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RESUME

L’exposition aux polluants constitue un probléme majeur de santé publique. Parmi ces
polluants, les métaux lourds ou €éléments traces métalliques, d’origine naturelle ou non, sont
de plus en plus présents dans I’environnement aussi bien dans le sol, I’eau et 1’air. Il faut noter
a cet égard que certaines activités humaines et certains procédés industriels sont a 1’origine de
la présence de quantités notables dans I’environnement. Les métaux lourds ne posent pas
seulement un probléme pour la pollution de I’air, de I’eau, des sols et des écosystémes, mais
également pour la santé de I'nomme. Parmi les manifestations les plus marquantes, nous
citerons la cancérogenése en premier lieu mais également une pathophysiologie plus large
pouvant toucher les principaux systéemes vitaux. Ainsi, une neurotoxicité a été montrée dans le
cas de plusieurs métaux au méme titre qu’une hépatotoxicité et d’une néphrotoxicité pour ne
citer que ces trois aspects les plus saillants dans le registre de toxicité genérale. Dans tous les
cas, et quel que soit le type de cytotoxicité, une génération de stress oxydatif voire, d’un état
d’inflammation, est concomitante a cette toxicité. C’est le cas du cadmium, qui est un élément
métallique en traces issu exclusivement des activités industrielles et largué donc de maniere
non contr6lé dans I’environnement.

L’objectif de notre travail a été d’étudier les effets de I'exposition au Cadmium seul ou
mélange a deux autres métaux i.e. aluminium et plomb, administré(s) par voie orale pendant
les stades gestationnel et lactationnel sur le systeme nerveux en développement et au stade
adulte. Pour ce faire, nous avons examiné les effets de I’exposition aux métaux durant les
périodes pré- et postnatale et au stade adulte sur le comportement et sur les paramétres
physiologiques. L’analyse de 1’aspect neuro-développemental a été réalisée au cours de la
lactation jusqu’au sevrage. Les résultats obtenus ont montré que 1’exposition pré et néonatale
au cadmium seul ou au mélange de métaux altere le comportement maternel des rats meres
exposées. Chez la descendance, I’intoxication métallique altere les réflexes innés et induit un
retard de développement moteur. Au stade adulte, I’exposition au métaux a long terme a
montré une diminution de I’activité locomotrice de la sociabilité de ’apprentissage et de la
mémoire. Un état anxieux et dépressif a également été mis en évidence. L’intoxication par les
métaux a également induit un état de stress oxydatif aussi bien au niveau périphérique (foie et
reins principalement) qu’au niveau du systéme nerveux central.

L’ensemble des résultats obtenus met bien en évidence un effet clair de 1’intoxication par les
métaux sur la physiologie générale. Effet qui est a la base d’anomalies comportementales et
cognitives probablement associées a un stress oxydatif et neurochimique. De méme, ces
résultats ont également montré que la période gestationnelle et lactationnelle est une période
de developpement du systeme nerveux central qui reste critique et sensible et toute exposition
durant cette période serait préjudiciable.

Mots clés: Métaux lourds, Neurodéveloppement, comportement, cognition, stress oxydatif,
acéthylcholinestérase.
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ABSTRACT

The exposure of populations to pollutants could be a major public health problem. Among these
pollutants, heavy metals or metallic trace elements, which come from natural origin or not, they’re
more and more within the environment, in soil, water, and air. The heavy use of this pollutants by
human activities or in industrial process, are blame for increased the quantities of those elements
within the environment. Heavy metals don’t seem to be only a controversy for air, water, soil, and
ecosystem pollution, but also for human health. Among the most pathological problems induced by
exposure to heavy metals, we found carcinogenesis at the first, also a pathophysiologies of vital
systems. On the other hand the most pathologies that have been shown within the case of several
metals are : neurotoxicity, hepatotoxicity and nephrotoxicity. In all cases, and no matter the kind of
cytotoxicity, a generation of oxidative stress or may be an inflammation level is expounded to the
current toxicity. It’s the case of cadmium, which is a trace metal element specially obtained from

industrial activities and dumped into the environment with an uncontrolled way.

The aim of this work was to study the effects of exposure to Cadmium like alone metal or in mixture
with two other metals (aluminum and lead), wich they are administered orally during gestation and
lactation periods on the developement of nervous system, and in the adult age. During this study, we
experimented the effects of exposure to metals during three stages ; prenatal, postnatal and adult age,
on behavioral and physiological parameters. For this the neurodevelopmental evaluation has been
maintained during lactation until weaning period. According to the results of maternal behavior we
have noted an alteration of this behavior after pre and post-natal exposure to cadmium alone or with a
mixture of metals in mother’s rats. Metallic intoxication alter reflexes of new borns and induce motor
development retardation. within the adult age, after a chronic exposure to metals a decrease in
locomotor activity, sociability, learning and memory was obtained. Morever an anxious and depressed
behaviour was also observed. The metals intoxication has also induced an oxidative stress in

peripheral organs (liver and kidneys) as well as in the central nervous system.

All the results obtained, indicate that metal intoxication has an adverse effects on general physiology.
These effects causes firstly behavioral and cognitive abnormalities which probably associated with
oxidative stress and neurochemical stress. Also that gestation and lactation are criticals and sensitives

periods, and any exposure during these periods would be dangerous.

Key words: Heavy metals, Neurodevelopment, behavior, cognition, oxidative stress,

acetylcholinesterase.
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De plus en plus d’études montrent un impact croissant de la dégradation de I’environnement
sur le développement de maladies chroniques (cancer, diabete, troubles de la reproduction,
obésité, troubles du développement cérébral.....). Ainsi et a titre d’exemple, 20% des cancers

sont d’origine environnementale selon I’organisation mondiale de la santé¢ (OMS).

Si les sources de pollution ou d’exposition susceptibles de concourir a 1’altération de la santé
sont multiples, le grand défi de la toxicologie concerne 1’évaluation de la co-exposition a une
multitude de produits chimiques. En effet, la population est rarement exposée a un seul
polluant a la fois et les recherches épidémiologiques consistent a examiner les polluants
environnementaux un par un en ignorant la co-exposition a plusieurs polluants
environnementaux. L’approche visant a considérer donc les mélanges en tant que tel et les
synergies possibles entre facteurs environnementaux sera amplement justifiée. Ces mélanges
sont constitués de différents groupes de produits chimiques allant des métaux traces aux
pesticides en passant par les biphényles polychlorés aux produits pharmaceutiques et aux
produits de soins personnels (Stackelberg et coll 2007). Récemment, une multitude de travaux
a concerné D’effet d’'un mélange de métaux lourds sur les paramétres physiologiques et
biochimiques. Ces expositions du mélange peuvent parfois étre préjudiciables a I'organisme,
méme a des concentrations tres faible, et a effet toxique non observable mais dont 1’effet

cocktail est plutot toxique (Beyer et coll 2013).

La prise en considération du cumul d’expositions et de leurs interactions est donc nécessaire
pour mieux rendre compte de la réalité, notamment dans la durée, et ’on parle alors
d’exposome. Cette notion, nécessite de tenir en compte de la « fenétre d’exposition » et des
périodes de la vie ou I’individu est davantage vulnérable. Tel est le cas de I'impact des
pollutions chimiques sur la santé avec une exposition au cours de la période in utero qui est

aujourd’hui largement reconnu par la communauté scientifique.
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De maniere plus générale, protéger les périodes de la grossesse et de la petite enfance face aux
expositions environnementales apparait comme une priorité. Des études épidémiologiques ont
rapporté que de plus en plus d’enfants souffriraient d’altérations neurodéveloppementales et

comportementales liées a une exposition environnementale.

Il faut rappeler a ce sujet que la physiologie du SNC adulte difféere de celle du SNC en
développement. En effet, les neurotransmetteurs qui modulent la transmission synaptique
chez I’adulte pendant le développement cérébral, vont interagir avec leurs récepteurs pour
influencer la formation de 1’architecture des différentes régions et des différentes structures du
cerveau. Il en va ainsi de la substance environnementale qui est neurotoxique via une action
sur les systémes de neurotransmission comme les métaux lourds qui pourrait donc impacter
diversement le cerveau de 1’adulte et celui du jeune. Chez les adultes, il est connu que la
neurotoxicité touche plus facilement le systéme nerveux périphérique car le SNC est protége
d’une série d’agents chimiques par la barriere hématoméningée (Costa et coll 2004).
Cependant, certains métaux semblent étre susceptibles de passer par cette barriére et

d’atteindre le SNC (Costa et coll 2008) .

Notre travail s’inscrit dans cette optique en analysant 1’effet d’un mélange de métaux lourds,
en ’occurrence 1I’Aluminium (Al), le plomb (Pb) et le cadmium (Cd) sur la physiologie
générale et cérébrale en particulier durant le développement. Cet aspect de toxicologie
développementale concernera aussi bien 1’exposition au mélange indiqué sus que I’exposition
individuelle au cadmium pour comparaison. Il s’agira en plus de comprendre les mécanismes
d’action cellulaires conduisant aux altérations fonctionnelles et neurochimiques au cours du
développement d'un cerveau de rat par un métal individuel ou par un mélange de métaux
lourds. Nous allons donc, dans un premier temps rappeler 1’état des connaissances sur le
cadmium, I’aluminium, le plomb, les systémes de défense enzymatique et non enzymatique ;

puis, dans la partie expérimentale, nous allons évaluer les changements comportementaux
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biochimiques et physiologiques observés (apres exposition a ces trois métaux) ; avant et apres
la naissance, et a 1’age adulte par le biais de différentes approches. En plus, nous allons nous
intéresser aux mécanismes d’implication de ces trois métaux dans le stress oxydant, via
I’évaluation des variations des activités des principales enzymes antioxydants au niveau du

cerveau et des organes au cours du développement, et a 1’age adulte, chez le rat.
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I-1 LE CADMIUM

I1-1-1 Introduction

Les activités humaines agricoles, urbaines et industrielles, sans cesse croissantes, sont a
I'origine d'une contamination de notre environnement par les métaux lourds. Alors que de
nombreuses molécules organiques peuvent étre dégradées, les métaux lourds ne sont pas
ricochet, de ce fait leur niveau augmente réguliérement dans les sols, I’air et les eaux. Ceci

expose les étres humains a des concentrations croissantes de métaux lourds.

Le cadmium est le premier métal qui n’a pas été découvert directement a partir d’un minerai,
mais dans le composé d’un autre métal (1817). Le cadmium est un métal relativement rare. 11
n’y a pas de gisements assez riches pour permettre une extraction séparée suffisante du
produit ; les principales sources sont en fait les minerais de Zinc et de Plomb, le Cadmium
étant essentiellement un sous-produit de la métallurgie de ces deux derniers, ce qui fait que
cadmium est un métal présent a I’état d’impuretés dans divers minerais. Les deux principales
sources d’exposition au cadmium de la population générale sont 1’alimentation et le
tabagisme. Son exploitation industrielle a pris de ’ampleur au début du XXM siecle. 1l est
avec son utilisation dans les batteries, les accumulateurs ou encore dans les piles électriques
alcalines (80 %) et dans des pigments de peintures ou de matiéres plastiques (10 %). Le
cadmium reste substance toxique cumulative dont la demi-vie dans 1’organisme est d’environ
20 a 40 ans et principalement stocké dans le foie et les reins. L’inhalation de fumées d’oxyde
de cadmium est a I’origine de fiévres d’inhalation ou de pneumopathies chimiques (Andujar
2010). L’intoxication chronique au cadmium provoque principalement une tubulopathie
rénale qui pourrait étre a 1’origine d’une ostéomalacie et d’une ostéoporose diffuse. Selon

certains auteurs, aucun agent chélateur ne peut étre encore proposé dans les intoxications

humaines au cadmium.

PDF Creator Trial


Ouasmi
PDF Creator Trial

Ouasmi
PDF Creator Trial

Ouasmi
PDF Creator Trial

Ouasmi
PDF Creator Trial

Ouasmi
PDF Creator Trial

Ouasmi
PDF Creator Trial


1-1-2 Historigue

Etant donné son intérét industriel (aciers, traitement anticorrosion, piles au cadmium/nickel,

etc), une attention toute particuliére est aujourd’hui portée a ce métal qui est le Cadmium

(Cd).

Le nom d’origine du cadmium est cadmia en latin et kadmeia en grec. Sa découverte été en
1817 par le chimiste Allemand Friedrich Stromeyer en Grec. Il est considéré comme le métal
du XXe siecle car 65 % de son exploitation industrielle dans le monde a été réalisés lors de
ces quelques dernieres dizaines d’années. En 1900, la métallurgie mondiale extrayait 14
tonnes de cadmium par an. Au début des années 80, la production était passée a 20 000 tonnes
(Brignon, 2017). Ce métal a connu un essor foudroyant, grace a ses propriétés technologiques
intéressantes (méme si le cadmium est facilement attaqué par des acides) par contre cette
production a diminuée au cours des dernieres années, et 1’usage du cadmium et de ses
composés est actuellement sévérement réglementé du fait de leur effet nocif sur I’homme et

I’environnement (Journal officiel de I'Union européenne 2013)

La toxicité du cadmium est connue depuis le XIX®™ siécle. Elle est restée un risque mineur

jusqu’a I’exploitation du zinc (Zn) qui est co-extrait avec le cadmium.

1-1-3 Propriété physico-chimique

Le Cd appartient au groupe II B de la classification périodique des ¢éléments. Il s’agit d’un
élément relativement rare dans la crotte terrestre (0.2 mg/kg). L’état d’oxydation le plus
fréquent est I’ion Cd?* dans I’environnement. Facilement volatile, il peut réagir avec les gaz
tels que 1’oxygene, le dioxyde de carbone, la vapeur d’eau, le dioxyde et trioxyde de soufre et
I’acide chlorhydrique pour former des oxydes de cadmium (CdO), des carbonates (CdCO3),
des hydroxydes (Cd(OH),), des sulfures (CdS) et des chlorures (CdCl,) (tres facilement
assimilé par les plantes). Le cadmium est un métal blanc-bleuatre, malléable, tres ductile et
trés résistant a la corrosion. Les sels de Cadmium présentent en outre une grande stabilité
thermique et chimique.

Son point de fusion se situe a 321 °C, et son point d’ébullition a 765 °C, mais il émet des
vapeurs d’oxyde de cadmium bien au-dessous de celui-ci (jaunes-rougeatres, d’odeur

désagréable).
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D’autre part, le cadmium métal est pyrophorique : sa température d’auto inflammation est de
250 °C. Ainsi la poussiére de cadmium peut donc donner lieu a des incendies ou & des
explosions sous 1’action de la chaleur ou par contact avec d’autres produits. Lors de ces

accidents, le cadmium émet des fumées toxiques.

I-1-4 Exposition au cadmium

A. Exposition de la population générale :

Les problémes de pollution sont importants a considérer car de nombreux auteurs ont montrés

que les enfants sont particulierement sensibles a I’action du cadmium.

Roels et coll (1979) a montrer que le taux de cadmium urinaire a été plus élevé chez ceux qui
habitaient autour des fonderies de métaux non ferreux. Ces teneurs sont liés a une
accumulation du métal dans les sols, a sa mise en suspension dans I’atmosphére, ainsi qu’a

son passage dans les végétaux (John et coll 1982).

Hormis les risques professionnels, il existe des possibilités d’absorption du cadmium liées a
I’environnement ou il peut se déplacer entre I’air, I’eau et le sol avec une relative facilité

(Veron, 1990) (figure 1) affectant ainsi I’homme le dernier maillon de la chaine trophique.

*

+* Le cadmium dans 1’atmospheére

Celle-ci améne de 0 & 1.5 pg de cadmium par jour, la concentration normale dans 1’air est de
0.001pg/m3. Elle est dépassee dans certains nombre de grandes villes américaines et
japonaises jusqu'a 0.0083pg/m®. Au voisinage de I'industrie utilisant le cadmium, les
concentrations sont encore plus élevées (0.166pg/m®).

Au japon le lichen et la mousse sont des végétaux qui accumulent les métaux lourds dont le
cadmium. Leur concentration en cette substance permet d’apprécier 1’importance de la
pollution atmosphérique locale (Haghenoer, 1981 ; IPCS, 1992 ; Lauwerys, 1986)

+» Le cadmium dans I’eau

Dans I’eau, la concentration en cadmium est de 1pg/l. elle est en rapport avec la pollution
industrielle et avec la concentration des sols en cadmium (Haghenoer 1981).

Une fois dans I’eau la majorité de cadmium se trouvera dans les sédiments ou les
communautés benthiques peuvent étre affectées.

«» Le cadmium dans le sol

La concentration normale dans le sol est inférieure a 1ug/kg de sol, elle est

approximativement de 0.3 & 0.4 pg/kg cependant la contamination du sol par certains produits
7
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industriels peut augmenter cette concentration de 10 a 20% durant une année d’exposition
(Gairola et coll, 1992)

«» Le cadmium dans les engrais

Le cadmium existe dans les engrais en particulier les hyper-phosphatés qui contiennent du zinc.
Les engrais phosphatés ont été identifiés comme une source importante de cadmium dans les
terres arables, ou il tend a s’accumuler au fil du temps. Les cultures ont tendance a absorber le
cadmium du sol, et la teneur en cadmium des denrées alimentaires, principale source
d’absorption de cadmium par I’homme, est devenue un sujet de préoccupation pour la santé
humaine. Dans ce contexte, la Commission de la communauté européenne a d’abord rassemblé
toutes les données et les informations disponibles sur la situation d’exposition de cadmium
dans les engrais et aprés un examen attentif des risques, la commission a décidé en 2006 que la
teneur en cadmium dans les engrais phosphatés ne dépasse pas 50mg/kg, présente un indice de
risque entre 0.1 et 1.19 qui est une valeur réaliste qui ne présente aucun danger sur la santé
humain (Journal officiel de I’Union européenne, 2006).

«* Le cadmium dans les aliments

Les aliments notamment les produits de mer (les huitres, crustacées, poissons) peuvent
concentrer le cadmium de 10 000 a 100 000 fois par rapport a 1’eau de mer.

D’autres éléments apportent aussi des quantités importantes de cadmium tel que les céréales,
les produits laitiers et les viandes surtout les rognons et le foie.

Une contamination secondaire a la préparation et aux conditionnements des aliments n’est pas a
exclure (Noirfalise et coll 1981).

En Europe, la quantité de cadmium ingérée quotidiennement avec les aliments, s’éleve en
moyenne a 20pg (Lauxerys 1982), ainsi que le comité de mixte FAO — OMS a proposé comme
DJA (dose journaliere admissible) une valeur de 70ug/j.

«» Le cadmium dans le tabac

Une cigarette contient de 1 a 2 pg de cadmium dont environ 10% peuvent étre absorbés par
inhalation. Chez les fumeurs, la quantit¢é de cadmium pénétrant dans 1’organisme par voie
pulmonaire varie de 0.7ug de cadmium, chez un consommateur de 10 cigarettes par jour a 4.2
pHg de cadmium pour un consommateur de 60 cigarettes par Jour (Lauwerys,1982) ; dont
I'exposition se fait sous forme de fines particules d'oxyde de cadmium qui peuvent se déposer
au niveau des alvéoles pulmonaires.

Le tabac est unique dans sa tendance a concentrer le cadmium, la concentration du cadmium
dans des feuilles est significativement supérieure a celle des fruits, gains et légumes (Gairola et
coll 1992, Lauxerys 1982).
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Figure 1 : mobilité de cadmium dans les différentes chaines trophiques et les voies de

contamination de I’ Homme (Veron 1990)

B. Exposition professionnelle

La voie respiratoire est la principale voie d’exposition professionnelle au cadmium. En effet,
les personnes travaillant dans les industries de la métallurgie du zinc, de la production
de pigments, de la fabrication d’accumulateurs, du décapage de peintures..., sont susceptibles
d’étre exposées au cadmium par voie respiratoire par l'intermédiaires de fumées ou vapeurs
et poussiéres de cadmium dégageées au cours de la production du cadmium et de ses sels, lors
de la soudure et du découpage des métaux cadmiés ou des alliages au cadmium. Chez le

soudeur, le cadmium représente un des principaux risques professionnels.
C. Cadmium dans I’organisme

Voies de pénétration (ADME)

Absorption

La pénétration de cadmium dans 1’organisme peut se faire selon différentes modalités, a coté

de la voie orale (dite souvent digestive), il peut emprunter la voie respiratoire.
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Voie respiratoire : Le cadmium est principalement absorbé par voie respiratoire sous forme
de fumées, vapeurs et poussiéres dégagées au cours de sa production, du cadmiage, de la

soudure ou du découpage de métaux cadmiés et des alliages du cadmium.

Selon la taille des particules, 10 & 50 % du Cadmium inhalé se déposent dans les poumons

(les poussiéres dont le diametre est inférieur a 5 g atteignent les alvéoles pulmonaires).

L’absorption de la fraction retenue dépend de sa forme chimique; 10-30 % pour les

poussieres d’oxyde de Cadmium et 25-50 % pour les fumées d’oxyde de Cadmium.
Voie digestive : Le cadmium peut étre absorbé par voie digestive :

- soit de facon accidentelle : aprés dissolution du Cadmium par des acides organiques
contenus dans certains aliments (vins, sauces vinaigrées, ...) conservés dans des

récipients cadmiés ou certaines poteries.

- soit par non-respect des régles d’hygiéne (manger ou fumer avec les mains

contaminées).

L’absorption intestinale est faible (5-10 %) mais peut étre augmentée par divers facteurs : le
sexe (plus importante chez la femme que chez I’homme), 1’existence d’une carence en fer ou
en calcium (Olsson et coll 2002) et diminuée par des régimes riches en fibres (Andersen et
coll 2004)

Voie cutaneée : Cette voie cutanée est négligeable, et considérée comme nulle (Wester et coll
1992)

Distribution - métabolisme

Apres absorption, Le cadmium plasmatique est, lié a des protéines de haut poids moléculaire,
essentiellement 1’albumine (Nordberg et coll 1987). La demi-vie sanguine du cadmium,
correspondant a la durée d’élimination de la moitié de la quantité de cadmium présent dans le
sang, a été estimée a 75-128 jours (Jarup et coll 1983). Le cadmium est rapidement distribué
au foie ou il induit la synthése d’une protéine de transport de faible poids moléculaire, riche
en groupement sulfhydryles (SH) : la métallothionéine (MT) avec laquelle il a une grande
affinité. La syntheése de protéique de MT est également stimulée par d’autres métaux comme
le zinc et le mercure (Rodilla, et coll 1998) La formation de complexes Cd-MT neutralise les

effets toxiques du cadmium. Le complexe Cd-MT est ensuite redistribué dans tous les
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organes, notamment dans les reins (Nordberg et coll 1987). Ce complexe Cd-MT est enfin
excrété apres la filtration glomérulaire, contrairement au complexe Cd-albumine qui ne passe
pas la barriere glomérulaire du fait de son haut poids moléculaire. La quasi-totalité du
complexe Cd-MT est ensuite réabsorbé par pinocytose dans les cellules tubulaires proximales.
Dans les cellules tubulaires, la MT est alors détruite par des enzymes lysosomiales, libérant
ainsi des ions Cd** dans le cytoplasme. Le Cd*" cytoplasmique est alors & nouveau lié & une
nouvelle MT synthétisée dans le cytoplasme. Lorsque les capacités de production de MT sont
dépassées, le cadmium exerce alors des effets toxiques tubulaires rénaux, expliquant pourquoi
la concentration rénale de cadmium est toujours plus importante dans le cortex rénal que dans

la zone médullaire rénale.

cd Complexe
Aliments, (Cd-MT)
air... ‘

Absorption
Voie orale, voie
aérienne

Distribution
(sang)

e
Conjugaison Cellules
(Cd-Albumine) tubulaire
Foie Reins

Figure 2 : schéma résumant le transport et la distribution du Cd dans I’organisme aprés son

absorption

D’autre part le systeme nerveux (SN) en général et le systéeme nerveux central (SNC) en
particulier est sensible aussi aux effets de Cd, a I'instar des autres métaux lourds non
essentiels. L’effet est encore plus prononcé au cours de la formation in utéro et ses différentes
étapes de maturation fonctionnelles (pré et post natale) (Korpela et coll 1986, Lafuente et coll
1999)

Dans les conditions normales, le Cd atteint a peine le cerveau chez les adultes en raison de la
présence de la barriere hématoencéphalique (BHE) ; cependant, cette structure n'est pas
entierement développée chez les jeunes animaux (Pal, 1993), des études ont montré que le Cd
peut augmenter la perméabilit¢ du BHE chez les rats (Shukla, 1987) pour peénétrer et
s'accumuler dans le cerveau des rats au cours de développement et chez les rats adultes
également (Gonc, 2010 ; Mendez-Armenta, 2007).
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D’autre part les composantes anatomiques et physiologiques des plexus choroide deviennent
la cible des xénobiotiques, d’ou le Cd tend a s'accumuler dans le plexus choroide a des
concentrations beaucoup plus grandes que ceux trouvés dans le liquide céphalo-rachidien
(LCR) et ailleurs dans les tissus du cerveau. Une étude humaine a révélé que la concentration
de Cd dans les plexus choroides était d'environ 2-3 fois supeérieure a celle observée dans le
cortex cérébral (Manton, 1984). Comme un toxique général des plexus choroides, le Cd peut
endommager directement l'ultrastructure des plexus choroides. En raison des différences dans
I'intégrité du BHE (Antonio, 2003) le Cd est donc plus toxique pour les nouveau-nés et les
jeunes rats que chez les rats adultes.

Elimination

Le cadmium s’¢élimine principalement par voie urinaire, de fagon trés lente, la fraction de la
charge corporelle éliminée par jour étant de 0,005 a 0,01 %, c’est-a-dire, une demi-vie de 20 a
40 ans.

En I’absence de I¢sion rénale et tant que les sites de stockage ne sont pas saturés, 1’excrétion
urinaire du Cd est proportionnelle a la charge corporelle totale (le Cadmium urinaire est alors
un bon indicateur du degré d’imprégnation par le métal) (Nordberg et coll 2007). La survenue
de Iésions rénales induites par le Cd s’accompagne d’une excrétion urinaire accrue.
L’¢élimination se fait accessoirement par voie intestinale, par les glandes salivaires et les
phaneres.

I1-1-5 Intoxication au cadmium

Le Cd pose un vrai probleme de toxicité du fait que ce ne soit pas un élément indispensable a
I'organisme mais qu'il soit électrophile, et qu'une fois absorbé, il ne subisse aucune
dégradation métabolique et que par sa forte rétention dans I'organisme il soit tres faiblement
éliminé résultant en une longue demi-vie biologique chez 1 'humain (Carriére et coll 2001).
A. Doses tolérées et doses toxiques

Les experts de ’ONAA (Organisation des Nations unies pour l'alimentation et I'agriculture) et
de ’OMS (Organisation mondiale de la santé¢), ont considéré le Cd comme un produit
chimique qui n’est pas indispensable a ’organisme, et ils ont fixé des doses journalicres
admissibles qui n’exposent pas un risque sur la santé humain (FAO/WHO, 1988).

La premiére DJA a été fixée a une valeur de 400-500 ug par personne par semaine, depuis
plusieurs année la DJA a été exprimé plus rationnellement en termes d'apport par kg de poids

corporel, et la valeur a été constamment changée. En 2010, la Commission de la sécurité des
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produits de consommation (CPSC) a publié un rapport recommandant de nouvelles
orientations sur le Cd, dont I’apport quotidien acceptable étant 0,1 pg par Kg par poids
corporel par jour pour une exposition chronique (Mead 2010).

B. Intoxication aigue

Intoxication aigue par inhalation

Lors des intoxications aigues séveres par les fumées de cadmium, la mortalité est estimée
comme pouvant atteindre 15 a 20 % de ceux qui développent une pneumonie chimique. La
mort survient souvent 1 a 3 jours apres I’exposition, les effets observés pendant cette période
sont une irritation pulmonaire sévére accompagnée de dyspnée, de cyanose et de toux
(Lauwerys, 1990). La mort est généralement due a un cedéme pulmonaire. La charge
pulmonaire mesurée lors de ces décés est de 1,5 a 4,7 ug/g (Patwardhan et coll 1976) (Lucas
et coll, 1980) (Seidal et coll 1993). Les sujets qui survivent a ce type d’intoxication aigue ne
gardent généralement pas de séquelle.

Cependant, certains auteurs rapportent des atteintes pulmonaires différées (Barnhart et coll
1984) (Townshend, 1982). Sur une base des données obtenues lors d’expositions
professionnelles, il a été estimé qu’une exposition de 8 heures 4 5 mg/m® pourrait étre
mortelle et qu’une exposition de 8 heures & 1 mg/m® pourrait étre dangereuse pour la santé

humaine.

Intoxication aigue par voie orale

Par voie orale, les symptomes observes sont une gastro-entérite avec crampes épigastrigques,
des vomissements, des diarrhées et des myalgies. Une intoxication mortelle a été observée
lors de I’ingestion volontaire de 5 gd’ iodure de cadmium (Wisniewska-Knypl et coll 1971).
Un autre cas en 1986 a été décrit suite a ’ingestion de 150 g de chlorure de cadmium
(Buckler et coll 1986). La mort est survenue en quelques heures par développement d’un
cedéme pulmonaire, d’épanchements pleuraux et d’une ascite. Il a été observé une nécrose
focale hépatique, un aspect un peu hémorragique du pancréas et 1’absence d’atteinte rénale.
¢ Etudes chez I’animal

Intoxication aigue par inhalation

Une CLso de 30 mg Cd/m? a été déterminée pour 15 minutes d’exposition a de 1’oxyde de
cadmium chez le rat (Barrett et coll 1947) et une CLso chez le lapin est de 28,4 mg Cd/m®

pour 4 heures d’exposition aux poussieres de cadmium métallique (Friberg 1950).
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En effet, des expositions a ’oxyde de cadmium a des concentrations supérieures a 5 mg/kg
induisent une destruction des cellules de 1’épithélium pulmonaire, une trachéo-bronchite et
une pneumonie. Une étude a été menee chez les rats et les souris pour des concentrations de
0,1a10 mg/m3 d’oxyde de cadmium sous forme d’aérosol de 6 heures par jour, 5 jours par
semaine, pendant 2 semaines (NTP 1995). Les animaux exposés a la plus forte concentration,
qui meurent au bout de 6 jours et présentent une inflammation, une nécrose et une fibrose
pulmonaires. Une inflammation au niveau de la cavité nasale et des ganglions lymphatiques
trachéo-bronchiques est également observée a 10 mg/m3. A toutes les autres concentrations,

une diminution du poids corporel a été rapportée.

Intoxication aigue par voie orale

Les DLso des différentes formes solubles de cadmium sont comprises entre 50 et 400 mg/kg
de poids corporel chez les rongeurs (Baer et coll 1987) ; (Basinger et coll 1988) ; (Kostial et
coll 1978) ; (Kotsonis et coll 1978) ; (Shimizu et coll 1990) ; (ATSDR 2008). Lors de
I’exposition par la voie orale, les souris sont plus sensibles que les rats. La toxicité aigiie varie
en fonction de la forme chimique des composés du cadmium étudié. Les composés peuvent
étre classés par ordre croissant de toxicité : CdS, Cd élémentaire, CdO, CdSO, et CdCl,.

Des souris exposées a des doses de 0 — 0,6 — 3,9 - 7,9 — 15,9 — 30,7 — 60,2 — 89,9 mg Cd/kg
sous la forme de chlorure de cadmium a des doses différentes par gavage ont présenté des

atteintes digestives (Andersen et coll 1988).

C. Intoxication chronique
Le cadmium est un toxique cumulatif de demi-vie trés longue, ce qui explique I’évolution

progressive des manifestations pathologiques méme apres arrét de 1’exposition.

L’intoxication chronique a pour origine, soit une inhalation répétée de petites doses de
vapeurs ou poussieres de Cadmium, soit une ingestion prolongée d’aliments ou de boissons

contaminés.
Elle se caractérise par 1’association d’atteinte de plusieurs systémes ou organes :

> Atteintes dentaire

Signe clinique trés caractéristique d’imprégnation précoce, mais inconstant, devant étre
systématiquement recherché. Il s’agit d’une pigmentation jaune de 1’émail due a la présence
de sulfure de cadmium éliminé par voie salivaire. Cette pigmentation débute en bague au

niveau du collet de la dent, puis s’étend sur toute la moitié proximale en respectant toujours le
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bord libre de celle-ci, intéressant surtout les incisives et les canines. La gencive sera toujours

épargnée.

> Atteintes rénale lors d’une intoxication chronique

La néphropathie cadmique est une tubulopathie proximale. Les troubles rénaux sont en
général plus précoces que les troubles respiratoires. C’est une tubulopathie proximale et
irréversible, toutefois, d’apres certaines études, une protéinurie tubulaire débutante peut étre
réversible en cas de diminution ou d’arrét d’exposition. Les 1ésions rénales ne sont que tres
lentement progressives. Cette tubulopathie s’exprimera sous la forme d’une protéinurie
caractérisée par une excrétion accrue de protéines de faible poids moléculaires souvent
irreversible (al- et B2-microglobulines ou protéine transporteuse du rétinol RBP)( Jarup et
coll 1993).

D’autres signes d’altérations tubulaires peuvent s’associer pour former un syndrome de
Fanconi : aminoacidurie, glycosurie, hyperphosphaturie et hypercalciurie avec risque de
lithiase rénale.

A un stade avancé, il y a une atteinte du tube distal avec insuffisance rénale progressive. Une

participation glomérulaire avec albuminurie est rare et discréte.

> Atteinte respiratoire lors d’une intoxication chronique

L’inhalation d’aérosols particulaires de cadmium peut étre a I'origine d’une irritation
importante des voies respiratoires. Il a été décrit dans la littérature des cas de rhinite
chronique, d’hyposmie, voire d’anosmie (Rose et coll 1998). Des cas de
bronchopneumopathie chronique obstructive et d’emphyseéme pulmonaire ont été également
rapportés selon Davison et coll en 1988.

De méme, une altération de la fonction respiratoire est suggérée ; celle-ci pourrait évoluer

d’aprés I’arrét de 1’exposition (Davison et coll 1988).

> Atteintes osseuse : ostéomalacie d’origine rénale

Dans le cas d’une intoxication chronique trés avancée (aprés 15-20 ans), peut apparaitre une
ostéomalacie d’origine rénale par perte exagerée de phosphate calcique due aux lésions
rénales et au fait que le cadmium inhibe I’activation de la vitamine D dans le rein, cette
ostéomalacie se manifestera par : de violentes douleurs au niveau du bassin et du col du fémur

(os de la cuisse) avec des fissurations osseuses, et des fractures spontanées. Une étude de
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cohorte belge chez 294 femmes agées d’environ 49 ans en moyenne a montré récemment
qu’en absence de dysfonction tubulaire rénale, la résorption osseuse en fonction de
I’exposition environnementale au cadmium, augmentation de la calciurie et la modification de
la sécrétion de certaines hormones calciotropes. Dans ces cas d’autres auteurs suggerent

qu’un effet ostéo-toxique direct du cadmium (Schutte et coll 2008).

» Neurotoxicité
En effet, un grand nombre des études in vivo/in vitro ont montré que I'exposition au Cd
affecte de maniére significative la fonction du systéme nerveux périphérique (Miura et coll
2013) et du systeme nerveux central (SNC) (Marchetti 2014) avec un large spectre de
symptdémes cliniques, y compris une dysfonction olfactive, une neuropathie périphérique,
troubles neurologiques, troubles et retards mentaux, et des difficultés d'apprentissage, ainsi
que I’altération des activités moteurs et des changements de comportement & la fois chez les
adultes et chez les enfants ( Wang et coll 2013). De plus, la neurotoxicité dépendante du Cd a
¢galement été associée aux maladies neurodégénératives telles que la maladie d’Alzheimer, la
maladie de Parkinson (MP) (Chin- Chan et coll 2015), ainsi que la sclérose latérale
amyotrophique et la sclérose en plaques (Sheykhansari et coll 2018) et I'encéphalomyélite

myalgique (Pacini et coll 2012).

