats traités par TiO2 en raison de 10 mg/Kg/ jour par voie orale 

Lots n° 3 : contient 05 rats traités par Fe₃O₄ en raison de 10 mg/kg/ jour par voie orale 

Lots n°4 : contient 05 rats traités par le diferylol-méthane en raison 20 ml/Kg/jour  par 

voie orale 

Lots n°5 : contient 05 rats traités par la mixture de TiO2 /diferylol-méthane en raison de 

10 mg/Kg et  20 ml/Kg  par voie orale (chaque jour pendant 28 jours). 

Lots n°6 : contient 05 rats traités par mixture de Fe₃O₄ / diferylol-méthane en raison de 

10 mg/Kg et  20 ml/Kg  par voie orale (chaque jour pendant 28 jours). 

 Mesure du poids 

La mesure de poids est effectuée sur les rats tous les jours d’une façon régulière 

pendant la durée d’élevage, soit au cours d’adaptation ou traitement à l’aide d’une 

balance électronique. 
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Figure 12 : La mesure de poids des rats à l’aide d’une balance électronique  (photo 

personnel). 

I-2-2- Sacrifice et prélèvement d’organes  

Après 28 jours de traitement les rats de 06 lots ont été sacrifiés, les foies ont été 

rapidement prélevés après la dissection et rincés dans une solution de chlorure de 

sodium (NaCl) à 0,9% puis pesées et conservées a  température (-20°C), pour les 

dosages des différents paramètres.  Le sang a été immédiatement recueilli dans les tubes 

héparines : 

  Le sang contenu dans des tubes héparines a subit une centrifugation à 5000 

tours/min pendant 15 minutes. Le sérum est utilisé pour le dosage des paramètres 

biochimiques. 
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Figure 13 : Prélèvement des foies (photo personnel) 

I-2-3- Méthodes dosage des paramètres biochimiques 

Les paramètres biochimiques mesurés sont : aspartate aminotransférase (TGO), 

alanine aminotransférase (TGP). Phosphatase alcalin (PAL), urée sanguin et la 

créatinine  

I-2-3-1- L’aspartate aminotransférase (TGO)  

 Principe : selon kit de Biomaghreb 

Determination cinétique de l’activité Aspartate aminotransférase. La réaction est 

initiée par addition de l’échantillon au réactif. Le schéma réactionnel est le suivant : 

 2 Oxoglutarate + L-Aspartate          
GOT 

        Glutamate + Oxaloacétate 

Oxaloacetate + NADH + H+          
MDH

          Malate + NAD+ 

Le taut de la diminution de la concentration en NADH est directement 

proportionnel à l’activité Aspartate amino transférase dans l’échantillon. (Murray, 

1984) 

 Matériel et Réactif  

 Spectrophotomètre, micropipette, tube sec, étuve et centrifugeuse. 

 Réactif 1(L- Aspartate) et Réactif 2 (Oxoglutarate).     

                                                                                                               

 Mode opératoire  

Le prélèvement du sang pour le dosage du TGO s’effectue dans des tubes héparines  

 On prépare solution de travail 1000µl de réactive 1 avec 3000µl réactive 2 
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 On met 1000µl de solution de travail dans un tube sec 

 On met 100µl de sérum du rat traité agité bien puis lire dans le 

spectrophotomètre à une langueur d’onde 340 nm 

I-2-3-2- L’aspartate aminotransférase (TGP)  

 Principe : selon kit de SPINREACT 

 Principe de la méthode  

L’alanine amino transférase (ALT) initialement appelée transaminase glutamique 

pyruvique (GPT) catalyse le transfert réversible d’un groupe animique d’alanine vers 

l’alpha-cétoglutarate à formation de glutamate et de pyruvate. Le pyruvate produit est 

réduit en lactate en présence de lactate déshydrogénase (LDH) et NADH: (Murray, 

1984) 

Alanine + ɑ-Cétoglutarate     
ALT

       Glutamate + Pyruvate  

Pyruvate + NADH + H
+
      

LDH
     Lactate + NAD

+ 

La vitesse de réduction de la concentration en NADH au centre, déterminée 

photométriquement, est proportionnelle à la concentration catalytique d’ALT dans 

l’échantillon1 

 Matériel et Réactifs  

 Spectrophotomètre, micropipette, tube sec, centrifugeuse et cuve. 

 Réactif 1 (Lactate déshydrogénase LDH L-Alanine) et Réactif 2 (NADH ɑ-

Cétoglutarate)      

 Procédure 

 Préparation de la solution de travail: Mélanger 1 volume de (R2) Substrats + 4 

volume (R1) Tampon. Stabilité: 21 jours à 2-8ºC ou 72 heures à température 

ambiante (15-25ºC). 

 Régler le spectrophotomètre sur zéro en fonction de l’eau distillée ou air. 

  Pipetter dans une cuvette 1000µl de solution de travail avec 100µl de 

l’échantillon 

 Mélanger et lire dans une longueur d’onde 340 nm.  

I-2-3-3- Phosphatase alcalin (PALc) 

La phosphatase alcaline (PALc) catalyse l’hydrolyse de p-nitrophenyl phosphate 

à pH 10.4, en libérant p-nitrophenol et le phosphate (Wenger et al, 1984), selon la 

réaction   
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p-nitrophenyl phosphate  +H2O                       p-nitrophenol + phosphate  

La formation de p-nitrophénol est mesurée photométriquement, où elle est 

proportionnelle à l’activité catalytique de la phosphatase alcaline dans le sérum selon la 

fiche technique Spinreact  

Dans un tube sec 20µl d’échantillon (sérum) sont additionnés à 1.2 ml de réactif 

de travail [R2 (α Nitrophénylphosphate : 10 mmol/l), dissout dans le tampon ;  

R1 (Diethanolamine pH10.4 : 1 mmol/l, Chloride se magnésium :0.5 mmol/l)], 

agitation, incubation pendant 01 minutes. Lecture de l’absorbance (A) à λ=405 nm 

chaque minute pendant 03 minutes.  

∆A/min X 3300 = U/L de ALP 

I-2-3-4-Urée  

Le dosage est réalisé sur le sérum par la méthode colorimétrique utilisant 

l’uréase selon la fiche technique Spinréact.  

L’uréase hydrolyse l’urée en ammoniaque (NH
4+

) et le dioxyde de carbone 

(CO2). Les ions NH
4+

 réagissent avec le salicylate et l’hypochlorite (NaClO), en 

présence de nitroprusside pour former l’indophénol de couleur verte (Kaplan, 1984), 

selon les réactions 

                                                               Uréase 

Urée +H2O                   (NH4
+
)2 +CO2 

                                                                  nitroprusside 

                  NH
4+

 + Salicylate +NaOCl                              Indophénol  

 

 

Dans un tube sec 10µl d’échantillon sont additionnés à 1ml de réactif 1 [ uréase 

30000 U/L dissoute dans un tampon phosphate pH=6.7 : 50mmol/l contenant (EDTA : 

2mmol/l, salicylate de sodium : 400mmol/l, nitroprusside de sodium : 10mmol/l)] , 

agitation, incubation à 37°C pendant 5 minutes , ensuite 1ml de réactif 2 (hypochlorite 

de sodium : 140mmol/l,hydroxyde de sodium : 150 mmol/l) est ajouté au mélange, , 

agitation, incubation à 37°C pendant 5 minutes, lecture contre un blanc réactif  à 580 

nm avec utilisation d’un étalon.  
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        (A)Echantillon 

[Urée](mg/dl)=                                        x 50 (concentration de l’étalon)  

(A) Étalon  

 

I-2-3-5- Créatinine  

Ce dosage est basé sur la réaction de la créatinine avec l’acide picrique en milieu 

alcalin (NaOH) pour donner un composé coloré en jean selon la réaction de Jaffé 

(Murray, 1984) et la fiche technique Spinreact  

100 µl d’échantillon (sérum) sont ajoutés à 1ml de réactif de travail [V/V : R1 : 

17.5 mmol/l d’acide picrique + R2 :0.29 mmol/l d’hydroxyde de sodium], agitation, 

lecture de l’absorbance (A1) après 30 secondes et après 90 secondes (A2), à une 

longueur d’onde 492 nm. ∆A = A2 – A1  

                                                      ∆A Echantillon  

[Créatinine] (mg/dl) = ─────────── x 2 (concentration de l’étalon)  

                                                        ∆A étalon  

 

I-2-4- Dosages biochimiques :  

I-2-4-1- Extraction des métabolites:  

L’extraction des glucides, lipides et protéines des hépatocytes a été réalisée selon 

le procédé de (Shibko et al., 1966) selon la figure suivante : 

 Dosage des protéines totales :  

La concentration des protéines est estimée par colorimétrie selon la méthode de 

Bradford (1976) en utilisant le bleu brillant de Coomassie comme réactif.  Le principe 

de la méthode est basé sur la fixation d’un colorant acide (bleu de Comassie) sur les 

protéines au niveau des résidus basiques et aromatiques ce qui provoque une coloration 

bleue qui est mesurée à 595nm en utilisant une solution d’Albumine Bovine (1 g/l) 

comme standard.  
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 Dosage des glucides :  

Le dosage des glucides est réalisé selon la méthode de Duchateau et Florkin, 

1959. La coloration obtenue par le réactif à l’anthrone est quantifiée à 620 nm en 

utilisant une solution de glucose (10 mg/ml) comme standard.  

 Dosage des lipides :  

Le taux de lipides est déterminé selon la méthode de Goldsworthy et al., (1972) 

qui utilise la vanilline comme réactif et une solution mère de lipides à 2.5 mg/ml comme 

standard.  Le dosage est réalisé sur des prises aliquotes de 100µl d’extraits lipidiques de 

levures témoins et traitées ou de la gamme étalon auxquels on ajoute 1ml d’acide 

sulfurique. Après agitation et chauffage à sec à 100°C pendant 10 min, les tubes sont 

refroidis et 200µl sont repris dans 2.5ml du réactif à la vanilline. Les tubes sont agités et 

mis à l’obscurité pendant 30 min pendant lesquels une coloration rose se développe. 

L’intensité de la coloration est ensuite lue à une longueur d’onde de 530 
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Figure 14 : Extraction des glucides. Lipides et protéines selon Shibko et al. (1976

Homogénéisation  dans le tampon  

Centrifugation 5000 Tours/ min, 10 min 

Culot I + 1ml 

D’ethére /chloroforme (IV/IV) 

Surnageant I 

Centrifugation  

(5000 tours/min, 10 min) 

  

Surnageant II Culot II+ 1ml 

NaOH 

Dosage des 

protéines 
Dosage 

des lipides  

Dosage des 

glucides  

Goldsworthy et al., 

(1972) 

Bradford (1976) Duchateau et Florkin, 1959 

Tissu +1ml 

TCA (20%) 



Materials et méthodes 
 

 

34 

I-2-5- Etude biochimique et enzymatique :  

I-2-5-1- Activité catalase :  

Les catalases sont des enzymes qui interviennent dans la défense de la cellule 

contre le stress oxydatif en éliminant les espèces oxygénées réactives et en accélérant la 

réaction spontanée de dismutation du peroxyde d’hydrogène (H2O2), toxique pour la 

cellule, en eau et en oxygène moléculaire.  

La technique utilisée est décrite par (Cakmak et Horst, 2003) qui consiste à 

suivre la disparition du peroxyde d’hydrogène par action de la catalase selon la réaction 

suivante :  

2H2O2            2H2O + O2 

Le protocole de dosage s’effectue de la manière suivante :   

• Préparer les homogénats à partir de 1ml de culture avec tampon d’homogénation TP 

(pH 7.4); 

• Centrifuger à 3000 tours/min pendant 10 min; 

• On prélève 100μl de l’extrait enzymatique brute (surnageant) + 500μl de péroxyde 

d’hydrogène H2O2 à 0.3 ml; 

• On ajoute 2850μl de TP (50mM, pH 7.2); 

•La réaction est déclenchée par l’addition d’eau oxygénée. L’activité catalase est 

exprimée en nmol/min/mg de protéines. 

