bk

dbgipd

FSESNV

§
/ République Algérienne Démocratique et Populaire 7’"

l‘.uu.u Jmu.ul._m).nllun.nb
Universite Lacbi Tebessi - Tebes:

Université Echahid Cheikh Larbi Tebessi -Tébessa-
Faculté des Sciences Exactes et des Sciences de la Nature et de la vie
Département : Biologie appliqués

MEMOIRE EN VUE DE L’OBTENTION DU DIPLOME DE MASTER
Domaine : Sciences de la nature et de la vie

Filiere : Sciences biologiques
Spécialité : Toxicologie

Théme

Nephrotoxicity of Titan Dioxide-
Nanoparticalis on wistar rats

Présenté par :

* Belaribi Souha
* Bougessa Saif Eddin

* Mansour Khaoula

Membres de Jury :
Pr. Rouabhi R U. Larbi Tébessi-Tébessa Rapporteur

Dr. Goudjil Tahar U. Larbi Tébessi-Tébessa Président

Dr. Benaicha brahim U. Larbi Tébessi-Tébessa Examinateur

Année universitaire : 2022/2023

Ministére de I’Enseignement Supérieur et de la Recherche Scientifique e i






oeildl

90 524l (TIO2) asubiall auS) A5 e Grilise Gt jald dalull l 5l e ¢ sl lalus o Janl) 138 (e Cangll
C S s e a

o Ao sane JS (5 5in e sane T ) A (L S3) Wistar ¢ 55 e S 18 (e &5%e de o 4y jail) Cu ol
Sl Galse 6 AY) Gile sanallc 4 jaill 50 Alds L aladall 5 jladal) clall il 0als oY) de genall, oy 7
L Adlidne dle yag o gailial) s

¢ Al sl Gl dsall ¢ ganslill slga¥) (ailiad G g Glawdall g i syl 5 ¢ gaall e IS il sl and
L sl 50 58 O e

3uSOU A o gaall ) Lol 304 ) (Bask e amead) e 3 jda ol 8 Cany o sliil) aS) 6 ) il @ ekl
e SN LA 8 GPx ,CAT, GSH & U=l e GST, MDA 52081 Cilabias Lalis A Lo gale g3 e
Ao pall 3ab ) ae Ao Apendl 308 ) LeSe Ay guall Gailiadll (o JSI il 5 K0 Gl juat 35 g daa ol LS, aa) g3l
. Adaiaall 4y 510 dpand) ladle a ol pisall oda JS (e yall () 45 jedal Le 12a

LS s ¢ IS ¢ slil) anl B ¢ i g o) 8 ¢ ganSll slgaV) : dalisd) LS



Abstract

The objective of this work is to highlight the toxic effects of two different doses of titanium
dioxide (Ti02) for 90 days at the renal level. The experiment was conducted on a sample of 21
wistar rats (males) divided into three groups, each containing 7 rats. The first group was a
control that received distilled water and food only for the duration of the experiment, the other
groups were treated with titanium dioxide at different doses. Lipid, protein and glyceride levels
were evaluated, as well as oxidative stress characteristics (), biochemical indicators () and
physiological variables (). The results showed that titanium dioxide due to harmful effects on
the body by increasing the activity of biological indicators of oxidation, a significant increase
in the activity of antioxidants GST, MDA, with a decrease of GPx, CAT and GSH in renal cells
compared to biological characteristics and severity of toxicity increase with increased dose, and
this is shown by results between the two doses () All these indicators are signs of potential
nephrotoxicity. Keywords: oxidative stress, Wister rats, titanium dioxide, Kkidneys,
nephrotoxicity.



R ésumé

L'objectif de ce travail est de mettre en évidence les effets toxiques de deux doses
différentes de dioxyde de titane (TiO2) pendant 90 jours au niveau rénal. L'expérience a été
menée sur un échantillon de 21 rats wistar (méles) divisés en trois groupes, chaque groupe
contenant 7 rats.Le premier groupe était un témoin qui a regu de I'eau distillée et de la nourriture
uniquement pendant la durée de I'expérience, les autres groupes ont été traités avec du dioxyde
de titane a différentes doses. Les niveaux de lipides, de protéines et de glycérides ont été
évalués, ainsi que les caractéristiques du stress oxydatif (), les indicateurs biochimiques () et les
variables physiologiques (). Les résultats ont montré que le dioxyde de titane en raison d'effets
nocifs sur le corps en augmentant l'activité des indicateurs biologiques de l'oxydation, une
augmentation significative de l'activité des antioxydants GST, MDA, avec une diminution de
GPx, CAT et GSH dans les cellules rénales par rapport a Les caracteristiques biologiques, et la
séverité de la toxicité augmentent avec l'augmentation de la dose, et c'est ce que montrent les
résultats entre les deux doses () Tous ces indicateurs sont des signes de néphrotoxicité

potentielle. Mots clés : stress oxydatif, rats Wister, dioxyde de titane, reins, néphrotoxicité.
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I. INTRODUCTION

Les chercheurs sont intéressés par les nanosciences depuis la conférence du physicien
R.feynman a I'American Physical Society Conference a I'Institute of Technology le 26
décembre 1959 (Feynman, 1960) Sa these comprenait une discussion sur la possibilité
d'ingénierie et de modification de la matiére au nanomeétre niveau (Drexler, 1992), qui a conduit
a I'émergence du terme "nanotechnologie” (Taniguchi, 1974) C'est une science qui s'intéresse
aux types de nanoparticules qui sont définis comme un groupe de matériaux ayant une
dimension inférieure a 100 nanométres . Grace aux nanoparticules (NPs), de nombreux
obstacles ont été surmontés dans le domaine de la médecine, représentés par : Délivrer des
médicaments aux cellules de maniere plus efficace Ciblage (lannazzo et al .,2013), endoscopie
par capsule, qui fournit des images de haute qualité pour atteindre l'intestin gréle (Ankriet
al .,2013) , diagnostiquer précocement des maladies incurables (Kamila et al ., 2016 ), en plus
des énormes profits dans le domaine économique dus a linvestissement des grands

gouvernements dans la recherche dans ce domaine.

Le dioxyde de titane, TiO2, est l'une des nanoparticules les plus produites, avec des
centaines de milliers de tonnes, en raison de son utilisation courante dans les fournitures de la
vie quotidienne, par exemple, les cosmétiques, les produits alimentaires, les médicaments, les
papiers, les matériaux anti-pollution et autres (Czajka et al., 2015). Elle a également été
exploitée dans le domaine de la photocatalyse hétérogéne, le domaine du photovoltaique. Le
développement rapide des NP de TiO2 avec des ventes de 750 millions d'euros sur le marché

(+) a créé de grandes questions sur ses effets négatifs sur la santé humaine et I'environnement.

Le rein est un membre du systeme urinaire situé des deux cotés de la colonne vertébrale. 1l se
compose de 1 000 000 a 1 500 000 unités appelées néphrons Domart et al.,1986. Il mesure 11
al12 cmde long et 6 a 7 cm de large. Sa fonction principale est de disséquer le sang et d'excréter
urine (Efthymiouet al., 1993) Comme tous les autres organes, les reins sont vulnérables aux
effets négatifs des particules de titane.L'implication des NPs de TiO2 a été prouvée dans la
génération d'espéces réactives de l'oxygene, le peroxyde d'hydrogene, et la capacité des
antioxydants, ce que l'on appelle "l'oxydatif stress”, qui est une cause fondamentale des

maladies rénales, dont la plus dangereuse est I'insuffisance rénale, qui entraine de nombreuses
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maladies. D'autres complications telles que le diabéte, I'hypertension artérielle, et autres. (Zhao
et al., 2010)

Dans ce travail, nous avons fait un maximum d'efforts pour étudier la toxicité des
particules de dioxyde de titane sur la santé humaine, spécifiqguement au niveau des reins, en
appliquant des doses de différentes concentrations a des rats Wister comme modele vivant pour

I'expérience. Sont:

> Détermination de Il'effet toxique des particules de dioxyde de titane sur les reins

> Détermination de certains parameétres de stress oxydatif : (MDA, GSH, CAT GST, GP
X)

> Détermination de certains paramétres biochimiques des reins (l'urée, la créatinine,
I'acide urique)

» Estimation des paramétres (protéines, lipides, glucose)

» Estimation des parametres de croissance de la souris (poids relatif)

Notre étude est divisée en deux parties principales. La premiere partie est divisée en trois
chapitres. Le premier chapitre etudie les généralites sur le stress oxydatif en mettant l'accent sur
les mécanismes du systeme de défense. Le deuxieme chapitre est une étude détaillée sur les
particules de dioxyde de titane et leur toxicité sur le systeme immunitaire. Le troisieme chapitre
donne un apercu des types de souris et la raison du choix de la souris Wister comme modéle
anatomique pour l'expérience, en plus de présenter le concept de rein et ses fonctions de
base. Quant a la seconde partie, il s'agit de la partie expérimentale consacrée a présenter les
méthodes utilisées apres avoir rappelé les techniques scientifiques utilisées pour estimer les
différents coefficients. Enfin, nous aborderons un ensemble de résultats obtenus grace aux

travaux de cette expérience, et on terminera par une conclusion.
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Chapiter 1

1. Généralités sur le stress oxydant
Le stress oxydatif est défini comme un état de déséquilibre entre la production de radicaux
libres et les systémes antioxydants in vivo. En raison de ce deséquilibre il provoque également
de nombreuses maladies notamment Il'athérosclérose, le diabéte, I'nypertension artérielle, les

maladies du cerveau et des reins et d'autres maladies. ) Toshikazu et al., 2002 (

Systéme de défense
par les antioxydants

T ————

Radicauxlibres
ERO & ERN

e —

Figure 0 1: Schéma montrant le stress oxydant .)Belaich., Boujraf., Housni et al., 2015(

Les especes réactives de I'oxygene interagissent avec des biomolécules qui contiennent des
niveaux éleves de doubles liaisons carboneées et riches en sites a haute densité électronique (tels
que les protéines, I'ADN, les lipides), ce qui entraine une perturbation de leur travail et des

dommages aux cellules.

