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RESUME

Autrefois, I’aluminium était considéré comme parfaitement anodin et personne n’avait songé
a etudier ses modalités de pénétration au sein de I’organisme ainsi que son comportement au

sein des organes.

Aujourd’hui, la toxicité de I’aluminium est bien établie chez I’animal de laboratoire ainsi que
chez les patients atteints d’insuffisance rénale, et un lien épidémiologique a effectivement été

démontré entre exposition a I’aluminium et maladies neurodégenératives.

Le but de cette étude est I’exploration du taux plasmatique de I’aluminium dans le cas de
I’insuffisance rénale chronique et de témoins, I’évaluation de I‘effet du métal chez I’animal

ainsi que son implication dans I’activité de certaines enzymes.

Chez les hémodialysés, I’aluminemie extrémement élevée aussi bien avant qu’apres dialyse,
est due au fait que le traitement de I’eau pour dialyse n’était pas adéquat, vu que I’osmoseur
inverse ne fonctionnait pas au moment et plusieurs mois avant que les prélevements ne soient
effectués. Environ la moitié des patients présentent des niveaux d’aluminium plus élevés
aprés la dialyse, ce qui est probablement di a I’ultrafiltration qui concentre les protéines
plasmatiques. Les témoins également montrent une aluminémie trés importante en raison de

I’eau de boisson et des habitudes alimentaires.

Concernant la spéciation de I’aluminium apres administration orale chronique et perfusion
intraveineuse, il s’est avéré que le dépdt au niveau des organes cibles dépend des espéces

chimiques utilisées et de la voie d’administration..

L’effet de I’action synergique de I’aluminium et du fer dans I’augmentation de la production
des radicaux libres exprimée en concentration de MDA ne laisse pas de doute sur la toxicité

potentielle de I’aluminium.

L’implication de I’aluminium dans I’activité de certaines enzymes met en évidence I’effet
activateur du métal sur I’activité de I’AChE et le puissant effet inhibiteur sur I’activité de la
DBH.

Au niveau histologique, les concentrations utilisées n’étaient pas suffisamment élevees pour

provoquer des dommages tissulaires.

Mots clés : Aluminium, dialyse, spéciation, rat, AChE, MDA, activité, radicaux libres, DBH,

souris.
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INTRODUCTION

INTRODUCTION GENERALE

| - L’ALUMINIUM DANS L’ENVIRONNEMENT

Constituant 8% de la cro(te terrestre, I’aluminium est enfermé dans les minéraux,
ce qui masque son statut de métal le plus abondant : c’est le troisieme élément qui
abonde aprés I’oxygéne et le silicium. Il se trouve uniquement sous forme
combinée comme oxyde dans la bauxite et aluminosilicates complexes comme les
micas et les feldspaths. En contraste avec son abondance dans la crodte terrestre, sa
concentration dans I’océan est au dessous de 1pg Aluminium par litre ; ce faible
taux pourrait étre d0 a I’accumulation de I’aluminium et de la silice par les
Diatomés [Hydes, 1977 et Stoffyn, 1979].

Dans les eaux de surface ou les eaux de source, et avant tout traitement de ces eaux,
I’aluminium est présent sous forme de micropoussiéres d’argiles insolubles en
suspension. Dans certaines régions, I’importance de ces particules donne a I’eau une
certaine turbidité rendant son aspect peu agréable a la consommation. La
clarification de ces eaux, obtenue par adjonction de sels d’aluminium solubles tel
I’alun, lui donne un aspect plus acceptable. Connues et utilisées depuis la plus haute
Antiquité, 3000 ans avant Jésus- Christ, en Chine, en Haute Egypte et en Grece, les
propriétés clarifiantes de I’alun d’aluminium sont toujours trés largement utilisées
actuellement par les services des eaux de la plupart des pays. En contrepartie, cette

eau devenue limpide contient alors de I’aluminium soluble.

La plupart des eaux naturelles contiennent des quantités insignifiantes d’aluminium
a I’exception de certaines régions volcaniques et de certaines sources. Tout AI**
libéré se dépose généralement dans le sédiment sous forme d’hydroxyde. Avec
I’arrivée des pluies acides, les ions métalliques comme I’aluminium, le mercure et

le plomb s’échappent du minéral et apparaissent dans les eaux douces. La
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concentration en AI** augmente rapidement dans les eaux claires des lacs & pH<6 ou

des quantités micromolaires peuvent se rencontrer [Jorgnsen & al., 1984] ; ce

qui cause plus de dégats chez les poissons qu’une augmentation de I’acidité, car ils

ne tolérent que des niveaux de |‘ordre du nanomole d’Al**.

Dans les lacs acides ayant une teneur élevée d’aluminium, il a été demontré que ce
dernier exerce une toxicité sur les poissons en interférant avec la fonction des
branchies dans le transport de I’eau et de I’oxygene [Driscoll & al., 1980]. Il a été
suggéré également que de fortes concentrations d’aluminium dans I’eau sont
toxiques pour les oiseaux, causent des défauts dans la formation du squelette et

altérent la reproduction de certains oiseaux marins [Nyholm, 1981].

Les plantes comme le thé, qui accumulent Al(I1l) méme en sols acides ou la
solubilité des composés d’aluminium est nettement augmentée, le détoxifient en le
stockant sous une forme chélatée dans les vacuoles des cellules des vieilles feuilles,

séparé des parties métaboliquement actives de la plante.

Certaines plantes préviennent la toxicité de | ‘aluminium par la formation de
mucilage par les racines qui chélate I’aluminium prévenant son absorption par les
racines [Horst, & al., 1982]. Chez les plantes, la toxicité de I’aluminium apparait
agir au niveau de la croissance et son accumulation est fonction de I’acidité du sol
qui influence sa biodisponibilité. Dans les plants de thé, il a été trouvé 3% d’Al(l1)
dans les vieilles feuilles et seulement 0.01% dans les jeunes, donc une différence de
300 fois [Matsumoto & al., 1976].

Une infusion typique de thé contient environ 50 fois plus d’Al(l11) qu’une infusion
de café. L’addition de lait au thé pourrait immobiliser AI(IIl) en phosphate
insoluble, tandis que I’addition de citron va fortement complexer AI(IIl) en un

dangereux complexe citraté [Martin, 1986 ].

La tétanie de I’herbe est une affection spasmodique aigue des muscles des
ruminants (généralement les femelles stressées par la lactation) qui broGtent dans

les paturages luxuriants d’un printemps précoce. Il en résulte une mort convulsive a
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moins qu’elle ne soit traitée. Ceci s’accompagne d’un faible taux de magnésium

dans I’herbe qui pousse et aussi dans le sérum, mais cette déficience ne suffit pas

pour produire cette condition. En 1971, il a été suggéré que cette tétanie pouvait étre
due a un niveau élevé d’Al(l11) et a un faible niveau de magnésium dans I’herbe de
fourrages; une cure d’engrais phosphatés avec un supplément de magnésium a éte

recommandee [Dennis, 1971].

L aluminium est également présent dans I’air sous forme d’aluminosilicates
associés a de la poussiere ; ceci est di a I’altération des roches d’aluminosilicates.
Les concentrations ont été estimées a 50-500 ng/m® dans les zones rurales et & 100-

5000 ng/m? dans les environnements urbains.

De I’aluminium est libéré dans I’environnement tant a la faveur de processus
naturels que d’activités humaines. 1l est présent sous une forme tres concentrée dans
les poussieres que produisent les exploitations miniéres et agricoles ainsi que dans
les particules produites par la combustion du charbon. Les silicates d’aluminium
(argiles), qui sont les constituants majeurs des sols, contribuent pour une large part
a la teneur des poussiéres en silicates. L apport d’aluminium a I’environnement
trouve beaucoup plus son origine dans les processus naturels que dans I’activité

humaine.

L’alimentation industrielle par le biais de ses additifs (colorants, anti-coagulants,
raffermissants ou encore levants) rend I’aluminium omniprésent a des doses supra-
physiologiques dans la plupart des aliments et augmente ainsi le taux d’aluminium
dans le sang de fagon spectaculaire. Il existe une contamination des aliments par
contact, c’est a dire que I’aluminium peut également s’introduire dans la nourriture

a partir des casseroles, des ustensiles de cuisine et des emballages .
I1- L’ALUMINIUM ET LE SYNDROME UREMIQUE

Grace a I’efficacité des barriéres cutanée, respiratoire et gastro-intestinale, la
rétention de I’aluminium par le corps humain est minimale. Néanmoins,

I’absorption respiratoire et gastro-intestinale de petites mais potentiellement
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dangereuses quantités d’aluminium peut se produire en présence de charges

excessives (Figure 1).

NORMAL RENAL FUNCTION END STAGE RENAL FAILURE
IM DIALYSIS

Sk

s
w
&l=contominated
dialysate (*5 ugsL)

URINAR NEGLIGIBLE
EXCRETION " URINARY
20-50 wg/da - EXCRETION

Figure 1. Métabolisme de I’aluminium en présence d’une fonction rénale normale

(gauche) et d’une insuffisance réenale au stade ultime (droite).

Une barriere gastro-intestinale efficace pourvoit le principal mécanisme protecteur
contre une accumulation d’aluminium. Jusqu’a présent, on croyait qu’aucune trace
d’aluminium n’était absorbée a partir de I’appareil digestif et que I’administration
orale de produits pharmaceutiques contenant des quantités massives d’aluminium
était inoffensive. Cependant, plusieurs études ont démontré qu’une petite mais non
négligeable fraction d’hydroxyde d’aluminium prise oralement était absorbée
[Gorsky & al., 1979 ; Greger & al., 1983]. Cette fraction devient importante si la
quantité totale d’aluminium prise oralement est grande, si la fraction absorbée est

augmentée et/ou si I’excrétion de I’aluminium est diminuée.
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La quantité totale d’hydroxyde d’aluminium administré oralement peut étre grande

(au dessus de 10 g /jour) chez les patients atteints d’insuffisance rénale chronique

sévere (dialysés ou non dialysés), qui souvent prennent de I’hydroxyde
d’aluminium comme ligand des phosphates en vue de réduire les taux de phosphates

plasmatiques.

Les facteurs qui modulent I’absorption intestinale d’aluminium n’ont pas été
complétement traces. Puisque le pH joue un r6le central dans la solubilité des
composés contenant I’aluminium, il est probable que I’absorption se produit dans le

milieu acide de I’estomac ou dans le duodénum proximal.

Il a été suggéré que I’hormone parathyroidienne (PTH) stimule I’absorption
d’aluminium & partir du tractus gastro-intestinal. Cependant, il n’est pas clair dans
des études réalisées sur les rats si c’est I’augmentation de I’absorption gastro-
intestinale ou la diminution de I’excrétion rénale qui etait responsable de
I’augmentation de la rétention de I’aluminium au niveau des organes cibles. En
effet, une stimulation de I’absorption de I’aluminium par la PTH est improbable,
puisqu’il a été trouvé que la parathyroidectomie n’avait aucun effet sur I’absorption
gastro-intestinale aussi bien chez les animaux urémiques que les témoins [Alfrey,
1985].

Il a été montré que la vitamine D accroit I’absorption de plusieurs éléments dont le
calcium, le plomb, le magnésium, le zinc, le strontium, le béryllium, le baryum, le
cadmium, le césium et le cobalt. Cependant, il n’est pas certain qu’elle augmente
I’absorption de I’aluminium [Alfrey, 1986]. En fait, les effets du calcitriol (1,25-
dihydroxyvitamine D) dépendent de la dose, des niveaux de calcium et de PTH et

du mode d’administration de I’aluminium.

Le type de composé d’aluminium peut aussi influencer I’absorption. Par exemple,
une prise orale d’aluminium phosphate n’entraine pas la méme augmentation
d’aluminium urinaire qu’une dose comparable d’hydroxyde ou de carbonate

d’aluminium.
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Il a été établi que, quand I’aluminium et le citrate sont combinés, le citrate accroit
considérablement I’absorption gastro-intestinale de I’aluminium [Partridge & al.,
1989 ; Yokel, 1994]. Une étude des constantes de stabilité peut expliquer
I’influence stimulatrice du citrate. De pH 2 a 5, le complexe neutre aluminium
citrate, qui est soluble, représente une importante fraction mole par dessus une large
gamme de concentrations totales de citrate dans le sang. Ainsi, dans un
environnement acide, la solubilisation du citrate peut entraver la précipitation de
I’aluminium en hydroxyde ou phosphate et peut étre responsable de I’augmentation

de I’absorption de I’aluminium.

Des études réalisées sur les rats ont montré que le citrate de sodium ainsi que le
citrate de calcium pouvaient accroitre cent fois I’absorption gastro-intestinale
d’aluminium. Chez les sujets urémiques, il a été observé wun risque
d’encéphalopathie induit par I’aluminium quand I’hydroxyde d’aluminium est
administré en association avec du citrate de sodium [Bakir & al., 1986] ou du citrate
de calcium [Flendrig & al., 1976]. En fait, plusieurs patients urémiques non dialysés
montrant une encéphalopathie provoquée par I’aluminium avaient recus de
I’aluminium oral en association avec des composeés citratés [Bakir & al., 1986]. Par
consequent, I’administration de citrate aux patients ayant une fonction rénale

déficiente devrait étre abandonnée.

L’aluminium contaminant le dialysat [Flendrig & al., 1976] et les solutions pour la
dialyse péritonéale, I’hémofiltration ou I’administration intraveineuse [D’Haese,
1988], circonvient les barrieres naturelles et peut présenter un danger encore plus
grand que celui causé par les prises orales d’aluminium. L’aluminium étant
fortement fixé aux protéines plasmatiques [Cochran & al., 1985], peut étre transféré
du dialysat contaminé ou des solutions d’hemofiltration au plasma contre un

gradient de concentration.
Chez les sujets ne présentant pas une exposition excessive a I‘aluminium et ayant

une fonction rénale normale, la charge totale du corps en aluminium a été estimée
aux environs de 30 mg [Alfrey, 1980a ; D’Haese, 1988].
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Chez ces sujets, les taux les plus élevés d’aluminium sont trouvés dans les poumons

(5-35 pg aluminium/g de tissu frais), suivi par les os (1-12 pg/g) et les muscles

squelettiques (1-4 pg/g). Le taux d’aluminium sanguin est inférieur a 2 pg/l. Par

conséquent, les muscles et les os comptent 40% et les poumons 12% de

I’aluminium total du corps [D’Haese, 1988].

Chez les patients en dialyse chronique une distribution différente d’aluminium est

observée (Figure 2).

Bl BONE
MUSCLE
LUNG
I LIVER

C_J OTHERS
Subject with normal
renal function

A
Dialysis patient
with moderate
B Al overload
Dialysis patient
with severe
C Al overioad

Figure 2. Distribution de I’aluminium dans le corps humain de :

A. personne a fonction rénale normale
B. patient dialysé avec surcharge modérée d’aluminium
C. patient dialysé avec surcharge sévére d’aluminium.

(Bone A Os ; Lung A Poumon ; Liver AFoie ; Others A Autres)
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Bien que les taux d’aluminium du cerveau et des muscles augmentent avec
I’augmentation de la durée de la dialyse [Alfrey & al., 1976], les os dépassent

largement les muscles squelettiques en tant qu’organe de stockage chez les patients

en stade final d’insuffisance rénale lesquels présentent un taux d’aluminium

hépatique prépondérant sur celui des poumons. Il a été suggéré que la séquestration
de I’aluminium dans les os protege le cerveau de sa toxicité [Alfrey & al., 1980b].

L’augmentation des taux d’aluminium chez les employés des industries de
fabrication ou de transformation d’aluminium est due a I’inhalation des poussieres
contenant I’aluminium. Il a été établi que, en insuffisance rénale, I’aluminium pris
oralement ainsi que celui entrant par voie sanguine peut s’accumuler dans le
squelette causant des maladies des os induites par I’aluminium ou dans le cerveau

aboutissant a la démence des dialysés.

Les reins paraissent étre la voie majeure d’excrétion de I’aluminium. En absence de
charges excessives, les reins paraissent étre capables d’éliminer tout I’aluminium
absorbé. Des études utilisant des techniques fiables de mesures d’aluminium, ont
montré des taux d’excréetion urinaire de I’ordre de 15-55 pg /jour [Gorsky & al.,
1979 et Greger & al., 1983]. Cependant, la clairance urinaire de I’aluminium est
seulement d’environ 5% du taux de la filtration urinaire [Alfrey, 1986]. Par
consequent, une accumulation d’aluminium peut se produire chez les sujets ayant
une fonction rénale normale recevant des charges excessives d’aluminium par voie
orale ou intraveineuse. Les patients ayant une fonction rénale déficiente, en
présence de charges excessives d’aluminium, sont incapables d’éliminer tout

I’aluminium absorbé.
I11- L’ALUMINIUM ET LES MALADIES NEURODEGENERATIVES

Alors que I’aluminium est I’un des éléments les plus abondants de la crodte terrestre
et qu’il est distribué de maniére ubiquitaire dans notre environnement, il
n’intervient dans aucune fonction biologique, biochimique ou métabolique connue.