Dans ce contexte, il a été montré que le Cd est responsable de la production des radicaux
libres au niveau du cerveau, ce peut potentiellement endommager les neurones et les
oligodendrocytes (OLG), cellules gliales qui myélinisent les axones du SNC.
Expérimentalement des études ont montré que le Cd peut étre un neurotoxique puissant pour
le systéme nerveux chez des rats foetaux a 19 jours de la gestation, le Cd a modifié en ce sein
la morphologie neuronale aprés un traitement de 6 h dans un milieu sans sérum avec 10 pM
de Cd, alors qu'a 24 h il a été montré une grande perte d'intégrité neuronale principalement
mis en évidence par la disparition presque compléete des axones. Des concentrations plus
faibles de Cd de 1 uM pourraient induire une apoptose cellulaire ainsi qu’a des concentrations
plus élevées de Cd, en outre pourrait induire la mort cellulaire nécrotique (L’opez et coll
2003).

Les changements morphologiques étaient principalement situés dans les extensions
neuronales (axones et dendrites), qui disparaissent presque aprés 24 h de traitement avec
1 uM de Cd (L opez et coll 2003, Yoshida 2001).
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A/ La Neurotoxicité développementale

Il existe une autre forme de neurotoxicité, c'est-a-dire une autre maniére de perturber le
fonctionnement et ’intégrité¢ du SNC. Il s’agit de la neurotoxicité développementale (Rodier,
1995). En effet au cours du développement le cerveau est particulierement sensible a une série
de perturbateurs, qui peuvent mener a toute une série d’altérations structurales et
fonctionnelles persistantes.

Le développement du cerveau peut étre perturbé par certains médicaments antiépileptiques,
par 1’éthanol provenant des boissons alcoolisées (Costa et coll 2004), par la nicotine (Slotkin
2004, Slotkin 2008) et par les fluorides (contaminant naturel de 1’eau) ainsi que par une série
de substances industrielles telles que les métaux lourds a savoir le methylmercure, 1’arsenic,
le cadmium, I’aluminium, ou encore plomb.

La liste des produits et substances capables d’altérer le développement du cerveau pourrait

s’allonger avec les études les concernant.

v" Sensibilité particuliere du cerveau en développement.

Une raison pour laquelle le SNC en développement est plus sensible aux substances
neurotoxiques que lorsqu’il atteint sa maturité provient du fait qu’il est plus susceptible d’étre
exposé a des toxiques. En effet, premiérement la barriére hémato-méningée n’achéve sa
formation que tardivement : elle ne se termine chez I’Homme que 6 mois aprés la naissance,
laissant la porte ouverte aux toxiques (Adinolfi 1985, Rodier 1995).

Deuxieémement, le role de la barriére placentaire s’avere également insuffisant pour empécher
I’entrée de nombreuses substances chimiques dans le corps et le cerveau (Andersen et coll
2000).

Troisiemement, les capacités métaboliques et donc les mécanismes de détoxification
atteignent leur maturité seulement aprés la naissance : fin de la 2°™ & la 3*™ semaine aprés la
naissance chez le rat et du 2°™ au 3*™ mois aprés la naissance chez I’'Homme (Ginsberg et
coll 2004).

Quatriemement, un autre phénomene lié a la détoxification génére une plus grande
susceptibilité du cerveau en développement d’étre atteint par des neurotoxiques. En effet, le
Cd peut interagir avec une série de protéines du sérum (albumine) qui permettent par cette
interaction de diminuer sa capacité a atteindre le cerveau (Kousba et coll 2004). Cependant, la

concentration de ces protéines du sérum est faible durant le développement et augmente avec
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I’age pour jouer un rdle plus efficace chez 1’adulte. Par exemple, chez le rat, leur
concentration passe de 7 a 12 % du jour postnatal 4 a 90 jours postnatals (Mortensen et coll
1998).

Une autre raison de la sensibilité particuliére du cerveau en développement aux toxiques
releve de la complexité du développement et des tres faibles capacités de réparation possible
de cet organe. En effet, durant la vie feetale, quelques cellules ectodermiques dorsales
embryonnaires doivent constituer rapidement des milliards de cellules spécialisées, fortement
interconnectées. De plus, pour obtenir un développement optimal, les neurones doivent migrer
selon des processus précis, depuis leur point d’origine vers un emplacement précis, assigne,
pour y établir des connections nerveuses. Chacun de ces processus du développement du
cerveau doit prendre place a la fois @ un moment et dans un ordre précis (Rodier 1995, Rice et
coll 2000, Bjorling et coll 2008). Toute perturbation de chacun des processus au cours du
développement du cerveau peut mener a des troubles de son fonctionnement chez I’adulte, des

troubles qui pourront s’avérer irréversibles et donc persistants car il existe peu de capacité de

réparation dans le cerveau adulte (Grandjean et coll 2006).

B/ Mécanisme d’action du Cd au niveau le systéme nerveux central

De I'extérieur des cellules, le Cd peut altérer le systeme intracellulaire a savoir la
concentration de calcium qui est universelle et messager de signal intracellulaire polyvalent
(Berridge et coll 2000). A Iintérieur des cellules, le Cd régule la signalisation du Ca®* en
exercant des effets opposés sur les pools internes de Ca?*. Il bloque la libération de Ca® *
stocké en inhibant l'activité des récepteurs 1,4,5-trisphosphate (IP3) et les récepteurs des
canaux calcique (figure 2). Le résultat d’augmenter la concentration intracellulaire de Ca®*
favorisant I'efflux de calcium du réticulum sarcoplasmique (Choong et coll 2014), de méme
Cd peut pénétrer dans les neurones via les canaux de calcium voltage-dépendants (Usai et coll
1999).

D'autre part, la cytotoxicité du Cd dépend aussi de l'induction de facteurs de protection parmi
lesquels I'activation de la métallothionéine, la stimulation de la synthése du glutathion, et la
présence d'antioxydants. Cette derniére, en particulier, indique l'implication d’especes
d'oxygeéne réactif (ROS) dans la réponse toxique. En effet, de nombreux rapports indiquent

que les mécanismes toxiques du Cd agissent intra-cellulairement principalement par le biais
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de la production induite par les radicaux libres, en particulier les especes réactives de

I'oxygene (ROS), aboutissent finalement au stress oxydatif (Jomova et coll 2011).

Cependant, les dommages causés par de faibles niveaux de stress oxydatif peut étre neutralisé
par des enzymes anti-oxydantes. Apres exposition au Cd a faible dose (1-10 uM), expression
et activité des enzymes antioxydants, y compris la métallothionéine (MT), la catalase, la
glutathion S-transférase, la glutathion peroxydase, et la quinone oxydoréductase ont
considérablement augmenté ainsi que les niveaux cellulaires du glutathion (GSH)
(Sandbichler et coll 2016).

Possédant des propriétés chimiques et physiques similaires le Cd, et le zinc (Zn) entre en
compeétition pour les sites de liaison de protéines enzymatiques et induit la synthése de la
métallothionéine 111 spécifigue du SNC qui, a son tour, se lie au Cd causant sa
désintoxication. En plus du Zn, il existe le sélénium (Se) qui est avére étre efficace contre la
neurotoxicit¢ du Cd, sachant que le cofacteur important du sélénium est I’enzyme de
glutathion peroxydase (GPx), ainsi de reduire le stress oxydatif, et d’améliorer la capacité
cellulaire antioxydante (Nemmiche 2017), cependant malgré ses effets protecteurs prouvés du
Sélénium contre la neurotoxicité du Cd, il est important de souligner que I'efficacité du Se
dépend strictement du sous-type neuronal car réecemment, il a été démontrer que, méme si le
Se est efficace sur les neurones catécholaminergiques, il est inefficace sur les neurones
cholinergiques (Branca et coll 2018) ce qui expliquent 1’expression de faibles niveaux de GPx
au niveau du cerveau (Trépanier et coll 1996).

La faite que les effets du Cd sur le cerveau soient spécifiques a une région (Kumar et coll
1996) apporterait un soutien a cette hypothese.

D'autre part, il serait important de traiter le role des plexus choroidiens comme premiere ligne
de défense contre les effets néfastes du cadmium sur le systeme nerveux central. Le plexus
choroidien, contenant une liaison métallique abondante ainsi qu'une concentration élevée de
cystine et une activités plus élevées de la superoxyde dismutase et de la catalase, peut isoler
efficacement le Cd et empécher I'entrée de Cd dans le SNC (Zheng 2001). Ainsi, le besoin se
pose pour une compréhension plus compléte des mécanismes moléculaires qui agissent

également dans les cellules choroide.
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Figure 3 : les dommages oxydatifs induits par le cadmium (Jaccopo et coll 2019)

C/ Les changements d'activité neuronale centrale en réponse au Cd.

Le Cd peut modifier les propriétés de stimulation de la morphine chez le rat I'adulte (Nation et
coll 2000), l'exposition périnatale de Cd a été incriminée dans la modification des
comportements et dans la réduction des capacités d'apprentissage, en outre des niveaux élevés
de Cd et de plomb dans les cheveux des enfants ont été associés a des troubles
d'apprentissage.

Les Capacités motrices des enfants exposés au Cd in utero étaient significativement affectés
(Bonithon-Koppet coll 1986) ainsi que des défauts de comportement, changements
neurochimiques, et des Iésions cérébrales ont été signalés dans des animaux expérimentaux
chez ’homme, ainsi que des symptomes parkinsoniens produits (Okuda et coll 1997).

Le Cd induit la mort neuronale dans les neurones corticaux a travers un mécanisme combiné
de l'apoptose et de la nécrose impliquant la génération des espéces réactives de I'oxygéne
(ROS) et la peroxydation lipidique (L opez et coll 2006). En ce qui concerne I'évaluation des
troubles du comportement, I'étude transversale de Bao et coll (2009), en Chine, a révélé une
fréquence plus élevée, des problemes sociaux et problémes d'attention associés a des niveaux

plus élevés de cadmium dans les cheveux des enfants &gés de 7-16 ans (Bao et coll 2009),
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bien qu’une autre étude n‘ait trouvé aucune association significative entre I’exposition de

cadmium et ces troubles (Yousef et coll 2011).

» Geénotoxicité
L'effet de génotoxicité du Cd est connu a affecter la prolifération et la différenciation
cellulaires, le cycle de progression cellulaire, la synthése de I'ADN et 1’apoptose. Récemment,
un effet génomique important du Cd a savoir l'inhibition de la réparation d'/ADN a été
rapporté (Giaginis et coll 2006) pouvant représenté une cause d'instabilité génomique

(Hartwig et coll 2002) conduisant au stress oxydatif et a la cancérogenése.

Les données résumées dans ce chapitre indiquent que I’exposition au cd pendant le
développement (avant et aprés la naissance) peut provoquer de profondes perturbations dans
la morphologie du SNC. Dans la plupart des cas, la preuve de tels effets délétéres est fournie

par données expérimentales des résultats chez I'homme.
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-2 L’ALUMINIUM

I1-2-1 Introduction

Les métaux sont des matériaux omniprésents dans notre environnement. Certains
métaux sont des oligo-éléments indispensables a la vie, constituants des métallo-enzymes

impliqués dans de multiple processus métaboliques.

De point de vue toxicologique les métaux possedent une large gamme de toxicité,
certains sont biologiquement inertes et biologiquement atoxiques, d’autre ont des effets
essentiellement locaux (peaux et voies respiratoire) en raison d’une faible absorption et/ou
d’une faible pénétration intracellulaire. D’autres, enfin, possedes une importante toxicité
systémique, par le biais de la pollution de I’environnement et de la contamination de I’eau ou

des aliments. (Frangois, 1997)

Parmi les métaux lourds toxiques I’aluminium figure en bonne place. Il est présent dans
tous les milieux environnementaux, et ses propriétés physico-chimiques en font également un
métal trés utilisé pour des applications diverses : batiment, transports, emballage,
agroalimentaire, ustensiles de cuisine, pharmacie, chirurgie, cosmétologie, traitement des
eaux d’alimentation....etc. (Gourier et coll 2004), Son abondance dans 1’environnement le
rend pratiquement inévitable, c’est pour cette raison que des €études ont été effectuées depuis
longtemps sur les effets de [Ialuminium sur I'environnement, le corps humain, et
l'alimentations. La toxicité de 1’aluminium vise principalement le systéme immunitaire, le

systeme hématopoiétique, le systeéme nerveux central, le foie, les poumons, et I’os.
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I-2-2 Historique

L’aluminium (du latin alumen, qui signifie « léger ») est 1’¢lément métallique le plus
abondant et le troisiéme constituant de I’écorce terrestre (8 % de son poids) apres I’oxygene
(47 %) et le silicium (28 %). Il n’a été isolé qu'au milieu du XIX*™ siécle. D'abord utilisé a
fabriquer des bijoux, il s'est peu a peu imposé dans de nombreux domaines et a participé aux
grandes mutations contemporaines : transports, habitat, alimentation, modes de vie,
esthétique.... Aujourd'hui, I'aluminium représente un important secteur industriel ; avec plus
de 30 millions de tonnes annuelles, il est le métal le plus consommé aprés le fer. A 1’état
naturel, I’aluminium n’est jamais retrouvé sous forme de métal : trés réactif il est toujours

combiné a d’autres éléments. (Gourier et coll 2004).

1-2-3 Propriétés physico chimique

La masse atomique de I’aluminium est de 26,98, son nombre atomique est de 13 et sa
densité est de 2,7. Son point de fusion est de 660 °C et son point d’ébullition est de 2467 °C.
C’est un métal amphotére qui réagit avec les acides (chlorhydrique, perchlorique, et
sulfurique) et les bases fortes (Schaller et coll,1994).

L’aluminium est un métal gris argenté, brillant, qui présente des propriétés physico-
chimiques particuliérement intéressantes : basse densite, grande malléabilité, grande ductilité,
bonne conductivité électrique et chimique, résistance a la corrosion, et a la traction. 1l est trois
fois plus léger que I’acier (tableau 1). Il ne s’altére pas au contact de 1’air en raison de la
formation d’une couche protectrice d’alumine en surface, ce qui le rend tres résistant a la
corrosion de I’air mais aussi de 1’eau. Il est de plus totalement recyclable (Gourier et coll

2004).

23

PDF Creator Trial


Ouasmi
PDF Creator Trial

Ouasmi
PDF Creator Trial

Ouasmi
PDF Creator Trial

Ouasmi
PDF Creator Trial

Ouasmi
PDF Creator Trial

Ouasmi
PDF Creator Trial


Tableau 1 : Parameétres de I'aluminium (INERIS 2005)

Information générales
Nom, symbole, numéro Aluminium, Al, 13
Série chimique Métal pauvre
Groupe, période, bloc 13 (IlA), 3, p
Masse volumique 2,6989 g:cm-3
Dureté 1,5
Couleur Blanc lustre métallique
Masse atomique 26,981
Rayon atomique 125 pm (118 pm)
Structure cristalline Cubique a faces centrées

A. Utilisation de ’aluminium

A une époque ou l’on parle beaucoup de recyclage des déchets industriels et
domestiques, I’aluminium semble étre un bon exemple de matériau recyclable, c’est a cette
raison qu’il est utilisé dans 1’industrie automobile, aéronautique, et méme dans les
emballages.

Il est également employé pour la fabrication d'ustensiles de cuisine, de boites pour le
conditionnement des boissons (plus de 95 % des biéres et boissons gazeuses).

En feuille, il est utilisé en cuisine pour les plats préparés et pour la conservation
des aliments. L’aluminium se cache dans de trés nombreux produits partout dans notre
alimentation moderne comme les additifs alimentaire (E541, E173, E520, E559...), les
emballages de conserves (boites-boissons, conditionnements alimentaires), et parfois en
quantités significatives ; le cas de certaines cremes cosmétiques.

Les sels daluminium sont utilisés par I'industrie pharmaceutique comme ingrédients
importants pour antiacides, les vaccins (adjuvant d’activation), les antis diarrhéiques, certains
dentifrices, déodorants (anti transpirants), ou encore de I’eau du robinet (comme adjuvant de
floculation : sulfate d’aluminium pour éliminer les micro-organismes et les matieres
organiques de I’eau).

D’autres sels d’aluminium sont utilisés pour amender des engrais que sont : le lisier
bovin, le lisier porcin (Lefcourt et coll 2001) et la fiente de volailles. L’aluminium est utilisé

aussi comme additif pour le blanchiment, alors que le sulfate d’alumine est utilis¢ comme

24

PDF Creator Trial


http://fr.wikipedia.org/wiki/Liste_des_%C3%A9l%C3%A9ments
http://fr.wikipedia.org/wiki/Num%C3%A9ro_atomique
http://fr.wikipedia.org/wiki/S%C3%A9rie_chimique
http://fr.wikipedia.org/wiki/M%C3%A9tal_pauvre
http://fr.wikipedia.org/wiki/Groupe_du_tableau_p%C3%A9riodique
http://fr.wikipedia.org/wiki/P%C3%A9riode_du_tableau_p%C3%A9riodique
http://fr.wikipedia.org/wiki/Bloc_du_tableau_p%C3%A9riodique
http://fr.wikipedia.org/wiki/%C3%89l%C3%A9ments_du_groupe_13
http://fr.wikipedia.org/wiki/%C3%89l%C3%A9ments_de_la_p%C3%A9riode_3
http://fr.wikipedia.org/wiki/%C3%89l%C3%A9ments_du_bloc_p
http://fr.wikipedia.org/wiki/Masse_volumique
http://fr.wikipedia.org/wiki/Duret%C3%A9_(mat%C3%A9riau)
http://fr.wikipedia.org/wiki/Couleur
http://fr.wikipedia.org/wiki/Masse_atomique
http://fr.wikipedia.org/wiki/Rayon_atomique
http://fr.wikipedia.org/wiki/Structure_cristalline
http://fr.wikipedia.org/wiki/Cubique_%C3%A0_faces_centr%C3%A9es
Ouasmi
PDF Creator Trial

Ouasmi
PDF Creator Trial

Ouasmi
PDF Creator Trial

Ouasmi
PDF Creator Trial

Ouasmi
PDF Creator Trial

Ouasmi
PDF Creator Trial


agent de transformation de réaction pour des substances comme les amidons modifiés, c’est
aussi un conservateur générique (charcuterie, plats préparés), et un antiagglomérant (présent

méme dans le sel de table) (Jean et coll 2004).

1-2-4 Expositions a ’Aluminium

A. Expositions professionnelles

Les quantités d’aluminium absorbées par I’organisme sont en fonction des teneurs en
aluminium dans les milieux de contact (figure 4), et des habitudes de consommation
individuelle. Parmi les milieux de contact, il y a premiérement le secteur d’activité
comprenant la fabrication du métal d’aluminium est la premicre transformation (affinage,
filage, laminage). La deuxieme transformation et la fabrication de produits finis constituent le
secteur d’emploi le plus vaste : fonderies, travaux mécaniques des métaux (lessivage,
découpe, rectification, assemblage, soudage, vissage, etc.), travaux chimiques des métaux
(traitement de surface, anodisation, etc.), fabrication de produits finis (emballage, transports,
aeronautique, batiment et travaux publics, peintures, pharmacie, etc)

Un travailleur exposé 8 heures par jour a des concentrations comprises entre 0,2 et 30
mg/m3 peut donc inhaler quotidiennement 5 jours par semaine de 2 a 300 mg d’Al (pour un

débit ventilatoire de 10 m*/8 h).

Aluminium urinaire par activité
T T T

]

T T
Fonderie %—4 -
Mine de bauxite 1—%—4
Fabrication Alumin l—@—q
Fabrication AIF3 | {28 ———ice
Electrolyse A »—%—n
Ebarbage 1 % =
Ebarbage 2 %___;
Electrolyse B r—%

8] 50 100 150 200 250 300
Aluminium urinaire (ug / 24 h)

Figure 4 : Répartition des concentrations urinaires d'aluminium des groupes d'exposés selon

la nature de I'exposition professionnelle a I'aluminium
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En plus des différents types d’expositions professionnelles, des expositions non
professionnelles existent aussi
B. Expositions de la population générale

e L’air

La concentration atmosphérique de 1’aluminium dépend des sources géologiques et
industrielles. Elle est habituellement inférieure & 1 pg/m? et presque toujours inférieure & 10
ng/m?. Une revue des données disponibles dans les pays européens, en Amérique du Nord et
en Asie (Lee et coll 1994), reléve des concentrations habituelles comprises entre 0,008 pg/m*
et 7 pg/m>.

e Aliments

En général les apports alimentaires en aluminium ont trois origines : celui contenu
naturellement dans les aliments, les additifs alimentaires et les matériaux au contact des
denrées alimentaires. Plusieurs denrées alimentaires non transformées contiennent
habituellement moins de 5mg/kg. Des concentrations plus élevées ont souvent été observées
dans les pains (les taux les plus élevés se rencontrant dans les biscuits), certains légumes (les
champignons, les épinards..), les fruits glacés, les aliments riches en sucre, les préparations a
cuire au four et une majorité de produits farineux et de farines. Les denrées alimentaires a trés
fortes concentrations moyennes en aluminium comprennent les feuilles de thé, les herbes, le
cacao, ainsi que les épices (EFSA, 2008).

D’autre part une migration de I’aluminium a partir des emballages, des ustensiles et des
conditionnements de boissons existe et dépend de la qualit¢ du matériau, de I’existence d’un
revétement (plastique ou vernis), de la durée du contact auxquelles s’ajoutent le pH et la
salinité de 1’aliment (& pH compris entre 4 et 8, la migration est négligeable ; & pH inférieur a
2, ’aluminium est extrait du matériau).

Le JECFA (Joint Expert FAO/WHO Comité on Food Additives) a établi en 1988 une
dose hebdomadaire tolérable provisoire (DHTP) de 7 mg/kg de poids corporel. Cette valeur-

guide est celle encore actuellement considérée par ’OMS.
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e Eaux

L’apport d’aluminium par I’intermédiaire des eaux de distribution publique a trois
origines.

1- Sa présence naturelle dans les eaux de sources, dans ce cas il se trouve sous trois
formes : insoluble, colloidale et soluble correspondant a des formes libres complexes
minérales ou organiques.

2- Traitement des eaux : les réactifs chimiques utilises pour la coagulation des eaux sont
des sels de fer ou d’aluminium qui, par hydrolyse, conduisent a des formes cationiques
plus ou moins chargées ¢électriquement. Pour les sels d’aluminium, ce sont
principalement le sulfate d’aluminium et les sels d’aluminium pré polymérisés.

3- Traitement de I’eau de certains réseaux d’immeubles dans un procédé de lutte
anticorrosion avec un effet secondaire antitartre. Il s’applique aux installations de
production et de distribution en acier galvanisé a circuit bouclé et a circulation
continue. Il est trés employé pour la production d’eau chaude sanitaire en milieu
hospitalier.

La législation en vigueur en France du Code de la Santé Publique fixe une référence de
qualité de 0,2 mg/l en Al total dans les eaux destinées a la consommation humaine.

e Produits cosmétiques

L’aluminium entre dans la composition d’un grand nombre de produits cosmétiques
sous forme de sels et dérivés solubles (catégorie directe) ou insolubles (catégorie indirecte)
susceptibles de libérer I’aluminium par réaction chimique ou relargage.

Les principaux sont les déodorants/antiperspirants, qui peuvent contenir
réglementairement (directive 76/768/CEE relative aux produits cosmétiques) 20 % de sels
solubles d’Al. Les produits pour soins du visage et soins du corps représentent les plus grands
chiffres de vente, mais leur teneur en sels d’aluminium solubles (2 % et 1 %) est bien
inférieure a celles des antiperspirants. Sur la base d’une application de 0,5 g/j de produit
antiperspirant (Notes of guidance for testing of cosmetic ingredients for their safety
evaluation-SCCNFP 10/2000), les experts de 1’Afssaps ont estimé qu’une utilisation
journaliere d’antiperspirants pouvait correspondre a une application de 100 mg d’Al sur la

peau (tableau 2).
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Tableau 2 : Détermination des composés de [ 'aluminium pouvant étre utilisés dans les

produits cosmétiques, d aprés Coslng (Base de données européenne de la Commission

européenne sur les ingrédients et les substances cosmétigues (Cosmetic ingredients database)

Ingrédients restreints

I édients treint . .
ngredients non restreints [Annexe lil de la directivel

Aluminum Bromohydrate Aluminum Zirconium Octachlorohydrate
Aluminum Chloride Aluminum Zirconium Octachlorohydrex Gly
Aluminum Chlorohydrate Aluminum Zirconium Pentachlorohydrate
Aluminum Chlorohydrex Aluminum Zirconium Pentachlorohydrex Gly
Aluminum Chlorohydrex Peg Aluminum Zirconium Tetrachlorohydrate
Aluminum Chlorohydrex Pg Aluminum Zirconium Tetrachlorohydrex Gly
Aluminum Citrate Aluminum Zirconium Trichlorohydrate
Aluminum Dichlorohydrate Aluminum Zirconium Trichlorohydrex Gly

Aluminum Dichlorohydrex Peg

Aluminum Dichlorohydrex Pg

Aluminum Sesquichlorehydrate

Aluminum Sesquichlorohydrex Peg

Aluminum Sesquichlorohydrex Pg

Aluminum Sulfate

Ammonium ARlum

Sodium Alum

Sodium Aluminum Chlorohydroxy Lactate

e Produits de santé

L’aluminium est utilis¢ dans les médicaments antiacides et les pansements gastro-
intestinaux comme principe actif mais également comme excipient. Selon 1’Agence frangaise
de sécurité sanitaire des produits de santé, 20 principes actifs a base d’Al sont enregistrés en
France a travers de nombreuses spécialités (58 noms commerciaux). Il s’agit le plus souvent
d’hydroxyde ou de phosphate d’Al, de carbonate basique ou de silicates d’Al.

Selon les médicaments utilisés et la posologie retenue, 1’apport quotidien peut étre
compris entre 500 et 5000 mg. Il est a noter que les préparations a base d’aluminium peuvent
modifier I’absorption digestive d’autres médicaments tels que la phénytoine et la digoxine, et
entrainer une déplétion en phosphate par fixation des phosphates dans le tube digestif.

e Dialyse

La dialyse chez les personnes en insuffisance rénale terminale réalise une situation
quasi expérimentale d’exposition a [’aluminium. Les apports en aluminium sont
essentiellement liés a la présence d’aluminium dans 1’eau utilisée pour la préparation du
dialysat (a savoir I’eau du réseau de distribution, qui doit étre traitée, le plus souvent par

osmose inverse, pour devenir 1’eau utilisée pour diluer les solutions concentrées pour
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hémodialyse) et a I’aluminium contenu dans la poudre de bicarbonate. Une partie beaucoup
plus faible est apportée par les concentrés acides eux-mémes.

Donc comme il est documenté dans la littérature, la dialyse a constitué une des
premicres situations d’exposition a 1I’aluminium. L’eau pour dilution ainsi que I’acide doivent
répondre aux exigences de la pharmacopée européenne, en matiere de valeurs limites en
aluminium, fixées respectivement a 10 pg/l (norme 1167 - 2e édition de la pharmacopée
européenne - 1992). De facon moins systématique, la prise d’hydroxyde d’aluminium
(AI(OH)3) prescrit par voie orale pour fixer les phosphates contribue a I’apport global en

aluminium.

e Nutrition parentérale

Pour les solutés de nutrition parentérale, la pharmacopée européenne impose, en ce qui
concerne le « contenant » (flacon de verre ou conditionnement a base de polyoléfines,
polypropyléne ou polytéréphtalate), une valeur limite d’aluminium extractible de 1 ppm. Dans
les solutés, la source principale d’aluminium était 1’hydrolysat de caséine, qui n’est plus
utilisé de nos jours. D’apres les revues réalisées par Klein (Klein et coll 1995) et Alwood
(Allwood et coll 1999), les additifs utilisés encore récemment dans les solutés d’alimentation

parentérale contenaient entre 8 et 7700 pg/l d’aluminium.

e Vaccins

L’aluminium fait partie de nombreux vaccins en tant qu’adjuvant, cet aluminium est
d’autant plus redoutable que pénétrant dans le corps par injection, il court-circuite la barriere
intestinale, une partie reste dans le lieu d’injection et une autre partie passe rapidement dans le
sang et se dissémine dans I’organisme, en pénétrant dans tous les tissus et tous les organes, y
compris le cerveau. Comme I’aluminium est utilisé dans les vaccins pour sa fonction
adjuvante c'est-a-dire pour le renforcement de la situation du systéme immunitaire,
malheureusement il oriente préférentiellement la réponse immunitaire vers une production
importante d’anticorps, ce qui peut conduire au développement des maladies (la myofascéite a

macrophage), d’allergies, voire dans certains cas de maladies auto-immunes.

Malgré ces dangers les firmes pharmaceutiques continuent a utiliser I’aluminium
comme adjuvant des vaccins, c’est ainsi que paradoxalement les nouveaux vaccins, présentés

comme préventifs du cancer du col de ’utérus contiennent de 1’aluminium.
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1.2.5. Aluminium dans ’organisme (toxicocinétique)

Certains facteurs jouent un réle dans la manifestation des effets toxiques : I'espece, I'age,
le sexe, l'appartenance ethnique, les variations individuelles, des facteurs physiologiques
(grossesse, nutritions, hyperventilation, hypersudation,...), des états pathologiques (hépatites,

asthme,...), des facteurs environnementaux.

1.2.5.1. L’absorption

A. L’absorption digestive

L’absorption digestive de I’aluminium est faible chez le sujet sain et est influencée par
la présence d’aliments dans le tractus digestif (inférieure a 1 % chez le sujet a jeun, elle est
d’environ 0,5 % peu de temps aprés une prise alimentaire) (Lauwerys et coll 2001). Selon
Kaehny (Kaehny et coll 1977), les phosphates présents dans les aliments en quantités
importantes, rendent 1’aluminium moins disponible pour [’absorption en formant des
complexes, méme a un pH faible. Les auteurs ont avancé que la présence de phosphates dans
I’alimentation était probablement le principal mécanisme naturel qui empéchait 1’aluminium
de passer dans la circulation sanguine.

Les principaux facteurs qui influencent 1’absorption sont la solubilité, le pH et la forme
chimique. Cependant, méme si les coefficients d’absorption pourraient différer selon que
I’aluminium provienne de 1’eau, d’aliments ou de produits de santé (pansements gastriques et
de médicaments antiacides a base d’aluminium), 1’absorption digestive reste dans toutes les
¢tudes réalisées dans une fourchette de 0,01 a 1 %. Ainsi, 1’absorption serait de 0,5-1 % pour
le citrate d’aluminium, forme la plus soluble alors qu’elle serait de I’ordre de 0,01 % pour
I’hydroxyde, presque insoluble (Dinman et coll 2001) La présence de silice tend a limiter
I’absorption digestive de 1’aluminium. L’étude de Stauber (Stauber et coll 1998) visant a
comparer la biodisponibilité de I’aluminium naturellement présent dans les aliments et de
I’aluminium présent dans les eaux de boisson traitées par sulfate d’aluminium, conclue a
I’absence de différence entre eau et aliments (biodisponibilité¢ de 0,37 % de I’aluminium total
et de 0,56 % de la fraction chimiquement labile de ’aluminium pour les eaux de boisson
traitées par sulfate ; biodisponibilité comprise entre 0,28 et 0,64 % pour I’aluminium contenu
naturellement dans les aliments et notamment le thé). Par ailleurs, sur la base des études de
Chedid (Chedid et coll 1991) et de Priest (Priest et coll 1998), 1I’Agence de protection de
I’environnement de Californie (OEHHA 2001) ne considére que [’absorption par voie

digestive de I’aluminium contenu dans les antiacides est d’environ 0,2 %.
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B. L’absorption respiratoire

La voie respiratoire est systématiquement décrite comme une voie mineure
d’exposition a I’aluminium chez les sujets non exposés professionnellement. Néanmoins, en
situation normale, les poumons regoivent en continu de 1’aluminium, majoritairement sous
forme de particules, de silicates et autres composés faiblement solubles élevees (Alfrey et coll
1980) (Teraoka et coll 1981).

Une partie des particules contenant de 1’aluminium qui se déposent au niveau du tractus
respiratoire est repoussée par action mucociliaire. Ces particules sont alors mélangées a la
salive, dégluties, et rejoignent alors le tractus digestif. Une partie de I’aluminium inhalé est
donc absorbée par voie digestive. Il a été suggéré qu’une partie de I’aluminium inhalé pouvait
également étre absorbée a travers le systeme olfactif et atteindre par transport axonal le

cerveau (Roberts et coll 1986).

La quantité d’aluminium qui se dépose dans les poumons est fonction de la durée et du
niveau d’exposition, du volume d’air inhalé, de la taille des particules. Selon Van Oostdam
(Van et coll 1990), la fraction de particules d’aluminium effectivement retenue dans les
poumons serait de 35 % de la quantité totale inhalée.

L’¢étude de Priest (Priest et coll 1998) réalisée en utilisant I’oxyde d’aluminium marqué
tend & montrer que 45 % environ de la fraction inhalée qui s’est déposée est éliminée
rapidement par des mécanismes de clairance dans la premiére journée qui suit I’inhalation. La
plus grande partie de I’oxyde d’aluminium restant est €éliminée par des mécanismes similaires
mais plus lents, avec une demi-vie de rétention totale de 72 jours. Une petite fraction, environ
4,5 % du dépbt dans le poumon, serait dissoute et pénetrerait le flux sanguin.

La revue de Nayak (Nayak et coll 2002) cite une fraction d’aluminium absorbée a
partir des poumons de 3 %. Cependant, on ne retrouve pas dans la littérature de valeur
consensuelle sur la fraction déposée dans le poumon et celle qui est finalement absorbée par
I’organisme.

Au total, les données disponibles ne permettent pas de retenir de valeurs précises d’absorption
de I’aluminium a partir de la voie pulmonaire. Cependant, les coefficients d’absorption par
voie pulmonaire ne semblent pas au vu des chiffres avancés beaucoup plus faibles que ceux

proposés pour les sels d’aluminium par voie digestive.
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C. Absorption cutanée

L’absorption cutanée de I’aluminium a été peu étudié¢e. Une seule étude (Flarend et coll
2001) réalisée chez deux sujets : un homme et une femme ont exploré a I’aide de 1’isotope
®Al, par la technique AMS (Accelerator mass spectrometry), l’absorption cutanée
d’aluminium apres une application unique de 84 mg de chlorhydrate d’aluminium (ACH)
sous les aisselles. L’ACH est un complexe d’aluminium hydrosoluble utilis¢ comme principe
actif dans de nombreux antiperspirants. L’étude a montré que 1’aluminium a été absorbé et
¢liminé deés le premier jour suivant I’application et durant au moins 44 jours. La fraction
absorbée, estimée a partir des concentrations urinaires, était de 0,012 % de la dose
d’aluminium appliquée.

1.2.5.2. Distribution, métabolisme et élimination

A. Distribution et métabolisme

Chez ’homme, le transport de 1’aluminium au niveau sanguin a été tout particulierement
étudié par Day, (Day et coll 1994) en utilisant I’isotope radioactif °Al. Vingt-quatre heures
apres 1’injection, 99 % de 1’aluminium sanguin se retrouve dans la fraction plasmatique ; plus
tardivement, la concentration intra-érythrocytaire augmente pour atteindre 14 %. Dans le
plasma, I’aluminium est li¢ de facon préférentielle a la transferrine (80 %), mais également a
I’albumine a hauteur de 10 %, la fraction restante (10%) étant véhiculée par des protéines de
bas poids moléculaire (PBPM). Le couple Al-transferrine se dépose préférentiellement dans la
rate et le foie, riches en récepteurs-transferrine, alors que le couple Al-PBPM se dépose dans
I’0s ou les récepteurs-transferrine sont absents.

La charge naturelle en aluminium chez le sujet sain varie de 30 & 50 mg (ATSDR,
1999), et se répartit essentiellement dans I’os (de 1’ordre de 50 %), le poumon (environ 25 %)
et le foie (20 a 25 %), le pourcentage restant se répartit dans les autres organes, notamment le
systéeme nerveux central et la rate, les concentrations dans les tissus et notamment dans le
poumon et le cerveau(et plus précisément au niveau de la matiére grise) augmentent avec
I’age (ATSDR, 1999) (figure 5); Cette accumulation dans le SNC serait liée a une
augmentation de la perméabilité de la barriére hémato-encéphalique (BHE) qui a été démontré
chez le rat en 1983 par William et coll. De plus, chez les personnes agées, la perte osseuse
(qui entraine un relargage de I'aluminium stocké) et la diminution de la fonction rénale
seraient a l'origine de l'augmentation de I'aluminémie observé chez cette population (Institut

de veille sanitaire, 2003)
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Le passage de l'aluminium au travers de la BHE se fait par l'intermédiaire de plusieurs
mécanismes. Mais ils ne sont pas tous encore bien connus pour le moment. Le premier
mécanisme fait appel a une endocytose médiée par le récepteur a la transferrine (Transferrin
receptor-mediated endocytosis, TfR-ME), ce mécanisme été mis en évidence in vivo/in vitro
avec de I'aluminium marqué administré chez des rats.