Pour échapper au stress oxydatif et éviter ses effets nocifs, le corps dispose d'un systeme de
défense et de types d'antioxydants qui sont divisés en systémes enzymatiques et non
enzymatiques qui agissent pour éliminer les radicaux libres et éliminer leurs toxines des cellules

ou réparer les dommages oxydatifs qui en résultent. (Cadenas, 1989)

Néanmoins, il a été démontré que les ROS ont un role bénéfique dans I'adaptation physiologique

et la régulation de la signalisation intracellulaire. (Schreck and Baeuerle, 1991).

[3]



2. Radicaux libres
Un radical libre est une substance chimique, une molécule, une partie d’un seul moléculaire ou
atome. Capable d’exister indépendamment (libre) en contenant un ou plusieurs électrons et

simple. Cela lui donne une bonne réaction. (Goudable et Favier., 1997).

En fait, ces radicaux ont toujours tendance a remplir leurs orbites en capturant des électrons.
Devient plus stable : il diminuera donc en oxydant un autre compose (Halliwell., 1999).
Sources de radicaux libres :

Il'y a deux origines possibles : endogéne et exogéne.

2.1. Endogene :
Précurseur du ROS, I’anion superoxyde O2 peut provenir de plusieurs sources La cellule. 1l se

forme apres que I’oxygeéne O2 est réduit par les électrons. (Belkheiri., 2010)

Le cofacteur. Cet anion est trés instable et peut traverser la membrane plasmique.

Les différentes enzymes qui permettent cette réaction sont : NADPH oxydase, xanthine
Oxydase, cyclooxygénase ou COX, lipoxyrogénase, réticulase

Endoplasme lisse (cytochrome P450) et ceux de la chaine de transport d’électrons
Mitochondries (Fusco., 2007)

La quantité d’oxygene dans les mitochondries est réduite a 95%.1a conversion enzymatique en
molécules non toxiques telles que H20 (Belkheiri., 2010) et d’autres radicaux libres d’origine
cellulaire tels que La xanthine oxydase joue un role important dans la production de ROS
(surtout O2. et H202) (Belkheiri., 2010).

2.2Exogeéne :

Le corps humain est envahi par divers facteurs externes, qui peuvent Génération de ROS
(Favier., 2003) : rayonnement UV, oxydes d’azote (NO) et dioxyde d’azote (NO2) dans
I’environnement (goudron, tabac, etc.), L’alcool, certains médicaments contre le cancer et les
antibiotiques peuvent causer la synthése des radicaux libres (Favier., 2003 ;Mohammedi.,
2005).

[4]



3. 1. Effets des radicaux libres sur I’organisme

3.1.1 Oxydation des protéines
Au niveau des proteines, les especes réactives de I'oxygene agissent sur une série de réactions

afin de réaliser le processus d'oxydation selon les étapes suivantes :

1. Modifications oxydatives inverses : commencent par I'oxydation des chaines latérales de
la cystéine, de la tyrosine et de la méthionine, qui sont plus sensibles, entrainant la formation

de disulfure, d'acide sulfurique et de sulfoxyde de méthionine. (Baraibaret al., 2013).

2. Oxydation de la chaine polypeptidique : en éliminant le radical hydroxyle de l'atome
d'hydrogene sur le carbone alpha de la liaison peptidique, ce qui conduit a la formation d'un
radical centré autour du carbone. En I'absence d'oxygene, des liaisons croisees se forment au
sein la chaine apres une série de réactions, mais en lI'aprécence d'oxygéne, une fente se forme.
La peroxylation est I'étape la plus importante responsable de la rupture de la chaine
polypeptidique. (Baraibaret al., 2013).

3. Formation de groupes carbonyle sur les protéines.

L'oxydation des proteines lors du stress oxydatif est responsable de la survenue de maladies

chroniques telles que I'insuffisance rénale. (Nystrom., 2005)

3.1.2 Peroxydation lipidique

Les lipides et les acides gras polyinsaturés sont une biomolécule ciblée par les radicaux
hydroxyles, ou se forme un radical diéne conjugué, oxydant le radical peroxyle en extrayant
I'hydrogene présent entre deux liaisons carbonées entre elles, cette réaction est appelée
peroxydation lipidique. La glutathion peroxydase réagit avec les hydroperoxydes pour les
réduire ou continuer a les oxyder en acides aldéhydes et en alcanes (éthyléne, éthane). Apres
clivage, les radicaux peroxydes liberent divers aldéhydes toxiques.Cette attaque des lipides
provoqgue la formation de LDL oxydées, cause majeure de sclérose vasculaire et de maladies

cardiaques. (Esterbauer et al., 1992)
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Figure 2 : Mécanisme en chaine de la peroxydation des acides gras polyinsatures et nature

des produits terminaux formes. (Alain, 2003)

3.1.30xydation de ’ADN

L'ADN est la cible privilégiée de l'attaque des radicaux libres, notamment ses molécules
basiques représentées dans les sites abasiques, des adduits intra_caténaires, des cassures de
brins, des pontages ADN protéine, et la guanine.

Généré par l'interaction de I'ADN avec des radicaux oxygenés groupe de bases oxydées : 8
oxoguanine, 8 nitro guanine, 8 oxo adenine, 5 hydroxy cytosine. L'attaque du stress oxydatif
sur la liaison base-désoxyribose conduit a la formation d'un site abasique, et l'attaque au
peroxyde génere des aldéhydes mutagenes.

Au final, l'oxydation de 'ADN provoque une mutation ponctuelle au niveau du génome, et
I'impossibilité de copier I'ADN qui conduit au suicide cellulaire programmé et a la conversion
des bases GC (guanine, cytosine) en TA (thymine, adénine), ce qui est considérés comme le
stade initial du cancer, c'est-a-dire que les cancérigénes sont les générateurs de radicaux libres.
(Cadet et al., 2022)
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Genetique des cellules. (Alain, 2003)

4. Systéme Antioxydants

4.1. Systeme antioxydant enzymatique

4.1.1. Superoxyde dismutase (SOD)

Sont des protéines métalliques centrées dans les régions du cerveau, représentant la premiere
ligne de défense enzymatique contre le stress oxydatif en convertissant le superoxyde d’anion
(O2) en peroxyde d’hydrogeéne et oxygéne (H202), selon la réaction suivante (Haleng et coll.,
2007).

0, + 2H*

4.1.2. Glutathion peroxydase (GPx)

La deuxiéme ligne de défense enzymatique, est une enzyme trouvée dans la seve cellulaire et
les mitochondries. La formation de radicaux libres résultant de I’action du stress oxydatif
empéche son tambour principal de réduire H202 en H20 en réduisant selon la réaction suivante
(Favier., 2003) :

GPx (Se)

2H202+ 2GSH —o—3 GSSG + H20

GPx (Se)
ROOH+ 2GSH ——— ROH + GSSG + H20

7]




4.1.3. Catalase (CAT)

C'est une enzyme présente dans la majorité des organismes eucaryotes ou procaryotes partout
dans les globules rouges (Hertwig., Streb., Feierabend., 1992).Une augmentation du niveau
de H202 entraine l'activation et la stimulation de la catalase, c'est-a-dire la fonction de CAT
La principale est la décomposition de H202 en H20 et O2. (Pamplona, 2011.)

