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Résumeé

Notre étude Expérimentale a porté sur I’évaluation de la toxicité hépatique et le stress
Oxydatif causé par I’oxyde d’aluminium (Al2O3) particules ultrafines (nanoparticules).
Pour définir la toxicité d’oxyde d’aluminium (Al2O3) sur les rats (wistar) en exposant 1’animal
a deux doses différentes de nanoparticule (Al.Os) (5mg/kg/jour,50mg/kg/jour) par voie orale
(L’appareil digestif) pendant 40 jours apres une période d’adaptation de 30 jour

Apres le sacrifice et le prélévement d’organe en fait le dosage des métabolites et de
transaminases (TGO/TGP) pour obtenir les résultats de travail

Les résultats obtenus montrent que : L’oxyde d’aluminium entraine une diminution de
poids relatif du foie.

Les résultats obtenus y compris les effets nocifs aux métabolites : glucides,
Protéines, lipides, ou on constate une augmentation significative de la proportion des glucides,
Protéines et une diminution de taux des lipides (matiéres grasses).
L’augmentation des parametres non enzymatique: MDA, Une augmentation de 1’activité GST
Les résultats d’analyse biochimiques du sang montrent également une augmentation des

concentrations des transaminases : TGO et TGP.

Mots clés : Nanoparticules (NPs) - Oxyde d’aluminium - Stress oxydatif -Toxicité
hépatique.



Abstract

Our Experimental study focused on the assessment of liver toxicity and stress Oxidative

caused by aluminum oxide (Al20z3) ultrafine particles (nanoparticles).

To define the toxicity of aluminum oxide (Al20s) on rats (wistar) by exposing the animal
to two different doses of products (Al.O3) (5mg/kg/day, 50mg/kg/day) orally (The digestive
system) for 40 days after an adaptation period of 30 days

After the sacrifice and the organ removal, the metabolites and transaminases assay in order

to obtain the work results

The results obtained show that: Aluminum oxide causes a reduction in the weight of the

liver

The results obtained including the negative effects on metabolites: carbohydrates, Proteins,
lipids, where there is a significant increase in the proportion of carbohydrates, Protein and a
decrease in lipid (fat) levels, Increased non-enzymatic parameters: MDA, Increased GST

activity Blood test results also show increased concentrations of transaminases: TGO, TGP.

Key words: Nanoparticles (NPs), iron Oxide, Oxidative Stress , Liver toxity,
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Introduction

Introduction

La nanotechnologie est la science qui traite de la matiere a I'échelle d'un milliardiéme de
un metre .Une nanoparticule est le composant le plus fondamental dans la fabrication d'une
nanostructure et est bien plus petit que le monde de tous les jours objets décrits par les lois du
mouvement de Newton, mais plus gros qu’un atome ou une simple molécule régie par la
mécanique quantique. Le mot «nanotechnologie» a rapidement attiré I'attention des différents
médias (réseaux TV, internet, etc.) et I'imagination et la fascination de la communauté dans

son ensemble. (nano.gov)

Les nanoparticules sont définies comme « une particule dont la longueur en deux ou trois
dimensions est supérieure a 1 nm et inférieure a 100 nm et qui peut ne pas présenter de
propriété intensive liée a la taille » sont également définis comme des nanomatériaux de
dimension zéro, ce qui les distingue des nanomatériaux a une et deux dimensions qui ont
respectivement une ou deux dimensions plus grandes que I'échelle nanométrique. lls se
différencient de leurs homologues en vrac en termes de taille, de réactivité chimique, de

mobilité, d'absorption d'énergie, etc. (Murthy, 2019).

Les nanoparticules d'oxyde métallique ont été largement développées au cours des derniéres
décennies. Ils ont été largement utilisés dans de nombreux applications telles que les
catalyseurs, les capteurs, les semi-conducteurs, le médical science, condensateurs et batteries
(Ueda et al., 2008). Parmi eux, l'oxyde d'aluminium (Al>O3) et ses composés ont connu
depuis plus d'un siecle, par exemple, Il'aluminium hydroxyde d'oxyde (AIOOH) et tri
hydroxyde d'aluminium (Al (OH) 3).

Le bute de ce travail est de définir I’effet toxique de nanoparticules d’oxyde d’aluminium

(Al203) au niveau du foie
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Syntheses bibliographiques Chapitre 01

I. Nanoparticules
1. Définition des nanoparticules (NPs)

Le préfixe «nano», dérivé du mot grec «nano» signifiant «nain » représente dans le

systéeme international un milliardieme d'une unité de base (Buzea et al., 2007).

Les nanoparticules (NPs) sont des structures composées de quelques centaines de milliers
d’atomes. Du fait de leur taille (1 a 100 nanomeétres), les propriétés physiques et chimiques de
ces nano-objets sont différentes de celles des matériaux classiques de taille supérieure, en
particulier une réactivité de surface tres élevée. Leur champ de développement est

extrémement vaste et inclut la recherche médicale (Chuto et Chaumet, 2009).

Atomes Molécules Protéines Virus Bactéries Cellules

v s comd e cowd el ol
1A 1nm 10 nm 100 nm 1 pm 10 pm 100 pm

Figure 01. Gamme de tailles des nanoparticules comparées a celles des principales

structures chimiques et biologiques (Kumar, 2006).
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2. Origine des nanoparticules

a. Origine naturelle

Les NPs sont abondantes dans la nature. Chaque année, les tempétes de sables
sahariennes propulsent entre 500 millions et 1 milliard de tonnes de particules sont
produits par des procédés naturels tels que des éruptions volcaniques, des feux de foréts,
ou simplement par I'érosion de sol. La proportion de ces particules naturelles avoisine

90% ce qui fait de la Terre la principale productrice mondiale (Buseck et Posfai, 1999).

b. Production humaine

La présence de NPs dans I'environnement est également imputée a I'nomme qui en produit
des milliards avec notamment les rejets industriels, les moteurs des automobiles, en particulier
diesel, sont par ailleurs la premiére source de particules atmosphériques en milieux urbains.
Les moteurs d'avion, les pneus, les cigarettes, la destruction des batiments sont également des
géneérateurs de NPs. I'nomme crée enfin de maniere délibérée ses nano-objets pour des

applications diverses détaillées (Buzea et al., 2007).

Biologique Débris biologiques

-‘ Naturelle Géologique H Rejets volcaniques

p
Atmosphérique H Aérosols, sels océaniques
\

Nanoparticule |-

{ Accidentelle H Combustion diesel, rejets industriels

Anthropogéne |+ -[ carbone Nanotubes et fullerénes
e

métallique Or, argent, platine

Latex, vésicules
phospholipidiques

polymeére

[ oxyde Titane, zinc, silicium

Figure 2. Récapitulatif de différentes nanoparticules existantes classées selon leur nature

et leurs provenances (Murray et Wriedt, 1987).
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3. Diverses applications des nanoparticules
L’utilisation des nanoparticules sont trés nombreux dans tous les domaines:

e Les économies d’énergie des véhicules de transport.
e |e développement des énergies renouvelables.
e laréduction des pollutions.

e la filtration de I’eau potable, etc.

On peut donc s’attendre a un développement rapide de 1’usage des nanoparticules dans un
grand nombre d’industries, notamment dans 1’agro-alimentaire, la chimie, la construction, la

cosmétique... etc. (Fontan et al., 2006).
4. Caractéristiques et propriétés physiquo-chimiques des nanoparticules
4.1 Taille

On appelle nanoparticules, ou particules ultrafines, les particules de dimension inférieure
a 100 nanometres (nm), en notant que cette valeur est arbitraire, choisie par I'observation mais

non représentative d'une quelconque barriere physique. (Hervé, 2007).
4.2 Diamétre équivalent

Les nanoparticules sont rarement sphériques, mais plutét de formes irréguliéres (Cnrs et
Sargent, 2006).

4.3 Propriétés de surface

Les réactions ayant lieu entre les nanoparticules et le milieu environnant se produisent
pour la majorité a la surface de ces particules. On pourra donc caractériser les nanoparticules
en fonction de la surface exposée, ou tout du moins les comparer entre elles a surface exposée
égale. Les nanoparticules reagissent aussi en fonction de la nature et de la composition
de la surface (Marchand, 2008 ).

4.3.1 Coagulation des particules

La coagulation est le phénoméne selon lequel différentes particules fusionnent ou

adherent entre elles. Plus la coagulation est élevee, moins la concentration en nombre
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de particules est importante et plus les diametres sont grands. Son étude permet d'observer

I'évolution de certains édifices nanométriques dans le temps (Witschger, 2005).
4.3.2. Nucléation, évaporation et condensation

Les nucléations homogeéne, hétérogéne ou induite par des ions sont les procédés
selon lesquels des particules se forment a partir d'une phase gazeuse. Suivant la pression du
gaz, les collisions entre les molécules peuvent augmenter, et des agrégats de molécules
peuvent se former. lls deviendront dans ce cas de taille plus importante et atteindront
une taille critique ouils seront stables. Ils grossiront ensuite par condensation. Suivant
les especes, au dela d'un rapport de saturation critique, les phénoménes de nucléation

homogeéne seront observés (Witschger, 2005).
4.3.2 Elasticité

La structure nanométrique a aussi pour effet de rendre le matériau superplastique.
Ces matériaux permettent donc d’améliorer la résistance des matériaux classique, sans altérer
leur ductilité car la taille des nanoparticules limite les concentrations de contraintes
(Witschger, 2005).

