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Résumé

Résumé

Les nanoparticules métalliques, telles que le dioxyde de titane, sont utilisées dans diverses
applications commerciales (alimentaire, médical et environnemental .....). A cause de la
méconnaissance des interactions existantes entre ces nanoparticules et les systémes
biologiques, leur toxicité constitue une source de préoccupation majeure, particuliérement

pour I'homme et I’environnement

Dans Ce contexte, 1’objectif de notre travail est focalisé sur 1’évaluation de l'effet toxique

des nanoparticules de dioxyde de titane sur les reins

Les parameétres physiologiques (poids corporel et poids relatif), ainsi que les paramétres
de défense antioxydant enzymatique (glutathion peroxydases) et non enzymatique
(glutathion) ont était mesurée chez les rats adulte aprés 30 jours de traitement par gavage de

TiO, a la dose del2 ug/kg de poids corporel a I’aide d’une sonde

Les résultats obtenus montrent que la présence des nanoparticules métalliques de TiO, ne
provoque pas des variations significatives sur le poids corporel et le poids relatif des reins

ainsi que sur l’activité enzymatique de GPx et sur le systéeme de défense non enzymatique

GSH.

Mots clés : Nanoparticules, Dioxyde de titane, Systéme antioxydant, Stress oxydant, Rat

wistar



Abstract

Abstract:

Metallic nanoparticles, such as titanium dioxide, are used in a variety of commercial
applications (food, medical and environmental). Due to a lack of awareness of the interactions
between these nanoparticles and biological systems, their toxicity is a major concern,

particularly for humans and the environment

In this context, the focus of our work is on the assessment of the toxic effect of titanium

dioxide nanoparticles on the kidneys

Physiological parameters (body weight and relative weight), as well as enzymatic
(glutathione peroxidase) and non-enzymatic (glutathione) antioxidant defense parameters was
measured in adult rats after 30 days of gavage treatment of TiO, at a dose of 12ug/kg body

weight using a probe .

The results obtained show that the presence of TiO, metallic nanoparticles does not cause
significant variations on the body weight and relative weight of the kidneys as well as on the
enzymatic activity of GPx and on the non-enzymatic defence system GSH.

Keywords : Nanoparticles, Titanium dioxide, Antioxidant system, Oxidative stress, Wistar rat
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Introduction

Introduction :

Les échelles caractéristiques des nanotechnologies vont de 1 a 100 nanomeétres (nm). Dans
cette intervalle, la matiére acquiert des propriétés inattendues et souvent différentes de celles
des mémes matériaux a 1’échelle micro- ou macroscopique (Chuto, 2010). Les propriétés
physico-chimiques acquises a I’échelle nanométrique permettent de révolutionner de
nombreux secteurs industriels tels que la cosmétique, la pharmaceutique, 1’alimentaire ou
encore la médecine (Contado, 2015). Le dioxyde de titane parmi les nanoparticules
inorganiques les plus produit en 2018, avec plus de 10 000 tonnes. Il est utilisé principalement
comme additif alimentaire (sous 1’appellation E171), filtre anti UV, agent blanchissant ou

encore comme photocatalyseur (Peters et al, 2014).

Cette utilisation importante dans les produits de consommation suscite actuellement des
préoccupations majeures quant aux risques sanitaires potentiels. En effet, les risques
d’exposition sont non négligeables. L’inhalation, I’ingestion ou I’application cutanée sont les
principales voies de pénétration des NPs TiO, dans I’organisme. De par leur faible taille
peuvent aisément traverser les barriéres biologiques, étre véhiculées par le sang pour atteindre
divers organes, étre bioaccumulées ou encore excrétées dans les urines. Ainsi, contrairement
aux microparticules, qui exercent leurs actions toxiques localement, les nanoparticules
peuvent exercer leur toxicité de facon systémique sur des cibles et organes éloignés (Shakeel,
2016).

Lors de cette étude, nous avons ainsi voulu savoir quel était le potentiel toxique des
nanoparticules apres leur passage dans I’organisme, sur I’organe d’élimination : le rein. Pour

ce faire, on a ¢élaboré un plan de recherche qui s’articule sur deux parties :
La premiére partie est une synthese bibliographique, se divise en deux chapitres.

Le chapitre 1 décrit les notions sur les nanoparticules on générale et en particulier le dioxyde
de titane (effet sur I’environnement et ’homme, ainsi que la toxicocinétique et le mode
d’action), et le 2°™ chapitre porte sur le stress oxydatif, les ROS et leur origine, systéme

antioxydant enzymatique et non enzymatique.
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La deuxieme partie a été consacrée a 1’étude expérimentale in vivo en explorant les effets
toxiques des NPs du dioxyde de titane, au niveau des reins d’abord par 1’étude pondérale puis

sur les parametres de stress oxydant par la détermination des antioxydants enzymatiques et
non enzymatiques (GPx et GSH).
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Synthese bibliographique chapitre 1

Chapitre 01 : les nanoparticules
1. Définition
Les nanomatériaux sont définis comme des matériaux sous forme de poudre, d’aérosol, de

Suspension liquide ou de gel, possédant une ou plusieurs dimensions a 1’échelle nanométrique

(figure 1), (pujalté, 2011).

Les nanoparticules sont des particules ultra-fines (PUF) dont au moins une dimension est
comprise entre 1 et 100 nanométres (milliardieme de metre). Cette taille leur permet
D’interagir facilement avec les composants biologiques. En effet, leurs propriétés physico-
chimiques et toxicologiques particulieres sont liées en plus a Leur surface spécifique qui est la
surface totale de la particule normalisée par la masse. Ainsi, une particule de 10nm de
diametre aura une surface spécifique 10 fois plus importante qu’une nanoparticule de 300 nm
de diameétre. Cela représente une surface disponible 10 fois plus grande a masse égale pour
interagir avec les membranes, les molécules biologiques ou les organites cellulaires et enfin
leur réactivité de surface qui est également fortement liée a leur composition qui peut étre tres
variée. On distingue par exemple les nanoparticules organiques (constituées majoritairement
de polymeres), métallique (ex: nanoparticule d’or ou d’argent), d’oxydes métallique (ex ;
fe,03, Fe304, TiO2) ou encore des composites (ex : quantum dots CdSe-ZnS), (BRATLI,
2015).