4.1.4.GST

Appartient & une famille de bidimensionnelles multifonctionnelles, c'est I'une des protéines
basiques qui agissent indirectement contre les toxines des espéces réactives de I'oxygéne en
transportant le GSH vers les parties cellulaires exposées au processus d'oxydation.ll lie le GSH
aux aldéhydes toxiques formeés par la peroxydation lipidique pour s'en débarrasser, et de la le
role de la GST est limité dans le transport, lI'attachement cellulaire et la détoxification. Tan,
(Meyer et al., 1986)

4.2. Systeme non enzymatique

4.2.1. Glutathion (GSH)

Le glutathione est un tripeptide (d'acide (glutamique, de cysteine et de glycine L'un des
antioxydants non enzymatiques les plus importants, dont certains sont synthétisés par
l'organisme. Il est présent dans le foie et transporté vers les tissus par le sang. 1l fonctionne
comme co-enzyme pour les enzymes GPXs pour eliminer le H202 et réduire I'oxyde oxydé.
Protéine (Powers et al., 2008) Elle est considérée comme le pilier des autres antioxydants
(Halliwel., Gutteridge., 1999) Elle se caractérise également par sa capacité a régenérer la
Vitamine E. (Reddy et al., 1982)

4.2.2. La vitamine E

La vitamine E en particulier l'alpha-tocophérol et le béta-tocophérol, est I'un des antioxydants
non enzymatiques les plus importants. L’alpha-tocophérol étant le plus abondant, tandis que le
béta-tocophérol est le plus actif (Monaghan et Schmitt., 1932). Le vitamine E joue un role
important dans la perturbation de la propagation du peroxyde lipidique, car elle interagit
directement avec les radicaux libres en transférant des électrons, de I'nydrogéne ou en se liant
aux radicaux, et elle est également capable de se renouveler par elle-méme ou grace a la

vitamine C.
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4.2.3. Vitamine C

Aussi appelé acide ascorbique, c'est une molécule un antioxydant qui se trouve dans les reins
et le foie a des niveaux élevés chez les mammiferes, contrairement & I'homme, chez qui il est
disponible a de faibles niveaux. Il agit contre les espéces réactives de I'oxygene (ROS) pour
inhiber leurs effets néfastes sur diverses biomolécules d'organismes vivants. Contribue
également a de nombreuses fonctions représentées dans : la régénération de la vitamine E, les
mecanismes du metabolisme du fer, le fonctionnement du systéme immunitaire. (Ames et al.,
1981)

[9]
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1. Nanoparticules
Une nanoparticule (ou particule ultrafine, qualificatif surtout usité en sécurité environnementale
et auquel on préferera « nanoparticule » en thérapeutique), est définie par la norme International
Organisation for Standardisation (ISO) comme étant un nano-objet dont les trois dimensions
sont a I’échelle nanométrique, ¢’est-a-dire une particule dont le diamétre nominal est inférieur
a 100 nm environ. Elles se comportent differemment de leurs homologues plus grands. Une
autre définition, plus large, qualifie de « nanoparticule » un assemblage d’atomes dont au moins
une des dimensions se situe a 1’échelle nanométrique, entre I’ Angstrom, échelle de I’atome et
le micrometre ou micron, échelle d’une cellule eucaryote =~ 10-100 um, une nanoparticule étant

environ 100 000 fois plus petite qu’une cellule humaine moyenne. (Valentin et al.,2015)

2. Nanotoxcicité
De nombreuses recherches ont été consacrées aux nanoparticules et a sa toxicité, car la manque
d’homogénéité dans les paramétres examinés méne a une classification confuse et une
évaluation manquant d’objectivité dans la relation dose-effet. Certaines études ont restreint leur

analyse a la toxicité des nanoparticules de dioxyde de titane (TiO2).

La durée d’exposition, le milieu de dispersion et le type de lignée cellulaire peuvent modifier
les réponses biologiques, ainsi les risques peuvent évalués au niveau d’exposition (les hautes
doses conclue d’exposition réelle). (Manon, 2014). Utilisation des nanoparticules de dioxyde
de titane dans les émulsions cosmétique impact sur la sant¢ humaine et I’environnement,

Université du Havre)

3. Titane dioxyde
Produit a partir du titane, le cinquieéme eélément le plus abondant sur la planete, 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), plastigues,
papiers et, de facon moins importante, dans les fibres, caoutchoucs, cuirs, céramiques, encres
d’imprimerie, cosmétiques, savons, meédicaments et certains produits alimentaires, mais
également comme support de catalyse (Future, 2011). Environ 0,7% de la production de TiO2
comprend la fabrication de nano-TiO2. Le nano-TiO2 n’est pas inerte et attenue la radiation
ultraviolette (UV). Il est utilisé comme filtre UV (cremes solaires, cosmétiques, plastiques) et
comme catalyseur (produits autonettoyants, filtration de I’air, assainissement de
I’environnement) (Alex, 2013).
[10]
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4. Propriétés de I’oxyde de titane

4.1.Propriétés optiques
La plupart des techniques d’élaboration des couches minces ont été utilisées pour préparer des
films de TiO2de qualité supérieur pour des applications optiques (Sol-gel, évaporation sous

faisceau d’électron, pulvérisation réactive, CVD et plusieurs d’autre)

Les points communs des films élaborés pour les applications optiques est leur haute densité et
leur faible cristallinité. Ces films peuvent étre obtenus a basses températures, ils sont
transparents dans un large domaine de longueur d’ondes et ne présentent pas de pertes optiques.
(Hong., Lan M., Peng X., Weidman S., Pei-N.W. (2007). Applied Surface Science)

4.2.Propriétés electriques.
Les propriétés électriques des couches minces de TiO2sont d’un intérét considérable mais nous
avons trouvé une différence entre les valeurs de la conductivité rapportées dans la littérature et

nos valeurs ceci peut étre attribuée aux facteurs suivants :
- L’existence d’impuretés.
- L’existence des pores résiduels dans les couches (les couches ne sont pas uniformes).

4.3. Propriétés mécaniques
e Module de traction (Gap) : 250-300

e La dureté : Sur I'échelle minéralogique (Mohas). Tableau 4 : Module d’¢élasticité normale.
f Résistance a la traction (MPA) 800-1000
f Résistance a la compression (MPA) 350

4.4, Propriétés physiques
Le dioxyde de titane existe principalement sous trois phases cristallographiques : I’anatase, le

rutile et la brookite. L’anatase est la phase plus stable & 1’échelle nanométrique.
5. Structure cristalline

5.1. Structure cristalline de L anatase
Le rutile et le brookite aussi bien que I'anatase ont des structures différentes. L’anatase est

stable jusqu’a environs 800 °C, puis il se transformera automatiquement en rutile. Plusieurs
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propriétés sont identiques pour I’anatase et le rutile tel que la dureté et la densité. L’anatase se
cristallise sous la structure tétraédrique allongée avec des octaédres d’oxygene irrégulier, mais
les distances moyennes Ti-O (1,917 A) sont sensiblement égales aux autres cotés et a celles du
rutile. Cette structure est stable a des températures plus basses contrairement aux celles de la
formation du rutile et du brookite. La phase anatase et largement utilisée pour sa compatibilité

avec les azurants optiques. lls sont également moins abrasifs que les rutiles.

Figure 07 : (a) Structure de TiO2 en phase anatase, titane (gris) et oxygene (noir). (b) (101) ;
(c) (100) construit a partir du CIF COD 7206075.

5.2. Structure cristalline de rutile
La structure la plus stable du dioxyde de titane est le rutile, qu’il se produit a haute température.
Il est synthétisé et commercialisé depuis 1941. Il a un réseau tétraédrique de cations, des
octacdres d’oxygene entourent les cations. L’octaédre TiO6 partage une arréte commune le
long de I’axe [001] et un sommet commun avec un autre octaédre adjacent. Bien que le rutile
soit un isolant, par ’ajout de petites quantités de Ti3+, sa conductivité électrique peut-étre
induite via des interactions cation—cation ou Ti3+ - anion - Ti4+. La distance inter—ionique
moyenne dans le rutile est de 1,959 A pour la liaison Ti-O, et de 2,96 A et 3,57 A pour les

liaisons Ti-Ti. Cette phase présente des activités photovoltaique et photo—catalytique
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intéressantes.

(a) i (b) V;r-":‘:‘-;;\\ ‘\;', -

Figure 08 : (a) Structure de TiO2 en phase de rutile, titane (gris) et oxygéne (noir). (b) (110) ;
(c) (100) ; (d) (001) construit a partir du CIF COD 9004141

5.3. Structure cristalline de brookite
La phase de la brookite est orthorhombique d’une structure plus complexe, cependant les
distances Ti—O soient similaires aux celles des autres structures. La brookite montre une
stabilité a des températures plus basses que celles du rutile. A température élevée, environ 800
°C, le brook ite se transforme en rutile. La brookite et le rutile montrent presque les mémes
propriétés, telles que : la couleur, la dureté et la densité ; jusqu’au I’année 2002, cette phase

n’est pas largement étudiée.

Figure 09 : Les structures cristallines du TiO2 brookite

[13]



Chapitre 11 :

6. Activité photo catalytique de TiO2
L’intérét de la photocatalyse a augmenté sous I’influence de Fuji Hima et Honda, a partir de
1970 qui ont développé une application trés prometteuse, celle de la photolyse d I’eau. La
catalyse est un processus dans lequel la vitesse et/ou le résultat de la réaction chimique est
influencé par la présence d’une substance appelé catalyseur. On distingue 2 types de catalyse :

v Catalyse homogeéne : le catalyseur et les réactifs sont dans la méme phase.
v Catalyse hétérogéne : le catalyseur (principalement solide) se trouve dans une phase
différente de celle des réactifs (gaz ou liquide).

La photocatalyse, c’est un type de catalyse hétérogene ou la lumicre est la source d’énergie
d’activation de la réaction chimique et non plus la chaleur. Son principe est basé sur 1’utilisation
d’un semi-conducteur (SC) capable d’absorber des photons ayant une énergie (hv) supérieure
ou égale a I’énergie de sa bande interdite (Eg). Cette absorption méne a la création d’un exciton
qui peut se dissocier en une charge positive (trou) et en une charge négative (¢°) dans le volume

ou en surface du semi-conducteur.
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Figure 10 : Schéma expliquée le principe de photocatalyse
7. Préparation de nanoparticules de TiO2
Les trois (03) méthodes suivantes ressemble de préparation de nanoparticules :

7.1. Méthode par voie liquide
Cette méthode vise a la production d’un réseau de Ti-O-H/Ti (OH)x dans un solvant qui suite

a une étape d’¢élimination du solvant, produit de nanoparticules de TiO2. En fonction du type
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de solvant et de la température, la méthode peut s’appeler : synthése sol-gel, synthése
hydrothermale, synthése solvo-thermale, émulsion—précipitation, etc. (Kim et al., 2006)

7.2. Méthode par voie solide

Ces méthodes est basé sur la synthese MRS. La MRS est centrée sur le broyage des particules
micrométriques avec des billes céramiques. Ainsi les particules broyées peuvent atteindre des
tailles de I’ordre de 6 nm, le broyage des particules peut étre accompagné par la modification
structurale du TiO2 ou par des réactions chimiques afin de produire des mélanges
anatase/TiO21I}/rutile de TiO2 dopé ou des composites a base de Ti. (Begin-Colinet al., 1999.)