Le second mécanisme fait quant & lui intervenir un transport actif du citrate d'aluminium
(ATP-dépendant et sodium-indépendant) par un transporteur inconnu a ce jour, mais qui serait
I'un des transporteurs des monocarboxylates, ou I'un des transporteurs d'anions organiques
présents sur la BHE (haute conseil de la santé publique, 2013).

Bien que la grande majorité de l'aluminium absorbé dans le sang forme un complexe avec la
transferrine, le mécanisme intervenant au niveau de la BHE serait quantitativement bien
moins important que celui mettant en jeu le citrate (qui représente seulement 7 a 8 % des
couples formés a partir de I'aluminium absorbé). Ceci a été mis en évidence par des études
montrant l'augmentation rapide de la quantité d'aluminium retrouvée dans le cerveau apres
une injection de citrate d'aluminium ou encore par le passage important d'aluminium chez des
souris hypotransferrinémiques, cela a été expliqué par le fait que I'aluminium peut former des
liaisons de coordination avec les groupements carboxylates et le groupe hydroxyle du citrate,
ce qui laisse un groupement hydroxylate terminal libre & pH physiologique. La vitesse
d'action de ce mécanisme serait suffisante pour expliquer la vitesse d'apparition de
I'aluminium dans le cerveau apreés injection de citrate d'aluminium en IV (Institue de veille
sanitaire 2003).
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Figure 5 : Absorption quotidienne et distribution de [’aluminium dans |’organisme humain
(Ref : Institut de Veille Sanitaire, département santé-environnement)

B. Elimination

Chez ’homme, la voie urinaire est la principale voie d’excrétion de 1’aluminium absorbé
(83 %). L’¢élimination urinaire chez les individus a fonction rénale normale est comprise entre
3 et 20 ug (Kaehny et coll 1977) (Valkonen et coll 1997) (Lauwerys et coll, 2001), les
chélateurs, tels que ’EDTA et la déféroxamine, peuvent augmenter 1’élimination urinaire de
I’aluminium par effet complexant. La demi-vie d’élimination dépend de la durée d’exposition
et de la redistribution de I’aluminium a partir des sites de stockage et peut aller jusqu’a
quelques années. Elle est tri-phasique : la demi-vie d’élimination initiale est de quelques
heures, celle de la phase suivante de quelques semaines, et la derniere généralement
supérieure a 1 an (Bismuth 2000).

1.2.6. Les Niveaux des concentrations d’aluminium dans ’organisme

Chez la plupart des individus, la concentration sérique ou plasmatique du métal est
inférieure a 10 pg/l. (Lauwerys et coll 2001) (Valkonen et coll 1997).

Chez les personnes exposées, les concentrations sériques mesurées sont du méme
ordre et genéralement inférieures a 20 pg/l, de sorte que cet indicateur peut difficilement étre

employé pour évaluer I’exposition professionnelle au métal.
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L’excrétion urinaire d’aluminium est habituellement inférieure a 20 pg/l et en moyenne
inférieure a 10 pg/l. (Lauwerys et coll 2001) (Valkonen et coll 1997)

En milieu de travail, I’aluminium urinaire est I’indicateur biologique d’exposition de
référence. Les hygiénistes allemands proposent une valeur limite (BAT, Biologisher
ArbeitsstoffToleranz-Wert) de 200 pg/l, qui correspondrait a une exposition moyenne a une
concentration atmosphérique de 6 mg/m® de poudre d’aluminium (BAT, Biologisher
ArbeitsstoffToleranz-Wert) (Letzel et coll 1996).

Les concentrations osseuses varient de 0 a 20 pg/g de poids sec chez les individus
relativement jeunes et peuvent excéder 20 pug/g chez certaines personnes agées. (O’Mahony et

coll 1995), dans les tissus mous, les concentrations sont d’environ 1 a 4 pug/g de poids sec.

Tableau 3 : Concentrations biologiques en aluminium chez la population générale, dialysée

et professionnelle

Professionnels de

Sujets sains Patients dialysés .
I'aluminium
Aluminium sérique 5a 10 pg/lL < 50 pg/lL =20 pglL
50 & 100 pg/L
(poste soudure)
Aluminium urinaire < 20 pglL - 12 a4 135 pg/L
(postes affinage et
praduction poudre)
< 20 pglg
(sujets jeunes)
Aluminium osseux 30 a 100 pg/g -
=20 pg/g

(sujets ages)

5av uglg
Aluminium . (sans encephalopathie)
. . 1a3pgfg -
intracérébral 20 4 25g/g

(avec encéphalopathie)

Aluminium dans le LCR 0a3pgl - -
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% Toxicodynamique de I’Aluminium

Le rayon de I'ion AP

, est trés polarisant, ce qui explique qu'il interagit avec les
molécules d'eau et les anions hydroxyle, sulfate, phosphate et fluorure. Au contact d'un acide
fort, des ions AI** peuvent se détacher pour étre libérés en solution. La demi-vie dépend de la
durée d'exposition mais aussi de la distribution de I'aluminium a partir des sites de stockage ;
elle serait triphasique : une demi-vie urinaire d'environ 7 heures, une de quelques semaines et
une de plusieurs mois voire annéees selon I'ancienneté de I'exposition (Gourier et coll 2004).
Concernant I’interaction dans l'organisme, 1'ion aluminium présente des analogies avec 1'ion

ferrique avec lequel il pourrait entrer en compétition au niveau de certains enzymes ou sites

de fixation.

Comme c'est le cas du fer, I'aluminium interfere aussi avec le métabolisme du fluor, du
phosphore, du cuivre, du vanadium, du zinc, du silicium, ce qui peut donner lieu a de
multiples désordres. Au niveau du foie, il perturbe le métabolisme des graisses et favorise
ainsi l'obésité (Jean 2004). Le manque de fer, de calcium et magnésium augmente également

I'absorption de I'aluminium

1.2.7. Intoxication a I’aluminium

C’est en 1921 que des signes de toxicité liés a I’aluminium chez ’homme sont décrits
pour la premiere fois dans la littérature : un metallurgiste qui trempait des pieces métalliques
chauffées au rouge dans un bain d’acide nitrique en utilisant un support en aluminium
développe une encéphalopathie (Spofforth 1921).

» Doses tolérées et doses toxiques

Les valeurs usuelles pour une population normale sont inférieures a 10 g/l et pour les
hémodialysés inférieures a 20 pg/l. Il y a lieu de considérer qu’il y a une augmentation
excessive de la charge corporelle en aluminium si le taux de 60 pg/l est dépassé. Une

surveillance sanitaire renforcée est requise si le taux plasmatique dépasse 100 pg/I.

1.2.7.1. Signes cliniques

A. Intoxication aigue

Aucune valeur de CLsp par inhalation n’est disponible (OMS IPCS, 1997) (ATSDR,
1999). La toxicité aigue de I’aluminium est influencée par sa solubilité et la
biodisponibilité des composés administrés (OMS IPCS, 1997). Les cas d’intoxications
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aigues par voie orale sontrares et généralement dus a des ingestions accidentelles ou
volontaires (suicide) de phosphure d’aluminium. Ils peuvent provoquer des cedémes
pulmonaires, tachycardie, hypotension, dysfonction hépatique, protéinurie, anurie (Khosla et
coll 1988). Cependant la toxicité observée est probablement due a la formation
d’hydrogene phosphore gazeux plutdt qu’a I’exposition a I’aluminium.

Les composés de I’aluminium sont largement utilisés dans les produits anti
transpirants sans effets nocifs pour la peau ou pour d’autres organes. Cependant les
personnes particuliérement sensibles a certains anti transpirants contenant de I’aluminium
développent des éruptions cutanées liées a la présence d’aluminium (Brusewitz 1984).

L’immunisation des enfants avec des vaccins contenant des dérivés de
I’aluminium peut entrainer le développement d’une hypersensibilité retardée .(OMS IPCS,
1997).

®. Intoxication chronique

De nombreuses recherches ont été menées afin d'établir des liens entre I'aluminium et
certaines maladies dues a 1’exposition chronique. L’une de ces recherches a évalué la
probabilité de 1 a 10 pour que l'aluminium joue un role dans l'apparition de nombreuses
maladies (tableau 1-3). La note 10 signifie que I'implication de I'aluminium dans la pathologie
a été démontrée mais pas qu'il est le seul responsable. De plus il faut tenir compte des doses et
du fait que chaque personne réagit difféeremment a la présence d'aluminium dans son

organisme.
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Tableau 4 : Classification des maladies chronigues dont |’aluminium est mis en cause

Maladies ou pathologies Probabilité de 1 (basse) a
10 (élevée)
Anémie 10
Ostéomalacie (décalcification osseuse) 10
Encéphalopathie de dialyse 10
Aluminose (maladie pulmonaire dut & ’inhalation de la
poussiére d’aluminium) 10
Hyperplasie lymphoide cutanée (affection de la peau) 8-10
Myofasciite a macrophage (relié aux vaccins) 8-10
Maladie de crohn 7-9

Sarcoidose (inflammation entrainant des désordres

immunologique) 7-9
Asthme 7-9
Epilepsie 7-8
Maladie d’Alzheimer 7-8
Syndrome de la fatigue chronique 5-7
Obésité 5-7
Diabete 5-7
Arthrite 5-7
Cancer 4-8
Sclérose de plaques 4-6
Autisme 4-6

C. Quelgues maladies développées chez les personnes hémodialysées

La quasi-totalité des effets observés chez I’homme relévent du domaine de la toxicité
chronique. Les premiers signes de toxicité liés a une exposition chronique a 1’aluminium ont
été révélés en milieu professionnel et chez les patients hémodialysés. Par la suite, des études
menées en population générale principalement axées sur le risque neurologique ont été mises
en ceuvre. Pour autant, si certains effets liés a une exposition chronique a I’aluminium peuvent
étre actuellement considérés comme averés (encephalopathie, troubles psychomoteurs,
atteinte du tissu osseux sous forme d’ostéomalacie et atteinte du Systéeme
hématopoiétique sous la forme d’une anémie hypochrome), il apparait que pour d’autres effets
initialement suspectés (c’est le cas de la maladie d’Alzheimer), et a 1’état actuel des

connaissances, une relation causale ne peut étre raisonnablement envisagée.
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C.1/ Effets neurologique

L’omniprésence de ce métal dans Il'environnement et [’utilisation répandue dans la
transformation des aliments, le stockage et dans I’industrie pharmaceutique, ainsi que de son
développement clinique important, a un intérét considérable pour étudier les mécanismes de
ses effets neurotoxiques variés. Ainsi les niveaux éleves de cet élément dans environnement
ont été associés aux changements pathologiques du SNC sous la forme d’enchevétrement
neuro-brillaires dans le cortex cérébral et de la substance grise sous corticale (Perl et coll
1982) et de plaques amyloide (Abramov et coll 2004). Des études récentes ont également
montré que 1'exposition chronique a 1'aluminium entraine des troubles neurologiques d’hyper-
phosphorylation et perturbation des microtubules chez les rats Wistar pouvant étre impliqués
comme un mécanisme possible de neurotoxicité chronique de I’aluminium (Kaur et coll
2006). Cette faible teneur en aluminium, c’est-a-dire toxicité chronique semble étre le
coupable de ces maladies neurodégénératives en relation avec la cholinestérases tissulaires
(Dave et coll 2002, Buchta et coll 2003).

» Encephalopathies chez les patients insuffisants rénaux

L'encéphalopathie est la pathologie qui a révélé le potentiel toxique de I'aluminium. La
découverte de cette pathologie chez plusieurs patients dialysés dans les années 1970 a permis
aux chercheurs de s'interroger plus largement sur la toxicité de I'aluminium. A ce titre,

I'encéphalopathie a I'aluminium a été nommée dans un premier temps " la démence des
dialysés".

En 1978, une étude anatomo-pathologique (Mcdermott et coll 1978) compare les
dosages d'aluminium dans le cerveau de 7 patients dialysés décédés d'une encéphalopathie a
11 patients dialysés sans encéphalopathie. Elle vient renforcer les résultats de I'étude d'Alfrey
(Alfrey et coll 1980) en montrant une relation positive entre la durée de la dialyse réalisée
avec une eau non traitée ou adoucie (teneurs en aluminium dans 1’eau pouvant atteindre 1,2
mg/Litre) et les concentrations en aluminium dans la matiere grise du cerveau. Cependant, a
I’opposé de I’étude d’Alfrey (Alfrey et coll 1980), elle ne montre pas de relation entre les
teneurs en aluminium de la mati¢re grise cérébrale et la prise orale d’hydroxyde d’aluminium.
Cependant les auteurs font le constat que I’absence de connaissance de 1’observance du
traitement par hydroxyde d’aluminium réduit la portée de ce constat

A la méme époque est publiée une étude cas-témoins (Elliott et coll 1978) portant sur
13 cas d'encéphalopathie survenus chez des patients dialysés et 40 témoins dialysés sans
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encéphalopathie. Les teneurs sériques en aluminium sont bien plus élevées chez les personnes
dialysées présentant une encéphalopathie (616 pg/L) que chez celles dialysées a domicile (215
ug/L) ou dialysées a I’hdpital sans encéphalopathie (87 pg/L). Il convient de signaler que la
réglementation issue de la pharmacopée européenne a réduit le niveau guide d’aluminium
dans I’eau déminéralisée pour dilution des bains de dialyse. Celui-ci est passé de 30 ug/L a 10
ug/L en 1992 (deuxieme édition de la pharmacopée européenne). De plus, les patients
dialysés sont de mieux en mieux controlés. Méme s’il n’existe pas de valeur guide établie
pour les teneurs biologiques en aluminium, il est couramment conseillé que les concentrations
sériques ne depassent pas 40 a 50 ug/L (les concentrations considérées comme normales chez
un sujet sain étant rappelons-le inférieures & 10 ug/L). Si les concentrations deviennent plus
importantes, les patients sont traités par déféroxamine (DFO), qui mobilise 1’aluminium
accumulé dans les tissus et permet 1’élimination de cet aluminium circulant par la dialyse. Ces
dispositions semblent selon les spécialistes suffisantes pour prévenir la survenue
d’encéphalopathie aluminique qui n’est plus décrite a 1’heure actuelle que dans de rares cas de
contamination de 1’eau du dialysat.

» Perturbations des fonctions psychomotrices

Une étude souvent citée a été réalisée par Altman (Altmann et coll 1989) qui
comparait des sujets dialysés a des sujets non dialysés. Elle portait sur les fonctions
psychomotrices mesurées par le digit symbole test, des tests visuels (visual spatial ability test,
visual perceptual analysis, verbal recognition memory, visual spatial recognition memory). Le
digit symbole test mesure I’attention, la coordination motrice, certaines dimensions de la
mémoire immédiate et serait un test sensible lorsqu’existe une Iésion cérébrale organique.
Enfin ont été pratiqués des potentiels évoqués visuels (PEV) avec stimulation au flash qui
mesurent la vitesse de conduction nerveuse (ce test est notamment perturbé dans la maladie
d’Alzheimer). Les sujets dialysés étudiés (27 personnes) avaient des temps de réponse aux
tests plus longs que les personnes non dialysées, mais sans que cette réponse soit corrélée a
I’apport cumulé en aluminium ou aux concentrations sériques (de base ou apres utilisation de
déféroxamine, chélateur de 1’aluminium). Ils avaient cependant un temps de réponse a
I’épreuve des PEV stimulés par flash augmenté, et cette augmentation était cette fois corrélée

a ’apport cumulée en aluminium.
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C.2/ effets cancérigenes

Les effets cancérigenes de Il'aluminium ont principalement été rapportés chez les
professionnels. Dans la population générale, des études se sont intéressées aux effets
cancérigénes de I'aluminium par voie cutanée. L'impact des autres voies d'exposition n'a pour

I'instant pas été étudié pour la population genérale.

Chez les professionnels de I'aluminium, les études réalisées depuis les années 1970 mettent en
évidence plusieurs zones cancéreuses. Les plus freqguemment observées se situent au niveau
du poumon et de la vessie. Chez les travailleurs du secteur de la production primaire, les
études de cohorte montrent une augmentation du risque de cancer de la vessie de 1,7 et du
risque de cancer du poumon de 2. Il faut noter que ces études ont été menées chez des
travailleurs exposés a un procéde électrolytique utilisant des anodes constituées de brai de
houille. Ce procédé peut entrainer I'évaporation du brai de houille et donc produire un
dégagement d'hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) qui sont aussi cancérigenes
(Gourier et coll 2004).

Chez la population générale, ’aluminium est on soupconné également d'étre un facteur

favorisant I'apparition de cancer du sein.
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-3 LE PLOMB

1-3-1 Introduction

Le plomb est un métal utilisé par I'homme depuis des millénaires. La production et
l'utilisation du plomb ont augmenté de facon spectaculaire durant la Révolution Industrielle
entrainant une libération intense de ce métal indestructible et son accumulation massive dans
I'environnement. L'accumulation massive dans les sols de ce métal indestructible et peu
mobile, demeurant dans les couches superficielles ou il reste trés accessible au contact de
I'nomme, surtout des enfants, représente une menace permanente pour la santé des
populations.

C'est d'abord I'existence d'intoxications massives chez les travailleurs professionnellement
exposés au plomb qui a attiré I'attention sur les effets déléteres de ce toxique sur l'organisme

humain et sur les conséquences organiques graves, en particulier neuropsychiques.

Les niveaux de plombémie chez les enfants pendant les premiéres années de vie sont
dépendants de la source de plomb présente dans leur environnement. La ou les peintures et les
poussieres sont les sources principales de plomb, la plombémie des enfants a la naissance est
probablement basse, mais va augmenter rapidement pendant les premiéres années de vie et
décliner ensuite apres I'age de 4 ans. C'est en effet pendant la petite enfance que les activités
normales de portage main-bouche conduisent a l'ingestion de quantités importantes de
poussieres et de particules de plomb. Ces expositions précoces sont néanmoins préoccupantes
car I'imprégnation par le plomb des jeunes enfants peut se traduire par une baisse du quotient
intellectuel (QI). Selon les études épidémiologiques, 1 a 3 points de QI sont perdus pour une
augmentation de la plombémie de 100 a 200 pg/l. Ceci constitue un probléme de santé
publique réel a I'échelle d'une population, ce qui est expliqué par les résultats des différentes
études sur les effets nocifs du plomb qui peuvent justifier les efforts des pouvoirs publics pour

prévenir les dysfonctionnements neurocognitifs.
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1-3-2 Historique

Le plomb est I’un des métaux qui a été le plus anciennement et le plus largement utilisé par
I’homme, probablement en relation avec sa grande malléabilité, sa ductilité et son faible point
de fusion, entre 328 et 347°C (Lessler et coll 1988).

Les Grecs et les Romains I’ont employé pour produire des céramiques. C’était le métal utilisé
dans toutes les cités romaines pour 1’adduction d’eau. Les Romains se servaient aussi de

I’acétate de plomb comme édulcorant et conservateur du vin (Nriagu 1983).

La connaissance de la toxicité du plomb est également tres ancienne. Elle est citée par les
médecins de 1’ Antiquité. Nicandre de Colophon, poéte et médecin grec du 11°™ siécle avant
Jésus-Christ (JC), citait la céruse de plomb parmi les poisons. Dans Alexipharmaques, il
détaille les symptdémes relatifs a la colique et a la paralysie saturnine, occasionnés par
I’ingestion de plomb (Needleman et coll 2004)

La plupart des constatations relevées dans les textes anciens concernent des expositions par

voie digestive. Dioscoride, médecin grec du I*

siecle apres JC, a soupconné les effets néfastes
des émanations saturnines pour les ouvriers exposés au plomb. Les troubles neurologiques
sont également évoqués dans la littérature antique. Dioscoride est le premier a faire mention
de I’épilepsie induite par les préparations de plomb. Pour Arrétée, médecin grec du ler siecle

apres JC, les signes neurologiques sont une évolution naturelle de la colique de plomb.

1-3-3 Propriétés physico-chimiques

Le plomb, de numéro atomique Z = 82, est un métal gris bleuté qui se ternit a I’air. 1l existe
20 isotopes de plomb dont 16 radioactifs et 4 naturels : Pb?* Pb?®, Pb®’ et Pb*® avec des
abondances relatives de 1,5%, 23,6%, 22,6% et 52,3% respectivement. Ce métal mou,
malléable et flexible est lentement dissout par 1’acide chlorhydrique et beaucoup plus
rapidement par ’acide nitrique. Les solutions de bases fortes, comme la soude et la potasse,
sont également capables de former des composés solubles de plomb. Le plomb n’est pas
attaqué par l’cau en absence d’air. Sa solubilité dans ces conditions est tres faible,
principalement a pH 7. Le pouvoir de dissolution du plomb par I’eau est fortement diminué
par la présence de faibles quantités de carbonate ou silicates.

Les cations du plomb peuvent étre divalents, les plus stables, ou tétravalents. Les divalents
prédominent dans la chimie inorganique et les tétravalents dans les dérivés organiques. On

trouve le plomb sous forme de composés minéeraux tels que :
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Le monoxyde de plomb ou litharge, Le sulfure de plomb, Le séléniure de plomb (PbSe), Le
sulfate de plomb (PbSQ,), Le carbonate basique ou céruse (Pb(OH),), Le carbonate neutre ou
cerusite (PbCOj3), L’acétate de plomb (Pb(CH3COO),, 3H,0), seul I’acétate de plomb
présente une grande solubilité dans 1’eau.

Les propriétés physico-chimiques du plomb sont trés importantes dans la compréhension des
mécanismes de biodisponibilité et d’action de ce métal. Par exemple, les variations de pH au
niveau des sols comme au niveau des liquides biologiques peuvent expliquer les différences
de biodisponibilité. Ainsi, il y aura solubilisation des principaux composés de plomb dans

I’estomac (pH acide) et précipitation au-dela de I’estomac.

1-3-4 Exposition au plomb

A. Exposition professionnelle

De nombreux documents démontrent que les membres des familles des travailleurs exposés
au plomb dans leur milieu de travail pourraient étre exposés au plomb transporté du milieu de
travail a la maison. C’est particuliérement vrai pour les enfants et la conjointe du travailleur,
surtout lorsque cette derniére est enceinte. En effet, les poussieres de plomb transportées sur
les vétements, les souliers ou des objets contaminés, ou sur la peau et dans les cheveux de
travailleurs peuvent contaminer significativement 1’automobile et le domicile (NIOSH 1995).
Le lavage a domicile de vétements contaminés avec les vétements familiaux peut étre une
source de contamination. Lorsque c’est nécessaire, la décontamination du milieu familial doit
étre effectuée a 1’aide d’appareils spéciaux (NIOSH 1995). Elle n’est pas efficace si 1’0n a
recours uniquement a I’entretien ménager ordinaire.

La production miniere mondiale annuelle de plomb est comprise entre 3 et 3,5 millions de
tonnes. Les principaux pays producteurs sont les Etats-Unis, le Canada, 1’ Australie, le Pérou,
la Russie et le Mexique (IPCS, 1995)

Les principales activités entrainant des expositions professionnelles au plomb, sont la
métallurgie du plomb et zinc, la fabrication et la récupération de batteries d’accumulateurs, le
découpage au chalumeau de ferrailles peintes, le décapage thermique ou mécanique de
peintures anciennes, la production de cristal, I'usinage de bronzes au plomb, I’étamage de
radiateurs automobiles (Bismuth et coll 2000, Testud et coll 1998, Garnier 2005). La valeur
limite de moyenne d’exposition (VME) au plomb réglementairement applicable aux
concentrations atmospheériques mesurables en milieu de travail en France est de 100 pg/m3
(Garnier 2005).
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B. Exposition de la population générale
Pour les adultes et les enfants les plus &gés, les apports en plomb sont principalement fournis
par I'eau et les aliments, alors que pour le jeune enfant, les poussiéres et les sols pollués sont
aussi sources importantes de contamination. L'apport relatif de chacune de ces sources differe
selon que le sujet demeure au voisinage d'un site industriel ou dans un environnement urbain

ou rural soumis ou non a une source d'exposition.

B-1/ Aliments

Les aliments n’apportent, habituellement, qu’une faible quantité de plomb, a condition qu’ils
ne proviennent pas de végétaux cultivés (ou d’animaux élevés) dans une zone contaminée,
qu’ils n’aient pas été préparés avec des ustensiles ou encore conservés dans des récipients
contenant du plomb (étains décoratifs, céramiques artisanales, cristal). Une étude francaise en
2000-2001 a estimé a 15 pg par repas 1’apport de plomb par les aliments (Miquel et coll 2000-
2001).

B-2/ L’atmosphére

Les antidétonants des carburants automobiles ont été la premiére source d’émission de plomb
dans I’atmosphére, pendant la période 1960-1980. Le plomb représentait alors le tiers du
poids des particules émises par les gaz d'échappement. Les autres sources notables d’émission
atmosphérique de plomb sont les industries, les incinérateurs d’ordures et les volcans (Garnier
2005)

La poussiere est une importante source d’exposition au plomb de la population générale. Sa
teneur en plomb dépend de I’activité industrielle actuelle ou passée du voisinage (INSERM,
1999). Elle est peu influencée par la circulation automobile de proximité. Elle dépend surtout
de la nature de I’habitat ; les peintures anciennes et mal entretenues s’écaillent, rendant le
plomb accessible. Elles entrainent alors des contaminations des locaux et des occupants,
souvent massives chez les enfants atteints de pica (Bismuth 2000).

B-3/ Eau

La concentration de plomb dans les eaux naturelles souterraines et de surface est
généralement faible, inférieure a 10 pg/l et souvent a 1 pg/l (Garnier 2005). Cependant, les
eaux acides ou faiblement minéralisées peuvent s’enrichir en plomb, lors de leur distribution,
si le systeme d’adduction contient des ¢léments en plomb (tuyaux, soudures, robinetterie,...)
(Thiriat-Delon et coll 1994). En France, le plomb est interdit a la pose dans les canalisations

depuis 1995 et dans les soudures depuis 1998. Dans I’Union Européenne, la valeur limite pour
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la concentration du plomb dans 1’cau destinée a la consommation humaine est de 25 pg/l. Elle

a été réduite a 10 pg/l en 2013(Garnier 2005).

C Emissions industrielles
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Figure 6 : voie d’exposition de ['homme au plomb

C. Plomb dans I’organisme (Toxicocinétique)
Le métabolisme du plomb est important a connaitre pour comprendre certains aspects de
I'intoxication et plus particulierement les différences existant entre enfants et adultes, ou
encore chez la femme enceinte et le foetus. Il importe d'évaluer les différentes phases de ce
métabolisme de l'absorption a I'élimination en passant par les mécanismes de transfert dans
les différents tissus et le stockage dans certains organes, pour en tirer des réponses quant a

I'évaluation des risques et la surveillance biologique des personnes exposées

C-1/ Doses limites

Concernant le plomb, le ECFA (FAO/OMS) a proposé une série de limites maximales de
résidus pour un certain nombre de denrées alimentaires, ainsi qu'une dose admissible. Cette
dose, appelée dose hebdomadaire théorique provisoire (DHTP), est de 25 ug/kg de poids

corporel, soit 1 500 pg/semaine pour une personne de 60 Kkg.

C-2/ Absorption

L’absorption de plomb se fait par inhalation, ingestion ou contact cutane.
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» L’absorption respiratoire.
Celle des poussieres inhalées est respiratoire et digestive: la rétention respiratoire des
particules est comprise entre 30 et 50 %, selon leur granulométrie et la ventilation des
personnes exposées (Garnier 2005 ; IPCS 1995)

» L’absorption digestive
En pratique, la principale voie d’absorption du plomb est digestive. Chez 1’adulte, en
moyenne, 5 a 10 % de la dose ingérée est absorbée. Le passage systémique est beaucoup plus
important chez le jeune enfant (40-50 %). Il est fortement augmenté par le jelne (Heard et
coll 1983), la carence martiale (Marcus et coll 1987), les régimes pauvres en calcium
(Mahaffey et coll 1986) et par des vitamines (Fullmer 1990).

» L’absorption cutanée
Le passage transcutané des dérivés inorganiques du plomb est trés faible (< 0,5 %) si la peau
est intacte (Moore et coll, 1980). La pénétration des poussieres déposées sur la peau des mains
est digestive, elle résulte de I’activité main-bouche et de la contamination d’aliments ou
d’objets portés a la bouche (Garnier 2005).
C-3/ Métabolise et distribution
Aprés absorption pulmonaire ou digestive, le plomb se distribue de fagon non homogene pour
arrivé a 3 compartiments ; le sang, les tissus mous, et ’os (figure 7), dont les demi-vies
respectives de chaqu’un sont de 36 jours, 40 jours et 27 ans (IPCS, 1995).
Le plomb passe dans le sang ou il se répartit dans les hématies, sous une forme non diffusible,
et dans le plasma (en partie sous forme diffusible), avant d'aller se fixer dans les tissus ou
d'étre éliminé dans les urines. Le sang est donc le « carrefour» de tous les trajets du plomb
dans l'organisme, ce qui complique l'interprétation des taux sanguins.
Le plomb sanguin représente environ 2 % du pool total de l'organisme, cala peut-étre
développer par l'existence ou non d'une anémie ce qui influence le rapport érythro-
plasmatique : ainsi, en cas de diminution du taux des globules rouges, le taux plasmatique du
plomb augmente (cas de grossesse).
Dans le plasma, les molécules responsables du transport du plomb sont lI'albumine (88,2 %) et
les gammaglobulines (11,8 %) (Ong et coll 1980). Une partie du plomb plasmatique est libre
et diffusible.
Chez I’adulte les tissus mous contiennent 5 a 10 % de la dose interne du plomb, alors que pres
de 95 % du plomb présent dans 1’organisme est dans 1’0s.
Le plomb fixé sur 1’os trabéculaire est, comme celui des tissus mous, biologiquement actif et

facilement mobilisable. Le plomb li¢ & ’os compact constitue I’essentiel du plomb osseux, il
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ne produit pas d’effet toxique et ses mouvements sont tres lents, couplés a ceux du calcium. Il
est redistribué en cas de déplétion des autres compartiments et par tous les phénoménes
entrainant une déminéralisation tels que la grossesse, [’allaitement, 1’ostéoporose,
I’immobilisation prolongée, les tumeurs osseuses (IPCS, 1995).

Le plomb traverse facilement la barriere placentaire chez les femmes enceintes, cela est
expliquer a la naissance ou les plombémies de la mére et de I’enfant sont trés voisines (IPCS,

1995).

C-4/ Elimination

L’excrétion du plomb est principalement urinaire (> 75 %) et fécale (15-20 %). Le reste est
éliminé dans les phaneres, la sueur et les sécrétions bronchiques. La demi-vie d’élimination
est trés augmentée en cas d’insuffisance rénale. Il existe aussi une excrétion lactée. La
concentration de plomb dans le lait est genéralement comprise entre 10 et 30 % de la
plombémie (IPCS, 1995).

Tissus mous

Tissus osseux
Voles 14 - Sueur
= - Cheveux
Inhalation respiratoires Poumons
T > o i N —» Peau - Ongles

supérieures

¥
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pE Sang
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Ingestion Pharynx \ 'y
\ Foie

Source : Hernberg, S. « Lead », dans Zenz C. (dir.), Occupational Medicine : principles and practical applications, Chicago,
Mosby, 1988.

Figure 7 : modele du métabolisme du plomb chez ['homme

I-3-5 Intoxication au plomb

A. Intoxication aigué
L’intoxication aigué par le plomb est généralement rare, car il ne peut résulter que d’une
ingestion massive ou d’une administration parentérale
L’intoxication aigue évolue a 48h apres la prise, surviennent des douleurs abdominales, des

vomissements et parfois une diarrhée, ces troubles digestifs sont toujours de grande intensité
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mais de bréve durée. Ils s’accompagnent d’une hémolyse, d’une cytolyse hépatique et d’une
atteinte tubulaire rénale dépendante de la dose.
Le plus rarement c’est des arthralgies et des signes d’atteinte neurologique centrale

(céphalées, agitation, délire, hallucinations) (Garnier 2005) ont été rapportés.

B. Intoxication chronique
L’exposition répéter au plomb produit des effets nocifs dans de nombreux organes et tissus,
apres la pénétration du plomb dans l'organisme soit par le nez (poussiéres, fumeées) ou la
bouche (mains sales, aliments souillés). Il provoque des maladies graves en s’accumulant
dans I’organisme, ou il s'élimine trés lentement.

> Effet sur le systeme nerveux
Comparé a d’autres systémes organiques, le systéme nerveux semble étre la cible la plus
sensible pour la toxicité du plomb (Cory-Slechta 1996). Tant le SNC et le SNP deviennent
affecté par I'exposition au plomb, les effets sur le SNP apparaissent plus chez les adultes alors
que SNC est plus fortement affecté chez les enfants (Brent 2006; Bellinger 2004).
L’encéphalopathie (dégénérescence progressive de certaines parties du cerveau) : est une
conséquence directe de I'exposition au plomb, ces principaux symptdmes sont la matité,
I'irritabilité, une mauvaise attention, des maux de téte, des tremblements musculaires, une
perte de mémoire, des hallucinations, le manque de coordination et ataxie, des convulsions,
une paralysie et coma (Flora et coll 2006). Les feetus et les jeunes enfants sont
particulierement vulnérable aux effets neurologiques du plomb car en développement le
systeme nerveux absorbe une fraction plus élevée de plomb (Needleman et coll 2004). Les
enfants peuvent paraitre inattentif, hyperactif et irritable méme a faible exposition au plomb.
Les enfants avec des niveaux de plomb plus élevés peuvent étre affectés par un retard de
croissance, une diminution de l'intelligence, une perte de la mémoire a court terme et perte
auditive. A des niveaux plus élevés, le plomb peut causer des dommages permanents au
niveau du cerveau et méme la mort (Cleveland et coll 2008).

> Effets rénaux
Le dysfonctionnement rénal survient principalement a des niveaux élevés de plomb, mais des
dommages a des niveaux inférieurs ont également étre rapportés (Grant 2008). Rénal
fonctionnel Les anomalies résultent du dysfonctionnement rénal peuvent étre de deux types:
néphropathie aigué et néphropathie chronique. Néphropathie aigué est caractérisée
fonctionnellement par un mécanisme de transport tubulaire endommagé et

morphologiquement par I'apparition des changements dans I'épithélium tubulaire ce qui peut
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entrainer une excrétion anormale de glucose, phosphates et acides aminés, une combinaison
appelée Syndrome de Fanconi. D’autre part la néphropathie chronique est beaucoup plus
grave et peut conduire a irréversible changements fonctionnels et morphologiques. Il est
caractérise par des modifications glomérulaires et tubulo-interstitielles, resultant dans
I'insuffisance rénale, I'hypertension et I'hyperuricémie (Rastogi 2008).

» Effets cardiovasculaires
L’intoxication chronique au plomb, provoque des lésions vasculaires aux conséquences
potentiellement mortelles y compris I'nypertension et les maladies cardiovasculaires (Navas-
Acien et coll 2007). Une faible exposition au plomb peut contribuer a I'nypertension chez les
animaux et les humains (ATSDR 2005). Les autres troubles majeurs incluent I'ischémie
maladie coronarienne, accidents vasculaires cérébraux et une maladie vasculaire péeriphérique.

> Effets sur la santé reproductive
Le plomb provoque un certain nombre d'effets indésirables sur le systeme reproducteur aussi
bien chez les hommes que les femmes. Chez les hommes induit une libido réduite, une
spermatogenese anormale (nombre réduits) une infertilité, une fonction prostatique anormale
et changements dans la testostérone sérique. Les femmes, plus susceptibles a l'infertilité, sont
sujettes aux fausses couches, aux accouchement prématuré (Flora et coll 2011).

