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Introduction

) nom ¢ .-, . _lles ou
artificielles ; dans certaines conditions peuvent étre la cause d’effets néfastes sur
la santé. (Frank, 1992).

[’évaluation du risque toxique lié¢ aux produits chimiques, aux polluants
de I'envirc~mem~—* * * "¢ s substances représente un €lément in, drtant
dans I’amélioration des conditions de vie (Doull, 1986).

Par ailleurs les individus ont été toujours exposés aux métaux lourds
dans !’environnement. Dans les régions ou ces métaux sont abondents, la
contamination de la nourriture et de ’eau potable a probablement conduit aux
premieres intoxications (Goodman et Gilm~~ 1998).

Le plomb (Pb), le mercure (Hg)et le cadmium (Cd), sont les métaux qui
posent le plus de problemes pour la santé humaine, aussi bien pour leur impact
sur un grand nombre d’individus que par la gravité de leurs effets toxiques
(Frank, 1992).

L’action du toxique sur I’organisme peut s’exprimer sous forme de
maladies cliniques, de troubles fonctionnels ou de modifications biologiques
(Lauwerys, 2000).

Dans ce contexte, le foie est une cible fréquente des toxiques, ces derniers
dépriment la biotransformation en atteignant les systémes enzymatiques, de plus
les atteintes rénales sont la conséquence de 1’altération des fonctions excrétrices
et métaboliques du rein (Frank, 1992).

Dans la présente étude nous nous sommes intéress€ aux perturbations des
deux fonctions rénale et hépatique, duent a I’ingestion du cadmium dans I’eau

de boisson chez les rats wistar, par 1’évaluation de quelques par~—étres

biochimiques li€s aux fonctions rénale et hépatique.









Chapitre I La toxicologie

I-1. Toxicologie

De fagon simple et concise, la toxicologie est définie comme [’étude de la
nature et du mécanisme de la toxicité des substances sur des organismes vivants ou
sur d’autres systémes biologiques. Cette définition inclut aussi la mesure de la
sévérité ~« laf quer " ;ef”  en relation avec  degré d’exposition des

organismes considérés (Frank, 1992).

La toxicité est la capacité inhérente ° i " tance de produire des effets
déléteres sur 'organisme (altération d’un ou de plusieurs organes ou fonctions)
(Lauwerys, 1982). Il existe en général trois formes de toxicité, suivant la rapidité
d’apparition, la sévérité et la durée des symptomes, et la rapidité d’absorption de la
substance toxique (Lauwerys, 2000).

I-1-1. La toxicité aigué

Elle résulte d’une exposition de courte durée et d’une absorption rapide du
toxique « dose unique ou multiples doses sur une période ne dépassant pas 24
heures » (Lauwerys, 2000).

I-1-2. La toxicité subaigué

Dans ce cas des expositions fréquentes ou répétées sur une période de
plusieurs jours ou semaines sont nécessaires avant que des symptomes
n’apparaissent (Lauwerys, 1982).

1-1-3. La toxicité chronique

Elle résulte d’une exposition répétée pendant une longue période de temps
(en général pendant toute la durée de la vie de I’animal de laboratoire) des signes
d’intoxication se manifestent :

- soit parce que le poison s’accumule dans I’organisme, c¢’est-a-dire qu’a chaque

exposition, la quantité éliminée est inférieure a la quantité absorbée.
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- soit parce que les effets engendrés par des expositions répétées s additionnent
sans que le toxique s’accumule dans ’organisme (Lauwerys, 2000).
I-2.1 des m..aux lourds

Les métaux sont une classe particuliere de toxiques, ils sont présents a I’état

stable dans 1’environnement (Frank, 1992). Les métaux de I'environnement les
plus importants a prendre en considération sur le plan toxicologique sont les
métaux lourds (Goodman et Gilman, 1998). Se sont des éléments métalliques
naturels, métaux ou dans certains cas métalloides, caractérisés par une masse
volu que €levée, supérieures a .2 /cm? 1organisation mondialc de la santé
désigne sous le nom de métaux lourds, I’ensemble des métaux présentant un
caractere toxique pour la santé et I’environnement. Les métaux lourds sont présents
dans tous les compartiments de I’environnement, mais en général en quantité tres
faible. lls sont présents en « traces », ils sont aussi la trace du passé géologique et
+ I v © de 'homme. Certains ¢ 1t i1, :nsables au déroulement decs
processus biologiques des végétaux et des animaux a des quantités infinitésimales,
ils sont alors nommés « oligo-éléments ». Un grand nombre d’éléments appartient
a ce groupe, mais dans le contexte de I’environnement figure en premier licu les
métaux suivant : Arsenic (As), Cadmium (Cd), Plomb (Pb), Cobalt (Co), Chrome
(Cr), Nickel (N1). (Bou L 704).

1-3. Le cadmium

1-3-1. Description du cadmium

Le cadmium est un métal lourd, blanc argent, légeérement bleuté. 1l est trés
malle e ductile (| nk, 19¢_, _. densit¢ de 8,65, dont le point de tusion
s'éleve a 321°C (Lauwerys, 2000), le nombre atomique de cadmium est de 48, la
masse moléculaire est de 112 ,4g Mol-'. C’est un métal mou, peu oxydable a I'air,

qui se volatilise facilement, bien avant son point d’ébullition (765 °C) (Lauwerys,
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(CdO), 1e sulfure (CAS), le chlorure(CdCl2), le sulfate(CdSo4), (Lauwerys, 2000),
se sont employ€s comme pigments ( peintures, encre et métaux) et comme
stabilisants de matiéres plastiques(Testud, 1992). Les applications et la

production vont continuer a augmenter. (Goodman et Gilman, 1998).