7.3. Méthodes par voie gaz/vapeur
Ces meéthodes est basé sur deux (02) moyens :

3-1 Déposition : Se concentrent sur la déposition des vapeurs issues des réactions chimiques
ou des traitements physiques. Nommees Chemical Vapor Deposition (CVD), Physical Vapor
Deposition (PVD), lon Implantation ou encore Sputtering, ces méthodes sont utilisées pour les

syntheses de couches minces ou de motifs (a 1’aide de masques).

3-2 Combustion : se concentrent sur la décomposition partielle ou totale de précurseurs sous
forme gazeuse ou d’aérosol. Nommeées laser pyrolyse, spray pyrolyse (flamme spray) ou
plasma, ces méthodes sont utilisées pour la synthese de couches minces ou de nanoparticules.
La modification du temps de résidence et du gradient de température permet de régler la taille

et la surface des nanoparticules issues de la combustion. (Manuel, 2013)
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1. Rats

1.1Généralité

Les rongeurs sont utilisés par 90% a grande échelle par de nombreux peuples et pays dans la
plupart des études medicales et de la recherche scientifique, en raison de leur similarité
métabolique avec la race humaine et la disponibilité de la majorité des conditions nécessaires
en eux : courte durée de vie, colit d’achat bon marché, production abondante et facile, en plus

de sa grande diversité génétique

Le rat Wistar est 1’une des souches les plus anciennes sélectionnées pour des études de toxicité
aigué ou chronique ou dans le domaine de la pharmacologie. Nous comparons les
caracteéristiques sanguines des échantillons analysés avec celles des rats utilisés comme témoins
oculaires. (RAO., 1990)

Wistar Rat a longues oreilles, longueur de la queue de 17 a 35 cm, longueur du corps de 35 a
50 cm, poids de 150 a 500 grammes, age de 2 a 3 ans (Descat., 2002)

Figure 11 : Rat Wistar (photo personnelle)

2. Classification

TableauO1 : Classification de rat (Descat, 2002)

Sous-

Comman . .

L’éperon Classe der Sous-ordre Famille famille
Vertébre | Mammiféres| Rongeurs | Myomorphes Muridae Muridae
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Il existe quatre types de souches : la premiére est la souche autofécondée résultant du
croisement des parents, y compris le rat Lewis et Fischer. Deuxiéemement, les souches hybrides
F1 résultant de ’accouplement de deux souches autofécondées différentes. La troisieme souche
est la souche mutante de son genre, le rat SHR et aussi le rat Brattleboro, en plus de nombreuses
autres especes. En ce qui concerne la derniere souche, c’est la souche non issue de la
reproduction qui est le résultat d’une vaccination aléatoire entre les sexes a partir de personnes

non apparentées. Ces souches comprennent Wistar et Long Evants. (Descat., 2002)

3. Utilisation dans la recherche scientifique

Apres pres d’un demi-Siecle d’études utilisant plusieurs animaux, tels que les chats, les chiens,
les singes et les lapins comme modéles anatomiques vivants dans les domaines scientifiques et
médicaux, le choix est tombé sur les rats comme "étre vivant™ pour répondre aux besoins de la
science, en raison de leur facilité d’entretien, capacité a se reproduire rapidement, ainsi que leur
conformité et formation facile, en plus de leur adaptation aux changements environnementaux
et taille appropriée. Il est difficile de trouver un autre animal qui posséde ces vertus. (Clause.,
1993).

De nos jours, le rat Wistar est devenu un choix idéal pour les études de toxicité et de toxicite
chimique sur le corps humain, en raison de ses caractéristiques uniques, comme sa similarité
avec les systemes du corps humain et ses schémas de circulation sanguine qui sont similaires a

ceux chez I’homme. Ainsi, le rat est passé d’un animal exclu a un héros scientifique. (Clause.,

1993).
4. Lesreins

4.1.1. Morphologie générale
Les reins sont deux organes situés dans la partie postéricure de I’abdomen, de chaque c6té de
la colonne vertébrale. Chaque rein mesure environ 11 cm de long, 6 cm de large et 3 cm
d’épaisseur. Le rein droit est situé plus bas, le rein gauche est souvent un peu plus gros et un

peu plus étroit et allongé. (Pellet, 1977).
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Figure 12 : Structure macroscopique des reins (Principes de physiologie humaine, 2008.)

4.2. Aspect macroscopique
On distingue:

 Zone périphérique, noire et granulaire, qui est la zone corticale, ou cortex rénal, s’étendant

par des travees convergeant vers le hile : colonnes de Bertin.

» Zone centrale, plus 1égére, striée longitudinalement, occupant 1’espace entre les colonnes de
Bertin : c’est la zone médullaire. Il y a 8 a 12 pyramides striées dans cette zone, appelees

pyramides de Martensien, dont le nombre varie selon les especes.

La base de ces pyramides est couverte de cortex, tandis que le haut de chaque pyramide dépasse
vers le centre du rein, formant une petite coupe. Chaque petite tasse recueille I'urine de la
pyramide et se joint pour former la grande tasse, qui a son tour forme le bassin ou les reins

s’écoulent dans les uretéres. (Lullmann et al., 1998).
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Figure 13 : Vue macroscopique du rein (Lullmann et al. 1998).

4.3. Aspect microscopique
Le parenchyme rénal est essentiellement constitué¢ d’un grand nombre d’unités anatomiques
appelées néphrons, qui ont deux parties physiologiquement et anatomiquement distinctes : les
glomérules et les tubules rénaux. (Pellet., 1977).

Le glomérule est un réseau de petits vaisseaux sanguins, les capillaires, entourés d’une
structure appelée glomérule qui agit comme filtre. Dans les glomérules, la membrane de base
des capillaires délimite deux espaces : un a I’intérieur, appelé lumen capillaire ou espace intime;
’autre situé a ’extérieur, appelé I’espace extracapillaire ou extramembraneux. (Magali et al.,

2008).
Le tubule est divisé en trois parties fonctionnelles :

 Tubule proximal : Situé derriere la capsule de Bowman et devant la boucle de Henle, il
participe a la réabsorption de certaines substances. La boucle de Henle est la partie du néphron
qui va du tubule proximal au tubule distal. 1l est principalement responsable de la concentration

de I'urine, qui est liée a I’urée.

La partie alambiquée du tubule tordu distal entre en contact avec les artérioles afférentes de
son néphron a une structure appelée appareil juxtaglomerulaire. C’est a ce niveau que la rénine,

une hormone clé des reins qui controle la tension artérielle, commence a étre sécrétée.

Canal collecteur représentant I’extrémité droite du tubule circonscrit distal. (Blanchard.,2008).
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Figure 14 : Segmentation anatomique et fonctionnelle du néphron (ritannica, The Editors of
Encyclopaedia.2022,(

5. Fonctions rénales

Le rble vital du rein est étroitement lié¢ a sa fonction dans ’homéostasie environnementale.

A T’intérieur, la batterie est protégée contre les changements dans I’environnement de

I’organisme.

e Elimination rénale des produits finaux métaboliques (urée, protons, acide urique,
créatinine, bilirubine, etc.), un grand nombre de substances exogenes telles que
certainMedications et additifs alimentaires et des quantités appropriées d’eau et
d’¢électrolytes

e Filtration glomérulaire : Premiére étape dans la formation de 1’urine. Selon le taux de
filtration dans les capillaires glomérulaires, le plasma passe par le glomérule dans la
cavité de Bowman (Bangert et Steven, 2004)

e Réabsorption et sécrétion tubulaire : les glomérules filtrent 180 litres de liquide sans
protéines par jour mais contiennent de nombreux électrolytes et déchets (Pellet., 1977).

e Contrbler et maintenir 1’équilibre de certains minéraux et électrolytes : sodium,
potassium, calcium, phosphore, etc. (Marchall et Bangert., 2004).

e Purifie I’environnement interne : élimine les déchets corporels (urée, ammoniac), les
toxines (substances médicinales) et I’exces de liquide (Marchall et Bangert., 2004).

e Synthese de la vitamine D Les reins transforment la vitamine D d’une forme inactive
en une forme active (Brunner et al., 1982).
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6. Franchissement de TiO2 NPs la barriére intestinale
Le tube digestif est une des principales voies d’exposition de I’individu aux NPs présentes dans

notre environnement et donc la translocation de ces derniers vers le reste de I’organisme

En général, l'absorption des particules dépend de leur taille, les plus petites étant mieux

absorbées que les plus grosses.