La réaction est contrôlée par une lecture continue pendant 15 minutes durant 1 minute à 

une longueur d’onde à 240 nm. 

L’activité de CAT ( MH2O2 /min/m protéines)=    
      

        
 

 

• Δ   : Variation de la densité optique par minutes en fonction du temps. 

•   : Coefficient d’extinction du H2O2 (3900 μM-1 .cm-1. L). 

• L : largeur de la cuve ou longueur du trajet optique (1cm). 

• X : quantité des protéines en mg/ml. 

• Vt : volume totale du mélange réactionnel en ml. 

• Ve : volume de l’extrait enzymatique en ml 
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I-2-5-2- Dosage de l’activité du glutathion-S-transférase (GST) 

 Principe de la méthode 

La mesure de l’activité de GST, consiste à fournir à l’enzyme un substrat en 

général du (CDNB) 1-chloro, 2.4-dinitrobenzène, qui réagit facilement avec des 

glutathion sous l’action de nombreuses formes de GST. La réaction de ces deux produits 

entraîne la formation d’une nouvelle molécule qui absorbe la lumière à 340nm de 

longueur d’onde. 

La méthode utilisée dans cette étude pour doser le GST est celle de (Habig et 

al., 1974) celle-ci consiste à faire agir le GST contenue dans l’homogénat sur un 

mélange (GSH + CDNB) à une température de 37°C et à un pH de 6.5. La variation de 

la densité optique, due à l’apparition du complexe GSH-CDNB, est mesurée pendant 15 

minutes durant 1 minute à une longueur d’onde de 340 nm. Selon les étapes suivantes: 

•Les échantillons sont homogénéisés dans un 1ml de TP (0.1 M, pH 6); 

• Centrifuger à 1400 tours/min pendant 30min; 

• Récupérer le surnageant comme source d’enzyme; 

• Prélever 200μl de surnageant et ajoute 1.2 ml du mélange CDNB (1mM), GSH 

(5mM); 

• Le blanc contenant 200μl d’eau distillé remplaçant la quantité de surnageant. 

L’activité de GST = 
                        

                   
 

 

• DO: échantillon/min : densité optique de l’échantillon par minute. 

• DO blanc/min: densité optique du blanc par minute. 

• 9,6: coefficient d’extinction du GSH-CDNB exprimé en mM-1.cm-1. 
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I-2-5-3-Dosage de l’activité du glutathion peroxydase (GPx) 

L’activité enzymatique du glutathion peroxydase (GPx) a été mesurée par la 

méthode de (Flohe et Gunzler, 1984). Cette méthode est basée sur la réduction de 

peroxyde d’hydrogène (H2O2) en présence du glutathion réduit (GSH), ce dernier est 

transformé en (GSSG) sous l’influence de GPx selon la réaction suivante : 

H2O2 + GSH     GPx GSSG + 2H2O2 

 

 Protocole expérimental 

• Préparer les homogénats à partir de 1ml de culture avec tampon d’homogénation TP 

(pH 7.4); 

• Centrifuger à 3000 tours/min pendant 10 min; 

• Prélever 0.2 ml de surnageant; 

• Ajouter 0.4 ml de GSH (0.1 mM); 

• Ajouter 0.2 ml de solution tampon TBS (Tris 50 mM, NaCl 150 mM, pH 7.4); 

• Incuber au bain marie à 25°C, pendant 5 min; 

• Ajouter 0.2 ml de H2O2 (1.3 mM) pour initier la réaction, laissé agir pendant 10 min; 

• Ajouter 1 ml de TCA (1%) pour arrêter la réaction; 

• Mettre le mélange dans un bain de glace pendant 30 min; 

• Centrifuger durant 10 minutes à 3000 tours /min; 

• Prélever 0.48ml de surnageant; 

• Ajouter 2.2ml de solution tampon TBS; 

• Ajouter 0.32ml de DTNB (1mM); 

• Mélanger et après 5 minutes lire les densités optiques à 412 nm. 

La détermination de l’activité enzymatique de la GSH-Px se fait à l’aide de la formule 

suivante: 
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GPx (                    )=
(       )     

   
 

 

• DO: échantillon : Densité optique de l’échantillon. 

• DO étalon: Densité optique de l’étalon. 

• 0.04: Concentration de substrat (GSH). 

I-2-6- Dosage des biomarqueurs non enzymatiques 

I-2-6-1-Malonaldéhyde (MDA) 

Les malondialdéhydes (MDA) sont dosé selon la méthode de (Buege and Aust, 

1984). Cette méthode est basée sur la mesure colorimétrique de la réaction entre l’acide 

thiobarbiturique (TBA) et le malondialdéhyde (MDA) dans un milieu acide et chaud  

 

(100°C) en donnant un produit rouge brun dont l’intensité de la coloration est mesurée à 

une longueur d’onde de 530 nm. 

 Protocole expérimental 

• Préparer les homogénats à partir de 1ml de culture avec tampon d’homogénation TP 

(pH 7.4); 

• Centrifuger à 3000 tours/min pendant 10 min; 

• Prélever 375 μl de surnageant; 

• Ajouter 150 μl de solution tampon TBS (Tris 50 mM, NaCl 150 mM pH 7.4); 

• Ajouter 375 μl de solution TCA-BHT (TCA 20%, BHT 1%); 

• Agiter et centrifuger à 1000 tours/min pendant 10 min; 

• Prélever 400 μl de surnageant; 

• Ajouter 80 μl d’HCl 0.6 M; 

• Ajouter 320 μl de solution Tris-TBA (Tris 26 mM, TBA 120 mM); 

• Mélanger et incuber au bain marie à une température de 80°C pendant 10 min; 

• Lire La densité optique à λ = 530 nm. 
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L’absorbance est directement proportionnelle à la quantité de MDA formé, 

donnant ainsi une évaluation précise des lipides peroxydés. La concentrati on du 

MDA est calculée selon la loi de Beer-Lambert (DO = E.C.L) : 

[ C](   
    

  
            )= 

     

        
 

C : la concentration en nmole/mg de protéines. 

DO : densité optique lue à 530 nm. 

  : Coefficient d’extinction molaire du MDA = 1,56.10
5 

M
-
/cm. 

L : Longueur de la cuve utilisée (1cm). 

X : concentration de l’extrait en protéines (mg/ml) 

Fd : Facteur de dilution (Fd = 0.2083). 

 

I-2-6-2-Dosage du glutathion (GSH) 

 

 Principe de la méthode 
 

Le principe de ce dosage repose sur la mesure de la densité optique de l’acide 2-

nitro-5-mercapturique. Ce dernier résulte de la réduction de l’acide 5.5’-dithio-2-

nitrobenzoïque (réactif d’Ellman ou DTNB) par les groupements (-SH) du glutathion. 

Une fois préparé, l’homogénat doit subir une déprotéinisation par l’acide 

sulfosalicylique à 0,25% afin de protéger les groupements (-SH) du glutathion 

(Weeckbeker et Cory, 1988). 

 Protocole expérimental 

 Préparer les homogénats à partir de 1ml de culture avec tampon phosphate 

EDTA (0.02M) 

 Prélever 0,8ml de l’homogénat auquel y ajouter 0,2ml d’une solution d’acide 

sulfosalicylique (SSA) 0,25% 

 Agiter le mélange et laisser pendant 15 min dans un bain de glace 

 Centrifuger à la vitesse de 1000tours/min pendant 5min 

 Prélever 0,5 de surnagent 

 Ajouter au mélange : 1ml de tampon Tris-EDTA (0.02M d’EDTA, pH 9.6), 

0.025ml de DTNB et 0.5ml du surnageant 

 Laisser reposer pendant 5 minutes à température ambiante pour la stabilisation 

de la couleur. La réaction colorimétrique se développe instantanément 

 Mesurer les absorbances à 412 nm contre le blanc. 
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La concentration du glutathion est obtenue après application de la formule suivante : 

 

GSH [ M  
    

  
                    ]

   𝟏 𝟏    

𝟏 𝟏          
 

 

DO : la densité optique. 

1: Le volume total des solutions utilisées dans la déprotéinisation (0.8 ml de 

l’homogénat + 0.2ml de l’acide salicylique). 

1,525 : Le volume total des solutions utilisées dans le dosage du GSH au niveau du 

surnageant (0,5ml surnageant + 1ml Tris-EDTA + 0,025ml DTNB). 

13100 : Coefficient d’absorbance (concernant le groupement (–SH) à 412 nm). 

0,8 : Le volume de l’homogénat. 

0,5 : Le volume du surnageant trouvé dans un 1,25ml. 

 

I-2-7- Étude subcellulaire 

I-2-7-1- Isolement et gonflement mitochondrial 

L’isolement des mitochondries a été effectué selon la méthode de (Kristal et al., 1996). 

 Protocole expérimentale 

 Préparer l’homogénat à partir de 2ml de culture de chaque érlènmeyer dans 4ml 

de tampon d’isolement (210 mM Mannitol, 70 mM saccharose, 1mM Tris-HCl 

pH 7.5, 1mM EDTA pH 7.5). 

 Transférer l’homogénat dans des eppendorfs pour faire des centrifugations 

différentielles à 4°C (centrifugation refrigérée): 

 La 1
ère

 centrifugation 1300 tours/min pendant 3 min. 

 La 2
ème

 centrifugation (pour le surnageant récupéré de la 1
ère

 centrifugation) 

10000 tours/min pendant 10 min. 

 Jeter le surnageant et récupérer les culots qui contiennent essentiellement les 

mitochondries pures; 

 Laver les mitochondries 2 fois par le tampon d’isolement 

 Remettre le culot dans 1 ml de tampon de respiration 

 Les absorbances a été lues à un logeur d’onde λ= 540nm 

 On suivre le volume mitochondriale lors de l’injection des ions de calcium à 

partir d’une solution préparé (100mg Ca/100ml d’eau distillée); 
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 Ajouter 20μl de solution calcique ; ensuite la lecture se fait à un logeur d’onde 

λ= 540nm 

I-2-8- Mesure des paramètres mitochondriales  

I-2-8-1-Détermination de GSH 

Le dosage du glutathion est réalisé selon la méthode de Weekbeker et Cory 

(1988). Le principe de ce dosage repose sur la mesure de l’absorbance optique de 

l’acide 2-nitro-5mercapturique qui résulte de la réduction de l’acide 5,5 dithio-bis-2 

nitrobenzoïque (DTNB) par les groupements (-SH) du glutathion 

I-2-8-2- Détermination de GPx  

L’activité enzymatique de la glutathion peroxydase (GPx) a été mesurée par la 

méthode de Flohe et Gunzler (1984). Cette méthode est basée sur la réduction de 

peroxyde d’hydrogène (H2O2) en présence de glutathion réduit (GSH), ce dernier est 

transformé en (GSSG) sous l’influence de la GPx  

I-2-8-3- Détermination de GST  

La mesure de l’activité de la glutathion-S- transférase (GST) est déterminée 

selon la méthode de Habig et al  (1974). Elle est basée sur la réaction de conjugaison 

entre la GST et un substrat, le CDNB (1-Chloro2 ,4 di nitrobenzène) en présence d’un 

cofacteur le glutathion (GSH), la conjugaison entraine la formation d’une molécule 

novelle ; 1-S-Glutathionyl 2-4 Di nitrobenzène permettant de mesurer l’activité de GST 

I-2-8-4- Détermination de CAT  

L’activité de CAT est déterminée selon la méthode pectrophotométrique de 

Cakmak et Horst (1991). L’activité de la catalase (CAT) est mesurée à 240 nm à l’aide 

d’un spectrophotomètre UV/visible par la variation de la densité optique 

I-2-8-5- Détermination de MDA  

Le MDA détectée par une réaction colorimétrique avec l'acide thiobarbiturique 

(TBA).  Le MDA est analysé selon la méthode d'Esterbauer et al. (1992).    

