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RESUME

Le dioxyde de titane est un constituant répandu dans la nature et abondamment
utilisés par I'nomme en tant qu'additif alimentaire, pigments et catalyseurs.
Ce travail concerne 1’évaluation de la toxicité potentielle des nanoparticules de dioxyde de
titane (TiO,) et I’effet adverse de diférulyol-méthane (curcumine) et les deux associés
(curcumine et TiO,) sur les poumons des rats qui sont parfaitement adaptés aux études

toxicologiques pour évaluer aisément la toxicité d’un xénobiotiques.

Les rats ont été exposés a 10mg/kg/j de TiO, et 20ml/kg/j de curcumine durant une

période de traitement de 28 jours.

Nos résultats montrent que le TiO,, la curcumine et la combinaison du TiO, et la

curcumine affectent la croissance des rats.

L’étude des paramétres biochimiques a mis en évidence une perturbation des

principales macromolécules a savoir : les protéines, les glucides, les lipides.

Le suivi des biomarqueures indique une déplétion au taux de GSH, et une
augmentation au taux MDA et a I’activité du GPx chez les rats traités par TiO; par rapport

aux rats témoins. .

Dans notre étude nous avons enregistré une diminution des taux de MDA, GSH, et de

’activité du GPX chez les rats traités par la curcumine par rapport aux rats témoins.

Les résultats ont montré qu’il y a une augmentation du taux de MDA et de I’activité
GPX mais une diminution de taux de GSH chez les rats traités par la combinaison du le TiO,

et la curcumine par rapport aux rats témoins.

L’ensemble de ces résultats sont des signes d’une éventuelle pneumotoxicité du TiO..

Mots clés : TiO, Curcumine, Toxicité, Rats, parametres biochimiques, MDA, GPx,
GSH.. .etc.



ABSTRACT

Titanium dioxide is a naturally occurring constituent ,widely used by humans as a food
additive, pigments and catalysts.

This work was focused the evaluation of the potential toxicity of titanium dioxide
nanoparticles (TiO,) and the adverse effect of diferuloyl-methane (curcumin) and the two
associated (curcumin and TiOy) on the lungs of rats which are perfectly adapted to
toxicological studies, to easily assess the toxicity of a xenobiotic.

After we have exposed the rats to 10 mg/ kg/day of TiO, and 20 ml/kg/day of curcumin
during a 28-day treatment period,the results showed that TiO,, curcumin and its combination
affect rat growth .

The study of biochemical parameters revealed a disturbance of the main macromolecules
namely: proteins, carbohydrates, lipids.

Biomarker monitoring indicated GSH depletion, and an increase in MDA and GPx activity in
TiO,-treated rats compared to control rats. .

In our study we recorded a decrease in MDA, GSH, and GPx activity in curcumin-treated rats
compared to control rats.

The results showed that there was an increase in MDA and GPX activity ,but a decrease in
GSH levels in rats treated with the combination of TiO,and curcumin compared to control
rats.

All these results are signs of possible pneumotoxicity of TiO,.

Key words: TiO2, Curcumin, Toxicity, Rats, biochemical parameters, MDA, GPx, GSH ...
etc.
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INTRODUCTION

Depuis plusieurs années, il y a un intérét croissant dans la recherche en nanotechnologie,
qui se concentre sur les particules qualifiées de particules ultrafines dont au moins une
dimension est comprise entre 1 et 100 nanomeétres encore appelé nanoparticules (NPS)
(Baratli, 2015).

Leur intérét repose sur les caractéristiques intrinséques des nanoparticules, quand leur
faible dimension, leur confere des propriétés physico-chimiques, En raison de leur petite
taille, les nanoparticules peuvent se localiser dans des vésicules a I’intérieur des cellules et
peuvent également atteindre des cibles cellulaires, et provoque des effets nocifs (Bettini, et
al,. 2014).

Nous nous intéresserons plus particulierement aux nanoparticules dioxyde de titane qui se
trouvent dans la croute terrestre sous trois formes cristallines (anatase, rutile, brookite), Il est
majoritairement utilisé comme pigment blanc et additif dans les aliments (Bettini, et al,.
2014).

Les nanoparticules dioxyde de titane possedent de grandes potentialités technologiques
grace a ses propriétés spécifiques, ils peuvent étre réalisées par différentes techniques (sol-gel,
hydrothermale, solvothermale...), Le procédé sol-gel est reconnu comme étant 1’une des
méthodes d’élaboration des nanopoudres plus simple et plus performante en termes de qualité
de la poudre, Le processus hydrothermal met en jeu une réaction hétérogene qui requiert la
présence de solvants aqueux sous haute pression et a haute température pour la dissolution et
la recristallisation de matériaux qui sont relativement insolubles dans les conditions ordinaires
(Baratli, 2015).

A T'heure actuelle, on parle beaucoup des nanotechnologies dans l'actualité scientifique,
et le cas du dioxyde de titane est particulierement intéressant et passionnant puisque ses
propriétés autant que ses dangers sont, aujourd'hui, mis a I'épreuve. De plus les questions de
développement durable et d'écologie sont de plus en plus a la mode, et le dioxyde de titane a
des propriétés propres a premiére vue. (Site 1)

La toxicité des nanoparticules de TiO2 est un sujet de recherche en pleine expansion
depuis les années 2000. Le nombre d’articles publiés sur le sujet chaque année ne cesse de
croitre et a dépassé en 2014 les 550 références, pour un total de 2 975 articles depuis 1996,
Les principaux mécanismes de toxicité rapportés sont liés a I’inflammation, au stress oxydant

et a la génotoxicité (Boland, et al,. 2014).



INTRODUCTION

Cette etude est consacrée a une compréhension de 1’évaluation de la toxicité potentielle des
nanoparticules de dioxyde de titane (TiOz) et [D’effet opposé de diférulyol-méthane
(Curcumine) qu’est le pigment principal du curcuma (une plante vivace appartenant a la
famille du Zingiberaceae) sur les cellules pulmonaire, en utilises des rats qui sont
parfaitement adapté aux 1’étude toxicologique pour évaluer aisément la toxicité de

xenobiotique.
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I Généralité sur Les nanoparticules

Les nanoparticules, également appelées particules ultrafines (PUF), sont des molécules
dont la taille varie entre 1 et 100 nanométres (1 nm = 10° m = 0,000000001 m). Elles sont
donc plus grandes que des atomes et plus petites qu’'une cellule. On distingue les
nanoparticules « élaborées », fabriquées artificiellement, et les « émissions secondaires »,
sous-produits d’une réaction, comme les particules présentes dans la fumée de cigarette ou les
émissions de diesel (Site 2).

11 existe des nanoparticules de n’importe quel matériau : carbones, céramiques, métaux, ...
etc. On ne peut donc pas parler de fagcon générique des nanoparticules : chacune a ses propres
caractéristiques, notamment en ce qui concerne la toxicité et la pénétration. Elles sont
aujourd’hui utilisées dans de nombreux domaines : électronique, cosmétique, automobile,
chimie, textile, pharmacie, agroalimentaire et optique (Malinski, 1998).

Les nanoparticules peuvent représenter un risque pour la santé a cause de leur petite taille.
Les nanoparticules ont une taille qui les place entre la matiére macroscopique et 1’échelle
moléculaire, elles sont dangereuses pour I’organisme, car elles sont plus petites que nos
cellules. Elles sont si petites qu’elles traversent notamment sans difficulté la barriere

encéphalique chez les humains (Malinski, 1998).
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I nanoparticules de dioxyde de titane (TiO,)

1. Généralité sur le dioxyde de titane

Le dioxyde de titane ou oxyde de titane (I1V) est composé d'oxygéne et de titane de
formule TiO,, (Site 3), il se trouve a I'état naturel sous trois principales formes cristallines
présentes dans les especes minérales suivantes : rutile, brookite et anatase. (Hervé et
al,.2007).

Le dioxyde de titane est utilisé comme pigment blanc dans les peintures, les plastiques et
dans le papier, ainsi comme additif dans les aliments et aussi dans le domaine pharmaceutique
(Bezrodna et al., 2000).

Il présente des propriétés spécifiques liées a I'échelle nanomeétrique. Il est commercialisé
soit sous sa forme originale, soit, le cas le plus courant, sous des formes modifiées aprés
traitement de la surface des particules. Ces traitements sont susceptibles de modifier les
caractéristiques physico-chimiques et les effets biologiques du dioxyde de titane (Site 4).

Figure 2: Poudre de TiO; (Site 4).

2. Origine du dioxyde de titane

Le titane est le 9™ ¢lément le plus abondant dans la croite terrestre devant 1’hydrogéne
et derriére le magnésium. Le titane y est majoritairement retrouvé sous sa forme oxydée dans
des minerais mixtes tels que 1’ilménite (FeTiO3), la pérovskite (CaTiO3) ou bien la titanite

(CaTiSiO5) (Sugimoto et al., 2003).

Le TiO2 pur existe également dans la nature sous les formes décrites ci-apres. Le titane
peut étre obtenu par un procédé d’extraction utilisant des chlorures. Cette technique optimisée
par le chimiste francais Henri Sainte-Claire Deville permet d’obtenir le tétrachlorure de titane
(TiCl4) qui peut ensuite étre réduit via le « procédé Kroll » pour obtenir du titane solide pur
(Sugimoto et al., 2003).



https://fr.wikipedia.org/wiki/Titane
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Le TiO2 peut également étre extrait des différents minerais par des traitements a l'acide
sulfurique produisant le sulfate de titanyle (TiOSO4).Ce composé peut ensuite étre hydrolysé
et déshydraté pour donner du TiO2 (Combres, 1997).

3. Applications

Le dioxyde de titane est utilisé sous forme de poudre micrométrique depuis de
nombreuses années (debut des années 1920) pour ses propriétes opacifiante et Blanchis sante.
Il représente environ 70 % de la production mondiale de pigments devant le noir de carbone et
I'oxyde de fer. Depuis le début des années 1990, il est également utilisé sous forme de poudre
nanométrique notamment pour ses capacités d'absorption des rayons ultraviolets (J argot et al.,
2013).

Le dioxyde de titane fin est principalement utilisé comme pigment blanc dans :

= Les peintures, lagues, vernis et enduits.

= Les encres d’imprimerie.

= Les plastiques, le caoutchouc et le cuir.

= Les colorants alimentaires.

Les applications les plus importantes du dioxyde de titane fin non pigmentaire sont les
suivantes :

= Fabrication de médicaments comme support de certains principes actifs.

= Fabrication de produits cosmétiques (savons, creme et dentifrices).

» Fabrication du papier comme charge.

= Fabrication de teintes comme agent opacifiant (J argot et al., 2013).

Le dioxyde de titane ultrafin a aussi de nombreuses applications, notamment dans
I'industrie cosmétique, I'architectonique, I'industrie agroalimentaire et I'épuration d‘air. :
= Fabrication de produits cosmétiques, notamment de produits de protection solaire, en
tant que filtre ultraviolet ;
= Fabrication de ciments et de verres, en raison de ses propriétés photocatalytiques qui
permettent de décomposer une large variété de matiéres organiques, inorganiques et de
micro-organismes.

Enrobage et glagage de produits alimentaires (confiseries...) (J argot et al., 2013).
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4. Syntheése des nanoparticules de TiO2 :
Les techniques de synthese des nanoparticules de TiO2 sont trés diverses, Le choix de la

méthode dépend des propriétés physico-chimiques désirées :

4.1. Synthéses en phase liquide

¢+ Sol-gel (contraction de « solidification-gélification ») : La synthése de dioxyde de
titane par voie sol-gel conduit le plus souvent a I’anatase avec une taille de particules
nanométriques. La morphologie des particules peut étre modifiee en modulant certains
parameétres de la synthése (site 5).