Cependant, le site de translocation de toute NPs au niveau de I’épithélium intestinal reste
difficile a déterminer. Leur nature inorganique a I’exemple des oxydes métalliques utilisés dans
I’alimentation (Ti102, ZnO...) n’autorise aucun suivi immunohistochimique, car dépourvu de

site antigénique et leur échelle nanométrique nécessite de hauts niveaux de résolution optique

D'aprés E. Houdeau, 2012 la translocation des NPs (ou microagrégats de NPs) dans et a travers

la muqueuse gastro-intestinale peut cependant se produire par quatre voies differentes

1. Endocytose par les entérocytes (principal type cellulaire de I’épithélium intestinal) par

lesquels de tres petites NPs (diamétre <50-100nm) peuvent traverser.

2. Absorption (transcytose) par les cellules M, des cellules spécialisees dites « présentatrice
d’antigénes » concentrées dans les plaques de Peyer (amas lymphoides dans I’intestin gréle).
C'est la voie par excellence, abondamment décrite, pour I'absorption des NPs presentes dans la
lumiere intestinale, en particulier pour les NPs de grande taille (20-100 nm) et les agrégats

submicroniques (100-500 nm).

3. Passage par persorption au travers de laissées dans 1’épithélium suite a la perte d’entérocytes
(apoptose). De petites et larges NPs sont susceptibles d’accéder aux muqueuses de I’intestin par

cette voie, mais restent quantitativement peu efficaces.

4. Translocation paracellulaire, déterminée par I’efficacité des complexes de protéines des
jonctions serrées qui régulent cette voie de passage entre les cellules épithéliales. Le passage
paracellulaire est classiquement une voie d’échanges pour 1’eau et les électrolytes. Seules des
NPs de petites dimensions, hydrophiles, sont susceptibles de traverser 1’épithélium intestinal

par cette voie chez I’individu sain (Turner., 2006).
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Matériels et méthodes

I. Matériel et methods

1.1. Material

I.1.1. Les animaux de laboratoire
Cette étude a été réalisée sur 18 rats males de race Rattus rattus de la souche Wistar, agées entre
2 et 3 ans et pesant entre 180 a 220 g au début de l'expérimentation provenant de l'institut

pasteur d'Alger (centre d'élevage El Kouba, Alger) (Figure 15).

Figure 15 : Rat male Rattus de la race Wistar

1.1.2. Produits chimiques
Dans ce travail, nous avons utilisé de nano dioxyde titanium pour le traitement des rats sous

forme d’une solution a deux doses pendant chaque jour.
1.2. Methode

1.2.1. Entretien des animaux

Les rats ont été répartis en trois (03) lots a raison six (06) rats par lot. lls ont été soumis a une
période d’adaptation de 30 jours dans I’animalerie de département de biologie, Faculté des
Sciences, Université de Tébessa. La température ambiante est de 23+2°C et une photopériode
naturelle 12/12H avec une hygrométrie de 60 %. Les rats sont élevés dans des cages en
polyéthyléne (06 rats pour chaque cage) qui sont tapissées d’une litiére constituée de copeaux

de bois. Les cages sont nettoyées et la litiere est changée une fois par deux jours jusqu’a la fin
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de ’expérimentation. Les animaux ont été nourris d’un concentré de croquets énergétiquement

équilibré (Figure 16).

Figurel6 : Répartition des rats.

1.2.1.2Alimentation

Les animaux ont été nourris d’un concentré de croquets énergétiquement équilibré composé de
Protéines brutes 22 (%), mais 62(%), graisse brutes 1,6 (%), cellulose 1,0(%), minéraux 1,0(%),
vitamines 1,0(%) (Figure 17 ).

Figure 18 : Alimentation (croquets)

1.2.2. Choix des doses et préparation du TiO2
10000 mg de nano-Tio2 ont été dissous dans 500 ml d'eau de robinet administrer par voie oral
par un gavage intragastrique a l'aide d'une sonde de gavage, a des doses consécutives de

5000/100, 2150/100 mg/kg de poids corporel/jour pendant 90 jours a un volume de dose de 2.5,
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1.25 ml/kg de poids corporel respectivement chez les lots (LOT 01, LOTS 02) a une dose

quotidienne a peu prés au méme moment de la journée par gavage oral

Figure 19: TiO2 utilisé dans I'expérience

1.2.3. Répartition et traitement des rats
La répartition et le traitement des animaux est illustrés comme suit :

Lots T : lot témoin (T) recoit I’eau distillée par gavage 0,5ml/jour pendant 90jours.
Lots L1 : traités par TiO2 recevant 2,5 ml/kg/jour pendant 90jours.
Lots L2 : traités par TiO2 recevant 1,25 ml/kg/jour pendant 90jours (Figure 16/20).

Remarque : trois rats de chaque lot a été utilisé pour I’étude des mitochondries par I’oxygraph.

Figure 20 : Sonde de gavage
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Figure 21 : Gavage par voie orale

1.2.4.1. La mesure de poids
La mesure de poids effectuée sur les rats chaque 7 jours pendant toute la durée du traitement a
I'aide d'une balance électronique (Figure 22).

Figure 22 : Mesure du poids
1.2.3. Etude de la toxicité de TiO2

A. Sacrifice et extraction des Reins

A la fin de la période d’administration de TiO2, les rats sont sacrifiés aprés un prélévement
sanguin intracardiaque (Figure 24) et les reins ont été rapidement prélevés et rincés dans le
tampon de lavage a froid, puis séchés par un papier semi absorbant (Figure 23).

Les échantillons & conserver & -80°C pour le dosage des parametres biochimiques (protéines,
lipides, glucides) et du stress oxydatif tels que le GSH, GST, GPx, CAT et MDA.
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Figure 24 : Prélevement sanguin des rats

B. Estimation du poids relatif des reins
Le poids relatif des reins extraits des rats (PRC [g/100g de poids corporel]) est calculé par

rapport au poids total du rat selon la formule suivante :

PRC (g/100g de PT) = PC/PT x 100

PC : poids du rein (g).
PT : poids total de rat (g).

PRC : poids relatif des reins ()
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C. Evaluation des parameétres de stress oxydatif

C.1 Dosage de malondialdéhyde (MDA)
Le dosage du MDA est réalisé selon la méthode de (Buege et Aust., 1984). Cette méthode
basée sur la condensation de MDA en milieu acide et a chaud avec l'acide thiobarbiturique

(TBA) pour formee un pigment rose.
Protocol expérimental :

- Préparer les homogénats a partir de 200 mg d'organe broyer a froid dans 2ml de tampon
TBS (ph=7.4 ajuster par NAOH ou HCL) [TBS=dissoudre 8.775 (1.755) g Nacl dans 11|
ED + 6.0579(1.2114) Tris et comleter le volume a 1ml par la solution Nacl]

- Prélever 375 pl de la surnageant

- Additionner 375pl de la solution TCA-BHT (TCA 20%, BHT 1%) ( TCA-BHT= 20g
TCA dans un 100 ml ED + 1g de BHT et completer par solution TCA a 100 ml agiter
a chaud )

- Agiter et centrifuger a 1000 tour/10min

- Prélever 400ul du surnageant + 80ul HCI (0.6M) (HCI =10ml ED puis verser
délicatement 515 pl HCI)

- Ajouter 320pl de la solution tris-TBA (tris 26mM, TBA120mM). [Tris-TBA = 3.149
(0.09447) g Tris dans 30 ml ED +17.299 (0.51897) g de TBA dans un becher et
completer par la solution Tris jusqu’a 30 ml]

- Mélanger et agiter, ensuite incubé au bain marie a 80°C pendant 10minutes.

- La lecture de la densite optique des échantillons est mesurée contre un blanc contenant

ADo/mn Vt
X = X___/ mgde protéines
156 Vs

du tampon tris-HCI remplace le surnageant.

- Le taux du MDA est détermine selon la formule suivante :
- X : (Taux du MDA) : micromole de substrat hydrolyse par mg de protéines
(uM/mg deprotéines).

- A Do : différence de la densité optique obtenue aprés hydrolyse du substrat.
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- 156 : coefficient d’extinction molaire du TBA.

-Vt : volume total dans la cuve : 1ml (volume total du butanol récupére
renfermantles Complexes TBA/MDA).

- Vs : volume du surnageant utilise dans le dosage : 0,5 ml.

- mg de protéines : quantité de protéines exprimée en mg.

C.2 Dosage de P’activité de glutathion S-Transférase (GST)

La mesure de I’activité de 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-dinitrobenzéne) en d’un cofacteur le glutathion (GST), la conjugaison
entraine la formation d’une molécule novelle ; 1-S-Glutathionyle 2-4Di nitrobenzéne
permettant de mesurer I’activité de GST. La valeur de la densité optique mesurée est
directement proportionnelle a la quantité de conjugué formé elle-méme liée a I’intensité de
I’activité GST.

Protocol expérimental :

- Préparer 200mg d'organe broyer a froid dans 2 ml de tampon phosphate TP ( 0,1 M; PH

6) avec saccharose

-TP = >(A) = 17.99 NA2HPO4 dans 500ml ED

—>(B) = 6.9 g NAH2PO4 dans 500ml ED

-TP=61.5ml (A) +438.5ml (B) + 21.39 ¢
TP 1= 100 ml + Saccharose ------- PH=6

TP 2= 100 ml sans saccharose

- L’homogénat est centrifugé & 14000 t/min pendant 30 min et le surnageant récupéré
servira comme source d’enzymes.