I-2-8-6- Dosage du cytochrome c oxydase  

L’activité du cytochrome c oxydase est mesurée selon la méthode de (Wharton 

et Tzagoloff, 1967). Le cytochrome c oxydase, enzyme de la membrane interne 
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mitochondriale assure le transfert d’électrons du ferrocytochrome c aux molécules d’O2. 

On peut suivre : 

 L’activité enzymatique peut être suivie par la mesure de l’oxydation du 

cytochrome C réduit à un longeur d’onde λ= 550 nm car seule la forme 

réduite absorbe à cette longueur d’onde.  

  Le cytochrome c réduit est préparé dans du tampon phosphate 

(K2HPO4 7.5mM/KH2PO4 7.5 mM pH 7.4) à une concentration finale 

de 3 mM ;  

  Une pointe de spatule de sodium dithionite est ajoutée de manière à 

réduire le cytochrome C. 

 Pour chaque échantillon on ajoute, 950 μl de tampon phosphate et 20 μl 

de la fraction à doser sont bien agités et pré-incubés 2 min à 25°C (les 

mitochondries éclatent ainsi dans ce milieu très hypotonique).  

 L’absorbance est mesurée à un logeur d’onde λ= 550 nm. 

I-3- Analyses statistiques :  

L'analyse de la variance à deux facteurs contrôlés est utilisée pour estimer les 

différences signalées entre les paramètres étudiés.   

Les données sont représentées par la moyenne plus ou moins la déviation standard (m ± 

s). Les différences sont considérées comme significatives (P≤0,05); très significatives 

(P≤0,01) et hautement significatives (P≤0,001), et pour mieux visualiser les résultats 

obtenus la représentation graphique choisie est celle des histogrammes à barres en 

utilisant l’office Excel 2010. L’analyse statistique a été réalisée à l’aide du l’Office 

Excel version 2010, et le minitab® 18. 
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Figure 15: Schéma récapitulatif du protocole expérimental 
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II- Résultts  

II-1-Etude physiologique  

II-1-1-Effet sur gain du poids corporel 

La figure 16 illustre l’évolution du gain du poids corporel chez les rats témoins 

et traités par le NPs (TiO2, Fe3O4) et le Dif-méth. 

 

 

 

Figure 16 : Variations du gain du poids corporel chez le lot témoin et les lots traité 

après 28 jours de traitement 

Nous remarquons une diminution d’une variation non significative du gain du 

poids corporel chez tous les  lots expérimentaux par rapport au témoin.  

II-1-2-Effet sur le poids relatif du foie 

La figure 17 illustre les variations du poids relatif de foie en présence de NPs 

(TiO2, Fe3O4) et le Di-méth 
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Figure 17 : Variations de poids relatif de foie chez le lot témoin et les lots traités 

Après 28 jours de traitement 

Le poids relatif de foie augmente d’une façon significative (p ≤ 0.05) chez les 

rats traités par le Fe3O4 et non significative par TiO2 par rapport aux témoins. Par 

contre, les résultats ont montré que l’addition de Dif-méth à des rats exposés aux NPs a 

un effet correcteur, qui a été exprimé par une diminution des poids relatif de foie et chez 

les rats traités par rapport aux rats non traités. Aucune différence significative n’est mise 

en évidence quand les compare avec témoin. Une diminution de poids non significative 

à la mixture des NPs avec Dif-méth. 

II-2- Étude des paramètres biochimiques sanguins  

II-2-1-Urée et créatinine 

Les figures 18, 19 mettent en évidence les variations de la concentration sérique 

en urée et en créatinine chez le lot témoin et les lots traités 
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Figure 18 : Variations de la concentration sérique en urée chez le lot témoin et les 

lots traités après 28 jours de traitement 

L’urée sanguine augmente d’une façon très hautement significative (p≤0,001)  

chez les lots traités par Fe3O4 et TiO2. Par contre, on note une augmentation  très 

hautement significative de l’urée chez les lots associés au Dif-méth+ Fe3O4 et 

significative chez le lot traité par Dif-méth+ TiO2  

 

Figure 19 : Variations de la concentration sérique en créatinine chez le lot témoin et les 

lots traités après 28 jours de traitement 

Nos résultats montrent une augmentation très hautement significative (p≤0.001) 

en créatinine chez les lots traités par les NPs Par contre, on note un rétablissement par 
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une diminution très hautement significative de la créatinine chez les lots associés au 

Dif-méth 

II-2-2-Transaminases  

La figure 20 met en évidence les variations de l’activité sérique en TGO et en 

TGP chez le lot témoin et les lots traités 

 

Figure 20 : Variation de l’activité enzymatique de TGO et TGP chez le lot témoin et les 

lots traités après 28 jours de traitement 

Les résultats obtenus révèlent une augmentation des transaminases (TGO, TGP) 

avec une différence très hautement significative chez le lot traité par TiO2 (p≤ 0.001) et 

différence non significative chez les lots traités par Fe3O4 comparés aux témoins. Par 

contre, on enregistre un rétablissement par une diminution de l’activité de TGO et TGP 

chez les lots traités par la combinaison des NPs et Dif-méth par rapport au témoin.  

II-2-3- Phosphatase alcaline  

La figure 21 représente l’activité enzymatique de la phosphatase alcaline chez 

les différents lots.  
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Figure 21 : Variation de l’activité enzymatique de la PALc chez le lot témoin et les 

lots traités après 28 jours de traitement 

Nos résultats montrent une augmentation très hautement significative (p≤0.001) 

en PALc chez les lots traités par les NPs Par contre, on note une rétablissement par une 

diminution hautement significative de la PALc chez les lots associés au Dif-méth par 

rapport au témoin  

II-3- Étude des paramètres biochimiques tissulaire  

II-3-1- Effet sur le taux des protéines hépatiques 

Variation de la teneur hépatique en protéines chez les rats témoins, traités par 

TiO2 et Fe3O4, traités par Dif-méth / TiO2 et Dif-méth/Fe3O4 sont représenté dans la 

figure 22  

 
 

Figure 22: taux des protéines totales chez les lots traités et témoins après 28 jours de 
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Les résultats présentés dans la figure 20 montrent une perturbation du taux des 

protéines hépatique chez les lots traités par Fe3O4 et TiO2. D’une part le taux de protéine 

a augmenté d’une façon non significative chez les lots traités par TiO2 par rapport au 

témoin et d’autres parts une diminution très hautement significative chez les lots traités 

par Fe3O4 par rapport aux témoins. Cette perturbation est neutralisée après l’addition de 

la diféruloyl-méthane aux nanoparticules. 

II-3-2- Effet sur le taux des glucides hépatiques: 

La figure 23 représente les variations du taux des glucides hépatique chez les 

rats traités et témoins 

 

Figure 23: Variation du taux  des Glucide (mg) chez les rats témoins et traités après 28 

jours de traitement. 

Les résultats obtenus montrent une augmentation de la teneur hépatique en 

glucide avec une différence très hautement significative (p≤0.001) chez les rats traités 

par TiO2 Fe3O4, Par contre, on enregistre un rétablissement par une diminution des 

glucides chez les lots traités par la combinaison des NPs et Dif-méth avec une variation 

hautement significative (p≤0,01) chez le lot traité par TiO2 / Dif-méth par rapport au 

témoin et une variation non significative de Fe3O4/Dif-méth par rapport au témoin. 

II-3-3- Teneur en lipides : 

Variation de la teneur hépatique en lipide chez les rats témoins, traités par TiO2, 

Fe3O4 et traités par Dif-méth / TiO2,  Dif-méth/ Fe3O4 sont représenté dans la figure 22. 
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Figure 24: Taux des lipides totaux chez les lots traités et témoins après 28 jours de 

traitement  

Nous remarquons que le taux des lipides dans les lots traités par TiO2 et Fe3O4 a 

diminué d’une façon très hautement significative (p≤0.001) par rapport au témoin Par 

contre, les résultats ont montré que l’addition de Dif-méth à des rats exposés aux NPs a 

un effet correcteur, qui a été exprimé par une diminution des lipides de foie et chez les 

rats traités par rapport aux rats non traités. 

II-3-4- Effet sur le taux de GSH cytosolique 

La figure 25 montre les variations de taux de GSH chez les rats témoins et 

traités. 

 

 

Figure 25: Variation de la teneur en glutathion (GSH) cytosolique chez le lot témoin et 

les lots traités après 28 jours de traitement. 
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Nos résultats indiquent une perturbation de taux de GSH cytosolique 

comparativement aux taux enregistrés chez les témoins, une diminution hautement 

significative (p≤0.01) au lot traité par TiO2 ainsi une augmentation significative (p≤0.05) 

au lot traité par Fe3O4 par rapport au lot témoin, par contre cette perturbation neutralisée 

par l’addition de Dif-méth. 

II-3-5- Effet sur l’activité de GST cytosolique 

L’activité de GST cytosolique chez les rats traités par TiO2, Fe3O4 et leurs 

combinaisons est illustrée dans la figure 26. 

 

 

Figure 26 : Variation l’activité enzymatique de (GST) cytosolique chez le lot témoin et 

les lots traités après 28 jours de traitement 

Le tissu hépatique montre une augmentation de l’activité enzymatique de la GST 

chez les lots traités par TiO2, Fe3O4 avec une différence très hautement significative 

(p≤0.001) par rapport aux témoins.  En présence Dif-méth le taux de GST diminuer 

d’une façon très hautement significative (p≤0.001) à la mixture avec NPs par rapport au 

témoin  
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II-3-6- Effet sur le taux de MDA cytosolique 

La figure 27 représente le taux de GPx chez les rats témoins et traités.   

 

Figure 27 : Variation de la teneur en Malondialdéhyde (MDA) cytosolique chez 

le lot témoin et les lots traités après 28 jours de traitement 

D’après nos résultats on observe une augmentation très hautement significative 

(p≤0.001) du taux de MDA hépatique chez les rats traité par les deux NPs, cette 

augmentation est normalisée après l’addition du diféruloyl-méthane d’une différence 

hautement significative (p≤0.01)  par rapport aux témoins. 

II-3-7- Effet sur l’activité de CAT cytosolique 

 Nos résultats révèlent une augmentation chez les lots traités par TiO2 et Fe3O4 

d’une différence très hautement significative (p≤0.001) par rapport au lot témoin, En 

revanche, le traitement protecteur des animaux avec Dif-méth normalise clairement 

l’activité de cette enzyme, et on constate une variation très hautement significative 

(p≤0.001) de leur activité par rapport au témoin.  
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Figure 28 : Variation de l’activité enzymatique de la catalase (CAT) cytosolique chez le lot 

témoin et les lots traités après 28 jours de traitement 

II-3-8- Effet sur l’activité de GPx cytosolique  

Nos résultats montrent une diminution hautement significative (p≤0.01) chez le 

lot traité par TiO2 et une diminution non significative par Fe3O4 par rapport au lot 

témoin. Tandis qu’on enregistre un rétablissement par une augmentation significative de 

l’activité de la GPx chez les rats recevant les combinaisons NPs plus Dif-méth, avec 

aucune variation dans les valeurs de l’activité de cette enzyme chez ces groupes par 

rapport au groupe témoin (Figure 29). 