¢ Hydrothermale : est un autre procédé chimique, surtout utilisé dans I’industrie des
céramiques pour 1’obtention de petites particules de TiO,. La réaction impliquant un
précurseur de TiO, se déroule en milieu aqueux, a des températures supérieures a
100 °C et a des pressions supérieures a 1 bar ; ce type de synthése est couramment
mene dans des autoclaves controlés en température et/ou en pression (site 5).

% Solvothermale: Dans cette méthode, la réaction entre I’eau et le précurseur a base de
titane se déroule dans un milieu non-agqueux ; I’eau est introduite en faible quantité, en
tant que réactif. Des températures plus élevées peuvent étre obtenues si les solvants
utilisés dans cette voie de synthése ont des températures d’ébullition supérieures a

celle de I’eau. Un meilleur contrdle de la taille, de la forme et de la cristallinité du

TiO, est obtenu par cette voie de synthése (site 5).

4.2. Synthéses en phase gazeuse

Le depdt chimique en phase vapeur (CVD) : Dans cette méthode, un film mince de TiO;
est généré sur un substrat, via une réaction entre précurseurs, qui a lieu a la fois en phase
vapeur et au niveau de la surface du substrat. L’énergie nécessaire pour que la réaction entre
les précurseurs aient lieu peut étre apportée sous forme d’énergie thermique, sous forme
d’énergie lumineuse (UV) ou par plasma (on parle alors de plasma-enhanced CVD ou
PECVD), c’est-a-dire sous forme d’énergie électrique (Site 5).

En pratique, les précurseurs sont chauffés (TiCl, ou Ti(OiPr), et O,) dans une chambre de
dépdt : les molécules de précurseurs sont alors vaporisées ; la réaction chimique entre les
précurseurs a lieu en phase gazeuse et le dioxyde de titane se dépose sur un substrat. Les films
de TiO, obtenus par cette méthode sont généralement épais mais cristallins, avec des tailles de

grains inférieures a 30 nm (site 5).
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5. Structure de TiO,

5.1. La phase Anatase

C’est une forme de I'oxyde de titane naturel, que 1’on rencontre moins fréquemment.
L’anatase fut découverte en 1801 par Haily. Il présent une vaste gamme de teintes, de quasi
incolore a brun, en passant par le verdatre. La maille élémentaire de L’anatase est également
de symétrie tétragonale (Goudjil, 2013).

L'anatase est une forme métastable qui tend a évoluer vers la structure plus compacte du
rutile avec une cinétique plus ou moins lente. Comme dans le rutile, chaque atome de titane se
trouve au centre d’octaédres, Cette structure est stable a des températures plus basses

contrairement aux celles de la formation du rutile et du Brookite (Kertesz, 1991).

Figure 3 .structure de I’anatase (Kertesz, 1991).

5.2. La phase Brookite

La phase Brookite est une phase métastable, donc il est difficile de la préparer pur sous
les conditions de laboratoire, mais il est possible de la retrouver comme une phase secondaire
avec I’anatase et rutile fut découverte en 1825 par Levy en Snowen (Angleterre).La Brookite
appartient au systéme cristallin orthorhombique (Goudjil, 2013).

La structure de la Brookite, autre forme métastable, intermédiaire entre I'anatase et le

rutile, a rarement été étudiée du fait de son domaine de stabilité étroit (Kertesz, 1991).
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Figure 4.structure du Brookite (Kertesz, 1991).

5.3. La phase rutile

Le rutile est un minéral composé principalement de 90% a 95% de dioxyde de titane. Il
fut découvert en 1803 par Wener en Espagne. Le rutile de couleur rouge, est la variété de
I’oxyde de titane la plus stable & température élevées. Il se trouve dans les roches

magmatiques et métamorphiques (Goudjil, 2013).

La maille élémentaire de cette phase est de symétrie tétragonale. Chaque atome de titane
est entouré de six atomes d'oxygene suivant un octaédre. Ces octaédres sont disposés en
chaines paralléles a I'axe de la maille La structure la plus stable du dioxyde de titane est le

rutile, qu’il se produit a haute température (Kertesz, 1991).

Figure 5.structure du rutile (Kertesz, 1991).
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6. Propriétés physiques

Le dioxyde de titane est un solide blanc réfringent, thermostable, Il est commercialisé
sous forme de poudre ou de dispersion dans un liquide. Il est inodore, insoluble dans I'eau,
dans I'éthanol et autres solvants organiques, il absorbe les rayons ultraviolets : le degré
d'absorption de ces rayonnements UV dépend de la taille des particules. La forme rutile est

plus dense et plus stable thermodynamiquement que la forme anatase (J argot et al., 2013).

7. Propriétés chimiques

Le dioxyde de titane non « ultrafin » est un produit tres peu réactif. Il n'est pas attaqué
par les acides chlorhydrique ou nitrique, mais attaqué par I'acide sulfurique concentré chaud
ainsi que par l'acide fluorhydrique avec lequel il forme I'acide fluotitanique, Il peut également
étre attaqué par les bases concentrées. Le lithium, le magnésium et le zinc peuvent réduire le
dioxyde de titane (J argot et al., 2013).

En raison de leur surface spécifique plus élevée, les nanoparticules de dioxyde de
titane présentent des propriétés photocatalytiques améliorées par rapport aux particules de
plus grande taille : elles sont susceptibles de générer des especes réactives de I'oxygene
(radicaux hydroxyles, oxygene singlet, radical superoxyde) aprés exposition aux rayons

ultraviolets et réactions avec I'eau ou I'oxygene (J argot et al., 2013).
7. Toxicocinétique

Le dioxyde de titane pénétre dans I’organisme essentiellement par inhalation, et dans
une moindre mesure, par voie orale.

Que ce soit sous forme micrométrique ou nanométrique, les données disponibles a ce
jour ne sont pas suffisantes pour pouvoir conclure quant a la présence d’une absorption
percutanée, a la suite d’une exposition par voie inhalatrice, ’accumulation se fait
principalement au niveau des ganglions lymphatiques alors que par voie orale, les
particules micro et nanométriques s’accumulent au niveau du foie, de la rate, des poumons
et des reins, suite a une translocation (migration des particules a partir de leur site de
déposition) circulatoire.

Sous forme nanométrique, elles sont majoritairement excrétées via les urines, apres

administration intraveineuse (J argot et al., 2013).
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7.1. Absorption
7.1. 1.Absorption broncho-pulmonaire
La rétention pulmonaire des particules nanométriques (20 nm, anatase) est plus

importante que celle des particules fines (250 nm, anatase) : la demi-vie de rétention est
estimée a 501 jours pour les nanoparticules et a 174 jours pour les particules fines. Apres
inhalation, le dioxyde de titane s'accumule dans I'appareil respiratoire, différemment selon la
taille des particules ; sous sa forme nanométrique, il est retrouvé au niveau des ganglions
lymphatiques et en trés faible quantité dans le foie. Aprés instillation nasale, les
nanoparticules de dioxyde de titane peuvent subir une translocation neuronale et étre
retrouvées dans certaines régions du cerveau (J argot et al., 2013).
7.1.2. Absorption cutanée

L'absorption percutanée du dioxyde de titane a été étudiée chez des mini-porcs, exposés 4
fois par jour, 5 jours par semaine pendant 22 jours, au niveau du cou, du dos et du ventre, a
trois formulations différentes de crémes solaires. Aprés 22 jours d'application, les
concentrations en dioxyde de titane mesurées dans les ganglions lymphatiques ne sont
augmentées de facon significative, par rapport au groupe témoin, la majorité du dioxyde de
titane est retrouvée dans I'épiderme. La trés faible quantité de particules mise en évidence
dans le derme pourrait étre le résultat d'une contamination par des restes d'épiderme, lors de la
préparation des échantillons de peau. Toutefois, la présence de dioxyde de titane dans les
ganglions inguinaux, obtenue sur peau saine, ne permet pas de conclure quant a une absence
totale d'absorption percutanée des particules de dioxyde de titane (J argot et al., 2013).
7.1.3. Absorption gastro-intestinale

Une étude récente met en évidence le faible taux d'absorption gastro-intestinale, les
nanoparticules de TiO, localisées au niveau de la muqueuse de I'estomac et de I'intestin gréle
de rat, ne passant pas dans la circulation systémique. En effet, les nanoparticules se retrouvent
sous forme d'agglomérats de taille importante (comprise entre 1702 et 2080 nm), limitant
considérablement absorption et translocation (J argot et al., 2013).
7.2. Distribution

Par voie orale, les souris exposées a des particules de dioxyde de titane de taille
nanométrique (25 et 80 nm) et micrométrique (155 nm) présentent une augmentation par
rapport aux témoins, des concentrations en titane au niveau du foie, de la rate, des poumons et

des reins, 2 semaines apres l'exposition, a la suite d'une translocation circulatoire. Apres une

————————————
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exposition par inhalation, les particules de TiO, sont retrouvées au niveau des poumons et des
ganglions lymphatiques apres instillation nasale, une translocation neuronale est suspectee
d'étre a l'origine de I'accumulation de nanoparticules de TiO, dans certaines parties du cerveau
(J argot et al., 2013).

Une accumulation de nanoparticules de TiO, est observée dans le cerveau (principalement
au niveau du cortex cérébral, du thalamus, de I'hippocampe et du bulbe olfactif), signe d'un
passage de la barriére hémato-encéphalique. Aprés I'administration par voie intraveineuse de
nanoparticules de TiO, dans du sérum (5 ou 10 mg/kg), les niveaux les plus importants sont
retrouvés dans le foie, puis de maniére décroissante, dans la rate, les poumons et les reins de

rats exposes (J argot et al., 2013).

A la suite d'une injection sous-cutanée de nanoparticules de TiO,, les agglomérats les plus
importants sont observés au niveau des ganglions inguinaux et, dans une moindre mesure, au

niveau du foie, de la rate et des poumons (J argot et al., 2013).

7.3. Elimination

Chez le rat, la clairance alvéolaire des particules ultra fines est augmentée, par rapport
a celle des fines, du fait d'une translocation plus importante de ces particules dans
I’interstitielle pulmonaire.

L'administration par voie intraveineuse met en évidence une excrétion rénale majeure
pour les particules nanométriques : le 1 jour apres l'injection, 16 % de la dose est retrouvée
dans les urines contre 1 % dans les feces. Aucune information quantitative n'est disponible

pour la forme micrométrique (J argot et al., 2013).

8. Cytotoxicité des nanoparticules de dioxyde de titane
8.1. Etudes de survie/prolifération cellulaire

Les effets cytotoxiques aigus se traduisent par une altération de la survie des
cellules quiescentes. Les effets toxiques sont fréquemment perceptibles sous forme d’une
inhibition de la prolifération cellulaire. Diverses études ont été menées sur différentes
lignées cellulaires comme les cellules respiratoires ; nerveuses , de peau , ou encore
sanguines et intestinales . En fonction des études, il apparait ou non une inhibition de la

prolifération cellulaire en fonction des propriétés des nanoparticules de TiO2. Les études

11
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de viabilité cellulaire sont généralement complétées par d’autres tests de cytotoxicité

(Manon, 2014).
8.2. Stress oxydant

Le stress oxydant est un type d'agression des constituants de la cellule, d0 aux
especes réactives oxygenées .Les ROS sont des espéces chimiques extrémement réactives
regroupant les radicaux libres possédant un électron célibataire non apparié (les
radicaux hydroxyl HO ¢ ou alkoxyl ROe par exemple) et également des dérivés non
radicalaires comme le peroxyde d’hydrogéne (H,O;) par exemple (Manon, 2014).