- Le dosage consiste a faire réagir 200l du surnageant avec 1.2 ml du mélange CDNB
/GSH (ImM), GSH (5mM) [20.26 mg CDNB, 153.65mg GSH, 1 ml éthanol, 100 ml

tampon phosphate (0.1 M, pH 06)]. Sans saccharose (preparer le meme jour de dosage)
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- La lecture des absorbances est effectuée pendant une minute et chaque 15 secondes a
une longueur d’onde de 340 nm contre un blanc contenant 200 ul d’eau distillée
remplacant la quantité de surnageant.

- Lalecture de I’absorbance se fait a 340 nm apres 30 s en intervalle de3 min.

Concentration de la GST est obtenue par la formule suivante :

(DO échant/min — DO blanc/min)
9,6 X mg de protéine

G(nmolGST /min/mg protéine) =

% ADO échantillon — ADO blanc : moyenne des DO des
échantillons par minute — moyenne des DO des Blancs par
minute.

% g: Coefficient d’extinction moléculaire du C-DNB, ¢ C-DNB=9.6 mM-
l.cm-1

% L: Trajet optique de la cuve =1cm.

C.3 Dosage du glutathion (GSH)

Le principe de ce dosage repose sur la mesure de la densité optique de I’acide 2- nitro-5-
mercapturique. Ce dernier résulte de la réduction de ’acide 5,5’-dithio-2- nitrobenzoique
(réactif d’Ellman ou DTNB) par les groupements (-SH) du glutathion. Une fois préparé,
I’homogénat doit subir une déprotéinisation par I’acide sulfosalicylique a 0,25% afin de
proteger les groupements (-SH) du glutathion selon la méthode de (Weckbeker & Cory.,
1988).

Protocole expérimental :

- Préparer les homogénats a partir de 1ml de culture avec tampon phosphate EDTA
(0,02M) [EDTA = 7,448 g EDTA dans un 1000 ml eau distillée]

- Prelever 0,8ml de I’homogénat auquel y ajouter 0,2ml d’une solution de SSA (0,25%)
[SSA = 0,25 g ASS dans un 100 ml eau distillée]

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

- Centrifuger a la vitesse de 1000 tours/min pendant 5min.

- Prélever 0,5 de surnagent.

- Ajouter au mélange 1000 pl de tampon Tris-EDTA (0,02M d’EDTA, pH 9,6)
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- Ajouter au surnageant 0,025ml de DTNB = [200 mg DTNB dans un 50ml méthanol

absolul].

- Laisser reposer pendant 5 minutes a tempeérature ambiante pour la stabilisation de la

couleur

- Lalecture des absorbances s'effectue a une longueur d'onde de 412 nm contre un blanc

ou les 500 pl de surnageant sont remplacés par 500 ul eau distillée.

La concentration du glutathion est obtenue apres application de la formule suivante :

v

v

DO x1x1,525

GSH -
GSH [M— GSH/ mgdes protemes]
mg 13100x0,8%0,5

DO : la densité optique.

1 : Le volume total des solutions utilisees dans la déproteinisation (0,8 ml de

I’homogénat

1,525 : Le volume total des solutions utilisées dans le dosage

du GSH au niveau dusurnageant (0,5ml surnageant + 1ml Tris-

EDTA + 0,025ml DTNB).

13100 : Coefficient d’absorbance (concernant le groupement (—SH) a 412

nm).
0, 8 : Le volume de ’homogénat.
0,5 : Le volume du surnageant trouvé dans un 1,25ml

La concentration de GSH est mesurée par rapport a 1mg de

protéine. C’est pour cela cedosage doit étre accompagne par le

dosage des protéines.

C.4 Dosage de la catalase

L’activité de la catalase est déterminée selon la méthode de CaKmak et Horst (2003). Le

principe repose sur la disparition de I’H202 a 25°C par la présence de catalase.

- Protocol expérimental :

- Broyer 200 mg dans 2ml de tampon phosphate (100Mn ; PH 7.4) centrifugés a 3000

tours pendant 10 min.
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- Preléver 100ul de surnageant.

- Ajouter 50ul de péroxyde d’hydrogéne H202 & 0,3 ml [H202 =0.3ml + 100ml ED]

- Ajouter 2850ul de TP (50mM, pH 7,2)

- L’étalonnager de I’appareil se fait en I’absence de I’extrait enzymatique.

- Laréaction est déclenchée par I’addition d’eau oxygénée.

- L’activité catalase est exprimée en nmol/min/mg de protéines. (100 Mm, pH 7.4].

- La lecture des absorbances s’effectue apres 15 secondes d’attente toutes les 5 secondes
pendants 30 secondes a une longueur d’onde UV de 240 nm contre un blanc avec 800
pl de tampon phosphate (100 Mm, Ph 7,4) et 200 pl de H202

- L’activité CAT est calculée par la formule suivante :

_ YADOX10(
)exLx0,05xmg de proteines(

- X : micromole de substrat hydrolysé par minute et par mg de protéines
(MM/mn /mg de protéines).

- A DO : différences de la densité optique obtenue apres hydrolyse du substrat
pendant une minute.

- £ Le coefficient d’extinction du H202 (3900 uM t.Cm . L)

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

Mg de protéines : quantité de protéines exprimée en mg.

C.5 Dosage du GPx
L’activité enzymatique de la GPx est mesuree par la méthode de Flohe et Gunzler., (1984), en

utilisant H202 comme substrat.
Protocol expérimental :

- Homogénéisation par 2ml de tampon phosphate (PH =7.4)

Centrifugeur a 3000 tours pendant 10min.

- Prélever 200 pl de I’homogénat

- Ajouter 400 pl de GSH

- Ajouter 200 pl de tampon phosphate (0.067M, pH 7.4

- Incuber au bain marie (25°C/5min) ;
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- Ajouter 200 pl de H202 (1.3mM) pour initier la réaction et laisser agir pendant 10
minutes ; -Aprés 10 min ajouter 1 ml de TCA (1%) pour arréter la réaction -Mettre le
mélange dans la glace pendant 30 minutes

- Centrifuger durant a 3000 tours/10min

- Prélever 480 pl de surnageant et mélanger avec 2,2 ml de Na2HPO4 0.32M et 320 pl
de DTNB (1,0 mM).

- Apres 5min la densité optique est mesurée a 412nm chaque 30sec pendant 05 min.

La détermination de I’activité enzymatique de la GPx se fait a I’aide de la formule
suivante :
e DO : échantillon : Densité optique de I’échantillon.

e DO étalon : Densité optique de I’étalon.

¢ 0,04 : Concentration de substrat (GSH).
(DOe —DOb).0,04

GPx( umol. mg de protéine ) =

DOb

D. Evaluation des parametres biochimiques

Dosage des métabolites (glucide, protéine et lipide) : Le dosage des differents métabolites a éte
réalisé selon le procédé de (Shibkoetal., 1966). Les échantillons (les reins des souris) sont
placés dans des tubes eppendorf contenants 1 ml d'acide trichloracétique (TCA) a 20 % et
broyés. Apres une premiere centrifugation (5000 trs / min, 10 min), le surnageant | obtenu est
utilisé pour le dosage des glucides totaux selon la méthode de Duchateau & Florkin, (1959). Au
culot I, on ajoute 1 ml de mélange éther/chloroforme (1V/1V) et apres une seconde
centrifugation (5000 trs/min, 10 min), on obtient le surnageant 1l et le culot 11, le surnagent Il
sera utilisé pour le dosage des lipides (Goldworthy et al., 1972) et le culot 11, dissout dans I’eau

distillee, servira au dosage des protéines selon Bradford, (1976).

D.1 Dosage de glucide :
Le dosage des glucides totaux a été réalisé selon la méthode de ( Duchateau et Florkin ., 1959).
Cette méthode utilise ’anthorone comme réactif (150 mg d’anthorne+,75 ml d’acide sulfurique

et 25 ml d’eau distille) et une solution meére de glucose (1g/l) comme standard

Protocol expérimental :
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- Additionner a une fraction aliquote 100 pl du surnageant contenu dans un tube a essai.

- Ajouter 4 ml de réactif d’ Anthrone.

- Incuber du mélange dans un bain marie a 80 oC pendant 10 min.

- Une coloration verte se développe, L’intensité de la coloration mesurée a une longueur
d’onde de 620 nm est proportionnelle a la quantité de glucide présent dans I’échantillon.

- La gamme d’étalonnage est effectuée a partir d’une solution mére du glucose (1 mg/mi

D.2 Dosage de lipide :
Le taux des lipides a été déterminé selon la méthode de (Goldsworthy et al., 1972). Cette
méthode utilise la vanilline comme réactif (0,389 de vanilline, 195ml d’acide ortho

phosphorique a 85% et 55ml d’eau distillée) .
Protocol expérimental :

- Prélever 100 ul de 'omogénat (surnageant)

- Ajouter 1ml d’acide sulfurique (98%).

- Incuber au bain marie 100C° pendant 10min.

- Prélever dans chaque tube 200pl de surnageant.

- Ajouter 2,5ml de réactif sulfo-phospho-vanillinique.

- Les absorbances ont été lues aprés 30 min d’obscurité a une longueur d’onde de 530

nm.

D.3 Dosage des protéines :

La méthode utilisée pour le dosage des protéines est celle de (Bradford., 1976) qui utilise la
BSA comme standard, sur le méme échantillon utilisé pour doser les lipides
Protocol :

- Récuperer le culot issu de la deuxiéme centrifugation.

- Ajouter 1ml du NaOH (0.1N).