[-3-3. Présence dans I’environnement

Dans la nature, le cadmium se trouve principalement associé aux minerais de
Plomb et de Zinc, et se trouve relargué prés des mines et des fonderies de ces
n <« Lo concentrations atn sphériques, de 'ordre de quelques nanogrammes
par m? dans certains ateliers. Les niveaux dans I’eau sont tr¢s faibles (environ
lug /1) sauf dans des zones contaminées. La plupart des aliments contiennent des
traces de cadmium, les grains et les céréales étant les principaux vecteurs (Frank,

1992).

I1-3-. 1. Dans les sols

11 présente une large distribution dans le sol avec une grande mobilité. La
concentration moyenne de cadmium de la lithosphére est inférieure a lppm. L.cs
teneures moyennes dans les sols se situent entre 0,06 et 1,1ppm (EI hadef, 2002)
Elle peut atteindre 800ppm dans les exploitations miniéres (Kert 2003). Le
sol peut étre contaminé aussi par les rejets d’ateliers de galvanoplastie, I'emploi de
phosphates impurs comme engrais, de matériaux plastiques stabilisés au stéarate de
cadmium, ainsi que de différents accessoires automobiles (pneus, pare-
chocs...etc.) (Bismuth, 2000). Une enquéte détaillée a été effectuée aux USA sur
prés de 250 échantillons de sols a révél¢ une moyenne de 0 ,41ppm dans 70 sols de
zones résidentielles, 0,57ppm dans 91échantillons de zones agricoles et 0,66ppm

dans 86¢échantillons de zones industrielles.
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I-3-3-2. Dans Pair

La présence dans air est principalement limitée aux zones industrielles, a
proximité des usines en manipulant, mais a Paris et dans les grandes villes
francaises ou américaines, il n’est existe que quelques nanogrammes ou plus par
meétre cube d’air (Bismut, 2000). Comme le plomb, le cadmium est présent dans
I’alimentation, dans la fumée de cigarettes, dans 1’air atmosphérique (Lauwerys,
1982). La concentration atmosphérique moyenne dans les villes américaines oxille
entre 0,001 a 0,083pg/m? mais autour des usines produisant de cadmium les taux
varient de 0,12 0,5pg/m*® (Lauwerys, 2000).Malgré que P’apport aérien est
considéré comme né~'~=able, il faut signaler > : = rette ‘ient la 2pug de
cadmium (Goodman et Gilman, 1998). Aprés 'analyse de 06 marques de
cigarette, une €étude a montré que les taux de cadmium varient entre 19 et 27ug /
20cigarettes (Lauwerys, 1982). 1l n’est des lors pas étonnant que les fumeurs
accumulent plus de cadmium dans les reins, le foie, et les poumons que les non
fumeurs. 'ar a leurs, la concentration de cigarettes semble €tre la source principale

d’exposition de la population générale au cadmium en Suede (Lauwerys, 2000).

I-3-3-3. Dans P’alimentation

Avec I’alimentation, 1’adulte ingere entre 4et 80pg de cadmium par jour selon
Porigine des aliments (L.auwerys, 2000).(Chang et a/., 1980) ont montré qu’a
partir des sols souillés expérimentalement avec de l’oxyde de cadmium, les
céréales cultivées ont €té contaminées, avec un rendement plus grand dans le cas
du blé et du mais.( Nogawa et al., 1987) ont montré¢ que des légumes comme la
laitue et les radis ont ¢té également capables d’accumuler le cadmium. (7erahiko et
al., 1993) ont confirmé la contamination facile du blé a partir de différentes
dilutions de boues résiduaires contenant seulement 10ppm de cadmium. Il faut

signaler que le foie des ammaux dome " jues, ¢ itient des quantités de cadmium
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atteindre une dizaine de ppm dans le cas d’animaux d’abattage tardif comme le
cheval par exemple. En ce qui concerne les aliments en provenance d’animaux

» aquatique, ils sembles cependant que les moules, les hiutres, et coquilles
Saint-Jacques renferment souvent des teneurs en cadmium comprises entre 0,5 et
I,5ppm, les crabes sont les organismes marins qui paraissent renfermer le plus de

cadmium.

1-3-4. Métabolisme du cadmiu
I-3-4-1.Absorption

Le cadmium peut €tre absorbé par les voies respiratoires, et digestives, le taux
d'al orption ducac n € (£5 % chez ’adulte masculin) est cependant plus
faible que celui du cadmium déposé dans les voies respiratoires (£25% chez les
fumées d’oxyde de cadmium). En milieu professionnel, 'inhalation constitue sans
doute la voie principale d’absorption du cadmium, cette derni¢re est d’environ 50%
de la dose inhalée, bien que I’ingestion puisse jouer un role non négligeable quand
les travail’ 1 itpi It rc « d’hyg e, _ar_:r et fumer avec les
mains contaminées (Lauwerys, 1982). Divers facteurs (dge, sexe, déficience en fer,
en calctum) peuvent influencer 1’absorption intestinale du cadmium, ["absorption
gastro-intestinale semble ainsi plus importante chez la femme que chez '’homme
(Lauwerys, 2000). L’ alimentation normale réalise un apport d’environ |5 a
T0ug/our, la teneur dans P'eau de boisson doit “re <Spg/l (Testud, 1992).
L "absorption des vapeurs et des fumées de cadmium est principalement respiratoire,
celle des poussieres 1’est partiellement (Bismuth, 2000). Le passage systémique est
compris entre 10et 50% selon la granulométne des aérosols (seul les particules de
diamétre inférieure a Sum pénétrent jusqu’aux alvéoles). L absorption percutanée
est toujours tres faible, I'absorption digestive est comprise entre fet 10%, c’est '
principale voie d’entrée du cadmium environnemental, elle joue également un role