 

Figure 29 : Variation de l’activité enzymatique de GPx cytosolique chez le lot témoin 

et les lots traités après 28 jours de traitement 

 

 

 

 

0

0,02

0,04

0,06

0,08

0,1

0,12

0,14

C
A

T
 (

µ
m

o
l/

m
in

/m
g

 d
e 

p
ro

té
in

e)
 

*** 

*** *** 

*** 

*** 

0
0,5

1
1,5

2
2,5

3
3,5

A
ct

iv
it

é 
d

e 
G

P
x

 

 (
 µ

m
o
l/

m
in

/m
g

 d
e 

p
ro

té
in

e)
 

 

  ** 

 ** 

  P≤0.01 

N=05 



Résultats  
 

 

54 

II-4-Étude des paramètres mitochondriaux   

II-4-1-Variation du volume des mitochondries traitées par TiO2 et Fe3O4 et leurs 

combinaisons avec le Dif-méth 

La figure 30 illustre les changements de volumes des mitochondries en présence 

de deux nanoparticules (TiO2 et Fe3O4) et leurs combinaisons avec Dif-méth en fonction 

du temps. Ces valeurs de l’absorbance traduisant ainsi une augmentation du volume des 

mitochondries traitées par rapport aux témoins. Cette augmentation est très hautement 

significative (P≤0,001) au lot traité par TiO2 et significative (P≤0,05) par Fe3O4 par 

rapport au lot témoin, ainsi une augmentation hautement significative (P≤0,01) au lot 

traité par (TiO2+Dif-méth) et diminution non significative au lot traité par (Fe3O4+Dif-

méth) par rapport au lot témoin 

 

Figure 30 : Variations du volume des mitochondries isolées témoins et traitées par TiO2 

et Fe3O4 et leurs combinaisons au Dif-méth en fonction du temps après 28 jours de 

traitement 
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II-4-2-Variation de la perméabilité mitochondriale lors de l’injection du Ca2
+
  

La figure 31 illustre l'effet de TiO2 et Fe3O4 et leurs combinaisons au Dif-méth 

sur l'évolution de la perméabilité des mitochondries chez rats.  

 

Figure 31 : Effets deTiO2, Fe3O4 et le Dif-méth sur la perméabilité 

mitochondriale après l’addition du Ca
2+

 

Nous constatons une augmentation de la taille des mitochondries traitées ce qui 

signifie une grande perméabilité. Après 15 secondes on remarque une perturbation de 

volume de mitochondrie chez les différents lots 

II-4-3- Activité de Catalase mitochondrial 

Les activités de la catalase présentent une augmentation chez les lots traités par 

TiO2 et Fe3O4. L’analyse de la variance met en évidence une variation significative 

entre les animaux des lots témoin et ceux des lots traités par TiO2 (P≤0,001), Fe3O4 

(P≤0,01). En revanche, le traitement protecteur des animaux avec Dif-méth normalise 

clairement l’activité de cette enzyme, et on ne constate aucune variation significative de 

leur activité chez le lot  Fe3O4/ Dif-méth par rapport au témoin et variation significative 

(P≤0,05) de TiO2/Dif-méth (Figure 32).  
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Figure 32: Variations de l’activité enzymatique de la catalase mitochondriale hépatique 

chez le témoin et les lots traités après 28 jours de traitement 

II-4-4- Activité de GST mitochondrial  

La figure 33 montre l’activité de GST hépatique mitochondrial chez les 

différents lots. Le traitement des rats par TiO2 et Fe3O4 pendant 28 jours conduit à une 

augmentation très hautement significative (P≤0,001) de l’activité de GST. Tandis que 

un rétablissement par une diminution de l’activité de GST par la combinaison des 

nanoparticules avec Dif-méth  par rapport aux lots témoins.  

  

 

Figure 33 : Variations de l’activité enzymatique de la GST mitochondriale hépatique 

chez le lot témoin et les lots traités après 28 jours de traitement 
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II-4-5- Activité de GPx mitochondriale  

La figure 34 montre l’activité de GPx mitochondrial du tissu hépatique chez les 

différents lots.  Nous constatons une diminution très hautement significative (P≤0,001) 

chez les rats traités par TiO2 et Fe3O4 par apport aux témoins. Tandis qu’une diminution 

très hautement significative (P≤0,001) chez lots traités par la combinaison des 

nanoparticules et le Dif-méth par rapport aux témoins 

 

 

Figure 34 : Variations de l’activité enzymatique de la GPx mitochondriale hépatique 

chez le lot témoin et les lots traités après 28 jours de traitement 

II-4-6-Taux du MDA mitochondrial   

La figure 35 représente les variations du taux de MDA observées chez les rats 

traités et témoins. Nous remarquons que ce taux tend à augmenter d’une manière très 

hautement significative (p≤0.001) pour les lots traités par TiO2 et Fe3O4, Cependant, 

l'administration du Dif-méth a diminué le taux du MDA de façon significative (p≤ 

0,05), par rapport au groupe non traité.  
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Figure 35 : Variations des taux du MDA mitochondriale hépatique chez le lot témoin et 

les lots traités après 28 jours de traitement 

II-4-7-Taux de GSH mitochondrial   

La figure 36 représente les variations de taux de GSH chez les rats témoins et 

traités Nos résultats mettent en évidence une augmentation très hautement significative 

du taux de GSH chez les rats traités par TiO2 et Fe3O4, Cependant la combinaison du 

Dif-méth avec les nanoparticules provoque une diminution hautement significative 

(p≤0,01) chez le groupe traité par (Fe3O4-Dif-méth) et une diminution non significative 

chez les groupes traités par (TiO2-Dif-méth). 

 

Figure 36: Variations des taux de GSH mitochondriale hépatique chez le lot témoin et 

les lots traités après 28 jours de traitement 
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II-4-8-Taux de cytochrome C mitochondrial  

La figure 37 représente l’évolution de l’activité de cytochrome C sous l’effet de 

deux nanoparticules (TiO2, Fe3O4) et la combinaison avec le Dif-méth. Nous 

remarquons une augmentation de l’activité de cytochrome C très hautement 

significative (P≤0,001) chez les lots traités par les nanoparticules, tandis que une 

diminution hautement significative (P≤0,01) chez les lots de TiO2/Dif-méth et 

Fe3O4/Dif-méth  

 

Figure 37 : Taux de cytochrome C chez le lot témoin et les lots traités après 28 jours de 

traitement 
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Discussion 

Notre travail a pour but l’évaluation l’intoxication induit par les nanoparticules 

d’oxyde de fer et de titane (Fe3O4, TiO2) sur les rats et le rôle du diferylol-méthane dans 

la diminution de leurs effets.   

III-1- Poids corporels et poids relatif de foie 

Concernant les paramètres physiologiques étudiés, les nanoparticules (Fe3O4, 

TiO2) induit une diminution critique de poids corporelle des rats avec une augmentation 

du poids du foie. De même, l’étude  Lucio et al  en rapporté l’effet toxique du chrome 

attribué à des modifications de la formation osseuse et a des troubles métaboliques, cela 

peut expliquer par l’hypertrophie du tissu hépatique et par l’accumulation des NPs dans 

l’organisme. 

De plus, les polluant peuvent conduire à la mort cellulaire par l’appoptose de 

certaine lignées cellulaires due à l’accumulation de dérivés lipidiques toxiques comme 

les céramides (wang et al.,  2000,  Rudolf et cervinka, 2010). Ces dérivés lipidiques 

toxiques induisent une hypertrophie cellulaire de l’organe cible. Quant à la perte de 

poids est également due à la moindre de consommation des aliments et de l’eau lors 

d’une souffrance. Ainsi peut être expliqué par l’augmentation de catabolisme des lipides 

et des protéines de l’organisme. Bozella et al., 1989 ont signalé que la baisse de gain de 

poids peut être due à l’effet de NPs sur le tractus-gastro-intestinal entrainant une mal 

absorption des aliments. De plus, nous avons constat grâce à notre enquête que 

l’addition de Dif-méth aux groupes des NPs avait un impact protecteur contre 

l’intoxication des NPs.  

Plusieurs études ont montrés que l’administration de curcumine pour inhiber la 

sécrétion d’acide gastrique ou pour stimuler les mécanismes de défense muqueuse en 

augmentant la production de mucus ou en stabilisant les cellules épithéliales des surface 

gastrique (Pal. 1991, Piper 1986, Meister, 1984) a été démontré que le traitement par la 

curcumine bloque l'hypertrophie cardiaque induite par la phényléphrine in vitro. 

III-2-Paramètres biochimiques sanguins 

Dans notre travail nous avons mis en évidence une augmentation très hautement 

significative des teneurs sériques en créatinine et en urée par les nanoparticules (TiO2, 
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Fe3O4)  comparés à leurs témoins respectifs et une diminution lors d’administration du 

Dif-méth aux NPs. La  régulation de taux d’urée par les reins est la partie vitale du 

métabolisme du corps des rats. En plus de son rôle de transporter les déchets de 

nitrogène l’urée joue une certaine interaction dans le système des néphrons. (Zang et 

al., 2012) En effet, l’insuffisance rénale due à cause de l’accumulation d’urée, dans les 

maladies rénales, l’urée accumuler à cause de le taux de production d’urée sérique 

dépasse le taux de clairance. Tandis que l’élévation de la créatinine plasmatique est 

observée aux dommages marqués sur les fonctions des néphrons. (Mayne, 1994). 

De plus, l’augmentation de l’urée plasmatique est reliés à l’augmentation des 

catabolismes protéiques, sache bien que la produit finale de dégradation des protéines 

est de l’urée, alors on peut dire que l’augmentation d’urée et de créatinine chez les rats 

traites est due à l’effet nephrotoxique des nanoparticules. Nos résultats sont en accord 

avec plusieurs études  Najafzadeh.  2013 qui ont montré que l’administration de nano 

zinc augmenté significative le taux de créatinine, cette étude suggéré que le 

dysfonctionnement rénal causé par nano zinc. D’autres études ont montrés que les TiO2 

peuvent augmenter le taux d’urée et de la créatinine ainsi l’acide urique (Tang et al., 

2010; Guo et al., 2009; Zheo et al., 2010). De plus  Wang et al croyez que le TiO2 ont 

été stocké dans les cellules des reins et causer des pathologies de néphron et des 

inflammations aux glomérules des reins.  

D’autre part, le traitement de Dif-méth restaurer la fonction rénale par la baisse des 

taux plasmatique de créatinine, ces effets peut être relié aux propriétés antioxydants du 

Dif-méth puisqu’il a été constaté que les ROS peuvent être impliqué dans le taux de 

filtration glomérulaire (Hughes et al., 1996). Selon Cohly et al., 1998  ont également 

démontré que la Dif-méth présente une activité antioxydant dans les lignés cellulaires 

rénales. 

Dans ce travail, nous avons mis en évidence une augmentation des enzymes 

hépatiques (TGO et TGP) chez les rats traités par les nanoparticules (TiO2 et Fe3O4) et 

une diminution à l’addition de Dif-méthan 

Les enzymes hépatiques ALT, AST et ALP sont souvent utilisées comme 

marqueurs de lésions hépatiques, car leur augmentation indique des lésions hépatiques. 

On sait que après l’exposition aux nanoparticules sont facilement absorbés par les 

hépatocytes et les cellules de kapffer (macrophage spécialisés situés dans le foie 

(Kazem et al., 2016). Une étude menée par Babadi et al  ont indiqué que l'exposition à 
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150 μg / kg de poids corporel de Fe3O4-NP pendant 15 jours entraînait une 

augmentation significative des niveaux d'AST, d'ALT et d'ALP. 

De plus, plusieurs études ont confirmé que les NPs augmentent le taux d’ASAT 

et ALAT. Chen et al., 2003 montré une augmentation significative des transaminases, 

ainsi liu et al  ont démontré des niveaux significativement plus élevés de taux sériques 

d'ALAT chez des souris traitées avec des nanoparticules de TiO2. Une augmentation 

significative des taux sériques d'ALAT a également été observée chez les souris traitées 

aux nanoparticules de zinc (Zn), ce qui indique une nécrose hépatique (Wilhelmi et al., 

2013). Une augmentation  significative des taux de ces enzymes dans le foie peut 

indiquer une hépatotoxicité chez les rats traités. De même, il a été signalé que les 

nanoparticules de TiO2 présentaient une toxicité hépatique et rénale chez les rats Wistar. 