= Particules sphériques ou compactes
Composition homogéne

Particules a facteur d’élongation élevé
Composition homogéne

Particules Particules de forme complexe
& [I a = 100 nm] Composition homogéne
Particules de composition hétérogéne
_— Composition variable par couches
concentriques entre surface et coeur
> Particules de composition hétérogéne
W Composition variable distribuée dans
- I'ensemble de la particule
—
@ Agglomérats/agrégats homogeénes
Agrégats/agglomérats (composés d’'une seule classe de particule)

I10a = | 000 nm
! 1 Agglomérats/agrégats hétérogénes
s (composées de plusieurs classes de particules)

NB : sont exclues les particules dites <« actives »

—

~

Figure 01 : Exemples de structures de nanoparticules (Tagnard et al, 2008)



Synthese bibliographique chapitre 1

1. Classifications des nanoparticules

2.1 Classifications selon I’origine

Selon leurs origines, les nanoparticules sont classées en deux catégories ;

2.1.1 Les nanoparticules naturelles

Les nanoparticules sont présentes dans l'environnement depuis des milliards d'années,
comme le noir de carbone ( charbon de bois), et dautres particules inorganiques,
comme l'argile ou l'oxyhydroxyde metallique (Bucheli, 2007). Ces nanoparticules sont
issues de processus naturels (feux de foréts, éruptions volcaniques...) et existent dans

I'atmosphere, le sol et I’eau.

2.1.2 Les nanoparticules artificielles

Les nanoparticules (NPs) d’origine anthropogénique sont divisées en deux sous-familles

différentes:

> Les nanoparticules artificielles d’origine anthropique non intentionnelle résultent
de produits de combustion, elles se retrouvent dans le diesel, la fumée de tabac, les
fumées domestiques, les fumées industrielles, etc.

» Les nanoparticules artificielles d’origine anthropique intentionnelle sont
présentes dans les carbones (noir de carbone, fulleréne, nanoparticules de carbone), les

oxydes, les céramiques et les polymeres, (Daragnes, 2018).
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Biologique H Débris biologiques ]
-{ Naturelle ] Géologique H Rejets volcaniques ]
[ Atmosphérique H Aérosols, sels océaniques ]

'[ Accidentelle H Combustion diesel, rejets industriels

-{Amhropo;m I- r| carbone ]
—

[
[

s
[

= | Nanotubes et fullerénes

o

Or, argent, platine

Latex, vésicules

phospholipidiques

polymére |=»

Figure 02 : Classement des nanoparticules en fonction de leur origine. (Pan, 2010)

2.2 Classification selon la nature : Comprend 2 classes

2.2.1 Nanoparticules Minérales

e Les métaux

Les nanoparticules métalliques sont comme leur nom l'indique constituées d'un métal ou
d'un alliage métallique. Leur fabrication nécessite le plus souvent I'utilisation d'un métal noble
résistant a I'oxydation. Les métaux les plus étudiées sont a base d'or, d'argent, de cuivre ou

encore de platine, (Garcia, .2010).

e les oxyde et sulfures

Les métaux peuvent aussi former des oxydes ou des sulfures métalliques avec des
propriétés modifiées. Ces matériaux sont formés d'un réseau métal-oxygéne ou métal-soufre.

Les oxydes métalliques les plus rencontrés sont le dioxyde de titane (TiOy), l'oxyde de zinc
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(Zn0) et la dioxyde de silicium (SiO,) (Brayner, 2010), Les principaux sulfures métalliques

regroupent le sulfure de zinc (ZnS) et le sulfure de cuivre (CuS,), (Lewis, 2010).

e Les NPs a base de carbone

Les NPs a base de carbone peuvent étre retrouvées sous différents états telles que les
nanotubes, les fullerénes (Ceo) les nano-diamants et le graphéne, qui sont quatre formes

cristallines du carbone pour (Figure 3).

e Les atomes de carbone peuvent également cristalliser en structures sphériques vides :
les fullerénes.

e Les nanotubes sont des structures cylindriques constituées de feuillets de graphite
enroulés en une ou plusieurs couches.

e le graphéne est un matériau bidimensionnel composé d'un feuillet unique de graphite,
(Smalley, 1997).

e Les nano-diamants sont une structure la plus dure connue, (Mochalin, 2012).

Nanotube Nano-diamant Graphéne

Figure 03 : Différents structure par le carbone pur a la dimension nanoparticule,
(Ehrenfreund, 2010).

2.2.2 Nanoparticules Organiques

e Les polymersomes

Sont des petites sphéres vides constituées d'un polymere pouvant contenir une solution ou
un principe actif. Ces objets s'apparentent a des vésicules artificielles et servent de barriéres
physiques avec le milieu extérieur, (Allouche, 2013).

6
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e Les micelles et les vésicules

Les micelles sont des agrégats sphéroidaux biphasés, les phospholipides. Ces
molécules sont composées d'une téte polaire hydrophile et d'une queue apolaire
hydrophobe. Dans un solvant polaire comme I'eau, la téte hydrophile constitue I'extérieur
de la sphére et la queue se trouve au milieu. Les phospholipides peuvent également
regrouper en bicouches concentriques pour former de petites vésicules artificielles aussi

connues sous le nom de liposomes (Figure 05), (Rao, 2011).

Un liposome Un dendrimeére Nombre
Queue hydrophobe o g W o3 de
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Figure 04 : Schémas d'un phospholipide, d'un liposome formé en solution, (Bavykin,
2006).

1. Effet de nanoparticule sur ’environnement

Des études commencent a montrer l'impact que pourrait avoir les nanoparticules sur
I'environnement, mais actuellement il est difficile de savoir si les nanoparticules vont poser un
probleme pour I'environnement a court ou a long terme. Actuellement, les connaissances sont
trées pauvres sur la mise en circulation des nanoparticules manufacturées dans
I'environnement. Leur relargage peut s'effectuer sous forme de poussieres ou de suspension
liguide au moment de leur fabrication, par I'abrasion ou l'altération des structures qui les
maintiennent (ex : usure mécanique), par rejet d'effluents liquides ou gazeux par les
installations de production ou de traitement. Les différentes plantes peuvent absorber, par
leurs racines, les nanoparticules transportées par le sol, ainsi que les nanoparticules présentes
dans l'air, par leurs stomates. La flore pourrait donc étre indirectement contaminee les par les

nanoparticules transportant des polluants, (Lowry, 2002).
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A ce jour, il n'existe ni préconisation ni suivi pour la prise en compte des risques que
peuvent poser les déchets comportant des nanoparticules. Les données disponibles ne
permettent pas non plus d'estimer la population qui pourra étre potentiellement exposée durant

la fabrication, la mise en ceuvre et 1'usage des nanoparticules, (WuY, 2010).

Aujourd’hui, une majorité d’études montrent les effets cytotoxiques des nanoparticules.
Plus ces particules sont petites, plus elles sont capables de synthétiser des radicaux libres et
ainsi d’endommager les membranes cellulaires et les chromosomes. Par exemple, les
fullerénes Cgp, des nanosphéres composées de 60 atomes de carbone, libérent une quantité
importante de radicaux libres lorsqu’ils sont en suspension dans [’eau. Quant aux
nanoparticules d’argent inférieures a 10 nanometres, elles libérent des ions argent qui
interagissent avec les atomes de soufre dans les protéines des membranes cellulaires et avec
les atomes de phosphore de I’ADN. Les nanotubes de carbone, eux, bloqueraient I’activité

respiratoire et la digestion de certains amphibiens, (WuY, 2010).