notable (Bismuth, 2000).
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tubulaire rénale (Bismuth, 2000). En conséquence avec [’exposition
environnementale continue, la concentration du métal dans les tissus augmente
toute au long de la vie, la charge corporelle de cadmium chez un adulte de 50ans est
d’environ 30mg. En général D’élimination fécale est plus importante que
I"élimination urinaire, cette derniere ne devient si~mificative qu’aprés survenue
d’une toxicité rénale importante (Goodman et Gilman, 1998). Le cadmium absorb¢
s’élimine en partie par les voies urinaires, et intestinales et par les phanéres
(Lauwerys, 2000). Le cadmium urinaire est principalement fix¢ a la
métallothionéine (Lauwerys, 1982) quant a celui excrété par les voie biliaire et
¢ventuellement par le pancréas est en majeure partie réabsorbé par le tube digestif,
I"excrétion par voie biliaire est cependant faible. Dans la bile, le cadmium est 1i¢ a
deux groupes de protéines (poids moléculaire élevé et faible) contrairement au
mercure qui lui est uniquement fixé aux protéines de poids moléculaire élevé
(Testud, 1992). Chez la souris il existe une excellente corrélation entre la
concentration en cadmium des poiles et la charge corporelle en métal, 1l serait donc
théoriquement possible de surveiller les travailleurs exposés au cadmium en dosant
le métal dans les cheveux. Cependant en pratique, la précipitation externe du
cadmium sur les cheveux rend cette analyse d’un intérét trés limité en milieu
professionnel, les dosages sanguins et urinaires sont plus utiles (Lauwerys, 2000).
Donc l'excrétion du cadmium s’effectue essentiellement par voie urinaire, en
absence de Iésions rénales, I’excrétion urinaire du cadmium est proportionnelle a la

Vo - relle. La st enue de Iésions rénales induite par le cadmium

s’accompagne d’une excrétion urinaire accrue de cadmium (Lauwerys, 1982).

I-3-5. La toxicité du cadmium
Le cadmium est ses sels sont a la fois des 1rritants et des toxiques systémiques

+ys, 1982). L’action irritante  1r la muqueuse na: 1 -bre respiratoire, et

le tube digestif est responsable des accidents aigus (Lauwerys, 2000). L action
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~3nérale se manifeste surtout sur la fonction rénale et les tissus pulmonaires et
osseux (Lauwerys, 1982) le mécanisme d’action biochimique est encore mal

cemé : interférence avec le métabolisme du cuivre, du cobalt et du zinc (Testud,
1992).

1-3-5-1. La toxicité aigué du cadmium

La toxicité aigué est surtout la conséquence d’effets locaux : apres ingestion
d’aliments ou des boissons ayant €té en contact avec des métaux cadmiés (Frank,
1992), et également dans I’industrie, chez les travailleurs qui prenaient un repas
apres avoir manipulé des batons de soudure contenant du cadmium (Lauwerys,
2000). Les mamifestations cliniques sont des nausées, des vomissements et des
douleurs abdominales (Frank, 1992). Une prise de 10mg est su...;ante pour
produire des effets toxiques. Une intoxication mortelle est possible des 350mg
(Bismuth, 2000). Apres inhalation, les Iésions observées sont des oedemes
pulmonaires et des pneumopathies (Frank, 1992). A cours terme le cadmium est

plus toxique quand 1l est inhalé.

1-3-5-2. La toxicité chronique du cadmium
Les effets toxiques de P'exposition chronique au cadmium différent quelque
peu avec la voie d’exposition. Les reins sont atteints apres exposition pulmonaire,

ou gastro-intestinale, les effets pulmonaires marqués sont observés seulement apres

] (C Giln 1, .

1-3-5-2-1. Les troubles rénaux

Le cadmium est prélevé par le foie ou il peut se combiner avec le glutathion et
étre excréte dans la bile, de maniére plus importante, le cadmium se lie a la

n 7 - clle 1l est stocké. Le cadmium lié a la

métallothionéine passe dans le plasma et est fixé par les reins puis libéré dans les

10
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lysosomes rénaux. Une concentration suffisante (200ug/g) lese les cellules rénales.
L atteinte rénale est précoce, survenant pour des cadmiuries >10-15pg/g de
créatinine, voire méme dés . ug/g de créatinine pour certains auteurs, il s’agit d'une
tubulopathie proximale se traduisant par une protéinurie généralement <2g/heures.
phosphaturie, et calciurie peuvent ¢galement étre notées. L’€lévation de la
créatinine  plasmatique traduit le passage au stade de néphropathie
tubulointersitielle, avec possibilité d’évolution vers I’insuffisance rénale chronique

sévere apres plusieurs années d’exposition (Bismuth, 2000).

1-3-5-2-2. Les troubles digestifs
L’ingestion de dérivées inorganiques du cadmium est rapidement suivie de
troubles di~=stifs intenses, douleurs abdomir-'>~ vomi: =~ souy w7 ts

et diarrhées (Testud, 1992).