Pendant longtemps I’aluminium était considéré comme anodin pour I’Homme
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[Sorenson & al., 1974]. Or, il y a quelques années, il a été démontré que

I’aluminium désorganisait une large variété de processus neurologiques [Ganrot,

1986] et qu’il représentait un danger potentiel pour le systeme nerveux [Crapper-
McLachlan & al., 1980 ; Feldman, 1982].

Aujourd’hui, I’aluminium est connu pour étre un puissant neurotoxique aussi bien
chez les animaux d’expérience que dans les affections humaines [Crapper-
McLachlan & al., 1980 ; Wills & al., 1983 ; Boegman & al.,1984 ; Ghetti & al.,
1985 ; Birchall & al., 1988 ; Lipman & al., 1988 et Flaten & al., 1996 ].

Il'y a plus d’un siécle, Siem et Dolken ont effectué les premieres études montrant la

neurotoxicité de I’aluminium chez les animaux d’expérience [Alfrey 1993].

Il a été rapporté qu’une inoculation intracérébrale d’aluminium phosphate chez les
lapins avait pour résultat une dégénérescence neurofibrillaire de « ressemblance
frappante » [Klatzo & al., 1965 ; Terry & al., 1965], avec les enchevétrements
neurofibrillaires de la maladie d’Alzheimer (MA), ouvrant de cette facon le debat
contentieux de I’implication de I’aluminium dans cette maladie. En 1973, f(t publié
le premier rapport concernant des concentrations élevées d’aluminium dans les
cerveaux de patients atteints de la MA. D’autres travaux ont mis l’accent sur
I’implication de I’aluminium dans I’étiologie de la MA [Martyn, & al., 1989 ;
Graves & al., 1990 ; Neri, 1991 et Forbes & al., 1995a].

La présence d’enchevétrements neurofibrillaires, de plaques séniles dans le cerveau
ainsi que des dépbts de plaques amyloides autour des vaisseaux sanguins cérébraux
sont caractéristiques des personnes atteintes de la MA [Crapper McLachlan & al.,
1991]. On signale un grand nombre d’enchevétrements neurofibrillaires dans les
régions du cerveau qui présentent des niveaux élevés d’aluminium. On a montré
que P’aluminium coexistait avec le silicium sous forme d’aluminosilicates dans le

noyau amyloide des plaques séniles et dans les enchevétrements neurofibrillaires du
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cerveau de personnes atteintes de la MA [Crapper McLachlan & al., 1991]. La

présence d’aluminium dans les noyaux des plagues a conduit a la théorie que

I’aluminium pourrait étre impliqué dans le déclenchement d’événements menant a
la formation de plaques et que le complexe d’aluminosilicate fournirait un point
d’appui pour la précipitation de protéines observée dans les plaques [Edwardson &
al., 1986].

Peu de temps apres I’introduction de la dialyse en tant que thérapie de routine chez
les insuffisants rénaux chroniques, Alfrey et ses collaborateurs furent les premiers a
découvrir que I’aluminium était la source de I’encéphalopathie des dialysés
[Alfrey & al, 1972; Alfrey & al., 1976] et peut étre la premiére maladie
iatrogénique reconnue dans la population des dialysés [Alfrey, 1993]. Ce syndrome
lié a I’aluminium comprend des symptdmes chroniques dont des troubles de la
parole, des anomalies neuropsychiatriques et une myoclonie multi-focale
[Dewberry & al., 1980]. Des symptomes plus subtils comprennent des perturbations
de la tétrahydrobioptérine et des anomalies dans un certain nombre de fonctions
psychomotrices (mémoire de reconnaissance spatio-visuelle), tous se produisent a
des niveaux d’aluminium sérique relativement élevés (59ug/L) et en I’absence de
démence chronique [Altmann & al.,1989]. On a montré que les personnes atteintes
d’une démence dialysaire présentaient des niveaux d’aluminium sérique tres élevés
ainsi que des concentrations accrues dans de nombreux tissus, dont le cortex
cérébral [Alfrey & al., 1976 ; Alfrey & al., 1980b].

La toxicité de I’aluminium est aussi associée au développement des affections de
I’0s comprenant les fractures, I’osteopenie et I’osteomalacie [Klein & al., 1982 ; Ott
& al., 1983 ; Banks & al., 1989 et Koo & al., 1992]. Chez les patients ayant une
insuffisance rénale chronique et sous dialyse a long terme, il est établit que

I’aluminium est I’agent responsable de I’osteodistrophie [Wills & al., 1983].

Il a été suggéré que I’aluminium est impliqué dans I’étiologie de deux maladies
neurodegénératives severes : la sclérose amyotrophique latérale (SLA) [Perl & al.,
1982 ; Sillevis & al., 1989] et la maladie de Parkinson (MP) [Perl & al., 1982]. La
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SLA et la MP, que I’on observe avec une trés grande fréquence chez les populations
de Chamorros de Guam, sont toutes les deux caractérisées par la perte de la fonction
motoneurone et par la présence d’enchevétrements neurofibrillaires dans le cerveau
[Garruto & al., 1990]. Le sol et I’eau potable de Guam sont tres pauvres en calcium
et en magnésium, mais trés riches en aluminium, en fer et en silicium [Gajdusek &
al., 1982]. Apres autopsie, on a signalé un dép6t intraneuronal de calcium et
d’aluminium dans le cerveau de personnes atteintes de la SLA [Perl & al., 1982].
Garruto et Yase (1986) ont avancé que des déficiences nutritionnelles chroniques en
calcium et en magnésium pourraient entrainer une augmentation de I’absorption
d’aluminium (et d’autres métaux), causant ainsi un dépét d’aluminium dans les
neurones. Ces dép6ts pourraient interférer avec la structure des neurones et
pourraient entrainer a long terme des enchevétrements neurofibrillaires [Garruto,
1989].

IV - PROPRIETES CHIMIQUES ET SPECIATION DE L’ALUMINIUM

L’aluminium appartient au groupe IllIb de la classification périodique. Il possede
trois électrons sur sa couche périphérique ; leur perte donne naissance au cation

Al Le degré d’oxydation (+111) est le seul que posséde I’aluminium en solution.

Les autres éléments métalliques du groupe de I’aluminium sont le Gallium (Ga),
I’Indium (In) et le Thallium (TI) qui manifestent le méme degré d’oxydation. La
petite dimension de leurs ions, leur charge élevée, les valeurs importantes des trois
premiers potentiels d’ionisation font penser qu’ils sont nettement covalents. En effet
de nombreux composes simples comme AICl;, GaCl; sont covalents a I’état
anhydre. Cependant, en solution, I’hydratation dégage une importante quantité

d’énergie qui compense la valeur élevée des potentiels d’ionisation.

AI* est un petit ion : le rayon ionique effectif de Al**pour une coordination 6 est
seulement 0.54@®. En guise de comparaison, Ga** A0,62 ; Fe** 0,65 ; Mg®* A0,72 ;
Zn* A0,74 ; Fe** A 0,78 et Ca®* A1,00 ® [Martin, 1986]

11
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I

En se basant sur le rayon, AI** a presque la méme dimension que Fe** et Mg?" et,

c’est & ces deux ions qu’on compare AI**. Ca®* est plus volumineux, et dans sa

coordination préférée 8, montre un rayon de 1.12 @, présentant un volume 9 fois

3+ 3+
| |

celui de AI’". Dans le cristal mixte Casz Al, (OH);, , chaque AI°" hexacoordiné est
entouré par 6 ions hydroxyde et chaque Ca®* cubique par 8 ions hydroxyde. Chaque

métal adopte donc son propre numéro de coordination favori.

Les distances Al — O sont de 1,92 @ et la moyenne des distances Ca — O est de 2,50
@ [Weiss & al., 1964]. La différence de 0,58 @ concorde exactement avec la
différence des rayons ioniques cités plus haut entre une coordination 6 pour AI** et

I

une coordination 8 pour Ca?". Ainsi, les sites de AI** et Ca?* sont distincts.

I** se lie fortement aux sites de Ca®* de la

Pour ces raisons, il est improbable que A
calmoduline [Martin, 1986 ; Martin, 1988], qui est une enzyme calcium-
dépendante, isolée a I’origine a partir du tissu cérébral et qui joue un réle cardinal
dans la régulation d’une large variété de réponses cellulaires. Mais, certains
chercheurs ont trouvé que AI** s’y liait faiblement [You & al., 1991 ; Richardt &

al., 1985 1.

A cause de son petit rayon ionique (0,54 @) et son potentiel d’oxydation éleve
(+ 1,706 V), I’aluminium attire fortement les anions. Par conséquent, I’aluminium

est capable de former des sels relativement stables qui ne s’ionisent pas facilement.

La nature chimique de I’aluminium dans I’eau est essentiellement la chimie de
Al(OH); qui a un caractere amphotere, a tendance a former des ions complexes et a
se polymériser. Ainsi, la forme et la concentration de I’aluminium dans I’eau
dépend du pH et de la nature des substances accompagnantes. La solubilité de
I’aluminium est faible a pH compris entre 6,5 — 7,5. Il se produit des augmentations
substantielles de la solubilité quand le pH augmente ou diminue [Gacek & al.,
1979 ; D’Haese, 1988].

12
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Dans les systémes biologiques, AI** serait plus compétitif avec Mg?* qu’avec Ca®*
[Martin, 1988 ; Macdonald & al., 1988]. Aussi bien en minéralogie qu’en biologie

des rayons ioniques comparables I’emportent fréquemment sur la charge. Quand la
concentration en Mg* est faible, Al**s’accumule davantage dans le systéme
nerveux central [Mitani, 1992]. A" et Mg?* préférent les ligands donneurs
d’oxygeéne, spécialement les groupes phosphates [Martin, 1990]. AI** est 10’ fois
plus efficace que Mg®* pour provoquer la polymérisation des tubulines en
microtubules [Macdonald & al., 1987]. Partout ou il y a un processus impliquant
Mg®*, il y a une opportunité d’interférence d’Al*".

I

Les sites auxquels se lie AlI°" sont les atomes d’oxygene, surtout s’ils sont chargés

négativement. Les carboxylates, les hydroxy déprotonés (comme dans la serine et la

thréonine) et les groupes phosphates sont les liens les plus forts de AI**.

Malgré les informations abondantes concernant I’interaction entre I’aluminium et
les systémes biologiques, les bases moléculaires de la toxicité de I’aluminium
restent plutét méconnues. La raison dérive du fait que, dans la grande majorité des
protocoles expérimentaux aussi bien in vivo que in vitro, I’aluminium est administré
ou sous des conditions de pH mal déterminées ou comme un mélange mal défini de
diverses espéces chimiques qui rendent difficile une interprétation correcte des
données toxicologiques [Zatta & al., 1991] . Le terme « spéciation du métal » est
trés connu parmi les chimistes mais il est encore incompris ou inconnu parmi les

biologistes.

Dans les solutions aqueuses, la solubilité de I’aluminium est fortement dépendante
du pH. Sous des conditions acides ou alcalines ou en présence de ligands
appropriés, des espéces solubles sont formées ; mais dans la zone des valeurs du pH
physiologique (entre 6 et 8) Al(Il1) est généralement insoluble. A faibles valeurs de
pH (pH<5), les principales espéces sont Al[(H,0)s]**.Cependant, comme le pH

augmente, AI(OH)** et AI(OH)*, se forment progressivement et a pH neutre
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Al(OH); qui est amorphe, précipite ; a pH basique ce précipité se dissout pour
former Al(OH) 4 [Meiri & al., 1993].

En I’absence d’un agent de coordination, la chimie aqueuse de I’aluminium est

plutdt simple. A pH physiologique les espéces métalliques présentes en solution

sont AI(OH), qui sont solubles et potentiellement toxiques et AI(OH); trés
insolubles [Martin, 1991].

V - PRODUCTION DE RADICAUX LIBRES EN PRESENCE
D’ALUMINIUM

Les données provenant de différents laboratoires [Deleers & al., 1986 ; Xie & al.,
1996 ; Zhang & al., 1996 et Verstraeten & al., 1997] montrent une action de
I’aluminium favorisant la “ désorganisation” de la membrane plasmique a cause de
sa liaison aux groupes phosphates des phospholipides. Il s’ensuit ainsi la création
de discontinuités dans la superficie externe de la membrane favorisant ainsi le
passage de certaines espéces chimiques. Parmi ces derniéres les ions Fe®* qui
peuvent produire la peroxydation des lipides par la formation de radicaux libres

[Pryor,1973]. Globalement le processus peut étre ainsi resumé :

1 - Au moyen de la réaction de Fenton et celle de Haber-Weiss se produisent des
especes radicalaires OHL extrémement réactives :
Fe®* + 2H,0— Fe*'+ OH1 + OH’
O, +H,0 » O, + OHIJ+ OH’

2 - Les radicaux OHII ont un t;, de 10”% et réagissent avec toutes les espéces
biologiques qu’ils rencontrent. Ils attaquent les acides gras des membranes et leurs

arrachent un atome d’hydrogene :
Lipide + OHLl — Lipide! + H,O

3 - Si le lipide est un acide gras insaturé (le lipide préferé de I’oxydation est celui de

grande longueur), il tendra a se stabiliser en produisant un diene conjugué.
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4 - Le diéne conjugué réagit rapidement avec O, pour donner un radical

lipoperoxyde.
Lipide[1+0O, — Lipide-O,]

5 - Les radicaux peroxydés réagissent a leur tour avec d’autres lipides formant un

hydroperoxy-lipide (et ainsi se poursuit la réaction...).
Lipide-O,[1 + Lipide — Lipide-O,H + Lipidel]

La double liaison des acides gras insaturés est particulierement sensible a la

peroxydation.

HHHHHH
- C=C=C~G=C=C

8 9 10 11 12 13

La liaison des hydrogenes (dits [lalléliquesl) aux carbones 8 et 11 (dits
Cmethyléniques 1) est plus faible que celle des autres hydrogenes et seront les plus

préts a subir une scission en présence des radicaux OHLCI.

On peut mesurer le degré de peroxydation des lipides en utilisant le test de I’acide

2-thiobarbiturique ( 4,6-dihydroxy 2-thiopyrimidine) :

a - D’un endoperoxylipide se forme la malondialdéhyde ( en réalité un précurseur
de celle-ci) qui peut étre quantifiée par voie spectrophotométrique , avec divers

autres produits tels que les alcools, les cétones, les aldéhydes et les éthers.

/—\/—\/-\__Z.»/ﬂ/_\/”\_._/—\/—\/ﬂ L_,/‘“\/—</“\

L
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Apres réchauffement du mélange a 89-100° pendant une durée suffisante (30 mn)

en solution acide se forme la malondialdehyde qui réagit ainsi :

HS N 0 N 0O HO N
Co iy —"rOr
0

OH

Le produit de cette réaction présente une absorbance maximale a 532 nm qui est
due & la production de malondialdéhyde (coefficient d’extinction molaire 1,56 10
Mt em™).

VI - LADOPAMINE -B- HYDROXYLASE ET L’ALUMINIUM

La dopamine-B-hydroxylase (DBH) ou dopamine mono-oxygénase est un tétramere
cuivrigue composé de 4 sous unités de 88 KD chacune [Okuno & al., 1984]. Elle
posséde deux sites actifs contenant chacun deux atomes de cuivre a I’état oxydé
Cu?* [Scott & al., 1988] dont le changement de valence joue un réle essentiel dans
I’activité de I’enzyme [Klinman & al., 1984]. C’est une glycoprotéine de poids
moléculaire 290.000 Da, contenant 4% de carbohydrates (glucose, fucose, mannose,

galactose, acide scialique, glucosamine) [Wallace & al., 1973].

La DBH possede une fonction oxydase mixte qui utilise I’oxygéne moléculaire pour
former un groupe hydroxyl qui se lie au carbone B sur le c6té de la chaine de la

dopamine dont il résulte la formation de la noradrénaline [Craine & al., 1973].

L’acide ascorbique agit en tant qu’agent réducteur et donneur d’électrons et il est

essentiel dans I’activation de la réaction d’hydroxylation de la dopamine.

Dopamine + Ascorbate +O, — Noradrénaline + dehydroascorbate +H,0
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L’ascorbate réduit le Cu?* de I’enzyme en Cu® le transformant en dehydroascorbate
() ; ’enzyme réduite se lie a une molécule d’oxygene (I1) et enfin le substrat (RH)
devient hydroxylé avec formation d’une molécule d’eau et rétablissement de

I’enzyme a I’etat oxyde (l11).