En effet, I’introduction d’espéces hautement réactives dans la cellule ou dans un
organe, comme les nanoparticules, peut générer un stress oxydant. Si ces especes sont
nombreuses, les cellules n'arrivent plus a les traiter et peuvent libérer leurs oxydants dans
l'organisme en provoquant une réaction inflammatoire exacerbée. L’étude de Jiang et al.
2008 a évalué la relation entre certaines propriétés physico-chimiques des nanoparticules de
TiO, (taille, surface d’activité, forme cristalline) et le potentiel de génération d’un stress
oxydant. La forte activité de génération d’espéces réactives, observée pour les particules de 30
nm semblerait étre corrélée aux propriétés photocatalytiques du TiO2. Sous irradiation UV,
les nanoparticules de TiO2 produisent différentes quantités de radicaux hydroxyles en
fonction de leur structure cristalline et leur taille. 1l semble en effet que plus la particule est

petite, et plus elle va créer des dommages oxydatifs (Manon, 2014).
8.3. Réponse inflammatoire

Un des effets notés suite a une exposition aux nanoparticules de dioxyde de titane
est la réponse inflammatoire. Elle correspond a ’ensemble des mécanismes réactionnels de
défense par lesquels 1’organisme reconnait, détruit et élimine toutes les substances qui
lui sont étrangeres. Des facteurs pro inflammatoire s’activent les cellules immunitaires a
I’origine de I’inflammation. Palomaki et al. 2010 ont indiqué que le TiO2 pur et enrobé de
silice induisait une expression accrue des cytokines pro-inflammatoires dans les cellules
dendritiques et dans les macrophages de rat. Durant une courte exposition, le TiO2 active les
leucocytes neutrophiles et modifient leur forme, tandis qu’apres une plus longue exposition, il

y a inhibition de I'apoptose et de la production de cytokines (Manon, 2014).
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8.4. Internalisation cellulaire

Afin de comprendre leurs mécanismes d’action, la localisation de nanoparticules en
interaction avec des cellules a été étudiée. La membrane cellulaire forme une barriére
exercant un contrdle du transfert transmembranaire des composés hydrophiles,
naturellement imperméabilisants dans les bicouches lipidiques. Les molécules de petites
tailles peuvent emprunter des transporteurs enzymatiques ou des pores passifs pour pénétrer
dans les cellules. Les macromolécules ou particules polaires peuvent étre internalisees par
endocytose. Dans une étude, le TiO2 a été trouvé a l'intérieur des cellules, sous plusieurs
formes : en tant que gros agrégats liés a la membrane, ou sous forme d’agrégats plus petits et
libres ou encore sous forme de particules individuelles dans le cytoplasme . En
particulier il a été localisé par fluorescence (Manon, 2014).
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CHAPITRE 02 : DIFERULOYL METHANE

1. Définition

La plante curcuma (Curcuma longa), une plante vivace appartenant a la famille du
Zingiberaceae, est cultivée intensivement dans le sud et le sud-est de I'Asie tropicale. Le
rhizome de cette plante est également appelé «racine» et est la partie la plus utile de la plante
a des fins culinaires et médicinales. Le composant le plus actif du curcuma est la curcumine,
qui constitue 2 a 5% de I'épice. La couleur jaune caractéristique du curcuma est due aux
curcuminoides (Aggarwal et al., 2003)

La curcumine ou diféruloyl-méthane est le pigment principal du curcuma (Curcuma
longa), aussi appelé safran des Indes. C'est un pigment polyphénolique (curcumoide) qui
donne une couleur jaune (c'est le colorant alimentaire E100) (Site 6).

2. Historique

Le curcuma est une épice qui fait l'objet d'échanges commerciaux depuis tellement
longtemps qu'on ne peut déterminer avec certitude son origine. On pense cependant qu'il vient
du Sud ou du Sud-est de I'Asie, peut-étre plus spécifiquement de I'Inde, d'ou il se serait
répandu dans toute I'Asie, de méme qu'au Proche et au Moyen-Orient, il y a des milliers
d'années (PENSO, 1986).

Figure 6 : I’épice de curcuma (Site 8).
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3. Classification

D’apres la classification phylogénétique, il existe de nombreuses espéces de Curcuma
dont les propriétés sont exploitées en santé. Parmi ces especes peuvent étre citées le Curcuma
aeruginosa, Curcuma amada, Curcuma aromatica, Curcuma brog, Curcuma malabarica ou

encore Curcuma sylvaticas (Pierre, 2014).

L’espece la plus couramment utilisée et citée dans la littérature est le Curcuma longa.
Reconnue pour ses propriétés préventives et curatives, Aujourd’hui cette espéce est d’un

intérét croissant en Santé pour les composés actifs qu’elle contient. (Pierre, 2014)...etc.

o Classe : Liliopsida

o Subclasse : Commelinids
o Ordre: Zingiberales

o Famille : Zingiberaceae
o Genre : Curcuma

o [Espéce : Curcuma longa (Anil et al. 2011).

4. Description de la plante

Curcuma longa L. est une plante vivace atteignant un metre, pérenne par son rhizome
(figure 8).

Figure 8: Dessin représentant la plante entiere (Site 9).
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Les rhizomes principaux de forme ovoide fournissent le curcuma rond et les secondaires
le curcuma long. Epais, écailleux, se ridant par dessiccation, ces rhizomes sont d’une couleur
jaune orangé en section, gris brunatre en surface. Une odeur aromatique se dégage apres

section du rhizome (Delaveau, 1987).

Figure 9 : Port de Curcuma longa. Souche connue sous le nom de curcuma long (en haut) et
de curcuma rond (en bas), (BOULLARD, 2001).

Ses feuilles, trés longues, oblongues a elliptiques, engainantes, possédent une puissante
nervure axiale et des nervures secondaires paralléles (BOULLARD, 2001). Les gaines des
feuilles forment un pseudo tige courte, les limbes sont vert foncé au-dessus, vert trés clair en
dessous, criblés de points translucides (figure 9).

Au sein des feuilles s’¢leve I'inflorescence constituée d’un épi cylindrique atteignant 20
cm de long. Celui-ci est formé de bractées imbriquées vert foncé et stériles, a 1’aisselle des
quelles naissent les fleurs blanches ou jaunatres, une pour chaque bractée.

Seules les bractées sommitales, roses, sont de plus bel effet (figure 10) (BOULLARD,
2001)
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Figure 10 : Dessin d’un artiste Indien, représentant I’inflorescence [Site 10].

Les fleurs possedent :

- un calice tubulaire, court, présentant 3 dents inégales

- une corolle tubulaire a sa base, puis divisée en 3 lobes jaunes inégaux

- des étamines dont une seule fertile, bifide, I’anthére présentant un large éperon courbé a la
base.

- un ovaire infére, triloculaire, surmonté d’un style terminé par un stigmate simple et en
crochet.

Le fruit, rarement produit, est une capsule a trois loges, contenant de nombreuses graines
arillées (figure 11) (JANSEN et al,. 2005) .

Figure 11 : Curcuma longa, Linné [Site 11].
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5. Composition chimique

Pour 100 g de partie comestible, la poudre de curcuma contient approximativement :

Tablaul : les composants chimiques du curcuma (Jalilian et al., 2009).

Composant Quantités

Eau 114¢

Energie 1481 kJ (354 kcal).
Protéines 789

Lipides 999

Glucides 64,9

Dont Amidon 45 3 55% de la composition totale
Fibres alimentaires 21,19

Ca 183 mg

Mg 193 mg

P 268 mg

Fe 41,4 mg

Zn 4,4 mg

Vitamine A traces

Thiamine 0,15 mg
Riboflavine 0,23 mg

Niacine 5,14 mg

Folate 39 ug

Acide ascorbique 25,9 mg

Par distillation a la vapeur d’eau, les rhizomes produisent 2 a 7% d'huile essentielle, qui
est rouge orangé et Iégerement fluorescente. Ses constituants principaux sont un
sesquiterpéne, le zingibéréne (25%) et ses dérivés cétoniques : la turmérone (35%) et
I’ar-turmérone (déhydroturmérone) (12%) L'huile essentielle de curcuma se compose
également en petites quantités de monoterpenes oxygenés, associés a de petites quantités de
sesquiterpénes hydrocarbonés et de monoterpénes hydrocarbonés. La contribution relative de
chaque composant a I'aréme et a la flaveur est mal connue. L'aréme de I'huile essentielle
distillée a la vapeur est différent de celui de I'épice, ce qui serait dl, pense-t-on, a la formation
d'artefacts lors de la distillation (Jalilian et al., 2009).
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6.Pharmacocinétique et métabolisme

La curcumine est trés mal absorbée et est éliminée en grande partie dans les féces, pour
1/3 sous forme inchangeée. Administrée par voie intraveineuse ou intrapéritonéale, son
élimination dans la bile sous forme native et de dérivé glucuronoconjugué est rapide; puis elle
suit un cycle entérohépatique. La curcumine a donc une faible biodisponibilité avec une
absorption tres limitée et un fort effet de premier passage hépatique et intestinal.

Néanmoins, il a été montré que la pipérine, un alcaloide naturel du poivre, permet de
multiplier par 20 I’absorption de la curcumine en inhibant les processus de métabolisation
(Glucuronidation) et d’¢élimination cellulaire (Bernard, et al,. 2005) .

I1 existe peu de données concernant la pharmacocinétique de la curcumine chez I’homme:
dans un essai de phase 1, utilisant un mélange de curcuminoides par voie orale chez des
patients atteints de cancer colorectaux, une dose de 3,6 g est nécessaire pour permettre une
augmentation des concentrations plasmatiques de la curcumine et de ses métabolites
conjugués sulfatés et glucuronidés (Figure 12) suffisante pour étre détectable dans le sérum.
Pour des doses beaucoup plus faibles, on retrouve déja la curcumine et ses dérivés dans
I’urine, ce qui permet une surveillance simple et reproductible de la conformité des patients au
« traitement ». Le pic des concentrations sériques apparait au bout de 1 a 2 heures apres
administration orale puis celles-ci diminuent progressivement dans les 12 heures qui suivent
(Bernard, et al,. 2005) .
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Figure 12: Les principaux métabolites de la curcumine (Moran, et al,. 2016).
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Les biotransformations de la curcumine sont présentées dans la figure 12. La
transformation dans lintestin et le foie peuvent conduire a générer des glucuronides
curcumine et les sulfates de curcumine ou, alternativement, des molécules réduites comme
héxahydrocurcumin. La curcumine subit une biotransformation lors de I'absorption intestinale
a glucuronides de tétrahydrocurcumine et héxahydrocurcumin. La curcumine dans le foie est
d'abord transformé en dihydrocurcumin et tétrahydrocurcumine par les réductases et ils sont
ensuite transformés en conjugués comme le monoglucuronide dihydrocurcumin-glucuronide
et de la tétrahydrocurcumine-glucuronide par B-glucuronidase (Moran, et al,. 2016).

7.Mécanismes d'action de curcuma:

7.1. Effets antioxydants

L’eau et les huiles et les graisses qui sont extraits de Curcumine ces composants
présentent une forte activité antioxydant, Comparable aux vitamines C et vitamines E, Une
étude de l'ischémie indique que ce Le curcuma aide a abaisser le taux de cholestérol dans le
sang, tout en augmentant sa fluidité. Une étude dans les labos (AGGARVAL et al,. 2004).
Une étude de l'ischémie chez le cceur félin a démontré que la curcumine. Le prétraitement a
diminué les changements induits par l'ischémie dans le cceur. Une étude pour le but de
connaitre les effets de la curcumine dans endothélial héme oxygénase. Une inductible
Protéine de stress, a été réalisée a l'aide de cellules endothéliales aortiques bovines.
Incubation (18 heures) avec la curcumine a entrainé une résistance cellulaire améliorée a
I'oxydation dommage (AGGARVAL et al,. 2004).