Les nanoparticules d’argent se sont avérées toxiques pour les poissons, chez les embryons
et les adultes. Une contamination chronique aux nanoparticules d’argent entraine ainsi une
perturbation du développement embryonnaire avec des retards de développement,
(Donaldson, 2005).

2. Effet des nanoparticules sur I'homme

4.1Voies d'entrée dans I'organisme

L'homme peut entrer en contact avec les nanoparticules de plusieurs fagons : en les
touchant (voie cutanée), en les ingérant (voie digestive) ou en les respirant (voie respiratoire).
Cette derniére est probablement la plus conséquente et donc la plus étudiée. Chaque voie
présente habituellement une barriere a cette pénétration (ex la rate ou les reins). Des études
montré que les nanoparticules pouvaient franchir ces barrieres de protection, se distribuer
dans l'organisme et s'accumuler dans certains organes, principalement lors des expositions

respiratoire ou digestive, (Oberdorster et al., 2005).



Synthese bibliographique chapitre 1

PEAU
L'exposition par la peau ost
importante, avec los
cosmétiques et les vétoments

[ wosensn
0] rectaten

[ owwma

W rremern

TRANSLOCATION

Les nanoparticules se déplacent

vors les organes via la circulation

sanquine

Figure 05 : Différentes voies d’entrée des nanoparticules dans 1’organisme, (Warheit DB,
2004).

3. Toxicocinétique des nanoparticules aprés pénétration dans I’organisme

L’absorption est la premicre étape de la cinétique. Concernant la voie pulmonaire, ce
passage se fera principalement au niveau des alvéoles pulmonaires, systeme
richement vascularisé. Les nanoparticules présentes dans le tractus gastro-intestinal
peuvent quant a elles atteindre la circulation sanguine ou lymphatique par les

entérocytes ou les plaques de Peyer, (Hagens, Oomen, 2007).

La deuxiéme étape de la cinétique est la distribution de ces nanoparticules aux différents
tissus ou organes (foie, rate, ceeur, cerveau). Lorsque les nanoparticules atteignent la
circulation générale, elles peuvent interagir avec les protéines plasmatiques, les facteurs

de coagulation, les globules blancs ou les globules rouges, (Choi, 2007).

Le métabolisme a présent, concerne les nanoparticules absorbées au niveau du
systéeme gastro-intestinal qui rejoignent le foie (organe de la métabolisation) par la veine
porte. Cependant peu de résultats sont a ce jour disponible sur ce point, (Hagens, Oomen,
2007).
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L’¢élimination des nanoparticules s’effectue ensuite par différentes voies : soit par
leur « porte d’entrée » si celles-Ci ne sont pas absorbées; soit par voie rénale ou biliaire pour
les nanoparticules ayant gagné la circulation générale. La cible rénale doit faire 1’objet d’une
attention particuliére, le rein intervenant majoritairement dans le processus d’élimination

des nanoparticules (Choi, 2007).

4. Meécanismes d’action des nanoparticules

L'entrée des NPs dans la cellule se faire généralement par un processus d'endocytose
classique et elles vont se retrouver dans le compartiment cellulaire dans des vésicules
entourées d'une membrane. Les NPs pénétrent donc dans la cellule « masquées » par les
protéines et autres molécules biologiques gu'elles ont adsorbées et qu'elles transportent. Cette
entrée déclenche une cascade d'événements moléculaires qui peut étre a I'origine de la toxicité
et de la mort cellulaire ou de réponses adaptatives telles que la réponse pro-inflammatoire,
I'activation des enzymes antioxydantes, les processus de réparation, les effets sur le controle
du cycle cellulaire et la prolifération. Ces événements sont directement ou indirectement
associes a l'internalisation des NPs, leur persistance au niveau cellulaire, leur capacité a
libérer des radicaux libres et d'induire un stress oxydant. En effet, une réponse qui est
commune a un grand nombre de NPs manufacturées est la production directe ou indirecte de
radicaux libres associée a la taille, la composition chimique et a la réactivité de surface des
NPs, (Nel, 2009).

Quand elle n'est pas contrblée par les systemes de protection de la cellule, enzymes ou
petites molécules antioxydantes, elle conduit au stress oxydant. Le niveau de production de
radicaux libres serait a l'origine d'une réponse par étape. A un niveau mineur la protection
anti_ oxydante est activée, quand la production de radicaux libres atteint un niveau plus
important elle induit une réponse inflammatoire niveau trés élevé les dommages cellulaires

peuvent conduire a la mort par nécrose ou apoptose, (Marano, 2011).

10
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Figure 06 : Mécanismes d'action des nanoparticules (NPs) manufacturées,
(Marano F ,2011).

En particulier les NPs métalliques peuvent entrer dans la cellule par endocytose, produire
des radicaux libres extracellulaires ou/et intracellulaires, activer des voies de signalisation et
des facteurs de transcription, agir sur la transcription de divers génes. Cela peut conduire a la
synthese d'enzymes antioxydantes et de protéines pro-inflammatoire. Le stress oxydant peut

étre a I'origine de dommages a I'ADN.

5. Cas de nanoparticule du dioxyde de titane

Le dioxyde de titane Produit a partir du titane, le cinquiéme élément le plus abondant sur
la planéte, le dioxyde de titane représente une production de 7 200 000 tonnes/an. Il est
recherché pour ses propriétés d’indice de réfraction ainsi que sa stabilité¢ biologique et
chimique. Il est traditionnellement utilisé comme pigment dans les revétements de surface
(peintures, vernis et laques), plastiques, papiers et, de fagon moins importante, dans les fibres,
caoutchoucs, cuirs, céramiques, encres d’imprimerie, cosmétiques, savons, médicaments et

certains produits alimentaires, mais également comme support de catalyse, (Inc, 2011).

Environ 0,7% de la production de TiO, comprend la fabrication de nano-TiO,. Le nano-

TiO, n’est pas inerte et attenue la radiation ultraviolette (UV). Il est utilis¢é comme filtre UV

11



Synthese bibliographique chapitre 1

(cremes solaires, cosmétiques, plastiques) et comme catalyseur (produits autonettoyants,

filtration de 1’air, assainissement de 1’environnement) (Inc, 2011).

6. Propriétes structurales de dioxyde de titane :

Le dioxyde de titane TiO, peut étre trouvé dans la nature sous trois différentes formes

cristallographiques qui, sont dans 1’ordre de leur découverte, I’anatase (1801), le rutile (1803)
et la brookite (1825), (Carp, 2004).