5. Effets des nanoparticules sur I’environnement
5.1. Toxicité pour la faune

La toxicité des nanoparticules vis-a-vis de la faune est de nouveau mal connu et
peu documentée. Plusieurs études ont été réalisées sur des organismes aquatiques,
(Oberdorster, 2004). Que l'on a exposé a 0,5mg/l de fulleréne pendant 48 heures, sans
que cela provoque de mortalité. Que peut-on en conclure sur les effets des nanoparticules
de fulleréne? Beaucoup critique le protocole expérimental pour son absence de
répliquas et [l'utilisation d'un solvant sur le fullerene, qui pourraient modifier les
propriétés et la toxicité des nanoparticules considérées. D'autant plus que dautres
études tentent & prouver que le solvant utilisé n'est pas neutre, et fausse donc les

résultats.
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6. Effets des nanoparticules sur la santé

Plusieurs études épidémiologiques ont en effet prouve par le passé que ces particules fines
provoquaient des réactions respiratoires et cardiovasculaires chez une partie significative de la
population. Cependant, en ce qui concerne les nanoparticules elles-mémes, les données
manquent pour I’instant. Les chercheurs savent qu’en raison de certaines de leurs
propriétés physico-chimiques, ces particules induisent des réponses de I’organisme. Mais ils
n’ont pu établir si les effets observés étaient en rapport avec une éventuelle toxicité

(Witschger, 2005).
6.1 Effets des particules fines sur la santé
6.1.1 Particules ultrafines fabriquées en laboratoire

L’étude de la déposition et des effets des particules ultrafines fabriquées en laboratoire a
permis de constater :-une forte déposition sur ’ensemble du systéme respiratoire chez des
sujets sains.-une déposition encore plus élevée des particules ultrafines chez des sujets
asthmatiques ou présentant une affection pulmonaire chronique.-des effets sur le systéeme
cardiovasculaire suite a des expositions a des particules ultrafines carbonées.(Pekkanen,
2000).

6.2 Voies de pénétration dans I’organisme
6.2.1 Les voies respiratoires

Sont les principales voies de pénétration des nanoparticules dans I’organisme. En
effet, pendant la phase d’inhalation, les voies respiratoires apportent 1’oxygene
nécessaire a I’organisme, mais constituent aussi une porte d’entrée idéale pour les polluants
de I’air, dont les nanoparticules qui sont en suspension dans 1’air (Herve, 2007; Wiesenter et
Oberdorster, 2004 ; Witschger, 2005).

6.2.2 Voie cutanée

Une fois que les nanoparticules ont traversé les trois couches constituant la peau,
elles peuvent alors atteindre le systéme sanguin, et ainsi se répandre dans 1’organisme (Herve

et Nilsson, 2007; Verma, 2003; Schaefer, 2001).
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6.2.3 Voie intestinale

Les intestins sont une zone d’échange avec le milieu extérieur. En effet, les nanoparticules
peuvent se retrouver dans 1’appareil digestif apres avoir été ingérées, par exemple si elles sont
contenues dans des aliments ou si elles sont utilisees dans des cosmetiques. Elles

accedent a I’appareil digestif aprés déglutition lorsqu’elles sont inhalées. (Ostiguy, 2006).
6.2.3 Comportement des nanoparticules aprés dép6t dans la voie intestinale

Il a été prouvé que des particules de taille micrométrique peuvent subir une
translocation a travers 1I’épithélium soit via le tissu lymphatique intestinal, soit a travers
les cellules épithéliales intestinales. 1l est ainsi probable que des nanoparticules
subissent également une translocation intestinale. Enfin, certaines études ont montré que
des nanoparticules ingérées par un rat étaient retrouvées dans le cerveau, les poumons, le

ceeur, les reins, les intestins, I’estomac, le foie et la rate (Herve, 2007; Oberddrster, 2004).
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. Généralité

L’oxygéne, molécule indispensable a la vie, est susceptible d’entrainer des effets
dommageables dans I’organisme via la formation de radicaux libres et d’espéces oxygénées
activées (EOA). Ces notions ne sont cependant pas nouvelles puisque, vers le milieu des
années 50, Gerschman et Hartman avaient déja évoqué la toxicité de I'oxygene et la «théorie
des radicaux libres» pour faire exploser le processus de vieillissement. En 1969, les
Américains McCord et Fridovich isolent a partir de globules rouges humains, un systeme
enzymatique antioxydant, le superoxyde dismutase (SOD), capable d’éliminer I’anion
superoxyde, ainsi que pour la premiere fois, que notre organisme. Cette découverte sera le
point de depart, dans le monde entier, de nombreuses recherches sur le stress oxydant et les
antioxydants. Les conséquences de cette activité mitochondriale sont doubles et paradoxales.
D’une part, la mitochondrie fournit a la cellule une source d’énergie importante puisque 36
molécules d’ATP a haut potentiel énergétique sont générées lors de la réduction de 1’oxygene.
Par contre, dans les conditions physiologiques, environ 0,4 a 4 % d’électrons s’échappent,
réagissent directement avec I’oxygene dissous dans le cytoplasme et donnent naissance a des
EOA. Celles-ci sont soit des radicaux libres comme 1’anion su peroxyde ((O2¢-), ou le radical
hydroxyle OHe), soit des molécules comme le peroxyde d’hydrogéne (H202) ou I’oxygene
singulet (102) (Delattre et al., 2005).

1. Définition

Le stress oxydant est le résultat des processus de multi-étapes causant par un déséquilibre
dans la balance entre les pro-oxydants et les antioxydants (enzymatique et non enzymatique)
et menant aux dommages tissulaires conduisant en premier lieu & de nombreuses maladies et

finalement a 1’apoptose. (Lee et al., 2016).
2. Principale cible biologique des EOA
2.1 Les lipoprotéines

L’attaque radicalaire des lipoprotéines circulantes sur la formation de LDL oxydées, qui
sera captée par des spécifiques des macrophages. L’activité de ces récepteurs n’étant pas
régulée par la concentration intracellulaire en cholestérol, les macrophages se transforment
petit a petit en cellules spumeuses (r6le important dans les premieres étapes de

I’athérosclérose) (Nakajima et al., 2006). En outre, ces LDL oxydées sont immunogenes et
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les complexes immuns peuvent activer la voie classique du complément et générer la

sécrétion de cytokines pro inflammatoires par les macrophages (Saad et al., 2006).
3. Pathologie associée au stress oxydant
3.1 Diabete

De nombreuses pathologies, impliquant le stress oxydant dans leur développement, ont été
recensées. Outre les maladies cardio-vasculaires (oxydation des lipides) et le cancer
(oxydation de I’ADN), c’est certainement dans le cadre du diabéte (obésité, syndrome
métabolique) que des avancees spectaculaires ont été réalisées au cours des derniéres annees.
Plusieurs mécanismes pathogéniques conduisent & une augmentation du stress oxydant et
semblent impliqués dans 1’apparition des complications du diabéte (Defraigne, 2005;
Vincent et Taylor, 2006).

3.2 L’auto-oxydation du glucose

En présence de fer, le glucose s’oxyde, entrainant la génération d’EOA, mais aussi la
production de la forme aldéhyde du glucose, le glyoxal. Cette molécule se fixe rapidement sur
les protéines dans lesquelles apparait un résidu carboxy méthyllysine (CML). Ce groupement
capte facilement le cuivre, ce qui provoque le déclenchement de réactions de type Fenton avec
production de radicaux libres : il s’ensuit une augmentation de la peroxydation lipidique
(Devaraj et al., 2001).Ce mécanisme pourrait expliquer pourquoi le diabéte est souvent

associé a des complications cardio-vasculaires.
4. Mettre en évidence un état de stress oxydant

A laide des marqueurs comme peroxydes lipidiques Ces marqueurs se répartissent selon

quatre axes (Defraigne et Limet, 1996; Dalle-Donne, 2006).

1. la détermination des antioxydants enzymatiques et non enzymatiques;

2. le dosage des oligo-éléments;

3. la mesure des dommages oxydatifs au niveau des lipides, de I’ADN et des protéines;

4. I’identification de sources génératrices de stress oxydant (inflammation, hyperglycémie,

hyperhomo cystéinémie).

12
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Parmi tous ces parametres, pointons quelques analyses intéressantes

R/
A X4

Rapport vitamine C / a-tocophérol. ces deux antioxydants agissent en synergie et
la valeur optimale du rapport doit étre supérieure a 1,3. Des valeurs inférieures sont
clairement associées avec un risque accru de développer des maladies cardio-

vasculaires (Gey, 1998).