7.2. Effets anti-inflammatoires

Les huiles volatiles et la curcumine de Curcuma Longa présentent une puissance aux
effets anti-inflammatoires. Aussi la curcumine présente une solution pour les cas
d'inflammation aigué ont été jugés aussi efficaces que la cortisone ou la phénylbutazone et la
moitié aussi efficace dans les cas d'inflammation chronique. Chez les rats, Freund adjuvant
trouve qu’elle est efficace pour I’arthrite. La Curcuma longa Diminue significativement
I'enflure inflammatoire par rapport aux contréles. Chez les singes, la curcumine est capable
dans les cas de I'agrégation des neutrophiles associée a une inflammation. Curcuma longa a
des propriétés anti inflammatoires peuvent étre attribuées a sa capacité d’inhibition. a la foie
la biosynthése des prostaglandines inflammatoires a partir de I'acide arachidonique et la

fonction de neutrophile pendant les états inflammatoires. La curcumine peut également étre
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appliquée topiquement pour contrarier l'inflammation et [l'irritation associées a une
inflammation des maladies de la peau et 1’allergie (AGGARVAL et al,. 2004).

8.Propriétés de curcuma

8.1.Cytotoxicité et mort cellulaire de curcuma

Dans I’organisme, la curcumine induit les processus de cytotoxicité et d’appoptose. En
effet, cette molécule a la propriété d’avoir un effet immunogeéne Médie par 1’activation des
macrophages et de cellules tueuses. La curcumine participe donc a I’'immunité cellulaire. Par
ailleurs, des expériences in vitro menées sur des lignées cellulaires colorectales malignes
démontrent une inhibition du processus de prolifération des cellules cancéreuses et une
Induction du mécanisme d’appoptose en présence de curcumine ( Jalilian et al., 2009).

Des résultats similaires sont observes dans le rein, le foie et la protase [VI]. Ainsi, la
curcumine posséde la capacité d’induire la mort cellulaire dans certaines conditions

physiologiques ( Jalilian et al., 2009).

8.2. Régulation de I’angiogénése et du processus d’adhésion par curcuma
Des expériences menées in vivo chez la souris mettent en évidence une inhibition Du
processus d’angiogénése en présence de curcumine ( Sajem et al,. 2006).

Ce Phénomene biologique est un processus de croissance de nouveaux vaisseaux
sanguins a partir de vaisseaux existants. D’un Point de vue moléculaire, la curcumine va
affecter des facteurs de croissance activateurs comme le vasculaire endothélial groxth factor
(VEGF), Les inhiber, freinant ainsi la croissance de nouveaux vaisseaux. Cette Molécule peut
également réguler le processus d’adhésion cellulaire. La CMN affecte les protéines
d’adhésion de type B catenine, E Catherine. Son action engendre une réduction de
I’expression de ces protéines a la surface des cellules. Ses effets sur les processus
d’appoptose, d’angiogénese et d’adhésion cellulaire garantissent a la CMN des propriétés de
lutte contre la carcinogenése. L’action De la CMN contribue donc a ralentir activement
I’établissement d’une tumeur maligne au sein d’un organisme ( Sajem et al,. 2006).

8.3. Modulation de I’inflammation

La CMN est également reconnue pour ses propriétés anti-inflammatoires. Aigue ou
chronique, I’inflammation est une réaction de défense de 1’organisme face a une agression
extérieure. Plusieurs agents peuvent en étre responsables. Ainsi sont distingues les agents

infectieux (comme les virus et bactéries), les agents physiques (la température, et les
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irradiations par exemple) et les agents chimiques (tels I’acide chlorhydrique et les agents de
détersion) (Wang et al,.2010).

Physiologiquement, cette réaction se traduit par quatre signes distincts : chaleur, rougeur,
douleur et cedéme. Ce processus, divise en une phase vasculaire et une phase cellulaire, est
donc indispensable au bon fonctionnement de 1I’organisme. Les cyclo -oxygénases 1 et 2 sont
Les enzymes clés, qui orchestrent Et induisent ce processus. Leur action, lors de la phase
vasculaire De I’inflammation, convertie 1’acide arachidonique en prostaglandines et
thromboxanes. Cependant, certaines conditions peuvent étre responsables d’une surexpression
de ces enzymes. Ce déreglement peut créer un état physiologique d’activation permanent,
propice au développement de cancers La curcumine posseéde la capacité d’inhiber la
transcription de ces deux enzymes et donc, les effets délétéres de leur surexpression (Wang
et al,.2010).

8.4. Vieillissement cellulaire et curcuma

Cette propriété du Curcuma longa est médiee par les fortes concentrations de
curcuminoides et notamment de CMN qu’il contient. Cette fonction, qui va étre décrite par la
suite, s’avere étre primordiale pour la protection de certains organes comme la peau. Mais
avant de détailler précisément cette action, il est nécessaire de se concentrer sur la physiologie

De la peau et de comprendre les mécanismes qui I’altérent (Wang et al,.2010).

8.5. Propriétés anti-oxydantes

Donnent au curcuma de puissantes vertus préventives anti-cancers. En laboratoire,
plusieurs études ont montré qu’en stimulant ’autodestruction des cellules cancéreuses
(appoptose), le curcuma inhibe la progression tumorale dans I’organisme. La curcumine
pourrait donc prévenir plusieurs types de cancers (poumon, célon, estomac, foie, peau, sein,
testicules, ovaires, acesophages, lymphomes et leucémie). Elle pourrait protéger également la
muqueuse de I’estomac contre la bactérie Helicobacter pylori, responsable du cancer de
I’estomac et accélérer la guérison des ulceres gastro-intestinaux. On constate d’ailleurs que
dans les pays ou la consommation du curcuma est quotidienne, les cancers sont moins

fréquents que dans les pays occidentaux (Roger, 2014).
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9. Toxicité

Aucun effet toxique majeur n’a été répertori¢ avec des doses orales allant jusqu’a
8 g/jour, a part quelques troubles gastro-intestinaux du type diarrhées et nausées, s’amendant
spontanément sans interruption du traitement. Enfin quelques rares cas de dermatite allergique

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

10. Utilisation de curcuma

10.1. Usages courants
Curcuma longa est cultivé pour ses rhizomes, d’abord comme colorant, ensuite comme

épice pour la cuisine.

En Afrique de I’Ouest, il est surtout utilis¢ pour teindre en jaune d’or des produits tels que
le cuir tanné, les tissus en coton, le fil et les fibres de palme. Ses rhizomes servent aussi de
produits de beauté pour le corps et le visage en Afrique et en Asie (Bernard, et al,. 2005) .

IIs sont un article de bon augure dans tous les rites religieux domestiques des hindous, et
ont de nombreux usages dans la vie courante pour ce qui a trait a la naissance, au mariage et a

la mort, ainsi qu’en agriculture (Bernard, et al,. 2005) .

En Occident, les rhizomes de curcuma réduits en poudre sont employés dans I’industrie
alimentaire, notamment en tant que colorant dans les aliments transformés et les sauces. Il sert
également de colorant dans les produits pharmaceutiques, la confiserie et la teinture textile
(Bernard, et al,. 2005).

Les rhizomes entrent dans la fabrication de médicaments traditionnels employés comme
stomachiques, stimulants et purificateurs sanguins, ainsi que pour soigner les douleurs au foie,
les affections hépatiques et la jaunisse. Mélangés a du lait chaud, ils servent a guérir le rhume
du cerveau, la bronchite et I’asthme. Le jus extrait du rhizome frais permet de traiter de
nombreuses infections cutanées, tandis que la décoction est efficace contre les infections
oculaires.

A Madagascar, on mélange de la poudre de curcuma aux récoltes de grains pour les

mettre a I’abri des ravageurs de greniers (Bernard, et al,. 2005).
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10.2. Médecine traditionnelle orientale

Le curcuma et ses curcuminoides ont fait 1’objet de préparations thérapeutiques a travers
les siecles dans différentes parties du monde.En médecine ayurvédique, la curcumine est un
traitement efficace pour diverses affections respiratoires, par exemple I’asthme, 1’allergie,
ainsi que les désordres hépatiques, I’anorexie, les rhumatismes, les rhumes, les sinusites
(ARAUJO, et al,. 2001).

Par exemple, dans la tribu Jaintia au Nord-Est de 1’Inde, des pilules fabriquées a partir de
rhizome écrasé sont prises avant les repas pour contrecarrer la dyspepsie (SAJEM, et al,.
2006).

En médecine traditionnelle chinoise, le curcuma est utilisé pour traiter les maladies
associees aux douleurs abdominales (AGGARVAL et al,. 2004).

Dans I’ancienne médecine hindoue, il était utilisé pour traiter les entorses et les enflures
(ARAUJO, et al,. 2001) .A travers I’Orient, il est utilis¢é comme anti-inflammatoire
(AGGARVAL et al .,2003).
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FIGURE 13: Medicinal properties of curcumin (Site 12).
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CHAPITRE 03 : RAT ET POUMONS

I RAT
1. Généralité

On appelle rat de laboratoire des souches ou lignées de rats sélectionnees et élevés et
reproduits pour les besoins de I'expérimentation animale en laboratoires, ou parfois pour les
lecons d'anatomie et de dissection.(figure 14) (George,2000).

Figure 14 : Dissection d'un rat présentant ses principaux organes (George, 2000).

Le rat Wistar est un rat albinos non consanguin. Cette race a été développée a I'Institut
Wistar en 1906 pour la recherche biologique et médicale, Plus de la moitié de toutes les
souches de rats de laboratoire descendent de la colonie originale établie par le physiologiste
Henry Donaldson, l'administrateur scientifique Milton J. Greenman, et la chercheuse en

génétique / embryologiste Helen Dean King (Site 13).

En toxicologie et en pharmaco toxicologie, le Rat Wistar est devenu une espéce de choix
en raison des similarités métaboliques avec I‘espece humaine. Le rat wistar est un Omnivore
Opportuniste qui se caractérise par sa téte large, ses longues oreilles et sa longueur de queue
toujours inférieure a la longueur de son corps (35 a 50 cm avec la queue, longueur de la queue
de 17 a 23 cm) (Site 16), et d’un poids de 150g a 500g avec une moyenne autour de 300g
pour les femelles, et 250 a 1500g, avec une moyenne de 450g & 500g pour les males (Site 14),
sa nature relativement docile, sa faible longévité (2 — 3 ans), et sa courte période de gestation
(21 a 23 jours) ( Descat , 2002).
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Figure 15 : rat wistar (George, 2000).

2. Classification

o L‘embranchement : Vertébrés

o Classe : Mammiferes

o Ordre : Rongeurs

o Sous- ordre : Myomorphes
o Famille : Muridés

o Sous famille : Muridés.

On distingue quatre grandes varietés de souches : les souches consanguines (in bred), les
souches non consanguines (out bred), les hybrides de premiere génération et les souches
mutantes. 1l existe au total plus de 1400 souches et sous-couches répertoriées et utilisées en

recherche biomédicale (Descat , 2002).

3. Utilisation en recherche

Aprés la souris d'expérimentation, le rat est le mammifére d'expérimentation le plus
utilisé comptant pour & peu pres 20 % du nombre total de mammiféres utilisés en recherche
(FESTING, 1979).

Depuis les quatre-vingts derniéres années, le rat a été utilisé dans presque tous les aspects
de la recherche biomédicale et comportementale et de la toxicologie. Les mutations
génétiques et la sélection ont produit de nombreux modeles de recherche extrémement
valables dont nous donnerons des exemples a I'item 3. Sélection. Une publication récente sur
les applications en recherche biomédicale donne une liste de domaines de recherche dans
lesquels le rat est largement utilisé et particulierement utile: toxicologie, tératologie,

oncologie expérimentale, gérontologie expérimentale, recherche cardiovasculaire,
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immunologie, recherche dentaire, immunogénétique et parasitologie expérimentale (BAKER,
et al,. 1980).

I .POUMON

1. Définition

Les poumons sont les organes de la respiration. 1ls sont contenus dans le thorax, jouant un
role fondamental dans la respiration en permettant les échanges gazeux. Elles fournissent
I'oxygeéne a I'ensemble de I'organisme et permettent I'élimination du gaz carbonique contenu
dans le sang (Sitel8), L'oxygene est nécessaire au métabolisme de I'organisme, et le dioxyde

de carbone doit étre évacué (Site 16).