(b)

(c)

Figure 07 : Les structures cristallines du TiO; anatase (a), rutile (b) et brookite (c), (Pelaez,
2012)

12
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7. Domaine d’utilisation du dioxyde titane

Tableau 01 : Récapitulatif des applications du TiO, (Guitou, 2014)

Domaine | Application Proprieté

Environnement | Papier peint, peinture, enduits, rideaux, abat- | Autonettoyant ;

jour de fenétre, Ciment, vitres, tuiles. Murs | Antibactérien Purification
de tunnel, lampes de tunnels, murs|de [D’air Purification de
insonorisés, Purificateur d’air, désinfection | I’eau

des eaux usagées

Médical Carrelage, murs des salles d’opérations Antibactérien ;

Stérilisation Autonettoyant

Energie Cellules solaires Production d’hydrogene Conversion de 1’énergie

solaire

8. Toxicité de dioxyde de titane

Les nanoparticules non dissociables de TiO, n’apparaissent pas comme toxiques a court

terme

Les nanoparticules de TiO,, apres expositions répétées, forment des agglomérats
pouvant  étre internalisés dans les cellules par des mécanismes encore inconnus et
s’accumulent dans le territoire cytoplasmique (vacuoles) les rendant potentiellement
toxiques sur des temps plus longs d’exposition. Une corrélation directe entre formation
d’especes réactives oxydées (ERO) et effets cytotoxiques a pu étre établie pour la double
cible tubulaire et glomérulaire. Des ERO sont générées de facon indirecte par les
cations métalliques libérés par dissociation des nanoparticules. Ces ERO sont suffisantes
pour induire un stress oxydant et l’apparition de dommages cellulaires (peroxydation
lipidique, atteinte de la membrane lysosomale), ainsi qu’une réponse adaptative
moléculaire (réponse antioxydante, réponse au stress cellulaire, apoptose : mort cellulaire

programmeée) sur une courte période d’exposition. Pour les nanoparticules de TiO,, c’est

13
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a la suite d’une exposition longue et répétée que survient un stress oxydant a 1’origine

d’effets cytotoxiques in vitro. L’analyse de I’impact des nanoparticules menée in vitro

permet donc une approche toxicologique adaptée a la détermination des mécanismes
moléculaires et cellulaire (Guitou, 2014).

14
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Chapitre 2 : le stress oxydatif

1. Le stress oxydatif :

Le stress oxydant correspond a un déséquilibre entre la génération d’espéces oxygénées
activées (EOA) et les défenses antioxydantes de 1’organisme, en faveur des premieres. Notre
mode de vie (tabagisme, alcoolisme, obésité, exercice physique intense), mais aussi nos
mauvaises habitudes alimentaires, augmentent de fagcon anormale la production des EOA dans
notre organisme. A long terme, ceci peut contribuer a ’apparition de diverses pathologies
lices au vieillissement comme les cancers ou les maladies cardio-vasculaires. (Haleng et al
,2007)
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Figure 08: Balance d’équilibre entre les systémes pro et antioxydants (Favier, 2006)

2. Espéces réactives d’oxygeéne

Les espéces réactives de I'oxygéne (ERO ou ROS) sont des dérivés de l'oxygene ou
certains électrons se trouvent dans un état énergétique instable. Elles représentent la cause
majeure du stress oxydatif (Valco et al ,2007). Se sont soit des réactives radicalaires
caractérisés par un électron non apparié (faviere, 2003) .Cette caractéristique lui confére une
réactivité importante avec autres molécules plus stables, ils participent a des réactions en
cascade pour capter ou céder leurs électrons, formant ainsi de nouveaux radicaux (Halliwell
et Gutteridge, 1999 ; Rousselot et al, 2003).parmi ces radicaux : (I’anion superoxyde O; °les
radicaux hydroxylesOH®, peroxyle ROO°®, alkoxyle RO®), soit Des dérivés non radicalaires

comme le peroxyde d’hydrogene H,O,, I’oxygéne singlet 10, et le nitroperoxyde (ONOOH)
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mais qui sont aussi réactives et peuvent étre des précurseurs de radicaux libres (Faviere,
2003).

Tableau 02 : les espéces réactifs de 1’oxygene radicalaire et non radicalaire (Halliwell, 2006)

ERO (radicalaire) Formule chimique
Oxygene moléculaire 0,

Dioxygeéne singulet o,

Anion superoxyde °0,

Radicale hydroxyle °OH

Radicale hydroperoxyde HOO°

Radicale peroxyle ROQO°

Radicale alkoxyle RO°

Radical oxyde nitrique NO°
Peroxinitrite ONOO°

ERO (non radicalaire) Formule chimique
Hydroperoxyde ROOH
hypochlorite CIOH

16
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Ozone O3
Peroxyde d’hydrogéne H,0;

3. L’origine des espéces réactives de ’oxygéne :

La production des ERO dans les cellules est essentiellement d'origine enzymatique et

résulte de plusieurs sources : La NADP H oxydase membranaire qui catalyse la réduction

mono électronique de I'oxygéne (figure 09) par le NADPH, H* ou le NADH, H* comme

donneur d'électrons (Beaudeux et al, 2006). L'énergie libérée du catabolisme oxydatif des

glucides, lipides et protéines est utilisée pour la formation de NADH, H* et FADH..

L'oxydation de ces coenzymes réduit s'accompagne d'une perte de protons et d'électrons, qui

sont transférées par différents complexes de la chaine de transport, a I'oxygene moléculaire

0., accepteur terminal de la chaine (Babior, 2002). La fuite des électrons dans cette chaine de

transport peut intervenir aux niveaux des complexes | et Ill. Cette fuite d'électron est une

source majeure d'EROs dans la cellule (Nohl et al, 2005).

NADH
FADH,

S
L L |

' ADP |

Rt
i

membrane interne

Membrane externe

Figure 09 : Production d'anion superoxyde dans la chaine respiratoire mitochondriale

(Alberts et al., 2009).

4. Systéme antioxydant :

L’organisme est disposé d’un ensemble de systemes de défenses tres efficaces contre la

surproduction d’ERO.

Le systeme antioxydant capable de retardé ou inhibé
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significativement I’oxydation de substrat oxydable (Halliwell, 1989). Les organismes
disposent d‘un arsenal de défenses antioxydants a la fois enzymatiques et non enzymatiques
(Sies, 1991).

4.1 System antioxydant enzymatique :

4.1.1 Superoxydes dismutases (SOD) :

Les SOD représentent une des premiéres lignes de défense contre le stress
oxydant, assurent I’¢limination de 1’anion superoxyde O, par une réaction de
dismutation, en le transformant en peroxyde d’hydrogéne et en oxygéne, (Haleng et

al, 2007). Comme suivant :
20, + 2H" SOD 0, + H,0,

Le réactionnel est catalysé par un métal situé au centre de I’enzyme qui permet de

distinguer la SOD a cuivre-zinc présent dans le cytoplasme (Cu-Zn SOD), la SOD a
manganése (MnSOD) présent dans les mitochondries, et une SOD extracellulaire
c’est une SOD a cuivre zinc, (CRAPO, 1996).

4.1.2 Glutathions peroxydases (GPxs) :

Le GPx est une enzyme formée de quatre sous-unités contenant chacune un atome
de sélénium incorporé dans une molécule de sélénocystéine. il estprésente dans les
liquides extracellulaires et dans les cellules au niveau du cytosol et des mitochondries.
la glutathion réductase (Delattre et al, 2005; Valko et al, 2007). Jusqu’a présent 5
GPx séléno-cystéine ont été identifiées GPx1, GPx2, GPx3, GPx4 et GPx5
(COMHAIR, 2002).