1-3-5-2-3. Les troubles respiratoires

L mhalation prolongée de vapeurs, de fumées concentrées et des poussieres
d’oxyde de cadmium, provoque une atteinte ORL (rhinite atrophique, hyposmie) ct
I’installation progressive d’une bronchite chronique « chimique » (Testud, 1992).
La pathogénie de I’emphyseme et de la fibrose pulmonaire induites par le cadmium
n’est pas bien comprise (Goodman et Gilman, 1998). La fonction respiratoire peut
continuer a s’altérer méme apres cessation de toute exposition, dans les conditions
habituelles d’exposition au cadmium, I’altération de la fonction pulmonairc ne

survient qu'apres environ 20ans d’exposition (Lauwerys, 2000).

1-3-5-2-4. Pouvoir cancérogéne
L’administration parentérale de cadmium peut induire chez I’animal un cancer
sous-cutan¢ et testiculaire (l.auwerys, 1982). Administré par voie orale, le

cadmium ne semble pas induire de cancer chez le rat, mais dans la méme espéce
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Chapitre I La toxicologie

La grossesse majore la rétention matemnelle rénale du cadmium, le passage
transplacentaire du cadmium et son éventuel retentissement sur le feetus sont mal
connus, il pourrait €tre en partie retenu par le placenta par I'intermédiaires d une
synthése de métallothionéine, le cadmium est tératogene chez I’animal a | origine
d’anomalies squelettiques, dans I’espéce humaine, il semble responsable

d’hypertrophie fcetale, et de retard du développement dentaire (Testud, 1992).
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it " 5 Caram “woo biochimiqu - du sang

11-1-1-2. Les transaminases

Ce sont des enzymes qui accélerent le transfert d’un groupement amine d’un
acide aming sur un acide cétonique.

Deux transaminases présentent un intérét clinique : TGO et TGP.
11-1-1-2-1. Le Sérum glutamopyruvate transférase (STGP)

Elle est présente dans le foie, les reins, et en quantité plus faible dans les
muscles striés et les globules rouges. Son taux normalement est inférieur a 15
unités internationales par litre, et il augmente en cas de destruction des cellules du
foie, ainsi lors d’une hépatite virale avant ’apparition de I’ictére parfois, de fagon

B RE—T1) S r ate « eont lc me~dr proportions, au
cours d’autres maladies du foie (cancer, hépatite toxique...) (Redouane Salah,
2001).
11-1-1-2-2. Le Sérum glutamooxaloacétate transférase (STGQO)

I1 se trouve principalement dans les cellules des muscles striés du foie, et
dans les ~'obules rouges, son taux est normalement inférieur a 20 unités
internationales par litre. Il augmente en cas de destruction des cellules, en
particulier en cas d’infractus du myocarde (Redouane Salah, 2001).

Ces dénominations sont expliquées par le schéma suivant :
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Chapitre II Les paramétres biochimiques du sang

taux de production dépend du catabolisme protidique : apport azotés alimentaire et
catabolisme ende~2ne.

Son élimination est essentiellement rénale, et résulte d’une filtration
glomérulaire presque totale, suivie dans des conditions normales de filtration,
d’une réabsorption portant 40% de la quantité filtrée.

Son taux sar~in va donc dépendre de la production, de I'élimination rénale.
et de I’état d’hydratation (Michel, 1991). A I’état normal, 1l y a environ 0.30g / |
d’urée dans le sang, et sensiblement la méme quantité dans le plasma ou le sérum.
L’ urée renferme pres de 50% d’azote, il y a donc dans le sang a peu prés 0,14g
d’azote uréique. L’élévation de 'urée sanguine est communiment décrite en
clinique sous le nom « d’azotémie » ou « d’urémie » (Polonovski, 1971).
I1-1-2-1-1. Biosynthése de I’urée

L urée est produite dans le foie (uréogeneése) a partir de I’ammoniac libéré
par les actdes aminés apres le parcours d’un cycle comportant I’arginine. 1 omitine
et la citrulline. L’urée est éliminée a 90% dans une urine aprés filtration

glomérulaire et réabsorption tubulaire partielle (Redouane Salah, 2001)
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Chapitre II Les paramétres biochimiques du sang

Urine

Acide aminé désamination foie

—»NH4' —— Urée peu toxique — Urée

i
|

- Hst _s toxique

(Alimentation) décarboxylation

Schéma 02. Biosynthe: de 'urée (Polonovski, 1973)

11-1-2-2. L.a créatinine

C’est un produit du métabohisme mu: v ° ¢ ¢ ve de la créaune. bn
effet la créatine est synthétisée au niveau du foie par méthylation de la
glycosamine, produite dans le rein par le transfert du groupement guanidiques de
["arginine sur la glycine, libérée dans la circulation générale la créatine. captée par
les cellules musculaires est transformée par une Kinase en créatine phosphate
(T ¢). Lors de la synthése de 'ATP, la perte simultanee d’unc
molccule d’eau entraine la cychisation de fa créatine en créatinine, réaction gui ¢st
chez I'homme irréversible.

Comme ['urée la créatinine est un déche ¢liminé en grande partie par le rein.
Son taux plasmatique va dépendre a la fois de la production (masse musculaire). ¢t

de la capacité d’élimination rénale, par contre sa production est pratiquement



Chapitre IT

Les paramétres biochimiques du sang

indépendante de I’alimentation et de 1’état d’hydratation (Bousbia et al., 2001).