Les poumons sont deux, un droit et un gauche; ils sont formés de lobes, deux pour le
gauche, trois pour le droit. On distingue deux parties dans les poumons: les bronches qui
forment un réseau de tubes qui se divisent en ramifications de plus en plus petites pour se
terminer par les alvéoles pulmonaires, dont la paroi est trés fine, de 1'ordre de 0.1 a 0.3 um,

lieu des échanges gazeux (Site 17).

IIs sont entourés de la plévre, formée de deux feuillets, qui assurent la liberté de variation
de volume lors des mouvements inspiratoires et expiratoires. Un des feuillets adhére au
poumon, c'est la plévre viscérale, I'autre a la paroi thoracique, c'est la plévre pariétale. Entre

les deux feuillets existe un espace de glissement virtuel, I'espace pleural (Site 17).

Le poumon fait partie de I'appareil respiratoire qui comprend en outre les voies aériennes,
les vaisseaux pulmonaires et les muscles respiratoires (Site 18) ils jouent également le role de
défenseur du corps contre les substances nuisibles présentes dans 1’air, comme la fumée, la
pollution, les bactéries et les virus. Ces substances peuvent passer par le nez et étre

emprisonnées dans les poumons (Site 16).
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Bronche souche droite Trachée
Lobe cranial droit Bronche souche gauche

Artére pulmonaire droite

Veines pulmonaires droites

Poumon gauche

Lobe moyen droit Artére

pulmonaire
gauche
Bronche droite

Bronchioles terminales

Veine pulmonaire
gauche

Alvéole pulmonaire
lobe accessoire droit

a Poumon

Artériole pulmonaire
Conduit alvéolaire

Veinule pulmonaire

b Sacs alvéolaires

Capillaires

Figure 16: poumons du rat (Site 15).

Le transport de I’O2 est du CO2 dépanadant de 4 processus distincts :

» La ventilation pulmonaire (mouvement des gazes dans et hors des poumons).
> Ladiffusion alvéolo-capillaire
» Le transport de 1’02 est du CO2 par le sang.

» Le passage des gazes des capillaires vers les tissus (respiration cellulaire) (Site 17).

2. Fonction
L'appareil respiratoire assure trois fonctions essentiellement :

e [|'nématose

« la défense contre les agents pathogénes inhalés, infectieux ou toxiques
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o plusieurs fonctions métaboliques, dont la synthése du surfactant pulmonaire et une

partie de I'équilibre acido-basique (Site 18).

2.1.Défense

L'arbre bronchique est en rapport permanent avec l'air atmosphérique et les agents

pathogenes aéroportés, infectieux, organiques, toxiques.

Au niveau des voies aériennes supérieures, les fosses nasales retiennent les grosses

particules.

Au niveau de la trachée et des bronches, la muqueuse bronchique contient deux types de
cellules, des cellules qui fabriquent le mucus qui va piéger les agents extérieurs et des cellules
qui possedent des cils vibratiles qui vont faire progresser ce «tapis muqueux» vers l'extérieur,

aboutissant au rejet ou a la deglutition de I'ensemble (Site 19).

Au niveau des alvéoles, le rble de défense est assuré par des cellules du systéme
immunitaire, les macrophages, qui vont phagocyter les particules et étre éliminés par le tapis

mucociliaire.

Il existe aussi d'autres cellules immunitaires, qui vont fabriquer des anticorps, dés lors
gu'elles vont étre en contact avec des agents extérieurs et assurer le capital de défense de

I'organisme (Site 19).

2.2.Rble métabolique

Les poumons, en éliminant le gaz carbonique, vont jouer un réle dans le contréle du pH
sanguin, c'est a dire I'équilibre acido-basique de I'organisme. Toute perturbation de la fonction
respiratoire va avoir des conséquences sur le pH sanguin, et inversement, une perturbation du
pH d'ordre métabolique, comme dans le diabéte, entrainera des modifications de la fréquence

respiratoire pour augmenter ou diminuer I'élimination du gaz carbonique (Site 20).

3. Pneumotoxicité

> Les poumons, ces organes spongieux, volumineux et conique, jouent un réle vital

puisqu’ils sont chargés de I’apport en oxygeéne dans 1’organisme.
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> Peuvent étre sujet a I’action de certains toxiques soit par inhalation ou par voie

systémique (Site 16).
Définition de pneumotoxicité

> Ensemble des altérations fonctionnelles et structurelles du systeme respiratoire,
induites directement ou indirectement par un Xénobiotique, quelle que soit la voie de
pénétration.

> Peut étre aigue ou chronique ; réversible ou irréversible (Site 16).
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Matériel et méthode

1. Matériel
1.1. Produits chimique
Dans ce travail, nous avons utilisé¢ d’une part les nanoparticules a base dioxyde de titaneTiO2
pour le traitement des rats sous forme solution a une dose de 10mg/kg/jour pour le traitement
des rat, et d’autre parts le curcumine (diferylol-méthane) en solution aqueuse a une dose
0.2g/Kg/jour.

*Préparation de la solution aqueuse de curcumine
Pour la préparation de I’extrait de curcumine nous avons met 10g de curcumine en poudre de

la marque locale avec 100ml eau distillé dans le bain marie 60°C pendant 2 heure puis filtré
par les papiers filtre. L’extrait va diluer (1:10) et administrer aux rats par voie orale (Asadi.et
al., 2014).

1.2. Matériel biologique
Les expérimentations ont été effectuées au niveau de laboratoire de 1’université L’Arbi

Tébessi de Tébessa sur 20 rats blancs de la souche Wistar, Les rats utilisés sont des rats
Wistar agés de 09 semaines et ayant un poids corporel entre 90 et 200 g. Ce sont des

mammiferes de 1’ordre des rongeurs, largement utilisés dans les recherches scientifiques.

*Les animaux de laboratoire
La présente etude a été realisee sur des rats males Rattus rattus de la souche Wistar au

nombre de 20 rats, provenant de I’institut Pasteur d’ Alger, agés de 09 semaines pesant
environ 90-200g. Ce sont des mammiféres de 1’ordre des rongeurs largement utilisés dans

divers domaines de la recherche expérimentale.

Figurel?: rat de laboratoire.
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1.3. Entretien des animaux
Les rats ont été répartis en cing (05) lots a raison de cing(05) rats par lot. Ils ont été soumis a

une période d’adaptation de 28 jours dans 1’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 (05 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 de I’expérimentation.

2. Méthode

2.1L otissement et traitement
Notre expérience est divisée en 4 lots les suivants

» Lots n°l: contient 5 rats comme témoin ne subit aucun traitement

» Lots 2 : contient 5 rats traités par TiO,en raison de 10 mg/Kg/pc par voie orale

» Lots3 : contient 5 rats traités par le diferylol-méthane en raison 20 ml/Kg par voie
orale

» Lots 4 : contient 5 rats traités par la mixture de TiO, et le diferylol-méthane (10
mg/Kg et 20 ml/Kg) par voie orale.

2.2. Mesure du poids
La mesure de poids est effectuée sur les rats tous les jours d’une fagon réguliere pendant la

durée d’¢levage, soit au cours d’adaptation ou traitement a 1’aide de balance électronique.

2.3. Sacrifice et prélevement des poumons
A la fin de la période d’administration des xénobiotiques (TiO, et CURCUME) de 28 jours,

les animaux sont sacrifiés par décapitation, les poumons ont été rapidement préleveés et rincés
dans une solution de chlorure de sodium (NaCl) a 0,9% puis pesé et conservé pour les
dosages des différents parameétres.
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Figure 18 : Rats sacrifiés

Figure 19 : Poumons prélevées apres sacrifice
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2.4. Estimation du poids relatif du poumon
Le poids relatif des poumons extraits des rats (PRp [g/100g de poids corporel]) est calculé

par rapport au poids total du rat selon la formule suivant :

PRP (g/100g de PT) = PP/PT x 100

PP : poids des poumons (g). PT : poids total de rat (g). PRp : poids relatif des poumons (g)

2.5. Méthodes de dosages des parameétres biochimiques

2.5.1. Extraction et dosage des métabolites

L’extraction et le dosage des glucides, lipides et protéines ont été réalisés selon le procédé de
(Shibko et al., 1966). Les échantillons témoins et traités sont broyés a 1’aide d’un broyeur
magnétique dans 1’acide trichloracétique (TCA) a 20% (200 mg d’organe 1ml de TCA).
Apres une premiére centrifugation (5000 tours/mn, pendant 10mn), le surnageant | obtenu est
utilisé pour le dosage des glucides. Au culot I, on ajoute 1 ml du mélange éther/chloroforme
(1V/1V) et apres une seconde centrifugation (5000 tours/mn, pendant 10mn), on obtient le
surnageant 1l et le culot I1. Le surnageant Il sera utilisé pour le dosage des lipides et le culot

I, dissout dans le NaOH (0,1N), servira au dosage des protéines.

2.5.2.Evaluation des parameétres biochimiques

2.5.2.1.Dosage des glucides
Le dosage des glucides est réalisé selon la méthode de (Duchateau et al., 1959).

Cette méthode utilise 1’anthrone comme réactif (150 mg d’anthrone, 75 ml d’acide sulfurique
et 25ml d’eau distillée) et une solution mere de glucose (1g/lI) comme standard, la méthode

consiste a:

» Additionner a une fraction aliquote de 100 ul de surnageant des différents
échantillons, 4 ml de réactif d’anthrone;

» Chauffager le mélange dans un bain marie (80°C pendant 10 min) une coloration verte
se développe;

» L’intensité de la coloration mesurée a une longueur d’onde de 620 nm.
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2.5.2.2. Dosage des lipides
Le taux de lipides est determiné selon la méthode de (Goldsworthy et al. 1972). Cette

méthode utilise la vanilline comme réactif (0,38g de wvanilline, 195ml d’acide
orthophosphorique a 85% et 55 ml d’eau distillée) et une solution mere de lipides (2,5mg/ml)
comme standard. Et additionné 1 ml d'acide sulfurique (98%), aprés agitation, les tubes sont
chauffés un bain marie (100°C pendant 10 min); de chaque tube 200 pul sont ensuite prélevés

et il est ajouté 2,5 ml de réactif.
Les absorbances ont été lues aprés 30 min d'obscurité a une longueur d’onde de 530 nm.

2.5.2.3.Dosage des protéines
Les protéines sont quantifiées selon la méthode de (Bradford, 1976) qui utilise le bleu

brillant de coomassie (BBC) comme réactif et (B.S.A) comme standard. La gamme
d’étalonnage a ¢té réalisée a partir d’une solution mére de B.S.A. (1 mg/ml) et le B.B.C

(conservation environ 21 jours a 4°C) qui se prépare comme sulit:

» 100 mg de BBC + 50 ml d’éthanol Agitation pendant deux heures;

» 100 ml d’acide orthophosphorique sont alors ajoutés et le tout est complété a 1000 ml
avec de I’eau distillée;

» Le dosage des protéines a été effectué dans une fraction aliquote (100 ml);

» Les absorbances ont été lues a une longueur d’onde de 595 nm.
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Figure 20: Extraction et dosage des glucides, lipides et protéines selon la méthode de
(Shibko et al., 1967).
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2.5.3.Evaluation des paramétres de stress oxydatif

2.5.3.1. Dosage des biomarqueurs non enzymatiques

2.5.3.1.1. Malondialdéhyde (MDA)
Les Malondialdéhyde (MDA) sont dosé selon la méthode de (Buege and Aust, 1984). Cette

méthode est basée sur la mesure colorimétrique de la réaction entre 1’acide thiobarbiturique

(TBA) et le malondialdéhyde (MDA) dans un milieu acide et chaud (100°C) en donnant un

produit rouge brun dont I’intensité de la coloration est mesurée a une longueur d’onde de

530 nm.