> Effets sur le systéme sanguin
Le plomb intervient a plusieurs points du métabolisme de I’hémoglobine, protéine essentielle
au transport de 1’oxygene dans le sang. Certains de ses effets s’observent a des niveaux tres
bas de plombémie (100 mg/L ou 0,48 mmol/L). Toutefois, la signification clinique de ces
perturbations biochimiques n’est pas encore bien connue (Vyskocil 1992), méme si I’on sait
que globalement ces différents blocages enzymatiques provoqués par le plomb peuvent
conduire a I’anémie, ou il entre dans I’inhibition de la synthése de I’héme principalement en
inhibant la déshydratasse de I’acide délta-amino-lévulinique (ALAD) qui catalyse la
transformation de 1’acide délta-amino-lévulinique (ALAD) en prophobilinogene et
férrochélatase (ou heme-synthétase) qui contrdle la derniére étape de la synthése de 1’héme
(Garnier 2005)

> Effets hépatique
Le plomb inhibe la synthése des hémoprotéines et en particulier celle de cytochrome P450, ce
qui peut étre a l’origine d’une interaction médicamenteuse, et d’effets toxique d’autres
substances, en cas de co-exposition, ce sont des effets potentialisant du plomb mais qui n’ont

été que tres peu étudiés (Alvito et coll 1995).

50

PDF Creator Trial


Ouasmi
PDF Creator Trial

Ouasmi
PDF Creator Trial

Ouasmi
PDF Creator Trial

Ouasmi
PDF Creator Trial

Ouasmi
PDF Creator Trial

Ouasmi
PDF Creator Trial


> Effet du plomb sur le Stress oxydatif

Le stress oxydatif représente un désequilibre entre la production de radicaux libres et de la
capacité a détoxifier facilement les systemes biologiques et /ou réparer les dommages qui en
résultent (Flora 2011). Sous l'influence du plomb, apparition de stress oxydatif se produit en
raison de deux voies différentes; en premier lieu la génération de ROS, comme
hydroperoxydes (HO,), et peroxyde d’hydrogéne (H20), et en second lieu, 1’épuisement des
réserves d’antioxydants (Flora et coll 2002) (Figure 8).

Les défenses antioxydantes du corps entrent en jeu pour annuler les ROS génerées. Le plus
important antioxydant trouvé dans les cellules est le glutathion (GSH) ce dernier existe a la
fois sous forme réduite (GSH) et sous forme oxydée (GSSG), I'état réduit de glutathion fait un
don équivalents réducteurs de ses groupes thiol présents dans les résidus de cystéine de ROS
et les rend stable. Aprés avoir donné 1’électron, il combine facilement avec une autre
molécule de glutathion et forme le glutathion disulfure (GSSG) en présence de I'enzyme
glutathion peroxydase (GPX), le GSH peut étre régénéré a partir de GSSG par I'enzyme
glutathion réductase (GR) (Figure 8). Dans des conditions normales, 90% du total du contenu
en glutathion existe sous forme réduite (GSH) et environ 10% est sous forme oxydée (GSSG).
Sous conditions du stress oxydatif, la concentration de GSSG est beaucoup plus élevée que
celle du GSH. Le plomb montre la capacité de partage d'électrons qui en résulte dans la
formation de piéces jointes covalentes. Ces piéces jointes sont formés entre le fragment de
plomb et le les groupes sulfhydryle présents dans les enzymes antioxydantes, qui sont les

cibles les plus sensibles au plomb et qui finissent par étre inactivées.

Glutathione Glutathione
Reductase Peroxidase

Figure 8 : effet du plomb sur le glutathion
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Le plomb inactive le glutathion en se liant aux groupes sulfhydryle présents dans celui-ci, ce
qui se traduit par synthese du GSH a partir de la cystéine, qui n'est généralement pas efficace
pour reconstituer I'offre de GSH (Hultberg et coll 2004).

De méme, le plomb inactive des enzymes comme l'acide delta-amino-lévulinique (ALAD), la
glutathion réductase (GR), glutathion peroxydase (GPX) et la glutathion-S-transférase, qui
déprime encore plus les niveaux de glutathion (Ahamed et coll 2007).

Quelques autres enzymes antioxydantes notables peuvent étre rendu inactives par le plomb,
notamment la superoxyde dismutase (SOD) et la catalase (CAT). La diminution de la
concentration de SOD réduit I'élimination du radical superoxyde, alors que la réduction de la
CAT entrave I'élimination du superoxyde radical.

En plus de cibler les groupes sulfhydryles, le plomb peut également remplacer les ions zinc
qui jouent un role important comme cofacteurs pour ces enzymes antioxydantes
(Flora et coll 2007).

La peroxydation lipidique est un autre bio marqueur de 1’oxydation ROS (figure 9), 1'une des
conséquences les plus étudiées de stress sur les membranes lipidiques. Le radical libre généré,
capture les électrons des lipides présents a l'intérieur des membranes cellulaires et
endommage la cellule. En outre de la peroxydation lipidique, le plomb provoque également
une oxydation de I'némoglobine, qui provoque directement une hémolyse des globules rouges,
dd a linhibition I'acide aminolévulinique déshydratase (ALAD), entrainant ainsi une
augmentation de la concentration du substrat ALA dans le sang et I’urine. Ces niveaux élevé
d'ALA génerent du peroxyde d'hydrogéne et du superoxyde radical et interagissent également
avec l'oxyhémoglobine, résultant dans la génération de radicaux hydroxyles (Patrick 2006).
Progression de tous les mécanismes mentionnés ci-dessus rend la cellule extrémement

vulnérable au stress oxydatif et peut conduire a la mort cellulaire (apoptose).
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Figure 9 : effet du plomb sur le stress oxydatif

1-3-6 CONCLUSION

L’intoxication au plomb est insidieuse voir cliniquement inapparente qui ne révélant que
secondairement ses effets déléteres, en particulier sur les fonctions cognitives. Ces
observations ont ensuite conduit a étudier les effets du plomb in vitro ou chez I'animal, afin de
préciser les mécanismes d'action de ce polluant. Ce n'est que plus récemment que l'existence
d'effets toxiques des faibles doses de plomb sur le systtme nerveux en développement des
jeunes enfants a été démontrée par la mise en évidence de déficits cognitifs et de troubles du
comportement. Il apparait donc clairement que le plomb pénetre dans 1’organisme et modifie
la biologie de la cellule en perturbant de nombreuses voies métaboliques et différents
processus physiologiques. Il inhibe les enzymes de la biosynthese de I'héme, catalyse des
réactions de peroxydation des lipides et interfere avec les processus médiés par le calcium au
niveau membranaire et cytosolique. Le plomb peut ainsi altérer certains mécanismes
neurobiologiques jouant un role essentiel dans le développement cérébral. Ces éléments
peuvent étre mis au regard des effets du plomb sur le développement cognitif de I'enfant et
des déficits d'apprentissage observés lors d'intoxications systémiques expérimentales. Les
études de comportement chez I'animal ont permis d'affirmer le lien de cause a effet entre
I'imprégnation par de faibles doses de plomb pendant la période de maturation cérébrale et les

troubles neuropsychologiques ultérieurs.
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I-4/ Les systemes de défenses antioxydants

1-4-1/ introduction

Les antioxydants au sens large représentent 1’ensemble des molécules susceptibles d’inhiber
directement la production, de limiter la propagation ou d’annihiler les ERO.

Ces antioxydants peuvent agir en réduisant ou en dismutant ces espéces, en les piégeant pour
former un composé stable. Une fois les taux des ERO ont fortement baissés, les systemes
enzymatiques interviennent et permettent la réparation.

Il existe 3 types de défenses :

* Les enzymes qui existent a I’état endogene, défendent les cellules contre les radicaux libres.
Les principaux systemes enzymatiques comprennent les superoxydes dismutases (SODs), la
catalase (CAT), les peroxydases oxydases GPX et réductases GR.

* Les protéines chélatrices du fer comme la transferrine et I’hémosidérine ou de cuivre comme
I’albumine (ce systéme bloque les ions métalliques impliqués dans la réaction de Fenton).

* Les molécules antioxydantes ou piégeuses de radicaux libres comme la vitamine E connue
pour son activité antiradicalaire tres puissante, interviennent au niveau des membranes
lipidiques. Comme d’autres molécules piégeuses on peut citer la vitamine C, les caroténoides,
I’acide urique, le glutathion, les thiols et les métallothionéines. Vu leurs roles importants, le

glutathion et les métallothionéines vont étre abordés en détail.

1-4-2/ Les systémes antioxydants enzymatiques

Les enzymes existent a 1’état endogene et permettent de protéger les cellules contre les
radicaux libres produits de maniere physiologique au cours du métabolisme cellulaire normal.
Les principaux systemes enzymatiques comprennent les superoxydes dismutases, la catalase
et plusieurs formes de peroxydases a glutathion (Garrel et coll 2007; Harris et coll 1992;
Harris 1992; Jacob et coll 2006; Menon et coll 2007; Michiels et coll 1994; Schuckelt et coll.
1991)

A. Les superoxydes dismutases (SODs)

Ce sont des métalloenzymes retrouvées dans toutes les cellules animales ou vegétales.
Il existe trois types de SOD chez ’homme notamment:
e une SOD cytoplasmique (Crapo et coll 1992) a été isolée pour la premiere fois en

1938 a partir du sang de beeuf. La présence de cuivre et de zinc dans sa structure lui
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confere une couleur bleu-vert et fut considérée comme ayant un role dans le stockage
des métaux. Cette enzyme est formée de deux sous unités contenant chacune un
atome de cuivre et un atome de zinc. Les ions cuivre sont nécessaires a son activité
catalytique alors que les ions zinc stabilisent la molécule. Elle est sensible a
I’inhibition par le cyanure et semble protéger le cytosol.

e une SOD situee au niveau mitochondrial. Elle est la premiere SOD a avoir été isolée
d’Escherichia coli. La superoxyde dismutase humaine est de couleur rose en raison de
la présence de manganése au niveau du site actif de 1’enzyme. Celle-ci comporte
quatre sous unités contenant chacune un atome de manganese (Mates et coll 1999) et
196 acides aminés. Elle résiste assez bien a I’inhibition par le cyanure contrairement a
la Cu/Zn-SOD(le premier type de SOD). Elle correspond a la superoxyde dismutase a
manganése (Mn-SOD) et c’est I’une des enzymes ayant une activité antioxydante et
anti-tumorale la plus efficace (Behrend et coll. 2003).

e une SOD extracellulaire ou Cu/Zn-SOD extracellulaire qui est immunologiquement
différente de ’enzyme cytosolique, et qui est exclusivement synthétisée par les
cellules endothéliales et les fibroblastes (Stralin et coll 1994). Elle comporte un atome
de cuivre et un atome de zinc.

Les différentes SODs catalysent la méme réaction avec une efficacité comparable.
Elles accélerent la vitesse de dismutation de I’anion superoxyde en peroxyde

d’hydrogéne (Desideri et coll 2003)

B. La catalase
Le peroxyde d’hydrogene produit par les SODs doit €tre rapidement métabolisé par la catalase
et le glutathion peroxydase pour que la protection apportée par les SODs soit effective
(Michiels et coll 1994; Rahman et coll 2006), sinon, 1’accumulation de H,O, peut étre nocive.
La catalase est une enzyme héminique présente dans les peroxysomes et dans les érythrocytes.
Son nom a été donné par Loew en 1901 a cause de la capacité de cette protéine a décomposer
le peroxyde d’hydrogéne. Elle est formée de quatre sous-unités, chacune comportant un
groupement ferriprotoporphyrine dans son site actif avec un atome de fer a I’état Fe®' (Ko et
coll 2000). Elle catalyse la destruction du peroxyde d’hydrogéne en eau et en oxygene, la
catalase et la GPx appartiennent au mécanisme de défense secondaire contre les ERO en
catalysant la conversion du H;O, en H,O (Chance et coll 1979). L’augmentation de tumeur

peut étre liée a la décroissance du taux de catalase (Mates et coll 1999)

55

PDF Creator Trial


Ouasmi
PDF Creator Trial

Ouasmi
PDF Creator Trial

Ouasmi
PDF Creator Trial

Ouasmi
PDF Creator Trial

Ouasmi
PDF Creator Trial

Ouasmi
PDF Creator Trial


C. Les peroxydases séléno-dépendantes

La glutathion peroxydase séléno-dépendante (GPx) est formée par quatre sous-unités
contenant chacune un atome de sélénium sous sa forme sélénocystéine qui constitue le site
actif de ’enzyme. L’activité GPx fut découverte par Mills en 1957.

Cette enzyme qui se localise dans la mitochondrie et dans le cytosol (Zachara 1992),
décompose les hydroperoxydes organiques et peroxyde d’hydrogene. Elle réduit un grand
nombre de ces peroxydes avec des vitesses comparables. L’enzyme posséde une grande
spécificité pour le glutathion réduit (GSH) qui est utilis€ comme donneur d’hydrogeéne au
cours des réactions de décomposition ; il s’en suit la formation du glutathion oxydé (GSSG).
La GPx est donc en compétition avec la catalase pour le substrat H,O et est la source majeure
de protection contre les faibles niveaux de stress oxydant (Valko et coll. 2007; Valko et coll.
2006).

Elle réduit, en présence de glutathion réduit (GSH), H,O, en H,O et les hydroperoxydes
(ROOH) en alcools (ROH) (Maiorino et coll 1991; Oberley et coll 1997). L’efficacité de la
GPx est liée a un flux constant de GSH et elle est couplée a I’oxydation du glucose-6
phosphate en 6-phospho gluconate source de NADPH qui est utilise comme cofacteur par la

glutathion réductase (GRase) pour régénérer le glutathion réduit (GSH).

1-4-3/ Les systemes antioxydants non enzymatiques

Les principaux antioxydants non-enzymatiques sont le glutathion, la vitamine E, la vitamine
C, les caroténoides et I’acide urique. Ces molécules vont interrompre la chaine de réaction
radicalaire (Cadenas 1989).
A. Le glutathion

Le glutathion, premiere ligne de défense antiradicalaire, existe en équilibre entre deux formes,
I’une réduite (GSH) en abondance dans le milieu intracellulaire, et I’autre oxydée (GSSG).

La liaison et la fonction thiol du GSH lui conferent un grand nombre de fonctions : le
transport des acides aminés, la synthése de nucléotides de I’ADN par le biais de la
ribonucléotide réductase, la synthése des cestrogeénes, des prostaglandines et des leucotrienes,
la détoxification des métaux lourds et autres xénobiotiques par action directe ou indirecte. La

forme réduite joue un réle dans la détoxication en réagissant avec H,O, ou ROOH.
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Fe(ll) + OH +.OH —g Oxidative Damage
Detoxification of

o many substances
Fe(ll) | (Fenton Reaction)
H,O + 02
H0,
* NADPH
ROS ] /
Generation SOD GPX GR | G6PDH
+
= NADP
kA o, H,0
02+ NO +
H,0,
l Fe(ll)l(Haber-Weiss reaction)
ONOO

O,+ OH’ +*OH = Oxidative Damage

Figure 10 : les principales enzymes antioxydantes

La superoxyde dismutase (SOD), la catalase (CAT), la glutathion peroxydase (GPX), la
glutathion réductase (GR) et la glutathion S-transférase (GST). En rouge est entouré le

glutathion, sous sa forme réduite GSH et oxydée GSSG (Hermes-Lima 2005).

1-4-4/ Les produits générer du stress oxydant

Le stress oxydant est un état caractérisé par un déséquilibre entre la production des especes
réactives de 1’oxygene et les capacités antioxydantes de 1’organisme (enzymes antioxydantes
et systemes antioxydants non enzymatiques) (Delattre et coll 2005). Cet état est observé
physiologiquement au cours du vieillissement et il accompagne également de nombreuses
pathologies (athérosclérose, diabéte, maladies neurodégénératives...). Il se traduit par
I’accumulation de produits d’oxydation des biomolécules (lipides, protéines, acides
nucléiques) au niveau plasmatique et au niveau cellulaire, ce qui permet d’évaluer ce stress

oxydant par la détermination de ces produits d’oxydation.

1-4-5/ La peroxydation lipidique

L’oxydation, enzymatique ou non enzymatique, des lipides polyinsaturés des membranes ou
des lipoprotéines conduit a la formation de nombreux composés impliqués dans le
développement des maladies cardiovasculaires comme 1’athérosclérose et les accidents

vasculaires cérébraux. L’oxydation non enzymatique des lipides (via les ERO), appelée «
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peroxydation lipidique », est un processus complexe allant de la formation des produits
primaires (hydroperoxydes) jusqu’a celle des produits terminaux (aldéhydes, isoprostanes).
Une présentation générale des produits formés soulignera la trés grande complexité de ces
mécanismes et la difficulté de choisir un marqueur répondant a la fois a des critéres
analytiques et pronostiques. Compte tenu de ces critéeres, nous développerons plus

specifiquement trois marqueurs : les hydroperoxydes, le malondialdéhyde et les isoprostanes.

Le MDA est un produit de décomposition oxydative de lipides insaturés, comme produit
secondaire du métabolisme de 1’acide arachidonique. L’excés de MDA produit dans un tissu
peut se combiner aux groupements aminés libres des protéines (essentiellement les résidus
lysines), conduisant a la formation de produits d’addition susceptibles d’altérer les propriétés
biologiques des protéines concernées. En outre, les protéines modifiées par le MDA sont
immunogenes et peuvent conduire a la formation d’anticorps dirigés en particulier contre les
résidus lysines modifiés par le MDA, comme il en a déja été détecté chez 1’homme,

notamment en association avec les maladies cardiovasculaires (Stocker et coll 2004).
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MATERIELS ET METHODES
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11/ Matériels et méthodes

Les étapes de formation du SNC de la prolifération jusqu’a la myéilinisation, commence
pendant la gestation et se poursuit aprés la naissance, alors qu’une exposition aux métaux
lourds aux cours de ces deux périodes peut avoir des problemes sur le SNC, ceci nous a
inciter a entreprendre cette étude qui consiste a évaluer les effets de 1’exposition aux métaux
lourds aux cours de ces deux périodes critiques. Dans ce contexte nous voulons étudier les
effets de 1'exposition prénatale et postnatale, d’un mélange de 3 métaux et d’'une mono
exposition au cd, sur les aspects de développement physique et fonctionnel des nouveaux nés,

sur le comportement, sur le statut oxydatif, et la persistance de ces effets a I’age adulte.

11-1 / Produits

Les produits que nous avons utilisé pour le premier groupe traité par le cadmium, c’est le

Chlorure de cadmium, pour le deuxiéme groupe du mélange nous avons mélangé les trois

métaux c.a.d le Chlorure de cadmium, avec I’acétate de plomb et le Nitrate d’aluminium.

I11-2 /Animaux et traitements

e Animaux
Dans le but d’evaluer I’effet de 1’exposition aux métaux lourds a différents stades de
développement et de maturation du SNC, des rats males et femelles (wistar) provenant de
I’élevage de I’animalerie de la faculté des sciences et téchniques de Béni Méllal ont été
utilisés afin de mener a bien cette étude.
Ces animaux ont été placé dans des cages (30cm x15cm x 12cm de hauteur) et maintenus
dans des conditions standards de température (22+2 °C) sous une photopériode de 12h/12h,

avec I’alimentation et ’eau ad libitum.

e Traitement
les femelles ont été mises en reproduction avec les méales. Le lendemain, elles ont été
examinées pour la détermination du succeés de fécondation. Le jour ou un bouchon copulatoire

est observé et considéré jour gestationnel 0.
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Les rates gestantes ont été réparties au hasard en troix groupes :

- Le premier groupe traite recoit le chlorure de cadmium (5 mg/ L)

- Le deuxieme groupe recoit le mélange de trois métaux (5 mg Cd + 50mg Pb + 120mg
Al /L) dans I'eau potable durant la période de la gestation, de la lactation et jusqu’au
stade adulte.

- Le groupe témoin n'a recu que de I'eau.

Le poids corporel maternel a été mesure chaque jour au cours de la gestation. Les rats
femelles ont été vérifiés au moins deux fois par jour, du 20 éme au 23 éme jours de la
gestation pour déterminer le moment de la mise bas. L’allaitement des ratons s’est fait jusqu'a

PND 21 (le jour du sevrage).

fv—-r"_ .
&= cd ou Mélange

[ gestation I lactation j| >

| |

0 jour 21 jours e adulte

- éﬁ

i, T i —<

R
I_ * Mesures comportementales | | | |
L * Mesures biochimiques l. J

l

Prise alimentaire

Figure 11 : Représentation schématique du déroulement des expérimentations.

11-3 / Etude comportementale
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11-3-1/ comportement avant sevrage

A/ comportement maternel
» Test d'observation

Le comportement maternel commence par le test d’observation qui se fait quotidiennement
pour chaque meére et sa portée, ce test se fait entre le jour PN 1 et le jour PN 22 (Anna et coll
2012).

Le test d'observation se fait au cours de la phase de lumiére (09h00-10h00 h). Chaque cage
(mere et portée) a été observée 10 fois pendant 5 secondes a intervalle de 5 min entre deux
observations. Chaque observation consiste a noté le type d’allaitement (A- allaitement actif et
B- allaitement passif) et 1’activité de la mére.

Pour I’allaitement il existe 3 postures :

(A1) quand la mere était au-dessus de ses ratons avec les jambes écartées; (A2) allaitement de
couverture - lorsque la mere était au-dessus de sa portée et il n'y avait aucune extension
évidente de ses jambes, et (B) quand la meére était couchée sur le coté et allaite. Les deux
premiéres postures ont été désignées comme «active nursing» (A) et la troisieme
comme « passive nursing » (B).

Les autres activités exposees par la mére ont été enregistrées selon (Romana et coll 2005)
chaque observation: (1) la mére dans ou hors du nid, (2) la mere en contact avec I'un de ses
ratons,(3) la mere soignant I'un de ses ratons , (4) la mére porte un de ses ratons, (5) la mere
manipule le nid, (6) la mére se repose avec les yeux fermés, (7) la mere mange, (8) la mére
boit, (9) la mere se toilette soi-méme , (10) la mére renifle avec la téte levée, et (11) la mére se
redresse.

» Test de récupération (ramassage des jeunes)
Le deuxiéme test du comportement maternel c’est le test de récupération, qui suit le test
d’observation, ce test a ét¢ mené quotidiennement entre le jour PN 1 et le jour PN12 (10h00-
11h00) (Romana et coll 2005).

Les ratons de chaque portée ont été séparés de leur mere dans une nouvelle cage pendant 5
min. Apres cette bréve séparation, I’ensemble des ratons a été retourné a leurs meres dans la
cage initiale et les ratons etaient répartis tout autour de la cage. La mere a ensuite éteé observée
pendant 10 min pour mesurer : (1) temps de latence pour porter le premier raton , (2) temps de
latence pour retourner le premier raton dans le nid, et (3) temps de latence pour ramener tous
les ratons dans le nid.

B/ tests de neurodeveloppement
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Les ratons de chaque portée ont été pesés individuellement, aussi la taille du corps et de la
queue étaient mesurée lors des jours postnataux precis.

L’observation des prametres physiques des ratons est faite quotidiennement selon le tableau

sivant :
Parametres Observations
Datachement des oreilles Entre JPN2 & 6
L’éruption des incisives A partir du JPN4
L’ouverture des yeux Apartie du JPN10

Apres la mise bas, la mesure comportementale commence par 1’évaluation de la maturation

neuromotrice pendant la période pré-sevrage (a partir de JPN5) par les tests suivants :

B-1/ Test de retournement « Surface righting reflex » (PN : 5, 7. et 13)

Le raton est placé sur son dos le temps pour retourner et placer les quatre pattes sur le substrat
a été enregistré. Une limite supérieure de 2 minutes a été fixée pour ce test (Abu-Taweel et
coll 2012).

B-2/ Test d’évitement de la falaise « Cliff avoidance » (PN : 6)

Le raton a été placé sur le bord d'une falaise avec les pattes avant et le visage sur le bord. Le
temps pris par chaque raton pour reculer et tourner du bord a été enregistré. Une limite

supérieure de 2 minutes a été fixé pour ce test (Abu-Taweel et coll 2012).

B-3/ « Negative geotaxie » (PN : 7,9, 13, et 17)

La surface utilisée pour ce test est incliné d’un angle de 30°, chaque raton a été placés sur
cette surface avec sa téte pointue vers le bas. Le temps pour que le raton tourne son corps a
180°, a été enregistré. La limite supérieure de ce test a également été fixée a 2 minutes (Abu-
Taweel et coll 2012).

B-4/ Développement de la nage « Swiming developpement » (PN : 10, 12, et 21)

Chaque raton était placé individuellement dans un réservoir d'eau (28° C) pendant5a 10s, le
score de trois parametres a été enregistré selon le tableau suivant (Kihara, 1991 ; Schapiro et
coll 1970 ; Vorhees et coll 1979 a, b) :
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postérieurs uniguement et les
membres antérieurs

immobiles

Parametre Observation Score
Raton coule dans 1’eau 0
Raton flotte 1
La direction dans I’eau Raton nage en fesant un 2
cercle
Raton nage droit ou presque 3
droit
Raton nage en téte immergée 0
Raton nage avec le nez sur la 1
L’angle surface
nez est dessus de la téte ou 2
dessus de la surface mais
oreilles toujours sous la
surface
les oreilles apparaissent a 3
moitié de la surface
Les oreilles complétement 4
au-dessus de la surface
Absence de mouvement 0
mouvements des quatre 1
membres
L’utilisation des membres Utilisation des membres 2

B-5/ Test de saut vers le bas « Jumping down with choice » (PN : 15 et 17)
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Le raton est placé sur une plateforme élevée de 25 cm, chaque bord de la plateformr est
déposé a I’intérieur d’une cage, une contient le reste de la portée et I’autre vide. Le temps
pour sauter dans 1’une des deux cages est enregistré, le temps maximal de ce test étant de 120

secondes (Hana 2000).

11-3-2/ comportement apres sevrage

11-3-2-1/ test comportementaux

A/ Open field (champ ouvert)
Ce test a éte entrepris pour déterminer les fonctions motrices exploratrices par rapport au
comportement lié¢ a I’anxiété chez les rongeurs (Kihara et coll 2000). Le champ ouvert utilisé,
était une aréne carrée (100 cm x 100 cm x 25 cm), construit en verre noir, qui empéche
I'absorption des fluides (urine de rat). Le dispositif a été divisé par des lignes blanches en 25
petits carrés (20x20 cm). Les rats ont été placés doucement dans le centre de 1’aréne pour
exploration pendant 10 minutes.
Les mesures comportementales enregistrées pendant cette période sont: le nombre des
carreaux périphériques et centraux courus, le nombre total des carreaux courus, le
pourcentage des carreaux centraux, le temps de redressement, et le temps de toilettage.
Le dispositif a été nettoyé avec 10% d’alcool avant chaque test de comportement pour

éliminer les résidus laissés par des rats précédemment testeés.

Figure 12 : image du dispositif utilisé « Open field »
Ref : laboratoire « Génie Biologique »

B/ Labyrinthe en croix surélevé
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Le labyrinthe en croix suréleve consiste en quatre bras horizontaux, de taille identique reliée a
une extrémité par une plateforme centrale. Les deux bras opposés possédant un petit rebord
forment les bras ouverts ou <« open arms > et sont placés perpendiculairement aux deux
autres bras a haut rebords, nommés bras fermés ou <« closed arms >. Les bras ouverts sont en
plastique acrylique opaque noire, au méme titre que les bras fermés mais possédant les hautes
parois. Le labyrinthe est surélevé par un axe central a une hauteur du sol de 80 cm.

La salle de comportement est isolée afin d’éviter toute perturbation du test. Les sessions sont
enregistrées via un systeme de caméra reliée a un ordinateur pour analyses ultérieures.

Une session se déroule toujours de la méme maniére : chaque rat s’acclimate au préalable
durant 5 minutes a la piéce de test, puis est placé dans le centre face au bras fermé (toujours le
méme). Il peut dés ce moment explorer librement le labyrinthe pendant 5 minutes. Les bras
ouverts fournissent des conditions spatiales aversives aux rats a I’opposé des bras fermés.
Dans ce labyrinthe, les rats partagent leur volonté d’explorer le labyrinthe, qui dépend de la
force de leur comportement exploratoire (fortement développé chez les rongeurs) et la crainte
des lieux ouverts (bras ouverts). L’équilibre entre ces deux forces est perturbé chez les
animaux anxieux.

Plusieurs mesures permettent d’évaluer le niveau d’anxiété dans ce labyrinthe. Premiérement,
le temps passé dans les bras ouverts fournit une évaluation du niveau d’anxiété des rats dans
laquelle plus les animaux ont un niveau d’anxiété €levé, moins ils passeront de temps dans les
bras ouverts (Shepherd et coll 1994, Carobrez et coll 2005). 1l en est de méme pour le nombre
des entrées dans chaque bras (ouverts ou fermé). Plus, le nombre de passages au centre du
labyrinthe peut donner une évaluation de I’activité des rats (Shepherd et coll 1994, Carobrez

et coll 2005).

Figure 13 : Image du dispositif du « labyrinthe en croix surélevé »
Ref : laboratoire « Génie Biologique »

C/ Reconnaissance des objets
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Le test de reconnaissance d’objet est particuliecrement utile pour étudier la mémoire
déclarative chez les rongeurs car il fait appel a leur préférence naturelle pour un nouvel objet
par rapport a un objet familier.

Cette tache évalue la capacité de I’animal a connaitre un nouvel objet par rapport a un objet
familier dans un environnement connu. Les animaux contrdles passent classiquement plus de
temps a explorer le nouvel objet, ce qui refléte ainsi I'utilisation de processus de mémoire et
d’apprentissage.

L’absence de différence dans 1’exploration des objets peut étre interprétée comme un déficit
de mémoire. Le dispositif expérimental pour ce test consiste en une enceinte carrée (40 x 40
cm) en verre noire pour éliminer tout indice du champ visuel du rongeur. Le protocole du test
se décline en 3 phases : une phase de familiarisation (I’animal est libre d’explorer I’espace
sans la présence des objets), une phase d’entrainement (I’animal est en présence de deux
objets similaires pendant 5min) et une phase de test (I’expérimentateur introduit un nouvel
objet a la place de I’objet familier pendant Smin).

Dans cette expérience, les animaux seront soumis a 2 sessions d’apprentissage de 5 minutes
chacune, entrecoupées par des intersessions de 3 minutes pendant lesquelles les souris sont
replacées dans leur cage habituelle. L’indice de reconnaissance entre 1’animal et 1’objet est

calculé selon la formule suivante : IR = A/(A+C)

Training Phase Testing Phase

? A
Figure 14 : les deux phases du test de « reconnaissance des objets »
Ref : Sahay et coll, 2010

D/ Etude de la mémoire spatiale & court terme : le labyrinthe en Y
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Les rats ont été testés selon un protocole décrit précédemment en 2004 par Nakagawa et coll,
avec les ajustements suivants

Le labyrinthe en Y avait trois bras (notés A, B et C) en plexiglas noir opaque, de 50 cm de
longueur, de 16 cm de largeur, et de 31cm de hauteur orientés a 120° les uns par rapport aux
autres. Chacun des trois bras avait un repére visuel unique a la fin. Dans ce test, les rats
étaient exposés aux trois bras pendant 5 min.

Pendant les 5 minutes de test, I’animal explore librement le dispositif et la séquence des bras
visités est enregistrée a 1’aide d’une camera vidéo pour 1’analyse ultérieur.

Ce test posséde un niveau de hasard de 50%. La performance de mémoire a court terme est
déterminée par le calcul du pourcentage d’alternance spontanée (Youssef et coll 2008). Une
alternance est définie comme la visite successive de trois bras différents constituant un triplet.
Le pourcentage d’alternance est calculé selon le rapport :

% d’alternance = [nombre d’alternances réussites/nombre totale des alternances]*100

T

Figure 15 : Image du dispositif utilisé dans « labyrinthe en Y »

Ref : laboratoire « Génie Biologique »

E/ Test d’enfouissement « Marble Burying »
L'inhibition sélective du comportement d'enfouissement des objets chez les rongeurs a été
proposé comme test pour évaluer le niveau d’anxiété (Alexia et coll 2009). Dans ce test une
cage a été remplie d'environ 5 cm de profondeur avec une litiere de bois, l1égérement tassée
pour obtenir une surface plane et uniforme, les motifs réguliers de billes de verre sont placés a
la surface et régulierement espacées, chacune d'environ 4 cm, de fagon a avoir 20 billes au

total dans la cage. L’animal est placé dans la cage pendant 20 min.

68

PDF Creator Trial


Ouasmi
PDF Creator Trial

Ouasmi
PDF Creator Trial

Ouasmi
PDF Creator Trial

Ouasmi
PDF Creator Trial

Ouasmi
PDF Creator Trial

Ouasmi
PDF Creator Trial


A la fin de chaque test, il faut compter le nombre de billes enfouies avec de la litiere ainsi que
le temps de latence a creuser durant les 10 premiere minutes.

Il faut noter que deux cages de test peuvent étre exécutés simultanément, a coté dans le méme
temps et de la méme maniere.

Il faut éviter ce test les jours du nettoyage des cages, car les rongeurs deviennent trés actifs, et
le fait de ré-explorer une nouvelle cage peut étre par la suite plutdt reposante et les rats

deviennent moins sensibles a la stimulation de la nouvelle litiére.

Figure 16 : Image du dispositif utilisé dans « I’enfouissement des billes »
Ref : laboratoire « Génie Biologique »

11-3-2-1/ Prise alimentaire

A. Animaux et régimes

Des rats Wistar males traités et témoins, sont installés en cages individuelles semblables dans
la méme piece d’hébergement a température (23 = 1°C) et I’humidité régulées (55 = 3 %). La
mise en cage individuelle permet de mesurer de maniére précise la prise alimentaire de
chaque rat.

Le poids des animaux est noté, le cycle lumineux est maintenu normal puisque la prise
alimentaire est mesurée sur 24 h pendant 15 jours. Les animaux sont nourris avec un régime
standard (ALF SAHEL).

B. Mesure de la prise alimentaire :

La quantité initiale (Qi) de nourriture mise dans les cages est pesée. Au bout de chaque 24
heures, les cages sont vidées et leur contenu est trié en termes des excréments, nourriture
intacte (Nint), et de gaches. Ces derniers sont pesés afin de déterminer la prise alimentaire de

chaque animal.
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La prise alimentaire est calculée comme suit :
Prise alimentaire= Qi — (Nint + Géache)

Les rats avaient acces libre aux biberons qui contiennent soit de I’eau (pour les témoins) ou
traitement (pour les traités), L’emplacement des biberons est inversé chaque 24 heures. Au
bout de chaque 24 heures la quantité d’eau consommée est enregistrée.

Les trois premiers jours de la prise alimentaire des rats étaient considérés comme phase
d’habituation afin d’éviter I’effet de 1’exploration a la nouveauté (cage individuelle,

biberon,...).

11-4/ Prélevements

Au jours PND 5,10,15,21 et a I’age adulte, et apres avoir terminé les tests de comportement
programmés, dix ratons ou six rats adulte/groupe, ont été choisis au hasard parmi les rats
testés afin de servir pour les dosages biochimiques. lls ont été sacrifiés, et quatre régions du
cerveau frais bulbes olfactifs (BO), hémispheéres cérébraux, cervelet et tronc cérébral (TC) ont
été séparées chez les nouveau nés, alors que chez I’adulte les régions disséquées ont été ; les
BO, le cervelet, le bulbe rachidien (BR), le Pont, I’hypothalamus, le mésencéphale,
I’hippocampe, et le cortex cérébral, toutes ces structures ont été pesées, rincées et puis
homogénéisées dans 1 volume (1:1, w/v) du tampon phosphate salin PBS , aliquotées et

conservées a -20°C jusqu' aux jours de I’analyse.

11-5/ Dosages biochimiques

11-5-1/ Objectifs

Plusieurs dosages biochimiques ont été réalisés lors de cette étude. Ils ont permis de mesurer:
-L’activité de certaines enzymes antioxydantes comme la supeoxyde dismutase (SOD), la
catalase (CAT) et la gluthathion peroxidase (GPx),

- Le taux des malondialdéhydes (MDA),

- L’activité de I’acétylcholinéstérase

Ces dosages ont eu pour but d’évaluer le statut oxydatif dans différentes régions cérébrales
sur des rats exposés aux métaux lourds durant les périodes de gestation, d’allaitement et au

stade chez 1’adulte.
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11-5-2/ Dosage des protéines totales

Le dosage de la concentration de protéines totales a été réalisé dans les homogenats de
chacune des régions cérébrales. Ils ont eu pour but de normaliser les résultats des dosages de
malondialdéhyde (MDA) et de I’activité des enzymes antioxydants (SOD, CAT, et GPx),

réalisés dans ces mémes fractions et qui seront exprimés par milligramme de protéines.