L’ensemble des GPx séléno-cystéine catalysent la réduction des hydroperoxydes
minéraux ou organique en eau et en alcool lipidique respectivement, tandis que le
glutathion réduit (GSH) est transformé en glutathion oxydé (GSSG), (DELATTRE et

al, 2005). Elles fonctionnent toutes selon le méme mécanisme catalytique suivant:

ROOH + GPx-Se + H* — ROH + GPx —SeOH
ROH + GPx-SeOH +GSH —> GPx —Se-SG+ H,0

GPx-Se-GS + GSH — GPx -Se- + GSSG+H"
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ROOH + 2GSH — GSSG + ROH + H,O

4.1.3 Catalase :

La catalase est une enzyme tétramérique, chaque sous unité comporte un groupement
dans son site actif avec un atome de fer a ’état Fe** et une molécule de NADPH, H+. La
fixation du NADPH, H" par la catalase lui confére une protection (DELATTRE et al,
2005). Elle catalyse la transformation du peroxyde d’hydrogéne en eau et oxygéne

moléculaire (Rousselot et al, 2003). Come suivent :

2H,0, CAT 2H,0 + O,

4.1.4 Glutathion S-transférase(GST) :

La GST est une grande famille d'enzymes catalysant la conjugaison du glutathion avec de
nombreux substrats xénobiotiques ou composés naturels souvent cytotoxiques de nature

électrophiles, selon la réaction suivante :
GSH + R-X — GSR + HX (RH représente un substrat électrophile). (Anjum et al, 2012).

4.2 System antioxydant non enzymatique :

4.2.1 Le glutathion :

Est un tripeptide, dont les propriétés réductrices et nucléophiles jouent un role
majeur dans la protection contre les altérations oxydantes des lipides, des protéines
et des acides nucléiques. En situation de stress oxydant, son rdle protecteur et
détoxifiant réside principalement dans sa fonction de co-substrat des glutathion

peroxydases. (Gerard and Chaudiere, 1996).

4.2.2 Les oligoélements :

Le cuivre, le zinc, le manganeése, le selenium et le fer sont des métaux essentiels dans
la défense contre le stress oxydant. Toutes les enzymes antioxydant requiérent un

cofacteur pour maintenir leur activité catalytique (Pincemaile et al, 2007).
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4.2.3 La vitamine C :

La vitamine ¢ (ou acide ascorbique) est I’antioxydant plasmatique hydrosoluble le plus
puissant, capable de piéger a des concentrations trés faibles les espéces réactives de
I'oxygéne (Césarini, 2004). Elle est capable de donner d’électrons a quasi tous les
réactions enzymatiques et non enzymatiques (Blokhina et al;2003). Elle est un
réducteur susceptible de limiter la peroxydation lipidique et intervient dans la
régénération des autres antioxydants tels que les a-tocophérol (Greff, 2011). La
vitamine C est capable d’empécher I’oxydation des LDL produite par divers systéemes
générateurs d’EOA. Lors de son oxydation en acide déhydroascorbique, elle passe par
une forme radicalaire intermédiaire (radical ascorbyl) qui joue un réle essentiel dans la
régénération de la vitamine E oxydée. L’interaction des radicaux lipidiques avec la
vitamine E, celle-ci est transformée en radical tocopheryl. La vitamine C permet de
régénérer le radical tocophéryl (vit E oxydée) transformé en vitamine E active. (Gey et
al, 1987).

LOO Vit E Vit. C-~ ,GSH,
LOOI Vit. E*/ \ Vit. C ¥ \GSSG

FigurelO : Les réactions d’élimination des radicaux lipidiques par les vitamines E et C
(Gey et al. 1987).

4.2.4 Polyphénol

L’efficacité antioxydante des polyphénols est essentiellement due a la facilité avec
laquelle un atome d’hydrogéne d’un groupe hydroxyle aromatique est cédé a un radical
libre (Dodho et al, 2003). Les polyphénols sont classés en deux groupes : les composés
flavonoides et les composés non flavonoides. Les composés flavonoides sont
regroupés en diverses familles : flavonols, flavanols, flavones, isoflavones,
flavanones et anthocyanes. Les non flavonoides sont divisés en acides phénols et

dérivés, lignanes et stilbenes (Stevensenet al, 2007)
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5. Effets du stress oxydant sur les structures moléculaires :

Lorsque la production des espéces radicalaires n’est pas adéquatement controlée par les
mécanismes de protection ou de défense existants, il s’en suit un état de stress oxydant. Des
molécules biologiques importantes pour le fonctionnement cellulaire constituent des cibles
privilégiées des radicaux libres, en particulier les acides gras insaturés (constituants des
phospholipides membranaires), les groupes thiols, les acides ribonucléiques et
désoxyribonucléiques (figure12) (Rilauwerys, 2007).

Espécesréactives de l'oxygéne
ADN Lipides | Protéines

Oxydation des acides | Peroxydation lipidique Oxydation des
nucléiques -

groupements soufrés
{sulfoxyls, sulfhydeyls)

Production d'aldéhydes
(malonadialdéhyde,
hydroxynonenal...}

Altération Perturbationde 'intégrité Altérationdes protéines
des membranaire Systemes enzymatiques
EEenes Altération fonctionnelle des récepteurs activées/inactives

Dommages cellulaires

Figure 11: Différentes cibles des espéces réactives de 1’oxygene (Poisson, 2013).

5.1 ADN (acide désoxyribonucléique) :

Les radicaux libres en général et les especes réactives de 1’oxygene en particulier peuvent
causer d’importantes modifications au niveau des bases nucléotidiques (purines et
pyrimidines). Les radicaux OHe sont parmi les radicaux les plus déléteres du stress oxydatif,
ils sont ainsi capables de réagir avec les désoxyriboses ou du phosphodiester de la molécule
de ’ADN comme ils sont capables de s’additionner sur les doubles liaisons des bases de
I’ADN ou arracher un atome d’hydrogéne des groupements méthyles ou des résidus

désoxyribose (Birben et al, 2012). Grace aux mécanismes d’excision et de resynthése
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effectuées par des enzymes de réparation de I’ADN, les dégats engendrés peuvent étre
répares, mais lorsque ces systemes de protection sont eux méme atteints par 1’oxydation, de
graves altérations du matériel génétique sont induites, comme des mutations pouvant étre a

I’origine des cancers (Birben et al, 2012).