Rapport Cu/Zn. a concentration éleveée, le cuivre devient pro-oxydant et favorise la
formation des EOA. A 1’opposé, le zinc inhibe les réactions radicalaires induites par
le cuivre. La mesure du rapport plasmatique Cu/Zn est donc un excellent marqueur
du stress oxydant. De plus, il existe une corrélation positive étroite entre la valeur de

ce rapport et le taux circulant de peroxydes lipidiques (Pincemail et al., 2007).

13
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Il. Nanoparticules d’oxyde d’aluminium Al2 O3 (Alumine)
1. Definition

Al>03 ou alumine se référe généralement au corindon. C'est un oxyde blanc. L'alumine a
plusieurs phases telles que gamma, delta, théta et alpha. Cependant, la phase alpha-alumine
est la phase la plus stable thermodynamiquement. En général, l'alumine possede de
nombreuses propriétés intéressantes, par exemple une dureté élevée, une stabilité élevée, une

isolation élevée et une transparence (Hart, 1990).

L'alumine est également largement utilisée dans I'ignifuge, I'isolant de catalyseur, le
revétement protecteur de surface et les matériaux composites (Laachachi, 2009; Lach,
2011).

Figure 03. Maille élémentaire de 1’alumine-a (Nicolas, 2007).
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2.Extraction de I’alumine

2.1. Procédé Deville

Il est basé sur I'extraction de lI'alumine contenu dans la bauxite par du carbonate de sodium
La premiére opération consiste a calciner & 1 200°C un mélange de bauxite broyée avec du
carbonate de sodium et un peu de charbon. L'alumine se transforme en aluminate de sodium.
L'oxyde de fer reste inchangé et la silice forme un silicate double. Par addition de soude
(NAOH), il y a dissolution de 1’aluminate de sodium alors que les autres composés restent
sous forme solide. La quantité de soude utilisée dépend de la quantité de silice contenue dans
le minerai. Par filtration, on sépare la liqueur d’aluminate de sodium des autres corps. On fait
barboter du dioxyde de carbone gazeux dans la liqueur afin de précipiter de I’alumine
hydratée et de reconstituer du carbonate de sodium. Ce dernier peut étre réutilisé. L alumine
hydratée est ensuite calcinée pour donner de 1’alumine. Ce procédé a été largement utilisé en
France dans I’usine de Salindres jusqu’en 1923. En Grande-Bretagne et en Allemagne ce

procédé a été utilisé jusqu’a la seconde guerre mondiale. (Baudart, 1955).

Charbon
car*bon.?te Baux<ite (Faible
de SOdlL:Im quantité)

T * -~
Calcinmnation
a LO0oo0o-i=200<c

Aluminate de Sodium
O=xyvde de fer
SEilicate

SEoude basse
concentration

Aluminate de Sodium
en solution

v

Filtrationmn =

}

L 1coaxr‘ybdoeﬂede Ligueur d'aluminate Carbonate
de Sodium de sodium

(gaz=z) l

Alumine hydraté

Oxyde de fer
Silicate

Figure 04. Le procede deville (Baudart, 1955).
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2.2. Procédé Bayer

I1 a ét¢ mis au point par Karl Josef Bayer en 1887. Il est basé sur la dissolution de I’alumine
provenant de la bauxite par de la soude. Dans la bauxite, I’alumine est présente sous forme
d’hydrate:

La soude est une base forte qui fournit des ions hydroxyde :

NAOH — Na* + OH"

A chaud, la soude dissoute I’alumine alors que les impuretés (oxyde de fer, silice, oxydes
divers), restent insolubles.

Les réactions de dissolution sont les suivantes :

Al203-(H20) + 2 OH" — 2 A1I0* + 2 H20
Al203-(H20)3 + 2 OH" — 2 AlIOZ + 4 H20

Pour étre efficace, la décomposition demande la présence d’hydrate d’aluminium
fraichement extrait. Une partie de I’hydrate d’alumine produit est réutilisée dans le processus
de production.

Les impuretés sont séparées de la liqueur d’alumine par décantation et filtration. En
refroidissant et en diluant la liqueur, la réaction est inversée. Il y a précipitation d’un hydrate
d’alumine.

Le tri hydrate d’alumine est calciné afin de produire de 1’alumine
1050¢°
AlO3 . (H20)3 ——> Al03+ 3 H20

La calcination permet donc au tri hydrate d'alumine de perdre ses 3 molécules d'eau pour
devenir de I'alumine (un procédé toujours utilisé). Le démarrage est difficile. Il ne deviendra
réellement viable qu’en 1907. Le passage des travaux de laboratoire a la réalisation

industrielle pose pas mal de problemes

En France, I’usine qui utilisera la premiere ce procédé est I’usine de Gardanne a partir de
1894. Karl Bayer viendra aider au démarrage de 1’usine. Malgré sa présence, la production
n’atteint pas les espérances (Directiva, 1998). Il faudra de nombreux perfectionnements avant

d'obtenir les rendements espérés.
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Le procédé Bayer détronera les autres méthodes de production de I'alumine a partir de la
bauxite. Il est toujours utilisé aujourd'hui (Olivier, 1994 ; Baudart, 1955).
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Figure 05. Procede bayer (Olivier, 1994).
2. Propriétés physicochimique de I'alumine

L'alumine est un composé trés dur : seul le diamant et quelques produits de synthése ont
une dureté supérieure. A température ambiante, elle est inattaquée par les composés

chimiques courants. Elle fond a plus de 2000 °C (aluminium.hot.lu/alumine).L'alumine trés

pure peut étre utilisée jusqu'a 1700°C. Elle est étanche aux gaz jusqu'a 1300°C).

La combinaison d'un coefficient thermique élevé, d'une faible dilatation thermique et
d'une résistance élevée a la compression permet une bonne tenue aux chocs thermiques. On
I’utilise donc comme matériau réfractaire, par exemple pour le revétement de fours ou comme

creusets, tubes et gaines de thermocouples soumis a des chocs thermiques. L'alumine offre
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également une bonne isolation électrique a température élevée et une bonne résistance a

l'usure, ce qui permet de ’utiliser comme matériau d’outillage (Petal, 1980).

Tableau 1. Propriétés de I'alumine

Propriétés Valeurs
Propriétés physiques [4]

- Masse volumique (g/cm3) 3,9

- Poids moléculaire (g/mole) 102
-Température maximale d'utilisation sous air (°C) 1700-1800
Propriétés mécaniques [4] - Dureté

- Coefficient de Poisson 9

- Résistance a la flexion 0,25

- Ténacité (Mpa.m1/2) 380

2-3

Propriétés electriques [4]
-Constante diélectrique 9-10
-Résistivite électrique a 20 °C (Ohm.cm) > 1014
-Résistance diélectrique (kV/mm) 10-2
Propriétés thermiques [3] 900
- Chaleur spécifique (J/K/kg)
Conductivité thermique

- Point de fusion (°C) 2050
Résistances chimiques [03] Bonne
-Acides concentrés Bonne
- Acides — dilués Bonne
- Alcalins Bonne
- Halogénes Bonne
- Métaux

[3]. goodfellow.com/csp/active/static/F/Alumine. HTML

[4]. ceramic-center.com/alumine.php
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4. Domaine d’utilisation

L'oxyde daluminium est utilisé comme adsorbant, déshydratant, comme charge pour
peintures et vernis, et comme catalyseur pour les produits organiques
L'oxyde d'aluminium est largement utilisé dans la fabrication d'alliages, céramique, verre,
isolants électriques et résistance (CSDS, 1989; DOSE, 1992).

5. Toxicité d’AL203

> Effets aigus
L'ingestion d'oxyde daluminium est rare et n'entraine pas de  problemes
toxicologiques; la plupart des expositions se font par inhalation.
Aucune caractéristique suite a une inhalation aigué n'a été signalée. (Nielsen et al.,
1993).

» Effets chroniques

. Exposition oculaire

Dans une étude, la conjonctivite a été signalée significativement plus fréquemment chez

les soudeurs d'aluminium (n = 25) que chez les témoins (Nielsen et al., 1993).