La présente étude a montré une élévation significative de l'activité de la phosphatase 

alcaline (ALP) suite à l'administration des nanoparticules, probablement due à 

l'altération de la perméabilité de la membrane hépatocytaire ou à la nécrose. Ces 

résultats concordent avec ceux rapportés par (Navarro et al., 2005) 

Le diferylol-méthan est une molécule hydrophobe qui passe facilement à travers 

la membrane plasmique vers le cytosol des cellules humaine. (Octaris et al., 1996) 

Cette molécule phénolique inhibe l’initiation de la tumeur induit par divers cancérogène 

et il a également été démontré qu’elle inhibe la croissance de nombreuses lignées 

cellulaires cancéreuses humaines in vitro (aggarwal et al., 2003) et qu’elle possède des 

propriétés analgésique, anti-bactrienne et anti-inflammatoir et utiliser contre les troubles 

hépatiques et les rhumatismes. Le dif-méth rétablit les changements d’ASAT et ALAT 

en raison de son effet antioxidant et de sa capacité à agir comme un piégeur des 

radicaux libres (Hutchison, 1993). De plus, le prétraitement au curcuma a maintenu 

l'activité ALP à l'état normal. En fait, de nombreuses études ont noté que le Dif-méth 

était un inhibiteur de l'activité d’ALP dans le plasma (Navarro et al. 2005). 

Apparemment, le curcuma a un impact protecteur potentiel sur la réduction des enzymes 

libérées par les hépatocytes endommagés (AST, ALT et ALP) (Reys-gordillo  et al., 

2007 ; Salahshoor  et al., 2016) 

De plus, l’effet préventive du Dif-méth peut impliquer par deux mécanismes : 

l’une agissant comme antioxydant et l’autre mécanisme en inhibant l’activation de 

cytokine pro-inflammatoire (Reys-gordillo et al., 2007 ; Salahshoor  et al., 2016).  

Naik et al., 2010 ont montré que le traitement par le Dif-méth à baisser les taux élevés 

d’enzymes (ASAT, ALAT, ALP). Ainsi Fu et al., 2008 démontré que le Dif-méth 
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significativement protéger le foie  en réduisant ASAT ALAT et ALP et en améliorant 

l’architecture histologique.  

Les glucides sont présents dans l’organisme sous différentes  formes, la forme la 

plus courante est le glucose, obtenu à partir des sucres simples ou complexes apportés 

par l’alimentation, ils servent de carburant rapidement utilisable par les organes 

(Esterbauer et al., 1992) De plus, les glucides sont une source primaire et immédiate 

d'énergie (Albert et al., 1986) 

Les résultats obtenus montrent une augmentation de la teneur hépatique en 

glucide avec une différence très hautement significative (P ≤0.001) chez les rats traités 

par NPs (TiO2, Fe3O4), expliqué par plusieurs hypothèses comme l’augmentation du 

réserves énergétiques, ou par des changements structuraux ou de perméabilité des 

membranes cellulaires (Carpy et al., 2000) cette augmentation est neutralisée de façon 

hautement significative après l’addition du différuloyl –méthane par rapport au témoin, 

la Dif-méth agit en activant la glycolyse et en inhibant la néoglucogenèse hépatique, qui 

est en concorde avec les travaux de (Amit et al, 2006) qui ont trouvé  une augmentation 

très hautement significative de taux des glucides hépatiques chez les lapins traités 

expliqué par l’effet inhibiteur de cadmium sur l’activité enzymatique.  

On peut expliquer cette augmentation par l’inhibition enzymatique provoquée 

par le NPs se fait par l’inactivation de la glycolyse qui se traduit par la préservation de 

l’énergie. Dans les conditions de stress, les réserves de glucides sont épuisées pour 

satisfaire les demandes énergétiques. Ces résultats rejoignent ceux (El-Wakil et 

Radwan, 1991)  Cette augmentation est neutralisé par l’addition de Dif-méth, ce 

polyphénols alimentaires peuvent influencer le métabolisme des glucides à de nombreux 

niveaux. Les polyphénols agissent par différents mécanismes dont l’inhibition de 

l’absorption du glucose au niveau intestinal ou encore son assimilation dans les tissus 

périphériques  

Dans notre travail nous avons mis en évidence une diminution du taux des 

lipides hépatiques chez les rats traités par le TiO2 et Fe3O4 par rapport aux témoins, 

cette diminution peut s’expliquer par la dégradation des lipides hépatiques par 

l’activation de la peroxydation lipidique, cette voie stimulé par des radicaux libres en 

cas de stress oxydative générée par le TiO2  et Fe3O4 (Aurousseau, 2002) De plus les 

métaux comme le Cuivre et  le Fer ont été largement utilisés comme agents initiateurs 

de l’oxydation des lipides (Nzengue, 2008) Ces résultats vont dans le même sens que 
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ceux de (Aounallah et Aouachia, 2015) qui ont trouvé une diminution significative 

chez les lapins traités par le cadmium par rapport aux traités par Sélénium et témoins.   

L’addition de diféruloyl-méthane a provoqué une neutralisation très hautement 

significative du taux des lipides qui peut être expliqué par une régénérescence cellulaire 

pour lutter contre le TiO2. Et ce qui concorde a ceux (Afyaa et al., 2016) qui ont montré 

que l'administration orale de l'extrait de curcuma chez les rats avec un état oxydatif par 

Li2CO3 (carbonate de lithium) diminue les paramètres du profil lipidique et augmente 

les enzymes antioxydants car il agit comme un piégeur de radicaux libres d'oxygène 

(Suramanian et al., 1994) De plus, le Dif-méth active l’ 5’AMP-activated protéine 

kinase qui diminue la synthèse des lipides de glycérol et augmente l'oxydation des 

acides gras, et régulant positivement l’expression de CPT-1, respectivement, qui 

entraînent une diminution de longue chaîne gras d’acyl CoA cytosolique. (Asma et al., 

2009) 

Les protéines sont principalement impliquées dans l’architecture des cellules, 

pendant une période de stress chronique les protéines considèrent comme une source 

d’énergie. Les résultats obtenus montrent une perturbation de la teneur hépatique en 

protéines : 

Une augmentation avec une différence très hautement significative (P ≤0.001) 

chez les rats traités par NPs-TiO2  expliqué par  l'induction de processus de 

détoxification mis en jeu par ce système de régulation qui se compose d’enzyme, des 

protéines et de molécules anti oxydantes (Nzengue, 2008), et une diminution très 

hautement significative (P ≤0.001) chez les rats traité par NPs- Fe3O4  expliqué 

biochimiquement par plusieurs mécanismes, dont la formation de lipoprotéines, utilisés 

pour réparer les tissus et les tissus endommagés, ou directement utilisés par les cellules 

pour répondre à leurs besoins énergétiques dans ces conditions de stress  

Mais cette perturbation est neutralisée après l’addition de la diféruloyl-méthane 

(la combinaison Di-méth/ TiO2, Di-méth/ Fe3O4) d’une façon hautement significative 

par rapport aux témoins. 

III-3- Stress oxydatives  

Le stress  oxydant est un type d'agression des constituants de la cellule, dû aux 

espèces réactives oxygénées. Les ROS sont des espèces chimiques extrêmement 

réactives regroupant les radicaux libres possédant un électron célibataire non apparié 
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(les radicaux hydroxyl HO • ou alkoxyl RO• par exemple) et également des dérivés non 

radicalaires comme le peroxyde d’hydrogène (H2O2) (Manon, 2014).     

La peroxydation lipidique provoque une augmentation croissante de la 

perméabilité des membranes cellulaires induisant une altération irréversible des 

propriétés fonctionnelles de la cellule, pouvant aller jusqu’à la lyse complète. La 

réaction en chaîne prolonge les effets intra membranaires des radicaux libres, même si 

l’agression radicalaire s’estompe (Milane, 2004). La peroxydation lipidique aboutit à la 

formation de nombreux dérivés toxiques  les hydroperoxydes et leurs dérivés 

(Halliwelle et Gutteridge, 2007). Les hydroperoxydes lipidiques sont relativement 

stables; en présence de fer, ils sont transformés en radicaux alkoxyles (RO•). Parmi 

leurs dérivés, le MDA (malondialdéhyde) a une demi-vie plus longue que celle des 

radicaux libres et diffuse facilement et peut donc être considéré un marqueur de la 

peroxydation lipidique et peut également former des liaisons avec les bases de l’ADN et 

devenir un mutagène (Milane, 2004 ; Favier, 2003).L’aldéhyde le mieux étudié est le 

dialdéhyde malonique (MDA) (Esterbauer et al., 1991).    

Dans notre étude le taux  de l’MDA  hépatique présente une augmentation très 

hautement significative chez les rats traités par TiO2 et Fe3O4  cette  augmentation 

observée clé du stress oxydant et de la peroxydation lipidique est en accord avec 

plusieurs études sur des modèles animaux qui ont constaté une augmentation de MDA 

dans le sang (Baynes, 1991). L’augmentation de la concentration du MDA suggère une 

augmentation des  espèces réactives de l’oxygène (ROS) (Kakkar et al., 1997) qui 

attaquent les acides gras polyinsaturés de la membrane cellulaire et provoque la 

peroxydation lipidique (Battacharya et al., 1997).   

Cette augmentation est régulée après l’addition du diféruloyl-méthane d’une 

façon  hautement significative par rapport aux témoins ce que conformé par les travaux 

de (Pulla et Lokesh, 1992; Sreejayan, 1994; Pulla et Lokesh, 1994) montre que le 

Dif-méth agit comme inhibiteur puissant de la peroxydation lipidique, ce que conformé 

aussi par les travaux de (Reddy et Lokesh, 1992; Reddy et Lokesh, 1994) qui montre 

que le Dif-méth  a également réduit la peroxydation des lipides dans les microsomes 

hépatiques des rats, les membranes érythrocytaires et les homogénats cérébraux. 

             Pour une  protection cellulaire, la GSH porteur d’une fonction thiol qui 

constitue un système antioxydant et puissant capteur de radicaux libres est responsable 

du maintien de l’état d’oxydo-réduction cellulaire et de la protection des cellules contre 
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les dommages oxydatifs. Le GSH est la première défense en se liant par sa fonction SH 

aux métabolites toxiques, il joue son rôle antioxydant 

également en synergie avec les enzymes antioxydants telles la glutathion 

peroxydase, la catalase et le superoxyde desmutase (Morin et al., 2004). 

Nos résultats révèlent une diminution hautement significative des GSH 

hépatiques chez les rats traités par le TiO2 et une augmentation significative par le  

Fe3O4 par rapport aux témoins, la diminution des taux de GSH semble être la 

conséquence d'une attaque provoquée par une augmentation de la quantité de ROS, 

tandis que l'augmentation des taux de GSH hépatique semble être le résultat d'une légère 

élévation des niveaux de radicaux libres (Wylly et josé, 2014) la diminution du GSH 

peut être attribuée à la conjugaison du GSH avec le métabolite électrophile du 

nanoparticules, une réaction catalysée par la GST. Des études similaires ont révélé que 

les TiO2 peuvent produire des ROS réduire les antioxydants cellulaires tels que le 

glutathion et la vitamine E. (Doudi et al., 2015) 

Au contraire l’utilisation de Dif-méth restaurer l’effet des nanoparticules. Des 

études récentes signalées que la Dif-méth avait augmenté le niveau de GSH cellulaire et 

induit une synthèse de novo du GSH dans Les cellules stellaires hépatiques en 

stimulant l'activité et l'expression génique de la glutamate-cysteine ligase (GCL), une 

enzyme clé limitant la vitesse de synthèse du GSH, ainsi  (Yumei et al., 2008) indiquent 

que l'administration orale de Dif-méth non seulement augmente le taux de GSH total 

hépatique, mais améliore également le ratio GSH / GSSG dans le foie de manière 

significative. 

Concernant la Glutathion-S-transférase (GST), enzymes de la famille de la phase 

II (biotransformation), Wu et al., 2006 qui catalysant la conjugaison du Glutathion 

(possède un groupement nucléophile -SH) à une grande variété de composés (porteurs 

de groupements électrophiles) et également impliquée dans le transport et l'élimination 

de composés réactifs qui effectuent d'autres fonctions antioxydants, L’activité de la GST 

a également été largement utilisé comme un biomarqueur de stress (Fitzpatrick et al., 

1997; Zheng et al., 2013) 

Dans notre étude, l’analyse des résultats obtenus montre une augmentation très 

hautement significative du taux de GST, cette augmentation de l’activité de la GST est 

hautement corrélée avec le taux de GSH, et une forme de défense qui traduit la 

détoxication des xénobiotiques dans l’organisme pour permettre son élimination, et une 
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réponse physiologique pour compenser les altérations qui sont dues aux radicaux libres 

et qui suggère que le xénobiotique conjugué par le GSH est catalysé par la GST pour 

réduire son effet toxique, ces résultats sont confirmés par les études de (Ognjanović et 

al., 2008).  