E ( Cu®"), + ascorbate — E ( Cu* ), + 2H* + dehydroascorbate (1)
E(Cu*),+0,— E (Cu* ), -0, (n)
E(Cu*),—0;+RH +2H" — E (Cu*), + ROH + H,0 (1)

La réaction exige des concentrations equimolaires de dopamine, oxygeéne et acide
ascorbique. Sa vitesse est nettement augmentée en présence d’autres cofacteurs
comme le fumarate qui favorise un changement allostérique conformationnel
donnant un isoforme d’une activité catalytique trés élevée ; la catalase protége
I’enzyme de I’inactivation due a la peroxydation de I’hydrogéne produit par auto-

oxydation de la dopamine et de I’acide ascorbique.

Plusieurs composés peuvent inhiber in vivo I’activité de cette enzyme, en particulier
les agents chélateurs de cuivre comme I’EDTA et la 8-OH- quinoline [Duch & al.,
1968]. La DBH est contenue dans des vésicules ou s’accumulent les catécholamines

avec la plupart des enzymes attachées a la membrane interne des vésicules.

La concentration plasmatique de la DBH est prédéterminée génétiqguement et est
constante et spécifique a chaque individu. Les fluctuations de la concentration de la
DBH semblent étre en relation avec des conditions pathologiques telles que la
maladie de Parkinson, le syndrome de Lesch-Nihon et la distonie tortionnelle
[Markianos & al., 1981].

VIl - L’ACETYLCHOLINESTERASE ET L’ALUMINIUM

Les cholinestérases appartiennent a une famille de protéines largement distribuees a
travers le corps aussi bien dans le tissu nerveux que non nerveux. Elles sont classees
principalement selon la spécificité de leur substrat : Acétylcholinestérase (AChE )
(EC 3.1.1.7) et pseudocholinestérases (EC 3.1.1.8) [ Massoulié & al., 1993].
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La maladie d’Alzheimer est une maladie neurodégénérative qui se manifeste par la
présence dans le cerveau de plagues séniles et d’enchevétrements neurofibrillaires.
Les plaques séniles sont constituées principalement d’une accumulation excessive
de fibrilles d’amyloide-B (BA4) en plus d’autres protéines dont I’AChE. Il a été
démontré que I’AChE accélere I’agrégation du BA4 avec formation de fibrilles
d’amyloide, et recemment il a été montre que I’agrégation de I’AChE —BA41.49
etait plus toxique que I’AChE-BA41.42 et que cet effet toxique dépend de la
quantité d’ AChE liée au complexe d’amyloide [Munoz & al., 1999].

L’aluminium a été reconnu comme étant un agent neurotoxique il y a plus d’un
siecle. Il est considéré de maniére controversée comme étant un facteur a risques
potentiels dans la maladie d’Alzheimer [Frataglioni, 1998 ] et est connu d’avoir un
sérieux effet négatif sur la capacité d’apprentissage [Bilkei-Gorzo, 1993].
L aluminium a été démontre comme étant capable non seulement de traverser [Peng
& al., 1992] mais aussi d’augmenter la perméabilité de la barriere hémato-
encéphalique [Banks & al., 1985 ; Favarato & al., 1992]. Les effets de I’aluminium
sur le systeme nerveux central ont été largement étudiés ; il est capable d’exercer un
effet nuisible sur I’activité de la choline acétyltransferase et I’AChE, enzymes
impliquées dans le métabolisme de I’acétylcholine. Par exemple, la présence de
I’aluminium provoque une diminution du nombre de récepteurs muscariniques de

I’acétylcholine, surtout dans I’hippocampe [Julka & al., 1995].

Plusieurs travaux ont étudié les effets de I’aluminium sur I’activité de I’AChE aussi
bien in vivo que in vitro. Les résultats de ces études semblent étre plut6t
contradictoires ; pendant que certains auteurs ont décrit une diminution de I’activité
de I’AChE en présence d’aluminium [Gulya & al., 1990 ; Zaman & al., 1993 et
Julka & al., 1995], d’autres décrivent une forte activation [Singer & al., 1990 ; Peng
& al., 1992 ; Bilkei-Gorzo, 1993 et Zatta & al., 1994]. Comme discuté en détail
ailleurs [Harris & al., 1996], les raisons de ces désaccords doivent étre considérees
en rapport avec les propriétés des composés utilisés (la spéciation du métal) et avec

les protocoles expérimentaux qui sont divers et mal déterminés.
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BUT DU TRAVAIL

L’aluminium abonde dans les sols. C’est donc un élément auquel nous sommes tous
exposés méme si sa tres faible biodisponibilité en limite a priori les effets dans les
conditions normales. Bien gue sa neurotoxicité soit connue depuis plus d’un siecle, ce
n’est que relativement récemment que I’aluminium a été caractérisé comme le facteur
étiologique de plusieurs pathologies apparues au cours de la dialyse rénale
(encéphalopathie, ostéomalacie, anémie), avec pour conséquence la suggestion d’un

role possible pour I’aluminium dans la genése de la maladie d’Alzheimer.

Le but de ce travail est, dans un premier temps, de mesurer pour la premiére fois les
niveaux d’aluminium de sujets en insuffisance rénale chronique hémodialysés d’un
centre d’hémodialyse d’un hépital publique (Fes). Ainsi, des prélevements ont été
effectués aussi bien avant qu’apres dialyse. Par ailleurs, d’autres prélevements ont été

réalisés sur des volontaires pour servir de témoins.

Dans un second temps, administrer plusieurs especes d’aluminium ainsi que leurs
ligands a des rats soit par gavage soit par perfusion, afin d’évaluer la distribution du
métal dans les différents organes en vue d’étudier sa spéciation dans I’induction

d’effets biologiques.

Le but est également d’étudier I’effet synergique du fer et de I’aluminium dans le
phénomeéne de la peroxydation lipidique ainsi que les interactions entre I’aluminium et
I’activité de certaines enzymes.
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I-PRESENTATION DES SUJETS EN HEMODIALYSE

On a étudié 37 patients (24 hommes et 13 femmes) hémodialysés chroniques. Leur

age est compris entre 17 et 85 ans. Apres les prélevements sanguins, parmi les 24

hommes, 11 sont décédés et 2 autres ont quitté la ville. Concernant les femmes, 4

sont déceédées, une a quitté la ville et une autre le pays.

Les données concernant les 19 patients restants sont résumées dans le tableau I ci-

dessous :
Tableau I : Présentation des sujets hémodialysés.

N° Sexe Age Etiologie de I’insuffisance rénale Début en Nombre de

(années) chronique(IRC) hémodialyse séances_ par

semaine

1 M 66 Stade terminal de IRC Janvier 1998 2 fois 4 heures
2 M 47 Rein multikistique Septembre 1996 3 fois 4 heures
3 M 68 Stade terminal de IRC Octobre 1996 3 fois 4 heures
4 M 68 Glomérulopathie extra-membraneuse Avril 1995 3 fois 4 heures
5 M 62 Néphrite interstitielle chronique Avril 1994 3 fois 4 heures
6 M 60 Néphropathie diabétique Juillet 1998 3 fois 4 heures
7 M 34 Indéterminée Décembre 1997 2 fois 4 heures
8 M 39 Indéterminée Février 1994 2 fois 4 heures
9 M 38 Néphropathie diabétique Janvier 1997 2 fois 4 heures
10 M 27 Glomérulopathie extra_membraneuse Janvier 1997 2 fois 4 heures
11 M 39 Pyelonéphrite chronique Novembre 1997 2 fois 4 heures
12 M 25 Néphrite interstitielle chronique Février 1997 2 fois 4 heures
13 F 20 Glomérulo-néphrite aigue maligne Novembre 1997 2 fois 4 heures
14 F 61 Indéterminée Février 1998 2 fois 4 heures
15 F 56 Indéterminée Aodt 1996 2 fois 4 heures
16 F 43 Indéterminée Mars 1997 3 fois 4 heures
17 F 30 Indéterminée Mars 1996 2 fois 4 heures
18 F 53 Indéterminée Avril 1995 2 fois 4 heures
19 F 29 Lupus Décembre 1996 2 fois 4 heures
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II-PREPARATION DES ECHANTILLONS SANGUINS HUMAINS
POUR DOSAGE EN SPECTROSCOPIE DE MASSE COUPLEE DE
PLASMA INDUCTIF (ICP)

11-1- Prélevements sanguins de sujets en hémodialyse

Des prélévements de sang ont été effectués sur les sujets avant et aprés dialyse.
Ceux-ci ont éte réalisés avec des seringues Becton-Dickinson dont les aiguilles sont
en acier inoxydable. Aucune trace d’aluminium n’a été liberée des seringues et des
aiguilles apres traitement avec une solution d’acide nitrique & 5%. Un volume de
5ml de sang est prélevé avant et apres dialyse et transvasé dans des tubes héparinés
en polypropylene préalablement lavés avec de I’acide nitrique (Nitric Acid 65%
Suprapur, Merck) et rincés plusieurs fois avec de I’eau bidistillée pour éviter toute

contamination du sang par les tubes.

11-2- Prélevements sanguins de sujets témoins

Un prélevement sanguin de 5 ml a été effectué sur 15 sujets volontaires, c’est a dire

dont la fonction rénale est normale, pour servir de témoin.

Les prélevements ont été réalisés avec le méme type de seringues et transférés dans

des tubes similaires a ceux utilisés pour les sujets en hémodialyse.
11-3- Centrifugation et stockage des échantillons

Juste apres que le sang soit recueilli, les échantillons sont centrifugés a raison de
4000 tours par minute pendant 5 minutes. Le plasma est transvase dans des tubes

propres qui sont ensuite placeés au congélateur jusqu’au moment des dosages.

11 - MODES DE TRAITEMENT DES ANIMAUX ET PREPARATION
DES SOLUTIONS

Il -1 - Généralités
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Des rats males Wistar de poids corporel compris entre 200 et 300 grammes ont été
sélectionnés en vue d’étre traités par différentes solutions d’aluminium et leurs

ligands.

L’elevage des rats a été effectué dans I’animalerie de la Faculté des Sciences Dhar-
Mehraz de Fés, dans une chambre thermostatée a 25 + 2°C et soumis a une
photopériode de 12L/12D. Ils sont nourris avec un régime standard nécessaire a leur
constitution et développement (orge et cicalim). Les rats disposent de nourriture et

d’eau de boisson ad libitum.

I11-2-Préparation des différentes solutions d’aluminium et leurs ligands
I11-2-1- Les reactifs utilises

Quatre sortes de complexes d’aluminium sont utilisés :

* Aluminium-acétylacetonate (acac=2,4-pentanedionate ; aceéylacétonate)

[Al(acac)s], de Jensen Chimica, Belgique.
* Lactate d’ Aluminium [Al(lac)s], de Strem Chemicals,USA
* Chlorure d’Aluminium [AICI;], de Sigma Allemagne.

* Citrate d’ Aluminium [Alcit,], préparé par le Professeur A.Salifoglou,

Département de Chimie, Université de Crete Heraclin, Gréce.

Les quatre types de ligands correspondant aux complexes cités ci-dessus sont :
* Acétylacétone (2,4-Pentanedione) [Hacac], de Sigma.

* Lactate de Sodium [Nalac], de Prolab.

* Chlorure de Sodium [NaCl], de Prolab.

* Citrate de Sodium [Nacit], de J.T. Baker, Holland.
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I11-2-2- Préparation et modes d’administration des solutions
111-2-2-1- Le gavage

30 mg de chaque complexe d’aluminium et son ligand sont mis dans un volume de
250 ml d’eau bidistillée.

Pour [Hacac], 15ul de la solution sont placés dans 100ml d’eau bidistillée.

Les rats ont été groupés en huit lots de cing rats chacun et placés dans des cages

séparées. Ceux-ci ont été pesés avant le début du traitement.
A chaque rat on administre 1ml de solution par 100g de poids corporel.

La solution est renouvelée deux fois par semaine durant toute la période du

traitement.

Le gavage réalisé par une sonde en acier inoxydable, était quotidien et avait lieu a la

méme heure pendant deux mois.
111-2-2-2-La perfusion
* Chirurgie

Avant toute intervention chirurgicale, les rats sont soumis a une anesthésie générale
par une injection intra-péritonéale d’inactine (10 mg/100g P.C; Inactin, Byk-
Gulden, Constante, RFA), puis sont placés sur une table chauffante a thermostat
afin de maintenir constante leur température corporelle, c’est a dire aux environs de
37°C.

La premiere étape chirurgicale est réalisée au niveau du cou ou on pratique une
incision médiane transversale de la peau sur 2 cm environ en vue de réaliser une
trachéotomie dans le but d’éviter I’asphyxie de I’animal et d’aspirer les sécrétions
bronchiques. Pour ce faire, les muscles sterno-hyoidiens sont écartés afin de
dégager la tracheée et d’y insérer un cathéter PE 240 ( Intra-medic, Clay —adams)
taillé en biseau. Un autre cathéter PE 50 rempli de sérum physiologique ( NaCl a
0,9% ) est introduit dans la veine jugulaire pour la perfusion de toutes les solutions

a tester.
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La seconde étape consiste en une chirurgie abdominale et permet la cathéterisation
de la vessie a I’aide d’un cathéter PE 50 a travers lequel et dans des tubes

Eppendorf prépesés, les échantillons urinaires sont recueillis..
* Protocole expérimental

Le protocole expérimental adopté est schématisé dans la figure 3 dont la phase
experimentale teste I’effet de I’accumulation de I’aluminium dans les différents

organes.

La manipulation débute par la perfusion a I’aide d’une pompe ( B.Braun Melsungen
AG ) d’une solution physiologique de NaCl a 0.9 % avec un débit constant de 50 pl
/ min/100g P.C.

La préparation des différentes solutions expérimentales a perfuser se fait dans une

solution tampon Tris :

12,5 g de Tris (Tris [hydroxymethyl] amino methane ) Sigma 7-9® de Sigma ltalie,
sont dilués dans un litre d’eau bidistillée. La solution basique au départ (pH ~ 11), a

son pH qui est ramené a 7,4 avec du HCI.

50 uM de chaque complexe et ligand sont dilués dans 250 ml de tampon Tris au
moment de la perfusion. Concernant Hacac, 15 ul de la solution sont mélangés a

250 ml de tampon Tris.

La perfusion des solutions expérimentales est assurée avec la méme pompe et avec

le méme débit que précédemment.

Les échantillons urinaires sont récupérés durant toute I’expérience par périodes de

20 minutes dans des tubes Eppendorf prépesés pour déterminer I’évolution du débit

urinaire en fonction du temps. En général, I’expérience comprend 13 périodes de

clairance de 20 minutes chacune : - 3 périodes d’équilibration
- 4 périodes témoins

- 6 périodes expérimentales.
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Equilibration Périodes témoins Périodes expérimentales
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1
:
I
—>
1
1
1
1
1

Perfusion de NaCl a 0,9 %, 50ul /min/ 100 g P. C.

Perfusion expérimentale

Figure 3 : Protocole expérimental.
T = Moyenne du débit urinaire des 4 périodes témoins

E = Moyenne du débit urinaire des 4 derniéres périodes expérimentales.

IV-DISSECTION ET PRELEVEMENT DES FRAGMENTS
D’ORGANES

Pour les deux types de traitement (gavage et perfusion), les organes a prélever sont :
le cerveau, le cceur, le rein, le foie, le pancréas, la rate, I’intestin, le muscle et I’0s
(le tibia).

Les fragments prélevés sont de deux sortes :

- Ceux en vue d’analyses chimiques par spectroscopie de masse couplée de plasma
inductif (ICP).

- D’autres pour les coupes histologiques.
IV-1- Gavage

A la fin des deux mois de traitement, les rats sont décapités et des morceaux

d’organes cités auparavant sont préleveés.
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Les échantillons destinés au dosage a I’ICP sont pesés (moins d’un mg), alors que

pour I’histologie les fragments sont relativement importants.
IV-2- Perfusion

A la fin de chaque séance de perfusion, les rats sont décapités et les mémes organes

que pour le gavage sont préleves.

Dans les deux cas (gavage et perfusion), les instruments de dissection sont lavés
avec de I’acide nitrique 5% et rincés plusieurs fois avec de I’eau bidistillée pour

éviter toute contamination des tissus par le mateériel.
IVV-3- Stockage des tissus

Les fragments d’organes sont placés dans des tubes en polypropyléne préalablement

lavés avec de I’acide nitrique 5% et rincés avec de I’eau bidistillée.
Pour les dosages a I’ICP, les tissus sont mis dans des tubes a sec.
Pour les coupes histologiques, les fragments baignent dans une solution de

formaline & 10% et un tampon phosphate salin (10uM, pH 7,4).