. Exposition cutanée

. Toxicité cutanée

Thériault et al (1980) ont décrit une augmentation du nombre de peau télangiestases sur la
partie supérieure du torse des travailleurs d'une usine d'aluminium.
Il n'y avait pas de caractéristiques cliniques associées et I'agent causal était considéré comme
un hydrocarbure ou un fluorure émis par I'aluminium réacteurs électrolytiques (Thériault et
al., 1980).
Il'y a des rapports de sensibilité de contact a I'aluminium mais c'est extrémement rare Les
manifestations cutanées suivant I'oxyde d'aluminium topique sont rares. (Kotovirta et al.,
1984).
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. Inhalation

. Toxicité pulmonaire

Dans une étude contrélée des symptdémes respiratoires chez 25 aluminiums les soudeurs
Nielsen et al (1993) ont signalé une augmentation significative incidence de la pharyngite.
Fait intéressant, les employés exposes a I'aluminium / I'oxyde d'aluminium pendant moins de
2 ans étaient plus susceptibles de ressentez ce symptéme, reflétant peut-&tre un " travailleur
en bonne santé " sélection ou développement de la tolérance Exposition chronique a la poudre
d'aluminium estampée (paillettes d'aluminium), produit par le meulage d'aluminium dur non
fondu, peut causer pneumoconiose. Les premiers symptdmes comprennent la dyspnée et la
toux bien que chez certains patients, le premier indice de maladie respiratoire est la
découverte des nodules miliaires répandus sur la radiographie pulmonaire (Sjégren et al.,

1996). Fibrose pulmonaire possible.
. Toxicité osseuse

I'exposition professionnelle & l'aluminium et & l'oxyde d'aluminium nuire a la densité
osseuse (Schmid et al., 1995).

.Cancérogénicité

Sur 521 travailleurs exposés a I'oxyde d'aluminium dans une fabrication d'abrasifs usine et
suivi entre 1958 et 1983 (Edling et al., 1987). Ont trouvé pas d'augmentation significative de

la morbidité ou de la mortalité par cancer
6. Toxicocinétiques d’Al203
A. Absorption

L’absorption intestinale de I'aluminium et de son oxyde est améliorée par citrate (que I'on
trouve fréquemment dans les formulations médicamenteuses effervescentes) et réduit par la
silice. L'oxyde d'aluminium étant insoluble, il est mal absorbé aprés inhalation. (Elinder et
al., 1991).

B. Distribution

Etant donné que l'oxyde d'aluminium est insoluble, une partie sera retenue dans les

poumons apres l'inhalation. Plus de 90% de ce qui est systématiquement absorbé est lié a la
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transferrine qui ne traverse pas la barriére hémato-encéphalique facilement. Les dix pour cent
restants sont associés a des complexes de faible poids moléculaire, tels que le citrate, qui peut
s'accumuler dans les tissus cérébraux. L'aluminium systématiquement absorbé est stocke

principalement dans les os (jusqu'a 40 pour cent) et le foie. (Elinder et al., 1991).
C. Excrétion

L'aluminium est principalement excrété par les reins et s'accumulent chez les patients
atteints d'insuffisance rénale (Alfrey., 1980). Suivant inhalation professionnelle a long terme,
travailleurs exposés a I'oxyde d'aluminium avec une fonction rénale normale peut également
accumuler de I'aluminium. Dans deux de ces cas, la demi-vie totale de I'aluminium corporel a

été estimée a trois ans (Elinder et al., 1991).
7. Hépatotoxicité

Le foie est un organe vital important effectue prés de 500 fonctions différents. Elles

peuvent se résumer a grandes fonctions, 1’une exocrine ou biliaire, I’autre endocrine ou

métabolique.(Jocelyne, 2011; Afyaa, 2016).

> Fonction de détoxification

Le foie joue un role crucial dans la détoxification des substances qui sont nuisibles pour le
corps, notamment 1’alcool, les drogues, les pesticides et les métaux lourds (Duvoix et al.,
2005). Les systemes de détoxication assurent une biotransformation des substances étrangeres
pour diminuer leur lipophile, augmenter leur polarité et favoriser leur élimination (Ferin et
al., 1992).

> Fonction immunitaire

Le foie possede des cellules spéciales, capables de défendre 1’organisme contre

I’invasion microbienne. (Aurousseau, 2002; Landsiedel et al., 2014).

> Fonction biliaire

Les cellules hépatiques sécrétent de 800 a 1000 ml de bile, liquide jaunatre et légerement
alcalin composé essentiellement d’eau, d’ions, d’acides et de sels biliaires , de cholestérol et
de la bilirubine (Esterbauer, 1996).

22



Syntheses bibliographiques Chapitre 03

Le surplus de bile est emmagasiné dans la vésicule biliaire. Les sous-produits provenant de
la décomposition de drogues ou de substances toxiques transformées par le foie sont
acheminés par la bile et éliminés du corps. Les cellules du foie transforment également I’héme
des globules rouges en bilirubine. Si le foie est endommage, la bilirubine peut s’accumuler

dans le sang et ainsi causer un ictere (Duvoix et al., 2005).
» Fonction de Stockage

La capacité de stockage de foie est d’une grande importance car elle permet de fournira
I’organisme 1’énergie nécessaire en dehors des périodes de repas apatri¢ de glucose (sous

forme de glycogéne) (Duke et al., 2002; Highle et franciscus, 2004).

> Fonction endocrine

Le foie permet I'nydroxylation du cholécalciférol en calcidiol, forme active de la vitamine

D. Aussi il effectue la synthese de différentes hormones.
Fonctions métaboliques (Leverve, 2001; Huet et Fleurentin, 2013).
. Métabolisme des glucides
. Métabolisme des lipides
. Métabolisme des protéines

L hépatotoxicité est définie comme le pouvoir qu’a une substance (comme les médicaments
ou plantes...) et quelque soient les mécanismes mis en jeu, provoquer des dommages au foie

(Lahouel et al., 2016). Ex. la stéatose, nécrose, cancer et cirrhose.

« Stéatose

La stéatose est une lésion histologique fréquemment observée et définie par
I’accumulation d’acides gras sous forme de triglycérides dans le cytoplasme des hépatocytes,
se traduisant le plus souvent par de larges vacuoles refoulant le noyau en périphérie. Un foie

Stéatose contient plus de 50% de lipides (Hougaard et al., 2010).
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< Nécrose

La nécrose (mode de mort cellulaire régulée) est un processus dégénératif qui intervient
dans des cellules ayant subi des dommages physiques, chimiques ou osmotiques. La nécrose
hépatique implique la mort des hépatocytes, elle peut étre focale (Centro lobulaire médiane,
ou périphérique) ou généralisée : ¢’est la plupart du temps une lésion aigue (mort cellulaire ou

tissulaire) (Chuto et Chaumet, 2009).
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Figure 6. Schéma représentatif de foie (Faouzi et al., 2014).
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I. Matériel et méthodes
1. Matériel
1.1. Matériel biologique

Les expérimentations ont été effectuées au niveau de laboratoire de 1’université Larbi
Tébessi de Tébessa sur 30 rats blancs males de la souche Wistar, provenant de I’institut
Pasteur (Centre d’élevages El Koubba, Alger). Les rats utilisée sont des rats males Wistar
agés de neuf semaines et ayant un poids corporel entre 200 et 250 g. Ce sont des mammiféres
de I’ordre des rongeurs, largement utilisés dans les recherches scientifiques.

Matériel chimique
Dans ce travail, nous avons utilisé :
- Produit d’oxyde d’ Aluminium pour le traitement des rats sous forme solution avec 1’eau
distillé a deux dose de 5 mg/kg/jour et 50 mg/kg/jour pour le traitement du rats.
2. Méthode
2.1. Lotissement et traitement
a. Lotissement
Notre expérience est divisée en 3 lots les suivants
Lot n°1 : contient 10 rats comme témoin ne subit aucun traitement
Lot n°2 : contient 10 rats traités par Al.Oz en raison de 5 mg/Kg par voie orale
Lot n°3 : contient 10 rats traités par Al.Ozen raison 50 ml/Kg par voie orale
Traitement
Le traitement de notre expérimentation se déroule comme suivante : Apres la période
d’adaptation nous avons commencé le traitement. Nous pesons les rats chaque jour car ils ont

traité selon leurs poids par voie orale a I’aide d’une micropipette variable de 100 a 1000 pl.
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Figure 07. Mode de Traitement des rats
b-Mesure du poids

La mesure de poids est effectuée sur les rats tous les jours d’une fagon régulieére pendant
la durée d’¢levage, soit au cours d’adaptation ou traitement (avant le traitement) a I’aide de

balance électronique.

Figure 08. Mesure du poids des rats dans laboratoire

2.2. Sacrifice et prélévement d’organes

Apres 40 jours de traitement les rats de3 lots ont été sacrifiés, les foies ont été rapidement
prelevés apreés la dissection et rincés dans une solution de chlorure de sodium (NaCl) a 0,9%
puis pesées et conservées a température (-20°C), pour les dosages des différents parameétres .
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Figure 09. Le sacrifice de rat

Les rats sacrifiés ont été pesés puis ouverts centralement pour le prélevement des foies
(figure09).