11-1-2-2-1. Biosynthése de la créatinine

NH, NH,
ooy > JT
\f«-{z)s H,
CH 2
COOH COOH
Arginine Glycine
ATP
NH=C ——NH NH—- C—NH~P
| | |
CH3~{V ! s PR

NH,
L

.NIH

JOOH

Glycocyamine

CH;

CH;, C=0 +— (CH; <
|
COOH
Créatinine Créatine- phosphate
H;0

CH,;
|
COOH

Créatine

Schéma 03. Voies de synthese de la créatine et de la créatinine (Charrel, 1991).
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Chapitre I Matériel et méthodes

I-1. Animaux

Nous avons utilisé¢ dans notre étude neuf (9) rats femelles de souche wistar
répartis en trois lots (L), de poids corporel compris entre 170 et 236 g. Les rats ont
¢t¢ mis dans une animalerie soumise a une température ambiante, et a un

photopériodisme de 12heures obscurité, et 12heures lumiére.

I-2. Protocole expérimental

Les neufs rats ont été répartis en trois cages métalliques, ou ils regoivent de la
nourriture en forme de croquette, et de 1’eau librement. Ces cages correspondent
aux trois lots a raison que chaque lot comprend trois sujets. Les rats du premier lot
(LLT) servent comme témoins (T), en recevant de I’eau potable comme e¢au de
boisson : le second lot (L1) correspond aux rats traités en recevant de |'cau traité
au chlorure de cadmium, a la dose 0.2-"1, =~ 1 “° T ot (L2)
boivent de I'eau traité¢ a la dose 0,4g/l. Les rats ont ét¢ marqués sur la queuc a
["aide d’un marqueur et ceci dans le but de repérer chaque rat dans chaque lot a fin
de les mieux suivre. Le traitement a été étalé sur six (06) semaines (45 jours). du

20/04/2005 jusqu’au 31/05/2005.

I-2-1. Préparation du traitement

Dans cette ¢tude, nous avons utilisés le « chlorure de cadmium » a deux
doses différentes qui sont 0,2 et 0,4g/l comme traitement. Le choix des doses a été
fait selon la littérature fournie (Fowler et a/, 1975 ; Rjanna et al., 1984 . Boisset.
1996). La préparation du traitement s’effectue par la dissolution des quantités déja
pesées (0,2 et 0,4g) du chlorure de cadmium, dans un litre de I'eau potable (1'eau

potable ne doit contenir ni microbes, ni parasites, ni toxiques).









Chapitre I Matériel et méthodes

1-2-5. Les dosages biochimiques

1-2-5-1. Dosage de la phosphatase alcaline

I _ . 1-1...1éthode

Enzymatique, cinétique.

1-2-5-1-2.Principe

Détermination de la phosphatase alcaline (PAL) selon les recommandations

DGKC et SCE.

P-Nitrophénylphosphate + H2Q____PAI. , P-Nitrophénol+Phosphate inorganique

[-2-5-1-3.Composition des réactifs
» Réactif 1
-Tampon diéthanolamine, PH 10,2 1,25 mol/l
-Chlorure de magnésium 0,625 mmol/l
» Réactif 2
P-Nitrophénylphosphate 50 mmol/l

[-2-5-1-4. Préparation de réactif de travail

Meélanger 4volumes de réactif 1 avec 1volume de réactif 2.

[-2-5-1-5. Mode opératoire

On fait mélanger 1ml de réactif de travail avec 20ul de I’échantillon (sérum).
apres Iminute d’incubation a 37°C, on va lire la densité optique de la phosphatase
alcaline a "aide du spectrophotometre, la lecture se réalise pendant 3minutes ou

autrement dit par intervalles, et selon les parameétres suivants :

i~
W)
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-

-Longueur d’onde 405 nm
-Température 37°C, 30°C, 25°C
-Cuve trajet optique Icm
-Z¢ro de P'appareil eau distillé

1-2-5-1-6. Calcul
Activité (/1) = (DO2-DO1)/min x2750

1-2-5-2.Dosage des transaminases

1-2-5-2-1.Dosage de TGO

[-2-5-2-1-1. Méthode

Enzymatique.U.V.

Cinétique.

1-2-5-2-1-2. Principe

Détermination de [1'aspartate aminotransférase (ALAT)

recommandations de I'[FCC.

L-Aspartate ALAT Oxaloacétate
+ Alpha-Céto “«— + L-Glutamate
MDH

b ——

Oxaloacétate + NADH + H' «——— L-Maltate + NAD"

a- Céte  a-Cétoglutarate

MDH = Maltate déshydrogénase

basée

sur

les



Chapitre I Matériel et méthodes

[-2-5-2-1-3. Composition des réactifs
» Réactif 1

- Tampon Tris 97 mmol/]
- L-Aspartate 286 mmol/l
- [.DH > 1650 U/
- MDH >990 Ul

» Réactif 2
-Alpha-Cétoglutarate 132 mmol /1
- NADH 2,46 mmol/l

[-2-5-2-1-4. Préparation de réactif de travail

Ajouter au con 1w du flacon la quanti d’eau distillée indiquée sur 1'étiquette.
Me¢langer doucement.

I-2-5-2-1-5. Mode opératoire

Introduire dans une cuve de lecture de lcm de trajet optique, Iml de réactif de
travail, laisser la température s’équilibrer a 30°C puis ajouter 100ul de
1" tllon (: 1), mé’ r. Aprés Imii ‘e, "~z I” hsort - ce a 340nm toutes

les minutes pendant 3minutes.

-Trajet optique 1 cm
-Longueur d’onde 340 nm
-Température 30°C, 37°C
-Zéro de I"apparell eau distillée

[-2-5-2-1-6. Calcul
U/l = (DO2-DO1Ymin x 1746

[-2-5-2-2. Dosage de TGP
1-2-5-2-2-1. Méthode
Enzymatique U.V.