V - PREPARATION DES ECHANTILLONS POUR ANALYSES
CHIMIQUES A L’ICP

V —1 - Généralités sur le micro-ondes

La minéralisation des tissus nécessite I’utilisation d’un micro-ondes.

L’appareil utilisé est le “ Microwave Sample” Preparation System, Model MDS-
2100 de CEM Corporation. USA.

Cet appareil est congu pour la digestion, la dissolution et I’hydrolyse d’une large

gamme de matériaux.

Le but principal de cet appareil est la préparation rapide d’échantillons pour
analyses par absorption atomique, ICP, émission spectroscopique et

chromatographie a phase liquide ou gazeuse.
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L appareil utilise I’énergie des micro-ondes pour chauffer les échantillons.

Des composés comme I’eau ou autre liquide polaire absorbent rapidement cette

énergie.

Un échantillon placé a I’intérieur d’un récipient transparent spécial micro-ondes qui
trempe dans un liquide polaire ou une solution ionique(généralement un acide) est
sujet a un rapide réchauffement et pression élevée qui permettent la digestion de
I’échantillon en un temps trés court car la transparence du récipient permet

I’absorption d’une quantité maximale d’énergie.

Les récipients sont placés sur un support qui durant I’opération, effectue une
rotation de 360° puis une autre en sens inverse pour éviter que les tubules de

pression ou que les sondes de température ne s’enchevétrent et causent des degats.

Les recipients et leurs accessoires sont en Teflon PFR® et en Ultem®

polyetherimide.

La température maximale atteinte au cours d’une opération est de 150°C alors que

la pression maximale de I’appareil est de 200 PSIG (13,8 Bar).

Le pourcentage d’énergie, la pression et le temps de digestion sont variables selon

le matériel a minéraliser.
V-2- Minéralisation
V-2-1- Plasmas humains

Dans chaque récipient on introduit 1 ml de plasma auquel on ajoute 2 ml d’acide

nitrique ( Merck, Allemagne).
L appareil est calibré selon le matériel a minéraliser.

Le pourcentage d’énergie, la pression et le temps nécessaires a la minéralisation

compléte sont résumés dans le tableau Il ci-dessous :
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Tableau Il : Paramétres nécessaires pour la minéralisation du plasma.

Etapes 1 2 3 4 5
% d’énergie 60 60 60 60 60
Pression 10 20 40 85 140

Temps (1) (min) | 15:00 15:00 15:00 15:00 15:00

Temps (2) (min) 5:00 5:00 5:00 5:00 5:00

Temps (1) : temps nécessaire pour la minéralisation.

Temps (2) : a la fin de chaque période du Temps (1) une période de 5 mn est ajoutée

pour activer la minéralisation.

A la fin de la cinquieme période, I’appareil s’arréte et la minéralisation est achevee.

A leur sortie du micro-ondes, les récipients refroidissent soit a température
ambiante soit qu’ils sont immédiatement trempés dans de la glace avant d’étre
ouverts. Ensuite, leurs contenus sont transvasés dans des fioles de 25 ml. Les

récipients sont rincés a I’eau bidistillée et le volume des fioles est complété a 25 ml.

Le liquide obtenu est limpide et incolore. Les solutions sont ensuite mises dans des
tubes en polypropylene, lavés avec de I’acide nitrique 5% et rincés avec de I’eau

bidistillée, jusqu’au moment des dosages.
V-2-2- Les fragments des tissus de rats

Concernant le cerveau, le cceur, le foie, le rein, la rate, le muscle, I’intestin et le

pancreas le protocole est le méme.

On transvase les tissus dans les récipients a micro-ondes. Avec de I’eau bidistillee,
on rince les tubes qui contenaient les fragments et on rajoute cette eau aux

récipients. Dans chacun d’eux on met 2 ml d’acide nitrique. On vérifie que le
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niveau des solutions est le méme dans tous les récipients, sinon on compléte avec de

I’eau bidistillée. On ferme et on place dans le micro-ondes.

Le pourcentage d’énergie, la pression et le temps nécessaires a la minéralisation

compléte des différents tissus sont resumes dans le tableau 111 ci-dessous :

Tableau 111 : Parametres nécessaires pour la minéralisation des différents
tissus.
Etapes 1 2 3
% d’énergie 50 50 50
Pression 50 100 150
Temps (1) (min) 10 :00 10 :00 10 :00
Temps (2) (min) 5:00 5:00 5:00

Temps (1) : temps nécessaire pour la minéralisation

Temps (2) : a la fin de chaque période de Temps (1) une période de 5mn est

ajoutée pour activer la minéralisation.

Concernant les os, a cause de la présence de la matiére inorganique, 3 ml d’acide
nitrique sont ajoutés. Par conséquent, le pourcentage d’énergie et le temps de

digestion sont plus importants comme indiqué dans le tableau IV ci-dessous:
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Tableau IV : Parametres nécessaires pour la minéralisation de I’0s.

Etapes 1 2 3
% d’énergie 55 55 55
Pression 50 100 150
Temps (1) (min) 15 :00 20 :00 20 :00
Temps (2) (min) 8:00 10 :00 10 :00

Temps (1) : temps nécessaire pour la minéralisation.

Temps (2) : a la fin de chaque période de Temps (1) une période de 8 mn puis

de 10 mn est ajoutée pour activer la minéralisation.

A I’arrét de I’appareil la digestion est terminée et on procede de la méme maniére

que pour le plasma.
VI- DOSAGES DE L’ALUMINIUM PAR ICP
VI-1- Généralités sur I’'lCP

Le principal élément de I’appareil consiste en un tube de quartz de 15 a 30 mm

connecté a un genérateur de haute fréguence.

Le générateur opére a des fréquences de I’ordre de 4 a 50 MHz (27 MHz est la

fréquence usuelle).

Un gaz inerte, I’Argon, coule dans le tube. Ce flux de gaz agit comme un gaz
support pour le plasma et comme agent de refroidissement (isolant thermique) pour
le tube en quartz.
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SISO

a- Bobine d’induction entourant un tube en quartz a travers lequel coule I’Argon

b- Champs magnétiques (H) et courants (1) a I’intérieur du tube de quartz

c- Configuration complete d’une torche a ICP.

Pour former le plasma, une étincelle provenant d’une bobine Tesla est utilisée pour

produire des électrons et des ions dans la région de la bobine d’induction. Une fois
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I’Argon arrive, le plasma se forme spontanément si le flux a I’intérieur du tube est
convenable. A I’intérieur du tube en quartz naissent des courants a haute fréquence

et des champs magnétiques ( Figure 4-b ).

Le courant induit, composé d’ions et d’électrons circulant dans une trajectoire
fermeée, chauffe le gaz support atteignant une température de I’ordre de 9 000 a 10

000 K et soutient I’ionisation nécessaire pour la réalisation d’un plasma stable.

Deux flux differents d’Argon sont utilisés : un flux a vitesse relativement faible,
environ 1 L / mn, utilisé pour transporter I’échantillon au plasma et un autre de
vitesse plus élevée 10 L / mn est introduit tangentiellement. Ce dernier sert d’isolant

thermique pour le plasma et prévient un réchauffement excessif. (Figure 4-c)
L’ICP est connecté a un ordinateur ou s’affichent courbes et valeurs.
VI1-2- Introduction de I’échantillon

A hautes fréquences (27 MHz ), le plasma est sous forme d’un anneau et permet
une meilleure volatilisation et excitation de I’échantillon. C’est pourquoi le moyen
le plus largement utilisé pour I’introduction de I’échantillon est I’introduction

directe de I’aérosol a partir d’un nébuliseur a ultrasons qui convertit I’échantillon en

Molecular
species
mou mon

]om?allon

un fin spray ( Figure 5).

L 50"
Nebulization ¢
0000 O 0
PO
v 0% % e Yo
oy 0

Analytical
sample
solution

‘;t_' Volatilization

Dry aerosol Vapor

Figure 5. Processus conduisant a la vapeur atomique apres introduction

continue d’un échantillon dans un atomiseur continu.
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Le nébuliseur utilisé est en plastique ou un jet comprimé de gaz (Argon) aspire et

nébulise la solution.
V1-3- Dosages des échantillons a I’'l CP
V1-3-1- Calibration de I’appareil

L’ICP utilisé est un Spectroflame Modula, Sequential and Simultaneous

Spectrometer de Spectro Analytical, Kleve, Germany.
Avant tout dosage, I’appareil doit étre calibré. Pour cela on utilise :
- une solution d’acide nitrique 5%.
- une solution standard d’aluminium fortement concentrée (1000 ppm).

A partir de cette derniére solution on préleve 1ml et on compléte a 1 litre avec de

I’acide nitrique 5% pour avoir une solution mére a 1000 ppb.

Ensuite on procede a des dilutions pour avoir des solutions standard a 10 ppb, 50
ppb, 100 ppb, 160 ppb et 200 ppb.

On commence par doser le blanc composé d’une solution d’acide nitrique 5%, puis

les différentes solutions standard. Chaque essai est répété trois fois.

L’ordinateur mémorise I’intensité des radiations pour chaque solution standard et on
obtient une courbe d’étalonnage de I’intensité des radiations en fonction de la

concentration d’aluminium dans la solution.
V1-3-2- Dosages des échantillons

Dans le tube contenant I’échantillon, on introduit le nébuliseur qui aspire la
solution. Celle-ci remonte le tube en quartz et arrive au plasma ou les atomes

d’aluminium sont excités et donnent des ions AI**

qui émettent des radiations. La
densité des radiations est proportionnelle a la concentration d’aluminium dans la

solution.

Chaque dosage est répété trois fois. Une valeur moyenne des trois essais est fournie

par I’ordinateur.
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VIl - HISTOLOGIE

Les tissus, prélevés a la fin du gavage et des perfusions, sont plongés dans une
solution de formaline a 10%. Ensuite, ils sont placés dans des bio-cassettes avec le

cOté a sectionner vers le bas.

Ces dernieres sont placées d’abord dans de I’eau pour éliminer la formaline
contenue dans les tissus puis dans des bains d’alcool de degrés croissants pour la
déshydratation. Aprés l‘alcool, on les trempe dans des bains de xyléne qui est un
agent miscible avec la paraffine. Ces étapes sont réalisées par I’intermediaire d’une

machine : Enclosed Tissue Processor-Shandon (USA)

A la fin de la derniére étape, de la paraffine est coulée dans les bio-cassettes qui

sont ensuite posées sur une surface froide pour se solidifier.

Les coupes histologiques sont réalisées a I’aide d’un microtome. Les blocs sont

taillés de maniére a avoir des séries de sections de I’ordre de 3 a 4 um d’épaisseur

qui sont plongées dans un bain d’eau tiede (~23°) et récupérees sur des lames.

Pour éliminer toute trace de paraffine les lames sont placées dans des bains de

xyléne puis d’eau avant d’étre plongées dans une solution d’hématoxiline.

Ces derniéres étapes sont réalisees par une machine : « SAKURA Automatic
Stainer » Model DRS-60 de Sakura Finetechnical. Co., LTD.

A la fin de la coloration, I’assemblage des lames et lamelles est effectué.

VI - EVALUATION DE LA PRODUCTION DE LA
MALONDIALDEHYDE ( MDA ): ANALYSES DES RADICAUX
LIBRES DANS LES MEMBRANES BIOLOGIQUES

VI11-1- Préparation de I’homogénat de cerveau de souris

Une souris a été sacrifiée et I’encéphale a éeté extrait. Ce dernier a été divisé en deux

hémisphéres : un a été homogeénéisé dans un homogeénéisateur en verre refroidit
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dans de la glace en présence d’un volume de TBS et de sucrose égal a 4 fois son
poids et I’autre a été utilisé pour I’extraction des lipides par la méthode de Folch.
L’homogeénat a été réparti dans des tubes Eppendorf et conservé au congélateur a
-20°C.

VII1-2- Détermination de la concentration en protéines selon la méthode de

Lowry : Test du Biuret

Avant de procéder a toute mesure, il est impératif de connaitre la concentration en
protéines de I’homogénat. Celle-ci est déterminée selon la méthode de Lowry par le

test du Biuret.

Pour préparer le réactif du Biuret on prend :

- 0,75 g de sulfate de cuivre (Sigma, Milan, Italie)

- 3 g de tartrate de sodium et potassium (Sigma, Milan, Italie)
- 150 ml de NaOH a 10 % (Sigma, Milan, Italie)

- 250 ml d’eau milliQ.

On prépare également une solution d’acide Desoxycholique (Sigma, Milan , Italie)
al% (DOC 1%).

Dans un tube on met :
- 1500 pl du réactif du Biuret
- 500 pl de DOC 1 %
- 1000 pl d’eau milliQ.

Ce qui constitue le blanc avec lequel on ajuste le zéro du spectrophotométre. Pour
I’échantillon a doser on ajoute 20 pl d’homogénat pur a la solution précédente. La
solution est ensuite portée a ébullition dans un bain-marie pendant 1 minute puis
refroidie dans de la glace et I’absorbance est lue a 540 nm. La concentration en
protéines a eté etablie en utilisant une courbe de calibration obtenue avec une

solution connue d’albumine de sérum de bovin.
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V1I1-3- Extraction des lipides du cerveau de souris

Le cerveau de souris a été utilisé pour I’extraction des lipides réalisée selon la
méthode de Folch [Folch et al., 1957].

Le cerveau a été pesé et homogénéisé avec un mélange de 2 volumes de
chloroforme et un de méthanol. A un poids déterminé de cerveau sont ajoutés 20
volumes du mélange chloroforme-méthanol (v/v, 2 :1); la phase organique a éte
isolée et centrifugée pendant 15 minutes jusqu’a obtention d’une solution limpide.
Pour éliminer toute trace de turbidité, le résidu a éte filtré puis séché. 1l a été ensuite
pesé et mis dans 5 ml de tampon Tris-HCI 10 mM a pH 7,4. La concentration finale
des lipides est de 6,6 mg / ml. Enfin, les lipides sont soumis a des ultrasons pour la

préparation des liposomes.
VIII - 4 - Préparation des liposomes de phospholipides purs

10 mg de L-a- Lécithine (Oeufs, Sigma) sont dissous dans 0,33 ml de chloroforme.
Le solvant a été évaporé dans un courant d’azote et le résidu est mis dans 3,3 ml de
tampon Tris—HCI 10 mM a pH 7,4. La concentration finale est de 0,1 mg / ml de
phospholipides. La suspension lipidique a été soumise a des ultrasons pour la

formation des liposomes, jusqu’a obtention d’une dispersion transparente.
VI11-5- Mesure de la péroxydation lipidique

La mesure de la peroxydation lipidique des membranes a été effectuée aussi bien
sur I’homogénat de cerveau de souris que sur les liposomes de I’extrait de Folch et

des phospholipides purs.

Dans ce but, on a utilisé le test de I’acide tiobarbiturique (TBA) suivant la

procédure reportée par Ohyashiki et al (1993).

Les échantillons ont été incubés avec du FeSO, 0,1 mM dans du tampon Tris-HCl a
pH 7,4 pendant 30 minutes, dans un bain thermostaté a 37°C, en présence et en
absence de AICI;(0,01-0,1 mM)
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Au mélange réactionnel (1 ml), on a ajouté 1 ml d’acide trichloroacétique 10% et 1
ml d’acide tiobarbiturique 0,67% dissout dans de I’acide acétique glacial a 50%, et
on I’a incubé pendant 30 minutes dans un bain sec a 90°C. Aprés incubation, les
échantillons ont été refroidis dans de la glace et on a déterminé successivement
I’absorbance a 532 nm. Pour les échantillons d’homogénat de cerveau de souris,
apres refroidissement, ceux-ci ont été centrifugés a 5000 tours par minute pendant 5

minutes et la lecture de I’absorbance a concerné le surnageant.

Le test de I’acide tiobarbiturique est I’'une des méthodes les plus communes pour la
détermination de I’oxydation des lipides ; elle est sensible et simple a exécuter
[Asakava & Matsushita, 1979]. Le test permet de déterminer le degré de
péroxydation lipidique par mesure spectrophotométrique de la malondialdéhyde
(MDA), un des produits de dégradation des endoperoxydes cycliques généres

pendant I’oxydation des lipides (voir introduction).

La MDA produite vient relever la réaction avec I’acide tiobarbiturique avec lequel
elle forme un chromophore qui absorbe a 532 nm. La réaction est formée d’une

molécule de MDA et deux d’acide tiobarbiturique.