5.2 Lipides

La peroxydation lipidique et la dégradation des acides gras membranaires sont considérées
comme un indice des dommages oxydatifs effectués aux lipides. L’autoxydation des acides
gras polyinsaturés et monoinsaturés est un processus radicalaire de réaction en chaine qui se
décompose en trois étapes : ’initiation, la propagation et la terminaison, les espéces réactives
oxygénées arrachent un atome d’hydrogene aux chalnes insaturées des acides gras pour
former des radicaux alkyles, au cours de la phase de propagation, les réactions en chaine
interviennent ensuite dans la membrane ou les radicaux alkyles réagissent avec 1’oxygéne
moléculaire pour former des radicaux peroxyles. Les conséquences de la peroxydation
lipidique sont I’altération de la fluidit¢ des membranes ce qui conduit a leur désorganisation
globale jusqu'a leur lyse. Parmi les espéces réactives de I’oxygéne, les radicaux hydroxyles et
hydroperoxyles sont les plus réactifs vis-a-vis des acides gras polyinsaturés (Birben et al,
2012).

5.3 Les protéines

La production des radicaux libres peut mener a I’oxydation des protéines et en particulier a
I’oxydation des chaines latérales des acides aminés, a la formation des ponts entre les
protéines, ou a la fragmentation des protéines par 1’oxydation des liaisons peptidiques
(Rilauwerys, 2007). L’oxydation des protéines est impliquée dans plusieurs pathologies telles
que I’athérosclérose, les maladies neurodégénératives, le syndrome de détresse respiratoire, la

dystrophie musculaire, I’ischémie-reperfusion cardiaque et le vieillissement (Habbout, 2012).
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Matériel et méthodes :

1. Matériel chimique
Le matériel chimique utilisé dans cette expérimentation est un produit commercial

représenté dans NP de dioxyde de titane fournit dans le laboratoire de chimie d’ Annaba.

Figure 12 : dioxyde de titane sous forme poudre

2. Matériel biologique et conditions d’élevage

Les animaux d’expérience sont des rats males de la souche Wistar, provenant de I’institut
Pasteur (Centre d’¢levage, El kouba- Alger). L’¢levage des animaux a été réalisé au sein de
I’animalerie de biologie (université de Tébéssa). A leur arrivée, ces rats sont placés dans des
cages standard pour une période d’acclimatation (30 jours) avant d’étre utilisés dans les
différentes expériences. Pendant notre expérimentation les animaux ont un acces libre a la
nourriture (croquettes provenant de ONAB, El harrouch, Algérie) et a I’eau, maintenus a
température constante (22 + 2) °C et soumis a un cycle de lumiere/obscurité de 12/12h avec
une humidité relative minimale de 40%. La composition du régime standard qui a servi a
I’alimentation des rats, durant toute la durée de I’expérimentation est résumée dans le tableau

03
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Tableau 03. Composition de I’alimentation pour 1 Kg d’aliment (ONAB).

MMatiére alimentaire Quantiteé en g/K g d aliment Pourcentage (%o}
Mais 620 62
Soja 260 26
Phosphate 16 1.6
Calcaire 2] 0.9
Cellulose 10 1.0
Minéraux 10 1.0

3. Traitement des rats :

Les rats utilisés dabs cet étude sont des adultes leurs poids moyen est de 312ils sont répartis

en deux lots a raison de 3 rats pour chaque un le traitement a été effectué comme suit :

e Lots 1: rats ttmoins ont regu I’eau distillée
e Lots 2 : rats traités par le dioxyde de titane TiO2 dissout dans I’eau distillée. Le
dioxyde de titane est administré aux rats par voie orale a 1’aide d’une sonde a raison

de 12ug/kg de poids corporels chaque jour pendant 30 jours.

Figure 13 : traitement des rats par gavage a partir d’une sonde

3.1. Sacrifices :

Aprés 30jours de traitement, les rats ont été pesés puis sacrifiés (par décapitation).
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3.2. Prélevement des reins :

Les animaux sacrifiés ouverts ventralement pour le prélévement des reins. L’organe a été
pesés puis stockés au congélateur & —20°C jusqu’a le dosage des parameétres du stress

oxydant.

Figure 14: dissection des rats et isolement des riens
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Figurel5 : schéma récapitulatif des étapes du protocole expérimental utilise.
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4. Etude pondérale :

4.1 suivie du poids corporelle des rats

Les rats sont pesés individuellement avant et apres le traitement, le suivie de poids durant
30 jours de traitement se fait a ’aide d’une balance. Ce critére est recommandé pour évaluer

de fagon quotidienne les effets TiO, sur les rats adultes (wistar).

4.2 Le poids relatif des reins

Nous avons suivi 1’évolution du poids des reins chez les rats témoins et les rats recevant le

TiO2 apres le sacrifice a I’aide d’une balance de précision.

Le poids relatif des reins extraits des rats (PRR [9/100g de poids corporel]) est calculé par
rapport au poids total du rat selon la formule suivant :

PRR (g/100g de PT) = PR/PT x 100

PR: poids du rein (g).

PT : poids total de rat (Q).

PRR : poids relatif des reins (g)

5. Dosage des parameétres du stress oxydant :

5.1 Préparation de I’homogénat :

Un gramme de rein des rats des deux groupes étudiés, a été utilisé. Aprés broyage et
homogénéisation des tissus dans le TBS (Tris 50 Mm, NaCl 150 mM, pH 7,4), on a procédé a
une centrifugation de la suspension cellulaire (9000 trous/min, 4°C, 15 min). Les surnageant
obtenus sont mis dans des tubes eppendorfs puis conservés a -20°C en attendant d’effectuer

les dosages des paramétres du stress oxydatif.
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5.2 Dosage des protéines :

La concentration des protéines est déterminée selon la méthode de bradford (1976) qui
utilise le bleu de coomassie comme réactif. Ce dernier réagit avec les groupements amines
(NH2) des protéines pour former un complexe de couleur bleu. L’apparition de la couleur
bleue refléte le degré d’ionisation du milieu acide et 1’intensité correspond a la concentration

des protéines.

Pour cela, nous avons procédé aux étapes suivantes :

* Prélever 0,1 ml de ’homogénat.

« Ajouter 5 ml du bleu de coomassie.

« Agiter et laisser reposer 5 minutes.

« Lire a 595 nm les densités optiques contre le blanc.

La concentration des protéines est déterminée par comparaison a une gamme d’étalon

d’albumine sérique bovine (1mg/ml) préalablement réalisée dans les mémes conditions

(Annexes, figure).

5.3 Dosage du glutathion (GSH) :

* Principe :

Le dosage du glutathion est réalisé selon le procédé de Weckbeker et Cory (1988). Le
principe de ce dosage repose sur la mesure de 1’absorbance optique de 1’acide 2—nitro—5-
marcapturique. Ce dernier résulte de la réduction de I’acide 5,5’-dithio-bis-2-nitrobenzoique

(réactif d’Elleman) par les groupements (-SH) du glutathion.

* Protocole expérimental :

Les échantillons (250 mg de I’organe étudié de chaque animal) sont mis individuellement en
présence de 10 ml de solution d’EDTA (Acide Ethyléne Diamine Tétra Acétique) a 0,02 M.