Cinétique.



Chapitre 1 Matériel et méthodes

[-2-5-2-2-2. Principe
Détermination de 1'alanine aminotrans..rase (ALA ., basée sur les

recommandations de I'IFCC.

L-Alanine ALAT L-Glutamate

+a -Céto «— "+ pyruvate

LDH
Pyruvate + NADH+H" . Lactate + NAD"

a-Céto = a-Cétoglutarate

LDH = lactate déshydrogénase

1-2-5-2-2-3. Compositions des réactifs

» Réactif 1
- Tompan Tris, PH 7,50 121 mmol/l
- L-Alanine 660 mmol/l
- LDH >1650 U/

» Reéactif 2
-a -Cétoglutarate 176  mmol/l
- NADH 2,46 mmol/l

[-2-5-2-2-4, Préparation de réactif de travail
Ajouter au contenu du flacon la quantité¢ d’eau distillée indiquée sur I'étiquette.

Mélanger doucement.



Chapitre 1 Matériel et méthodes

[-2-5-2-2-5. Mode opératoire

Introduire dans une cuve de lecture de lcm de trajet optique Iml de réactif de
R o) I 7 librera "2y a1 - 100pl “échantllon

(sérum), mélanger. Apres Iminute, lire I’absorbance a 340nm toutes les minutes

pendant 3 minutes.

-Trajet optique 1 cm
-Longueur d’onc 340 1
-Température 30°C, 37°C
-Z¢€ro de 1’apparelil eau distillée

1-2-5-2-2-6.Calcul
U = (DO2-D0O2)min x 1746

1-2-5-3. Dosage de 'urée
1-2-5-3-1. Méthode
Colorimétrique. (Vert)
[1-2-5-3-2. Principe

[.a méthode est basée sur la réaction suivante :

Urée + H20 _U=*~-~ _ 2NH’+ CO2

[.e salicylate et I'hypochlorite dans le réactif réagissent avec les ions ammoniums
pour former un complexe vert (2,2-dicarboxylindophénol).
1-2-5-3-3. Composition des réactifs

» Réactif 1

Uréase >500 pu/l

Tampon phosphate 120 mmol/l, PH 7.0
-Salicylate de Sodium 63,4 mmol/l
-Nitroprusside de Sodium 5,00 mmol/l



-EDTA LS mmol/l

» Reéactif 2
Hypochlorite de Sodium 18  mmol/l
Hypoxyde de Sodium 750  mmol/l
4 Etalon 8.33 mmol/l

I-2-5-3-4. Préparation de réactif de travail

Ajouter un flacon d’uréase 1a la bouteille de tampon phosphate 1.

I-2-5-3-5. Mode opératoire

On fait mélanger 1000pul de réactif lavec 10ul de sérum et incuber pendant au

moins 3 minute a 37°C, puis ajouter 200ul du deuxiéme réactif. L’incubation se

continue jusqu’a Sminutes, ensuite on va lire ’absorbance (DO) contre le blanc

réactif selon une longueur d’onde de 600nm.

-Trajet optique I cm
-Longueur d’onde 600 nm
-Température 25°C, 37°C

1-2-5-3-6. Calcul

A .échantillon

Concentration de ’urée (mmol/l) =

A .étalon

[-2-5-4. Dosage de la créatinine
1-2-5-4-1. Méthode
Colorimétrique (jaune).

Cinétique.

28
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-2 L i

Mesure la formation d’un complexe colorimétrique (coloration jaune orangge)
entre la créatinine et le picrate alcalin. La vitesse de formation de ce complexe est
proportionnelle a la créatinine présente dans 1’échantillon.

1-2-5-4-3. Composition des réactifs

» Ré: tlif 1
Acide picrique 8,73 mmol/l
> R’ :tif 2
Hydroxyde de Sodium 300 mmoVli
Phosphate disodique 25  mmol/l
4 Etalon
Créatinine 176,8 umol/l 20mg/l

1-2-5-4-4. Préparation de réactif de travail

Mélanger 1volum de Réactif 1 avec 1volum de Réactif 2.

1-2-5-4-5. Mode opératoire

On fait mélanger 1ml de réactif de travail avec 100ul du sérum, et lire la DO a
une longueur d’onde de 492nm, c’est ce qu’on appel DO1 ou la premiére lecture,

apres 10 minutes on va lire la DO2 (2 intervalles de lecture).

-Trajet optique 1 cm
-Longueur d’onde 492 nm
-Température 37°C

1-2-5-4-6. Calcul

(DO2-DO1) échantillon
xn n=176, 8umol/l n=20mg/1

(DO2-DO1) etalon

n: concentration de 1’étalon.
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Chapitre I Matériel et méthodes
—-l-:}nﬁ-naiyse-stztisﬁq“

L analyse de différences des poids corporels, poids des organes (foie. et

reins) des activités enzymatiques (P.Al, TGO, et TGP) et des concentrations '

I"'urée et de la créatinine ont €té réalisées a I’aide de logiciel EXEL ,on utilisant
le test statistique «Student», qui permet de rejeter un résultat ou de I'accepter, en
donnant son intervalle de confiance, ou son écart-type. Les moyennes sont
données ...) + écart-type (SD). Les résultats seront présentés sous forme

d’histogammé—s— :