A. Principe
Ce dosage a ¢été fait selon la méthode de Lowry (1951). II s’agit d’une méthode
colorimétrique qui permet la détection et la quantification des protéines totales. Elle dépend
de la formation d’un complexe entre le bleu et les protéines en solution. Le colorant existe
sous quatre formes ioniques. La concentration de protéines peut étre évaluée en quantifiant la
forme bleue ionique du colorant et en mesurant 1’absorbance de la solution a 740 nm par
spectrophotométrie

B. Mode opératoire

Gamme étalon Echantillon
Tubes 1 2 3 4 5 6
SAB  (0.1mg/ml) 0.2 0.4 0.6 0.8
enml
Homogénat (ml) 1 1
Eau distillée (ml) 1 0.8 0.6 0.4 0.2
Solution D (ml) 5 5 5 5 5 5 5
Incubation 10 min
Solution E (ml) 1 ‘ 1 ‘ 1 ‘ 1 ‘ 1 ‘ 1 | 1
Incubation (ml) 30 min

11-5-3/ Dosage du taux du malondialdéhyde (MDA)

Dans cette étude nous nous sommes intéresses au dosage du taux de malondialdéhyde
(MDA), I'un des produits terminaux formés lors de la décomposition des acides gras
polyinsaturés mediée par les radicaux libres comme étant I’'un des marqueurs du stress

oxydant.

A. Principe
Le taux de la peroxydation des lipides a été, indirectement, déterminé par la mesure du taux
de malondialdéhyde (MDA) dans les homogénats des régions cérébrales par la méthode de
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Ohkawa et coll. (1979). Le principe du dosage consiste a faire réagir 1’acide thiobarbiturique
avec I’un des produits finaux de la peroxydation lipidique: le malondialdhehyde (MDA) pour
former un pigment rose possédant une absorbance maximale entre 530 et 535 nm. La densité

optique du complexe TBA-MDA est proportionnelle a la concentration du MDA.

B. Mode opératoire

Dans des tubes coniques contenant 500 pl de I’homogénat (surnageant) , nous avons ajouter
une solution tampon PBS , puis la solution TCA-BHT (TCA 20%, BHT 1%) , nous avons
Vortexer et Centrifuger les tubes a 1000 tours/min pendant 10 min a 4°C.

Dans des nouveaux tubes a essai nous avons mis 800 pl du surnageant de la premiere solution,
puis nous avons ajouté du HCI (0.6 M), puis 640 ul de la solution Tris-TBA, nous avons
mélangé et incuber les tubes au bain marie a une température de 80°C pendant 10 min.

La lecture se fait au spectrophotométre a la longueur d’onde 530 nm. La concentration de
MDA est exprimée en nanomoles par milligramme de protéines (nmol/mg prot) selon la

formule suivante :

DO . 10°

e.y.L. Fd

C : Concentration de MDA en nmoles/mg de prot ;

DO : Densité optique lue a 530 nm ;

¢ : Coefficient d’extinction molaire du MDA, eMDA =1.56 x 105 M-1 cm-1 ;
L : Longueur du trajet optique = 0.779 cm ;

x - Concentration du surnagent en protéines (mg/ml) ;

Fd : Facteur de dilution, Fd = 0.2083.

YV V. V V V V

11-5-4/ Détermination de I’activité des superoxides dismutases
Lors de cette étude, nous nous sommes intéressés, au dosage des superoxides dismutases
(SOD) vu qu’elles constituent la premicre ligne de défense efficace contre les radicaux libres

oxydes. Elles catalysent la dismutation en H,O, (McCord et coll 1969).
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A. Principe

L’activité des SOD, dans chacune des régions cérébrales a été¢ déterminée par la méthode de
(Marklund et coll 1974). Cette méthode est basée sur la compétition entre I'oxydation du

pyrogallol par les radicaux superoxydes et sa dismutation par la SOD.

B. Mode opératoire

Dans des tubes a essai nous avons mis premiérement la solution de methionine (13mM) et le
Na2EDTA, puis nous avons ajouté la solution tampon phosphate, apres nous avons ajouté un
volume précis de I’homogénat (surnageant), puis nous avons ajouté la solution tampon

phosphate, et derniérement le NBT, et la solution Riboflavine .

La réduction de NBT est estimée a une longueur d’onde 580nm contre le blanc
Le pourcentage Y contre unité¢ de SOD (quantité de protéines enzymatique capable d’inhiber

50% de NBT) est calculé selon la formule suivante :

SOD = Y/X
y= DOétalon — DOéchant %100 | = 2
DOdralon C

C : la concentration des protéines dans 1’échantillon (mg/ml)

[1-5-5/ Détermination de I’activité de la catalase
Dans ce travail, nous avons ¢tudié ’activité de la catalase, vu qu’elle est 'une des enzymes

antioxydantes qui assure la réduction du peroxyde d’hydrogéne (H,O,) en libérant de
I’oxygene (Aebi 1984).

A. Principe
La catalase catalyse la dismutation du peroxyde d’hydrogéne en dioxygéne et eau. L’activité
de cette enzyme dans les homogénats des régions cérébrales a été mesurée selon la méthode
de Clairbone (1985)
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B. Mode opératoire

Réactifs Blanc (ul) Essai (ul)
Tampon phosphate (PBS) | 800 780

(0.1 M, pH 7.4)

H,O, (0.5 M) 200 200
Homogénat 20

La lecture de 1’absorbance se fait a 340 nm aprés 15 s de délai et durent 60 s de mesure.
L’activité de la CAT exprimée en micromoles de H202 par minute par milligramme de

protéines (umol de H202/min/mg prot) selon la formule suivante :

ADO xd

CAT (pumol de H,O,/min/mg prot) =
ex X x L x0.02

» A DO =0Onfait: (Al - AF) par min (variation de la densité optique par minutes) :
e Al (Absorbance initiale) : 15s;
e AF (Absorbance finale) : 1min ;
» d : dilution de I’échantillon au début ;
» ¢ Coefficient d’extinction moléculaire de I’eau oxygénée, € H,O, = 0.043 mM-1.cm-
1=0,043 umol cm-1mi-1 ;
> L :Trajet optique de lacuve=1cm;
» X : Concentration de protéines en mg/ml.
11-5-6/ Détermination de I'activité du glutathion peroxydase
Le glutathion peroxydase (GPx) est I’enzyme antioxydante la plus importante au niveau du
cerveau (Arivazhagan et coll 2002). C’est pour cette raison que nous nous sommes intéressés

a étudier son activité lors de cette étude.

A. Principe
Les glutathion peroxydases sont des enzymes a sélénium, ayant la propriété de catalyser la
réduction des hydroperoxydes (peroxyde d'hydrogene H202, hydroperoxydes organiques
(ROOH) par le glutathion. L’activité glutathion peroxydase a été mesurée selon la méthode de

Flohe et Ginzler (1984).
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B. Mode opératoire

Réactifs Blanc (ul) Essai (ul)
Homogénat 200
GSH (4mM) 200 200
Ajouter la solution tampon PBS (0.1 M)
H,0; 400 400
Incuber a 37°C, pendant 1 min
TCA (5%) 500 500
Centrifuger a 15000 tours/min durant 5 min
surnageant 200 200
PBS 500 500
DTNB 500 500

L’activité de GPX est exprimée en nmoles de GSH consommé /min/mg prot, 1’activité est

calculé selon la formule suivante :

GPX = Y/X

Y = (DO échantillon - DO étalon)/6.22
X = quantité de protéines dans 2001 de I’échantillon

11-5-7/ Dosage de I’activité de la glutathion S-transférase (GST)

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

molécules réactives comportant des sites électrophiles.

A. Principe
La technique que nous avons utilisée pour doser 1’activité de GST est celle de Habig et coll
1974, elle mesure la cinétique de formation entre un substrat modeéle, le chlorodinitrobenzene

(CDNB) et le glutathion, qui absorbe la lumiere a 340 nm.

75

PDF Creator Trial


Ouasmi
PDF Creator Trial

Ouasmi
PDF Creator Trial

Ouasmi
PDF Creator Trial

Ouasmi
PDF Creator Trial

Ouasmi
PDF Creator Trial

Ouasmi
PDF Creator Trial


B. Mode opératoire

Réactifs Blanc (ul) Essai (ul)
Tampon phosphate (PBS) 870 830
CDNB 100 100
GSH 200 200
Homogénat 40

L’activité de la GST exprimée en nanomoles de CDNB par minute par milligramme de

protéines (nmol CDNB/min/mg prot) selon la formule suivante :

A DO échantillon — A DO Blanc

GST (nmol C-DNB/min/mg prot) =

e x L x mg prot

» ¢ : Coefficient d’extinction moléculaire du CDNB, ¢ CDNB = 9.6 mM-1.cm-1

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

11-5-8/ Dosage de I’activité de I’acétylcholinestérase (AChE)
Dans cette étude nous nous sommes intéressés a 1’étude de 1’activité de L’acétylcholinestérase
(AChE) vue, le r6le important que joue cette enzyme dans la régulation du message nerveux

en catalysant I’hydrolyse de I’acétylcholine.

A. Principe
L’acétylcholine-estérase  (AChE) est une protéinase a serine. L’activité de
L’acétylcholinestérase a été mesurée selon la méthode d’Ellman et coll (1961).
L’acétylcholine (ACh) est hydrolysée par 1’acétylcholinestérase en thiocholine et acide
acétique. La thiocholine libérée réagit avec le DTNB pour donner du TNB, composé jaune.
L’apparition du TNB a été mesurée, par spectrophotométrie a 412 nm, ce qui permet de

calculer la variation de L’absorbance par minute sur la partie linéaire de la cinétique.
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B. Mode opératoire

Réactifs Blanc (ul) Essai (ul)
Tampon  phosphate | 1050 1000
(PBS)

DTNB 50 50

ASCh 50 50
Homogénat 50

Lire a 412 nm a un intervalle de temps de 10 min (lecture de la DO chaque min) contre la
solution blanc.
AchE est éxprimé en nmoles/min/mg prot, le calcul de I’activité se fait selon la formule

suivante :

ADO/At x 1691.18

AChE (nmel/min/mg prot) =
P

A DO/ At : variation de la densité optique par minute

P : Concentration de protéines en mg/ml.

11-6/ STATISTIQUES

Les données sont présentées sous forme de moyenne *+ sem (écart standard a la moyenne)
avec n>6 pour chaque groupe et dans toutes les expériences. L’analyse des mesures non-
répétées ou répétées permet d’établir les comparaisons statistiques avec un seuil de
significativité de p<0.005, suivi d'un test t-test.

Tous les tests statistiques sont réalisés en utilisant le logiciel Sigma plot.
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RASULTATS DE LA PREMIERE PARTIE (Cd)

Introduction

Dans des études antérieures, il avait été décrit que le cadmium (Cd) était particulierement
dangereux pour le systeme nerveux central (SNC) en développement, en raison de I'absence
de barriere hémato-encéphalique fonctionnelle, de la prolifération cellulaire, de la
différenciation et de la synaptogenése intenses qui se produisaient pendant la gestation et au
début de la période postnatale chez les mammiferes (Ma Teresa et coll 2003), le cadmium
s’accumule dans le placenta pendant la gestation; le transfert de Cd au feetus semble limitg,
car les trophoblastes synthétisent la métallothionénine (MT), une protéine complexante
importante pour les métaux lourds (Bhattacharya, 1983). Par contre, les ratons nouveau-nés
absorbent et retiennent beaucoup plus de Cd par voie orale que les animaux plus agés
(Lockitch, 1993). Le but de cette partie des résultats se focalise sur les effets de I'exposition
au Cd par voie orale pendant la gestation et la lactation sur les troubles du comportement et le
dysfonctionnement biochimique du systeme nerveux central de la progéniture et chez le rat

adulte.
1/ Effets de I'administration de Cd sur le comportement maternel

Dans cette partie nous allons présenter les résultats du comportement maternel, a qui de savoir
si ’exposition de la meére au cd, pendant la gestation peut avoir des conséquences sur le
comportement ultérieur de la progéniture (phase pré-sevrage), et également étudierl’effet de
ce métal sur la qualité des soins maternel faites par la mére ainsi que la capacité de la mere

exposé au Cd a manifester un comportement maternel envers sa progéniture.

a. Effets de I'administration de Cd sur les activités non maternelles

Il est caractérise par une importante activité de la mere en lien avec le milieu extérieur et non
pas avec sa progéniture. Dans notre étude, nous avons constaté que parmi les activités non
maternelles étudiées, il y’a une augmentation de la consommation de nourriture et de 1’eau
chez les traités par rapport aux témoins (0,741 + 0,078 versus, 0,409 + 0,0998 et 0,784 +
0,112 versus, 0,427 + 0,0924 respectivement).

Les femelles traitées au Cd passaient plus de temps a faire I’autotoilettage (1,525 + 0,121) par
rapport aux témoins (1,082 + 0,0805).
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Pour le reste des activités non maternelles, il n'y a pas de différence significative entre le

groupe témoin et le groupe traité.

Tableau 5 : Effets de I'administration de Cd sur les activités non maternelles des rats

Control Treated (Cd)
Activités non maternelles
Meéres au repos avec yeux fermés 0,145 + 0,0699 0,2 £0,05

Prise de nourriture 0,409 + 0,0998 0,741 +0,078 *

Prise de boisson 0,427 £ 0,0924 0,784 +0,112 *
Autotoiléttage 1,082 + 0,0805 1,525 +0,121 **

Reniflement avec la téte levée 0,845 + 0,196 0,986 + 0,199
redressement 0,827 +0,161 0,557 £ 0,0854

Les valeurs sont des moyennes de mesures prises entre le 1" et le 22éme jours de test
(moyenne + S.E.M.); *P <0,05, ** P<0,01 par rapport au contrdle.

b. Effets de I'administration de Cd sur les activités maternelles
Concernant le comportement maternel, il n'y avait pas de différence significative entre le
groupe traité au Cd et le groupe témoin, les rats traités au Cd ont passé plus de temps en
contact avec les ratons, ainsi que et le toilettage des ratons, que le groupe témoin, mais ces
différences ne sont pas statistiquement significatives. Les autres résultats ont également
montré que les rats traités au Cd passaient moins de temps a manipuler le nid et a porter les

ratons que les témoins, mais ces différences restent statistiquement non significatives.

Tableau 6 : Effets de I'administration de Cd sur les activités maternelles.

Controle Traité (Cd)
Activities maternelles
Mere dans/ hors du nid 0,591 + 0,036 0,491 +0,0818
En contact avec les ratons 0,164 £ 0,0449 0,261 £ 0,0647
Toilettage des ratons 0,882 £ 0,164 1,005 + 0,149
la mere portant des ratons 0,127 £0,0385 0,0909 £ 0,0387
Manipulant le nid 0,327 £0,0703 0,2+0,0722

Les valeurs sont des moyennes de mesures prises entre le 1'*" et le 22"°™ jours de test
(moyenne + SEM); * P <0,05, ** P <0,01 par rapport au contrdle
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Cc. Effets de l'administration de Cd sur D’allaitement actif et I’allaitement passif.

Dans cette expeérience, il n'y avait pas de différence significative entre le groupe traité au Cd
et le groupe témoin, les rats traités au Cd passaient presque le méme temps en allaitement
actif que les témoins, alors que le nombre d'allaitements passifs augmentait dans le groupe
trait¢ au Cd en comparaison avec le groupe témoin, mais cette augmentation n’estpas

statistiquement significative.
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Figure 17 : Effets de I'administration de Cd sur le score d'allaitement dans le test
d'observation. Les valeurs sont présentées sous forme de moyennes pour I'ensemble des 22

jours postnataux (moyennes = S.E.M). (A) allaitement actif, (B) allaitement passif.
d. Effets de I'administration de Cd sur les latences dans le test de récupération

Les rats traités au Cd ont montré une faible latence pourramener le premier raton (t = 2,910 ,
p = 0,023), et ramener tous les ratons dans le nid (t = 3,195, p = 0,015), mais pas pour
ramener le premier raton dans le nid (t = 2,275, p = 0,057), par rapport aux rats femelles

témoins.
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Figuel8 :Effets de I'administration de Cd sur les latences du test de récupération. (A) Latence

pour transporter le premier raton, (B) Latence pour ramener le premier raton dans le nid, (C)

Latence pour ramener tous les ratons dans le nid. Les valeurs sont des moyennes + S.E.M. (A
et C) * p<0,05 vs contréle

e. Effets de I'administration de Cd sur le gain du poids corporel pendant la période

de gestation

Les rats femelles traités ont gagné plus de poids corporel au cours de la gestation, mais cette

différence n’est pas significative entre le groupe traité par le Cd et le groupe témoin.
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Figuel9 :Effet de I'administration de cadmium sur la prise de poids pendant la période de
gestation. Les valeurs sont des moyennes £ S.E.M. dans 21 jours avant la mise bas.

f. Effets de I'administration de Cd sur la consommation de I'eau pendant la période

de gestation

Il n'y avait pas de différences significatives entre les groupes concernant la consommation
deau pendant la période de gestation en comparaison avec le groupe témoin; la
consommation d'eau de la mere n'a pas été modifiée par I'exposition au Cd pendant la

gestation.

consommation d'eau (ml)

Control Cadmium

Figue 20 : Effets de I'administration de cadmium sur la consommation d'eau pendant la
période de gestation. Les valeurs sont des moyennes + S.E.M. dans 21 jours avant la mise
bas.
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g. Effets de I'administration de Cd sur la mortalité des ratons

Il n’y avait pas de différences significatives entre les groupes concernant la mortalit¢ des
ratons. Le pourcentage qui représente le nombre de males par portée, était plus élevé chez les
témoins par rapport aux ratons traités au cadmium mais ’analyse statistique ne montre pas de

difference significative (tableau 7).

Tableau 7 : Effets de I'administration de Cd sur la mortalité des ratons.

Control Cadmium
Nombre de portée Moyenne des Nombre Moyenne des Nombre
ratons totale ratons totale
Nombre de ratons au PN10 8,214 + 0,494 115 9,231 +0,441 120
Nombre de ratons au PN5 7,643 + 0,401 107 8,615+ 0,432 112
Nombre de ratons au PN15  7,5+0,429 105 7,07 £ 0,957 92
Ratons males
Nombre de ratons 3,444 + 0,556 2,889 + 0,588
males/porttée (37,804%) (32,10%)

Les valeurs sont des moyennes (moyenne + SEM) ; par rapport au controle.

2/ effets du Cd sur les parameétres morphologiques.
a. Les parameétres physiques

Concernant 1’éruption des incisives, le groupe traité par le Cd présente un retard significatif,

concernant I’éruption des incisives inférieures et supérieures par rapport aux témoins (t = -

2,583, p=0,011)et (t=-2,332, p = 0,021).

Par contre pour les autres parameétres : détachement des oreilles, apparition des poils,

ouverture des yeux et apparition du sexe, nous avons decelé aucune différence significative.

Tableau 8 : Effets du chlorure de cadmium sur la maturation physique de la progéniture.

Parametres Moyenne SEM Moyenne SEM
(controle) (Cd)

Detachement des oreilles (jours) 4,883 0,111 4,635 0,138

Apparition des poils (jours) 6,333 0,11 6,476 0,146

Eruption des incisifs inferieurs 9,739 0,0636 10,111 * 0,155
(jours)

Eruption des incisifs superieurs 10,153 0,117 10,603 * 0,153
(jours)

Ouverture des yeux (jours) 15,964 0,103 16,27 0,116

Apparition du sexe (jours) 11,09 0,121 11,397 0,131

Les résultats sont présentés en moyenne + S.E.M. * p<0,05 vs contrdle.
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L'analyse de I'évolution du poids corporel chez les ratons des deux groupes (traité et témoin) a
mis en évidence un effet net du traitement sur cette évolution (figure 21). En effet, aux trois
premiers ages postnataux étudies, PN5 (t = 3 133, p = 0,002), PN12 (t = 2 748, p = 0,007) et
PN15 (t = 2 500, p = 0,013), le poids diminue de maniere significative par rapport aux
contréles. Pour les autres jours postnataux, I'effet n'était pas significatif, PN17 (t = 0,874, p =
0,383) et PN21 (t = 1700, p = 0,091).
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Figure 21 : développement du poids corporel chez la progéniture des rats exposes au
chlorure de cadmium aprés la naissance. Les résultats sont présentés sous la forme moyenne
+ SEM. * p<0,05 ** p <0,01 vs controle (test t). PN : Jour postnatal.

b. Longueur du corps et longueur de la queue.

L'exposition au Cd a entrainé une diminution de la longueur du corps des ratons pendant les
jours 5, 12, 15 et 17 apres la naissance. Cependant, cette différence pour le jour 21 n'était pas
significative. Ces résultats indiquent un retard de croissance et du développement du corps du
rat apres la naissance en raison de I’exposition au Cd (figure 22).

L'exposition au Cd a diminué la longueur de la queue chez les ratons de rats traités au cours
des PN12 (t = 2,654, p = 0,009) ; PN15 (t = 3,223, p = 0,002) ; PN17 (t = 2,301, p = 0,023) ;
PN21 (t = 2,496, p = 0,013), mais pas au PN5 (t = 1,963, p = 0,051).
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Figure 22 : Développement de la longueur du corps (a) etde la longueur de la queue (b) chez
la progéniture des rats exposés au chlorure de cadmium apres la naissance. Les résultats sont

présentés sous la forme moyenne + SEM. * p<0,05 ** p <0,01 vs controle (test t).

3/ Effets du Cd sur le comportement des ratons au cours du développement
(pré-sevrage)

a. Test de retournement (Surface righting reflexe)

Ce test est considéré comme un reflet de la maturation corticale, au PN 5 des ratons traités par
le cadmium passent plus de temps pour réussir le test de surface righting reflexe par rapport
aux témoins, cette différence entre les deux groupes est trés significative (t = -6,820,
p =<0,001).

Par contre pour les jours 7 et 13, il y a des différences entre les deux groupes, mais ne sont
pas suffisantes pour étre significatives (figure 23).
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Figure 23 : Effets de [’exposition au cadmium pendant toute la période de gestation et
de lactation sur les temps de latences du test de surface righting reflexe chez les
ratons de PN5, PN7, PN13 jours, respectivement. Les résultats sont présentés en

moyennes + S.E.M. *** p<0,001 par rapport au controle (test t). PN : Jour postnatal

b. Negative geotaxis

Au PN7 les ratons traités par le cadmium passaient plus de temps pour effectuer une rotation
de 180° et réussir le test. Ce retard est significatif (t = -2,249, p = 0,026) au début (PN7), mais
il devient non significatif aprés (PN9, PN13 et PN17).
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Figure 24 :Effets du traitement prénatal avec du chlorure de cadmium pendant toute la
période de gestation et de lactation sur les latences du test de négative géotaxie des ratons de
PN7, PN9, PN13, PN17 jours, respectivement. Les résultats sont présentés en moyenne +

S.E.M. * p<0,05 par rapport au contrdle (test t). PN : Jour postnatal.
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c. Test d’évitement de falaise « Cliff avoidance »

La comparaison entre le temps passe par les ratons traites et témoins pendant le test du Cliff
avoidance ne montre pas de différence significative, le Cd n’a pas d’effet sur l'intégration de

I'entrée extéroceptive et la sortie locomotrice (figure 25).
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Figure 25 : Effets du traitement prénatal avec du chlorure de cadmium pendant la période de
gestation et de lactation sur les latences du test d 'évitement de falaise chez des ratons PN6

jours. Les résultats sont présentés sous forme de moyenne = S.E.M (test t). PN: Jour postnatal

d. Test de Saut vers le bas « Jumping down with choice »
Ce test reflete le développement de l'orientation, la coordination et les fonctions sensori-

motrices.

Au cours de ce test le groupe traité par le Cd passe plus de temps pour tomber du dispositif
par rapport aux témoins, cette différence n’est significative qu’a 1’age post natal 17
(t=-2,388, p = 0,018) (figure 26)
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Figure 26 : Effets du traitement prénatal avec le chlorure de cadmium pendant la période de
gestation et de lactation sur la durée du testde Saut vers le bas chez des ratons agés de 15 et
16 jours, respectivement. Les résultats sont présentés sous forme de moyenne + SEM *

p<0,05 par rapport au témoin (test t). PN : Jour postnatal

e. Test de développement de la hage « Swimming development »

Dans ce test, trois parameétres ont été analysés, la diraction de la nage, I’angle et I’utilisation
des membres. En ce qui concerne la direction de la nage, le groupe traité a montré un score
inférieur a celui du groupe témoin au PN10 (t = 2,918, p = 0,004), et 12 (t = 2,661, p = 0,009).
Pour I’angle de nage dans 1’eau, le groupe traité¢ a obtenu un score significativement inférieur

au groupe témoin au PN10 (t = 2,312, p = 0,022), PN12 (t = 2,439, p = 0,016) et PN21

(t= 2,254, p = 0,025).

Un effet significatif a été observé au PN10 (t =5,513, p <0,001), PN12 (t = 3,102, p = 0,002)

et PN21 (t = 2,341, p = 0,020), concernant 1’utilisation des membres.
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Figure 27 : Développement de la nage chez les ratons avant sevrage des meres exposées au

chlorure de cadmium. A : Direction dans

I’'eau, B : Angle dans I 'eau (position de la téte).C :

membres utilisées dans | ’eau. Les résultats sont présentés en moyenne + S.E.M. * p <0,05 **

p <0,01 *** p <0

,001 par rapport au témoin.

4/ Effets du Cd sur le comportement des ratons apres sevrage

a. LelabyrintheenY

Dans ce test, nous avons mesuré 1’effet de

I’exposition au chlorure de cadmium au cours de la

gestation et de la lactation, sur I’alternance spontanée des ratons dans le labyrinthe en Y. Nos

résultats ont montré que le pourcentage d'alternance (t = 1 600, p = 0,128) du groupe traité

dans les trois bras était inférieur au contréle, mais pas de maniére significative.
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Figure 28 : Effet du chlorure de cadmium sur les performances en alternance de la

progéniture des rats exposés pendant la

gestation et la lactation dans le labyrinthe en Y (%

d'alternance). Chaque valeur représente la moyenne + S.E.M. (10 animaux / groupe)
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b. La reconnaissance des objets
Dans ce test, nous avons évalué les effets du chlorure de cadmium sur la reconnaissance des
ratons traités au cadmium et de leurs témoins. Les résultats obtenus lors de ce test ont montré
que les ratons traités au chlorure de cadmium présentaient un indice de reconnaissance d'objet
inférieur, mais de maniere non significative par rapport au groupe témoin (t = 0,796,
p = 0,436).

I'indice de reconnaissance
%
w
o
1

Ctrl Cd

Figure 29 : Effet du chlorure de cadmium sur I'indice de reconnaissance chez les ratons
traités au cadmium et leurs témoins. Chaque valeur représente la moyenne + S.E.M. (10

animaux / groupe), comparé au groupe controle

c. Le labyrinthe en croix surélevé (EPM)

L'analyse des données des sessions du test de I'EPM a montré un effet significatif du chlorure
de cadmium sur l'indice d'anxiété du groupe traité par rapport au groupe témoin (t = -3,641,
p = 0,002) et un pourcentage du temps passé dans les bras ouverts trés réduit (36.228 + 5.214
vs. 12 413 +2 634 ; p < 0,001) (figure 30).

Nous avons également observé une réduction du pourcentage d'entrées dans les bras ouverts

apres l'exposition au chlorure de cadmium mais cette réduction n’était pas trés significative.
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Figure 30 : Comportement lié a I'anxiété de la progéniture du rat ayant recu du chlorure de
cadmium pendant la période de gestation et de lactation par le test d’EPM. A Indice
d'anxiété. B Pourcentage de temps passe dans les bras ouverts.C Pourcentage d’entré dans
les bras ouverts. Chaque valeur représente la moyenne + S.E.M. (10 animaux / groupe). ** p

<0,01, *** p<0,001 par rapport au groupe témoin.
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a. Lechamp ouvert (Open field)

Dans le but d’évaluer I’activité locomotrice et le degré d’anxiété chez les rats exposés au
chlorure de cadmium, nous avons réalisé le test du champ ouvert.

Les données d'analyse des sessions de champ ouvert ont révélé un effet de 1’exposition au
CdCl, sur le nombre de carreaux périphériques traversés pour les rats traités eétait
significativement plus élevé comparés aux témoins (96,182 + 5,677 vs 53 £ 9,767; p = 0,001),
le nombre de carreaux centraux était significativement plus faible chez les animaux traités par
rapport aux témoins (t = -2 144, p = 0,045), alors que le temps passé a la périphérie et au
centre n’était pas significatif entre le groupe des ratons traités et celui des ratons témoins, il en
était de méme pour le pourcentage des carreaux centraux traverses par les ratons traités et les

ratons témoins (figure 31).
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Figure 31 : Effet de [ ’exposition au CdCly a [’age juvénile sur ['activité locomotrice et sur le
comportement d’anxiété. A Nombre des carreaux. B Temps passé au centre et a la périphérie.
C Pourcentage de nombre des carreaux centraux passés. Les résultats sont présentés sous
forme de moyenne £ S.E.M * p <0,05, *** p <0,001 comparaisonpar rapport au groupe

témoin.
a. L’enfouissement des billes (Marble burring)

Les résultats du test d’enfouissement des billes ont montré une significativité concernant le
temps d’enterrement passé au cours des 10 premiéres minutes du test, les ratons traités par le
CdCl, passent plus de temps a enterrer la litiere par rapport aux témoins (t = -2,632,
p = 0,022), alors que le nombre des billes enfouis par le groupe traité était significativement

élevé par rapport au groupe témoin (t = -2,887, p = 0,014) (figure 32).
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Figure 32 : Comportement d’enfouissement des billes, pendant les 20 minutes
d'enregistrement. Chaque histogramme représente la moyenne + S.E.M. A Temps de latence
d’enfouissement. B Nombre de billes enfouies. Chaque valeur représente la moyenne + S.E.M.

(10 animaux / groupe). * p <0,05, par rapport au groupe témoin.

5/ Effets du Cd sur le comportement des rats adultes
a. LelabyrintheenY

Dans ce test, nous avons mesuré¢ I’effet de 1’exposition au chlorure de cadmium au cours de la
gestation et de la lactation et jusqu’au stade adulte, sur I’alternance spontanée des rats adultes
dans le labyrinthe en Y. Nos résultats ont montré que le pourcentage d'alternance (t = 2,543, p
= 0,019) du groupe traité dans les trois bras était inférieur significativement par rapport au

groupe controle.
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Figure 33 : Effets du chlorure de cadmium sur les performances en alternance des rats
adultes exposés pendant la gestation et la lactation dans le labyrinthe en Y (% d'alternance).

Chaque valeur représente la moyenne + S.E.M.* p <0.05 (10 animaux / groupe).
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b. La reconnaissance des objets

Dans ce test, nous avons évalué les effets du chlorure de cadmium sur la mémoire des rats
traités au cadmium et de leurs témoins. Les résultats obtenus lors de ce test ont montré que les
rats traités au CdCl, présentaient un indice de reconnaissance d'objet inférieur de maniere
significative par rapport au groupe témoin (t = 2,418, p = 0,028).
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Figure 34 : Effet du chlorure de cadmium sur I'indice de reconnaissance chez les rats adultes
traités au cadmium et leurs témoins. Chaque valeur représente la moyenne + S.E.M

(10 animaux / groupe), *p < 0.05 comparé au groupe controle.

c. Le labyrinthe en croix surélevé (EPM)

L'analyse des données des sessions du test de I'EPM a montré un effet significatif du CdCl,
sur l'indice d'anxiété du groupe traité par rapport au groupe témoin (t =-2,218, p = 0,035) et
un pourcentage du temps passé dans les bras ouverts significativement réduit (t = 2,185,
p = 0,037) par rapport au groupe contréle.

Aucune différence n’a été observée concernant le pourcentage d'entrées dans les bras ouverts

des rats traités par rapport aux témoins, aprés exposition au CdCl; (figure 35).
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Figure 35 : Comportement lié a I'anxiété des rats adultes ayant recu le chlorure de cadmium
pendant la période de gestation et de lactation par le test d’EPM. Alndice d'anxiété. B
Pourcentage de temps passé dans les bras ouverts. C Pourcentage d’entré dans les bras

ouverts. Chaque valeur représente la moyenne + S.E.M. (10 animaux / groupe). ** p <0,01,

*** n<0,001 par rapport au groupe témoin
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d. Le champ ouvert (Open field)

Les données d'analyse des sessions du champ ouvert ont révélé un effet de I’exposition au
chlorure de cadmium sur le nombre de carreaux périphériques et centraux chez les animaux
traités comparés aux témoins, mais ce n’était pas significatif.

Le temps passé dans les carreaux centraux était significativement plus faible chez les animaux
traités par rapport aux témoins (t = 2,588, p = 0,019), alors que le temps passé en periphérie
était significativement élevé chez les traités par rapport aux témoins, (t = -2,576, p = 0,019).
Entre le groupe des rats traités et celui des rats témoins, le pourcentage des carreaux centraux

traversés n’était pas statiquement significatif (figure 36).
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Figure 36 : Comportement en champ ouvert (Open field), pendant les 10 minutes
d'enregistrement. Chaque histogramme représente la moyenne + S.E.M. A Nombre des
carreaux. B Temps passé au centre et en périphérie. C Pourcentage de nombre des carreaux

centraux traverses. Chaque valeur représente la moyenne £ S.E.M. (10 animaux / groupe).

*p <0,05, *** p<0,001 par rapport au groupe témoin.

e. L’enfouissement des billes (Marble burring)

Les résultats du test d’enfouissement des billes ont montré une grande significativité
concernant le temps d’enterrement passé au cours des 10 premieres minutes du test, les rats
traités par le CdCl, passent plus de temps a enterrer la litiere par rapport aux témoins
(t=-4,698, p <0,001).

Le nombre des billes enfouis par le groupe traité est significativement élevé par rapport au
groupe témoin (t =-3,973, p = 0,002) (figure 37).

A

)k %

A U
o O O
I I )

Ctrl

N W
o o
I I

mCd

=
o
1

temps de latence (s)

o

Ctrl Cd

99

PDF Creator Trial


Ouasmi
PDF Creator Trial

Ouasmi
PDF Creator Trial

Ouasmi
PDF Creator Trial

Ouasmi
PDF Creator Trial

Ouasmi
PDF Creator Trial

Ouasmi
PDF Creator Trial


. 20 7 * %k

o

2 15 -

o

§ 10 - Ctrl
ST

oS 5 I mCd
°

g

) 0

£ Ctrl cd

c

Figure 37 : Comportement d’enfouissement des billes, pendant les 20 minutes
d'enregistrement. Chaque histogramme représente la moyenne + S.E.M. A Temps de latence
d’enfouissement. B Nombre de billes enfouies. Chaque valeur représente la moyenne + S.E.M.

(10 animaux / groupe). ** p <0,01 *** p <0,001, par rapport au groupe témoin.

6/ Effets du Cd sur le stress oxydatif

Le stress oxydant est un état caractérisé par un déséquilibre entre la production des especes
réactives de 1’oxygene et les capacités antioxydantes de 1’organisme (enzymes antioxydantes
et systemes antioxydants non enzymatiques).

La présente partie sera focalisée sur les effets de I’exposition au cadmium (Cd) au cours de la
gestation, sur les activités enzymatiques essentielles chez les nouveaux né pour évaluer le
statut oxydatif au cours de la période post-natale, ainsi que 1’effet du présent métal au cours

de la gestation, la lactation et jusqu’au stade adulte sur le statut oxydatif.