- Agiter énergétiquement pour la dissolution des protéines.

- Prélever un volume de 100ul de mélange.

- Ajouter 4ml du réactif BBC (Bleu Brillant de Coumassie) (50mg BBC +50ml d’acide

orthophosphorique a 85% et on compléte a 500mlavec I’eau distillée).
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Ainsi une couleur bleue se développe et on passe directement les

Echantillons pour lecture & une longueur d’onde 595nm.

. 1 ml culture
= | 1ml TCA 20%
Dosage des l
glucides 3
(Dachateau et Agitation
Flokin, 1959)
Centrifugation
A 5000 tours/min
[ \ Pendant 10 min
iR | 1001 du R | :
"'"% Sumageant | ".% Culot 1
e - ; 2
4 ml 1 ml
1 d‘Anlhrone 3 __ Ether/chloroforme
(1V/1V)
Chauffage
(80°C, 10 mn) Centrifugation
D.O. 5000 tours/min
4 620 nm Pendant 10 min
- 200ul du 100u1 du .
- mélange Surmageant 2 "_%
% + +
Y 2 5ml - 1 ml d’acide '
3 d’acide sulfurique 2
su.lfo'p hspho Chauffage
vanillique (100°C. 10 mn) I
D.O
a4 530 nm
s - Culot 2
YT y
1 ml NaOH 10%
Dosage des + :
lipides Agpisiion
(Goldsworthy et
al., 1972)
100ul du
l)osagg des < mélange
protéines P
(Bradford, 1976) 4 ml BBC

K D.O.
3 a 595 nm
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Figure 25 : Extraction et dosage des glucides, protéines et lipides totaux

1 .2.4Analyse statistique :

Les quantités des métabolites (protéines, glucides et lipides) sont déterminées a partir des

courbes d’étalonnage en utilisant Excel.

L’analyse statistique des données est effectuée par le test ANOVA a One-Wey suivipar le test
de Tukey et du Dunnet pour la comparaison entre les différents lots entre eux et la comparaison

avec le lot témoin. Cette analyse a été faite grace au logiciel Minitab (Version 18).
Les différences sont considérées comme :

Significative lorsque (P <0,05).

Hautement significative lorsque (P <0,01).

Tres hautement significative lorsque (P <0,001).

Avec p : seuil de signification.
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2. RESULTATS
2.1.1. Effet du TiO2 NPs sur Gain de poids et le Poids relatif du rein (%) des rats

e (Gain de poids
Les résultats obtenus présentés dans la (figure 26) montrent qu’il y a une diminution hautement

signific ative (P <0.01) du poids des reins chez les lots traités par TiO2 NPs par rapport au lot

témoin.

Poids (mg)

200
180 -l-
160
140 T
120
100

80

60

40

20

B témoin
mTiO2(0,5)
HTiO2(0,25)

témoin Ti02 (0,5) Ti02 (0,25)

Figure 26 : L’évaluation du gain de poids corporel (GP) chez les lots traités par TiO2
NPs par rapport au lot témoin.
e Poids relatif
Les résultats obtenus présentés dans la (figure 27) montrent qu’il y a une augmentation tres
hautement significative (P <0,001) du poids relatif des reins chez les lots traités par TiO2 NPs

par rapport au lot témoin.
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Poids relatif
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Figure 27 : L’évaluation du poids relatif des reins (PRr) reins chez les lots traités par TiO2
NPs par rapport au lot témoin.

2.1.2 Etude des paramétres biochimiques, paramétres enzymatiques et non enzymatique :
2.1.2.1Effets de TiO2 NPs sur les paramétres biochimiques chez les rats

Taux de protéine

Les résultats obtenus présentés dans la (figure 28) montrent qu’il y a une augmentation non
significative (p>0.05) chez les rats traites par TiO2 NPs a dose (2,5 ml/kg/jour) et une
augmentation hautement significative du taux de protéine des reins (p< 0,05) chez les lots traités

par TiO2 NPs a dose (1,25 ml/kg/jour) par apport ou groupe témoins.
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Figure 28 : Taux de protéines chez les rats traités par TiO2 NPs par rapport les témoins

Taux des glucides

Les résultats obtenus présentés dans la (figure 29) montrent qu’il y a une augmentation non
significative (p>0.05) chez les rats traités par TiO2 NPs a dose (2,5 ml/kg/jour) et une
augmentation significative (p<0.05) chez le lot traité par TiO2 NPs a dose (1,25 ml/kg/jour) par
apport ou groupe témoins.
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Figure 29: Taux des glucides chez les rats traités par TiO2 NPs par rapport les témoins

Taux de lipide :

Les résultats obtenus présentés dans la (figure 30) montrent qu’il y a une augmentation
hautement significative du taux de protéine des reins (p< 0,05) chez les lots traités par TiO2
NPs a dose (2,5 ml/kg/jour) et une augmentation tres hautement significative (p<0.001) du taux
de MDA rénale chez les rats traités par TiO2 NPs a dose (1,25 ml/kg/jour) par apport ou groupe

témoins.
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Figure 30 : Taux des lipides chez les rats traités par TiO2 NPs par rapport les témoins

2.2.2. Evaluation des parameétres biochimiques (I’urée ; La créatinine ; Bilirubine)

Les résultats représentés dans le tableau (02) montrent que 1’administration de TiO2 NPs induit
une augmentation hautement significative (p<0.01) chez les lots traités par TiO2 NPs a dose
(2,5 ml/kg/jour) du taux d’urée et une augmentation significative (p<0.05) chez les rats traités
par TiO2 NPs a dose (1,25 ml/kg/jour) par apport ou groupe témoins. Et une diminution
significative (p<0.05) du taux de créatinine chez les lots traités par TiO2 NPs a dose (2,5
ml/kg/jour) et une diminution hautement significative (p<0.01) chez les rats traités par TiO2
NPs a dose (1,25 ml/kg/jour) par apport ou groupe témoins. Et aussi une augmentation tres
hautement significative (P <0.001) du taux de Bilirubine chez les lots traités par TiO2 NPs a
dose (2,5 ml/kg/jour) et une augmentation significative (p<0.05) chez les rats traités par TiO2

NPs a dose (1,25 mi/kg/jour) par apport ou groupe témoins.

Tableau 02 : Concentration de Bilirubine, urée et créatinine chez le groupe témoin et les

groupes traités.

. Groupes des rats
Parametre
Témoin  [TiO2 (2,5 mikg/jour) | TiO2 (1,25 ml/kg/jour)
PPurée (g/l) 0,4+0,0707 0,476+0,085**|0,453+0,055*
La créatinine (mg/l) 3,815+0,19 |2,82+0,54* 1,743+0,82**
Bilirubine(mg/l) 0,615 5,306 +1,93*** 1,2940,142*
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+0,247

* : Différence significative comparant au témoin (P < 0.05).

** . Différence hautement significative comparant au témoin (P <0.01).
*** . Difference trés hautement

significative comparant au témoin (P

<0.001).P  : Seuil de signification.

2.2.2.1 Effets de TiO2 NPs sur les paramétres enzymatiques chez les rats :

Effet sur P’activité de GPx

La figure (31) représente la variation de GPx chez les rats traités par TiO2 NPs par rapport les
témoins, dans notre travaille nous observons qui il y a une diminution hautement significative
(P<0.01) chez le lot traité par TiO2 NPs a dose (0,25ml/kg/jour) et une diminution significative
(p>0.05) chez le lot traité par TiO2 NPs a dose (0,5 ml/kg/jour) par apport ou groupe témoins.

n=3
1.33 - GPx

1.32 - X

1.31 ~

1.3 A

T
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1.28 - W TiO2 (0,5)

1.27 1
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1.26 -
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Figure 31 : La variation de GPx chez les rats traités par TiO2 NPs par rapport les témoins

CAT
Les résultats obtenus présentés dans la (figure 32) montrent qu’il y a une diminution

significative (p<0.05) du taux de créatinine chez les lots traités par TiO2 NPs a dose (2,5
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ml/kg/jour) et une diminution significative (p<0.05) chez les rats traité par TiO2 NPs a dose
(1,25 ml/kg/jour) par apport ou groupe témoins.

CAT

1.2

0.8

w1
0.4 m2

ACTIVITE DE CAT
(MMOL/MG/MIN

Figure 32 : L’évaluation de ’activité de la CAT (ug/min/mg de protéines) .

Effet sur les variations de P’activité GST (Glutathion —S-transférase)

Cette figure (33) représente la variation de I’activité de GST traités par TiO2 NPs par rapport
les témoins, dans notre travaille nous observons qui il y a une augmentation hautement
significative (P<0.01) chez le lot traitée par TiO2 NPs a dose (2,5 ml/kg/jour) et une
augmentation significative (p<0.05) chez le lot traité par TiO2 NPs a dose (1,25 ml/kg/jour) par

apport ou groupe témoins.
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Figure 33 : La variation de I’activité de GST traités par TiO2 NPs par rapport les témoins

2.2.2.2 Effets de TiO2 NPs sur les parametres non enzymatiques chez les rats:
Effet sur le taux de Malondialdéhyde (MDA)

D’apres les résultats présentés dans la figure (34). On observe une augmentation trés hautement
significative (p<0.001) du taux de MDA rénale chez les rats traite par TiO2 NPs (2,5

ml/kg/jour) et une augmentation non significative (p>0.05) chez les rats traité par TiO2 NPs

(1,25 ml/kg/jour) par rapport aux témoins.
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Figure 34 : La variation de taux de MDA chez les rats traités par TiO2 NPs par rapport les

témoins

Effet sur le taux de GSH

Cette figure (35) représente la variation de taux de GSH chez les rats traités par TiO2 NPs par
rapport les témoins. Dans notre travaille nous observons une diminution non significative
(p>0.05) chez le lot traité par TiO2 NPs a dose (2,5 ml/kg/jour) aussi une diminution
significative (p<0.05) chez le lot traité par TiO2 NPs a dose (1,25 ml/kg/jour).
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Figure 35 : la variation de taux de GSH chez les rats traités par TiO2 NPs par rapport les

témoins
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3. DISCUSSION

Les particules de dioxyde de titane ont été largement utilisées dans le domaine de l'industrie et
de la médecine. Cependant, des doutes subsistent quant a la sécurité des doses d'exposition au
TiO2-NPs.