0]

0 HS. _N_ _O Hs. N_ OHO N_ g
L \]/ . Y Y
HN HN NH
OH 0 0

Formation du complexe MDA-TBA

La lecture de I’absorbance a 532 nm est convertie en concentration de MDA

produite pendant la réaction par I’application de la loi de Lambert-Beer :
A=c¢lc

Ou le coefficient d’extinction molaire du chromophore est ¢ = 156.000 L mole™

cm™.
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IX - EVALUATION DE L’ACTIVITE DE L’ACETYL -
CHOLINESTERASE ( AChE)

IX-1- Traitement des animaux

Des lots de 10 souris CD ( Morini, Bologne, Italie) ont été traités par voie orale,
pendant trois mois, avec une solution aqueuse de chlorure d’aluminium AIClI; et de
lactate d’aluminium Al(lac); (Sigma, Milan, Italie ) a raison de 10 mg / animal /

jour.
IX-2- Préparation d’homogénats de cerveau de souris
A la fin de la durée du traitement, tous les animaux ont été décapités.

Les cerveaux ont été immédiatement retirés, pesés et placés dans une solution
contenant du saccharose a 250 mM et du tampon Tris-HCI a 100 mM, a pH 7,5 dans

un bain de glace.

Les cerveaux sont ensuite homogénéisés dans un homogénéisateur en verre plonge
dans de la glace, dans la méme solution de saccharose-Tris-HCI, en utilisant 4

volumes de cette derniére par rapport au poids du cerveau.

L’homogénat est ensuite réparti dans plusieurs tubes Eppendorf et placés a —-80 °C
jusgu’a utilisation.

La tacrine (THA) (9-amino-1,2,3,4-tetrahydroacridine) provient de chez Aldrich

(Milan, Italie) alors que la desferroxamine est fournie par Novartis Farma (Origgio-
VA, ltalie).

IX-3- Mesure de I’activité de I’ AChE

Avant de procéder a toute mesure de I’activité de I’AChE, il est impératif de
connaitre la concentration en protéines de I’homogénat. Celle-ci est déterminée

selon la méthode de Lowry par le test du Biuret décrite précédemment. Pour les

échantillons a doser on ajoute 20 pl d’homogénat pur a la solution précédente. La

solution est ensuite portée a ébullition dans un bain-marie pendant 1 minute puis
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refroidie dans de la glace et I’absorbance est lue a 540 nm. L’essai est répété 3 fois

et la valeur moyenne est retenue.

Aprés on procede a la mesure de I’activité de ’AChE (EC 3.1.1.7) déterminée

selon la méthode décrite par Ellman [Ellman et al, 1961].

L’activité enzymatique est évaluée en mesurant la couleur jaune produite par la
thiocholine aprés réaction avec les ions de I’acide Dithio-bis-nitrobenzoique
(DTNB).

Les réactifs utilisés sont :
- le tampon Tris- HCI 100 mM, a pH 7,4

- le DTNB (Sigma, Milan, Italie) a 0,01M : 3,6 mg sont dissous dans 10 ml de

tampon

- I’iodure d’acétylthiocholine (Sigma, Milan, Italie) a 0,075 M 0,0542 g sont

dissous dans 25 ml d’eau milliQ.

Concernant les dosages, le protocole utilisé est le suivant: dans une cuvette on
introduit 1000 ul de tampon, 100 pl de DTNB et 25 pl d’iodure d’acétylthiocholine.
Ce qui constitue le blanc avec lequel on ajuste le zéro. Pour les échantillons a doser
on ajoute 10 ul de I’homogénat dilué trois fois et on procede a la lecture de
I’absorbance a 412 nm. Chaque essai est répété 3 fois et la moyenne des 3 valeurs

est retenue.

Les mesures sont réalisees a 37°C grace a un spectrophotometre Perkin-Elmer
Lamda 5 UV / VIS adouble rayon et équipé d’un bain thermostaté Haake GH
( Mirano, Venise, Italie).

L’augmentation progressive de I’absorbance est enregistrée pendant 5 minutes.

1

L’activité enzymatique exprimée en (moles x L ™ x min ™ x mg prot™) est

calculée selon la formule :

Activité = (AA412/ mln) /13600 x F x Co)
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ou 13600 correspond au coefficient d’extinction molaire, F le facteur de dilution de

I’homogénat et C, sa concentration initiale.

Les valeurs du Km sont déterminées par analyse du graphique de Lineweaver-Burk
[Dixon, 1953 ; Kontro et al., 1981] et I’analyse de la régression linéaire a éte

réalisée selon le programme informatique (Stat Works™).

En ce qui concerne les expériences réalisées in vitro, I’aluminium a été introduit
directement dans I’essai et I’activité enzymatique de I’AChE a été déterminée

comme cité plus haut.

Dans toutes les expériences, les valeurs présentent un coefficient de corrélation de
0,99.

X-EVALUATION DE L’ACTIVITE DE LA DOPAMINE-B-
HYDROXYLASE

X-1- Détermination de I’activité de la Dopamine-B-Hydroxylase (DBH)

L’activité de la DBH (E.C.1.14.17.1) a été déterminée sur I’enzyme purifiée ayant
une concentration protéique de 5,5 mg /ml, et une activité de 3,2 U /mg de protéines
(Sigma, Milan, Italie). La pureté de la DBH a été mesuree selon la méthode de
Ljones et al [Ljones et al.,1976] et son activité a été déterminée suivant la méthode
radio-chimique rapportée par Molinoff et al [Molinoff et al., 1971]. Cette méthode
utilise la phényléthylamine (Sigma) comme substrat pour la DBH et I’enzyme
phényléthanolamine-N-méthyltransferase [PNMT] (30 U/mg de protéine, Sigma)
transfert le résidu méthylique du donneur, S-adénosylméthionine[**C] (59
mCi/mmol, NEM, Italie), au groupe amino-terminal du produit de la réaction

catalysée par la DBH. La réaction est résumée comme suit :
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DBH PNMT / \
—CHy— —CH, — T
CHp —CHy —NHy——————p (':o: CHy —NH, e SAM ?OH‘CHz-NH—C"H::
— H

Phényléthylamine Phényléthanolamine N-Méthylphényléthamolamine

Le produit réactif résultant de la réaction a été déterminé par I’intermédiaire d’un
scintillateur Packard Tricarb 1500.

Pour cet essai les réactifs utilisés sont les suivants :

- 25 pl d’acide ascorbique 0,048 M a pH 6

- 25 ul de fumarate de sodium 0,5 M a pH 6

- 20 ul de pargyline 0,006 M

- 10 pul de phényléthylamine 0,03M

- 1500 unités de catalase dans10 ul de tampon Tris 0,005 M a pH 7,4
- 10 ul de tampon Tris1 M apH 6

- 10 pl de CuS04310 uM

- 193 pul de tampon Tris5mM a pH 7,4

Au mélange réactionnel de volume final égal a 303 pl, on a ajouté 7 pl de DBH
diluée a 1 volume pour 5 volumes de Tris 0,5 mM a pH 7,4 ; le mélange a été
ensuite incubé pendant 20 minutes & 37°C apres on a ajouté successivement 87 pl
de Tris 1 mM a pH 8,6, 10 pl de PNMT (5 mg / ml dans Tris 1ImM a pH 7,4) et 3 pl
de S-adénosylméthionine-**C. Aprés 30 minutes d’incubation & 37°C la réaction est

arrétée par addition de tampon borate a pH 10 et le produit de la réaction a été

extrait avec 6 ml de toluene contenant 3% d’alcool isoamyle. Apres centrifugation a
basse vitesse, 4 ml de la phase organique ont été transférés dans une fiole
appropriée contenant 10 ml de liquide de scintillation et la radioactivité est mesurée

par un compteur de scintillation ( Packard Tricarb 1500). L’activité de la DBH est
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exprimée en concentration de phényléthanolamine produite par milligramme de

protéines par minute de réaction.
X-2- Préparation de la solution d’aluminium

Une solution mere de Al(lact); 10 mM a été préparée dans du TBS (solution de
NaCl 0,9 % dans du tampon Tris pH 7,4) 0,1 M pH 7,4. Le pH de la solution a été

porté a 7,4. Il s’ensuivit une centrifugation pendant 15 minutes a 3000 tours par

minute pour seéparer I’hydroxyde d’aluminium formé. Aprés avoir effectué un
nouveau contrdle de pH, la solution a été filtrée sur papier puis ultrafiltrée avec un
filtre de porosité 0,2um [Zatta et al., 1995].

Dans I’essai I’enzyme est prise a concentrations croissantes (0-0,04 mg /ml de
protéines) et le substrat est constant ceci en présence et en absence de Al(lact)s
100pM.
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RESULTATS ET DISCUSSION

PARTIE |

DETERMINATION DE L’ALUMINIUM DANS LE PLASMA DES
SUJETS UREMIQUES

I-1- Résultats

Apres les dosages d’aluminium effectués a I’ICP, les valeurs individuelles obtenues

selon les patients dialysés sont représentées dans le tableau V ci-dessous :

Tableau V : Aluminémie chez les patients en hémodialyse.

Patient N° | Aluminémie avant Aluminémie apres
dialyse (1 g/L) dialyse (ug/L)
1 235 172
2 239 268
3 193 153
4 235 163
5 189 195
6 428 333
7 131 403
8 275 163
9 494 215
10 230 223
11 506 222
12 255 288
13 174 523
14 153 194
15 208 268
16 151 193
17 151 197
18 171 133
19 293 241
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Les valeurs obtenues a I’ICP sont en ppb. Pour convertir en pg/ml on applique la

formule suivante :

[Allechantition (M@/MI) = [Al]ice (PPb) X 25/ Poids ¢ehantition (9 0U mI)x 1000

Concernant les sujets témoins, les taux d’aluminium trouvés apres dosage a I’ICP

figurent dans le tableau VI ci-dessous :

Tableau VI : Aluminémie chez les sujets témoins.

Témoins | Aluminémie (ug/L)
T1 184
T 173
T3 190
T4 138
Ts 235
Te 190
T7 165
Ts 188
To 188
T1o 242
Tu 396
T2 316
Ti3 175
Tia 232
Tis 212

D’aprés le tableau V, on constate que les 19 patients présentent des niveaux

d’aluminium trés éleveés aussi bien avant dialyse qu’apres dialyse. Neuf d’entre eux
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présentent des taux plus élevés apres dialyse qu’avant dialyse dont 2 montrant des
niveaux extrémement importants.
Concernant les sujets témoins, on remarque que les niveaux d’aluminium sont

également tres élevés.
I-2-Discussion

Durant les deux dernieres décennies, en association avec le déebut de la thérapie de
la dialyse chronique et la prolongation de I’état urémique, la toxicité de I’aluminium
a représenté une cause majeure de mortalité chez les patients urémiques. Le patient
urémique a été trouve étre a haut risque des charges d’aluminium et toxicité a partir
de diverses sources d’exposition parentérale, de I’accroissement de I’absorption
gastro-intestinale et d’une capacité compromise a éliminer tout aluminium

administré a cause d’un affaiblissement rénal.

Chez les sujets normaux le tractus gastro-intestinal est une barriére relativement
imperméable a I’aluminium avec un faible taux d’absorption pour cet ion
métallique. L’aluminium absorbé a partir du tractus gastro-intestinal est
normalement excrété par les reins. En présence d’une fonction rénale faible

I’aluminium est retenu et accumulé dans les tissus.

Le but de ce travail est de déterminer, pour la premiére fois, les quantités
d’aluminium contenues dans le plasma de sujets insuffisants rénaux chroniques et

sous hémodialyse d’un hopital régional public.

Quelques mois avant que les prélevements soient effectués, I’osmoseur inverse était
tombé en panne et par conséquent I’eau de dialyse n’était pas convenablement
traitée. Au moment ou les prélévements ont été réalisés, I’osmoseur défectueux

n’était toujours pas répare.

D’apres les résultats, on remarque que les niveaux d’aluminium sont extrémement
éleves aussi bien avant dialyse (minimum :131 pg/L; maximum :506 pg/L)

qu’apres dialyse (minimum :133 pg/L ; maximum :523 ug/L).
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Les sujets témoins présentent également des niveaux trés élevés avec un minimum
de 138 pg/L et un maximum de 396 pg/L, valeurs qui se situent dans I’intervalle

des niveaux d’aluminium des hémodialyses.

L’aluminémie normale chez les patients en hémodialyse est . 40 pg/L. Or, les taux
d’aluminium trouvés aussi bien chez les hémodialysés que chez les témoins sont
extrémement élevés. Or, tout niveau d’aluminium @ 60ug/litre devrait étre

consideré comme signe d’une surcharge aluminique.

Concernant les sujets témoins, on peut dire que ces niveaux sont surtout dus a I’eau
de boisson qui n’est autre que I’eau potable et a I’alimentation, car la plupart des
aliments contiennent naturellement de I’aluminium en raison de son abondance dans
la nature. Certains aliments ont de hautes teneurs en aluminium, par exemple le thé

et certaines herbes et épices.

L’adulte moyen absorbe probablement chaque jour entre 9 et 14 milligrammes
d’aluminium par diverses voies d’exposition, mais surtout 90 % par la nourriture, en
particulier par les aliments traités avec des additifs contenant de I’aluminium, par
exemple dans le fromage industriel, les produits en poudre séche et les biscuits, les
aliments cuits dans des ustensiles en aluminium et les aliments présentés dans des

emballages d’aluminium.

La composition des aliments consommés avec de I’eau potable contenant de
I’aluminium a un effet important sur I’absorption de I’aluminium. Chez des rats
ayant recu de I’aluminium dans I’eau avec du jus de citron, du jus d’orange, du café
ou du vin, I’absorption de I’aluminium augmentait respectivement de 1 800 p. cent,
de 1 700 p. cent, de 250 p. cent et de 188 p. cent [ Walton & al., 1994 et Walton &
al., 1995]. Dans le cas du jus de citron et du jus d’orange, cet effet était en grande
partie d0 a la formation de citrate d’aluminium non ionisé, qui devrait traverser
facilement la barriére gastro-intestinale [Slanina & al., 1986]. En fait, I’acide
citrique peut constituer le facteur le plus important pour la détermination de
I’absorption de I’aluminium. Il est ressorti de plusieurs études que la présence de

citrate dans les aliments ou dans les boissons augmente de maniere significative
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I’absorption de I’aluminium a partir des sources alimentaires [Fulton & Jeffery,
1990 ; Greger & Powers, 1992 et Nolan & al., 1994].

Le thé constitue une source majeure d’aluminium alimentaire car le théier est I’une
des rares plantes qui accumulent de grandes quantités d’aluminium, qui peut étre
libéré des feuilles. Les concentrations d’aluminium dans le thé infusé se situent en
général dans une gamme de 2 a 8 mg/litre. Bien que les concentrations d’aluminium
dans le thé soient de 10 a 100 fois supérieures aux concentrations retrouvees dans
I’eau potable [Forster & al., 1995], I’aluminium dans le thé se présente presque

exclusivement (91-100 %) sous forme de complexes organiques trés stables et

a haut poids moléculaire qui ne sont pas facilement absorbés. Mais, I’absorption de
I’aluminium chez les grands consommateurs de thé, particulierement ceux avec une
absorption accrue, peut ne pas étre insignifiante en raison de la teneur relativement
élevée du thé en aluminium [Butterworth & al., 1992 et Drewitt & al., 1993].

La consommation d’eau potable est également une des causes des niveaux éleves
d’aluminium dans le plasma des témoins. La région de Fes est une zone volcanique
et les eaux de ce genre de région sont trés riches en aluminium. Comme le pH de
I’eau peut varier d’une région a une autre, les teneurs naturelles d’aluminium sont
parfois plus élevées. La teneur en aluminium des eaux de distribution publique
dépend des origines de I’eau brute et des conditions du traitement. L eau potable est
une eau traitée avec de I’alun (sulfate d’aluminium) qui est considéré comme le plus
efficace des coagulants. Par suite du traitement a I’alun, les niveaux d’aluminium
dans I’eau traitée sont souvent plus élevés que dans I’eau brute [Driscoll &
Letterman, 1988]. Actuellement, il existe une directive de I’Organisation Mondiale
de la Santé selon laquelle le taux d’aluminium maximal admissible dans I’eau
potable est de 0,2 mg d’aluminium par litre en raison de I’importance de ce seuil

pour les traiteurs d’eau utilisant les sels d’aluminium comme coagulants.

Un examen critique de la littérature scientifique semble indiquer que certaines
maladies accroissent I’absorption de I’aluminium par voie gastro-intestinale. Par

exemple, on a noté certains indices d’une absorption d’aluminium plus facile chez
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les personnes souffrant d’insuffisance rénale chronique ou d’urémie que chez les
individus normaux [Wills & Savory, 1989 et Lindberg & al., 1993].

Les patients ayant une insuffisance rénale chronique et nécessitant un traitement par

hémodialyse risquent de développer une toxicité a I’aluminium.

Les sujets ayant une fonction rénale déficiente sont connus pour avoir une capacité

réduite a excreter I’exces d’aluminium [Maharaj & al., 1987].