Figure 10. Prélévement des foies
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[

30 Rats Wistar

Apres 30 jours d’adaptation

10 rats
Témoin

10 rats traités par
(NPs- AL203)

10 rats traités par
(NPs- AL203)
50 mg/Kg
pendant 40 jr

5 mg/Kg
pendant 40 jr

Préelévement du sang

] { Extraction des foies ]

Parameétre biochimie:

-

v TGO(ASAT)
v TGP(ALAT)

J

Métabolites Bio marqueurs enzymatiques
N\ [ )
- Glucides - MDA
- Lipides _ GST
- Protéines
\_ /. J

Figurell. Schéma récapitulatif du protocole expérimental
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3. Méthodes de dosages des paramétres biochimiques
3.1. Parametres métaboliques
3.1.1. Extraction et dosage des métabolites

L'extraction des différents métabolites a été réalisée le procédé de (Shibko et al.,
1966).et les principales étapes sont résumées dans la (figure 22) Les échantillons témoins et
traités sont broyés a I’aide d’un broyeur magnétique dans 1’acide trichloracétique (TCA) a
20% (200 mg d’organe 1ml de TCA). Aprés une premiere centrifugation (5000 tours/min,
pendant 10min), le surnageant | obtenu est utilisé pour le dosage des glucides totaux selon la
méthode de (Dubois, 1956).Au culot I, on ajoute 1 ml de mélange éther/chloroforme (1V/1V)
et apres une seconde centrifugation (5000 tours/mn, pendant 10mn), on obtient le surnageant
Il et le culot 11, le surnagent Il sera utilisé pour le dosage des lipides (Goldsworthy et al.,
1972). et le culot 1, dissout dans la NaOH (0,1 N), servira au dosage des protéines, selon
(Bradford, 1976).
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1ml de TCA a (20%)
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tours/min pendant 10min
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Chauffer 80°C (10 min) ‘

Culott |

v

1 ml ether/ chloroforme (1V/1V)
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lipides
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D.0 3595
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Dosage des
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Figure 12. Méthodes d'extraction et dosage des principaux constituants

biochimiques (glucides, lipides, protéines.)

31



Partie Pratique

3.2. Méthodes de dosage
3.2.1. Dosage des glucides totaux

Le dosage des glucides a été réalisé selon la méthode de (Dubois, 1956). Cette méthode
utilise I’anthrone comme réactif (150 mg d’anthrone, 75 ml d’acide sulfurique et 25ml d’eau

distillée) et une solution mére de glucose (1g/l) comme standard, La méthode consiste a :

e Additionner a une fraction aliquote de 100 ul du surnageant contenu dans un tube a essai
des différents échantillons, 4 ml de réactif d'anthrone.

e Chauffer le mélange dans un bain marie a 80 °C pendant 10 min, une coloration verte se
développe dont l'intensité est proportionnelle a la quantité de glucide présente dans
1’échantillon.

e La lecture de I'absorbance est faite a une longueur d'onde de 620 nm.

3.2.2. Dosage des lipides totaux

Les lipides totaux ont été déterminés selon la méthode de (Goldsworthy et al., 1972).
Utilisant le réactif sulfo-phospho-vanillinique (0,38g de vanilline, 195ml d’acide ortho-
phosphorique a 85% et 55 ml d’eau distillée) et une solution mére de lipides (2,5mg/ml)

comme standard.

e Additionné 1 ml d'acide sulfurique (98%), apres agitation, les tubes sont chauffés un bain
marie (100°C pendant 10 min); de chaque tube 200 pl sont ensuite prélevés et il est ajouté
2,5 ml de réactif ;

e Les absorbances ont été lues aprés 30 min d'obscurité a une longueur d’onde de 530 nm.

3.2.3. Dosage de protéines totales

Le dosage des protéines est effectué selon la méthode de (Bradford, 1976). Qui utilise le
bleu brillant de coomassie (BBC) comme réactif. Celui-ci révéle la présence des protéines en
les colorants en bleu. Et (B.S.A) comme standard. La gamme d’étalonnage a été réalisée a
partir d’une solution mére d'albumine de sérum de beeuf (BSA). (1 mg/ml) et le B.B.C

(conservation environ 21 jours a 4°C) qui se prepare comme sulit:
e 100 mg de BBC + 50 ml d’éthanol Agitation pendant deux heures;
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e 100 ml d’acide ortho-phosphorique sont alors ajoutés et le tout est complété a 1000 ml
avec de 1’eau distillée;
e Le dosage des protéines a été effectué dans une fraction aliquote (100 ml);

e Les absorbances ont été lues au spectrophotométre a une longueur d’onde de 595 nm.

4. Parametres du stress oxydative
Qui comprend des paramétres enzymatiques et non enzymatiques.
4.1. Bio marqueurs non enzymatiques

a. Dosage du Malondialdéhyde (MDA)

Le MDA est I’'un des produits terminaux formés lors de la décomposition des acides gras
polyinsaturés (PUFA) méditées par les radicaux libres.
- Principe

Les malondialdéhydes (MDA) sont dosé selon la méthode de (Esterbauer et al., 1992).
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.

- 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 pul de solution TCA-BHT (TCA 20%, BHT 1%);

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

Prélever 400 ul 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;

V V.V V V V V V V V

Lire La densité optique a A =530 nm.
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L’absorbance est directement proportionnelle a la quantité de MDA formé, donnant ainsi
une évaluation preécise des lipides peroxydes. La concentration du MDA est calculée selon la
loi de Beer-Lambert (DO =E.C.L):

DO x 10°
eXLXxXXFd

(€] (nmold i ) B
c mg eprotiénes | =

C : la concentration en nmole /mg de protéines.

DO : densité optique lue a 530 nm.
E: Coefficient d’extinction molaire du MDA = 1,56.10° M-/cm.

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

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

F.d : Facteur de dilution (Fd = 0.2083).

4.2. Biomarqueurs enzymatiques

a. Dosage de D’activité de glutathion S-Transférase (GST)

Les glutathion S-transférases appartiennent a une famille d’enzyme multifonctionnelle
essentiellement cytosolique, impliqués dans le transport et la biosynthése intracellulaire, elles
catalysent des réactions de conjugaison entre un peptide endogéne, le glutathion, et des
molécules réactives comportant des sites électrophiles.

La mesure de D’activité de glutathion S-Transférase (GST) est déterminée selon la
méthode de Habig et al. (1974), elle mesure la cinétique de formation entre un substrat
modele, le chlorodinitrobenzene (C-DNB) et le glutathion ; Elle est basée sur la réaction de
conjugaison entre la GST et un substrat, le CDNB (1-Chloro2, 4 di nitrobenzéne) en d’un

cofacteur le glutathion (GST), la conjugaison entraine la formation d’une molécule novelle.

1-S-Glutathionyle 2-4Di nitrobenzeéne permettant de mesurer 1’activité de GST selon la

réaction suivante:
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Cl

/T‘k/ NO2z

GST
GST + —_— = O2N - SG+Cl1+H

T~
\‘%’ ~NO2
NO2

La valeur de la densité optique mesurée est directement proportionnelle a la quantité de

conjugué formé elle-méme liée a I’intensité de 1’activité GST.

Pour cela, nous avons procédés aux étapes suivantes:

Homogénéisation par 1 ml de tampon phosphate (0.1 M, pH 06).

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

Le dosage consiste a faire réagir 200ul du surnageant avec 1.2 ml du mélange CDNB
(ImM), GSH (5mM) [20.26 mg CDNB, 153.65mg GSH, 1 ml éthanol, 100 ml tampon
phosphate (0.1 M, pH 06)].

La lecture des absorbances est effectuée pendant une minute et chaque 15 secondes a
une longueur d’onde de 340 nm contre un blanc contenant 200 pl d’eau distillée
remplacant la quantité de surnageant.

La lecture de I’absorbance se fait a 340 nm apres 30 s enintervallede3 min. La

concentration de la GST est obtenue par la formule suivante :

(DO échant/min — DO blanc/min)

GST(nmol GST/min/mg protéine) = -
9,6 x mg de protéine

ADO échantillon — ADO blanc : moyenne des DO des échantillons par minute —
moyenne des DO des Blancs par minute.
&: Coefficient d’extinction moléculaire du C-DNB, € C-DNB=9.6 mM-1.cm-1

L: Trajet optique de la cuve =1cm.
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5. Méthode d’étude biochimique

5.1. Dosage des transaminases

Les transaminases sont des enzymes contenues essentiellement dans le foie et les muscles,

mais aussi les reins et le cceur.

5.1.1

TGO

Est une enzyme localisée essentiellement dans les cellules des muscles striés (muscles

squelettiques et cardiaques), dans I’hépatocyte et 1’érythrocyte.

v Principe selon le Spinreact

Aspartate aminotransférase (AST) formellement appeler le glutamate oxaloacétate
(GOT) catalyse le transfert réversible d'un groupe amino de l'aspartate pour former
cétoglutarate et le glutamate oxaloacétate. L'oxaloacétate est réduit en malate par la
malate déshydrogénase (MDH) et NADH:

Aspartate + o-Ketoglutarate AST  Glutamate + Oxalacetate
 e—

Oxalacetate + NADH + H" MDH Malate + NAD*
 —

Le taux de diminution de la concentration de NADH, mesurée par photométrie, est

proportionnelle a la catalytique d'AST présente dans I'échantillon.

v

Mode opératoire

Le prélévement du sang pour le dosage du TGO s’effectue dans des tubes secs.

v
v

On prend trois tubes ;
On met 1000 pl du réactif 1 (R1) dans chaque tube ;
On met 100 pl de la solution du standard dans le tube 2, 100 pl du sérum dans le tube
3 et le tube 1 est un blanc.
La lecture

On fait la lecture de la densité optique a 1’aide d’un spectrophotométre a longueur
d’onde de 340 nm.