Le mélange mis dans des glacons est broy¢ a I'ultrason pendant 35 secondes (figure). On
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procede ensuite a la déprotéinisation de I’homogénat en prélevant 0,8 ml de ce dernier auquel
on ajoute 0,2 ml d’une solution d’acide sulfosalicylique a 0,25%. Ce mélange obtenu est mis
15 min au congélateur puis centrifugé pendant 5 min & 1000 tr/min. Le surnagent récolté est
utilisé pour le dosage de GSH. Le dosage se fait comme suit : 1 ml de tampon tris, HCl 4 0,4
M et 0,025 ml de DNTB (Acide 5-5 dithiobis- 2-nitrobenzoique) a 0,01 M sont ajoutés a 0,5

ml du surnageant. La concentration en GSH est obtenue par la formule suivante :

(Dox1x1,525)
(13100%0,8x0,5xmg proteine )

GSH(nmolGSH /mg de proteine ) =

Do : Densité optique.

1 : Volume total des solutions utilisées de la déprotéinisation (0,8 ml homogénat + 0,2 ml

acide salicylique).

1,525 : Volume total des solutions utilisées dans le dosage du GSH au niveau du surnageant

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

13100 : Coefficient d’absorbance du groupement —SH & 412 nm.

0,8 : Volume de I’homogénat.

0,5 : Volume de surnageant.

Figurel6 : broyage et homogénéisation des tissus dans ’EDTA
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5.4 Dosage de I’activité enzymatique 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’hydrogéne
(H202) en présence de glutathion reduit (GSH), ce dernier est transformé en (GSSG) sous

I’influence de la GPx selon la réaction suivante :

GPx
H202 + 2GSH —> GSSG + 2H20

Pour cela que, nous avons procédé aux étapes suivantes :

« Prélever 0.2 ml de I'nomogénat (surnageant).

» Ajouter 0.4 ml de GSH (0.1 mM).

» Ajouter 0.2 ml de la solution tampon TBS (Tris 50 mM, NaCl 150 mM pH 7.4).

 Incuber au bain marie a 25°C, pendant 5 min.

« Ajouter 0.2ml de H202 (1.3 mM) pour initier la réaction, laisser agir pendant 10
minutes.

« Ajouter 1 ml de TCA (1%) pour arréter la réaction.

« Mettre le mélange dans la glace pendant 30 minutes.

« Centrifuger durant 10 minutes a 3000 tours /minutes.

« Prélever 0.48 ml du surnageant.

» Ajouter 2.2 ml de la solution tampon TBS.

« Ajouter 0.32 ml de DTNB (1.0 mM)

« Mélanger et aprés 5 minutes lire les densités optiques a 412 nm.

* La détermination de I’activité enzymatique de la GPx se fait a 1’aide de la formule

suivante :

) _(Do échantillon xDo étalon)x0,04 5

GPx (umolGSH/mg protéine Do atalon mg protéine

» DO échantillon : Densité optique de I’échantillon.
« DO étalon : Densité optique de 1’étalon.
* 0.04 : Concentration de substrat (GSH).
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6. Traitement statistique des résultats :

Les résultats ont été représentés sous forme de moyenne plus ou moins 1’écart type moyen,

les moyennes (m + S) sont comparées par un test t de Student.

L’analyse statistique des données a été réalisée grace au logiciel MINITAB (Version
13.31).

Les différences sont considérées comme :

 Significatives lorsque (P < 0,05).

» Hautement significative comparant au témoin (P < 0,01).

» Trés hautement significative comparant au témoin (P < 0,001). Avec P : Seuil de
signification.

» Non significative (P > 0,05).
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Résultats
1. Etude pondérale

1.1 Variation du poids corporel :

Aprés 30 jours de traitement par le TiO, administré par gavage a la dose de 12ug/kg de
poids corporel chez les rats wistar, on note chez les témoins une valeur de poids initial de
3099 et de poids final de 320,339 cependant chez les rats traités la valeur de poids passe de
297,67g au début de I’expérience a 343,67 g apres le traitement (Tab 04).

L’analyse statistique montre une légere variation non significative avec (P > 0,05) du

poids des animaux du lot traité par TiO, par rapport au Témoin (figure 17).

1.2 Variation du poids relatif des reins

Chez les rats traités par TiO-, le poids relatif des reins est de 0,59 g/100g de poids

corporel, mais chez les témoins est de 0,60 g/100g de poids corporel (tableau 04)

Le test T de Student ne montre pas un effet significatif (P > 0,05) sur I’évolution du poids

relatif des reins chez les traités par rapport au groupe témoin (figure 18).

Tableau 04 : Variation de poids corporel (g) et de poids relatif (g/100g de poids corporel) des
reins chez les rats témoins et traités apres 30 jours de traitement. (m+s, n=3)

Paramétre Les lots expérimentaux
Témoin TiO,
Poids initial (g) (309,33+18,33) (297,66+35,72)
Poids final (9) (320,33£30,03) (343,66+22,50)
Poids relatif des (0,60+0,0271) (0,59£0,0274)
reins
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Figure 17. Variation de poids corporel en (g) des rats témoins et traités aprés 30 jours de
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traités apres 30 jours de traitement. (m+s, n=3).
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2. Parameétres du stress oxydant

2.1. Effet des NPs de TiO; sur le taux de Glutathion (GSH)

D’apres le tableau 05 : le taux de GSH passe de 0,002 nmol/mg de protéine chez les rats

témoins & 0,0018 nmol/mg de protéine chez les traités.

L’étude statistique révele une variation non significative avec (p > 0,05) du taux de GSH
cellulaire au niveau des reins chez traités par TiO, quand ils sont comparés aux témoins.
(Figure 19)

2.2. Effet des NPs de TiO; sur ’activité enzymatique de la Glutathion peroxydase (GPx)

Le tableau 05 et la figure 20 montrent que le traitement par les NPs de TiO, n’a pas
d’effet significatif (p > 0,05) sur I’activité enzymatique de la Glutathion peroxydase (GPx)

dans les reins par rapport aux témoins.

Tableau 05 : Variation de glutathion (GSH) (nmol /mg de protéine) et glutathion peroxydase
(GPx) (umolGSH/mg protéine) dans les reins chez les rats témoins et traités apres 30 jours de

traitement (m+s, n=3).

Lots expérimentaux
Parametre Témoin Tio,
GSH (0,0024+0,00006) (0,0018+0,00047)
GPx (212,27+80,55) (178,18+14,30)
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Figure 19. Variation de la teneur cellulaire en glutathion (GSH) (nmol/mg protéine) dans les

reins chez les rats témoins et traités apres 30 jours de traitement. (m+s, n=3).
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Figure 20. Variation de ’activité enzymatique de la glutathion peroxydase (umol GSH/mg de

protéine) dans les reins chez les rats témoins et traités aprés 30 jours de traitement (m+s, n=3).
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Discussion :

Les nanoparticules sont tres étudiées actuellement. L’évaluation de leurs risques et de leurs

bénéfices s’avere étre nécessaire.