>

V V V V V V V V V VY

Protocole expérimental

Préparer les homogénats a partir de 200mg d’organe avec tampon d’homogénation TP
(PH 7,4);

Centrifuger a 3000 tours/min pendant 10 min;

Prélever 375 pl de surnageant;

Ajouter 150 pl de solution tampon TBS (Tris 50 mM, NaCl 150 mM pH 7.4);
Ajouter 375 pl de solution TCA-BHT (TCA 20%, BHT 1%);

Agiter et centrifuger a 1000 tours/min pendant 10 min;

Prélever 400 pl de surnageant;

Ajouter 80 ul d’HC1 0.6 M;

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

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

Lire La densité optique a A = 530 nm.

L’absorbance est directement proportionnelle a la quantit¢ de MDA formé, donnant ainsi une

évaluation précise des lipides peroxydés. La concentration du MDA est calculée selon la loi
de Beer-Lambert (DO =E.C.L):

DO.10°

[C] (nmol/mg protéine)zm
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+C : la concentration en nmole/mg de protéines.

*DO : densité optique lue a 530 nm.

«& : Coefficient d’extinction molaire du MDA = 1,56.10° M-/cm.U
L : Longueur de la cuve utilisée (1cm).

*X : concentration de 1’extrait en protéines (mg/ml)
*Fd : Facteur de dilution (Fd = 0.2083).

2.5.3.1.2. Dosage du glutathion (GSH)

e Principe de la méthode
Le principe de ce dosagWWe repose sur la mesure de la densité optique de I’acide 2-nitro-5-
mercapturique. Ce dernier résulte de la réduction de I’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 1’acide sulfosalicylique a 0,25% afin de
protéger les groupements (-SH) du glutathion [Weeckbeker etal., 1988].

e Protocole expérimental

» Préparer les homogénats a partir de 1ml de culture avec tampon phosphate EDTA
(0,02M);

» Prélever 0,8ml de 1’homogénat auquel y ajouter 0,2ml d’une solution d’acide

sulfosalicylique (SSA) 0,25%;

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

Centrifuger a la vitesse de 1000tours/min pendant 5min;

Prélever 0,5 de surnagent;

Ajouter au mélange : 1ml de tampon Tris-EDTA (0,02M d’EDTA, pH 9,6), 0,025ml

de DTNB et 0,5ml du surnageant;

YV V VYV V

» Laisser reposé pendant 5 minutes a température ambiante pour la stabilisation de la
couleur. La réaction colorimétrique se développe instantanément;
» Mesurer les absorbances a 412 nm contre le blanc.
% La concentration du glutathion est obtenue aprés application de la formule

suivante :
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» DO : la densite optique.

>

A\

1: Le volume total des solutions utilisées dans la déprotéinisation (0,8 ml de
I’homogénat + 0,2ml de 1’acide salicylique).

1,525 : Le volume total des solutions utilisées dans le dosage du GSH au niveau du
surnageant (0,5ml surnageant + 1ml Tris-EDTA + 0,025m| DTNB).

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

0,8 : Le volume de I’homogénat.

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

2.5.3.2. Dosage des biomarqueurs enzymatiques

2.5.3.2.1. Dosage de I’activité du glutathion peroxydase (GPx)
L’activité enzymatique du glutathion peroxydase (GPx) a été mesurée par la méthode de

(Flohe et al., 1984). Cette méthode est basée sur la réduction de peroxyde d’hydrogéne

(H202) en présence du glutathion réduit (GSH), ce dernier est transformé en (GSSG) sous

I’influence de GPx selon la réaction suivante :

GPx
H,0, + GSH — GSSG + 2H,0,

Protocole expérimental

*Préparer les homogénats a partir de 200mg d’organe avec tampon d’homogénation TP (pH

7,4);

*Centrifuger a 3000 tours/min pendant 10 min;

*Prélever 0.2 ml de surnageant;

*Ajouter 0.4 ml de GSH (0.1 mM);
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*Ajouter 0.2 ml de solution tampon TBS (Tris 50 mM, NaCl 150 mM, pH 7.4);
Incuber au bain marie a 25°C, pendant 5 min;

*Ajouter 0.2 ml de H202 (1.3 mM) pour initier la réaction, laissé agir pendant 10 min;
*Ajouter 1 ml de TCA (1%) pour arréter la réaction;

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

*Centrifuger durant 10 minutes a 3000 tours /min;

*Prélever 0.48ml de surnageant;

*Ajouter 2.2ml de solution tampon TBS;

*Ajouter 0.32ml de DTNB (ImM);

*M¢langer et apres 5 minutes lire les densités optiques a 412 nm.

La détermination de D’activité enzymatique de la GSH-Px se fait a 1’aide de la formule

suivante:

*DO: échantillon : Densité optique de I’échantillon.
*DO ¢étalon: Densité optique de 1’étalon.
*0.04: Concentration de substrat (GSH).

2.5.4. Analyses statistique
Les résultats obtenus ont été exprimés par la moyenne de cing répétitions (moyen + écartype),

et pour mieux visualiser en utilisant I'office Excel 2007 pour représentés ces résultats sous
forme des graphiques et des histogrammes. L’analyse statistique a été réalisée a lI'aide du
logiciel Minitab® 17.1. La signification de différence entre le lot témoin et les lots traités est
vérifiée en utilisant le test de Dunette et le test de Tukey, et le résultat de comparaison comme
suivant :

- p > 0,05 = la différence n’est pas significative,
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- (*) 0,05 > P > 0,01 = la différence est significative,
- (**) 0,01> P > 0,001 = la différence est hautement significative,

- (***) P < 0,001 = la différence est tres hautement significative.
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1. Effet du TiO2 et la diferylol-méthane sur les parameétres de la croissance globale des

animaux

Les résultats de I’évaluation des parametres de croissance en termes de poids corporel, et le

poids relatif durant les 28 jours de traitement des différents groupes d’animaux, sont

représentés dans les figures 21et 22.

1.1. Poids corporel
Pour le suivi des changements des poids corporels chez les rats témoins et les rats traités

.Nous remarquons d’aprés la figure 19 qu’il ya une différence significatif (0.05>P>0.01).

Nous observons une diminution illustrée dans le lot traité au TiO, et au lot traité au mixture

(TiO,/Curcumine).

Tableau 2 : Variation de poids corporel chez les différents groupes expérimentaux.

Groupes Témoin TiO, Curcumine TiO,+Curcumine
Poids 22,616,348 18,2+3,086 22,415,092 20.1+4,949
corporel(g) * * *
25 % *
P=0.013
20 L n=5
I B Témoin
T 15
2 = Ti02
] .
o B Curcumine
© 10
& TiO2+Curcumine
5
0
LOTS EXPEREMENTAUX

Figure2l : Changements des poids corporels chez les rats témoins, traités par TiO,,

Curcumine, et traités par TiO,/Curcumine apres 28 jours de traitement
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1.2. Poids relatif du poumon (PRp)
Pour le suivi des changements des poids relatif du poumon des rats pendants la période du

traitement. Nous remarquons d’aprés la figure22, aucune différence entre le groupe témoin et

tous les groupes traités (par TiO,, Curcumine et TiO,/Curcumine).

Poids relatif (%)

P=0.053
n=5

E TEMOIN

mTiO

m CURCUMINE
TiO+CURCUM

Figure 22 : évaluation des poids relatif du poumon chez les rats témoins, traités par TiO,,

Curcumine, et traités par TiO,/Curcumine apres 28 jours de traitement

2. Effet du TiO2 et la curcumine sur les parameétres biochimiques dans les poumons chez
les rats
2.1. Effet sur le taux des glucides

La variation du/ taux des glucides dans les poumons chez les rats témoins et les rats traités
sont représentées dans la figure 23 et le tableau 3.

Les résultats obtenus montrent une diminution de la teneur pulmonaire en glucide avec une
différence trées hautement significative (p<0,001) chez les rats traités par [TiO], cette
diminution est neutralisee de facon tres hautement significative aprés 1’addition du curcumine

par rapport au témoin
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Tableau 3 : Variation de taux des glucides pulmonaire chez les différents groupes

expérimentaux.

Groupes Témoin TiO2 Curcumine TiO2+Curcumine
**k*k
Glucide (ug/g) 4,096+0,062 2,497+0,049 3,892+0,02 3,938+0,033
4.5
. p=0.000
N n=5
3.5 - I
3 - NN
— *Ek
é; 2.5 - —  HETémoin
T , | mTiO2
E W CURCUMINE
O 15 - — Ti
i02+CURCUM
1 - NN
0.5 - —
0 .
LOTS EXPEREMENTAUX

Figure 23 : Variation de la teneur pulmonaire en glucides chez les rats témoins, traités par

TiO, , Curcumine, et traités par TiO,/Curcumine apres 28 jours de traitement

2.2. Effet sur le taux des

lipides

Variation de la teneur pulmonaire en lipide chez les rats témoins, traités par TiO; et traités

par curcumine / TiO, représenteé dans le tableau 04 la figure 24.

Les résultats montrent une diminution de la teneur de lipide pulmonaire avec une différence

trés hautement significative chez les rats traité par [TiO;] et la curcumine cette diminution est

neutralisée de fagon trés hautement significative aprés 1’addition du curcumine par rapport au

témoin.
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Tableau 4 : Variation de taux des lipides pulmonaire chez les rats dans les différents groupes

expérimentaux.

Groupes Témoin TiO2 Curcumine TiO2+Curcumine
*k*k **k*k
Lipides (ng/g) 2,047+0,091 0.945+0 113 1 64740 079 1,883+0,036
2.5
& -
B , p=0.000
Y N n=5
T
= 1.5
%k %k 3k B Témoin
1 L m TiO2
I B Curcumine
0.5
TiO2+Curcumine
0
LOTS EXPERIMENTAUX

Figure 24 : Variation de la teneur pulmonaire en lipide chez les rats témoins, traités par TiO,,

Curcumine, et traités par TiO,/Curcumine apres 28 jours de traitement

2.3. Effet sur le taux des protéines
La présente étude sur I’effet de le dioxyde de titane et la curcumine montre une augmentation

trés hautement significative de taux des protéines chez le groupe traité par le dioxyde de

titane, cette augmentation est neutralisée aprés ’addition de curcumine par rapport aux

témoins (tableau 05, figure 25).
Tableau 5 : Variation des taux de protéine pulmonaire des rats dans les différents groupes

expérimentaux.

Groupes Témoin TiO2 Curcumine Ti02+Curcumine
Protéines (mg/g) 1,574+0,032 1,94+0,009 1,634+0,088 1,71+ 0,189
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Figure 25: Variation des taux de protéine pulmonaire chez les rats témoins, traités par TiO,

Curcumine, et traités par TiO,/Curcumine apres 28 jours de traitement

3. Effet du TiO2 et la curcumine sur les parameétres de stress dans les poumons chez les
rats

3.1. Effet sur les parametres non enzymatiques

3.1.1. Effet sur la teneur en MDA
D’aprés les résultats présentés dans le tableau 06 et la figue 26.0n observe une augmentation

du taux de MDA pulmonaire avec une différence non significative (p>0.005) chez les rats
traités, cette augmentation est régulée apres 1’addition du curcumine par rapport aux témoins.

Tableau 6: Taux de MDA pulmonaire des rats dans les différents groupes expérimentaux.

Groupes Témoin TiO, Curcumine TiO,+Curcumine
MDA
(umol/mg de 2,93+0,53 4,493+0,384 3,403+0,177 3,243+0,311
protéine)
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Figure 26 : Variation du taux de MDA pulmonaire chez les rats témoins, traités par TiO,,

Curcumine, et traités par TiO,/Curcumine apres 28 jours de traitement

3.1.2. Effet sur le taux de GSH
La variation de taux de GSH chez les rats traités et témoins la curcumine est présentée dans le tableau

7 et la figure 27.