Calculs

AA/min 1750 = U/L de AST
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v Principe selon le Spinreact
Alanine aminotransférase (ALT) Glutamate pyruvate transaminase (GPT) catalyse
le transfert réversible d'un groupe amino avec alanine pour former glutamate et

pyruvate. Le pyruvate produit est réduit en lactate par lactate déshydrogénase (LDH)

et NADH:
ALT
Alanine + a-Ketoglutarate ———— >>glutamate + Pyruvate
LDH

Pyruvate + NADH + H* T———— > actate + NAD"

Le taux de diminution de la concentration de NADH, mesurée par photométrie, est

proportionnelle a la catalytique d'ALT présente dans I'échantillon.

v" Mode opératoire
Le prélevement du sang pour le dosage du TGO s’effectue dans des tubes secs. On

prend trois tubes :

v/ On met 1000 pl du réactif 1 (R1) dans chaque tube ;

v/ On met 100 pl de la solution du standard dans le tube 2, 100 ul du sérum dans le tube
3 et le tube 1 est un blanc.

v Lalecture

v' On fait la lecture de la densité optique a I’aide d’un spectrophotométre a longueur
D’onde de 340 nm (Young, 1995).

v" Calculs :

AA/min. 1750 = U/L de ALT

e Etude statistique

- Ces calcules ont été effectués a 1’aide de logiciel MINITAB d’analyse et de traitement
statistique des donnés ( version 17.01)

- Les résultats obtenus sont traités sous la forme de (moyenne * écartype) et ensuitesont
représenté en des graphes a I’aide de Microsoft office Excel 2010.
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> La valeur trouvée par le calcul du test peut affirmer que les populations sont
différentes avec un risque d’erreur p tel que :
* p>0.05 = la différence n’est pas significative ns

* 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***
-Nous avons déterminé, grace aux statistiques élémentaire ; les paramétres statistiques pour
chaque lot expérimental. Les données ont été analysées par I’analyse de la variance a un

critére de classification (ANOVA)
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6. Résultats
6.1 Parametres de croissance

6.1.1 Action du Al203 5mg/kg et Al20350mg/kg et sur la croissance corporelle chez les

rats traités pendant 40 jours.

Nos résultats montrent une augmentation tres hautement significative de poids
corporels chez le lot traité par 1’Al,O3 5mg/kg et on enregistre une diminution non

significative de poids corporel chez le groupe traité par 1’Al,O3 50 mg/kg comparant aux rats

témoins.
Lots expérimental Témoin Al203 (5mg/kg) Al203 (50mg/kg)
*k*k
Poids corporelle (g) | 159.58+0 .40 177.43+1 .66 156 .87+3.17
* : Différence significative comparant au témoin (P < 0.05).
** . Différence hautement significative comparant au témoin (P < 0.01).
*** - Différence tres hautement significative comparant au témoin (P <0.001).
P : Seuil de signification.

Tableau02. Gain du poids corporel (PC) chez les différents groupes traités et témoin durant

40 jours

200 * % %

180 - %
160 -
140 -
120 -
100 -
80
60 -
40 -
20 -

poids corporelle (g)

Témoin Al203 5mg/kg Al203 50mg/kg

Lots expérimentaux

Figure 13. Gain du poids corporel (PC) chez les différents groupes traités et témoin

durant 40 jours.
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6.1.2. Action d’Al203 5mg/kg et L’Al203 50mg/kg et sur le poids relatifs du foie pendant
40 jours

Nous avons suivi I’évolution des poids absolus (PA) et relatifs (PR) du foie chez les

rats témoins et les rats traités par le Al;Oz.

Les résultats obtenus montrent qu’il y a une diminution trés hautement significative du
poids relatif de foie (-0.2%) chez le groupe traité par L’ Al.0350mg/kg a 145 g poids corporel
comparant au groupe témoin, Tandis que, on enregistre une diminution hautement
significative (-0.01%) chez le groupe traité parL’Al.O35mg/kg comparant au groupe témoin
(Tableau 03; figure 14)..

Lots expérimental

Témoin Al203 5mg/kg Al203 50mg/kg
poids relatifs de foie *x Hxk
(%) 3.50+0.007 3.49+0.008 3.31+0.004

Tableau 03. Variation de poids relatif du foie chez les rats témoins et traités aprés 40
jours de traitement.

3.55 ~
*%

3.5 -
3.45 -
3.4 -

3.35 - * ok x

Poids relative de foie(%)

3.25 A

3.2 T )
témoin AlI203 5mg/kg AlI203 50mg/kg

Lots expérimentaux
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Figure 14. Evolution de poids relatif du foie (PRf) chez les rats témoins et traités apres 40
jours de traitement.

6.2 Effet du I’Al203 sur les paramétres biochimiques dans le foie chez les rats
6.2.1 Effet sur le taux des glucides

Les résultats obtenus montrent une augmentation de la teneur hépatique en glucide avec
une différence trés hautement significative (p < 0,001) chez les rats traités par 1’Al>O3
(50mg/kg) et d’une fagon hautement Significative chez le lot traité par I’ Al,03 (50mg/kg)par

rapport au témoin.

Lots expérimental
Témoin Al203 (5mg/kg) Al203 (50mg/kg)
Glucide (ng/g) *x ki
13.12+0 .34 17.45+0.28 20.58+0.55
* : Différence significative comparant au témoin (P < 0.05).

** : Différence hautement significative comparant au témoin (P < 0.01).
**x . Différence trés hautement significative comparant au témoin (P <0.001).
P : Seuil de signification.

Tableau 04. Variation de taux des glucides hépatiques chez les différents lots expérimentaux.

25 1 *ok K
%k %k

o 20 -
~
0
= 15 -
3
5 10 -
=
O 5 -

0 — T T 1

Témoin Al203 5mg/kg Al203 50mg/kg
Lots expérimentaux

Figure 15. Variation du taux des Glucide (ug/g) chez les rats témoins et traités apres 40

jours de traitement.
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6.2.2 Effet sur le taux des lipides

Nous remarquons que le taux des lipides dans les lots traités par 1’Al>Os (5mg/kg) a
diminué¢ d’une fagon significative par rapport aux lots témoins ; et nous remarquons une

diminution tres hautement significative chez les lots traités par 1’ Al>Oz (50mg/kg) par rapport

au témoin.

Lots

expérimental Témoin Al203 (5mg/kg) Al203 (50mg/kg)

Lipides (ng/ml) 15 .51+0.05 * il
13.52+0.64 8.58+0.62

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

** : Différence hautement significative comparant au témoin (P < 0.01).
**x . Différence trés hautement significative comparant au témoin (P <0.001).
P : Seuil de signification.

Tableau 05. Variation de taux des lipides hépatiques chez les rats dans les différents lots

experimentaux.

18 -
16 -
14 -
12 -
10 -

* k¥

Lipide (ug/g)

O N b O
1

Témoin Al203 5mg/kg Al203 50mg/kg
Lots expérimentaux

Figure 16. Variation de la teneur hépatique en lipide chez les rats témoins et traité par

’Al>Os.
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6.2.3 Effet sur le taux des protéines

Les résultats présentés dans la figure 17 et le tableau 06 montrent que le taux des
protéines hépatique des lots traités avec I’Al2Oz (50mg/kg) a augmenté d’une fagon tres
hautement significative par rapport au témoin et nous remarquons une augmentation

hautement significative chez les lots traités par 1’ Al,O3 (5mg/kg) par rapport aux témoins.

Lots

experimental Témoin Al203 (5mg/kg) Al203 (50mg/kg)
** **%

Proteines (mg/g) 1.77+0,01 2.20+0,01 2.56+0,024

* . Difference significative comparant au témoin (P < 0.05).

** . Différence hautement significative comparant au témoin (P < 0.01).
*** . Différence tres hautement significative comparant au témoin (P <0.001).
P : Seuil de signification.

Tableau 06. Variation des taux de protéine hépatique des rats dans les différents lots

expérimentaux.

3 -
% %k k

. 2.5 -
=
ob 2 -
E
0 1.5 -
e
o 11
)
e 05 -
a

0 .

Témoin Al203 5mg/kg Al203 50mg/kg
Lots expérimentaux

Figure 17. Variation des taux de protéine hépatique chez les rats témoins et traités aprées

40 jours de traitement.
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6.3 Effet dul’AL2Ossur les parameétres du stress oxydatif dans le foie chez les rats
6.3.1 Effet sur le taux de malondialdéhyde (MDA)

D’apres les résultats présentés dans la figure 18 et tableau 07.0n observe une
augmentation trés hautement significative (P=0.000) du taux de MDA hépatique chez les rats
traité par 1I’Al>03 (50mg/kg)et une augmentation hautement significative chez les rats traité

par I’ Al2O3(5mg/kg)par rapport aux témoins.