[ Xi—Xz|

¢V -n

0

Tobs =

L
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Chanitre 1T Résultats

II-1. Résultats
I1-1-1. Evolution pondérale des animaux

Les résultats du poids corporel des rats témoins et traités (T. L1, et L2) sont
regroupés dans le tableau I.
. our le lot témoin . ,, le poids corporel a av~menté pendant les 06 semaines. cette
augmentation progressive des poids est aussi remarquée chez les rats traités a la
dose 0,2 g/l (L1). Alors que le poids des rats traités a la dose la plus élevée, on
enregistre une perturbation a partir de la 2°™ semaine de traitement.
[ ’analyse statistique par le test« t » Student révele une av~mentation signiticative
(p< 0,05) du poids des rats traités a 0,2g/l lors de la 1¥° et la 4™ semaine. et
hautement significative(p<0,001) lors de la 2éme semaine compare aux témoins.
ainsi que, le poids des rats traités a la dose 0.,4g/l montre une augmentation
hautement significative (p<0,001) lors des derni¢res semaines du traitement.
comparés aux trait€s a 0,2g/1, et une ar~mentation s*mificative(p < 0.05) comparés
e

aux témoins lors de la semaine.



Chapitre I1 Résultats
- LY - ra  noil traités ndant
06 semaines dans les trois lots.
[Semaines | 00 o1 0z |03 04 05 106 |
Lots
175 192 210 224 229 246 2435
Témoin | 183 205 219 231 238 249 239
159 170 193 201 217 222 248
171+ 189+ 20, £ 18+ L3+ o9t 13,5+
14,42 17,69 13,20 15,69 10,53 14,79 145
XtSD
182 211 230 233 246 248 266
Lot 01 188 216 232 242 245 252 256
236 243 ) 255 252 251 255
202+ 223,33+ | 237+ 243,33+ | 247,66+ | 250,33+ | 255,33+
29,59 17,21 10,44 11,66 |3,78 2,08 0,57
* L %
X+ SD
200 276 =30 230 "6 230 224
Lot 02 200 209 213 228 221 226 230
200 199 224 228 228 232 227
2000 | 228+ 229+ 228+ 228,33+ | 2209+ 227+
41,86 19 1,15 7,50 2,64 424
b* cH* LT cHA*
Xt SD




Chapitre 11 Résultats

a: comparaison entre les témoins et les traités par la dose 0,2 g/l.

b: comparaison entre les témoins et les traités par la dose 0,4 g/l.

¢: comparaison entre les traités par la dose 0,2 g/l et les traités par la dose
0,4 g/l.

*:p<0,05

¥*:p<0,01.

*** :p <0,001.

* . Seuil de signification.

Poids (g) —— Témoins
300 - e e - Traites parla dose 02
g;"l
250 e _F,,,-o—-———"‘ -~ Traités parla dose 04
- — - ol
o [
150 -
100
50
0 T r T T T r 1 Semaines

I
I

Figure 03. Variations du poids corporel des rats témoins et traités pendant les

06 semaines.
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Chapitre 11

Résultats

I1-1-2. Poids des organes

Le tableau Il représente le poids des organes prélevés (foie et reins), les poids
des organes augmentent chez les rats traités aux deux doses par rapport aux

témoins, sans aucune différence significative. Bien que I’augmentation du poids du

foie n’est significative (p<0,05) que chez les rats traités a la dose 0,2g/1.

Tableau II. Variations du poids (g) des o

et les traités

o—

ines (foie et reins) chez '

Foie Reins
Lots moyenne £ écart-type | moyennetécart-type
X +SD X+SD
10,3 1,9
Témoin | 9.8 1.9
| 9.6 17
| 9.9+0,36 1,83+0,11
a*
| 11 1.9
Lot 01 11,6 T o J
! 12,2 2.3
11,6+0,6 2,1+0,2
10,1 2,1
. o
Lot02 | 10,8 02
10,8+0,7 02+00

a: comparaison entre les témoins et les traités par la dose 0,2 g/l.

* . Seuil de signification







Chapitre 11 Résultats

II-1-3-1‘. Activité enzymatique
II-1-3-1-1. La phosphatase alcaline

Les résultats obtenus révélent une augmentation de Dactivit¢ de la
phosphatase alcaline chez les rats traités aux doses 0,2 g/l et 0,4 g/l par rapport au
témoins. Ainsi que [’étude statistique test«t» Student montre qu’il y a une
disdrence signiaacative (t=4,41, p<0,05) entre les rats témoins et les rats traités a

0,4g/1.

Tableau III. Variation de P’activité de la phosphatase alcaline (UL/ 1) chez
les témoins et les traités

LOT Traités 1 dose | Traités 2°™ dose
Témoins
Echantillon (0,2 g/) 5 (0,4 g/l)
] 182.7 250 304
2 253.56 275.6 360
3 | 214 309 332
_ 210,/0 £ 32,01 278,22 £ 29,08 332 £ 2%
b |
w—

b: comparaison entre les témoins et les traités par la dose 0,4 g/l.

* - Seuil de signification.
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Chapitre 111 Discussion

L’évaluation du poids corporel hebdomadaire montre une augmentation du
poids des rats témoins traduite par une croissance naturelle des animaux, de méme
les rats traités a la dose 0,2g/1 ont révélé une prise du poids naturelle lors des six
semaines du traitement. Cependant, les rats traités a la dose 0,4g/1 ont montré une
perturbation du poids a partir de la deuxiéme semaine jusqu’a la fin du traitement.
Cette perturbation pourrait étre expliquée par I’effet toxique du cadmium sur la
physiologie de I’organisme notamment chez des rats susceptibles par leur jeune
age (Frank ,1992). Des résultats similaires ont été signalés chez des rats traités par
le cadmium (Machtar et al., 2004 ). Ainsi que chez des travailleurs exposés au
plo—"5 “"ismuth, 2000).