La présente étude sur I’effet de la dioxyde de titane et la curcumine montre une diminution
trés hautement significative de taux de GSH chez les groupes traités par la dioxyde de titane
et la curcumine, cette diminution est neutralisée aprés 1’addition de curcumine par rapport aux
témoins.

Tableau 7 : Taux de GSH pulmonaire des rats dans les différents groupes expérimentaux.

Groupes Témoin TiO, Curcumine TiO,+Curcumine
GSH (umol/mg de il falaie
protéine) 8,075+1,162 5,284+1,045 6,613+1,293 6,618+6,804
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Figure27 : Variation de teneur pulmonaire en GSH pulmonaire chez les rats témoins, traités

par TiO, Curcumine, et traités par TiO,/Curcumine aprés 28 jours de traitement

3.2. Effet sur les paramétres enzymatiques

3.2. 1.Effet sur 'activité de GPx
Le tableau 8 et la figure 28 présentent la variation de ’activité enzymatique de GPx dans les

poumons des rats témoins et traités par TiO, et curcumine individuellement et en

combinaison.

Nos résultats montrent une augmentation Trés hautement significative de 1’activité

enzymatique de GPx pulmonaire chez le groupe traité par le dioxyde de titane, cette

augmentation est neutralisée apres 1’addition du curcumine par rapport aux témoins.

Tableau8 : activité enzymatique de GPx pulmonaire des rats dans les différents groupes

expérimentaux.

Groupes Témoin8.795 TiO, Curcumine TiO,+Curcumi
ne
GPx (umol .mg de Fkk
protéine) 8.795+3.583 18.966+2.59 10.74142.921 | 12.621+4.4339
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Figure28 : Activité enzymatique de GPX pulmonaire chez les rats témoins, traités par TiO, |,

Curcumine, et traités par TiO,/Curcumine apres 28 jours de traitement
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Les nanoparticules sont des molécules dont la taille varie entre 1 et 100 nanométres, elles
peuvent représenter un risque pour la santé, les NPs sont dangereuses pour I’organisme, car
elles sont plus petites que nos cellules. Elles peuvent également avoir un impact négatif sur
I’environnement, car a cause de leur taille, elles ne sont pas filtrées dans I’eau ou dans 1’air et

se répandent directement dans la nature (Pompella, et al., 2003).

Les nanoparticules ont des caractéristiques chimiques et physiques trés spécifiques de taille,
de forme qui facilite ses applications médicales et biologiques. Ce matériau est distribué dans
tout le corps rapidement. Aprés injection par circulation et atteint tous les organes et tissus
(Berry et al., 2004). Avant son application comme équipement de médicaments, les effets des
nanoparticules sur I'environnement, la biocompatibilité et ses effets toxiques sur les humains
et les animaux devraient étre évalués. Ces particules a cause de la taille réduite ont une
superficie élevée et elles sont hautement réactives, c'est une raison importante pour ses effets
toxiques (Carlson et al., 2008). TiO, nanoparticule ont des applications trés importantes dans
diverses industries, y compris industrielles Pigments, blocs solaires (Mital et al., 2011).

Le traitement par le TiO, a engendré une perturbation des parametres métaboliques et du
stress oxydant.

Une étude montre que la cytotoxicité des NPs de Dioxyde de Titane est due a une induction

de stress oxydant et par conséquent a une apoptose (Naqvi et al., 2010).

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 premiéres (

Haleng et al., 2007).

Tout d’abord, I’effet de la curcumine sur la peroxydation lipidique a été étudié par plusieurs
auteurs et sur des modéles variés. La curcumine est un bon antioxydant et inhibe la
peroxydation lipidique qui joue un role important dans I’inflammation, les maladies
cardiovasculaires et le cancer. De plus, 1’activité antioxydante de la curcumine est méditée par
des enzymes antioxydants telles que la super oxyde dismutase, la catalase et la glutathion
peroxydase. La curcumine est un accepteur dans la réaction de Michael, ce qui lui permet de
réagir avec le glutathion et la thioredoxine. La réaction de la diferylol-méthane avec ces

composés réduit le glutathion intracellulaire dans les cellules (Aggarwal et al., 2006).
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Dans ce travail nous avons fixée comme objectif en premier lieu la mise en évidence d’une
éventuelle toxicité des nanoparticules de Dioxyde de Titane et 1’effet opposé du diférulyol

méthane sur les rats Wistar comme un modele biologique.

Les résultats de notre étude ont montré que le traitement oral, des rats Wistar par les

nanoparticules de Dioxyde de Titane entraine une pneumotoxicité.

Et pour diminuer 1’effet des NPs de Dioxyde de Titane et échapper le stress oxydatif nous

avons introduit le diférulyol méthane comme antidote (antioxydant).

1. les paramétres de la croissance globale des animaux

Les résultats de 1’évaluation des paramétres pondéraux suggérent que I’administration de
TiO, provoque une diminution significative de la croissance corporelle des différents groupes
de rats traités. La réduction du poids corporel peut étre le résultat du phénomeéne anorexique
que les animaux puissent subir avec le temps de 1’exposition aux xénobiotiques et I’état de
stress dans lequel vivent durant la période de cette exposition (Viviana, 2015 ; Chakroun et
al., 2016). Ces résultats sont en accord avec les travaux d” Monir Doudi et Mahbubeh
Setorki, 2015, qui ont signalé une réduction dans la consommation de la nourriture chez les
rats males survenue a une toxicité subchronique. Par ailleurs, I'utilisation de la curcumine a
montré une amélioration de ces parameétres pondéraux des animaux. Ceci pourrait étre la
conséquence de son pouvoir antioxydant en normalisant I’homéostasie redox intracellulaire et
le rétablissement de 1’état psychique des animaux (Ho et al., 2011).

2. Les parametres biochimiques (les métabolites Glucides, Lipides et Protéines)

Les résultats de la présente étude indiquent que le mécanisme pour la toxicité induite par TiO,
inclut une altération des substances biochimiques, des antioxydants et pourrait résulter du
stress oxydatif causé par les nanoparticules (Bheeman et al , 2014).

Nanoparticules TiO, augmentent la libération de molécules réactives d'oxygene et une
oxydation accrue des protéines qui causent la mort cellulaire ou réduisant ainsi les cellules
(Carlson et al., 2008) .

Nos résultats sont en parfait accord avec ceux cités ci-dessus puisque nous avons mis en
évidence une perturbation du taux de tous les métabolites (augmentation du taux de
protéines totales mais une diminution de taux du glucides et les lipides a la fin du

traitement).
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L’observation des résultats rend compte d’une toxicité plus évidente des nanoparticules TiO»,
puisque nous constatons une perturbation dans les le taux des lipides, glucides et protéines,
ces variations par rapport aux témoins et qui mettent en évidence la perturbation de plusieurs
systémes enzymatiques a la fois selon les espéces. Ils seraient a I’origine d’une perturbation

du métabolisme lipidique (HENINE et al., 2016).

Les résultats ont montré que les nanoparticules de dioxyde de titane provoquent la production
de radicaux libres dans les cellules et peut altérer la structure des protéines, (Praetorius et al.,
2007, Ghorbanzadeh et al., 2012) produites sous forme d'anatase nanoparticulaire TiO,
déclencher une cascade de réactions telles que la peroxydation lipidique, la diminution de la
capacité d'antioxydation totale et les activités des enzymes antioxydants (Linglan et al.,
2010).

L’augmentation de taux des protéines nous confirmait les résultats trouves sur les parameétres

de stress oxydant notamment I’activité enzymatique (ROUABHI et al. , 2006)

Ce qui concerne le taux lipides nous avons remarqué qu’il y’a une diminution ce qui concorde
avec les résultats de (Aurousseau , 2002), qui a expliqué que la diminution du taux des
lipides est provoqué par les radicaux oxygénés libres qui meénent a la peroxydation lipidique
confirmé par le taux élevé du MDA.

L’adition de diféruloyl-méthane a provoque une augmentation du taux des lipides qui peut
étre expliquer par une régénérescence cellulaire pour lutter contre le TiO,.

3.Les parameétres de stress oxydatif(Enzymatique et non ezymatique) :

L'effet biologique défavorable des nanoparticules est un probléme scientifique inévitable
parce que de leur petite taille et de leur grande activité de surface. Dans cette revue, nous
concentrons sur le TiO, pour clarifier I'effet toxicologique et la réponse cytotoxique afin
d'explorer les mécanismes de toxicité des NPs.

Le MDA ou Malondialdéhyde plasmatique est un marqueur de la peroxydation des lipides. Il
est considéré comme un des produits terminaux de I’oxydation des acides gras polyinsaturés.
Les taux elevés de MDA signent donc un stress oxydatif, portant notamment sur I’oxydation
des lipides (Gasmi et al. , 2017).

Le malondialdéhyde est un composé chimique de formule CH,(CHO),, il est présent
naturellement dans les tissus, ou il est une manifestation du stress oxydant. Il est issu

notamment de l'action des dérivés réactifs de I'oxygeéne sur les acides gras polyinsaturés.
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La présente étude montre une augmentation du taux de le MDA, cette derniére est en accord
avec (Ma et al., 2012), I’élévation est causée suite a une peroxydation lipidique qui méne a
une désintégration de la membrane cellulaire favorisant la mort cellulaire ce qui explique la
phénomene de la pneumotoxicité.

Nos résultat ont révélé que une augmentation du taux de MDA chez les rats traités par TiO,
rejoignent ceux Aliabadi et al. (2016) qui ont suggeéré que I'exposition au TiO, a entrainé
l'augmentation du contenu de MDA, selon Smolinski et al. (1999) la production de
malondialdéhyde (MDA) comme indice pour évaluer les lésions de la membrane cellulaire
par peroxydation lipidique, Nous avons observé qu'il y avait une augmentation exponentielle
de la production de MDA.

Nos résultats ont montré que I'exposition au TiO, a augmenté le taux de (MDA) dans les
poumons, ce résultat s’accorde avec I’étude de (Li et al., 2005). On peut dire que le TiO, a un
effet sur ’augmentation du taux de ’'MDA.

Le GSH est un tripeptide, un antioxydant et un nucléophile puissant, critique pour la
protection cellulaire. C'est un antioxydant, empéchant les dommages aux composants
cellulaires importants causes par des especes réactives d'oxygeéne telles que les radicaux libres
et les peroxydes (Pompella , et al., 2003).Toutes les cellules sont capables de synthétiser le
glutathion .

On peut constater a partir de notre étude que la toxicité du systeme induit par des NPs de TiO,
chez les rats Wistar. Les NPs de TiO, a diminué les taux du GSH. Nos résultats sont en
accord avec I’étude de (Poonam et al., 2014) qui a montré une diminution par rapport aux
témoins.

Dans notre travail, nous avons mis en évidence une réduction du taux de GSH chez les rats

traités par TiO, parallélement a une induction de I’activité du GPx.

D'apres Bheeman et al., (2014), ’administration orale de TiO, provoque des altérations
importantes antioxydants glutathion (GSH), glutathion peroxydase (GPx) par rapport aux
groupes témoins. Goldsworthy et al. 1972 ont montré que l'effet du TiO, était significatif.

L’induction de I’activité du GPx et la diminution du taux de GSH, sont dues au fait que Le
glutathion est I’antioxydant non enzymatique majeur dans les Cellules animales, c’est le thiol
cellulaire le plus abondant, impliqué dans le métabolisme, les Procédés de transport et dans

la protection des cellules contre les effets toxiques des composés Endogénes et
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exogenes, y compris les especes réactives de l'oxygene et les métaux lourds
(Dickinson et al, 2002 ;Viarengo et al 1993; Viarengo, 1994).