Lots

expérimental | Témoin Al203 (5mg/kg) Al203 (50mg/kg)
M DA ** **k*
(pmol/mg  de 1.47+0,05 2.20+0,07 4.94+0,11
protéine)

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

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

*** - Différence tres hautement significative comparant au témoin (P <0.001).

P : Seuil de signification.

Tableau 07. Taux de MDA hépatique des rats dans les différents groupes expérimentaux.

* k%

MDA (1umol/mg) protéine

Témoin Al203 5mg/kg Al203 50mg/kg

Lots expérimentaux

Figure 18. Variation du taux de MDA hépatique (umol/mg de protéine) chez les rats

témoins et traités apres 40 jours.
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6.3.2 Effet sur les variations de I’activité GST (Glutathion —S-transférase)

Nos résultats montrent une augmentation trés hautement significative (p<0.001) de
I’activité GST chez le lot traité par 1’AL.O3 (50mg/kg) et une augmentation hautement
significative de ’activité GST chez le lot traité par 1’ Al.O3 (5mg/kg) par rapport aux témoins..

Lots Témoin AL20s3 (5mg/kg) AL203 (50mg/kg)
expérimental

GST (umol /min ** Fhx

/mg de protéine) 0.00407+0.0001 0.0051+0,0001 0.0062+0.0001
* : Différence significative comparant au témoin (P < 0.05).

** : Différence hautement significative comparant au témoin (P < 0.01).
**x . Différence trés hautement significative comparant au témoin (P <0.001).
P : Seuil de signification.

Tableau 08. Activité enzymatique de GST hépatique des rats dans les différents groupes

expérimentaux.

0.007 * &k

0.006

0.005

0.004
0.003
0.002
0.001

Témoin Al203 5mg/kg Al203 50mg/kg

Activité de GST (umol / m in/mg de protéine)

Lots expérimentaux

Figure 19. Activité enzymatique de GST hépatique chez les rats témoins et traités apres
40 jours de traitement.
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6.3.3 Variation du taux du TGO (UI/l) traités par I’ (Al203-NPs) et témoin

Nos resultats signalent une augmentation de taux de TGO (UI/I).Chez les lots traités par

I’ Al>O3 par rapport aux témoins.

Lot expérimental Témoin Al203 (5mg/kg) Al203 (50mg/kg)

Taux du TGO (UI/l) 77 £ 5431 81.8 +2.280 98 + 1.870

Tableau 09 .Variation de le taux de TGO dans les différents lots expérimentaux (m= 3, n=5).

120

100

80

60 -

40 -

20 A

Taux du TGO (UI/l)

Témoin Al203 5mg/kg Al203 50mg/kg

Lots expérimentaux

Figure 20. Les effets du 1’ Al203-NPs sur la concentration du taux de TGO.
6.3.4 Variation du taux du TGP (UI/l) traités par le (I’Al203-NPs)

Nos résultats signalent une augmentation significative du taux de TGP (UI/I).Chez les lots

traités par 1’ Al>O3 par rapport aux témoins.

Lot expérimental Témoin Al203 5mg/kg) Al203 50mg/kg

Taux du TGP (UlI/l) 25.9 * 2.355 31 £ 1 33 £ 0.790
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Tableau 10. Variation du taux de TGP dans les différents lots expérimentaux (m= 8, n=5).

40
35
30
25
20
15
10

Taux du TGp (UI/1)

Témoin

AlI203 5mg/kg

Lots expérimentaux

Al203 50mg/kg

Figure 21. Les effets du 1’Al>O3-NPs sur la concentration de le taux de TGP.
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7. Discussion

Les nanoparticules ont des caractéristiques chimiques et physiques trés spécifiques de
taille, de forme qui facilite ces 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 étres 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).

L’évaluation des effets néfastes de I’aluminium est réalisée en mesurant les parametres

biochimiques. (Kowalczyk et al., 2004).

Le foie est un des organes cibles et un site important d’accumulation des nanoparticules

(Cherukuri et al., 2006).

En fait, le stress oxydant est le résultat des processus de multi-étapes causant par un
déséquilibre dans la balance entre les pro-oxydants et les antioxydants (enzymatique et non
enzymatique) et menant aux dommages tissulaires conduisant en premier lieu a de

nombreuses maladies et finalement a 1’apoptose (Lee Y.J et al., 2016).

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

nanoparticules d’Al>Os entraine une hépato toxicité.

7.1. Effet des nanoparticules d’oxyde d’aluminium (Al203) sur les paramétres de

croissance
7.1.1 Action d’oxyde d’aluminium (Al203) sur la croissance corporelle chez les rats

Notre étude est réalisée par une expérimentation sur les rats pour voir [effet
d’Al,Oscomme agent stressant, notre expérimentation suggere que 1’administration d’Al>Os a
faible dose Al,O3 5mg/kg montre une augmentation trés hautement significative (+18,7) de
poids corporels par rapport au groupe témoin, y compris que l'inhibition de la croissance
dépendant de la concentration et le temps de croissance ; Mais on observe une diminution non

significative de poids corporel chez le groupe traité par 1’Al.O3 50 mg/kg comparant aux rats
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témoins, qui se coincide avec les résultats de (Berroukche et al., 2014). qui ont montré

que I’exposition des rats au Cd a induit une diminution significative de leur poids corporel.

D'autres études ont également montré que le traitement par AICIs a enregistré une
diminution significative du gain de poids corporel, de la prise alimentaire et du ratio
d'efficacité alimentaire% du groupe + ve par rapport au groupe témoin sain. A cet égard,
Domingo (1987) a trouvé une diminution significative du gain de poids corporel associée a
une diminution de la consommation alimentaire a 260 mg d'aluminium par kg de poids

corporel par jour.
7.1.2 Action d’Al2Ossur le poids relatifs du foie

Les résultats obtenus montrent qu’il y a une diminution trés hautement significative du
poids relatif de foie(-0.2%) chez le groupe traité par le Al,03 50 mg/kg et une diminution
hautement significative du poids relatif de foie(-0.2%) chez le groupe traité par
leAl,035mg/kg comparant au groupe témoin cette diminution est probablement due a la
dégradation des cellules hépatiques et 1’activation de I’excrétion des lipides ceci est confirmé
par (Jinyuan et al., 2011). qui montre qu'il existe des effets néfastes évidents pour le poisson-
zebre, y compris l'inhibition de la croissance dépendant de la concentration et le temps de
croissance et de diminuer le ratio du poids du foie du poisson zébre par I’effet de

nanoparticules de dioxyde de titane.

Et aussi les travaux de (Carlson et al., 2008). Qui ont trouvé que les nanoparticules TiO>
augmentent la libération des molécules réactives d'oxygeéne et provoquent 1’oxydation accrue

des protéines qui causent la mort cellulaire ou réduisant ainsi les cellules.

7.2. Effet des nanoparticules d’oxyde d’aluminium (Al203) sur les métabolites au niveau

du foie.

7.2.1 Effet sur le teneur des lipides

Nos résultats révelent une diminution des lipides hépatiques chez les rats traités par
I’Al2O3 par rapport aux témoins, cette diminution peut s’expliquer par la dégradation des
lipides hépatiques par I’activation de la peroxydation lipidique, cette voie stimulé par des
radicaux libres en cas de stress oxydative générée par 1’oxyde d’aluminium (Al2O3)notre
résultat confirmé par le résultat de dosage du MDA dans le foie (augmentation tres hautement

significative) chez le groupe traité par ’oxyde d’aluminium (Al2O3) et cela a été démontré
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par celui de (Grara, 2011). qui a rapporté la diminution du taux de lipide en fonction des
concentrations croissantes de cadmium. Selon (Aurousseau, 2002). Les radicaux oxygénés

libres sont toxiques via la dégradation des lipides.
7.2.2 Effet sur le teneur des protéines

L’analyse des résultats a montré une augmentation hautement significative des protéines
hépatiques chez les rats traités par 1’oxyde d’aluminium (Al20s 50mg/kg) Et une
augmentation hautement significative chez les rats traités par 1’Al.O3 5mg/kg par rapport aux

témoins.

On peut expliquer cette augmentation par le fait que I’oxyde d’aluminium a stimule
I’apparition des protéines de stress (ou protéines de résistances). Ou ils peuvent agir avec les
groupements thiols (-SH) des protéines hépatiques et réduit le métabolisme de ces substances,

donc favorisé le stockage pour la deuxieme voie de métabolisme.