En ce qui concerne les poids des organes relevés apres la dissection des
animaux témoins et traités, nous avons constaté une élévation du poids de foie chez
les deux groupes traités par rapport aux témoins malgré que cette augmentation
n’est significative que chez les rats traités a la dose 0,2g/1. Par ailleurs Frank, 1992
rapporte que les variations du poids du foie sont souvent des indicateurs sensibles
de toxicité. Dans notre cas cette variation pourrait €tre expliquée par les
remaniements inflammatoires secondaires aux effets toxiques du cadmium sur les
hépatocytes.

Quant aux poids des reins nous avons enregistré une augmentation non
significative du poids des reins chez les deux groupes traités. Les modifications
pondérales de 1’organe par rapport aux témoins suggerent souvent des I€sions
rénales (Frank, 1992). Qui pourraient étre traduites par les phénoménes
inflammatoires dont plusieurs parties du rein sont le siege (Boisset, 1996).

Le dosage biochimique de la créatininémie et de I'urémie a révélé une
¢lévation du taux de la créatinine ainsi que du taux de I'urée chez les deux groupes
traités par rapport aux témoins, par ailleurs le dosage de la créatinine sérique

constitue le mode d’évaluation le plus répandu de la fonction rénale dans la mesure
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ou la créatininémie est corrélée au débit de la filtration glomérulaire. Cependant, la
valeur de la créatininémie ne reflete pas seulement I’excrétion rénale, résultante de
la filtration glomérulaire et d’une sécrétion tubulaire, mais aussi l’absorption
digestive et le métabolisme de la créatinine (Lacour, 1992 ). Cette diminution de
la filtration glomérulatre a été constatée chez les travailleurs exposés au cadmium
(Bernard, 1976), et chez des lapins traités par le cadmium (Guilhermino ez a/ .,
1998). En plus Bismuth, 2000 confirme que I’élévation de la créatinine plasmatique
traduit le passage au stade de néphropathie tubulo-intersitielle, avec possibilité
d’évolution vers l'insuffisance rénale chronique sévére aprés plusieurs années
d’exposition.

De méme, le taux élevé de l'urémie indique généralement une atteinte
glomérulaire ou une hépatotoxicité fréquente avec de nombreux toxiques (Brenner
etal, 1977) .

Les travaux de (Alain et Bélair, 1986) expliquent ’augmentation de I’urémie
par un dysfonctionnement au niveau des néphrons. Nos résultats sont en accord
avec ceux de (Sackar et al., 1998, Guilhermino et al., 1998).

Le dosage enzymatique a savoir, la phosphatase alcaline, la TGO et la TGP, a
révélé une augmentation de l'activit¢ de ces trois enzymes chez les deux
groupes traités comparés a celle des témoins ainsi, il est connu que le foie est
impliqué dans le métabolisme des glucides, des lipides et des protéines, il est aussi
le principal site de biotransformation des toxiques (Zimmerman, 1982).
Cependant, la présence dans le sérum de nombreuses enzymes libérées a partir du
cytosol et des organites subcellulaires (mitochondries, lysosomes et noyaux) apres
atteinte hépatique a ét€ utilisée comme indicateur d’hépatotoxicité (Frazier et
Kingsley, 1976).

Par ailleurs ’augmentation de I’activité de la phosphatase alcaline est due
aux  aladies hc__ iques 1 . ( :douar { lah, 2001). En plus
I’augmentation de la TGP exprime une hépatite. Quant a celle de la TGO, elle
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s’éleve lors d’une embolie pulmonaire, des atteintes hépatiques ,et dans le cas
d’infarctus du myocarde (Redouane Salah, ~)01).

Ajoutant a I’augmentation de ces enzymes sérique, 1’augmentation du poids
du .uie. _a peut alors, en se basant sur les interpi..ations des quatre paran...res

ensembles, conclure qu’il s’agit d’une hépatite toxique due a ’action du cadmium.
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Conclusion

Ce travail nous a permis d’extrapoler le poids corporel, les poids des
organes, le dosage de la créatinine et de 1’urée ainsi que le dosage des enzymes (la
phosphatase alcaline, TGO, TGP), chez les rats témoins et traités par le chlorure de
cadmium aux doses 0,2g/1 et 0,4~/ respectivement et apres 06 semaines de
traitement :

L’examen de la croissance corporel montre une perturbation du poids
corporel que chez les rats traités a la dose 0,4/l & partir de la deuxiéme semaine.

Ainsi qu’une augmentation du poids des organes (foie et reins) a €té
enregistrée.

Le dosage biochimique a montré une augmentation de 'urémie et de la
créatininémie en plus de I’élévation de I’activité enzymatique de la phosphatase
alcaline, de la TGO et la TGP.

L’augmentation de ces paramétres biochimiques investigués, ainsi que du
poids des organes indique que le cadmium entraine une atteinte rénale associée a
une hépatotoxicité.

Il serait plus intéressant d’effectuer des coupes histologiques sur les organes
ar~mentés de volume pour fournir plus d’information sur la lésion qu’est a
I’ origine.

Pour I’interprétation des chiffres d’urée et de créatinine qui sont en faveur
d’une insuffisance rénale, elles seront mieux exploitées avec le calcul du débit de
filtration glomérulaire.

Le retentissement des 1ésions hépatiques sur la fonction du foie pourrait étre

repéré par le dosage de I’albumine, et des taux de prothrombine.
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