On outre, L’induction de cette enzyme a été aussi rapportée chez Mollusques 

Bivalves tels que Perna viridis exposé à différentes doses du cadmium (Kamel et al,. 

2012). La réponse de l’activité de la GST dépend de plusieurs facteurs comme le type 

de xénobiotique, la concentration, le temps d’exposition et de l’espèce (Oruç et Üner, 

2000)  

Par contre, cette augmentation est régulée après l’addition du diféruloyl-méthane 

d’une façon  hautement significative par rapport aux témoins, Somparn et al., 2007 

montre que la difé-méth a été agir comme antioxydant, ainsi que piégeur électrophile, 

cette propriété qui est largement considérée comme étant responsable de ses effets 

protecteurs sur les tissus. (Somparn et al., 2007) 

Parmi les systèmes de défense enzymatiques le glutathion peroxydase (GSH-Px 

ou GPx) joue un rôle principal dans la protection de l'organisme contre les dommages 

induits par le peroxyde d’hydrogène H2O2, mais aussi des peroxydes organiques formés 

par oxydation des acides gras ou du cholestérol. (Zhu et al., 2010).   

La GPx est une enzyme antioxydant clé qui régule le niveau des ROS (la GPx et 

capable de  non seulement de réduire le peroxyde d’hydrogène en eau, mais aussi les 

hydreux peroxydes résultant de l’oxydation de acides gras insaturées) et donc protégé 

les cellules contre les dégâts généré par l’oxyde de Fer (Weber et al., 2002) et d’après 

nos résultat on observe une diminution hautement significative de l’activité GPx dans 

les cellules hépatiques chez les rats traités par le dioxyde de titane et l’oxydes de fer. 

Cette diminution s’accorde  avec (Olsson, 1986; Valko et al., 2006) qui montrent une 

diminution claire de l’activité de cette enzyme dans le foie, le cerveau et les reins des 

rats exposés au cadmium en comparaison avec le lot témoin, ces résultats sont 

confirmés aussi par les études de (Sankar et al., 2012). La diminution de GPx refléter 

les perturbations du mécanisme oxydatif normal lors de la toxicité des nanoparticules 

Par contre l’addition du Dif-méth neutralise cette diminution par l’élimination 

des radicaux libre et l’inhibition de peroxydation lipidique, notre résultat s’accorde avec 

(Majid et al., 2014) qui montrent que le Dif-méth peut prévenir des dommages causés 

par la morphine aux cellules de l'hippocampe en augmentant les taux de GPx. il en est 
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de même pour les travaux de Sankar et al., 2012 qui a aussi démontré une diminution 

de l’activité GPx chez la même modèle biologique de notre expérience suite à un 

traitement avec des cyperméthrine.  Dif-méth a été montré pour restaurer l'activité GPx 

au cours de la toxicité induite par  l’arsenic et la gentamicine. (Fatma et al., 2009 ; 

farombi et ekor, 2006). Le mécanisme antioxydant de dif-méth peut inclure un ou 

plusieurs des interactions soit piégeant ou neutralisant des radicaux libres. (Soudamini 

et al., 1992) 

La catalase est une enzyme antioxydant impliquée dans la défense de la cellule 

contre les effets toxiques du peroxyde d’hydrogène en catalysant sa décomposition en 

eau et oxygène, c’est un biomarqueur de stress oxydatif et il est sensible à certains 

contaminants inducteurs de stress oxydatif comme les métaux toxiques (Almeida et al., 

2007). Contrairement à la GPx, l'affinité de la catalase pour l'H2O2 est élevée seulement 

lorsque les teneurs en peroxyde d'hydrogène sont accrues (Mates et al., 1999 ; Powers 

et Lennon, 1999). D’après nos résultats on observe une augmentation très hautement 

significative de l’activité de catalase chez les rats traités par TiO2 et Fe3O4  cette 

augmentation s’accord avec (Kie tea kim, 2010) qui a démontré une induction de 

l’activité Catalase chez Daphnia Magnia. Cette augmentation est régulée après 

l’addition du diféruloyl-méthane d’une façon  hautement significative par rapport aux 

témoins, Cette diminution s’accorde  avec yousef et al., 2008 qui a démontré que le 

traitement par sodium arsenic toxique aux hépatocytes des rats par contre l’addition du 

curcumine prévenir l’oxydation lipidique et diminuer la catalase.     

III-4- Étude subcellulaire 

La mitochondrie est l'un des organites les plus sensibles à de nombreux 

composés exogènes. Il est bien connu qu'il existe une relation étroite entre la production 

de mitochondries et de ROS. Les mitochondries peuvent échapper une certaine quantité 

d'électrons de haute énergie dans la chaîne respiratoire à partir d'espèces réactives de 

l'oxygène (ROS) 

Les mitochondries étaient considérées comme des compartiments cellulaires 

majeurs pertinents pour la toxicité possible des nanoparticules, ils pourraient se localiser 

dans les mitochondries et induire des dommages à leur structure par le biais du stress 

oxydatif. Des études récentes montre que nanoparticules de silice provoque des effets 

cytotoxique ainsi elle joue également un rôle clé dans le processus d'apoptose.(Joao et 

al., 2011) 
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Dans notre étude l’analyse des résultats obtenus par (TiO2 et Fe3O4) montre une 

augmentation de gonflement due certainement à la grande perméabilité de la membrane 

mitochondriale confirmée dans notre travail,(Skulachev,1996)  ont montré que le 

gonflement mitochondriales est un mécanisme s'accompagnant  de profonds 

remaniements, on commencer par l’augmentation de la production de ROS par les 

xénobiotiques entraine l’ouverture des pores de transition de perméabilité (PTPM), 

l’ouverture de ces pores provoque un déséquilibre osmotique entre la matrice et l’espace 

inter membranaire se crée, ayant pour conséquence le gonflement de la matrice et la 

fragmentation de la membrane externe, alors la mitochondries est dégradé ensuite les 

protéines pro-apoptotiques tels que le cytochrome c, AIF (Apoptose Inducting factor) et 

les caspases qui séquestrées dans l’espace intermembranaire sont libérées dans le 

cytosol initiant une cascade de réaction qui aboutit à l’apoptose ( la mort cellulaire),  

traduit par un nécrose hépatique (Asser, 2009) 

Ainsi l’addition du Dif-méth aux nanoparticules (TiO2 et Fe3O4) provoque une 

diminution du gonflement et de la perméabilité par rapport au témoin, on peut expliquer 

ce résultat par l’effet pro-apoptotique du Dif-méth, Ligeret.H et al. Des études récentes 

montrées que le Dif-méth a pu ouvrir les pores de transition de perméabilité dans le foie 

mitochondriale. Le dif-méth induit le gonflement mitochondrial, la libération du 

calcium, trouble de la respiration et effondre le potentiel de la membrane 

mitochondriale qui est liés à l’ouverture des pores. Le PTP pourrait être une cible 

pertinente par laquelle la curcumine induit l'apoptose des cellules tumorales. 

Le cytochrome P450 est une superfamille d’hémoprotéines d’isoenzymes qui 

sont responsables du métabolisme d’une grande variété de produits chimiques étrangers, 

y compris les drungs anticancers. Le système P450 localisé principalement au niveau de 

foie plus que d’autres organes comme les reins, cœur et les intestins.  

Nos résultats ont confirmé que le traitement par (TiO2 et Fe3O4) induit des taux 

élevés de Cyt-c suivis d'une apoptose, ce qui est confirmé par une quantité élevée de 

perméabilité et de gonflement mitochondrial.(Toualbia et al., 2017) Lors de 

l'exposition à une nanoparticule, le chemin d'induction de l'apoptose prédominante qui 

dépend des mitochondries. Ce schéma nécessite la libération dans le cytosol de 

protéines apoptogènes contenues dans l'espace inter-membranaire des mitochondries 

telles que l'AIF ou Cyt-c. Ce dernier, une fois ré-expansé dans le cytoplasme, résultant 

dans le recrutement Apaf-1 et proCas-9. Ce trimère, nommé apoptosome, conduit à 

l'activation de Cas-9, initiateur de la voie mitochondriale. Ce dernier conduit à 
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l'activation de Caspase. Différents mécanismes controversés réalisent encore la 

libération de protéines apoptogènes de la mitochondrie au cytosol (Jevtić et al., 

2016).Le port de transition de perméabilité (PT du pore) serait associé à la réduction de 

la membrane mitochondriale potentielle (Δψm). La chute du potentiel conduit à une 

entrée massive d'eau et d'ions provoquant un gonflement et finalement une perturbation 

physique de la membrane externe mitochondriale responsable de la libération des 

protéines apoptogènes (Fromenty. 2010 ; Ming-Yuan et al., 2015). L’inhibition de 

cytochrome par le Dif-méth ou d’autres antioxydants ont été trouvés être efficace pour 

protéger le foie contre la toxicité de plusieurs agents toxiques, ahmed et al ont montré 

que l’inhibition de Cyt P450 ou d’autres isoformes par le curcumine apaisant 

l’hepatotoxicité induit par le cisplatine, puisque l’augmentation de Cyp 2E1 avait été 

indiqué in vitro et in vivo comme médiateur ou amplificateur critique pour 

l’hépatotoxicité par le cisplatine. Dans le méme sens, Yan et al et Zhang et al ont 

rapporté que le dif-meth atténuait l’activité des enzymes CYP2A dans le microsome du 

foie et que l’administration de dif-méth était adéquate pour modifier l’expression de la 

glycoprotéine P et de la CYP3A chez le rat. Ainsi, nos travaux confirment ceux cités ci-

dessus puisque nous avons également mis en évidence une diminution de l’activité de 

CYP-c chez les rats traités par le dif-méth. 

           La chaîne respiratoire mitochondriale produit en permanence des espèces  

oxygénées réactives à partir d’une fuite d’électrons en amont du complexe IV. Ces 

électrons s’associent à l’oxygène pour constituer des superoxydes puis secondairement 

du Peroxyde d’hydrogène. Le GSH, la GPX et la CAT se chargent de piéger ces 

d’espèces oxygénées réactives au sein de la mitochondrie. En effet l’atteinte de la 

chaîne respiratoire mitochondriale engendre une hyperproduction  d’espèces oxygénées 

réactives, (Chagra et al., 2009 ; Toualbia et al., 2017) 

Le Malonyldialdéhyde (MDA) est le produit final de la peroxydation lipidique; 

par conséquent, la formation de MDA est considérée comme un indicateur général de la 

peroxydation lipidique (Downs et al., 2002).  

Dans notre travail, nous avons mis en évidence une augmentation de MDA en 

présence de (TiO2 et Fe3O4) expliquer par les radicaux libres générés par les NPs 

déclenchent la peroxydation lipidique des acides gras polyinsaturés liés à la membrane, 

conduisant à une altération de l'intégrité structurale et fonctionnelle de la membrane 

(Wang et al., 2008)  nosrésultats confirment ceux de (Nalika et Parvez. 2015 qui a 

démontré l'induction des niveaux de MDA des mitochondries cérébrales lors de 
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l'exposition aux TiO2 à différentes concentrations. la peroxydation lipidique  améliorée 

dans les mitochondries cérébrales traitées au TiO2 peut entraîner la perte des principaux 

composants des acides gras des membranes mitochondriales, entraînant la perte de 

cardiolipine critique de type phospholipide qui est essentielle aux enzymes / fonctions 

mitochondriales.  