Selon plusieurs études réalisées chez les patients en hémodialyse, la source
principale d’aluminium est I’eau utilisée pour préparer les solutions d’hémodialyse
par dilution des concentrés [Alfrey, 1986 ; Taylor & Walker, 1992 ; Alfrey, 1993 ;
Blanusa & al., 1997 et Mazzaferro & al., 1997].

Avec un liquide de dialyse contenant moins de 0,4 pumol/litre (= 10 pg/L) et un
plasma de moins de 1 pmol/litre, le transfert de I’aluminium au patient serait
minimal. Cependant, si le contenu en aluminium dans le liquide de dialyse est au
dessus de 0,4 umol/litre, il y a un transfert continu a travers la membrane de dialyse
vers le patient. Ce transfert n’est presque pas entravé au cours de chaque séance de
dialyse car P’aluminium qui a traversé la membrane est rapidement et
specifiquement lié a une protéine plasmatique, la transferrine, qui facilite davantage
la diffusion vers I’intérieur. Par conséquent, le patient accumule a chaque séance de
dialyse une charge d’aluminium qui est I’équivalent d’une charge de trois fois par
semaine de dialyse. Le résultat est que la transferrine plasmatique est de plus en
plus saturee en aluminium ; I’aluminium plasmatique total augmente et la apparait

étre un transfert progressif et concomitant de la transferrine dans les tissus.

Le liquide de dialyse est traité afin d’éliminer ou au moins de réduire au minimum
la teneur en aluminium. Selon la Résolution C184 du 23 Juillet 1986 de la
Communauté Européenne pour la protection du patient traité par dialyse contre
I’aluminium, la concentration en aluminium du liquide de dialyse doit étre
inférieure a 10 pg/litre [Taylor & Walker, 1992].
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L’osmose inverse réduit fortement la teneur en aluminium et en plusieurs autres

substances de I’eau du robinet qui sert a la préparation du liquide de dialyse.

Or, dans cette étude, I’osmoseur inverse ne fonctionnait pas plusieurs mois avant
que les prélevements soient effectués. Par conséquent, I’eau qui servait a préparer le

liquide de dialyse n’était pas correctement traitée. Ceci pourrait étre une des causes

qui font que les niveaux du métal soient extrémement éleves dans le plasma des
patients. En effet, en 1986, Alfrey a montrée que les patients dialysés dont la solution
de dialyse ne contenait pas d’aluminium avaient des niveaux d’aluminium
plasmatique inférieurs a 100 pg/litre ; cependant, les patients qui subissent une
dialyse dont le liquide est contaminé par I’aluminium auraient des niveaux de 200 a
300 pgl/litre.

Un autre aspect reconnu de la toxicité de I’aluminium est I’anémie qui est
probablement due a I’inhibition de la synthése de I’hémoglobine dans la moelle
osseuse. Cette anémie, morphologiquement hypochromique et microcytique,
pourrait étre I’'unique signe évident de la lente accumulation ou I’intoxication

prolongée de I’aluminium [Stewart, 1989].

Sur les 19 patients hémodialysés, 11 d’entre eux présentent une anémie. Or, la
toxicité a I’aluminium est associée a I’anémie chez les patients ayant une
insuffisance rénale chronique. Dans une étude, Cannata et al (1991) ont évalué les
conséquences hématologiques d’une surcharge en aluminium. Ils ont également
étudié in vivo si une surcharge d’aluminium peut moduler I’absorption gastro-
intestinale du fer et in vitro si la présence de I’aluminium peut influencer la prise du
fer par les cellules. Cette étude a démontré que I’aluminium interfere avec
I’absorption et le transfert du fer, et suggere que ces mécanismes peuvent étre
responsables du maintien et méme de I’augmentation de I’anémie observée dans le
cas d’une surcharge en aluminium. Une autre étude réalisée egalement par Cannata
et al (1991) a montré qu’une diminution en fer augmente nettement I’absorption et
la prise de I’aluminium par les cellules et suggere que les individus susceptibles,

tels que les insuffisants rénaux, courent un grand risque s’ils sont déficients en fer.
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Un autre facteur pouvant étre en rapport avec les taux élevés d’aluminium est le
tampon utilisé dans le bain de dialyse et qui correspond a I’acétate de sodium. Ce

dernier est utilisé comme tampon standard pour des raisons de facilité de

préparation et de stérilisation des concentrés ; I’acétate est rapidement transformé en
bicarbonate par le foie du patient. Selon la Résolution C184 pour la protection du
patient traité par dialyse contre I’aluminium, la concentration de ce dernier dans le
tampon doit étre /10 pg/litre [Taylor & Walker, 1992].

Par la suite, la Consensus Conference tenue a Paris le 27 Juin 1992 et le Guide de la
Société Italienne de Néphrologie ont modifié les proportions établies par la
Résolution C184, recommandant des niveaux bien inférieurs pour les solutions de
dialyse (& 5 pg/litre) et le sérum (& 30 pg/litre).

Au cours de ces dernieres années, il a été démontré que le citrate (connu comme
étant un chélateur de I’aluminium) pris oralement ainsi que d’autres constituants
alimentaires tels que les acides ascorbique, gluconique, malique et lactique
augmentent I’absorption gastro-intestinale de I’aluminium [Froment & al., 1989 ;
Partridge & al., 1989 ; Walker & al., 1990 ; Lindberg & al., 1993 et Domingo & al.,
1994].

Ces facteurs organiques semblent étre d’une grande importance car ils sont
disponibles dans I’alimentation en concentrations relativement importantes. Aussi,
puisque ces acides sont considérés comme inoffensifs, ils sont largement utilisés

comme additifs alimentaires.

Il est donc clair que les patients urémiques devraient éviter I’ingestion simultanée
d’aliments contenant d’importantes quantités d’acides citrique, ascorbique et

lactique et des composés contenant de I’aluminium [Domingo & al., 1994].

En conclusion, concernant les sujets hémodialysés dont les niveaux d’aluminium
sont plus élevés apres dialyse qu’avant dialyse, on peut suggerer que c’est peut-étre

dd a P’ultrafiltration qui concentre les protéines plasmatiques. Ces fluctuations
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pourraient dissimuler une entrée et un transfert d’aluminium entre les dépdts

tissulaires et le liquide de dialyse.
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PARTIE Il

EVALUATION DE LA DISTRIBUTION DE L’ALUMINIUM CHEZ
LES RATS TRAITES PAR DIFFERENTES ESPECES D’ALUMINIUM
PAR GAVAGE ET PERFUSION

11-1- Résultats
11-1-1- Gavage
Chez les animaux traités par gavage nous observons que :

- la spéciation du métal est un facteur important concernant les différentes

accumulations dans chaque organe.

- En plus de la spéciation du métal, nous avons une spéciation d’organes car nous
pouvons voir clairement que I’accumulation du métal est différente d’un organe a
un autre (Tableau VII).
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Nous observons particuliérement que le métal est accumulé a fortes concentrations
dans les os (Fig . 6). Cette observation est cohérente avec la chimie de I’aluminium
car les os sont constitués de phosphate de calcium et les phosphates sont les ligands
preférés de I’aluminium. La majorité du métal accumulé dans les os est sous forme
de Al(acac); et AlICIs.

Al pg/g de tissu frais

12
10 -

8

Alacac3 Hacac Alcit2 Nacit Allact3 Nalact Alcl3 Nacl

Figure 6 :Concentrations en aluminium (g/g de tissu frais) dans I’os.

Dans le muscle (Fig. 7) et le cceur (Fig. 8), le métal le plus effectif est Al(cit),.
Cependant, la quantité d’aluminium accumulée dans ces deux organes est d’environ

50% par rapport a la quantité maximale accumulée dans les os.
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Figure 7 :Concentrations en aluminium (ug/g de tissu frais) dans le muscle.

Figure 8 : Concentrations en aluminium (ug/g de tissu frais) dans le cceur.

Dans le foie (Fig. 9), les deux especes chimiques qui favorisent I’accumulation de
I’aluminium sont Al(lact); et Al(cit), et la quantité maximale du métal accumulée

dans le foie est d’environ le tiers de celle trouvée dans les os.
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Figure 9 :Concentrations en aluminium (ug/g de tissu frais) dans le foie.

Dans le pancréas (Fig. 10), apparemment toutes les espéces métalliques

s’accumulent presque au méme taux.

Figure 10 : Concentrations en aluminium (ug/g de tissu frais) dans le

pancréas.
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Au niveau de I’intestin (Fig. 11), on observe que I’espéce chimique qui permet
I’accumulation de I’aluminium est Al(cit), dont la quantité maximale accumulée est

d’environ la moitié de celle observée dans les os.

Figure 11 : Concentrations en aluminium (ug/g de tissu frais) dans I’intestin.

Figure 12 : Concentrations en aluminium (ug/g de tissu frais) dans le cerveau.
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Dans le cerveau (Fig. 12) nous distinguons la différence dans I’accumulation des
complexes d’aluminium et leurs ligands. La raison est probablement due au fait que,

la barriere hémato-encéphalique étant riche en récepteurs de transferrine, ces

derniers favorisent la translocation de I’aluminium en utilisant les récepteurs de la

transferrine.
Concernant le rein et la rate aucune accumulation des différentes espéces chimiques
d’aluminium et ligands n’a été observée.

11-1-2-Perfusion intraveineuse

I11-1-2-1-Distribution de I’aluminium dans les différents tissus

L’accumulation de I’aluminium par perfusion est faible par rapport a celle du
gavage car la durée du traitement est de quelques heures alors que celle du gavage
était de deux mois.

Méme dans le cas de la perfusion, aucune accumulation d’aluminium n’a été

observée dans le rein et la rate (Tableau VII1).
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AICI; parait étre I’espéce la plus effective au niveau de tous les tissus (figures. 13,
14, 15, 16, 17, 18 et 19) et ceci est justifié par le fait que, parmi toutes les espéces
utilisées, AICl;est I’espéce hydrolytiquement la moins stable.

En effet, AICI; plus qu’aucune autre espéce utilisée, une fois dans le sang, AI** est

immédiatement libéré et se lie a la transferrine qui transporte le métal dans tous les
organes.

Figure 13 : Concentrations en aluminium (ug/g de tissu frais) dans I’os.

Figure 14 : Concentrations en aluminium (ug/g de tissu frais) dans le muscle.
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Figure 15 : Concentrations en aluminium (ug/g de tissu frais) dans le cceur.

Figure 16 : Concentrations en aluminium (ug/g de tissu frais) dans le foie.
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Figure 17 : Concentrations en aluminium (ug/g de tissu frais) dans le pancréas.

Figure 18 : Concentrations en aluminium (ug/g de tissu frais) dans I’intestin.
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Al pg/g de tissu frais
7 -

Cerveau
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Figure 19 : Concentrations en aluminium (ug/g de tissu frais) dans le cerveau.

Méme avec la perfusion nous pouvons voir que la spéciation est importante

concernant la distribution du métal dans les différents organes.

En général, la distribution du metal est presque la méme que pour le gavage avec

cependant deux différences :
- la durée de la perfusion est courte par rapport a celle du gavage

- AICI; est plus effectif quand il est introduit directement dans la circulation

sanguine.

11-1-2-2-Evolution du débit urinaire

Les valeurs de la moyenne du débit urinaire des 4 périodes témoins et des 4

périodes expérimentales sont représentées dans le tableau IX ci-dessous :
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Tableau IX : Valeurs de la moyenne du débit urinaire des 4 périodes témoins et

des 4 périodes expérimentales.

Moyenne du débit urinaire | Moyenne du débit urinaire

des 4 périodes témoins des 4 périodes
(ul/mn) expérimentales (pl/mn)

Al(acac)s 30,66 + 0,18 144,39 +£ 0,13
Hacac 62,13+ 0,14 140,27 £ 0,24
AICl; 23,77 £0,15 101,42 +£ 0,05
NaCl 55,59 + 0,33 186,39 + 0,22
Al(lact); 22,24 £ 0,20 143,87 £ 0,19
Nalact 65,55 + 0,21 125,09 + 0,06
Al(cit), 15,09 + 0,12 117,34+ 0,20
Nacit 12,85 £ 0,26 112,85+ 0,04

On remarque d’apres le tableau IX que les valeurs du débit urinaire sont

relativement faibles pendant les 4 phases temoins (perfusion de NaCl 0,9%) et

qu’elles sont beaucoup plus importantes apreés la perfusion des différents complexes

d’aluminium et leurs ligands.

Donc la perfusion de ces derniers a un effet important sur le débit urinaire.

I1-2- Discussion sur le gavage

Le degré d’absorption de I’aluminium chez les animaux dépend d’un certain

nombre de parameétres, qui comprennent le pH, la spéciation de I’aluminium et des

facteurs alimentaires [Partridge & al., 1989]. La quantité d’aluminium absorbée est

plus grande a un pH faible qu’a un pH neutre ou élevé [Rodger & al., 1991].
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L’absorption de I’aluminium ne semble pas se produire dans I’estomac [Froment &
al., 1989] ou la plus grande partie de I’aluminium est convertie en une espéece
monomeérique soluble a un pH faible. Cependant, dans I’intestin, a un pH presque
neutre, la plus grande partie de I’aluminium prend une forme insoluble et n’est pas
disponible pour é&tre absorbée. La petite portion qui reste disponible pour

le transport est la fraction qui a été complexée avec les molécules organiques dans
I’estomac, ce qui lui permet de rester soluble au pH plus élevé de I’intestin gréle
[Reiber & al., 1995].

L aluminium qui est solubilisé et dissocié dans les conditions acides de I‘estomac
va normalement reprécipiter en hydroxyde ou hydroxyphosphates en atteignant
I’intestin [Powell & Thompson, 1993]. Cependant, plusieurs acides alimentaires,
specialement le citrate, augmentent I’absorption de I’aluminium a partir du tractus
gastro-intestinal [Yokel, 1994] formant vraisemblablement des complexes assez
forts pouvant solubiliser des quantités importantes d’aluminium [Molitoris & al.,
1989].

Testolin et al (1996) montrérent que les acides organiques alimentaires possédaient
la capacité d’augmenter I’absorption de I’aluminium ainsi que son accumulation
dans les tissus.

L’ absorption de I’aluminium a travers I’intestin de rat a été étudiée de maniere
intensive. Il a été montré que le métal était absorbé par diffusion passive [Adler &
Berlyne, 1985] ainsi que par transport actif énergie-dépendant [Adler & Berlyne,
1985 ; Cochran & al., 1990].

Whitehead et al (1997) montrérent que malgré une hydroxypolymérisation de
I’aluminium au pH intestinal, I’intestin gréle et le colon, mais non I’estomac,

absorbent I’aluminium de maniere passive et paracellulaire.

Dans notre expérience, on remarque que I’espéce accumulée par excellence dans
tous les tissus sauf I’os correspond a Al(cit),. Froment et al (1989) ont suggére

qu’apres administration de Al(cit), I’absorption de I’aluminium se produit dans
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I’intestin proximal par voie paracellulaire par suite de I’ouverture des jonctions

cellulaires.

Pour approfondir I’étude sur I’hypothese stipulant que le citrate augmente
I’absorption de I’aluminium par ouverture des V tight junctions V , Froment et al
(1989) effectuérent des études (Ussing chamber studies) pour déterminer I’effet du
citrate d’aluminium, le chlorure d’aluminium et le lactate d’aluminium sur les
résistances transmurales des segments proximal et jejunal. Le citrate de sodium et
I’EDTA ont été utilisés comme témoins étant donné qu’ils sont connus d’ouvrir les
Vv tight junctions V et de réduire les résistances électriques transmurales des
segments proximal et jejunal. Le citrate d’aluminium, mais pas le chlorure ni le
lactate d’aluminium, a entrainé une diminution prolongée de la résistance
transmurale [Froment & al., 1989] compatible avec I’ouverture des V tight
junctions V .

Puisque le citrate est censé ouvrir les vV tight junctions V en chélatant le calcium, il
était donc nécessaire de déterminer la capacité du citrate contenu dans le citrate
d’aluminium a chélater le calcium. Pour cette raison et pour déterminer aussi la
capacité des anions du chlorure d’aluminium et du lactate d’aluminium a chélater le
calcium, une électrode sélective d’ions calcium a été utilisée. Alors que I’aluminium
citrate a eu pour résultat une rapide et presque compléte (99,7 + 0,1%) chélation de
calcium, ni le chlorure ni le lactate d’aluminium n’a donné de résultat significatif
[Froment & al., 1989]. Ces données fournissent I’évidence que le citrate accroit
I’absorption gastro-intestinale proximale d’aluminium en augmentant sa solubilité
et en chélatant le calcium qui rompt les V tight junctionsV et permet

I’augmentation nette du flux paracellulaire d’aluminium.

Il a été montré que, chez des rats exposés de maniére chronique a du Al(cit), et
indépendamment de leur fonction rénale intacte, I’aluminium s’accumulait dans
différents tissus [ Garbossa & al., 1998].