Dans cette étude, nous avons étudié la toxicité potentielle des NPS_TiO2 au niveau rénal en
utilisant des rats Wister comme modeles anatomiques en appliquant deux doses différentes.
Dans un premier temps, nous expliquerons la raison de travailler avec des doses de différentes
concentrations de TiO2-NPs, selon le principe toxicologique de la relation dose-effet. Enfin,
nous discuterons des résultats de I'effet des particules de titane sur la croissance globale (poids
corporel, poids relatif des reins) et son effet sur le niveau de biomolécules (traitements
proteiques, glucidiques, lipidiques et anticorps) Stress oxydatif (MDA, GPx, CAT, GSH, GST)

en plus des parametres biochimiques (Urée, Créatinine)

3.1. Effet du TiO2 NPs sur Gain de poids et le Poids relatif du rein et les Gain de poids

Dans notre travail, nous remarquons une diminution significative du poids corporel dans le
groupe traité avec des particules de dioxyde de titane par rapport au groupe témoin. Alors
gu'une diminution non significative a eté enregistrée dans le groupe qui a été traité avec de
I'oxyde de titane a une dose (2,5 ml/kg/jour) par rapport aux témoins Et pour les reins, le poids
relatif a atteint une augmentation significative, et cela est di a I'accumulation de dioxyde de
TiO2-NPs dans les reins apres exposition aux doses précédentes, et nos résultats étaient

coheérents avec ceux de Jia et al. (2017).

3.2. Effets de TiO2 NPs sur les paramétres non enzymatiques et enzymatiques chez les
rats
L'organisme se protége en permanence contre la formation et l'agression des oxydants par

différents mécanismes de défense, enzymatiques et non enzymatiques (Mithilish et al., 2010)

Effet sur le taux de Malondialdéhyde (MDA)

Le MDA ou malondialdéhyde plasmatique est un marqueur de la peroxydation des lipides. 1l
est considéré comme un des produits terminaux de 1’oxydation des acides gras polyinsaturés.
Les taux élevés de MDA signent donc un stress oxydatif, portant notamment sur I’oxydation

des lipides.
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Nos résultats ont montré que 90 jours d'exposition a de TiO2-NPs ont augmenteés tres hautement
significative de teneur de (MDA) dans les reins, ce résultat s’accorde avec 1’¢tude de (Hadis et
al., 2015) qui ont travaillé sur Le stress oxydatif des TiO2 NPs sur le systéme rénal du rat. Nous
pouvons estimer que ces TiO2-NPs ont un effet sur la formation de ’MDA et que I'action anti-

oxydante de Punica granatumL,

Glutathion peroxydase GPx

La glutathion peroxydase ou GPx est une enzyme tétramérique permettant également la
décomposition du H202. Elle agit plus lentement que la catalase mais elle a une meilleure
affinité pour le H202 que cette derniére. La GPx est donc essentielle & la décomposition du
H202 produit de maniére continue et a des niveaux physiologiques dans la cellule. Les GPx
sont des enzymes sélénium-dépendantes ou sélénium-indépendantes et sont soit cytosoliques le
cas de la premiere GPx identifiée (Mills., 1957), soit extracellulaires. Les GPxs permettent la
décomposition de H202 par I’oxydation de son co-substrat le GSH en GSSG qui sera réduit

par la suite par ’action de la glutathion réductase (Mills., 1957).

Selon I’étude (d’Abdou et al., 2018) qui ont étudié Effet dépendant de TiO2-NPs dans les reins
des rats Wistar, ils ont trouvé. Une diminution d’activité de GPx aprés exposition a des doses
de TiO2-NPs ce qui est similaire a nos résultats qui est une diminution hautement significative

de taux de I’enzyme GPx par apport aux témoins.

Effet sur le taux de GSH

Le glutathion, un tripeptide (acide glutamique, cystéine, glycine), est I’un des antioxydants non
enzymatiques les plus importants, dont certains sont synthétisés dans 1’organisme. Il se trouve
principalement dans le foie et est transporté dans les tissus par le sang. Le glutathion est le
rajeunissant ultime des formes de radicaux libres des vitamines E et C, et un cofacteur des
enzymes GPx pour éliminer le H202 et réduire les protéines oxydées. (Powers et Jackson.,
(2008)).

Nos résultats ont montré que 90 jours d'exposition a de TiO2-NPs ont diminution significative
de teneur de (GSH) dans les reins, ce résultat s’accorde avec 1’é¢tude de (Zhao et al., 2010) qui
ont travaillé sur le stress oxydatif des TiO2-NPs sur le systéeme rénal du rat. Nous pouvons
estimer que ces TiO2-NPs ont un effet sur la formation de GSH et protéine dégradation,
fragmentation de I’ADN, peroxydation des lipides et altération du systeme de défense

antioxydant,
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Effet sur Le glutathion S-transférase GST
La glutathion S-transférase est une enzyme jouant un réle important dans la détoxification des
xénobiotiques et la protection contre les métabolites nocifs générés apres la dégradation des
macromolécules (Hayes et Pulford., 1995).

Dans notre travaille nous observons qui il y a une augmentation trés hautement significative
chez le lot traitée par TiO2-NPs par apport ou groupe témoins, mais par contre les résultats ont
été obtenu par (EI-Shaymaa EI-Nahass et al., 2018) était les contraires. Cette diminution de
I’activité enzymatique de GST est due a cause des molécules des pesticides ou formation des
complexes avec les protéines d’une maniere générale et endommager les enzymes y compris

ceux a I’activité antioxydant. (Boumaza., 2017)

Effet sur Catalase (CAT)

C'est une enzyme présente dans la majorité des organismes eucaryotes ou procaryotes partout
dans les globules rouges (Hertwig et al., 1992). Une augmentation du niveau de H202 entraine
I'activation et la stimulation de la catalase, c'est-a-dire la fonction de CAT La principale est la
décomposition de H202 en H20 et O2. (Pamplona etCostantini., 2011.)

L’expérience de Vijay K. Bharti et al., (2015) a été menée dans laquelle ils ont expose des rats
a certaines concentrations de dioxyde de titane, ce qui a prouvé que I'exposition au TiO2 peut
entrainer une inhibition des activités de I'enzyme catalase et réduire sa capacité a lutter contre
l'oxydation. Ce qui est similaire a nos résultats qui est une diminution significative de taux de

I’enzyme CAT par apport aux témoins.

3.3. Evaluation des parameétres biochimiques (I’urée ; La créatinine ; Bilirubine)
Le suivi des indices biochimiques constitue un marqueur utile pour I'évaluation des Iésions des

tissus rénaux.

Selon I’étude de Morgan et al., (2017) qui ont étudié Néphrotoxicité induite par les
nanoparticules de dioxyde chez les rats males ils ont trouvé Une augmenté de fagon significative
de la concentration D’Urée et Bilirubine ce qui est similaire a nos résultats qui est une
augmentation hautement significative du taux d’urée et de la bilirubine, Mais c¢’était le contraire
pour le taux de création Ce que nous avons remarqué. Une augmentation significative du taux
de créatinine chez les lots traités par TiO2-NPs par apport ou groupe témoins. La créatinine

réagit avec le picrate alcalin en formant un complexe de couleur rouge. (Murray., 1984) et
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L’Uréase hydrolyse I’'urée en ammoniaque (NH+ 4) et en dioxyde de carbone (CO2). (Kaplan.,
1984).
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5. CONCLUSION
L'objectif de recherche de ce travail est d'explorer la toxicité induite par le dioxyde de titane au
niveau rénal chez le rat Wister. Du travail que nous avons discuté, nous pouvons conclure ce

qui suit :

Troubles de la croissance générale des souris Diminution du poids corporel pendant la période

de traitement.

Augmentation du poids relatif et total des reins. Perturbations de certains processus

meétaboliques :
Niveaux élevés de protéines, graisses et lipides dans les reins des souris.

Une exposition continue au dioxyde de titane conduit a un état de stress oxydatif traduit par

des perturbations de certains processus enzymatiques et non enzymatiques :
Faible teneur en GPx dans les reins.

Niveau CAT faible.

Augmentation de la teneur en MDA dans les reins de rat

Augmentation du taux de GST dans les reins.

-bas GSH.

Perturbations des paramétres biochimiques :

Diminution de la créatinine et Urée et élévation

Ainsi, nous avons prouvé que le dioxyde de titane avait des effets nocifs sur I'organisme, et c'est

ce gue nos résultats ont traduit.
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