De plus, le Dif-méth neutralise l’effet toxique des nanoparticules en raison 

d’hydrogène phénolique ou l'hydrogène méthylénique centrale dans la moitié de 

l’heptadienone (Quing-yi Wei et al., 2006) Ces résultats sont concordant avec (Nazam 

et al., 2007) qui ont mis en évidence une protection significative contre le stress 

oxydatif induit par l'isoproterenol en termes de conservation des antioxydants 

endogènes du myocarde. 

Nos résultats ont montré une forte activité enzymatique antioxydante reflétée par 

une augmentation des activités de catalase et de GST connues pour leur rôle dans  la 

détoxification des radicaux libres et une diminution de l’activité GPx 

Cependant, un stress oxydatif sévère peut provoquer des lésions cellulaires et la 

mort. Dans notre modèle modéré, un traitement par Dif-meth était prévu pour le foie des 

rats contre les dommages oxydatifs révélé comme une normalisation des systèmes 

enzymatiques activés mentionnés ci-dessus. En effet, le Dif-méth s'est avéré bénéfique 

pour restaurer une CAT et une GPx élevées en raison de l’administration des 

nanoparticules. Ces résultats sont conformés à plusieurs publication (Asser et al., 2002) 
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Conclusion 

L’objectif de cette étude consistait à étudier la toxicité induite par TiO2, Fe3O4 

au niveau cytosolique hépatique et mitochondrial chez les rats Wistar et à évaluer l’effet 

protecteur du diferylol-méthan du le curcuma contre cette toxicité. Les résultats 

indiquent que dif-méth  n'a pas affecté la plupart des biomarqueur étudiés. Ceci peut 

être dû à une activité oxydante. En revanche, ces nanoparticules influencent tous les 

paramètres étudiés reflétant son habilité à créer un stress oxydatif. En effet, ils causent 

une réduction de poids corporel, et une augmentation des poids relatifs de foie , 

augmentation au niveau des biomarqueurs de la lésion hépatique (ALT et AST), et 

rénale (créatinine ; urée), une perturbation  du taux des protéines, une augmentation des 

lipides et des glucides, une modification de l’équilibre pro et anti-oxydant se 

manifestant notamment par une augmentation de la peroxydation lipidique (MDA) et de 

l’activité du GPx avec une diminution de la quantité de GSH, GST, CAT. 

Le traitement des mitochondrie isolées de fois par ces nanoparticules a démontré 

une augmentation de la perméabilité avec un gonflement mitochondrial. Parallèlement, 

le traitement des rats par le Dif-méth en présence des deux nanoparticules a ramené tous 

les marqueurs biochimiques et oxydatifs à des niveaux proches de ceux obtenus chez les 

rats témoins. Ceci souligne l’effet protecteur de Dif-méth contre l’intoxication par ces 

nanoparticules en raison de leurs propriétés antioxydantes prouvée dans la littérature. 

Les résultats de la présente étude permettent de conclure que le Dif-méth pourrait 

s’avérer très bénéfique lors d’une intoxication par TiO2, Fe3O4. Ils peuvent être 

proposés alors dans le schéma thérapeutique des personnes intoxiqués par les 

nanoparticules sans risque d’effet secondaires, et peut être utilisée comme un antidote 

contre cette toxicité 

  Perspectives  

En perspectives, il serait intéressant de développer cette recherche de point de vue 

opérationnel par approfondissement de la connaissance sur :  

 Dosage des caspases et autres protéines de l’apoptose  

  Étude histopathologique   

 Dosage de SOD.LDH  

  Étude au niveau lysosomique   

 Étudeneurotoxique                  
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Annexe 1 : Tableaux de la réalisation de la gamme d’étalonnage 

 

Annexe 1a : Tableau de réalisation de la gamme d’étalonnage pour le dosage des protéines 

Tubes 1 2 3 4 5 6 

Quantité d’albumine (μg) 0 20 40 60 80 100 

Eau distillée (μl) 100 80 60 40 20 0 

BBC (ml) 4 4 4 4 4 4 

 

Annexe 1b : Tableau de réalisation de la gamme d’étalonnage pour le dosage des 

glucides 

Tubes 1 2 3 4 5 6 

glucose (μl) 0 20 40 60 80 100 

Eau distillée (μl) 100 80 60 40 20 0 

Anthrone (ml) 4 4 4 4 4 4 

 

Annexe 1c : Tableau de réalisation de la gamme d’étalonnage pour le dosage des lipides 

Tubes 1 2 3 4 5 6 

Solution mère de lipides (μl) 100 80 60 40 20 0 

Solvant 

chloroforme/méthanol (μl) 

4 4 4 4 4 4 
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Annexe 3 : Taux de métabolites hépatiques chez les rats témoins et 

traités après 28 jours 

Taux de 

métabolites  

Témoin Dif-méth 

 

TiO₂ 

 

Fe₃O₄ 

 

TiO₂+Dif-

méth 

 

Fe₃O₄+Dif-

méth 

 

Protéine 

 

0,88634± 

0,058260733 

0,85972± 

0,098071234 

0,94258± 

0,03968157 

0,643904± 

0,098915065 

0,84078± 

0,025120251 

1,17132± 

0,069246618 

Glucide 

 

21,7806 ± 

0,351744652 

31,9124± 

3,095371681 

25,62592± 

1,412542257 

32,90808± 

1,364201778 

26,37742± 

0,518691702 

20,6845± 

2,20072075 

Lipide 

 

0,94626± 

0,032789678 

0,7391± 

0,042472815 

0,82424± 

0,022781198 

0,5936± 

0,101882702 

0,6463± 

0,041139701 

0,71976± 

0,046235084 
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Annexes 4 : les paramètres de stress oxydant chez les rats témoins et 

traités après 28 jours 

Taux de 

paramètr

es de 

stress 

oxydant 

 

Témoin

  

  

 

Dif-méth 

 

TiO₂ 

 

Fe₃O₄ 

 

TiO₂+Dif-

méth 

 

Fe₃O₄+Dif-

méth 

GSH 0,000372258± 

2,50657E-05 

0,000330546± 

3,27285E-05 

0,000302458± 

3,44803E-05 

0,000436207± 

4,53811E-05 

0,00033619± 

5,14178E-05 

0,00023831± 

9,48778E-06 

MDA 3,07482± 

0,591061877 

4,65082± 

0,58240138 

5,96612± 

0,538680306 

9,7868± 

0,485392486 

4,414896± 

0,36104749 

3,647825± 

0,658873394 

GST 0,0033882± 

0,000510405 

0,003394± 

8,91759E-05 

0,0097366± 

0,000491192 

0,0057891± 

0,000138978 

0,0035478± 

0,000314908 

0,0025494± 

0,000230945 

CAT 0,081272± 

0,014082674 

0,0614298± 

0,008987874 

0,11388± 

0,009776093 

0,122272± 

0,003306497 

0,0509148± 

0,007520225 

0,0592654± 

0,009570021 

GPx 2,2828294± 

0,402966327 

2,87134± 

0,319020944 

1,6532± 

0,022521434 

1,91134± 

0,23498708 

2,23176± 

0,304438923 

2,497302± 

0,12608923 
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Abstract: During recent years the defensive role of diferuloylmethane against oxidative stress and apoptosis 

has been experimentally documented. Fe₃O₄-NPs can cause cellular death by inducing oxidative stress. 

Present study aimed to investigate whether diferuloylmethane could protect rats mitochondria against Fe₃O₄-

NPs intoxication. Twenty adult male rats were randomly chosen and divided into four groups: control; treated 

with 10 mg/kg/d of Fe₃O₄-NPs; treated with diferuloylmethane at the dose 20 ml/kg/d; treated with Fe₃O₄-NPs 

(10 mg/kg/d) and diferuloylmethane (20 ml/kg/d) respectively for 28 days. The results showed that Fe₃O₄-NPs 

increased the Alanine aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase (AST), lipid peroxidation, mit-

GSH (Glutathione), mit-CAT (Catalase), mit-GST (Glutathione S-transferase) and decreased mit-GPx 

(Glutathione peroxidase), with increased in mitochondrial swelling and permeability followed by the 

increasing level of plasmatic Cyt-c. The addition of diferuloylmethane (DFM) to these samples reduces or 

corrects the amount of the most of biomarkers. These findings have demonstrated that DFM can act as an 

antioxidant and antiapoptotic factor against damages induced by Fe₃O₄-NPs. 

 

Keywords: mitochondrial status, oxidative stress, Cyt-c, apoptosis, diferuloylmethane 
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Introduction 

Nanotechnology is one of innovative technologies, find his way of application in molecular imaging, 

particularly in magnetic resonance imaging (MRI), fluorescence imaging, computed tomography imaging and 

ultrasound techniques [1, 2]. Nanoparticles (NPs) may be defined as materials that have at least one dimension 

less than 100 nm [3]. However, the increased surface area of NPs may exhibit greater biological activity, such 

as an increased generation of reactive oxygen species (ROS) when compared with the large particles at 

equivalent mass [4, 32]. 

Oxide nanoparticles (IONPs) are composed of magnetite (Fe3O4) or maghemite (Fe2O3). They 

possess superparamagnetic properties which give them enormous potential as mediums for diagnosis and 

therapy. Superparamagnetic can be functionalized and associated with numerous organic compounds which is 

useful for specific targeting of altered pathological cells/tissues and efficient drug delivery [5].  Many In Vivo 

studies suggested that Fe₃O₄-NPs can be accumulated in the liver, kidney, lung, spleen, brain, and heart, and 

can generate various inflammatory responses [6, 7], impaired mitochondrial function, and alteration of 

membrane integrity, oxidative stress [8], chromatin condensation [9], genotoxicity [10] and cellular apoptosis 

[11]. These adverse effects depend not only on the chemical composition and the dose of nanoparticles, but 

also on their size [12, 13]. 

Medicinal plants are traditionally utilized to treat human disorders. Curcuma longa is one of the most 

commonly used herbal medicines. Many studies revealed the protective or therapeutic effects of 

diferuloylmethane in different forms of liver injury such as hepatitis, alcoholic and nonalcoholic fatty change, 

hepatocellular carcinoma and hepatotoxicity induced by drugs [14, 15]. Curcumin (CUR; 1,7-bis(4-hydroxy-

3-methoxyphenyl)-1,6heptadiene-3,5-dione) is a natural yellow pigment isolated from the rhizome of 

Curcuma longa L. (turmeric). It possesses a wide range of pharmacological properties including anti-

inflammatory, hypocholesterolemia and ant infectious activities [16, 17]. This study aims to investigate the 

impact of Fe₃O₄-NPs on the apoptotic status of the hepatic rats and the efficacy of diferuloylmethane as an 

antioxidant/antiapoptotic molecule on these damages. 

 

Material and Methods 

Chemicals 

Experimental Design 

We have handled 20 rats; these rats were divided onto 4 lots of 5 rats and we kept five rats as control. 

The treatments began at the 15
th
 day (adaptation period of rats) all treatments are per Os (p.o) as follows:  

Group 1: Controls. 

Group 2: Treated with Fe₃O₄-NPs at 10 mg/kg for 28 days. 
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Group 3: Treated with diferuloylmethane (DFM) at 20 ml/kg for 28 days. 

Group 4: Treated with combination NPs and DFM. 

After 28 days of treatment the rats were sacrificed and the serum and livers were collected; the 

mitochondrial extraction were proceeding some parameters of oxidative stress in hepatic mitochondria (GSH, 

GST, MDA, CAT and GPx) was investigated crowned by the estimation of cytochrome C oxidase and 

swelling and permeability parameters. 

Determination of cytochrome c level 

Determination of cytochrome c level in liver tissue was performed using commercial kit the 

cytochrome c assay kit (CYTOCOXI), uses an optimized colorimetric assay based on observation of the 

decrease in absorbance of ferrocytochrome c measured at 550 nm. 

Extraction of Mitochondria 

All operations were carried on ice. Cells were placed into buffer A containing 50 mM tris, 1 mM 

EGTA, 70 mM Sucrose, 210 mM Mannitol, pH 7.40 at +4°C. Then, the homogenate was centrifuged at 1300 

g for 3 min, 4°C. The supernatant was centrifuged at 10,000 g for 10 min, 4°C to sediment mitochondria. 