6.1 / Effets du Cd sur le stress oxydatif durant la période post-natale
a. Effet du Cd sur ’activité de la catalase (CAT) chez les ratons

L’activit¢ du CAT a montré une diminution significative dans certaines régions du cerveau
des ratons apres traitement par cadmium. Ainsi une diminution significative a été observée au
PN5 et PN10 (t = 3 447, p = 0,006 et t = 2 379, p = 0,049). Cependant, au PN15 I’activité de
la CAT a montré une diminution dans toutes les structures cérébrales du groupe traité au
cadmium au cours de cette période (période d'allaitement) mais cette diminution n’est pas
significative. Pour le dernier 4ge post-natal (PN21), on observe une diminution significative
au niveau du tronc cérébral du groupe traité au cadmium (t = 3 000, p = 0,013), et une

diminution maximale et significative au niveau des hémispheres cérébraux pour le groupe
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traité au cadmium en comparaison avec le groupe témoin (0,0561 + 0,0171 vs 0,142
+ 0,00925).
D’autre part ’activit¢ de la CAT au niveau du foie et des reins des ratons traités par le
chlorure de cadmium montre une diminution dans la plupart des jours postnataux, mais cette
diminution n’est significative qu’au niveau du foie au 10°™ jour post-natal (PN10), (t = 4,533,
p = 0,001).
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Figure 38 : Effets de l'administration de chlorure de cadmium surl’activité du CAT dans les
cerveaux entiers (PN5, PN10), et au niveau des structures cérébrales (PN15, PN21). Toutes
les données sont présentées comme moyenne + S.E.M (n = 6 / groupe). *** p <0,001,

**n <0,01 et * p <0,05 versus groupe témoin.
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Figure 39 : Effets de l'administration de chlorure de cadmium sur ’activité du CAT dans le
foie (@) et les reins (D) des ratons pendant la période post-natale. Toutes les données sont

présentées comme moyenne = S.E.M (n =6/ groupe). ** p < 0,01 versus groupe témoin.

b. Effet du Cd sur I’activité du glutathion peroxydase (GPX) chez les ratons

L'activité de la glutathion peroxydase (GPx) est caractérisée par une stabilité relative au
premier age post-natal analysé (PN5), alors qu'une diminution importante et significative a été
observée au PN10 (t = 4 802, p = 0,002) pour le groupe traité au cadmium en comparaison
aux controles (figure 40).

A I’age de PN15, nous avons observé une diminution significative de I’activité¢ de GPX au
niveau du tronc cérébral (t = 2 757, p = 0,022) et au niveau des hémispheres cérébraux (t =5
229, p <0,001). Une diminution significative a également été observée dans les hémispheres
cérebraux (t = 3 830, p = 0,009) au PN21(figure 40).

Une diminution de I’activit¢ de GPX a été observé au niveau du foie a tous les ages post-
nataux mais cette diminution n’est significative qu’au PN5 (t = 3,352, p = 0,007) et au PN21
(t=4,232, p=0,002).

Au niveau des reins, les ratons exposés au chlorure de cadmium pendant la gestation et la
lactation, montrent une diminution significative au PN21 (t = 3,124, p = 0,020) (figure 41).
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Figure 40 : Activités de la glutathion peroxydase (GPx) dans les cerveaux entiers
(PN5, PN10), et au niveau des structures cérébrales (PN15, PN21) chez les ratons
traités. *** p <0,001, ** p <0,01 et * p <0,05 par rapport au groupe témoin (test t).
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Figure 41 : Activités de la glutathion peroxydase (GPx) (a) au niveau du foie, (b) au

niveau des reins, chez des ratons traités pendant la gestation et la lactation par le

chlorure de cadmium. ** p <0,01 et * p <0,05 par rapport au groupe témoin (test t).

c. Effet du Cd sur ’activité du glutathion-S-transférase (GST) chez les ratons

L’activité du glutathion S-transférase (GST) a diminué dans tout le cerveau et les structures
cérébrales analysées chez les ratons apres traitement au cadmium aux quatre ages postnataux
étudiés, alors que la diminution n'était significative qu'au PN15 au niveau du bulbe olfactif
(t = 2645, p = 0,027) et au niveau du tronc cérébral (t = 2340, p = 0,041). La significativité
évolutive a été observée au PN21 dans le bulbe olfactif (t = 3 739, p = 0,004) et le tronc
cérébral (t = 4 221, p = 0,002). Ainsi, une diminution significative au niveau du cervelet
(t=2 411, p=0,037) et des hémisphéres cérébraux (t = 2 485, p = 0,032) a été observée
(figure 42).

Concernant la concentration de GST au niveau du foie et des reins, on observe des variations
non significatives chez les ratons traités surtout aux PN5 et PN10, alors que cette activité est
significativement diminuée au niveau du foie et des reins au PN21 (t = 3,669, p = 0,004),
(t=2,963, p = 0,014) (figure 43).
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Figure 42 : Activités de la glutathion S-transférase (GST) chezles cerveaux des ratons traités
pendant la gestation et la lactation par le chlorure de cadmium. *** p <0,001, ** p <0,01 et

*p <0,05 par rapport au groupe témoin.
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Figure 43 : Activités de la glutathion S-transférase (GST), au niveau du foie (a), et au niveau

des reins (D) chez des ratons traités pendant la gestation et la lactation par le chlorure de

cadmium. * p <0,05 par rapport au groupe témoin.

d. Effet du Cd sur Pactivité du superoxyde dismutase (SOD) chez les ratons

Une diminution significative de l'activité de la SOD n'a été observée quau PN15 dans les
hémispheéres cérébraux et le cervelet, avec respectivement (t = 3 167, p = 0,013) et (t = 3 496,
p = 0,006), cette diminution persiste de facon significative au PN21 mais uniquement au
niveau du cervelet (t = 2 392, p = 0,048). Les diminutions observées dans les autres ages

postnataux et dans les autres structures n’ont pas atteint la significativité statistique.

De méme pour I’activité de la SOD au niveau du foie et des reins, on note une diminution
chez le groupe traité dans la majorité des jours postnataux étudiés aprés traitement par le
chlorure de cadmium pendant la gestation et la lactation en comparaison avec le groupe
témoin, pour le foie cette diminution est significative au PN10 (t = 3,066, p = 0,012), au PN15
(t=2,281, p=0,046) et au PN21 (t = 2,403, p = 0,037).

Au niveau des reins I’analyse statistique a montré une diminution significative de 1’activité de

la SOD au PN10 (t = 2,509, p =0,031) et au PN21 (t = 3,278, p = 0,008) (Figure 45 b).
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Figure 44 : Effet de I'administration de chlorure de cadmium sur 1aSOD des cerveaux des
ratons, pendant la gestation et les périodes de lactation. Toutes les données sont présentées

en moyenne = S.E.M (n = 6/ groupe). ** p <0,01 et * p <0,05 par rapport au groupe témoin.
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Figure 45 : Effet de l'administration de chlorure de cadmium sur [’activité de laSOD au niveau du foie
(a), et au niveau des reins (b) chez des ratons pendant la gestation et la période de lactation. Toutes
les données sont présentées en moyenne + S.E.M (n = 6 / groupe). ** p <0,01 et * p <0,05 par rapport

au groupe témoin.
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e. L’effet du Cd sur la peroxydation lipidique (MDA) chez les ratons
Une augmentation de la concentration des malondialdehydes a été observée dans tout le
cerveau et dans toutes les structures cérébrales analysées chez les ratons apres traitement au
cadmium aux différents PN étudiés, alors que I’augmentation n'était significative qu'au PN15
du bulbe olfactif (t =-2,327, p = 0,045) et du tronc cérébral (t = -2,878, p = 0,016). La
significativité évolutive a été observée aussi au PN21 dans le bulbe olfactif (t =-3,491,
p = 0,013) et le tronc cérébral (t = -5,853, p< 0,001).
Une augmentation évolutive au niveau du foie du groupe traité par rapport au groupe témoins
a été observée aprés exposition au CdCl,, cette augmentation moyennement significative a
partir de PN10 (t = -3,949, p = 0,003), se retrouve au PN15 (t = -3,319, p = 0,008) et au
PN21(t = -3,297, p = 0,008).
De la méme maniére et concernant le dosage de MDA au niveau des reins au cours des
différents PN étudiés, le test-t de Studient a montré une augmentation significative au PN10
(t=-2,403, p =0,037), PN15 (t =-3,174, p = 0,010), et au PN21 (t = -2,397, p = 0,038).
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Figure 46 : Les niveaux de MDA dans les cerveaux entiers (PN5, PN10) et dans les structures
cérébrales (PN15, PN21) des ratons traités par CdCl,. Le niveau de peroxydation lipidique
du tissu cérébral des ratons a été exprimé en nmol / mg de protéine (moyenne + SEM, n =6

par groupe). *** p < 0,001, * p <0,05 par rapport au groupe témoin.
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Figure 47 : Les taux de MDA dans le foie (a), et dans les reins (b), des ratons traités par le
CdCl, pendant la gestation et apreés la naissance. Le niveau de peroxydation lipidique a été

exprimé en nmol / mg de protéine (moyenne + SEM, n = 6 par groupe). *** p < 0,001, * p

f. Effet du Cd sur ’activité de ’acétyle cholinestérase (AchE) chez les ratons
Au niveau des cerveaux des ratons de meres traitées au cadmium, une inhibition non
significative de l'activité de I'AchE a été observée respectivement au PN5 et au PN10 par
rapport aux témoins correspondants.
Cependant, l'analyse du test-t a révélé au PN15 que I'inhibition n'était pas significative dans le
bulbe olfactif, le tronc cérébral et les hémispheres cérébraux, alors que dans le cervelet

I’inhibition est significative (t = -3 349, p = 0,007). L’analyse du test-t a révélé au PN 21 que
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I'inhibition n'était pas significative dans le cervelet, le tronc cérébral et les hémisphéres

cérébraux, par contre dans le bulbe olfactif I’inhibition est significative par rapport aux

témoins (t = -5,033, p = 0,007).
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Figure 48 : Activités de I'AChE chez les ratons traités au CdCl, en pré et en postnatal.
L activité spécifique était exprimée en nmolAch hydrolysée / min / mg de protéine (moyenne £

SEM, n = 6 par groupe). ** p <0,01 par rapport au groupe témoin (test t).

6.2 / Effets du Cd sur le stress oxydatif chez les rats a I' age adulte
a. Effets du Cd sur Pactivité de la catalase (CAT) chez les rats adultes

L’activité de la catalase (CAT) a montré une diminution spectaculaire dans la majorité des
structures cérébrales analysées, la plus forte diminution a été observée dans le cervelet
(t = 4,455, p = 0,001), alors que les autres structures, a savoir ; le mésencéphale (t = 2,311,
p =0,043), le Pont (t = 2,535, p = 0,030) et I’hippocampe (t=3,119, p=0,011) respectivement
montre une diminution modérée mais significative (figure 49).

L’activité de la CAT au niveau des reins est diminuée de fagon significative chez les rats
traités au Cd par rapport aux témoins (t = 2,416, p = 0,036), par contre au niveau du foie cette

activité est diminuée mais elle n’est pas significative (figure 50).
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Figure 49 : Effets du chlorure de cadmium sur ’activité de la catalase, chez les rats adultes.
Toutes les données sont présentées comme moyenne + S.E.M. (n = 6 / groupe). * p <0,05 ** p

<0,01 par rapport au groupe témoin.
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Figure 50 : Effets du chlorure de cadmium surl’activité de la catalase chez les rats adultes au
niveau du foie (@) et des reins (D). Toutes les données sont présentées comme moyenne +

S.E.M. (n =6/ groupe). * p <0,05 par rapport au groupe témoin.
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b. Effets du Cd sur I’activité de la glutathion peroxydase (GPX) chez les rats adultes

L’activit¢ de GPX a été caractérisée par une diminution dans les différentes structures
cérébrales analysées (figure 51). Ainsi, nous avons remarqué une diminution significative de
cette activité au niveau du mésencéphale (t = 3,225, p = 0,009) et de I’hippocampe (t = 3,535,
p = 0,005), alors qu’une légere diminution significative a été observée dans 1I’hypothalamus
(t =3,065, p = 0,015), le cervelet (t=3,039, p= 0.012), et le bulbe rachidien (t =2,311,
p=0.043) (figure 51).

Au niveau du foie I’activité du glutathion peroxydase est diminuée de fagon trés significative
dans le foie traité par le Cd par rapport aux témoins (t = 6,189, p< 0,001), alors gqu'au niveau

des reins aussi I’activité est significativement diminuée chez les rats traités par rapport aux

témoins (t = 2,555, p = 0,029).
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Figure 51 : Effets du chlorure de cadmium sur ’activité de GPX, chez les rats adultes. Toutes
les données sont présentées comme moyenne + S.E.M. (n =6/ groupe). * p <0,05 ** p <0,01

par rapport au groupe témoin.
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Figure 52 : Effets du chlorure de cadmium sur [’activité de GPX au niveau (@) du foie, et au

niveau (b) des reins. Toutes les données sont présentées comme moyenne + S.E.M. (n =6/

groupe). * p <0,05 *** p <0,001 par rapport au groupe témoin.

c. Effet du Cd sur ’activité de la glutathion-S-transférase (GST) chez les rats
adultes
L’activité de la GST a diminuée presque dans toutes les structures cérébrales analysées. Les
plus fortes baisses ont été observées dans le cortex (t = 2,390, p = 0,038) et le cervelet
(t =2,692, p = 0,023). Les diminutions observées dans les autres structures n'étaient pas
statistiquement significatives.

Au niveau des reins 1’activité de GST est moyennement significative chez les rats traités au
Cd par rapport aux témoins (t = 4,540, p = 0,001), alors qu’au niveau du foie il n’y a pas de
différences significatives (figure 54).
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Figure 53 : Effets du chlorure de cadmium sur [’activité de la GST, chez les rats adultes.
Toutes les données sont présentées comme moyenne £ S.E.M. (n = 6 / groupe). * p <0,05 ** p

<0,01 par rapport au groupe témoin.
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Figure 54 : Effets du chlorure de cadmium sur [’activité de la GST, au niveau du foie(a), et au niveau
des reins(b) chez les rats adultes. Toutes les données sont présentées comme moyenne + S.E.M. (n =6
/ groupe). ** p <0,01 par rapport au groupe témoin.
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d. L’effet du Cd sur ’activité de la superoxyde dismutase (SOD) chez les rats adultes

Une diminution significative de I’activit¢ SOD, était observée dans le cortex (t =2,936,
p = 0,015), le bulbe olfactif (t = 2,677, p = 0,028), I’hypothalamus (t=2,716, p = 0,026), et le
mésencéphale (t=2,581,p = 0,027) des rats exposés au CdCl2 comparés aux rats controles. Les
autres structures du cerveau n'ont pas montré de différences significatives dans I'activité de la
SOD entre les témoins et les traitées (figure 56).
Au niveau du foie I’activité de la SOD est moyennement significative chez le groupe traité au
cd par rapport au contréle (t = 4,073, p = 0,002), alors qu’au niveau des reins 1’activité de la
SOD chez les rats traités est significativement inferieure par rapport au groupe témoin
(t=2,482, p = 0,032) (figue 55).
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Figure 55 : Effet du chlorure de cadmium sur [’activité de la SOD, au niveau () du foie, et

au niveau (D) des reins. Toutes les données sont présentées comme moyenne + S.E.M. (n =6/

groupe). * p <0,05 ** p <0,01 par rapport au groupe témoin.
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Figure 56 :Effet du chlorure de cadmium sur [’activité de la SOD chez les rats adultes. Toutes
les données sont présentées comme moyenne + S.E.M. (n =6/ groupe). * p <0,05 **p

<0,01 par rapport au groupe témoin.

e. L’effet du Cd sur la peroxydation lipidique (MDA) chez les rats adultes

Pour estimer la peroxydation lipidique, I’activité de la MDA a été mesurée chez des rats
traités avec CdCl; et leurs contrdles correspondants dans huit structures cérébrales, a savoir le
cortex cérébral, le bulbe olfactif, I’hypothalamus, 1’hippocampe, le mésencéphale, le pont, le
cervelet, et le bulbe rachidien. L'activité a été significativement augmentée dans le groupe
traité dans de nombreuses structures, telles que le cortex cérébral (t = -3,719,p = 0,004), le
bulbe olfactif (t = -2,948, p = 0,018), le bulbe rachidien (t = -2,536, p = 0,030) et de
I’hippocampe (t = -2,456, p = 0,034), comparé au groupe témoin. L’activité a également été
augmentée dans le cervelet mais n'a pas atteint un niveau significatif (figure 58).

Au niveau des reins et du foie l'activité a été significativement augmentée dans le groupe
traité par le Cd par rapport au groupe témoin (t = -2,411, p = 0,037), (t = -4,577, p = 0,001)
respectivement (figure 57).
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Figure 57 : Les niveaux de MDA dans (a) le foie, et dans (b) les reins chez les rats adultes
traités au chlorure de cadmium. Le niveau de peroxydation lipidique a été exprime en nmol /
mg de protéine (moyenne = SEM, n = 6 par groupe), * p <0,05, ** p <0,01 par rapport au

groupe témoin.
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Figure 58 : Les niveaux de MDA dans le cerveau des rats adultestraités au chlorure de
cadmium. Le niveau de peroxydation lipidique du tissu cérébral des rats a été exprimé en
nmol / mg de protéine (moyenne = SEM, n = 6 par groupe). *** p < 0,001, * p <0,05 par

rapport au groupe témoin.

f. L’effet du Cd sur Pactivité de I’acétyle cholinestérase (AchE) chez les rats adultes
Parmi les huit structures cérébrales analysées dans le traitement des rats par CdCl; et les
contrdles correspondants, une diminution significative de 1’activité AchE a été observée dans
le cortex, le mésencéphale, le pont, le cervelet et le bulbe rachidien. Cependant, le test t de
Student a révélé que l'inhibition était significative uniquement dans le cortex (t = 2,491,
p = 0,047), le cervelet (t = 2,971, p = 0,025), et le bulbe rachidien (t= 5,874, p = 0,004), chez

les traités par rapport aux contréles (figure 59).
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Figure 59 : Activités AChE dans différentes structures cérébrales de rats adultes traités au chlorure
de cadmium. L'activité spécifique a été exprimée en nmold'AchE / minute / mg de protéine (moyenne +

E.M., n =6 par groupe). Test t : * p <0,05, ** p < 0,01par rapport au groupe témoin.
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7/ Effets du Cd sur la concentration des minéraux au niveau du cerveau des

rats adultes
Les concentrations de Cd, Fe, Ca, Cu, et Zn dans le tissu cérébral ont été déterminées par ICP-

AES, et les résultats sont illustrés dans la figure 60.

L’évaluation des concentrations de cadmium (Cd) a révélé la présence d’un niveau élevé de
Cd dans de nombreuses structures cérébrales des animaux traités comparés aux témoins, cette
augmentation n’est significative qu’au niveau de I’hypothalamus (t= -2,864, p = 0,029).
L’ingestion de CdCl; via I'eau potable a entrainé une élévation significative de calcium (Ca)
dans le cervelet (t= -3,424, p=0,014), de Zinc (Zn) dans le bulbe olfactif (t= -5,806, p = 0,002)
et dans I’hippocampe (t = 4,131, p = 0,009). Une diminution a également été observée pour
les concentrations de fer et de cuivre chez les rats traités, mais cette diminution n'était pas

statistiquement significative.

Pour le fer et le cuivre, nous avons noté également une diminution dans plusieurs structures

cérébrales, mais cette diminution n’est pas statistiquement significative (figure 60).
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Figure 60 : Effets de cadmium sur les niveaux cérébraux de (a) Cd, (b) Fe, (C) Ca, (d) Cu et

(&) Zn. Toutes les donnees sont présentées sous forme de moyenne + SEM, n = 4 par groupe

;(Test t de Student) : * p <0,05.
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8/ Effet de Cd sur la prise alimentaire
Le but de cette partie est d’évaluer 1’effet de 1’exposition au Cd sur 1'équilibre énergétique et
le poids a long terme, ceci est évalué par le gain du poids corporel en relation avec la quantité
de nourriture consommé.

a. Effet de Cd sur le poids corporel
Au cours de la premicre semaine nous n’avons noté aucun effet de Cd sur le poids corporel
des rats traités par rapport aux témoins, une diminution significative du poids corporel est
observée au cours de la deuxieme semaine chez les rats traités au Cd par rapport a ceux non
exposés (t = 3,836, p = 0,002), cette significativité est évolutive au cours de la troisieme
semaine (t = 9,252, p< 0,001).
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Figure 61 : Effets de I'administration de cadmium sur le poids corporel pendant la prise

alimentaire. Les valeurs sont des moyennes £ S.E.M. durantles 21 jours de l’expérience.

b. Effet du Cd sur la consommation d’eau

Les rats regoivent deux biberons, un biberon d’eau normal pour les controles et d’eau avec Cd
pour les rats traités, un deuxiéme biberon d’eau sucré pour les deux groupes.

Durant cette expérience, on a pu noter que la consommation d’eau n’a pas été affectée chez
les rats traités par le Cd, soit pour 1I’eau normale ou pour I’eau sucrée en comparaison avec le

groupe controle.
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Tableau 9 : Effets de I'administration de cadmium sur la consommation d'eau.

Ctrl Cd
Consommation d’eau :
Eau fraiche 2,504 + 0,687 1,522 + 0,459
Eau sucré 0,89 +0,0311 0,905 + 0,0404

Les valeurs sont des moyennes + S.E.M. des mesures durant 21 jours.

c. Effet de Cd sur la prise alimentaire
La prise de nourriture diminue chez le groupe traité par le Cd dés la premiere semaine de la
prise alimentaire de maniere significative (t = 2,210, p = 0,047), cette diminution continue au
cours de la deuxiéme semaine (t = 2,431, p = 0,032), et la troisieme semaine chez les rats

exposés au Cd par rapport a ceux non exposés (t = 4,206, p = 0,001).
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Figure 62 : Effets de I'administration de cadmium sur la prise alimentaire durant les 21 jours

de ’expérience. Les valeurs sont des moyennes = S.E.M. * p <0,05 ** p <0,01.
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RASULTATS DE LA DEUXIEME PARTIE (Mélange des 3
métaux : Cd+Al+Pb)

Introduction

L'exposition au plomb (Pb), au cadmium (Cd) et a ’aluminium (Al) est particuliérement
dangereuse pour le systéme nerveux central dans le long terme. L’exposition aux faibles doses
commence chez les mammiféres en particulier au début du développement dans la vie feetale,
parce que les trois métaux traversent le placenta, méme si le transport trans-placentaire du

cadmium est limité.

Le but de ce travail est I’étude des effets de 1'exposition combinée au plomb, cadmium et a
I’aluminium chez le rat pendant la gestation et la lactation, période critique du développement
du systeme nerveux central. Notre travail s’est focalisé aussi sur I'étude neurochimique du

cerveau au cours du développement et a 1’age adulte.

1/ Effets de I'administration des 3 métaux sur le comportement maternel

Dans cette partie nous allons présenter les résultats du comportement maternel dans le but de
savoir si I’exposition de la mére au mélange des métaux (Pb, Cd, Al), pendant la gestation
peut avoir des effets sur la qualité des soins maternels prodigués par la mére ainsi que la
capacité de la mere exposée a ce mélange a manifester un comportement maternel envers le

nouveau-ne.

a. Effets de I'administration du Cd sur les activités non maternelles
Dans cette premiere expérience concernant le comportement maternel, dans la plupart des
activités il n'y avait pas de différence significative entre le groupe traité au mélange des
métaux et le groupe témoin a part 1’auto-toilettage : les rats traites au Pb, Cd, et Al ont un

score significativement élevé par rapport au groupe témoin.
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Tableau 10 : Effets de I'administration du mélange de métaux (cd, pb, al) sur les activités non

maternelles des rates.

Contréle Traité (MM)
Activités non maternelles
Méres au repos avec yeux fermés 0,208 + 0,0558 0,18 £ 0,0408
La mére mange 0,409 + 0,0862 0,595 + 0,0654

La mére Boit 0,43 + 00,0856 0,645 + 0,079
Autotoiléttage 0,871 £ 0,0684 1,473 £ 00,0869 ***

la mere renifle avec la téte levée 0,792 0,163 0,841 +0,178

La mére se redresse 0,785 +0,151 0,527 £ 0,067

Les résultats sont les moyennes des valeurs du 1* au 22°™jour du test (moyenne + S.E.M.) :

***pn<0,001 par rapport au controdle.

b. Effets de I'administration de Cd sur les activités maternelles

En ce qui concerne les activités maternelles, il n'y avait pas de différence significative entre le
groupe traité aux métaux et le groupe témoin, les rats traités aux métaux ont passé plus de
temps en contact avec les ratons mais moins de temps dans le nid que le groupe témoin, mais
ces différences ne sont pas statistiquement significatives. Les autres résultats ont également
montré que les rats traités a la mixture des métaux passaient moins de temps a manipuler le
nid et a porter les ratons que les témoins, mais ces différences restes statistiguement non
significatives. Par contre, les rats traités ont un score significativement élevé en ce qui

concerne 1’auto-toilettage par rapport au groupe témoin.

Tableau 11 : Effets de I'administration du mélange de métaux sur les activités maternelles

Controle Traité (MM)
Activités maternelles
Meére dans/ hors du nid 0,614 +0,0386 0,529 + 0,0642
En contact avec les ratons 0,258 £ 0,0406 0,382 £ 0,0487
toilettage des ratons 0,811 +0,128 1,212+ 0,101 *
la mére portant des ratons 0,212 +0,0383 0,144 +0,0275
Manipulant le nid 0,321 + 0,0645 0,22 £ 0,053

Les résultats sont les moyennes des valeurs du 1% au 22°™jour du test (moyenne + S.E.M.) :

*p<0,05, par rapport aux controles.
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c. Effets de l'administration du mélange des métaux sur D’allaitement actif et
I’allaitement passif.

Dans cette expérience, il n'y avait pas de différence significative entre le groupe traité au

mélange et le groupe témoin, les rats traités au mélange des métaux passaient presque le

méme temps en allaitement actif que les témoins, alors que le nombre d'allaitements passifs

augmentait significativement dans le groupe traité aux métaux (t = -3,255, p = 0,002) en

comparaison avec le groupe témoin.
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Figure 63 : Effets de I'administration du mélange des métaux sur le score d'allaitement dans
le test d'observation. Les valeurs sont présentées sous forme de moyennes pour I'ensemble des

22 jours postnatals (moyennes * S.E.M). (A) Allaitement actif, (B) Allaitement passif.

d. Effets de I'administration du mélange des metaux sur les latences dans le test de
récupération

Dans cette seconde expérience, les rats traités aux métaux ont montré des latences plus

élevées pour porter le premier raton, et pour ramener le premier raton dans le nid, par rapport

aux rats femelles témoins, mais ces différences sont statiquement non significatives.
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Une différence significative a été observée concernant la derniére partie de cette expérience,
les rats traités passaient plus de temps pour ramener tous les ratons dans le nid (t = -2,313,
p = 0,043).
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Figue 64 : Effets de I'administration du mélange des métaux sur les latences du test de
récupération. Les valeurs sont des moyennes + S.E.Maux 12 jours post-nataux. (A) Latence
pour transporter le premier raton. (B) Latence pour ramener le premier raton dans le nid.

(C) Latence pour ramener tous les ratons dans le nid. * p<0,05 vs contréle.
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e. Effets de I'administration du mélange des métaux sur le gain du poids corporel

pendant la période de gestation

Les rats femelles traitées au mélange ont un poids corporel significatif au cours de la
gestation (t = -2,378, p = 0,022), par rapport au groupe témoin.
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Figue 65 : Effets de I'administration du mélange des métaux sur la prise de poids pendant la
période de gestation. Les valeurs sont des moyennes + S.E.M. durant les 21 jours avant la

mise bas.* p<0,05 vs controle.

f. Effets de I'administration du mélange des métaux sur la consommation d'eau

pendant la période de gestation

Il y avait une différence significative entre le groupe traité concernant la consommation d'eau

pendant la période de gestation en comparaison avec le groupe témoin ; la consommation
d'eau des meres traitées est significativement inférieure par rapport aux témoins (t = 2,387,
p =0,022).
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Figue 66 : Effets de I'administration du mélange des métaux sur la consommation d‘eau

pendant la période de gestation. Les valeurs sont des moyennes + S.E.M dans 21 jours avant

la mise bas.

g. Effets de I'administration du mélange des métaux sur la mortalité des ratons

Il n’y avait pas de différences significatives entre les groupes sur la mortalité des ratons du 1%

au 15°" jour postnatal. Concernant le pourcentage des males par portée, il y avait une

augmentation de ce pourcentage chez les traités par rapport aux témoins, mais 1’analyse

statistique n’était pas significative.

Tableau 12 : Effets de I'administration du mélange des métaux sur la mortalité des ratons.

Controle Mélange des
métaux (MM)

Nombre des ratons Moyenne des Nombre totale Moyenne des Nombre totale

ratons ratons
Ratons survies au PNO 8,214 + 0,494 115 9,1+1,069 91
Ratons survies au PN5 7,643 + 0,401 107 8,7+1,184 87
Ratons survies au PN15 7,5+0,429 105 7,4 +1,447 74
Ratons males
Nombre des males 3,444 + 0,556 3,556 + 0,709
Raton/porttée (37,804%) (41,56%)

Les valeurs sont des moyennes (moyenne + SEM) : par rapport au controle.
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2/ Effets du mélange des métaux sur les parametres morphologiques

a. Les paramétres physiques

Le groupe traité présente un retard significatif quand a I’apparition des poils (t = -2,604,
p = 0,010), I’explosion des incisives inférieures (t = -2,387, p = 0,018), ainsi que 1’apparition
du sexe (t =-2,516, p = 0,013).

Par contre, pour les autres parametres : détachement des oreilles, ouverture des yeux, et
I’explosion des incisives supérieures, il n’y avait pas des différences significatives entre les

deux groupes.

Tableau 13 : Effets du mélange des métaux sur la maturation physique de la progéniture de

rats exposés pendant la gestation et aprés la naissance.

Parametres moyenne SEM Moyenne SEM
(controle) (MM)

Détachement des oreilles (jours) 4,439 0,149 4,12 0,0463
Apparition des poils (jours) 6,265 0,104 6,64 * 0,0923
Eruption des incisifs inferieurs (jours) 10,52 0,125 10,955 * 0,121
Eruption des incisifs superieurs (jours) 10,561 0,14 10,833 0,162
Ouverture des yeux (jours) 16,214 0,111 16,5 0,153
Apparition du sexe (jours) 11,357 0,106 11,894 * 0,207

Les résultats sont présentés en moyenne + S.E.M. * p<0,05 vs contrdle.

L'analyse de I'évolution du poids corporel chez les ratons des deux groupes (traités au
mélange des métaux pendant la gestation et aprés la naissance) a mis en évidence un effet du
traitement sur cette évolution (figure 67). En effet, aux deux ages postnatals, PN12 (t = 2,828,
p = 0,005), et PN15 (t = 2,181, p = 0,031), le poids diminue de maniére significative par
rapport aux contréles. Pour PN5, PN17 et PN21, I'effet n'était pas significatif.
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Figure 67 : Développement du poids corporel chez la progéniture des rats exposes au
mélange des métaux pendant la gestation et la lactation. Les résultats sont présentés

sous la forme moyenne £ SEM. * p<0,05, ** p < 0.01 par rapport au témoin (test t).

b. Longueur du corps et longueur de la queue.

Les ratons exposés au mélange de métaux possedent une longueur du corps inférieure par
rapport aux témoins au PN5 (t = 2,114, p = 0,036) ;et au PN15 (t = 2,369, p = 0,019).
Cependant les ratons traités présentent une longueur du corps au PN12, PN17 et PN21 qui se

rapproche a celle des contréles.

Concernant la longueur de la queue, la différence est nettement significative chez le groupe
traité au mélange (cd, pb, al), qui présente une longueur de la queue inférieure au PN15
(t=3,220, p=0,002), PN17 (t = 5,162, p <0,001) et PN21 (t = 3,211, p = 0,002), par

rapport aux contréles.
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Figure 68 : Développement de la longueur du corps (a) et la longueur de la queue (b), chez
la progeéniture des rats exposés au mélange des métaux pendant la gestation et la lactation.
Les résultats sont présentés sous la forme moyenne + SEM. ** p <0,01 *** p < 0.001 vs

controle (test t).

3/ Effets du mélange des métaux sur le comportement des ratons au cours
du développement (pré-sevrage)

a. Test de retournement (Surface righting reflexe)

Ce test est considéré comme un reflexe de la maturation corticale. A 1’dge de 5 jours, les
ratons traités par le mélange des métaux passent plus de temps pour réussir le test de surface
righting reflexe par rapport aux témoins, cette différence entre les deux groupes est tres
significative (t = -2,751, p = 0,007). Pour les autres jours du test (PN7 et PN13), les ratons
traités ont une tendance vers la normalisation et ne montrent pas de différence significative
par rapport aux témoins.
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Figure 69 : Effets de [’exposition au mélange des métaux pendant toute la période de
gestation et de lactation sur les latences du test de retournement chez les ratons
auPN5, PN7et PN13 respectivement. Les résultats sont présentés en moyennes +

S.E.M. ** p<0,01 par rapport au controle (test t).

b. Negative geotaxis

Les ratons traités par le mélange des métaux passent plus de temps pour retourner leurs corps
a 180° et réussir le test. Ce retard n’est pas significatif (t = 1,306, p = 0,193) au PN7, par
contre il devient significatif au PN 9 (t = 2,254, p = 0,026), PN13(t = 2,004, p = 0,047), et
méme tres significatif au PN17 (t =-3,587, p <0,001).

35 +
@ 30 -
s *
)< 25 A I
8
§,20 - Ctrl
g 15 - I " = MM
t 10 -
o0 * %
2 s *
0 =
PN7 PN9 PN13 PN17
Age (jours)

Figure 70 : Effets du traitement au mélange des métaux pendant toute la periode de gestation
et de lactation sur les latences du test dela geotaxie négative des ratons au PN7, PN9, PN13
etPN17respectivement. Les résultats sont présentés en moyenne + S.E.M. * p <0,05

***n <0.001 par rapport au contréle (test t).

132

PDF Creator Trial


Ouasmi
PDF Creator Trial

Ouasmi
PDF Creator Trial

Ouasmi
PDF Creator Trial

Ouasmi
PDF Creator Trial

Ouasmi
PDF Creator Trial

Ouasmi
PDF Creator Trial


c. Test d’évitement de la falaise « Cliff avoidance »

La comparaison entre le temps passé par les ratons traités et les ratons témoins pendant le test

du CIiff avoidance au PN6, ne montre pas de différence significative.
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Figure 71 : Effets du traitement au mélange des métaux pendant la période de gestation et de
lactation sur les latences du test d’évitement de la falaise chez des ratons au PN6. Les

resultats sont présentes sous forme de moyenne = S.E.M (test t).

d. Test de Saut vers le bas « Jumping down with choice »

Ce test reflete le développement de l'orientation, la coordination et les fonctions sensori-

motrices.

Au cours de ce test, le groupe traité par le mélange des métaux passe plus de temps pour
tomber du dispositif par rapport au témoin,cette différence est respectivement significative au
PN15 (t = 2,052, p = 0,042) et au PN17 (t = 3,060, p = 0,003).
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Figure 72 : Effets du traitement au mélange des métaux pendant la période de gestation et de
lactation sur la durée du test de Saut vers le bas chez des ratons auPN15 et PN16
respectivement. Les résultats sont présentés sous forme de moyenne £ SEM. * p<0,05
**p< 0.01 par rapport au témoin (test t).

e. Test du développement de la nage « Swimming development »
En ce qui concerne la direction de la nage, le groupe traité a montré un score supérieur a celui

du groupe témoin au PN12 (t =-2,203, p = 0,029), et au PN21 (t = -2,239, p = 0,027).

Pour I’angle de la nage dans 1’eau, le groupe traité a obtenu un score significativement
supérieur au groupe témoin a 1’age de 21 jours (t = -2,291, p = 0,023), au PN12 et PN10, les

scores des ratons traités tendent vers ceux des témoins.

Cependant, un effet significatif a été observé chez le groupe traité par le mélange des métaux
au PN 21 (t=-2,197, p = 0,029) pour I'utilisation des membres.
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Figure 73 : Développement de la nage chez les ratons avant sevrage des méres exposées au
mélange des métaux. Les résultats sont présentés en moyenne + S.E.M. * p<0,05 par rapport
aux témoins.A : Direction dans I'eau, B : Angle dans I'eau (position de la téte), C : membres

utilisées dans I'eau. Les résultats sont présentés en moyenne + S.E.M.