Dans le pancréas et le cerveau on observe une accumulation de toutes les espéces

métalliques avec prédominance de Al(cit),. Ces deux organes sont probablement
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sensibles a toutes les formes chimiques étudiées du métal. Rahnema et Jennings
(1999) ont montré que I’ingestion de Al(cit), augmente la concentration de
I’aluminium dans le cerveau. En plus, il a été suggeré que la forme chimique de

I’aluminium influence fortement sa biodisponibilité [Ogasawara & al., 2002]. La

distribution de I’aluminium dans le cerveau a été largement étudiée [Santos & al.,
1987 ; Fosmire & al., 1993 ; Van Ginkel & al., 1993 et Sahin & al., 1994]. Le

passage de I’aluminium dans le cerveau apparait étre génétiquement dépendant
[Fosmire & al., 1993].

Il a été observé par Julka et al (1996) qu’apres une exposition aigue et subaigué a
I’aluminium, celui-ci s’accumulait dans toutes les régions du cerveau avec un
maximum au niveau de I’hippocampe et qu’il se repartissait de maniére variable
dans presque tous les tissus du corps. Une étude similaire réalisee sur les souris
[Yang & al., 1998] a montré également qu’au niveau du cerveau la majorité du

métal s’accumulait dans I’hippocampe.

La barriére hémato-encéphalique étant riche en récepteurs de transferrine permet le
passage du métal sous toutes ces formes dans le cerveau étant donné qu’il est

considéré comme un organe cible de I’aluminium.

Concernant I’os ou la quantité maximale d’aluminium a été observée, il a été
montré que celui-ci accumulait I’aluminium avidement. En effet, comme le cerveau,
I’0s est considéré comme un organe cible du métal car de part sa composition, les

phosphates constituent les ligands préférés de I’aluminium.

En ce qui concerne I’administration des différents ligands, on remarque que
I’accumulation du métal est faible et provient certainement de la nourriture et de
I’eau de boisson. On remarque que le cceur et le foie ne présentaient pas
d’accumulation d’aluminium apres administration de Nacit, Nalact et NaCl. Comme
ces deux organes sont trés vascularises, il est probable que le métal libéré de ces

tissus, passe dans le plasma et est capté par d’autres tissus.
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Le rein et la rate ne montrent aucune trace du métal. Pour le rein, il est possible que
tout le métal soit éliminé avec les urines car les quantités administrées ne sont pas
trés élevées, alors que pour la rate, comme c’est un organe qui est également trés

vascularise, I’aluminium a da étre repris par d’autres organes en passant par le sang.
11-3-Discussion sur la perfusion

L’aluminium n’a pas de fonction physiologique connue et n’est pas considéré
comme un composé dietétique essentiel. Aujourd’hui, il est connu comme étant un

élément pouvant produire des effets adverses sur les systemes biologiques.

La majorité des études realisées sur la toxicité de I’aluminium n’a pas prété
suffisamment attention a la spéciation du métal. Il y a une grande différence dans la
capacité des différents ligands & solubiliser et & transporter I’ion AI** aux sites
cibles critiques, ol une réaction d’échange de ligand se produit pour transférer AI**
aux groupes fonctionnels des molécules cibles. Dans ce sens, certains complexes

d’aluminium sont plus toxiques que d’autres [Harris & al., 1996].

Comme discuté par Martin [Martin, 1986], I’aluminium, a cause de sa constante de
formation élevée avec la transferrine, le citrate, le phosphate et les hydroxydes, ne
peut exister dans le plasma sous une forme libre. Les constantes de formation de
I’aluminium avec la transferrine et le citrate sont plus grandes qu’avec les
hydroxydes. Ainsi, dans le plasma, I’aluminium existerait essentiellement associé a

la transferrine et secondairement au citrate [Alfrey, 1991].

L accumulation de I’aluminium dans les tissus est attribuée principalement a la
liaison du métal a la transferrine et a sa distribution par la suite dans les tissus qui
sont riches en récepteurs de transferrine [Edwardson & al., 1991]. L aluminium se

lie a au moins un des deux sites du fer de la transferrine sérique [Trapp, 1983].

Quand I’aluminium est administré aux rats par voie intraveineuse, la spéciation de

I’aluminium a un effet majeur sur son excrétion rénale. L’aluminium administré
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sous forme de citrate est excrété de maniere plus importante que celui administré

sous forme de chlorure ou de sulfate [Lote & al., 1995 et Spencer & al., 1995].

En effet, dans notre expérience, AICI; est I’espéce accumulée dans tous les tissus
avec le niveau le plus élevé dans le pancréas. Le niveau le plus faible se trouvant

dans le foie, ce qui est probablement di a une excrétion biliaire. En effet, il a été

suggeéré que I’aluminium absorbé, acheminé au foie par la circulation portale, était

rapidement éliminé dans la bile [Jessica & al., 1996].

Sutherland et Greger (1998) ont suggeéré que le foie était capable de sécréter dans la
bile de petites quantités d’aluminium alimentaire absorbé mais que les reins restent
les organes excréteurs principaux pour I’aluminium quand la capacité sécrétrice du
foie est dépassée.

Dans notre étude, on a constaté que le rein et la rate ne présentaient aucune trace du
métal, alors que d’autres travaux ont montré que I’aluminium s’accumulait de
maniére importante dans le rein [ Wills & al.,1993 ;Sahin & al., 1994 ; Walker &
al., 1994; Spencer & al., 1995 et Zafar & al.,1997] ainsi que dans la rate [ Domingo
& al., 1991 ; Julka & al., 1996 et Zafar & al., 1997].

Cette absence du métal dans le rein est probablement due au fait que I’aluminium
est éliminé de maniere importante dans les urines car comme il est indiqué dans le
tableau IX le débit urinaire augmente de maniere trés significative au cours des

quatre periodes expérimentales.

Des études réalisées sur la liaison entre les protéines et I’aluminium confirment la
suggestion que I’élimination rénale de I’aluminium est dépendante du degré
d’aluminium lié. 1l est proposé qu’a faible charge d’aluminium dans le plasma, les

reins possedent la faculté de I’éliminer de maniere efficace [Hohr & al., 1989].

Dans les tissus de rats auxquels on a administré différents ligands d’aluminium on
observe une accumulation du métal, sauf au niveau du cceur et du foie ou aucune

trace d’aluminium n’est décelée aprés administration de Nacit, Nalact et NaCl.
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Cette accumulation du métal dans les tissus provient probablement de la nourriture

et de I’eau de boisson que consommaient les animaux avant I’expérience.
I1-4-Conclusion
La distribution de I’aluminium dans les tissus, aussi bien pour le gavage que pour la

perfusion, dépend des especes chimiques utilisées et de la voie d’administration.

On peut donc dire que I’administration orale comme voie d’exposition a
I’aluminium peut résulter en des accumulations divergentes du métal dans les tissus

dont la concentration dépend de la forme chimique.

Quand I’aluminium est administré par voie intraveineuse, et bien que le la durée soit
relativement courte, les quantités d’aluminium accumulées dans les différents

organes sont plus élevées que quand le métal a été administré oralement.
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PARTIE Il

EVALUATION DE LA CONCENTRATION DE LA
MALONDIALDEHYDE (MDA) CHEZ LES SOURIS TRAITEES PAR
L’ALUMINIUM : EFFET SYNERGIQUE DU FER ET DE
L’ALUMINIUM SUR LA PRODUCTION DES RADICAUX LIBRES

111-1-Résultats
I11-1-1-Les liposomes de phospholipides purs

La mesure de la production des radicaux libres dans les systemes biologiques a été
obtenue par le test de I’acide tiobarbiturique qui évalue la formation de MDA

produite durant les processus oxydatifs.

Le premier modéle adopté est celui des liposomes de L-a-lecithine. La figure 20
montre qu’en présence de Fe?*, la production de MDA est proportionnelle & la
quantité de liposomes présents dans I’essai. Comme on peut le noter dans la figure
21, I’ion métallique agit comme un catalyseur indispensable & la formation de
MDA. La concentration de MDA augmente avec I’augmentation de la concentration
de Fe** jusqu’a la valeur de 0,08 mM de FeSO,, valeur au dela de laquelle on
n’observe aucune augmentation. En absence de Fe®", les niveaux d’aluminium sont
en effet négligeables et dus essentiellement a la présence de traces du métal

contaminant les réactifs.
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Figure 20 : Mesure de la concentration de la MDA des liposomes de

L- a-lecithine en fonction de la concentration en phospholipides.
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Figure 21 : Mesure de la concentration de la MDA des liposomes de

L-a-lecithine en fonction de la concentration en fer.

72



RESULTATS ET DISCUSSION

0.700

0.600

0.500
- Al

532nm)

0.400

0.300

MDA (A

0.200

0.100

0.00 ' 1 1 1 1 1 1 1 ' L ' 1 I
0 10 20 30 40 50 60 70

Fe(I1) (uM)

Figure 22 : Mesure de la concentration de la MDA des liposomes de L-a-
lecithine en fonction de la concentration en fer en présence et

en absence d’Aluminium.

La figure 22 montre que la présence de AI** augmente considérablement la
production de MDA.

111-1-2-Homogénat de cerveau de souris

L’homogénat de cerveau de souris a également servi de modéle dans la
détermination de la peroxydation lipidique de la part des ions Fe** et AI**.
La figure 23 montre que AI** contribue de maniére importante dans la formation des

radicaux libres.
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Figure 23 : Mesure de la concentration de MDA en fonction de concentrations
croissantes de protéines d’homogéenat de cerveau de souris en

présence et en absence d’ Aluminium.

111-2-Discussion

Plusieurs études ont montré que I’aluminium accroit la peroxydation lipidique du
cerveau qui est une forme de dommage oxydatif. L’exposition alimentaire a
I’aluminium augmente le taux de peroxydation lipidique du cerveau des poussins,
des souris et des rats [Ohtawa & al., 1983 ; Fraga & al., 1990 et Chainy & al.,
1993].

Oteiza et al (1993) ont démontré que Al(Il) possede a la fois une activité pro et
anti-oxydante a travers les membranes cellulaires dépendante de la concentration en
fer. 1l a été suggéré que le mécanisme de I’action pro-oxydante de I’aluminium a

travers son interaction a I’intérieur des membranes, produit des changements
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subtils dans le réarrangement des lipides qui peuvent augmenter la disponibilité des
acides gras a l’attaque des radicaux libres ou faciliter la propagation de la

peroxydation lipidique.

Cette propriété est de grande importance car I’aluminium, comme les autres ions
métalliques, s’accumule dans I’encéphale au fil des années au cours desquels on
enregistre dans le cerveau des altérations distinctes que ce soit dans les phénomenes
oxydatifs qu’inflammatoires. Quelques fois, ces facteurs peuvent représenter le
facteur  déchainant, sinon I’élément aggravant certaines  conditions
neuropathologiques. Ces dernieres années on a prété plus d’attention a I’hypothese
etiopathogénétique liée a la production des radicaux libres en rapport avec les

maladies telle que la maladie de Parkinson.

Toda et al (1998) ont démontré sur I’homogénat de cerveau de souris que

I’aluminium accélére la peroxydation lipidique induite par le fer. Les modifications

protéiques oxydatives causées par les ions ferreux et/ou d’aluminium sont
augmentées a concentrations élevées et supprimées a faibles concentrations d’ions
aluminium. Cette derniere observation suggere un rdle biologique possible de
I’aluminium comme anti-oxydant. Ils ont également démontré que I’interaction
entre AI(IIT) et Fe(ll) peut faciliter les dommages oxydatifs des lipides et des
protéines dans le cerveau, conduisant ainsi aux enchevétrements neurofibrillaires
typiques de MA [Toda & al ; 1998].

Les radicaux libres sont impliqués dans la MA. La probabilité de cette implication
est soutenue par le fait que les neurones sont extrémement sensibles a I’attaque des

radicaux libres destructeurs [Christen, 2000].

Les expériences réalisées dans ce travail ont permis de mettre en évidence quelques
effets produits par I’aluminium sur les membranes soit comme facteur direct du

déséquilibre soit comme facteur indirect dans la production de radicaux libres.

En effet, les expériences sur les liposomes montrent qu’a I’augmentation de la

concentration d’aluminium correspond une augmentation de la production de MDA
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utilisée comme mesure de la peroxydation lipidique. Toutefois, I’aluminium a lui
seul n’est pas capable de peroxyder les lipides ; il a seulement un effet indirect a
travers la désorganisation de la double couche lipidique qui permet une agressivité

majeure des éléments de transition comme le fer.

Il a été trouvé que les ions AI** ne pouvaient pas eux mémes stimuler la
peroxydation lipidique a cause de leur nombre d’oxydation (111) qui est fixe ; donc il
ne peut participer dans les réactions d’oxydo-réduction et conduire a la formation de
radicaux. Les sels d’aluminium ne stimulent pas la peroxydation des phospholipides
des liposomes, mais accélerent fortement la peroxydation induite par les sels de fer
[Gutteridge & al., 1985].

Les données expérimentales démontrent que non seulement le fer est un catalyseur
des processus oxydatifs mais aussi que I’aluminium pourrait avoir une importante
action synergique dans la stimulation de la production des radicaux libres, agissant
comme déstabilisateur des membranes biologiques.

En outre, il a été observé aussi bien dans les modéles qui utilisent les liposomes
préparés a partir des phospholipides purs que ceux de I’homogeénat de cerveau de
souris, que la présence concomitante de I’aluminium et du fer dans les modeles
adoptés révele une importante augmentation de la production de radicaux libres
exprimée en concentration de MDA. L’effet de I’aluminium associé au fer ne laisse
pas de doute sur la toxicité potentielle de cet élément comme cofacteur dans la

production des radicaux libres.
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PARTIE IV

EFFET DE L’ALUMINIUM SUR L’ACTIVITE DE L’AChE

V- 1- Résultats
IV-1-1- Expériences in vivo

Notre étude montre que Al(I1l) est un puissant activateur de I’AChE. La figure 24
montre I’activité de I’AChE dans les homogénats de cerveaux de souris en fonction

de la concentration en protéines.
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Figure 24 : Analyse de I’activité de I’AChE dans les homogénats de cerveaux
de souris traitées avec du AlClI; et du Al(lact); et de souris témoins en fonction

de la concentration en protéines.
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Une augmentation de I’activité de I’AChE a été trouvée dans les homogénats de
cerveaux préparés a partir d’animaux traités par voie orale par AICI; ou Al(lact)s,

pendant trois mois.

Al(lact); a apparemment un effet stimulateur plus important que AICI;. L’effet
activateur de AI(I1I) sur I’ AChE était aussi dépendant du temps comme indiqué sur
la figure 25 qui montre I’activité de I’AChE dans les homogeénats de cerveaux

préparés apres un et trois mois de traitement.
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T 1 3

Mois de traitement avec AlICI;

Figure 25 : Activité de I’AChE dans les homogénats de cerveaux de souris
apres traitement oral d’un mois et trois mois avec du AIClI; et de

souris téemoins (T).
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La figure 26 montre le graphique de Lineweaver-Burk obtenu a partir d’analyses de

I”’AChE dans les homogénats de cerveaux de souris apres trois mois de traitement in

vivo avec du AICI; et Al(lact)s. Le traitement avec le métal produit une variation

appréciable du Km de 2,5umol / L chez les témoins a 1,16 pumol / L et 1,0 umol / L

apres traitement respectivement avec AlCl; et Al(lact)s. La Vmax est de 5,8 umol /

min aussi bien chez les témoins qu’apres traitement avec AIClI; et Al(lact)s.
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Figure 26 : Courbe de Lineweaver-Burk de I’AChE d’homogénats de cerveaux

de souris apreés trois mois de traitement oral avec AlIClI; et Al(lact)s.

Témoins : Km = 2,5 umole Vmax = 5,8 pmole/min
AICIl; : Km = 1,16 pmole Vmax = 5,8 pmole/min
Al(lact); : Km = 1,0 umole Vmax = 5,8 umole/min
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IV-1-2- Expériences in vitro

Sur la figure 27, AI(I1l) montre un effet activateur sur I’AChE également dans les
essais in vitro. Cette figure montre I’effet activateur de AI(I11) qui est fonction de la
concentration des ions du métal et démontre que I’effet de la spéciation du métal
était plus évident quand le traitement a été appliqué in vitro sur les homogénats de
cerveaux. Ce qui est intéressant, c’est que les espéces les plus hydrolysables
montrent I’effet activateur le plus bas. Les deux courbes atteignent un plateau a la

concentration d’Al(I11) la plus élevée utilisée dans les essais.

in vitro
0.22 AlLacy
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0.14 —_ .
0 200 400 600 800

[AF*] pmole

Figure 27 : Evaluation de I’activité de I’AChE dans les homogénats de
cerveaux de souris apres traitement in vitro en fonction

de la concentration d’aluminium (AICl; et Al(lact)z).
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Ces résultats sont en accord avec des études ultérieures [Singer & al., 1990 et Zatta
& al., 1994] et suggerent que la capacité de Al(I11) de moduler I’activité de AChE
est fortement dépendante non seulement de la concentration des ions métalliques

mais aussi des espéces chimiques présentes [Zatta & al., 1994].