Aussi notre hypothése est que 1’augmentation du taux de protéines totales pourrait étre liée
au déclenchement du processus de détoxication mis en jeu par ce systeme de régulation qui se
compose d’enzyme, des protéines et de molécules anti oxydantes (Nzengue, 2008). Ce qui
concorde a ceux de (Marisela et al., 2003). et (Aounallahet, 2015). qui ont trouvé une
augmentation du taux des protéines et avec les études de (Nzengue Y. 2008). quiont exposé
les rats wistar a trois doses par des nanoparticules dioxyde de titane (TiO2) et ZnO par
inhalation, qui ont montré une augmentation par rapport au témoin. Et qui est en concorde
aussi avec les travaux de (Oberdorster et jodi, 1994). Qui ont mis en évidence une
augmentation tres hautement significative du taux de protéines totales sous I’effet d’un stress

chimique chez des modeles biologiques différents (tétards, protistes ciliés, lapins).
7.2.3 Effet sur le teneur des glucides

Les glucides sont présents dans I’organisme sous différentes formes, la forme la plus
courante est le glucose, obtenu a partir des sucres simples ou complexes apportés par
I’alimentation, ils servent de carburant rapidement utilisable par les organes (Esterbauer et
al., 1992). De plus, les glucides sont une source primaire et immédiate d'énergie (Albert et
al., 1986).

50



Partie Pratique

Les résultats obtenus montrent une augmentation de la teneur hépatique en glucide avec
une différence trés hautement significative (P <0.001) chez les rats traités par 1’oxyde
d’aluminium par rapport au témoin, qui est en concorde avec les travaux de (Aounallahet,
2015). Qui ont trouvé une augmentation tres hautement significative de taux des glucides
hépatiques chez les rats traités expliqué par I’effet inhibiteur de cadmium sur I’activité

enzymatique.

On peut expliquer cette augmentation par 1’inhibition enzymatique provoquee par le
I’oxyde d’aluminium qui se traduit par une préservation de 1’énergie. Dans les conditions de
stress, les réserves de glucides sont épuisées pour satisfaire les demandes énergétiques. Ces
résultats rejoignent ceux (EI-Wakil et Radwan, 1991).

Cette augmentation est probablement justifiée aussi par I’effet direct sur 1’Hexokinase,
enzyme responsable de la phosphorylation du glucose en glucose 6-phosphate et le
déclenchement du métabolisme du glucose, est une enzyme principale chez les mammiféres.
Les iso enzymes de ’hexokinase existent chez tous les groupes du régne animal ; chez la
moule marine du genre Mytilus, 'activité de I’hexokinase et son role clé dans le métabolisme

du glucose ont été identifiés dans différents tissus (Canesi et al., 1998).

7.3. Effet des nanoparticules d’oxyde d’aluminium (Al203) sur les parametres du stress

oxydant dans le foie chez les rats
7.3.1 Effet sur le taux de malondialdéhyde (MDA)

Une production excessive de ROS brise I'équilibre du systéme oxydant / antioxydant,
entrainant une peroxydation lipidique et une apoptose cellulaire. Ce processus peut contribuer
a une diminution de Il'activité des enzymes antioxydants telles que la SOD, la CAT et GSH-
Px, ainsi que des antioxydants non enzymatiques comme le glutathion (GSH) (Liu et al.,
2010).

Le MDA est un marqueur généré secondairement apres la peroxydation lipidique
provoquée par une altération de la membrane plasmique a travers 1’attaque des acides gras
polyinsaturés. Cette lipopéroxydation membranaire semble dépendre de I'organe qui accumule
plus de métal (Ferrat et al., 2003).
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La peroxydation lipidique est suivie d’un changement structural des membranes
biologiques (Bebianno et al., 2005). Ou d’autres éléments contenant des lipides (Al-Mutairi

et al., 2007).

D’apres les résultats présentés. On observe une augmentation trés hautement significative
(P=0.000) du taux de MDA hépatique chez les rats traités par I’oxyde d’aluminium (Al203),
cette derniere est en accord avec (Kehili et al., 2017). Qui montre que le cadmium provoque un
effet hépatotoxique ainsi qu’une perturbation du profil lipidique. Cette action pro-oxydante a
été montrée aussi par une augmentation du taux de MDA. Cette augmentation nous a
confirmé que I’oxyde d’aluminium (Al2O3)a altéré les contenus de la membrane plasmique

des hépatocytes en lipides confirmant ainsi le taux réduit des lipides dans nos résultat.

7.3.2Effet sur les variations de ’activité GST (Glutathion —S-transférase)

Le glutathion S-transférase (GST), joue un rdle important dans la désintoxication des
xénobiotiques et/ou dans la protection contre des métabolites nocifs (enzyme de la phase 2 de
la conjugaison) générés apres la dégradation des macromolécules comme la peroxydation

lipidique suite a leur exposition au stress oxydant (Jansen et al., 2005).

Nos résultats montrent une augmentation trés hautement significative (p<0.001) de
I’activité GST chez le lot traité par I’oxyde d’aluminium (Al2O3) par rapport aux témoins a
cause de I’induction enzymatique provoque, des études similaires (Saad et al., 2011). Ont
révélé une induction de la GST chez le rat par I’effet du stress oxydant induit par I’acétate de

plomb sur le systéme enzymatique du glutathion.

7.3.3 Variation du taux du TGP et TGP (UI/I) traités par le (I’Al203-NPs)

L'aluminium a le potentiel d'étre toxique pour les humains et les animaux. Il a été inclus
dans la liste prioritaire des substances dangereuses identifiées par I'Agence pour les

substances toxiques et le registre des maladies (Atsdr, 2007)

On a pu observer que les valeurs moyennes des enzymes sériques AST, ALT et ALP dans
le groupe témoin positif ont augmenté de maniere significative par rapport au groupe témoin

sain. A cet égard, des changements moléculaires tels que des dommages a I'ADN et la
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suppression ou I'expression de génes peuvent se produire dans les cellules hépatiques lorsque

I'animal modéle est exposé a des matieres toxiques (Burham, 2006).
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Conclusion

Dans ce travail expérimental ; I’administration d’oxyde d’aluminium (AL203) a deux doses

différentes (5mg/kg ,50mg/kg) du poids corporel, par gavage orale chez les rats males Wistar

pendant 40 jours de traitement. Et a en juger par les résultats obtenus a cette molécule de

nanoparticules d'oxyde d’aluminium négativement affecter la machine défensive de

I’organisme.

L'administration de I’oxyde d’aluminium (AL203) provoque:

Des perturbations au niveau des metabolites et les biomarqueures du stress oxydatif par :

v

AN N N N NN

Une diminution tres hautement significative du poids relatif de foie

Une augmentation trés hautement significative de taux de glucide hépatique.

Une diminution significative de taux de lipide hépatique.

Une augmentation trés hautement significative de taux de protéine hépatique.
Une augmentation trés hautement significative du taux de MDA dans le foie

Une augmentation trés hautement significative de I’activité GST

Une augmentation de taux de TGO et TGP.

Notres résultats montrent aussi :

Une perturbation du poids corporel pendant la période du traitement

> Augmentation trés hautement significative de poids corporels chez le lot traité par
1’ Al1,03 5mg/kg et une diminution non significative de poids corporel chez le

groupe traité par 1’A1203 50 mg/kg
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Annexes

1. Courbe d’étalonnage pour dosage des glucides

Tubes 2 £ 4 5 ¢
Solution mére (glucose) 2 L 6 8 1
(uh) 0 0 0 0 00
8 € 4 2
Eau distillé (ul) 00 O 0 0 0 (
Réactif d’anthrone (ml) 4 ¢ 4 4 ¢
S =0,0156239 R-carré = 99,7 % R-carré(ajust) = 99,6 %
8 T T T T T T T T T T

Tableau/Figure (A). Réalisation de courbe d’étalonnage pour le dosage des glucides
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2. Courbe d’étalonnage pour dosage des lipides

Tubes 1 2z : ¢ t 6

Solution meére de lipide (ul) 00 0 O O 00

Solvant éther/chloroforme 1 & ¢ ¢ 2
(uD) 600 0 0 O 0

a ™

Réactif SPV (ml) 55 5 5 5

C3 = 0,0282857 + 00019843 C2

S=00088407 Rcamé=837% Rcarélaust)=883%

02 =

03 —

Absorbance (530nm)

00 —

T T T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Quantité des IiAp-ides {ng/ml)

Tableau/Figure (B). Réalisation de courbe d’étalonnage pour le dosage des lipides
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3. Courbe d’étalonnage pour dosage des protéines

Tubes 1 4 6
( ‘ € 1
Solution meére de ul) 00 0 0O 0 00
1 ¢ 4
Eau distillé (ul) 00 0 0 0 O 0
Réactif BBC (ml) 4 ¢ 4 4

C1 =-0,135857 + 0,0083971 C2

$=0,128382 R-caré=882% R-carré(ajust) =853 %

08 —

06 —

02 —

00 —

Tableau/Figure (C). Réalisation de courbe d’étalonnage pour le dosage des protéines
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Matériel et réactif utilisée dans laboratoire :

» Grands matériels :

Spectrophotométre

Bain marie

Agitateur

Les tubes

Centrifugeuse

> Petits matériels :

Tube héparine

mmuuummulﬂm”

Micropipette

Support les ampoules tube de westergree




» Reéactifs :

TGOI/TGP
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