4/ Effets du mélange des metaux sur le comportement des ratons apres
sevrage

a. LelabyrintheenY
Dans ce test, nous avons mesur¢ 1’effet de 1’exposition au mélange des métaux au cours de la
gestation et de la lactation des ratons juste apres le sevrage, sur I’alternance spontanée dans le
labyrinthe en Y. Nos résultats ont montré que le pourcentage d'alternance (t =2,600,p = 0,018)
dans les trois bras du groupe traité par le mélange des métaux était significativement inférieur

au contrdle (figure 74).
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Figure 74 : Effet du mélange des métaux sur les performances en alternance de la progéniture des
rats exposes pendant la gestation et la lactation dans le labyrinthe en Y (% d'alternance). Chaque

valeur représente la moyenne + S.E.M.*p<0,05 par rapport aux témoins.(10 animaux / groupe).
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b. La reconnaissance des objets

Dans ce test, nous avons évalué les effets du mélange des 3 métaux sur la reconnaissance des
objets chez les ratons traités et leurs témoins. Les résultats obtenus lors de ce test ont montré
que les ratons traités aux métaux présentaient un indice de reconnaissance d'objet

significativement inférieur par rapport au groupe témoin (t = 2,704, p = 0,015) (figure 75).
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Figure 75 : Effet du mélange des métaux sur I'indice de reconnaissance chez les ratons traités
au melange des métaux et leurs témoins. Chaque valeur représente la moyenne + S.E.M*
p<0,05.

c. Le labyrinthe en croix suréleve (EPM)
L'analyse des données des sessions du test de I'EPM a montré un effet significatif du mélange
des métaux sur I’indice d'anxiété du groupe traité par rapport au groupe témoin (t = -2,701,

p= 0,015),et un pourcentage réduit du temps passé dans les bras ouverts(t = 2,571, p= 0,019).

Nous avons également observé une réduction du pourcentage d'entrées dans les bras ouverts
apres l'exposition au melange de métaux dans ce test comportemental, mais ce n’était pas

significatif.
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Figure 76 : Comportement lié a I'anxiété de la progéniture des rats ayant recu un mélange
des métaux pendant la période de gestation et de lactation par le test d’EPM. (A)Indice
d'anxiété. (B) Pourcentage de tempspassé dans les bras ouverts. (C) Pourcentage d’entrées
dans les bras ouverts. Chaque valeur représente la moyenne + S.E.M. *p<0,05 par rapport

aux témoins (10 animaux / groupe).

d. Le champ ouvert (Open field)

Ce test a pour but d’évaluer I’activité locomotrice. Les données d'analyse des sessions de ce
test ont révélé un effet de ’exposition du mélange des 3 métaux. Le nombre de carreaux
périphériques traversés par les ratons était significativement inférieur chez les animaux traités
comparés aux témoins (t = 2,305, p = 0,033). Le nombre de carreaux centraux traversés était
faible chez les animaux traités par rapport aux témoins mais statiqguement non significatif.

Le pourcentage des carreaux centraux traverses par les ratons traités et les ratons témoins
n’était pas significatif entre les deux groupes.

L’analyse statistique du test-t a révélé qu’il y a une différence significative concernant le

temps passé a la périphérie et au centre, pour le groupe des ratons traités par le mélange des 3
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métaux, ces derniers passent moins du temps au centre (t = 2,989, p = 0,008), et plus de temps

a la périphérie (t = -2,989, p = 0,008), par rapport au groupe témoin.
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Figure 77 : Comportement en champ ouvert (Open field), pendant les 5 minutes
d'enregistrement. Chaque histogramme représente la moyenne + S.E.M. (A) Nombre des
carreaux. (B) Temps passé au centre et a la périphérie. (C) Pourcentage de nombre des

carreaux centraux traversés. Chaque valeur représente la moyenne £+ S.E.M. (10 animaux /

groupe).* p<0,05, **p <0.01 , par rapport au groupe témoin.

e. L’enfouissement des billes (Marble burring)

Ce test a pour but d’évaluer I’anxiété chez les rats, car ce test est utilisé dans la corrélation

entre I’enterrement du marbre et la réponse concernant d'autres troubles liés a l'anxiété.

Les résultats du test d’enfouissement des billes montrent une différence concernant le temps

d’enterrement passé au cours des 10 premiéres minutes du test, en effet les ratons traités par le
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mélange des métaux passent plus de temps a enterrer les billes dans la litiére par rapport aux
témoins, mais cette différence est statistiquement non significative. Le nombre de billes
enfouis par le groupe traité est significativement éleveé par rapport au groupe témoin
(t=-4,382, p <0,001).
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Figure 78 : Comportement d’enfouissement des billes, pendant les 20 minutes
d'enregistrement. Chaque histogramme représente la moyenne + S.E.M. (A) Temps de latence
d’enfouissement des billes. (B) Nombre de billes enfouies. Chaque valeur représente la

moyenne + S.E.M. (10 animaux / groupe). * p <0,05, par rapport au groupe témoin.

5/ Effets du mélange des métaux sur le comportement des rats adultes
a. LelabyrintheenY

Dans ce test, nous avons mesuré 1’effet de I’exposition au mélange des 3 métaux au cours de
la gestation, de la lactation et jusqu’au stade adulte sur 1’alternance spontanée des rats adultes
dans le labyrinthe en Y. Nos résultats ont montré que le pourcentage d'alternance (t = 1,465,
p = 0,160) du groupe traité dans les trois bras était inférieur par rapport au groupe contréle,

cette différence est statiguement non significative.
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Figure 79 : Effets du mélange des métaux sur les performances en alternance des rats adultes
exposes pendant la gestation, la lactation et jusqu'au stade adulte dans le labyrinthe en Y (%

d'alternance). Chaque valeur représente la moyenne = S.E.M. (10 animaux / groupe).

b. La reconnaissance des objets

Le but de ce test, consiste a évaluer la mémoire du travail non spatial par I’exploration de la

nouveauté des objets.

Dans ce test, nous avons évalué les effets du mélange des 3 meétaux sur la mémoire des rats
traités et de leurs témoins. Les résultats obtenus lors de ce test ont montré que les rats traités
aux métaux présentaient un indice de reconnaissance d'objet inférieur de maniére non

significative par rapport au groupe témoin.
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Figure 80 : Effet du mélange des métaux sur I'indice de reconnaissance chez les rats adultes
traités et leurs témoins. Chaque valeur représente la moyenne + S.E.M. (10 animaux /

groupe), comparaison par rapport au controle.
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c. Le labyrinthe en croix suréleve (EPM)
L'analyse des données des sessions du test d'EPM a montré un effet trés significatif du
mélange des métaux sur l'indice d'anxiété du groupe traité par rapport au groupe témoin
(0,382 £ 0,0133 vs 0,324 £ 0,0054, t = -4,046, p = <0,001). Le pourcentage du temps passé
dans les bras ouverts est significativement réduit (t = 3,910, p = 0,001), par rapport a celui du

groupe controle.
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Figure 81 : Comportement lié a I'anxiété des rats adultes ayant recu le mélange des 3 métaux
pendant la période de gestation, de lactation et jusqu'a [’dge adulte par le test d’EPM. (A)
Indice d'anxiété. (B) Pourcentage de temps passé dans les bras ouverts. (C) Pourcentage
d’entrées dans les bras ouverts. Chaque valeur représente la moyenne £ S.E.M. (10 animaux /

groupe). ** p <0,01, *** p<0,001 par rapport au groupe témoin.

d. Lechamp ouvert (Open field)

Les données d'analyse des sessions du champ ouvert ont révélé un effet de 1’exposition au
trois métaux étudiés sur le nombre de carreaux chez les animaux traités comparés aux

témoins, le groupe traité a significativement traversé moins de carreaux centraux par rapport
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au groupe témoin (t = 2,545, p = 0,020), et un grand nombre de carreaux periphériques par
rapport au groupe témoins. L’analyse par le test-t de la moyenne des carreaux totaux traversés
montre une grande significativité entre les deux groupes (t = -6,441, p <0,001) (figure 82).

Le temps passé dans les carreaux centraux était significativement plus faible chez les animaux
traités que chez les témoins (t = 3,666, p = 0,002), alors que le temps passé a la périphérie
était significativement élevé chez les traités par rapport aux témoins, (t = -3,666, p = 0,002).
Entre le groupe de rats traites et celui de rats témoins, le pourcentage des carreaux centraux

traverses est significativement faible pour le groupe traité par rapport au groupe témoin
(t=2,697, p=0,015), (figure 82).
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Figure 82 : Comportement en champ ouvert (Open field), pendant les 10 minutes
d'enregistrement. Chaque histogramme représente la moyenne + S.E.M. (A) Nombre des
carreaux. (B) Temps passe au centre et a la périphérie. (C) Pourcentage du nombre des

carreaux centraux traversés. Chaque valeur représente la moyenne + S.E.M. (10 animaux /

groupe).* p <0,05, **p <0.01, *** p<0,001 par rapport au groupe témoin.
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e. L’enfouissement des billes « Marble burring »

Le temps d’enfouissement des billes dans la litiére est le méme pour les deux groupes « traité
et controle » (figure 83), cependant le nombre des billes enterrées est significativement élevé

pour le groupe traité au mélange des métaux (t = -2,763, p = 0,018) par rapport au controle.
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Figure 83 : Comportement d’enfouissement des billes, pendant les 20 minutes
d'enregistrement. Chaque histogramme représente la moyenne + S.E.M. (A) Temps de latence
d’enfouissement. (B) Nombre de billes enfouies. Chaque valeur représente la moyenne +
S.E.M. (10 animaux / groupe). * p <0,05, par rapport au groupe témoin.

6/ Effets du mélange des métaux sur le stress oxydatif

Le stress oxydant est classiqguement défini comme un déséquilibre en faveur de la production
des ROS qui conduit a une oxydation accrue des composants cellulaires essentiels. Ce
déséquilibre pro-oxydant/antioxydant peut avoir une origine exogeéne : molécules oxydantes,
toxines telles que les métaux lourds toxiques ; ou une origine endogene : dysfonctionnements
de certaines sources de production et des systemes d’¢limination des ROS. Lorsque les
défenses antioxydants sont affaiblies ou dépassées, le stress oxydatif peut provoquer
I’inactivation enzymatique et la peroxydation lipidique. La présente partie est effectuée afin
de déterminer I’effet de I’exposition des rats au Cd, au Pb et a Al sur le stress oxydatif chez
les nouveaux nés ainsi qu’a 1’age adulte apres traitement au mélange des métaux pendant le

stade gestationnel et lactationel.

143

PDF Creator Trial


Ouasmi
PDF Creator Trial

Ouasmi
PDF Creator Trial

Ouasmi
PDF Creator Trial

Ouasmi
PDF Creator Trial

Ouasmi
PDF Creator Trial

Ouasmi
PDF Creator Trial


6-1/ Effets du mélange des métaux sur le stress oxydatif pendant la période postnatale.

a. Effets du mélange des métaux sur P’activité de la catalase (CAT) chez les ratons

L’activit¢ du CAT a montré une diminution dans certaines structures cérébrales des ratons
apres traitement au mélange des métaux.

La diminution significative a été observée au PN5 (t = 3,062, p = 0,012). Cependant, pour
PN15, I’activité de la CAT a montré une diminution dans toutes les structures cérébrales du
groupe traité, mais cette diminution n’est significative qu’au niveau du bulbe olfactif
(t = 10,583, p < 0,001). Pour PN21, on observe une diminution significative au niveau du
bulbe olfactif (t = 2,421, p = 0,036), ainsi qu’au niveau des hémisphéres cérébraux (t = 3,650
, p =0,004) chez les traités en comparaison avec les témoins.

D’autre part, I’activité de la CAT au niveau du foie et des reins des ratons traités par le
mélange des métaux montre une diminution dans la plupart des jours postnataux, mais cette
diminution n’est significative qu’au PN10 et PN21 au niveau du foie (t = 4,883, p= 0,002 et
t = 2,975, p = 0,018) et au PN15 et PN21 au niveau des reins (t = 2,804, p = 0,021 et
t = 2,688, p = 0,028) chez le groupe traité par le mélange des métaux en comparaison avec le

groupe témoin.
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jours postnataux

Figure 84 : Effets de l'administration du mélange des métaux surl’activité dela CAT dans les
cerveaux des ratons pendant la période postnatale. Toutes les données sont présentées comme
moyenne = S.E.M (n =6 / groupe). *** p <0,001, ** p <0,01 et * p <0,05 versus groupe

témoin.
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Figure 85 : Effets de l'administration du mélange des métaux sur l’activité de la
catalase(CAT) dans le foie (a) et les reins (b) des ratons pendant la période postnatale.

Toutes les données sont présentées comme moyenne £ S.E.M (n = 6 / groupe). ** p <0,01

Versus groupe témoin.

b. Effets du mélange des métaux sur ’activité de la glutathion peroxydase (GPX)
chez les ratons

Au niveau du cerveau nous avons observé une diminution évolutive et significative de
I’activit¢ de GPX aux deux premiers ages analysés PN5 (t = 3,182, p = 0,011), et PN10
(t = 3,601, p = 0,005). Au PN15, une diminution importante au niveau du tronc cérébral
(t=2,263, p = 0,050) a été notee. Une diminution significative a également été observée dans
toutes les structurescérébrales étudiées au PN21 : bulbe olfactif (BO), cervelet (Crb), tronc
ceérébral (BS) et hémisphéres cérébraux (Hc) (t = 4,014, p = 0,002), (t = 2,379, p = 0,039),
(t=2,390, p = 0,038), et (t = 3,572, p = 0,012) chez le groupe traité en comparaison avec le

groupe témoin.

L'activité de la glutathion peroxydase (GPx) au niveau du foie est caractérisée par une
stabilité relative aux deux premiers ages postnataux analysés (PN5 et PN10), alors qu'une
diminution importante et significative a été observée au PN15 et PN21 (t = 2,992, p = 0,014)
et (t = 2,356, p = 0,040) chez le groupe traité au mélange des métaux en comparaison avec le

groupe controle.

Pour les reins, une diminution significative de 1’activité de GPX a été observée uniquement au
PN21 (t = 3,082, p = 0,015), chez les ratons exposés au mélange pendant la gestation et la

lactation en comparaison avec les ratons témoins.
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Figure 86 : Activités de la glutathion peroxydase (GPx) au niveau du cerveau (PN5 et PN10)
et au niveau des structures cérébrales (PN15 et PN21), chez des ratons traités pendant la
gestation et la lactation par le mélange des métaux. ** p <0,01 et * p <0,05 en comparaison

avec le groupe témoin (test t)
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Figure 87 : Activités de la glutathion peroxydase (GPx) (a) au niveau du foie, (b) et
au niveau des reins, chez des ratons traités pendant la gestation et la lactation par le

melange des metaux.** p <0,01 et * p <0,05 par rapport au groupe témoin (test t).
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c. Effets du mélange des métaux sur D’activité de la glutathion-S-transférase (GST)

chez les ratons

L’activité de la glutathion S-transférase (GST) a diminuée dans toutes les structures
cérébrales analysées au PN21, a savoir au niveau du bulbe olfactif (t = 3,190, p = 0,010), du
cervelet (t = 3,708, p = 0,004), et du tronc cérébral (t = 3,068, p = 0,012) chez les ratons

traités au mélange des métaux comparativement aux controles.

Concernant la concentration de GST au niveau du foie on observe une diminution
significative a partir du PN10 (t = 2,647, p = 0,024), elle se poursuit au PN15 (t = 2,407 ,
p =0,037), et devienne plus importante au PN21 (t=5,917, p <0,001), chez les ratons traités

en comparaison avec le groupe controle.

Au niveau des reins, la concentration de GST chez les ratons exposés au mélange des métaux
pendant la gestation et la lactation a diminuée significativement dans tous les PN ; PN5
(t=2,829, p=0,018), PN10 (t = 3,319, p = 0,008), PN15 (t = 3,177, p = 0,011), et au PN21
(t=3,795, p=0,004).
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Figure 88 : Activités de la glutathion S-transférase (GST) au niveau du cerveau (PN5 et
PN10) et dans les structures cérébrales (PN15, et PN21) chez des ratons traités pendant la
gestation et la lactation par le mélange des métaux. ** p <0,01 et * p <0,05 par rapport au

groupe témoin.
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Figure 89 : Activités de la glutathion S-transférase (GST) au niveau du foie (a) et au niveau

des reins (D), chez des ratons traités pendant la gestation et la lactation par le mélange des

métaux. **p<0.0let * p <0,05 par rapport au groupe témoin.

d. Effets du mélange des métaux sur I’activité de la superoxyde dismutase (SOD)

chez les ratons

Une diminution significative de l'activité de la SOD n'a été observée qu'a PN15 dans le
cervelet et dans les hémispheres cérébraux, avec respectivement (t = 2,428, p = 0,038) et
(t = 2,310, p = 0,044), de méme cette importance statistique a été observée au dernier age
postnatal toujours dans le cervelet (t = 3,256, p = 0,012) et les hémisphéres cérébraux
(t = 2,405, p = 0,040), en plus de ces deux structures, on observe aussi une significativité au
niveau des bulbes olfactifs (t = 2,691, p = 0,043).

De méme pour I’activité de la SOD au niveau du foie et des reins il y a une diminution chez le
groupe traité dans la majorité des jours postnataux étudiés apres traitement par le mélange des
métaux pendant la gestation et la lactation en comparaison avec le groupe témoin. Pour le
foie, cette diminution est significative au PN15 (t = 3,856, p = 0,003), et au PN21 (t = 2,521,
p = 0,030). De méme au niveau des reins I'importance statistique a été observée au PN15
(t=2,307, p =0,044), et au PN21 (t = 3,520, p = 0,006).
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Figure 90 : Effet de I'administration du mélange des métaux sur 1aSOD dans le
cerveau (PN5, et PN10), et dans les structures cérébrales (PN15, et PN21) des ratons
pendant la gestation et la période de lactation. Toutes les données sont présentées en

moyenne + S.E.M (n = 6/ groupe). * p <0,05 comparées au groupe témoin.
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Figure 91 : Effet de I'administration du mélange des métaux sur la SOD au niveau du foie (),

et au niveau des reins (b) des ratons pendant la gestation et la période de lactation. Toutes
les données sont présentées en moyenne + S.E.M (n = 6 / groupe). ** p <0,01 et * p <0,05

par rapport au groupe témoin.

e. Effets du mélange des métaux sur la peroxydation lipidique (MDA) chez les
ratons.

Une augmentation de la concentration des malondialdehydes a été observée dans tout le

cerveau et les structures cérébrales analysées chez les ratons apres traitement au mélange des

trois métaux aux quatre ages postnataux étudiés. L’augmentation était moyennement

significative au PN10 dans le cerveau entier (t = -3,541, p = 0,005). Au PN15 I’augmentation

de la peroxydation lipidique est également significative au niveau des différentes structures
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cérébrales analysées a savoir : les bulbes olfactifs (t = -3,367, p = 0,008), le tronc cérebral
(t=-2,505, p = 0,031), les hémisphéres cérébraux (t = -2,462, p = 0,034).

La significativité évolutive a été également observée aussi au PN21 dans le bulbe olfactif, le
cervelet, le tronc cérébral et les hémispheres cérébraux avec respectivement; (t = -3,604,
p =0,011), (t = -2,618, p = 0,026), (t = -3,265, p = 0,008), (t = -3,039, p = 0,012).

Une augmentation évolutive au niveau du foie du groupe traité par rapport au groupe témoin a
été observeée, cette augmentation est significative a partir de PN15 (t = -3,121, p = 0,011) ,
jusqu’au PN21 (t=-2,608, p = 0,026).

De la méme maniere, le dosage de MDA au niveau des reins au cours des différents PN a
montré une significativité aux PN15 (t = -3,098, p = 0,011), et PN21 (t = -4,722, p < 0,001).
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o
>
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Figure 92 : Les taux de MDA au niveau du cerveau (PN5, et PN10), et au niveau des
différentes structures cérébrales (PN15, et PN21) des ratons traités avec le mélange des
métaux pendant la gestation et la lactation. Le niveau de peroxydation lipidique du tissu
cerébral des ratons a été exprimé en nmol / mg de protéine (moyenne £ SEM, n = 6 par

groupe). ** p < 0,01, * p <0,05 par rapport au groupe témoin.
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Figure 93 : Les taux de MDA dans le foie (), et dans les reins (b), des ratons traités pendant
la gestation et la lactation avec le mélange des métaux. Le niveau de peroxydation lipidique a
été exprimé en nmol / mg de protéine (moyenne £ SEM, n = 6 par groupe). *** p < 0,001,

*p <0,05 par rapport au groupe témoin.

f. Effets du mélange des métaux sur ’activité de I’AchE chez les ratons

Au niveau du cerveau des ratons de meres traitées, une diminution significative de I'activité
de I'AchE a été observée respectivement au PN5(t = 6,939, p < 0,001), et au PN10 (t = 2,268,
p = 0,047) (figure 94).

A partir du PN15 nous avons analysé différentes structures cérébrales, I’analyse des résultats
du test-t a révélé une diminution significative de I’AchE au niveau du cervelet (t = 2,743,
p = 0,021) et des hémispheres cérébraux (t = 3,255, p = 0,009) au PN15 chez les ratons traités.
Cette différence disparait au PN21qui ne montre aucune différence entre le groupe traité et le

controle.
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Figure 94 : Activités de I'AChE au niveau du cerveau (PN5, et PN10) et au niveau des différentes
structures (PN15, et PN21) des ratons traités en pré et postnatale par le mélange des métaux.
L activité spécifique était exprimée en nmolAch hydrolysée / min / mg deprotéine (moyenne + SEM, n
= 6 par groupe). *p<0.05, ** p <0,01, ***p<0.001 par rapport au groupe témoin (test t).
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6-2/ Effets du mélange des métaux sur le stress oxydatif chez I’adulte

a. Effets du mélangedes métaux sur P’activité de la catalase (CAT) chez les rats

adultes

L’activité de la catalase (CAT) a montré une diminution spectaculaire dans la majorité des
structures cerébrales analysées, la plus forte diminution a été observée dans le cortex
(t = 4,040, p = 0,002), le bulbe olfactif (t = 3,862, p = 0,005), le mésencéphale (t = 4,216,
p = 0,002), et I’hippocampe (t = 2,512, p = 0,031).
Pour les autres structures, la diminution de P’activité de la CAT n’est pas statistiquement
significative.
L’activité de la CAT au niveau des reins et au niveau du foie est diminuée de facon

significative chez les rats traités par rapport aux témoins (t = 4,198, p = 0,002), (t = 3,920,

p = 0,003).
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Figure 95 : Effets du mélange des métaux sur [’activité de la catalase, chez les rats adultes.
Toutes les données sont présentées comme la moyenne + S.E.M. (n = 6 / groupe). * p <0,05
** p <0,01 par rapport au groupe témoin.
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Figure 96 : Effets du mélange des métaux sur [’activité de la catalase chez les rats adultes au
niveau du foie () et des reins (D). Toutes les données sont présentées comme la moyenne +

S.E.M. (n =6/ groupe). ** p <0,01 par rapport au groupe témoin.

b. Effets du mélange des métaux sur P’activité de la glutathion peroxydase (GPX)
chez les rats adultes

L’activit¢ de GPX a été caractérisée par une diminution dans les différentes structures
cérébrales analysées. Ainsi, nous avons remarqué une diminution significative au niveau de
I’hypothalamus (t = 2,699, p = 0,027)), du mésencéphale (t = 3,022, p = 0,013), du pont
(t = 2,706, p = 0,022), du bulbe rachidien (t = 2,345, p = 0,041), et de I’hippocampe
(t=3,824, p = 0,003).
Une diminution significativede 1’activité de la GPX a également été observée au niveau des
reins (t = 7,780, p < 0,001) et du foie (t = 2,612, p = 0,026), chez les rats traités par rapport
aux témoins.
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Figure 97 : Effets du mélange des métaux sur [’activité de la GPXchez les rats adultes. Toutes
les données sont présentées comme la moyenne + S.E.M. (n = 6 / groupe). * p <0,05 ** p

<0,01 par rapport au groupe témoin.
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Figure 98 : Effets du mélange des métaux sur I’activité de la GPX au niveau (@) du foie et au

niveau (D) des reins. Toutes les données sont présentées comme la moyenne = SSE.M. (n =6/

groupe). * p <0,05 ,***p <0,001 par rapport au groupe témoin.

c. Effets du mélange des métaux sur ’activité de la glutathion-S-transférase (GST)
chez les rats adultes

L’activité de la glutathion S-transférase (GST) a diminué presque dans toutes les structures
cerébrales analysées. Les plus fortes baisses ont été observées dans le cortex (t = 3,142,
p = 0,010) et I’hippocampe (t = 2,678, p = 0,023). Les diminutions observées dans les autres
structures n'étaient pas statistiquement significatives chez les rats traités par rapport aux rats
témoins.
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Au niveau des reins et du foie, ’activité de la GST est également significative chez les rats

traités au mélange des métaux par rapport aux témoins (t = 2,463, p = 0,034), (t = 3,053,

p=0,012).
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Figure 99 : Effets du mélange des métaux sur I’activité de GST au niveau des structures
cerébrales analyséeschez les rats adultes. Toutes les données sont présentées comme la

moyenne = S.E.M. (n = 6/ groupe). * p <0,05 ** p <0,01 par rapport au groupe témoin.
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Figure 100 : Effets du mélange des métaux sur l’activité de GST, au niveau () du foie, et au

niveau (D) des reins chez les rats adultes. Toutes les données sont présentées comme la

moyenne = S.E.M. (n = 6 / groupe). * p <0,05 par rapport au groupe témoin.
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d. Effets du mélange des métaux sur Dactivité de la superoxyde dismutase (SOD)

chez les rats adultes

Une diminution tres significative de I’activité de la SOD était observée au niveau du cortex
(t = 6,519, p < 0,001), au niveau de I’hypothalamus (t = 2,951, p = 0,018), chez les rats
exposés comparés aux contrbles. Les autres structures du cerveau n'ont pas montré de
différences significatives.

Au niveau des reins, 1’activité de la SOD chez les rats traités est significativement inférieure
par rapport au groupe témoin (t = 4,299, p = 0,002). De méme au niveau du foie, on observe

une diminution significative chez les traités en comparaison avec les témoins (t = 9,987,

p < 0,001).
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Figure 101 : Effets du mélange des métaux sur [’activité de la SOD au niveau des structures
cérébrales analysées chez les rats adultes. Toutes les données sont présentées comme la

moyenne = S.E.M. (n = 6 / groupe). * p <0,05 *** p <0,001 par rapport au groupe témoin.
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Figure 102 : Effets du mélange des métaux sur [’activité de la SOD, au niveau () du foie, et

au niveau (b) des reins. Toutes les données sont présentées comme la moyenne + S.E.M. (n =

6 / groupe). * p <0,05 *** p <0,001 par rapport au groupe témoin.

e. Effet du mélange des métaux sur la peroxydation lipidique (MDA) chez I’adulte

Pour estimer la peroxydation lipidique, I’activité du MDA a été mesurée dans huit structures
cérebrales, a savoir le cortex cerébral, le bulbe olfactif, I’hypothalamus, 1’hippocampe, le
mésencéphale, le pont, le cervelet et le bulbe rachidien des rats traités avec les trois métaux
étudiés (Cd, Pb, Al) et leurs contrdles correspondants. L'activité a été significativement
augmentée dans le groupe traité dans de nombreuses structures, telles que le cortex cérébral
(t=-10,286, p <0,001),le mésencéphale (t = -3,107, p = 0,011), le pont (t =-3,782, p = 0,004),
et le bulbe rachidien (t = -5,128, p < 0,001), comparé au groupe témoin. L’activité a
également augmentée dans le cervelet et I’hippocampe, mais n'a pas atteint un niveau
significatif.

Au niveau du foie, I’estimation de la peroxydation lipidique est significativement augmentée
chez le groupe traité en comparaison avec le groupe témoin (t = -2,580, p = 0,027), ainsi
qu’au niveau des reins l'activité a significativement augmentée dans le groupe traité par

rapport au groupe témoin (t =-6,191, p < 0,001).
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Figure 103 : Les taux de MDA au niveau de différentes structures cérébrales analysees des
rats adultes traités avec le mélange des métaux. Le niveau de peroxydation lipidique du tissu
cerébral des rats a été exprimé en nmol / mg de protéine (moyenne = SEM, n = 6 par groupe).
***p < 0,001, **p<0.01, * p <0,05 par rapport au groupe témoin.
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Figure 104 : Les taux de MDA chez les rats adultes traités avec le mélange des métaux au
niveau (a) du foie, et au niveau (b) des reins. Le niveau de peroxydation lipidique a été
exprimé en nmol / mg de protéine (moyenne = SEM, n = 6 par groupe), p<0.05, *** p <0,001

par rapport au groupe témoin.

f. Effets du mélange des métaux sur I’activité de I’acétyle cholinestérase (AchE) chez
les rats adultes

Parmi les huit structures cérébrales analysées, une diminution significative de 1’activité AchE

a été observée dans le cortex, le mésencéphale, le cervelet et le bulbe rachidien. Cependant, le

test-t a révélé que l'inhibition n’était significative qu’au niveau du cortex (t = 4,582,
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p = 0,004) et du mésencephale (t = 2,780, p = 0,050), chez les rats traités par rapport aux

controles.

bo

£

£ 250

£ 200 .

g =150 _ i &

£ €0 * Control
> o x

:é 250 " = EMM
®

w

=

[*}

<

Figure 105 : Activités AChE dans différentes structures cérebrales des rats adultes traités
avec le mélange des métaux. L'activité spécifique a été exprimée en nmol / minute / mg de
protéine (moyenne = E.M., n = 6 par groupe). Test t : * p <0,05 ** p <0,01 est différent du

groupe témoin.

7/ Effet du mélange des métaux sur la prise alimentaire chez les rats

adultes.

a. Effets du mélange des métaux sur le poids corporel

Au cours de la premiere semaine de la prise alimentaire,il n’y a pas d’effet du mélange des
métaux sur le poids corporel des rats traités par rapport aux témoins, une diminution
significative du poids corporel est observée au cours de la deuxieme semaine chez les rats
traités au mélange des métaux par rapport a ceux non exposés (t = 3,946, p = 0,002), cette

significativité continue au cours de la troisieme semaine (t = 3,026, p = 0,011).
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Figure 106 : Effets de I'administration du mélange des metaux sur la prise de poids corporel.
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15 21

gain du poids corporels

Les valeurs sont des moyennes £ S.E.M. dans 21 jours de [’expérience **p<0.01 *p<0.05

b. Effets du mélange des métaux sur la consommation d’eau

La consommation d’eau au cours de la prise alimentaire est diminuée chez les rats traités en
comparaison avec le groupe contréle, mais cette diminution n’est pas statistiquement

significative.

Tableau 14 : effets de I'administration du mélange des métaux sur la consommation d'eau.

Ctrl MM

Consummation d’eau chez les rats male adulte :

Eau fraiche 3,127+ 0,425 2,241 +0,58

Les valeurs sont des moyennes + S.E.M. dans 21 jours.

c. Effets du mélange sur la prise alimentaire
La prise alimentaire diminue chez le groupe traité par le mélange des métaux dés la premiére
semaine mais de maniére non significative, cette diminution évolue au cours de la deuxiéme
semaine de maniére significative (t = 2,771, p = 0,017), elle évolue au cours de la troisiéme
semaine pendant laquelle la prise alimentaire est devenue significativement faible chez les

rats exposes au mélange des métaux par rapport aux controles (t = 2,822, p = 0,015).
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Figure 107 : Effets de I'administration du mélange des métaux sur la prise alimentaire durant
les 21 jours de [’expérience. Les valeurs sont des moyennes + S.E.M. * p <0,05 par rapport

au groupe témoin.
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Discussion générale

Un grand enjeu de la toxicologie environnementale concerne la problématique des effets des
mélanges de substances chimiques auxquels ’homme peut étre exposé a travers 1’alimentation
et ’environnement au sens large. Le probléme de chronicité et des faibles doses est un sujet
¢galement trés important. L’objectif principal de cette étude a été  d’évaluer
expérimentalement les risques neurotoxiques potentiels induits par 1I’exposition au Cd ou a un
mélange de métaux (Cd, Pb, Al) a différents stades de développement et de maturation du
SNC. Le développement de ce dernier passe par plusieurs stades avant d’atteindre sa
maturation. L’une des étapes cruciales se situe entre la gestation jusqu’ aux 3 a 4 semaines
apres la naissance (Dobbing et Sands, 1966). C’est la période de « Brain growth spurt »
(BGS). Cette derniére est caractérisée par une augmentation rapide de la taille du cerveau et
du début de la synaptogénése, de la prolifération neuronale et de la myélinisation (Davisson et
Dobbing, 1966). Au cours de cette période de développement, le SNC est souvent plus
vulnérable aux agressions toxiques que celui de I’adulte. En effet, il est intéressant de noter
que I’exposition aux produits neurotoxiques pendant la gestation ou a I’enfance induit une

variété de troubles neurodéveloppementaux et neurologiques (Costa et coll 2008).

Comme mentionné ci-dessus, le but ultime de la présente étude a été d'étudier les effets de

I'exposition prénatale et postnatale au CdCl,, et au mélange des métaux (Cd, Pb, Al) pris a

faible dose, dans I'eau de boisson au cours de la phase de gestation et pendant la période de
lactation sur les aspects de développement physique et fonctionnel des nouveaux nés, sur leur
comportement ainsi que sur leur statut oxydatif, et dans un deuxiéme temps d’évaluer la

persistance de ces effets a I’age adulte suite a une longue période d’exposition.
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Les résultats qui en ont été issus indiquent clairement que I’exposition a une faible dose de
CdCl,, et au mélange des métaux, au cours de ces périodes a conduit @ une immaturation et a

des anomalies fonctionnelles chez les nouveaux nés, ainsi que chez 1’adulte.

Effet sur le comportement maternel

A notre connaissance aucune étude n’a évalué auparavant ’effet du cadmium seul ou du

mélange des trois méetaux (Cd, Alu et Pb) sur le comportement maternel.

Nos résultats ont montré que certains paramétres non maternels ont été affectés chez les
femelles gestantes sous 1’effet de I’exposition continue au cadmium pendant la gestation. En
effet, les femelles gestantes traitées ont un score d’auto-toilettage significativement supérieur
a celui des témoins. De méme, la consommation de nourriture et d’eau ont augmenté chez le
groupe des traités au Cd par rapport aux témoins. Pour les autres activités non maternelles,

nous n’avons pas noté de différences significatives.

Pour le mélange des métaux seul ’auto-toilettage a été affecté par 1’exposition des rats au
mélange de métaux. Les autres activités non maternelles (consommation de nourriture et
d’eau) n’ont pas montré de différences significatives entre le groupe témoin et celui traité par

le mélange.

Les résultats du comportement maternel montrent clairement que Les méres exposées au
mélange de métaux passaient plus de temps a faire le toilettage des ratons que le groupe
témoin. Cependant, méme si elles passaient moins de temps dans le nid, a transporter la

progeniture, ces resultats restent non significatifs.

Cependant, ces résultats montrent que la monoexposition métallique au Cd ne n’affecte pas ce

comportement entre le groupe traité et le groupe témoin concernant le comportement maternel
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Pour D’allaitement maternel, seul le groupe trait¢é au mélange a montré des différences
significatives, en effet nous avons constaté que les meres traitées au mélange passaient plus
de temps en allaitement passif que le groupe témoin. Les femelles traitées au Cd ne
montraient pas de différences significatives avec les témoins.

Nous avons analysé le poids corporel ainsi que la consommation d’eau pendant la gestation et
I’analyse des résultats ne montre aucune différence significative entre le groupe traité au Cd et
le groupe témoin. Ces résultats sont en accord avec les données de la littérature (Salvatori et
coll., 2004).

Pour le test de récuperation, les femelles traitées au mélange ou au Cd mettaient plus de temps
a récupérer et a ramener tous les ratons dans le nid par rapport aux controles.

Les femelles gestantes traitées au mélange des métaux avaient un poids significativement
inférieur par rapport aux témoins. Une diminution du poids corporel a également été observée
apres un traitement au chlorure d’Aluminium (Ghorbel et coll., 2016).

De méme, la consommation d’eau a été affectée significativement par 1’exposition au mélange
pendant le stade gestationnel. Des résultats similaires ont été rapportés pour le plomb (Bunn,
et coll., 2001) et pour I’aluminium (Ghorbel, et coll., 2016), pouvant donc pointer le role de
ces éléments dans cette diminution.