La figure 28 représente le graphique de Lineweaver-Burk de I’AChE mesurée par
incubation d’homogénats de cerveaux de souris en présence et en absence
d’Al(lact); et AlICIs.

Conformément aux résultats de in vivo décrits ci-dessus, le traitement par le métal
in vitro produit une variation appreciable du Km de 2,5umol / L chez les témoins a
0,61 umol/ L et 0,46 pumol/ L aprés traitement respectivement par AlClz et Al(lact)s .
la valeur de Vmax 5,8umol / min n’a pas été affectée par le traitement avec I’un ou
I’autre des composés d’aluminium. Aussi, dans ce cas, I’effet activateur était plus
prononcé avec Al(lact);. La comparaison des graphiques de Lineweaver-Burk
montre que, tandis que les cinétiques in vitro suivent I’équation typique d’un

inhibiteur mixte, in vivo I’équation est caractéristique d’une inhibition compétitive.
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Figure 28 : Courbe de Lineweaver-Burk de I’activité de I’AChE dans les
homogénats de cerveaux de souris incubés in vitro en présence
et en absence d’AlCl; et d’Al(lact)s.

Témoins : Km = 2,5 umole Vmax = 5,8 pmole/min
AICl;: Km =0,61 pmole Vmax = 5,8 umole/min
Al(lact); : Km = 0,46 pmole Vmax = 5,8 umole/min
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La Tacrine est connue comme étant un puissant inhibiteur de I’AChE. Aussi nous
avons compareé en réalisant des expériences in vivo et in vitro, les effets de la tacrine
et d’Al(lI1) sur I’activité de I’AChE. La figure 29 montre que la tacrine exerce un
puissant effet inhibiteur aussi bien in vivo que in vitro et abolit complétement I’effet
activateur de Al(I11). Au contraire, la Desferroxamine (DFO), connue étant un agent

chélateur de Me**, n’a pu réduire I’effet activateur produit par I’ion métallique.

5

Activité de I’AChE ( nmole/min/mg de protéine)
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Témoin + DFO
Al in vivo + DFO

Figure 29 :Effets de la Tacrine (THA) (1uM), Al(lact); et DFO (1mM) sur

I’activité de I’AChE par rapport aux témoins.

Al in vivo : animaux traités par voie orale pendant trois mois avec Al(lact)s,
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1\VV-2- Discussion

Les effets neurotoxiques de Al(Ill) ont été étudiés au niveau de divers modeles
biologiques. En particulier, I’effet de I’ion métallique sur I’activité de I’AChE, a été
étudié aussi bien in vivo que in vitro. Cependant, les résultats sont controverseés,
comme I’activation observée par certains auteurs [Perry & al., 1978 ; Peng & al.,
1992 ; Bilkei, 1993 et Zatta & al., 1993] ne coincide pas avec I’inhibition reportée
par d’autres [Gulya & al., 1990 et Julka & al., 1995 ].

Ces résultats contradictoires reflétent trés probablement I’utilisation dans les essais

de protocoles analytiques et des especes métalliques mal définis.

Cette étude montre que I’activation de I’AChE est plus importante in vivo que in
vitro. De plus, les essais in vitro révelent que AICI; et Al(lact)s, qui représentent
deux espéces chimiques différentes d’aluminium avec des caractéristiques
chimiques et des constantes de stabilité différentes, donnent des résultats différents

qualitativement et quantitativement.

Cette différence d’activité indique que la spéciation de Al(II1) pourrait jouer un réle
pertinent dans la production d’effets toxicologiques et fournit une idée de la
complexité d’établir in vivo I’interaction de I’aluminium avec de potentielles

molécules cibles.

La littérature scientifique relate de nombreux exemples d’effets biologiques
produits par Al(I11). Par exemple, les études réalisées sur le singe révelent des effets

sur la physiologie du cerveau apres exposition chronique a I’aluminium comprenant

la modification de la composition des lipides et de I’activité de diverses enzymes

associées a la membrane ; I’aluminium provoque une diminution significative de la

concentration des lipides totaux, glycolipides et phospholipides du cerveau du
primate [Sarin & al., 1997]. De plus le cholestérol et le rapport cholestérol /
phospholipides ont nettement augmentés ce qui témoigne d’une perte importante de

I’intégrité de la membrane et par conséquent un effet significatif de I’aluminium sur
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I’activité et la fonction de nombreuses enzymes associées a la membrane dont
I’AChE [Sarin & al., 1997].

Dans la maladie d’Alzheimer (MA), la dégénérescence et la perte des neurones
cholinergiques du nucleus basalis de Meynert ont été documentées dans de
nombreuses études. La corrélation entre I’activité anormale de la cholinestérase et
MA apparait étre propre a cette maladie, car une telle anormalité n’a pas été
observée dans d’autres neuropathologies telles que la démence multi-infarctuelle, la
schisophrénie ou la dépression [Atack & al., 1983]. Dans MA, I’expression de
I’AChE est substantiellement altérée et son activité est basse dans la majorité des
régions du cerveau. Cependant, I’activité de I’AChE est augmentée a I’intérieur et
autour des plaques d’amyloide [Sberna & al., 1998]. En outre, le rapport possible
entre la perte des neurones cholinergiques et la formation des plaques séniles
associées a MA semble indiquer que les changements dans I’innervation corticale,
qui provient des neurones du nucleus basalis de Meynert, sont des caractéristiques

importantes dans la formation des plaques séniles [Arendt & al., 1984].

L’association entre la production élevée d’AChE et la formation de plaques
d’amyloide observées dans un cerveau humain en dégénérescence, avec des
déficiences cognitives progressives, a été appuyée par des observations faites sur
des modeles d’animaux AChE transgéniques [Grisaru & al., 1999]. Il a été
démontré que I’AChE stimule I’agrégation de PA4.40 dans les fibrilles
d’amyloide. Les complexes stables d’AChE-BA41.40 Ont été découverts comme

étant plus toxiques que ceux qui ne contiennent pas d’enzyme [Munoz & al., 1999].

Par ailleurs, dans MA, I’association putative entre I’accumulation de I’AChE dans

les plaques d’amyloide et le développement des déficits cognitifs a inspiré plusieurs

études sur I’utilité possible des inhibiteurs de I’AChE dans le traitement
pharmacologique pour augmenter les fonctions cholinergiques, lesquels pourtant

ont donné des résultats modestes.
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La tacrine, un inhibiteur trés connu de I’AChE parait améliorer la fonction
cognitive ; cependant ses effets adverses pourraient limiter son usage pratique.
Ainsi, ce produit parait &tre le meilleur ; aussi il est efficace pour une courte période
et seulement au début de la manifestation de la pathologie. La tacrine inhibe

I’activité de I’AChE méme quand I’enzyme a été activée par Al(lI1).

Inversement, DFO est totalement inefficace sur I’activité de I’AChE, tres
probablement parce que cette molécule chélatrice de Me** est incapable d’atteindre
les sites actifs ou méme le site périphérique de I’AChE ou probablement AI**

pourrait étre attaché [Zatta & al., 1993].

La majeure activitt de I’AChE du corps n’est pas associée aux neurones
cholinergiques ou leurs terminaisons. Ceci suggere que I’AChE pourrait hydrolyser
d’autres substrats en plus de I’acetylcholine [Small, 1990], et rend I’activation de
I”’AChE par Al(I11) encore plus applicable d’un point de vue pathologique. En effet,
I’AChE a été observée possédant une activité protéasique et partage les séquences

homologues d’amino-acides en trypsine-endopeptidases et serine carboxypeptidase.

En conclusion, I’effet stimulateur de I’aluminium sur I’activité de I’AChE ,le
pouvoir de I’ion métallique a agréger I’amyloide, I’activité protéolytique putative de
I’AChE contre la protéine précurseur de I’amyloide et sa capacité d’accélérer le
rassemblement de BA4 dans les fibrilles de MA, tout ceci pourrait donner lieu a un

complexe synergique d’événements aggravant I’évolution de cette pathologie.
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PARTIE V

EFFET DE L’ALUMINIUM SUR L’ACTIVITE DE LA DBH

V-1- Résultats

L’eétude des parametres cinétiques de la DBH, en présence et en absence
d’aluminium, ont demontré que cet ion métallique a un puissant effet inhibiteur sur

I’activité de cette enzyme.

La figure 30 montre le taux de la réaction enzymatique comme une fonction de la
concentration en protéines, en présence et en absence d’aluminium. La vitesse de la
réaction, exprimée en pmol/min de méthylphényléthylamine produite soit en
présence soit en absence d’aluminium, a été nettement réduite en présence de I’ion

métallique.
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Figure 30 : Vitesse de la réaction de la DBH en fonction de la quantité

d’enzyme en présence et en absence d’Al(lact)s.

Le diagramme de Lineweaver-Burk illustré en figure 31, montre les caractéristiques
de cet effet inhibiteur. En absence d’aluminium, les valeurs du km et du Vmax sont
respectivement de 2,56 mM et 4,12 pmol/min. En présence d’aluminium, le Km
atteint une valeur de 3,85 mM, alors que celle de la Vmax décroit jusqu’a 2,86
pmol/min. L’inhibition de I'aluminium était de type mixte, ou apparemment les

complexes enzyme et enzyme-substrat ont été affectés par I’ion métallique.
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Figure 31 :Courbe de Lineweaver-Burk de la DBH calculée a partir de
différentes concentrations de substrat (Phenyléthylamine)
en presence et en absence d’Al(lact)s.
-Al : Km =256 mM Vmax = 4,12 pmole/min
+Al : Km = 3,85 mM Vmax = 2,86 pmole/min

V-2- Discussion

Il est établit aujourd’hui que I’aluminium est toxique et qu’il est impliqué comme
facteur étiologique dans de nombreuses manifestations neuropathologiques.
Cependant, les mécanismes moléculaires qui sont a I’origine de la toxicité de ce
métal sont encore tres peu compris. Il a été observé que I’aluminium s’accumulait

dans certaines maladies neurodégénératives telles que la sclérose amyotrophique

90



RESULTATS ET DISCUSSION

latérale, la démence de Guam [Perl & al., 1982 et Garruto & al., 1984], la maladie
de Parkinson [Yasui & al., 1992], la maladie d’Alzheimer [Crapper & al., 1976], la
démence des dialysés [Alfrey, 1976] et autres.

La DBH qui catalyse la conversion de la dopamine en noradrénaline, est contenue
dans des granules de sécrétion qui emmagasinent les catécholamines. L’activité et la
concentration de cette enzyme sont déterminées genétiqguement; I activité
enzymatique de la DBH augmente progressivement de la troisieme a la huitieme

décennie de la vie, puis subit une baisse prononceée a partir de la neuviéeme décade

[Miyata & al., 1984]; un déclin de la DBH a été également observé chez les

patients atteints de la maladie d’Alzheimer [Nakamura & al., 1984].

Dans la maladie de Parkinson, le changement neurochimique le plus remarquable
est la déficience de la dopamine nigrostriatale. Ceci peut étre en rapport avec les
changements de la concentration en Fe**qui est deux fois plus élevée dans la
substance noire (pars compacta) que chez les témoins, tel qu’il a été démontré par
microanalyses & énergie-dispersive et rayons X. Une telle augmentation en Fe**

pourrait conduire a la production de radicaux libres destructeurs.

Par ailleurs, il a été montré que I’activité de la DBH, qui est un marqueur de
I’activité noradrénergique centrale, était approximativement de 41% plus faible
dans les échantillons de liquide cérébro-spinal de patients atteints de la maladie de
Parkinson par rapport aux témoins [Hurst & al., 1985]. Il a été observé que, chez les

malades parkinsoniens, I’accumulation d’aluminium atteint les niveaux les plus

élevés dans la substance noire, le caudate nucleus et le globus pallidus, ainsi que
des concentrations significatives dans la matiére grise et les ganglions basales
[Jellinger & al., 1992]. Il a été montré que, dans la dégénérescence du systeme
nerveux central et la maladie de Parkinson, les concentrations élevées d’aluminium
sont souvent associées a de faibles niveaux de magnésium ; ce qui suggere que
I’aluminium pourrait représenter un cofacteur qui a un rapport avec

I’etiopathogénése de cette maladie [Yasui & al., 1992].
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L’hypomagnésie est commune parmi les personnes assez agées et pourrait étre un
sérieux élément aggravant pour les sujets affectés par une accumulation anormale
d’ions métalliques. Des résultats ont été rapportés concernant le cerveau de sujets

atteints de la démence des dialysés, dans lequel la concentration d’aluminium est de

250 UM par rapport a la concentration normale d’environ 16 uM [Alfrey, 1978 et
Alfrey, 1980]. Ainsi, le niveau élevé d’aluminium dans différentes régions malades
ou non fonctionnelles du cerveau ainsi que son puissant effet inhibiteur sur I’activité
de la DBH et autres enzymes clés, suggérent que cet ion métallique pourrait avoir

un réle pertinent dans diverses manifestations neurodégénératives.

PARTIE VI

HISTOLOGIE

Apres observation au microscope photonique des lames des différents tissus, il s’est
avére qu’aucun d’eux ne présentait de dommages. Ceci peut-&tre expliqué par le fait
que, les concentrations des différents complexes et ligands d’aluminium utilisées,
bien qu’elles aient provoquées une accumulation au sein des tissus, n’étaient pas

suffisamment élevées pour causer des dégats.

Ceci pourrait demontrer que AI(IIl) a tres faibles concentrations est capable de

produire des effets a I’échelle moléculaire.
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CONCLUSION GENERALE

Le but de la présente recherche était d’évaluer et de comparer les niveaux
d’aluminium dans le sang de sujets sains et d’autres hémodialysés et d’étudier a
travers |‘utilisation de modeles biologiques la spéciation de ce métal et aussi son
implication dans la production des radicaux libres et dans I’activité de certaines

enzymes.

La premiere partie consistait en la détermination des niveaux d’aluminium dans le
sang de sujets en hémodialyse aussi bien avant qu’apres dialyse et leur comparaison

avec ceux de sujets témoins.

Concernant les sujets hémodialysés, neuf d’entre eux (correspondant environ a la
moitié) montrent des niveaux d’aluminium plus élevés apres dialyse qu’avant
dialyse. On peut donc suggérer que ceci est peut-étre di a I'ultrafiltration qui
concentre les protéines plasmatiques. Ces fluctuations pourraient dissimuler une
entrée et un transfert d’aluminium entre les dépobts tissulaires et le liquide de

dialyse.

La deuxieme étape concernait des rats traités par différentes especes d’aluminium et
leurs ligands aussi bien par gavage que par perfusion. Ces deux voies ont montré
que la distribution de I’aluminium dans les tissus dépend des espéces chimiques

utilisées et de la voie d’administration.

On peut donc dire que I’administration orale comme voie d’exposition a
I’aluminium peut résulter en des accumulations divergentes du métal dans les tissus

dont la concentration dépend de la forme chimique.

Alors que, quand I’aluminium est administré par voie intraveineuse, et bien que la

durée soit relativement courte par rapport au gavage, les quantités d’aluminium
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accumulées dans les différents organes sont plus élevées que quand le métal a été

administré oralement.

La troisieme phase correspondant a la présence concomitante de I’aluminium et du
fer dans les modéles adoptés révele une augmentation importante de la production
de radicaux libres exprimée en concentration de MDA. Donc, I’effet de I’aluminium
associé au fer ne laisse pas de doute sur la toxicité potentielle de cet élément comme
cofacteur dans la production des radicaux libres.

La derniére partie portant sur I’implication de I’aluminium sur I’activité de certaines
enzymes a réveélé I’effet stimulateur de I’aluminium sur I’activité de I’AChE, ainsi
qu’un puissant effet inhibiteur sur I’activité de la DBH. Ceci suggere que cet ion
métallique pourrait avoir un réle pertinent dans diverses manifestations

neurodegénératives.

PERSPECTIVES

- Chez les dialysés, il serait souhaitable de réaliser des biopsies osseuses et des

dosages de parathormone en vu de connaitre les niveaux d’aluminium.

- Il serait utile de choisir une large gamme de concentrations, dans le but de

connaitre celle a partir de laguelle commence les lésions tissulaires.

- Il est essentiel d’effectuer des contrdles des niveaux d’aluminium plasmatique et

urinaire, dans le but d’évaluer leurs taux circulant et éliminé.
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