Les glutathion peroxydases (GPx) est une sélénoprotéine (cing isoformes) qui réduit les
peroxydes aux dépens de son substrat spécifique, le glutathion réduit (GSH). Son réle
principal consiste en 1’élimination des peroxydes lipidiques résultant de I’action du stress
oxydant sur les acides gras polyinsaturés. Cependant, sa synthése étant rénale et hépatique,
d’autres facteurs tels que I’insuffisance rénale ou la cytolyse hépatique peuvent modifier sa
concentration (Byung et al., 2008).

D’aprés nos résultats on observe une augmentation de [’activité enzymatique de GPx
pulmonaire des rats traités, cette augmentation est neutralisée aprés I’addition du curcumine
par rapport aux témoins, cette augmentation s’accord avec Savina (2014) qui étude la
toxicité des nanoparticules d’oxyde de fer(FesO4) chez le rat analyse mitochondriale et du
stress oxydant, & montré une augmentation de la GPx, cet effets explorait par la forte présence
du peroxyde d’hydrogéne, en effet 1’augmentation de la GPx est associer a leur interaction

avec (H20,) puisque elle est responsable de son élimination.

Dans notre étude nous avons traités des rats par le dioxyde de titane et remarquons des
perturbations des différents parameétres enzymatiques et non enzymatiques, cependant le
prétraitement par la diférulyol de méthane (composé de la curcumine), a régulé et neutralisé
ces changements.

Nos résultats montrent que la diférulyol de méthane (curcumine) a amélioré 1’équilibre de
détoxification et a diminué les effets néfastes du dioxyde de titane. 1l augmente le taux de
protéine, MDA et I’activité¢ enzymatique de GPx dans les poumons, d’une part, et d’autre part,
nous avons observés une diminution des taux de GSH, lipides et glucides.

Le taux de glutathion réduit (GSH) a été notablement réduit, tandis que la peroxydation
lipidique, exprimee en taux du MDA a été augmentée (Almeida et al., 2007).

Ces résultats ont montré que lI'administration de curcumine diminue les dommages causes
dans les poumons par les NPs de TiO, probablement par la régulation de I'équilibre oxydant /
anti-oxydant.

L’analyse des résultats a montré des changements qui touchent les rats traité¢ par les NPs de
TiO, par rapport aux autres lots. Ces effets sont la réponse des résultats passés (GSH, CAT,
MDA...), parce que les NPs de TiO; capable d’induit un cas de stress par 1’augmentation des

radicaux libres, I’inhibition enzymatiques et la dégradation cellulaire, elle est capable de

————————————
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changer 1’état de ces rats et causer par conséquence plusieurs symptomes et maladie
neurologiques.

Mais I’effet antioxydant de la curcumine responsable a I’amélioration des résultats des rats
traités par la combinaison NPs de TiO,/Curcuma, par I’élimination des radicaux libres induit
par les NPs de TiO,. Et aussi car la curcumine entre par des quantités trés fine comme
cofacteur ou/ et oligoélément dans les métalloenzymes (Keith et al., 2000).

L’ensemble de ces résultats montre que la dose de la curcumine semble protéger tout le corps
contre les effets toxiques et stress oxydative induit par les NPs de TiO, dans cette

expéerimentation.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Les nanoparticules utilisées dans cette étude sont les NPs de dioxyde de titane TiO,, qui
entrainent une perturbation des parametres de croissance et de stress oxydant qui différent en
fonction de la dose d’administration, et 1’effet préventif de diferylol-méthane sur la

pneumotoxicité par ces nanoparticules.

Nous avons étudié I’effet de dioxyde de titane TiO; sur quelque parameétre biochimique des
poumons tels que les protéines, glucides et lipides ; également sur les parameétres de stress
enzymatiques et non enzymatiques (GPx, MDA et GSH), et aussi nous avons évalué 1’effet

protecteur de diférulyol méthane contre cette toxicité.

Nous sommes consacré a chercher I’effet de dioxyde de titane TiO, et I’effet opposé du
diférulyol-méthane, et cela était organisé dans 4 groupes des rats Wistar.

Apres avoir fait les dosages nécessaires nous avons trouvé qu’il y’a une perturbation au
niveau des parameétres évaluer conclure comme suivant :

Une diminution significative au poids corporel

une diminution tres hautement significative du taux de glucide.

une diminution tres hautement significative dans le taux de lipide.

une augmentation trés hautement significative dans le taux de protéine.

une augmentation non significative dans le taux de MDA.

une augmentation tres hautement significative dans I’activité¢ de GPx

YV V. V V V V V

une diminution trés hautement significative dans le taux de GSH.

Donc, les NPs dioxyde de titane TiO; changer C€S parametres de maniére tres claire, et

provoquer une pneumotoxicité. Au contraire, la curcumine corrige ces perturbations.

Et comme perspective, il est nécessaire de faire des études histopathologiques et
physiologiques, méme comportementales pour bien élucider les effets de ces nanomeétaux et

aussi de voir les processus moléculaires de la correction par le diférulyol-méthane.
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1-Matériel utilisé dans les différentes étapes de I’étude

1-1-Matériel chimique

NN N N N N N N N N N N N N N S N NN

Eau distillée.

TCA (Trichloro acétique).
Anthrone.

Acide sulfurique.

Acide orthophosphorique (a 85%).
Vanilline.

BBC (Bleu Brillant de Coomassie).
Ether.

Chloroforme.

Ethanol (& 95%).

BSA (Albumine sérum de beeuf).
Glucose.

Huile de tournesol.

Sodium phosphate dibasique.
ASS (Acide sulfosalicylique).
Sodium phosphate monobasique.
Tris.

HCI.

NaOH.

Méthanol absolu.

EDTA (Acide éthyléne diamine tétracétique).

DTNB (I’acide 5-5’-dithio-bis-2-nitrobénzoique).

1-2-Grand matériel et appareils

v
v
v
v
v
v
v

Centrifugeuse (SELECTA).
Balance analytique

Balance de précision (KERN).

Etuve (HERAEUS).

pH métre.

Agitateur magnétique (WITEG).

Matériel de dissection.
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Centrifugeuse sigma 1-15.
Réfrigérateur.

v

v

v' Bain marie (MEMMERT).
v’ Agitateur Vortex (THERMOS).
v

Spectrophotomeétre (UV mini 1240, SHIMADZU).
1-3-Petit matériel

Mortier + Pilon (Broyeur manuel).
Pissette.

Verre de montre.

Spatule.

Baromagnétique.

Micropipettes de 100pl et 1000pl.
Pipettes graduées.

Portoirs.

v

v

v

v

v

v

v

v

v Tubes a essai.
v" Tubes secs en verre et en plastique.

v Tubes eppondorf pour les centrifugeuses sigma.

v Cuves pour la spectrophotométrie (en plastique et en quartz).
v’ Papier d'aluminium.

v’ Papier Wattman N° 01.

v’ Becher.

v" Erlenmeyers.

v Entonnoirs.

v

Eprouvettes graduées.
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v" Fioles jaugées.

v" Flacons en verre.

2-Preparation des solutions du dosage

2-1-Solution TCA (Trichloro-acétique) 20%

Dissoudre 20g de TCA dans 100ml d'eau distillée.

2-2-Dosage des glucides

A-Réactif d'anthrone

Dissoudre 150mg d'anthrone dans 75ml d'acide sulfurique puis ajouter 25ml d'eau distillée, le
réactif est de couleur verte et il doit étre stockée a l'obscurité.

Figure A: Le réactif d'anthrone.

B-Solution mére de glucides

Dissoudre 5mg de glucose dans 5ml d'eau distillée.
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2-3-Dosage des lipides

A-Réactif SPV (Acide sulfophosphovanylique)

Dissoudre 0,38g de vanilline dans 55ml d'eau distillée et ajouter 195ml d'acide
orthophosphorique a 85%, le réactif est de couleur rose clair, il doit étre conservé dans
I'obscurité.

Figure B: Le réactif SPV.

B-Solution meére de lipides

Peser 25mg d'huile dans un tube eppondorf et ajouter 10ml ether/chloroforme (1V/1V).

2-4-Dosage des protéines

A-Solution NaOH 10%

Dissoudre 10g de NaOH dans 100ml d'eau distillée.

B-Réactif BBC (Bleu brillant de Coomssie)

Faire dissoudre 100mg du BBC dans 50ml d'éthanol a 95%o, a cette solution 100ml d'acide
phosphorique a 85% a été ajouté. La solution obtenue est diluée dans un volume final de 1
litre. Les concentrations finales dans le réactif de 0,01% de bleu de Coomassie: 4,7%
d'éthanol et de 8,5% d'acide phosphorique, le réactif obtenu est de couleur bleu clair, il faut
qu'il soit conservé aux froides et utilisé dans un délai de 2 a 3 semaines.
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Figure C: Le réactif de Bradford.

C-Solution BSA (Albumine sérum de beeuf)

Dissoudre 5mg BSA dans 5ml d'eau distillée.

2-5-Dosage du glutathion (GSH)

A-PBS (Tampon phosphate salin) (0,2M, pH 6,4)
On ajoute 13,25ml du sodium phosphate dibasique Na,HPO, (35,61g/l) et 36,75ml du sodium

phosphate monobasique NaH,PO, (27,6g/l), puis les deux solutions sont diluées a 100ml
d'eau distillée.

B-Solution d'acide sulfosalicylique 0,25%

Dissoudre 250mg d'acide sulfosalicylique dans 100ml d'eau distillée.

C-Solution Tris/EDTA (0,4M, pH 9,6)

Dissoudre 12,1149 de Tris et 1,871g de I'EDTA (Acide éthyléne diamine tétracétique) dans
250ml d'eau distillée et ajuster le pH a 9,6 en ajoutant HCI ou NaOH.

D-Solution DTNB (Acide dithionitrobenzoique) (10 mM)

Dissoudre 200mg de DTNB dans 50ml de méthanol absolu.
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3-Courbes d’étalonnage pour le dosage des métabolites

3-1-Courbe d’étalonnage pour dosage des glucides

Tableau A: Réalisation de la courbe d’étalonnage pour dosage des glucides.

[ Tube 'i 1 2 '3 4 5 o
| Solution mére de glucide (ul) | 0 20 40 60 80 100
Eau distiliée (ul) 100 80 40 2 0
Réactif d’ Anthrone (ml) 4 1 4 4 4 4
0.9 4 Y= 01248500691
= 09788
0.8 - R* =W
- 0.7 4
; 06 4
p=0.340
e 0.5 1 ned
0.4 4
Lail
§ o2
0.1 «/
0 r v r . r )
0 50 100 150 200 250 300
Quantité des glucides (pg/mi)

Figure D: Courbe d’étalonnage pour le dosage des glucides.
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3-2-Courbe d’étalonnage pour dosage des lipides

Tableau B: Réalisation de la courbe d’étalonnage pour dosage des lipides.

Tube 1 2 3 4 5 6
Solution mére de lipide (ul) 0 20 40 ) 80 100
Solvant éther/chloroforme (ul) 100 80 60 40 20 0
Réactif (ml) 25 25 25 25 25 25
025 + y = 0.0381x - 0.0202
R'=0917
02 1
E 045
§ p=0.012
S o1 n=3
g
g 0.05 4
0 - - - v - .
0 50 100 150 200 250 300

Quantité des lipides pg/m|

Figure E: Courbe d’étalonnage pour le dosage des lipides.
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3-3-Courbe d’étalonnage pour dosage des protéines hépatiques

Tableau C: Réalisation de la courbe d’étalonnage pour dosage des protéines.

Tube I 2 3 3 5 6
Solution d’albumine 0 1 20 | 90 | 6 | 8 100
wl/ml

Eau distillée (u]) 100 | 8 | 6 | 40 | 20 0
RésctfBBCml | 4 | 4 | ¢ | 4 | ¢ | 4

1.2 1 \'-o.lmn-o.m
R =0964 p=0.09
17 n=3

o o
o ™
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Figure F: Courbe d’étalonnage pour le dosage des protéines.
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