L’ensemble des résultats démontre clairement que le comportement maternel reste fortement
sensible a I’effet des métaux lourds en trace, que ce soit en mode individuel ou sous forme de
mélange, arguant fortement de la sensibilité de la période de gestation et a un second degré de

lactation.
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Effet sur les parameétres morphologiques

Effet de la mixture des métaux sur les parametres morphologiques

Des études chez des rongeurs ont montré que, pendant la grossesse, le stress maternel di a la
contention, au bruit, a la lumiere et a la chaleur peut étre associé a des effets indésirables chez
la mere et étre prejudiciable au développement embryonnaire / feetal et postnatal (Golub et
coll., 1976. Miller et coll., 2002. Nishio et coll., 2001). En outre, il est également bien connu
que I’exposition a certains métaux pendant la gestation peut également causer des toxicités
pour le développement (Domingo et al, 2004), une exposition prénatale a 100 mg / kg / jour
d’Al, seul ou associé a un stress de contention, induit une diminution du poids corporel a
partir du douzieme jour postnatal et des retards d’éruptions des incisives, maturation sexuelle,
(descente testiculaire). Au cours des derniéres décennies, plusieurs études concernant les
métaux ont confirmé que la mixture de différents métaux induit une diminution du poids
corporel chez le rat (Su et coll., 2017. Colomina et coll., 2005), ce qui va dans le méme sens
que la présente étude qui montre un effet du mélange des 3 métaux sur les paramétres
morphologiques ; avec une diminution du poids corporel des nouveaux nés (PN12, PN15), un
retard significatif dans 1’explosion des incisives ainsi que pour la maturation sexuelle.
L’exposition au Cd pendant la gestation et la lactation, affecte également négativement le
poids corporel des ratons. En effet, le poids corporel du groupe de ratons traités exposés au
chlorure de cadmium pendant la gestation et la lactation, mesuré au cours des jours PN5,
PN12, PN15 et PN17, était significativement inférieur a celui du groupe témoin.
L'organisation mondiale de la santé (OMS) (2001) a confirmé que le poids a la naissance des
nouveau-nés était nettement plus bas aprées I'exposition maternelle au cadmium.

Cette différence de poids peut étre corrélée a la concentration élevée de cadmium dans le

placenta et au fait que les rates gestantes donnant des nouveau-nés de faible poids présentent
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un taux élevé de cadmium dans le placenta (Llanos et coll., 2009). L'exposition prénatale a 50
ppm de cadmium induit une diminution significative du poids corporel des ratons par rapport
aux rats non exposés (Ronco et coll., 2009), mais pas une diminution chez les rats exposés a
30 ppm (Ronco et coll., 2009), ce qui indique que la relation entre I'exposition au Cd et le
poids a la naissance dépend directement de la dose d'exposition ainsi que la voie
d’administration.

Par ailleurs, aucune différence de poids corporel au PN21 n'a été observée entre les ratons
expérimentaux, des résultats similaires ont été rapportés par d'autres études impliquant des
animaux traités au cadmium (Kamel et coll., 2011).

De plus, la diminution du poids a la naissance causée par une exposition au cadmium est
probablement une conséquence de la présence d'une fente palatine, qui est une malformation
externe provoquée par une exposition au cadmium au cours de I'embryogenese. La présence
d'une fente palatine peut nuire a I'allaitement des ratons, qui affecte de maniere indirecte le
développement corporel au cours de cette période (Salvatori et coll.,, 2004).
Les paramétres physiques évalués ont montré qu'il n'y avait pas de différence significative
concernant le détachement des oreilles, le nombre de jours d'ouverture des yeux, et
I’apparition des poils. De méme Kamel et coll (2011), ont observé qu'il n'y avait pas de
différence significative concernant l'apparition des poils, le détachement des oreilles et
I'ouverture des yeux, chez les ratons traités par rapport aux contréles, par contre il y avait des
différences significatives entre les groupes concernant I'éruption des incisives.

Dans d'autres études, il a été stipulé qu’au stade embryonnaire le cadmium pouvait provoquer
un blocage lors de I'éruption des dents et de la racine (Hamada et coll 1989). Katsuta et coll
(1996) ont étudié les effets du cadmium sur les dents molaires et incisives et ont observé une
réduction du pigment de fer dans les cellules améloblastes et des lésions au niveau de I'organe

d'émail des incisives.
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La diminution de la longueur corporelle de la progéniture exposée au Cd au cours de la
gestation et de la lactation, y compris chez les males et les femelles, était nettement inférieure
a celle observée chez les témoins. Ces résultats concordaient avec des resultats récents de
Xue et coll (2015), qui rapportent que le Cd pourrait avoir un lien avec le développement
feetal ou la croissance postnatale.

Par contre, des données contradictoires ont €té rapportées lorsque des souris gestantes
recevaient du chlorure de cadmium dans de I'eau de boisson pendant I'allaitement, du PN1 au
PN17, en contradiction avec nos données, ces études indiquent qu'il n'y avait pas de
différences significatives entre le groupe témoin et le groupe exposé au Cd pour le poids
corporel durant la période postnatale chez les males (Petersson et coll 2004), ces différences
peuvent étre liés aux périodes d'exposition.

Il a été montré qu’une exposition prénatale a 100 mg / kg / jour d’Al, seul ou associé a un
stress de contention, induit une diminution du poids corporel a partir du PN12, un retard
d’éruptions des incisives et de maturation sexuelle (descente testiculaire). Au cours des
derniéres décennies, plusieurs études faites sur les métaux ont confirmées que le mélange de
plusieurs métaux induit la diminution du poids corporel chez le rat (Hong et coll 2017, Teresa
et coll 2005), ce qui va dans le sens des résultats de la présente étude, qui met en évidence un
effet net de D’exposition au mélange des 3 métaux sur les parametres morphologiques,
matérialisé par une diminution du poids corporel des nouveaux nés (PN12, PN15), ainsi qu’un

retard significatif dans 1I’explosion des incisives et de la maturation sexuelle.
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Effet sur les tests de neurodéveloppement

Les résultats du présent travail ont mis en évidence un retard global dans le réflexe inné
comme conséquence a 1’exposition pré- et néonatale au mélange de métaux (Cd, Pb et Al) ou
au Cd seul. En effet, nous avons noté un retard prononcé dans le réflexe de redressement et
celui de géotaxie.

Le réflexe de la géotaxie negative serait lié a la position anormale de la téte et du corps qui
sont sous le contréle du systéme vestibulaire et postural (Adams et coll 1985). Ceci pourrait
donc étre lié a un retard de maturation de ce systeme (Rainires et Spear 2010).

De méme, un déficit dans le réflexe de redressement a été observé chez les animaux traités, ce
réflexe évalue les aspects liés aux fonctions vestibulaires et ou proprioceptives (Scher et coll
2006). Ce type d’altération a ét¢é montré comme un déficit accompagnant un retard du
développement du cervelet (Aruga et coll 1998). Il faut noter dans ce sens que des altérations
des activités enzymatiques du systéme anti-oxydant comme la SOD ou encore la GST et
I’AChE ont été mises en évidence au niveau du cervelet au méme titre qu’une augmentation
de la peroxydation lipidique. Ces données pourraient €tre a 1’origine de ce retard observé, du
moins partiellement. Sur le méme trend, les animaux traités se distinguent aussi par un retard
concernant le test de chute avec choix des cages. Ce type de retard pourrait étre relatif a des
perturbations de la maturation des fonctions sensorimotrices associées au developpement
nerveux (Santillan et coll 2010). Nous avons utilisé le test de natation pour évaluer la
coordination motrice et I’équilibre chez les traités et les témoins. Nous avons constaté que les
ratons traités avaient des scores supeérieurs aux témoins, montrant en ce sens une
hyperactivité. L’origine de cette hyperactivité pourrait étre recherchée au niveau de la
diminution de I’activité de I’AChE cérébelleuse durant la période postnatale. Cette diminution

entraine une présence accrue d’acétylcholine qui entraine par la suite une potentialisation de
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I’activité locomotrice. Cet effet observé pour le mélange pourrait étre dii entre autres, a
I’addition des effets des trois métaux mais aussi probablement a I’effet déterminant du plomb,
bien connu pour générer la présence de troubles du comportement de I'enfant comme
I’impulsivité et I'inattention (Needelman et coll 1979, Winnecke et coll 1983, Hansen et coll
1989, Bergomi et coll 1989, Silva et coll 1988, Thompson et coll 1989, Needleman et coll
1996) et méme a I'age adulte (Bellinger et coll., 1994). Globalement, il semble y avoir un lien
entre 1’exposition au mélange des métaux et l'hyperactivité ou le déficit de I'attention. En
1988 par Silva et coll, ont confirmés que la présence d'une plombémie élevée est associée
directement aux difficultés de lecture, aux problemes d'attention et d'hyperactivité chez les
enfants agés de 11 ans issus d'un milieu plutét favorise. A charge de cette allégation,
I’augmentation des niveaux d’AChE chez les ratons exposés uniquement au Cd, montrant par
conséquent une baisse de I’activité locomotrice. En effet, les résultats révelent la présence
d’un déficit au niveau de la progéniture exposée au Cd par rapport au groupe témoin, mise en
évidence par le test du «swimming developpement» avec diminution du score d'angle de nage,
de la direction et celui pour l'utilisation des pattes. Il faut noter que I'ontogenése de la natation
renseigne sur le développement de la coordination neuromotrice et de la capacité de nager

(Kihara 1991).

Effet sur le comportement aprés sevrage et a I’age adulte

D'apres nos données, il est évident que I'administration de cadmium pendant la gestation et la

lactation a entrainé une réduction significative des carreaux centraux traverses par le groupe

traité au Cd, et I'inverse pour les carreaux periphériques. Cependant, quelques études ont lié

I’augmentation de I'activité locomotrice a 1'hyperactivité chez les ratons exposés au Cd de la

naissance a 30 jours apres la naissance, et qu’une faible dose d'exposition au Cd chez le rat a

entrainé une hyperactivité importante au bout de 30 jours de la vie postnatale, suivie d'un
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coma chez le rat adulte (Rastogi et Coll 1971). Cet effet du Cd, serait cette fois-ci di a une
bioaccumulation du métal.

Comme nous I’avons mentionné auparavant, I’ensemble des résultats montrent que les
animaux exposés en période pré et néonatale, juvénile et /ou adulte augmente le niveau
d’anxiété exprimé par une diminution du temps pass¢ dans le centre du champ ouvert et une
augmentation de I’indice d’anxiété comme le montre les données du test du labyrinthe en
croix surélevé, la présente étude montre que 1’exposition prénatale au Cd a produit un
pourcentage d’anxiété plus élevé chez la progéniture exposée comparée au contrdle, avec une
réduction dans le pourcentage du temps passé dans les bras ouverts, ainsi que le pourcentage
d’entrées dans les mémes observés dans le groupe Cd. Mervat et coll (2011) avaient déja
démontré, dans certaines expériences récentes avec la méme dose d'exposition, que le
chlorure de cadmium entrainait une augmentation significative du niveau d'anxiété chez la
progéniture exposée a la gestation et a la lactation. Plusieurs études indiquent que l'anxiété est
régulée par les systémes gabaergique (GABA) et sérotoninergique (5-HT). A cet égard, une
augmentation de Dactivit¢ du GABA diminue D'anxiété¢, et une diminution de la
neurotransmission de la 5-HT entraine des effets anxiolytiques (Gray et coll 1984, Chopin et
coll 1987). Comme mentionné précédemment, I'exposition chronique au Cd chez I'hnomme
provoque des maux de téte, des troubles du sommeil, des modifications du comportement
alimentaire et des déficits de la mémoire, des eléments de preuve indiquent que le GABA et la
5-HT participent, du plus en plus dans la régulation de ces fonctions du SNC (McEntee et coll
1991). Il semble donc probable que I'exposition au Cd entraine des modifications des
systemes GABA et 5-HT susceptibles d'étre responsables de ces effets.

D’autre part, le temps de latence au début du test d’enfouissement des billes reflete les
niveaux d'activite exploratoire des animaux et leur motivation pour effectuer un

comportement inné (Jirkof et coll 2013) a ét¢ aussi utilisé pour étudier 1’aspect motivationnel
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et il apparait clair dans notre cas que les ratons exposés au Cd sont moins motivés a explorer
le milieu du dispositif. Les parametres de ce test sont reconnus comme mesurant le
comportement répétitif, et sa performance est influencée par d'autres facteurs tels que la
motivation, I'anxiété et le rythme circadien (Jirkof et coll 2013). Par ailleurs, il a été démontré
que les performances d’enfouissement des billes étaient directement liées aux comportements
répétitifs (LA et coll 2009), qui sont couramment observés dans plusieurs troubles
psychologiques, tels que I’autisme et la schizophrénie (Jirkof et coll 2013, Angoa-Pérez et
coll 2013).

A T1’age adulte les rats qui continuent a avoir le Cd dans ’ecau de boisson expriment une
augmentation du pourcentage d’anxiété par rapport aux témoins qui est expliqué par la
diminution dans le pourcentage du temps passé dans les bras ouverts, ces résultats sont en
accordance avec Goncalves et coll (2012) qui ont montré que les rats exposés au Cd a
différentes faibles doses a 1’a4ge adulte présentent une augmentation du comportement
d'anxiété. De méme pour le champ ouvert, les rats exposés au Cd passent plus de temps dans
la périphérie que dans le centre par rapport a ceux non exposé, cependant des études récentes
ont rapporté que le dysfonctionnement du comportement est 1i¢ directement a 1’exposition au
cadmium (Gagnaire et coll 2011). Une augmentation de I'activité locomotrice apres
I'administration de cadmium a été rapportée (Rastogi et coll 1977, Wong et coll 1982, Kaoud
et coll 2010), ainsi que I’hypoactivité consécutive suite a une exposition au Cd (De’si et coll
1999). Notre résultats de 1’activité locomotrice chez le rat aprés une administration de
cadmium peut étre expliquée par un indice de dépression, car selon Chkhartishvili et coll
(2011) une diminution de I’activité locomotrice dans le champ ouvert a été associée a des
symptomes de type dépression chez le rat. Pour les performances de la mémoire dans notre
¢tude une diminution du pourcentage de reconnaissance et d’alternation a été observée, ce qui

suggere une altération de I'apprentissage et de la formation des traces mnésiques. Les mémes
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résultats ont été exploités dans des études récentes, concernant des rats intoxiqués par voie
orale avec du Cd ou des pommes de terre cultivés avec du Cd et qui ont montré une altération
de la cognition (Goncalves et coll 2010, 2012).

D’autre part, nos résultats sur le mélange des métaux, indiquent que l'administration du
mélange des 3 métaux pendant la gestation et la lactation a entrainé une réduction
significative dans le temps de passage dans les carreaux centraux par le groupe traité aux
métaux, et l'inverse pour le temps de passage dans les carreaux périphériques. Cependant,
chez le groupe traité par rapport au groupe témoin, et qui persiste a 1’age adulte. Selon cette
affirmation, des études récentes, ont déja montré que le mélange de différents métaux
entrainait une augmentation significative du niveau d'anxiété chez la progéniture exposée a la
gestation et a la lactation ( Mervat et coll 2011, Leret et coll 2003).

Le mécanisme par lequel le mélange des métaux est capable de modifier le comportement
reste a établir. Selon Leret et coll (2003) ce mécanisme passerait via la sérotonine et les
neurones dopaminergiques de I'hippocampe. Ces deux systemes sont impliqués dans la
régulation des CRF (Corticotropin-releasing hormone) qui jouent un r6le important dans les
systémes impliqués dans le comportement de I’anxiété. Le systeme sérotoninergique joue un
role central dans la modulation de I'anxiété (Voig et coll 1998), et une augmentation des
niveaux de 5-HT dans I'hippocampe est associée a un effet anxiogéne. En outre, il existe un
contrdle sérotoninergique du développement des systemes contrélant I'anxiété. D'autre part les
différentes susceptibilités des structures du cerveau a I’intoxication aux métaux pourraient
également étre liées a la différence dans la formation et la maturation des différentes
structures du cerveau. Plusieurs preuves suggérent une association entre le dysfonctionnement

hippocampique et les déficiences comportementales observées chez des animaux de
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laboratoire apres une exposition néonatale au Pb (Kuhlmann et coll 1997, Lasley et coll
1993).

Le traitement par les trois métaux a montré une altération de la mémoire dans le test de la
reconnaissance des objets ainsi qu’une diminution du pourcentage d’alternance dans le test de
labyrinthe en Y, qui est comparativement diminué par rapport aux témoins. La déficience
observée peut étre liée a une possible action inhibitrice du plomb sur les neurones immatures
de I'hippocampe, en interférant avec la formation de synapses et par conseéquent pourrait avoir
contribué a des déficits au niveau de la formation de la mémoire. A noter que les synapses des
granules dentés de I'hippocampe se stabilisent aprés 6 a 8 heures d'apprentissage (Doyle et

coll 1992).
Effet sur le statut oxydatif

Tres peu d'auteurs ont choisi d'effectuer des expériences similaires sur le systeme nerveux
central en développement et les données sont lacunaires concernant les études faites sur les
différentes structures cérébrales chez 1’adulte ainsi que chez les nouveau-nés. A notre
connaissance, notre investigation forme en ce sens, la premiéere étude specifiquement
consacrée a la neurotoxicité au cours du développement suite a une intoxication au Cd ou au
mélange des métaux sur les activités enzymatiques cérébrales (en corrélation avec les tests
neurocomportementaux).

La majorité des études antérieures portant sur ces enzymes (CAT, GPX, GST, SOD) dans le
cerveau entier de rats nouveau-nés ou adultes exposés au cadmium in vivo, ou in vitro, ont
révelé une diminution de leur activité (Ahammadsahib et coll 1987, Antonio et coll 2003, Pari
et coll 2007, Zhang et coll 2009), bien qu'il existe des données opposees (augmentation de
I'activité) in vivo et in vitro (Carageorgiou et coll 2004-2005, Liapi et coll 2013) (suivant les
doses administrées ou les voies d’administration). Néanmoins, 1’é¢tude au niveau des

structures bien précises de la réponse de ces enzymes dans le systeme nerveux central de rats
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traités au Cd peuvent révéler des profils contradictoires de réponses enzymatiques par rapport
a ceux observés dans des homogénats de cerveau entier. Ceci prévaut aussi pour I’activité de
I’acétylcholinestérase.

Le profil développemental des taux de GSH et de GPx dans le cerveau des nouveaux nés a
montré des fluctuations considérables, qui peuvent refléter leurs besoins a différents stades de
développement. Une telle variation ontogénique dans le cerveau du rat a également été
rapportée par Shivakumar (1991). En outre, les données ont également révelé un déclin des
activités de la SOD cérébrale et de la CAT avec I'age. Amita et coll (1995) explique que cette
modification a été liée a la concentration de cadmium et suggére que le rythme d'absorption
de cadmium ne pourrait pas correspondre a la croissance cérébrale rapide au cours de cette
période. La mise en place d'une barriere hémato-encéphalique et d'une exposition plus faible
au Cd par le lait pendant la période de lactation pourraient étre des facteurs responsables de
ces observations. Amita et coll (1995) suggérent aussi que la réduction du poids corporel
chez les nouveaux nés peut étre aussi un facteur de ces changements au niveau du stress
oxydatif ce qui indique que l’effet toxique du Cd pourrait étre plus délétere en cas
d'exposition pendant la période de gestation. Un poids corporel normalisé au cours des
périodes ultérieures (PN21) suggére une récupération impressionnante pendant le
développement postnatal. Bien qu'il soit tout a fait possible que certaines modifications non
spéecifiques du cerveau surviennent chez les rats traités au Cd aux premiers jours en raison
d'une réduction du poids corporel. D’autre part des niveaux altérés de GSH, de GPx, de SOD
et de CAT dans le cerveau ont été rapportés chez des rats sous-alimentés et atteints de
malnutrition protéique (Gill KD et coll 1989). Dans ce contexte, notre étude expérimentale
fournit une vue spécifique a la région cérébrale des changements des activités enzymatiques

cerébrales en conséquence a la neurotoxicité au Cd au cours du développement.
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Pour I’activité de 1I’AchE, nos données démontrent qu’aux derniers ages étudiés (PNI1S5,
PN21), le bulbe olfactif et le cervelet sont particulierement les structures touchées par la
neurotoxicité développementale induite par le Cd, chez les ratons des méres exposées au Cd
pendant la gestation et la période de lactation, ce qui est conforme avec Vasileios et coll
(2013), qui ont démontré la méme chose pour le cervelet.

Les résultats obtenus dans notre étude montrent que le traitement au Cd induit une
augmentation de la peroxydation (LPO) des lipides dans le cerveau, pendant toutes les
périodes de lactation. Les résultats de la présente étude sont conformes a ceux de Amita et
coll (1995), qui indiquent qu’aux jours postnataux PN1, PN7, PN14 et PN21, une
augmentation de I’activit¢ de MDA aprés une exposition au Cd pendant le période de
gestation et de lactation.

L’exposition maternelle au chlorure de Cd dans I’eau de boisson pendant la gestation et la
lactation entraine des modifications importantes des activités de I’AChE dans le cervelet et le
bulbe olfactif, ainsi qu'une diminution de I’activité antioxydant telle que la CAT, la GPX, la
GST et la SOD. Selon la présente étude, 1’exposition des meres enceintes a une faible dose de
Cd par voie orale peut entrainer des modifications de la défense anti-oxydante, au niveau du
systeme cérébral au cours de la période critique du développement, ce qui peut avoir des
conséquences graves plus tard dans 1’age adulte. A cet age précisément, 1'exposition au
cadmium (5mg /1), a provoqué des altérations neurocomportementales qui pourraient étre liées
aux épuisements des mécanismes de défense antioxydants (Bouayed et coll 2009), ce qui
perturbe le redox cellulaire et conduit au stress oxydatif. En effet, une augmentation des
niveaux de LPO et une diminution dans les niveaux de GST, de SOD, de CAT et de GPx ont
¢té observés. La diminution des niveaux d’enzymes anti oxydants peuvent étre attribués a
I'accumulation de Cd dans le tissu cérébral qui conduit a la consommation du pool GSH

(Onyema et coll 2006). L’épuisement du contenu en GSH désactive les enzymes
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antioxydants, et le Cd a été démontré pouvant se lier au groupe sulfhydryle (-SH) des
enzymes oxydatifs, ce qui conduit a leur inhibition (Renugadevi et coll 2009).

Le Cd induit des altérations neuropathologiques et neurochimiques dans le cerveau, ce qui
provoque de graves dommages, y compris I'encéphalopathie, la neuropathie périphérique. De
plus, I'exposition au Cd modifie la névroglie corticale et les cellules pyramidales et
granulaires (Afifi et coll 2016). En outre le Cd diminue I’attention, altére la mémoire et les
fonctions olfactives (Wang et coll 2013). Par conséquent, les cellules sont déformées et
rétrécies en raison de dommages au fonctionnement de la structure, de biosynthése de
protéines cellulaires, d'acides nucléiques, de certaines enzymes et de divers
neurotransmetteurs (Afifi et coll 2016). Un autre aspect important a discuter ici est I’effet du
Cd sur le systeme cholinergique, qui joue un réle crucial dans la régulation de l'apprentissage,
la mémoire, et I’organisation corticale du mouvement (Mesulam et coll 2002). Dans la
présente étude, I'exposition au Cd a diminué l'activité de I'AChE dans le cortex cérébral, le
cervelet et le bulbe rachidien par contre pour I’hypothalamus, le bulbe olfactif, le
mésencephale, 1’hippocampe et le pont, il n y avaient pas de différences entre les deux
groupes, ce qui est en accord avec les résultats publiés par Goncalves et coll (2010) pour le
cervelet des rats exposés au Cd (2 mg / kg) qui a montré une diminution de la I’activité AchE.
Idem pour les travaux de Fatima et coll (2014) qui ont montré qu’aprés une exposition au cd a
la dose de 2,5 mg/kg il y a une diminution de 1’activité AchE au niveau du cortex cerébral
mais pas au niveau du cervelet. Cependant, les doses de Cd étaient différentes a celles
utilisees dans notre étude, et la période expérimentale d'exposition a ce metal était inférieure a
celle de cette étude.

Il est important de souligner que les resultats décrits dans la littérature, liés aux effets du Cd
sur l'activité de I'AChE sont controverses (Carageorgiou et coll 2004, Luchese et coll 2006).

Certaines études ont montré que le cadmium pouvait influencer I’activité de I’AChE de
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maniere différente apres une administration a court et a long terme (Carageorgiou et coll
2004, Fasitsas et coll 1991, Carageorgiou et coll 2005).

Plusieurs mécanismes ont été proposés pour expliquer les effets du cadmium sur l'activité
AChE. Casalino et coll (1997) suggerent que le Cd peut modifier 1’activit¢ AChE par le
déplacement des ions métalliques du site actif ou par la désactivation directe du site de
I'enzyme. En outre, Appleyard et coll (1994) suggerent de leur part, que l'inactivation de
I'enzyme AChE pourrait étre le résultat de lI'occupation de ses sites actifs par des métaux
lourds. 1l est important de noter qu'une inhibition de l'activité AChE causée par le cadmium
peut conduire a une hydrolyse du neurotransmetteur ACh dans la synapse et potentiellement
une quantité anormale de ce neurotransmetteur peut provoquer une sur-activation des
récepteurs cholinergiques et générer par la suite des effets toxiques possibles (Walker et coll
2001). D'autre part, il a été rapporté que l'activation d'’AChE conduit & une dégradation rapide
de I'ACh et a une stimulation ultérieure des récepteurs ACh entrainant des effets indésirables
sur les fonctions du systeme cognitif (Tougu et coll 1996, Soreq et coll 2001).

Concernant le groupe du mélange des metaux il y a une diminution dans toutes les activités
étudiées (CAT, GPX, GST, SOD) en ce qui concerne la période du développement (PN5,
PN10, PN15, PN21). En effet la majorité des études antérieures portant sur ces enzymes
(CAT, GPX, GST, SOD) dans le cerveau entier de rats nouveau-nés ou adultes exposes au
mélange des métaux in vivo, ont révélé une diminution de leur activité (Yu-mei et coll 2009,
Xiaobo et coll 2013, Anushruti et coll 2015).

Pour I’activité de I’acétylcholinestérase (AchE) nos données démontrent que 1’inhibition a
I’age de 5 jours est plus forte que 1’age de 10 jours, ainsi qu’au PN15 avec une inhibition au
niveau du cervelet (Ghorbel et coll 2016) et au niveau des hemisphéres cérébraux mais a I’age
de 21 jours il n’y avait plus de différences significatives, en concordance avec les travaux de

Yu-Mei et coll (2009), ayant mesuré I’activité de 1’acétylcholinestérase chez les nouveaux nés
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(PNO et PN21) des rats femelles traités pendant la gestation par un mélange de Cd+Pb , ils
ont mis en évidence une diminution de I’activité de I’AchE , le mécanisme de cette altération
de la fonction cholinergique par les métaux n'est pas clair. Il a été généralement accepté que
les métaux désactivent les cholinestérases en se liant a leur site anionique (Simkiss et coll
1993, Guilhermino et coll, 1998), empéchant ainsi I’acétylcholine de se lier & la cholinestérase
puis sa dégradation par la suite. En outre d’autres études suggérent que différents métaux
peuvent inhiber I'AChE distinctement a cause de leur propriétés uniques, telles que la taille
ionique, la capacité de formation de complexe, I’électro-négativité, et la réduction potentiel
(Guilhermino et coll 1998, Grippo et coll 2003). Dans la présente étude, une importante
diminution de l'activité de I'AChE a été observée chez groupes expérimentaux par apport aux
témoins, et l'activité de I’AChE était significativement faible dans le groupe du mélange des
métaux que dans le groupe Cd (métal individuel), ce qui est cohérent avec les conclusions
précédentes (Antonio et coll 2003).

Vu la vulnérabilité des neurones cholinergiques aux métaux, des études ont été menées pour
comprendre I’impact des métaux sur les récepteurs cholinergiques, l'activité de I'AChE et
d'autres parametres associée a l'intégrité des fonctions cholinergiques. En accordance avec
nos résultats Abdalla et coll (2014) ont révélé une diminution dans l'activité de I'AChE dans le

cortex cérébral et aucune modification du striatum lors d’une exposition au Cd chez le rat.

Effet sur la prise alimentaire
Notre étude montre que le poids corporel diminue suite a une exposition au Cd parallele a une
baisse de la prise alimentaire en comparaison avec le groupe non exposé, en revanche l'effet
du Cd sur I’évolution du poids corporel au cours de la prise alimentaire a été signalé¢ dans
plusieurs travaux. Yuhas et coll (1977), ont montré que I’exposition des rats au Cd dans I'eau

de boisson durant 13 semaines n'a pas d'effet sur le poids corporel. Par contre dans plusieurs
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autres travaux, une perturbation importante de 1’évolution du poids sous effet du Cd a été
notée (Itokawa et coll 1974, Kawamura et coll 1978, Takashima et coll 1978). Certains
auteurs ont attribu¢ cette perturbation a la diminution de la prise alimentaire, c’est a dire que
les rats contaminés présentent des comportements anorexiques (Pond et coll 1975, Cousins et
coll 1977, Itokawa et coll 1974). En accord avec les travaux de Takashima et coll (1978)

effectués sur des rats, d’autres résultats de Messaoudi et coll (2002) ont montré clairement

que chez les Meriones shawi, le Cd entraime une baisse corporelle qui est liée directement
aux effets toxiques de ce métal.

D’autre part I’exposition au mélange des 3 métaux provoque une diminution du gain du poids
corporel, au cours de la prise alimentaire ainsi qu’une réduction de la prise de 1’eau chez les
rats adultes exposés au mélange par rapport aux témoins. Des études faites chez I’homme
indiquent que, I'absorption gastro-intestinale du plomb est augmentée lorsque les composeés de
plomb sont ingérés en l'absence de nourriture, la prise de nourriture est également connue
pour réduire I'absorption de nombreuses autres substances, y compris une variété
d'antibiotiques, de sédatifs et d'autres médicaments (Goodman et coll 1971) d’autre part une
réduction de I'apport alimentaire chez le rat est en rapport avec 1’augmentation de la
proportion du plomb ingéré dans le corps (Quarterman et coll 1976).

A partir de la combinaison toxicologique des métaux, notamment avec des concentrations trés
faibles, on peut dire que la compétition d’absorption entre ces métaux ainsi que I’interaction
entre eux peuvent expliquer parfois 1’effet non observable de la toxicité (Wu et coll 2012,
Smith et coll 2012). D’autre part, cette compétition entre les métaux démontrée par plusieurs
auteurs peut expliquer 1’effet antagoniste en cas de mélange en comparaison avec 1’exposition
a un metal individuel (Pillai et coll 2002 , 2003, 2010, Nampoothiri et coll 2008). En effet
pour mieux comprendre l’interférence entre les métaux, il y a plusieurs études qui se

focalisent sur le sujet d’absorption des métaux au niveau de I’intestin. La pluparts des études
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réalisées suggerent que I’absorption des métaux, surtout en cas de Pb et de Cd au niveau de
I’intestin, se fait en compétition avec des oligo-éléments & savoir le fer (Fe?*) et le calcium
(Ca?"). Effectivement, des expériences in vivo chez le rat indiquent que le Cd*" interfére avec
I'absorption intestinale de Fe?*, & cause de leur similarité ionique, et suggérant que ces deux
ions métalliques pourraient utiliser les mémes voies de transport (Bunn et coll 1966, Hamilton
et coll 1974, Hill et coll 1963, Leon et coll 1985, Schafer et coll 1984).

D’autre part un autre mécanisme potentiel impliqué dans l'absorption du Cd*" dans les
entérocytes est le transporteur de Zn. 1l a été supposé que le Cd*" imite le Zn?* (similitude des
charges) et est transporté dans les entérocytes via un transporteur de Zn** (hZTL1). Ce
transporteur, qui est présent dans la membrane plasmique luminale des entérocytes, est
responsable du transport entrant de Zn?* dans ces cellules (Cragg et coll 2001). Compte tenu
de cela, il est possible que le Cd?* puisse se substituer au Zn?* sur le site de hZTL1 pour avoir
acces au compartiment intracellulaire des entérocytes. D’autres hypothéses suggerent que le
Pb** peut pénétrer dans les cellules & travers un ou plusieurs différents canaux calciques
(Ca®*) exprimés dans diverses cellules du corps. Cette pénétration serait due & la similarité au
niveau des rayons ioniques entre le Pb®* (1.19) et celui du Ca** (1.00), se substituant ainsi au
Ca®" sur le site des transporteurs de Ca?*(Kerper et coll 1997a et 1997b, Reuter 1983, Simons
1993, Simons et coll 1987), cela peut expliquer certains effets atténués observés chez le
groupe traité par le mélange des métaux, en comparaison avec le groupe traité par un métal

individuel dans la présente étude.

181

PDF Creator Trial


Ouasmi
PDF Creator Trial

Ouasmi
PDF Creator Trial

Ouasmi
PDF Creator Trial

Ouasmi
PDF Creator Trial

Ouasmi
PDF Creator Trial

Ouasmi
PDF Creator Trial


Conclusion

Notre travail avait pour objectif principal d’évaluer, sur un modél animal, les effets toxiques
a court et a long terme d’un mélange de métaux lourds a savoir le Cd, le Pb et I’Al et de le
comparer a I’effet d’'une monoexposition au Cd et nous avons analysé I’impact de cette
intoxication sur le systéme nerveux en developpement et immature. Ainsi, nous avons étudié
le developpement moteur et sensoriel, le comportement individuel et les changements
biochimiques au niveau des différentes structures carabrales. L’étude des trois périodes
d’expositio a savoir la période de gestation, I’allaitement, 1’adolescence et I’ae adulte a permis
de comparer la sensibilité et la vulnérabilité du systeme nerveux a la toxicité en fonction des

périodes étudiées.

L’exposition pré- et post-natale au Cd ou bien au mélange de métaux via l’organisme
maternel est fortement toxique aussi bien pour les meres gestantes que pour la descendance
chez les rats. Il en résulte une altération du comportement maternel bien mis en évidence par
une diminution de parametres tesés tels que le ramassage de ratons ou encore la construction
des nids. Ce sont la autant d’indices révélateurs de reprotoxicité principalement.

Chez la descendance, les métaux étudiés sont responsables d’un retard global des réflexes
innés et d’un déficit de développement moteur, témoignat d’un état de toxicité

développementale.

Il est a noter que I’exposition a ces métaux que ce soit en périodes gestationnelle, postnatale et

adulte, est capable d’induire des modifications comportementales et cognitives. Les animaux

expériementés, ont présenté en effet, une diminution de [Dactivité locomotrice, de
I’apprentissage et de la mémoire. De plus, les animaux exposés ont montré un comportement

anxieux et déepressif.

Aux niveaux cérébral, hépatique et rénal, les métaux ont induit une panoplie de chagements
biochimiques et neurochimiques témoignant d’un déséquilibre du systéeme de défense anti-
oxydant, générant une cascade des espeéces réactives de 1’oxygéne qui pourraient étre

impliquées dans les altérations comportementales et cognitives qui ont été mises en évidence.
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Au final, I’ensemble de ces résultats permet de conclure au potentiel toxique et
particuliérement neurotoxique des métaux étudiés, bien qu’administrés a de faibles doses.
L’effet période reste un élément déterminant pour le profil toxicologique des métaux et 1’effet

mélange est encore plus marqué comparé a la monoexposition.
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Perspectives

Il faudra faire suite a cette étude en analysant les effets des autres métaux en exposition
individuelle (Pb et Al), ainsi que dans le cas de mélange de deux métaux (Al et Cd / Al et Pb /

Pb et Cd), pour mieux comprendre le mécanisme d’interaction entre les métaux.

Afin de cerner davantage le role de la période d’exposition dans la toxicité induite par ces
métaux sur le SNC en développement. Il serait donc intéressant que 1’exposition aux femelles

soit limitée a la période de gestation.

Par ailleurs, notre travail suggere que le passage de Cd a I’intérieur de la cellule par un
mécanisme impliquant le calcium, le fer ou méme le zinc, donc il serait par exemple
intéressant d’étudier de fagon plus approfondie le role du zinc qui, a certaines concentrations,
intervient dans la réparation de I’ADN, dans I’expression des Métalothioneines et dans la lutte
contre le stress oxydant, en présence de ce métal.

Le rble du systeme cholinergique dans la toxicité induite par ces métaux pourrait étre exploré
de maniére plus approfondie, en réalisant un dosage cérébral de 1’acétylcholine notamment

au niveau des zones impliquées dans le contréle de la locomotion et de la mémoire.

Il serait interessant d’étudier 1’expression du transporteur du glutamate au niveau des
différents tissus analysés afin de rendre compte du statut du glutamate au vu de son
exitotoxicité comme neurotransmetteur mais également du fait qu il est partie constitutive du

glutathion.
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