Finally, the mitochondrial pellet was washed twice and then suspended in 50 mM Tris, 70 mM sucrose, 210 

mM mannitol, pH 7.4 at +4°C. Protein content was routinely assayed with a Bradford assay using bovine 

serum albumin as a standard [44]. Mitochondria were kept on ice and used within 4 h. 

Mitochondrial Swelling 

Assay According to the method of Kristal et al. [45], we carried out the estimation of the 

mitochondrial permeability based on the rate of traverse of Ca
++

 followed by an increase in mitochondrial size 

detected at 540 nm wavelength for 2 minutes and each 15 seconds. 

Determination of Glutathione (GSH) 

 The determination of glutathione realized by Weckbker & Cory [46]. The principle of this 

determination is based on measuring the absorbance of 2nitro-5-mercapturique. 

Lipid peroxidation assay MDA 

The lipid peroxidation is determined by the reaction of thiobarbituric acid with MDA and measured 

according to the method of Esterbauer et al. [47]. 

CAT 

The spectrophotometric assay of catalase (CAT) activity was performed according to the method of 

Cakmak and Horst. [48]. The decrease of absorbance is recorded for three minutes by a spectrophotometer at a 

wavelength of 240 nm and an extinction coefficient ε=39400 L•μM-1•cm-1. 
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GST 

The activity of glutathione Stransferase (GST) was determined according to the method of Habig et 

al. [49]. It is based on the conjugation reaction between GST and a substrate, the CDNB (1Chloro-2,4-

dinitrobenzene) as a cofactor of glutathione (GST), the conjugation results in the formation of a new 

molecule: 1Sglutathionyl-2,4-dinitrobenzene to measure the activity of GST. 

GPx 

The enzymatic activity of GPx was measured by the method of Flohe & Gunzler. [50] using H2O2 as 

substrate.  

Statistical Analysis  

The significant differences between the control and the treated groups were determined by the 

Student’s t test. Statistical calculations were carried out using Minitab 18.1 statistical package and the Excel 

2010 (Microsoft, Inc.). 

 

Results 

Effects of Fe₃O₄-NPs on serum ALT and AST level 

The effect of Fe₃O₄-NPs on AST and ALT levels in hepatic serum of male albino wistar rats is 

described in the Figure 1. 

After exposure to nanoparticles the AST level was increased to 205.68±4.71 IU/L according to the 

controls (168±6.78 IU/L). After administration of diferuloylmethane the AST level was return to 96.6±9.66 

IU/L. 

The control had shown the AST level in serum of 47±5,522IU/L but after Fe₃O₄-NPs treatment; it 

increased to 67.674±6.222IU/L. whereas after administration of diferuloylmethane at the dose of 20 ml/kg bw 

po in Fe₃O₄-NPs intoxicated rats, the ALT level reduced to 47.434±5.710IU/L. 

Assessment of Oxidative Stress Enzymes  

Assessment of GSH and MDA 

Treatment of rats with 10 mg/kg Fe₃O₄NPs during 28 days results increase of the glutathione content 

in the hepatic mitochondria (27.079±1.055)*10
-4

 μM/mg and decreased after administration of 

diferuloylmethane at the dose 20 ml/kg in Fe₃O₄-NPs intoxicated rats (13.38±64.93)*10
-5

 μM/mg compared to 

the control group (15.456±1,111)*10
-5

 μ/mg (Figure 2). 

The Figure 3 shows the impact of Fe₃O₄-NPs in 10 mg/kg and effect protective by the 

diferuloylmethane 20 ml/mg in Fe₃O₄-NPs intoxicated on the lipidic peroxidation in hepatocyte rats by the 

estimation of the MDA level. The dose of Fe₃O₄ cause a very significant (p<0.001) increase in MDA level 
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(54,626±4,230 μM/mg) and decrease very significant (p<0.001) in the Fe₃O₄-DFM (41.262±0,919 μM/mg) 

against (31,796±0,603μM/mg) in controls. 

Assessment of Oxidative Stress Enzymes 

Treatment by 10 mg/kg of Fe₃O₄NPs causes increase in enzymatic activity of mitochondrial GST, 

CAT and decreased in GPx after administration of  DFM in the Fe₃O₄-NPs intoxicated  respectively decreases 

in GST, CAT, and increased in GPx according to the group control (Figures 4, 5, and 6). 

Assessment of cytochrome oxidation  

Treatment by 10 mg/kg of Fe₃O₄NPs causes an increase in cytochrome oxidation and decreased after 

administration of DFM in the Fe₃O₄-NPs intoxicated respectively, according to the control group (Figure 7). 

Mitochondrial Assays 

Effects of Fe₃O₄NPs on rats mitochondrial swilling and permeability are shown in the (Figures 8 and 

9), it is clear that the dose of iron oxide nanoparticle increase the mitochondrial swelling by the increase of 

permeability and the dose of DFM in Fe₃O₄-NPs decrease the mitochondrial swelling by the decrease of 

permeability. 

 

Fig. 1. Effect of diferuloylmethane on serum AST (aminotransferase) and ALT (Alanine aminotransferase) 

levels in Fe₃O₄-NPs induced hepatotoxicity in albino wistar rats after 28 days (p<0.001) 
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Fig. 2. Variation of stromal GSH (μM/mg prot.) in the control and treated hepatic rats after 28 days (p<0.001) 

 

 

Fig. 3. Variation of stromal MDA (μM/mg prot.) in the control and treated hepatic rats after 28 days 

(p<0.001) 
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Fig. 4. Variation of stromal GST (μM/min/mg prot.) in the control and treated hepatic rats after 28 days 

(p<0.001) 

 

 

Fig. 5. Variation of stromal CAT (μM/min/mg prot.) in the control and treated hepatic rats after 28 days 

(p<0.001) 
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Fig. 6. Effect of Fe3O4NPs treatments on the variation of stromal GPx (μM/mg) after 28 days (p<0.001) 

 

 

Fig. 7. Effect of Fe3O4NPs treatments on the variation of cytochrome c (µg/ml) after 28 days (p<0.001) 
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Fig. 8. Effect of Fe3O4NPs at 10 mg/ kg and Dif-méth 20 ml/kg on hepatic mitochondrial swelling at OD540 

nm after 28 days 

 

 

Fig. 9. Effect of Fe3O4NPs and DFM on hepatic mitochondria permeability after 

 28 days 
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Discussion  

Liver is highly prone to toxicity as it is the major organ involved in metabolism and detoxication of 

xenobiotics. Liver plays a critical role in clearance of nanoparticles from circulation. Phase transforming 

enzymes in liver convert these xenobiotics into more water-soluble compounds. 

This research was supported in part by hepatotoxicity of Fe₃O₄-NPs and other part by hepatoprotective 

of diferuloylmethane.  From the most important parameters that can be useful in evaluation of hepatotoxic 

effects of Fe₃O₄-NPs include aspartate transaminase (AST), alanine transaminase (ALT). Thereby, elevated 

transaminases (AST and ALT) may be an indicator of hepatocyte destruction, either due to the direct toxic 

effects of NPs or the subsequent immune system activity [18, 19]. In this study, we have demonstrated that the 

oral administration of Fe₃O₄-NPs cause a very significant (p<.001) increased in the serum activity of ALT and 

AST is indicative for liver damage and thus causes alteration in liver function, This elevated activity was 

decreased by the diferuloylmethane is an indication of prevention of hepatic tissue damage caused by Fe₃O₄-

NPs. This study concordant to the results of Jinyuan et al. and Jacobs et al. [20, 21]. The serum activity of 

these enzymes is measured for the detection of liver disorders [22]. Which are hepatotoxicity and impaired 

liver function indicators [23, 24]. 

Fe₃O₄-nanoparticles can cause cell death by induced oxidative stress [25, 26]. ROS such as anions, 

hydroxyl radicals, and hydrogen peroxide is by products of oxidative metabolism, which occurs in 

mitochondria. Cells respond to increased levels of ROS by a “detoxification” mechanism, which involves 

enzymes such as superoxide dismutase and glutathione peroxidase [27]. Further, GSH an antioxidant 

tripeptide, represents 90% of the non-protein intracellular thiols and neutralizes the H2O2, O2 and lipid 

hydroperoxides by its functional group-SH [28]. The administration of Fe3O4-NPs causes a very significant 

(p<0.001) increasing in the amount of GSH in hepatic mitochondria. Various studies have indicated that 

cellular levels of GSH are either increased or decreased after in vitro treatment with NP [29], the increased 

levels of GSH in some NPs treated cell may involve cellular response to coping with NPs-mediated oxidative 

stress damage, in contrast the decreased levels of GSH inhibitor synthesizing enzyme and/or abnormally 

increased demand for GSH in conjugation with electrophilic molecules [30, 31]. However, the 

hepatoprotective by DFM is observed in rats supplemented with DFM. The diphenylmethane is bifunctional 

antioxidant the presence of phenolic groups in the structure of diferuloylmethane explain the ability to react 

directly with reactive species and to induce an up-regulation of various cytoprotective and antioxidant proteins 

[32-34]. Recent studies indicate that mechanism of action of diferuloylmethane is inhibition of Ca
2+

 entry and 

PKC activity. The diferuloylmethane exerts antioxidant and anti-inflammatory effects by inhibiting NF-KB 

and suppressing major proinflammatory cytokines like IL-6 and TNF-ɑ [35]. In this study, the mitochondrial 

hepatic MDA increased according to the results of [36], the elevated amount of MDA and activity of GPx 
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suggests the enhanced formation of lipid peroxidation leading to hepatotoxicity and a deficiency of 

antioxidant protection against the formation of excessive free radicals [35]. These results are concordant with 

the results of [37]. 

Moreover, diferuloylmethane scavenges or neutralizes the free radicals, interacts with oxidative 

cascade, quenches oxygen, inhibits oxidative enzymes like cytochrome P450, and chelates metal ions like 

Fe
2+

, inhibits peroxidation of membrane lipids and maintains cell membrane integrity and their function in the 

liver, lungs and kidneys [38]. In our studies the diferuloylmethane could also decreased the GST and CAT, the 

hepatoprotective effect of diferuloylmethane may be due to its antioxidant action. The oxidative stress has an 

important role in the hepatotoxicity induced by NPs, the results obtained in this study concordant with other 

studies suggesting that increased CAT are common cellular defense mechanisms against ROS and oxidative 

stressors. These enzymes are also considered to be sensitive biomarkers for hepatic oxidative stressors [39].
 

Our results confirmed that treatment with Fe₃O₄-NPs increased cytochrome c levels caused by 

swelling and permeability high amount. The permeability transition (PTP) would be associated with the 

reduction in potential mitochondrial membrane, the opening PTP and the entry of compounds osmotically 

active causes swilling mitochondria. Following this swelling, the outer membrane can break and cause the 

release of proapoptotic molecules (cytochrome c, AIF: Apoptosis Inducting Factor). The cytochrome c then 

released interacts with Apaf-1 (Apoptosis Activating Factor-1) and pro-caspase 9, which results in the 

activation of apoptosis [40]. 

Further, diferuloylmethane activates the Heme oxygenase-I (HOI) gene, a redox-sensitive inducible 

protein that provides protection against various forms of stress. This activation was done by regulation of 

Nrf2, and the antioxidant responsive element which in turn enhances renal mitochondrial cytochrome c 

oxidase activity [41]. NrF2 is also known to activate the transcriptional genes coding for antioxidants or phase 

II detoxifying enzymes [42]. Both HSP70 and HO-1 are stress proteins that have been implicated in defense 

mechanisms against agents that may induce oxidative injury [43]. 

 

Conclusion 

In this work, we are interested in the toxic effect of Fe₃O₄-NPs and protective effect of 

diferuloylmethane on the subcellular scale. We demonstrated that diferuloylmethane can effectively protect 

against Fe₃O₄-NPs-induced cell death in rat liver tissue. 

Compliance with Ethical Standards: This study has no funding from any institution. 
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