Les données toxicologiques actuelles sur I’exposition humaine aux nanoparticules sont
encore trés incertaines. Cependant, les données d’exposition sur I’animal ou in vitro sur les
cellules en culture laissent supposer un risque pour la santé humaine. De nombreux indices
prétendent que les nanoparticules peuvent pénétrer dans 1’organisme par les voies
pulmonaires, cutanées ou intestinales et ce, malgré la présence de barriéres biologiques.
Rapidement aprés 1’entrée des nanoparticules dans 1’organisme, une toxicité locale peut
s’exprimer, et contrairement aux particules de taille micrométriques, les NPs sont distribuées
de facon systémique vers des organes éloignés, ou elles peuvent exercer une toxicité (en

particulier pour les reins, le foie et la rate) (Muhlfeld et al, 2008).

La majorité des études indique que les NPs sont internalisées par endocytose. Cependant,
quelques études supposent que 1’internalisation des NPs peut se produire par diffusion passive
lorsque les particules sont de petite taille (Geiser et al, 2005). Certaines NPs comme le TiO;
pourraient franchir les membranes intracellulaires et se retrouver dans le cytoplasme ou elles
peuvent atteindre les compartiments mitochondriaux ou nucléaire (Muhlfeld et al, 2008).
Comme le TiO, peut induire la production des radicaux libres, et donc modifie la balance
entre les radicaux libres générés et les systemes anti-oxydants, et altérer 1’équilibre pro-

oxydant/antioxydant, et par conséquence induire le stress oxydant (Hultberg et al., 2001).

Le rein est un organe essentiel, assumant de nombreuses fonctions dans 1’organisme, dont
son role central dans I’excrétion ou il exerce des fonctions de filtration, de réabsorption et de

sécrétion (Sherwood et al, 2006).

Notre étude sur I’effet des nanoparticules métalliques au niveau de I’organe d’élimination
chez des rats wistar de poids moyenne 312 g traité par gavage de TiO, a la dose de (12ug/kg/]
pendant 30 jours).

Dans cette expérimentation, nous avons étudié le poids corporel des rats, ainsi que

I’évolution du poids des reins chez les rats témoins et les rats traités apres le sacrifice a I’aide
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d’une balance de précision. Les résultats montrent une variation non significative du poids
corporel des rats et de poids relatif des reins des lots recevez du TiO, par rapport aux
témoins, on peut dire que la dose de TiO, (12ug/kg de PC/j) appliquée dans notre
expérimentation sur les rats n’est pas toxique et elle est proche a la dose journaliére de TiO;

(10ug/kg/PC) utilisee comme additif alimentaire.

Nos résultats ne concordent pas les travaux de (Klibet, 2009) qui indique que le sélénite de
sodium administré chez les rats traités par I’arsénite de sodium provoque une diminution de la
croissance corporelle des rats et une augmentation du poids relatif des reins.. Ainsi que les
travaux de (Gassmi, 2018) sur I’évaluation des paramétres pondéraux suggérent que
I’administration d’AC et de DM a des doses de 3,14mg/kg/j et de 0,32mg/kg/j du poids
corporel respectivement chez les rats males adultes provoquent une diminution significative

de la croissance corporelle chez les différents groupes des rats.

Le GSH est un tripeptide bien connu pour étre un élément de la premiére ligne de défense
contre le stress, il est maintient I’intégrité cellulaire grace a sa propriété réductrice et sa
participation active dans le métabolisme cellulaire. Certains des réles importants de glutathion
sont la réduction ou I’inactivation des ROS par la formation de glutathion disulfure (GSSG),
la conjugaison du glutathion réduit (GSH) pour 1’élimination des xénobiotiques (Sauer, 2014)
et aussi le GPx qui est une enzyme séléno-dépendante unique dans les cellules de
mammiferes, cet enzyme intervient dans les réactions de réduction des peroxydes organiques
et inorganiques, utilisant le glutathion réduit comme donneur de protons, ce qui provoque
I’oxydation de glutathion réduit (GSH) en glutathion oxydé (GSSG) et la production d’alcool

primaire non toxique (Kebieche et al, 2009).

D’apres nos résultats on observe une variation non significative du taux de GSH et de
I’activité enzymatique de GPx dans les reins chez les rats traités par TiO, quand ils sont
comparés aux témoins. Ce résultat peut étre due d’une part & la durée de traitement
(30jours)qui ne suffit pas pour provoquer une perturbation de la fonction rénal, d’autre part a
la dose de 12pg/kg/j appliqué sur les rats, mais peut €tre aussi expliqué par 1’insolubilité de
dioxyde de titane dans 1’eau observé dans 1’étude de (Béatrice, 2015), qui montre que la

toxicité des nanoparticules dépend de leurs solubilité et que le dioxyde de titane, insoluble et
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aggloméré dans le milieu de culture, n’entraine que peu d’effets (forte agglomération des

nanoparticules d’oxyde de titane atténue peut étre leur caractére « nano »).

Les reésultats des taux de GSH ne concordent pas les résultats de (Klibet, 2016), qui
explique I'épuisement des taux de GSH aprés le traitement par l'arsenic, par une réponse
adaptative au stress oxydatif,

aussi les résultats de I’activité enzymatique de GPx ne sont pas en accord avec les résultats de
(Klibet, 2016) qui montrent une diminution de 1’activité de la GPx dans les reins ainsi que
les résultats de (Gasmi, 2018) sur I’impact de DM et AC dose 3,14mg/kg/j et 0,32mg/kg/j du
poids corporel chez les rats males adultes au niveau de systeme nerveux qui révélentent une
diminution significative des activités enzymatiques de GPx dans les mitochondries que dans
le cytosol du cerveau total, ’hippocampe et le striatum chez les rats exposés chroniquement

aux DM et AC seuls ou en mixture.
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Conclusion et perspective :

L’objectif de ce travail est d’étudier 1’effet des nanoparticules de dioxyde de titane sur les

reins chez les rats blancs males de la souche Wistar.

A la lumiére des résultats obtenus, il semblerait que le dioxyde de titane nanométrique
administré par voie orale a la dose 12ug /kg de poids corporel chez les rats méles adultes
durant 30 jours, ne perturbe pas la fonction rénale.

En générale la dose des NPs de TiO; utilisé dans cette étude n’a aucun effet au niveau de

I’organe d’élimination le rein.

Vue I'importance de ces résultats, il serait intéressant de poursuivre la recherche, en

prenant en considération les recommandations suivantes :

e De réaliser une étude histologique sur les différents organes de rat wistar

e Doser d’autres parametres du stress oxydant (MDA, SOD, GST, CAT, ...).

e Quantifier le taux de TiO, au niveau des reins par absorption atomique

e Etudier le risque des nanoparticules sur le systeme immunitaire

e Utilisé¢ des doses supérieures a notre dose pour voir I’impact des nanoparticules de

dioxyde de titane.
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